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ABSTRACT 

Targeted gene delivery relies on the construction ofa complex known as "polyplex" 

whose backbom: is a poly-L-lysine chain to which both a ligand capable ofbeing 

endocytosed is covalently bound anda cDNA (transgene) is electrostutically attached. 

When the ligand ofthe polyplex is ~ecognized by its specific receptor on the cell target, the 

ligand-receptor complex is endocytosed and consequently the polyplex is internalized to the 

cell. The main advantage oftargeted gene delivery is its high specificity, but the drawback 

is its Iow efficiency becau.se o,f two majar barriers, the acidity of endosomal vesicles and 

the high selectivity ofthe nuclear membralle, which limit the access oftransgenes to the 

cell nuclCus. · · :<· 

O~ the base ofvi~al infection, ilié objective ofthis thesis wns \o construct a gene 

carrier system capable of overcoming the two majar barriers to targeted gene delivery 

sysÍems. We attempted to incrense the polyfecting efficiency by integrating the 

hemagglutinin HA2 fusogenic peptide and the Vpl nuclear localization signa! ofSV40 to 

the NT-polyplex (fusogenic-karyophilic-NT-polyplex). lt has been shown that the HA2 

fusogenic peptide is able to disrupt emlocytic vesicles at pH 6 to 5, and that the Vp 1 

karyophilic peptide exhibits a strong nuclear localization signa!. Therefore, we expect that 

the endosomal disruption leads to high concentration ofthe polyplex in tite 1:r1upin~"1 . .'f11., 

next expected action would lie the efficient access of the transgene to the cell nuclcus. 

. We used con focal microscopy techniques to show the internalization of propidium 

iodide-Iabeled transgenes in target cells, a.dct the reporter gene (the green fluorescent 

protein, GFP) exprt:ssion. Flow cytométry (FACSort) was used in arder to quantify the 

intemalization and reporter gene expressi?n efficiency in vilro. The chloramphenicol 

acetyltransferase (CA n assay was used ns.~ qualitative criterion of reporter gene 

expression. 

Fusogenic-karyophilic-NT-polyplex produced mostly nuclear localization of the 

transgene in 48.44 ± 7.18% ofNlE-115 cells bearing the high affinity NT receptor. The 

percentage ofcells intemalizing GFP as a reporter gene agreed with the percentage ofGFP­

expressing cells (48.93 ± 3.24%). The cfficiency or fusogenic-kar¡ophilic-NT-polyplex in 

intemalization nssays was significamly higher than that ofNT-polyplex Iacking viral 



peptides (8 ± 1 %, interna!ization; 6.5 ± 1.5%, expression). Blocking assays with the 

specific NT receptor antagonist, SR 48692, as well as assays with cells lacking NT 

receptors showed the high specificity of fusogenic-karyophilic-NT-polyplex. 

The ability offusogenic-karyophilic-NT-polyplex for the targeted gene delivery to 

dopáminergic neurons in vivo was shown in adult Wistar rats (200 - 230 g, body weight). 

-The fu~~genlc-karyopltllic-NT-polyplex labeled with propidium iodide was microinjected 

intÓthe ~ub'stiUitia nigra by stereotaxic surgery. By confocal microscopy, it has been shown 

!hd(s2 ±'1% ~f dopaminergic neurons of the subtantia nigra intemalized the reporter gene 

~dSI ± 9% ofthose neurons expressed GFP. In comparison to NT-polyplex lacking viral 

peátide~ÚJ~l~féction efficiency, 5 ± 4%), the addition ofthe fusogenic and karyophilic 

.pe~ticieito NT-poly¡:ilex produced a 10-fold increase in the polyfection efficiency. In 

'~dcÍition~ thi; improved NT vector extended the transgene expression from 15 days to 2 

-mcmi'hs .. The,absence of internalization and expression in dopaminergic neurons in the 

¡iresence ~f SR 48692; as well as in glial cells confirmed again the high specificity of the 

fusÓgenYc-karyophilic NT-polyplex . 

. ·.Re~entiy, it has been suggested that trophic factors such as GDNF might protect 

doparriin~rgic neurons of the substantin nigra from the progressive degenerntion known to 

- be the cause of Parkinson's disease. It now seems logical to test the NT-vector improved by 

the viralpep:i<l"" ln •m115f"r •he e'!ne encoding GDNF to dopamine neurons in a -

parkinsonian animal model. The fusogenic-karyophilic;: strategy could also be ofuse to 

incre~se the efficiency of other vectors of receptor-medinted gene transfer systems. 
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RESUMEN 

El envío dirigido de genes se b_nsa én la construcción de un complejo conocido como 

poliplex cuyo esqueleto es una _cadena de poli-L-lisina, al que se unen covalentemente un 

ligando endocitable y electrostáticamente un cDNA (transgén). Cuando el ligando del 

poliplex es reconocido por su receptor específico en la población celular blanco, el 

complejo ligando-receptor es endocitado y por consecuencia el poliplex es intemalizado a 

la célula. La ventaja del envío dirigido de genes es su alta especificidad, pero su punto débil 

reside en su baja eficiencia debido a dos grandes barreras, el medio ácido del endosoma y la 

selectividad de In membrana nuclear,. que limitan el acceso del transgén al núcleo celular. 

Sobre la base de la infección viral, el objetivo de la presente tesis fue construir un 

acarreador de genes capaz de superar las dos grandes barreras que enfrentan los sistemas de 

envío dirigido de genes. Con este propósito se tomó como base al poliplex de neurotensina, 

al cual se le adicionó el péptido fusogénico HA2 de la hemaglutinina y el péptido 

cariofilico Vpl del SV40, ambos de origen viral. El complejo resultante se le nombró 

políplex fusogénico y cariofilico de neurotensina. Se ha demostrado que el péptido 

fusogénico HA2 es capaz de permeabiliza~ endosomas a un pH entre 6 y 5, y el péptido 

cariofilico Vpl posee una potente señal de localización nuclear. Por lo tanto. esperamos 

que la permiabiliznción de los endosomas conduzca r< dta.• conc:";,trncione~ del poliplex en 

el citoplasma. La siguiente acción esperada sería In entrada eficiente del transgén al núcleo 

celular. 

En nuestro trabajo utili7.amos técnicas de microscopía confocal para demostrar la 

internalización del transgén marcado con yodu10 de propidio en la célula blanco y la 

expresión del gen reportero "proteína verde fluorescente" (GFP). La citometría de flujo 

(FACS) fue utilizada para cuantificar in vitro la internalización y expresión del gen 

reportero; la técnica del ensayo CAT (transferasa del cloranfenicol acetilado) se utilizó 

como un criterio cualitativo de la expresión del gen reportero. 

El poliplex fusogénico y cariofilico de neurotensina produjo una clara localización 

nuclear del cDNA en el 48.44 :!: 7.18% de las células NlE-115 que poseen el receptor de 

alta afinidad para In ncurotensina. El porcentaje de células que intemalizaron el gen 

ri:po_rtero GFP coincidió con la proporción de células que lo expresaron (48.93 :!: 3.24%). 
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La eficiencia del poliplex fusogénico y cariofilico de neurotensina en los ensayos de 

intemalización y expresión fue significativamente mayor que la del poliplex de 

neurotensina sin péptidos virales (8 ± 1 %, intemalización; 6.5 ± 1.5%, expresión). Los 

estudios de bloqueo con el antagonista específico para receptores a neurotensina, SR 48692, 

así 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 envío 

dirigido de.genes a neuronas dopaminérgicas in vivo se demostró en ratas Wistar adultas 

(200- 230 gr de peso), Por cirugía estereotáxica se administró el poliplex fusogénico y 

cariofilico de .neurotensina marcado con yoduro de propidio en el área de la substancia 

negra compacta. Utilizando microscopía confocal se demostró que el gen reportero fue 

intemalizado especificamente en el 52 ± 7% de las neuronas dopaminérgicas de la 
. . 

. substancia negra compacta y fue expresado por el 51 ± 9% de ellas. En comparación con el 

poliplex. de neurotensina sin péptidos virales (polifección, 5 ± 4%), la adición de los 

péptidos fusogénico y cariofilico incrementó 1 O veces la eficiencia de transfección del 

poliplex de neurotensina. Además, este nuevo vector de neurotensina mejorado aumentó el 

tiemp~ de expresión del transgén de 15 días a 2 meses. La ausencia de internalización y 

·expr~sión en neuronas dopaminérgicas en presencia de SR 48692, así con en las células 

· · .glial~s· coryfirmó una vez más la alta especificidad del poli ple:; !1.:•vg'.!11ico Y cariofili.:o de 

neurotensina. 

Recientemente se ha sugerido que factores tróficos como GDNF pudieran proteger a 

las neuronas dopaminérgicas de la substancia negra de la degeneración progresiva que 

conduce a la enfermedad de Parkinson. Ahora es lógico 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 

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

mejorar su eficiencia en la transferencia génica. 
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INTRODUCCIÓN 

Envío Dirigido de Genes 

El concepto de "envio dirigido de genes" fue introducido por George Wu en 1988, 

cuando_ .diseñó una molécula capaz de tansferir genes a las células hepáticas. Este 

acarr.e¡¡dor utilizaba asialoorosomucoide como ligando directriz, por su gran avidez por el 

¡.~~e~tciide galaétosa, el cual se encuentra exclusivwnente en el hígado. Utilizando este 
. "' ··, 

_a~arreador.:wu fue capaz de transfectar cultivos celulares derivados de hepatocitos (Wu et 

al; '1988a] y expresar genes reporteros en t;I hígado de las ratas transfectadas sin observar el 

... product!J del transgén en otros órganos [Wu et al, l 988b]. Más aún, Wu fue capaz de 

_introducir genes fisiológicos en modelos !l"imales de enfermedades humanas, como es la 

.... rata nagase" un modelo de analbuminemia. Como resultado de la transfección se expresó 

·la albúmin¡¡ humana en la rata y hubo una corrección parcial de la enfermedad [Wu et al., 

1991] . 

. . Sin.embargo, todos estos logros del grupo de Wu se velan ensombrecidos por la 

_necesidad _de que las células estuvieran en mitosis, de lo contrario no se observaba la 

·-expresión de Jo~ transgen~s. La e~:plicación de esta necesidad no está totalmente 

esélarecida, sin embargo se postula que durante la mitosis hay una inhibición transitoria de 

la actividad lisosomal, por lo que es más probable que el complejo cndocitado pueda 

escapar a la degradación Iisosomal y, fortuitamente, se transloque al citoplasma. Otro 

fenómeno que favorece la transfección de las células en división es el hecho que durante la 

prometafase de la mitosis la membrana nuclear es disuelta, por lo que el DNA exógeno que 

se encuentra en el citoplasma tiene altas probabilidades de ser atrapado en el núcleo de las 

células hijas durante la telofase cuando, se organizan nuevamente las membranas nucleares 

y, por tanto, el transgen puede ser expresado. 

El obstáculo que representa la necesidad de división celular está resuelto al transfectar 

cultivos celulares puesto que éstos se encuentran en división; sin embargo, cuando el reto 

es transfcctar animales se tiene que inducir la división de las células hepáticas mediante 

hcpatectomía de más del 50% del tejido. Este abordaje como lo planteó Wu requiere de 

producir un daño significativo al animal, por lo que no tiene mucho interés para su 
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aplicación clínica, sin embargo es sumamente importante ya que demostró que el envío 

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 In tarea 

de perfeccionar el sistema de envío 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 molecular elevado. Este hecho que limitaba la solubilidad de los acarreadores fue 

resuelto sustituyendo el asialoorosomucoide por moléculas de lactosa que son reconocidas 

·por.el mismo receptor hepático; este nuevo acarreador tuvo In ventaja de ser más soluble y 

tener un menor peso molecular [Martinez-Fong et al., 1994]. 

Una característica intrínseca del receptor hepático n galactosa es que está acoplado a una 

vía de degradación lisosomal, por lo que el acarreador de genes que usa este receptor para 

entrar a In célula de antemano está condenado n ser degradado si no es rescatado de In vía 

natural. Una posible solución n este problema que enfrenta el enví.o dirigido de genes sería 

la utilización como vln de entrada a la célula de un receptor que no esté acoplado a 

degradación lisosomnl, esto le daría una oportunidad mayor al complejo de permanecer 

intacto en el endosomn y con mayor probabilidad de alcanzar el núcleo de In célula. 

La neurotensinn y el NGF cuyas vías endocíticns no están acopladas a In degradación 

lisosomnl [Castel et ni., 1992), [Bernd et ni, 1983] son atractivos para el envío dirigido de 

genes. Algunos lignmic~ •:•liliúi•.ics pq•n 1ra1''.•forir genes a poblaciones celulares especificas 

son mencionados a continuación. 

Ligando Transportador Población celular a transfectnr Trabajos 

representnti vos 

EGF Polyethylcnimine KB carcinoma epidermoide. CMT-93 Blessing et al, 2001: 

Polilisina carcinoma rectal, Renca·EGFR carcinoma Frederiksen et al, 2000 

renal , small cell lung cancer (SCLC) 

lgGaCD29 Virus asocuido a Diferent!!S cultivos primarios de células Ried et al, 2002 

aCDll7 ndenovirus 2 hematopoyeticas humanas. Mauricc et al. 2002 
aCXCR4 VIH-1 Cultivos primarios de linfocitos 

a CD3 OKTJ 
Transferrina Polilisina Cos 7, cultivo primario de melanocito Chan et al, 1999 

Polyethylenimine. humano Tf-PEISOO y murino A VET, Wightman et al, 1999 

Adenovirus melanoma de ratón M-3 Schweighoffer et al, 

1996 
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... ·. 
Grosse ·et al, 2002 

KÍchler et ai'.1999 
' . - '. 

Maitinez-Fong et. al, 

1994 

Ferkol et al, 1 96 . ·. 

Nishlkawa et al, 2000 

Kawakami et ni, 2000 

Unaldé~Wü~'Íi~-i~~~J~ f~~~ y que propone franquear la primera barrera que 

. represe~t~~(é~~~~6~~'á'cido
0 

y I~ degradación lisosomal, es la utilización de péptidos 
.. : '. .· -·:,.,:,:t·1.~,'}l.-;_"1f:'-::.~·:.·::.· .. --¡/<'·'.f.;f' ' ·.: ·: 

fusogénicos'de_origen viral y de péptidos anfifilicos sintéticos capaces de desestabilizar el 

· endci~()ma 'Y,\~~~t.·~l~~~-~pe al citoplasma del vector no-viral (Esta idea será profundizada 
' • ' ~ ' ,. '... <, • ' ,. ' ••• -, ,.. ' ••• ···~ • 

en Íos sig~ientcf~. cap!tÚlos). · . 

. En ~~te:cdrtl~~~~iriotorios los trabajos del.grupo que encabeza Midoux [Midoux et al., 

I 99J, Mido~x·~t-al,:1999; Kichle.r et al., 1999]. En sus trabajos de transfección ullando 

.. aca;,:~n~or~s basados en poli-L-lisina, Midoux mejora notablemente la eficiencia de 
, .. , . 

· transfecciÓn.en sus sistema, adicionando el péptido fusogénico al medio de trimsfección sin 

_unirlo covalentemente al acarreador de genes, sin embargo e~!a es una limitante sustantiva 

para fines de transfección in vivo. 

Otra estrategia que se ha utilizado es la adición a los vectores basados en polilisina de 

fragmentos de la cápside de adenovinis, lo que conlleva al mejoramiento de la eficiencia de 

transfección como consecuencia de la acción de los péptidos fusogénicos presentes en la 

cápside viral [Wagner et al., 1992]. Para fines terapéuticos esta estrategia no es atractiva 

por que en la cápside viral además del péptido fusogénico se encuentran otras 

glicoprote!nas virales potencialmente inmunogénicas. 

También para mejorar la eficiencia de transfección in vitro ~e han utilizado inhibidores 

de la acidificación endosomnl como la cloroquina, sin embargo este abordaje no es 

susceptible a ser aplicado in vivo. 

Se sabe q1,1e la segunda gran barrera a los vectores de genes es la membrana nuclear 

[Zabner et al., 1995], ya que los mecanismos endógenos de transporte de DNA a núcleo son 

suman1ente ineficientes. Hasla la fecha sólo se ha reportado una estrategia para solucionar 
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este problema y consiste en la adición de señales de localización nuclear a los sistemas de 

transferencia génica. Se ha logrado mejorar la eficiencia de transfección de los vectores 

basados en polilisina uniendo una señal de localización nuclear a la polilisina [Chan et al., 

2000], también la eficiencia de transfección de los liposomas puede ser mejorada con la 

adición de péptidos cariofilicos [Aronsohn et al, 1998], en este caso el péptido es unido de 

forma electrostática al DNA. 

IS 



Endocitosis Mediada por Recepto~ ... 

Los sistemas de envío dirigido de genes utilizan como blanco W1 receptor lo más 

específico posible para la población celular que se quiere transfectar. Una condición 

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 endógenos que limitan el envio dirigido de genes. 

Una característica general de los procesos de endocitosis mediada por receptor es que 

como consecuencia de la Wlión del ligando al receptor se forma una invaginación cubierta 

internamente por Wla protelnn llamada clatrina, este proceso luego de iniciado continúa su 

curso de forma espontánea [Forgac et al., 1983]. La polimerización de la clatrina trae como 

consecuencia el entrampamiento de la membrana en "bahlas" que luego pasan a ser 

veslculas, las cuales están estructuralmente unidas al citoesqucleto y son transportadas 

intracelularmente a un destino que es determinado por dominios citoplnsmáticos del tallo 

del receptor [Bonifacino et ni., 1996]. En el proceso de formación de las "bahías" de 

clatrina interviene una proteína que juega el papel de adaptador (AP) capaz de reconocer 

.determinados dominios o señales del tallo intracelular del re'ceptor, y de unirse con alta 

afinidad a la clatrina favoreciendo la polimerización de ésta en tetrá111.:1u• [Boll el al., 

1996). Otras proteínas que juega un papel importante en la localización apropiada de las 

proteínas adaptadoras pertenecen a la familia de E ps 15. Estas proteínas 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 on determinado 

lugar de la membrana plasmática que es posteriormente endocitada, sin embargo, el 

mecanismo de señalización y concentración se desconoce [Kirchhausen et al., 1997]. El 

proceso de endocitosis puede ser bloqueado a diferentes niveles con diferentes fármacos 

que han sido herramientas útiles .para dem<!strar la participación de la endocitosis en la 

transferencia génica por envio dirigido. 
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"Bahías" y Vesículas forradas de c/atrina 

El principal componente estructural de las vesículas forradas de clatrina es la propia 

clatrina, una proteína trimérica (triske/ion) que se auto agrega en estructuras semejantes a 

redes esféricas (hexágonos o pentágonos) (Kirchhausen, 1993 ]. El ensamblaje de la red de 

clatrina ocurre en la parte citosólica de la membrana plasmática durante la formación de las 

"bahías" forradas de clatrina lo que conduce a una invaginación de la membrana que 

finalmente queda capturada dentro de las vesículas forradas de clatrina [Kirchhausen, 

1993]. Así pues la clatrina es la estructura que organiza los eventos de endocitosis mediada 

por receptor. 

La proteína que dirige la formación de las "bahías" forradas de clatrina es la proteína 

adaptadora de clatrina (AP) que forma complejos tetraméricos con la clatrina logrando la 

estructuración de las "bahías" de clatrina con los receptores de membrana. 

Se han descrito tres tipos de proteínas adaptadoras: 

Las AP- 1 se relacionan con las vesículas formadas a partir de invaginaciones 

membranales del trans-golgi. Están constituidas de subunidades grandes o adaptinas y y J31 

junto con las subunidades mediana µry la pequeña crl [Robinson 1994]. 

Las AP-2 son constitutivas de, las,"bah,fas" y vesículas forradas de clatrina y están 

formadas por dos adaptinas (uná a y una J3 I o J32) además de una subunidad mediana µ2 y 

una pequeña cr2 [Kirchhmisen, 1990]: 

Las AP-3 recién descritas no estiin 'relacionadas con clatrina y están constituidas por 

adaptinas ¡¡y J33 y de subuni~fod~sJdycr3 [Simpson et al., I 997). 

Ensamblaje de/forro de c/atri~a 

Las primeras proteínas en ser reclutadas a la membrana son las proteínas adaptadoras 

AP-2, sin e~bargo poco se conoce sobre los eventos previos y los requerimientos para que 

esto ocurra. Se sabe que los tallos intracelulares de los receptores poseen sitios de unión 

para las AP:2 [Salamero et. al., 1996), pero la unión a esos sitios no parece ser el único 

evento desencadenante de la formación de las "bahías". Se ha postulado la existencia de un 
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aparato_ o "plataforma" de sitios de unión 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 identidad de este complejo permanece controversia! así como su posible mecanismo de 

acción, se han identificado proteínas de membrana que unen AP-2 [Mallet et al, 1996] 

aunc¡ue su vínculo con el reclutamiento de AP-2 no ha sido demostrado, también se ha 

postulado c¡ue en las neuronas la sinaptotagmina (una proteína membrana! presente en 

vesículas sinapticas) puede realizar la tarea de "plataforma" de sitios de alta afinidad 
' ' ' 

[Zhang et al., 1994]. 

El siguiente paso en el ~nsamblaje del fo.:ió de clatrina es la unión de la clatrina a los 

compl~jos d~ AP~2 ·~riidos.~ rn~'riti;¡.~n~;: El ~nsdmbÍaje es altamente coordinado e involucra 
..... ' • .1 .1. 1·.<~· ;'<.·:,;;»:.~'·''.~,:~·.~ : .. 1::-~:.,'·>:;.:_·</;:/::.'.·'.' ,:_' > •, : :- .· . ·_· '. . 

al menos 60 tríllleros'de clatrina y 20 ó 30 APs; Las cadenas 13 de AP-2'son suficientes para 

· interaccio~~rcdi11~~~Í~t~i~a··;di¡:¡gi~ el e~sambiaje [Gall~sser et al, 1993]. Estas cadenas 

formán IÍ~~·h6°r~~~Íl~:~;~~~é~ de la c~al interaccionan con la clatrina (shih et al., 1995]. La 

fosforiiación de'est~hcirquilla previene la asociación de la APc2 con In clatrina pudiendo 

ser e~t~ ~Jté di'l1~ rried~hi~Íno a ~;avés del cual AP-2 in_icia y coordina el ensam.blaje de 
cla;ri~á-[Wii~t~'ta;,: l 9g6l:' . . . . . 

,. . un imp~rtanté componente de tas "babias'.' y v~sicut;¡g forritC!ás de ctD.trina .son tas 
' ··-·· ,• .. _,. -' .,.:·. - ... - ,.,,.. . 

p~Óteínas que p0seen un dominio altaniente.coiiseÍ'V~do con:licnnologlaaliíproieínn Epsl5, 
. -·· -- . _, .··- . ' - •·''· .... - .· t; • . ,: ·., ...... · ... . 

pre'iiati1cntc 'des•~rit,1 con.o el substrnfo de fosforil¡;-cióll' de! r¿cépt'or ií EGF [Fnzioli et ni., 
·,. . . _· .".,:',- ,;,-;_·-~'.;· ·'.. ~~ .; . :.~_:;,:. -.~_:¡:·'.'··:':i.:}.~'. (:·~·'.'. ... _ .. : .·~.·::::_ ...... > -. . . 

1993]. Eps 15 se une ni extremo cnrboidlo de ln'cndena o: deAP-2 a través de dominios 
. . .. "_;' .. _:·_.!:·:.;:.'"'·:'/··.'_;:·.:~:r·.f~<··:·:'--1: ..... '..~:\~.~:>~ .. ~,.·.":·-; 

homólogos n Eps (EH) y colocnliza con ln'cl~trinn eí:i'.liínienibrann plasmática [van Delft.et 

al., 1997). Ln familia de proteínas co~ clo~Í~Íci~,h~'h;ó(~go~ a Eps (EH) constantemente se .. - " .... ,.., .. 

incrementa con nuevos miembros [AcÍruns et a1;; 2000] y s~ ha confirmado que es 

imprescindible su unión a AP-2 piira 1~' f~rit{adÓn de las "bahías" forradas de clntrina 

[Benmerah et ni., 1998]. 

Señales de Interna/ización" 
;·:.- ... : 

-·.\ 

Los componentesde'lns cubiertn~de clntrinn se encuentran en una posición propia para 

internccion~rcon los'tnÚ~~~i,ÍÓ;l~~óticos de los receptores transmembranales, los cuales 

se sabe q~c:·posi~n:~~~at~2e~~~~ificns que dirigen tanto la rápida intemnlización usi como 
. ' .. ,,. ·~·· ,•· . 
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otros pasos de direccionamiento intracelular. Las señales son secuencias de motivos 

·estructurales muchos de los cuales tienen un residuo de tirosina crítico ("basado en 

tirosina") o un par de residuos de leucinas ("basado en dileucinas") o un grupo de residuos 

hidrofóbicos [Me liman, 1996). Existe evidencia de que las señales "basadas en tirosinas" se 

unen directamente al complejo AP-2 y de que esta unión es el evento que desencadena la 

concentración de ciertas proteínas de Ja membrana plasmática dentro de las "bahías" 

forradas de clatrina (Bonifacino et al., 1996). Algunas evidencias indican que las señales 

basadas en dileucinas también son capaces de interaccionar con AP-2 [Heilker et al., 1996) 

aunque el sitio de unión a AP-2. es diferente .al de las "basadas en tirosinas" (Marks et al., 
, ' . ·._., .. _,.,-. '·-- , '"'" ,,, ·'· 

· .• 1996); U~a éaracterí~úéa importnntede estas señales es que muchas de ellas están 

. vl~~~la~~'~iü~ib~~¡i;;'~iii~ ~ ~;6~e~~s de; dir~ccionamiento intracelular, por ejemplo, a 

·· ;isosoih~'.:~-~:;i~~iÜilüiiis'ericl~~omales especializados o reciclaje a membrana [Mellman 

i -e~;;(;: i'~961~'·p~·;·~~to fni;s~ilaie~~~rireconocidas en sitios intracelulares por complejos 

ad~ptá.lf¿;é{!Ji!~s
1

c'C>~6 AP~l o AP-3. 
·· :.Lá's'señaÍes 'de int~malización son altamente degeneradas no solo entre las familias de 

· l!Ís_';basnd.as .. en tirosina" o "basadas en dileucinas" sino entre otras familias de dominios 

citcisÓiic~s qúe no presentan una semejanza obvia a las señales clásicas [Kirchhausen et ni.. 

1997). La diversidad de señales parect: ser critica pnra la maquinaria de direccionamiento 

iuÚ·tt·:t:!ul.i. ele las-vesículas forradas de clatrina. Debido a quC'la formación de las "bahías" 

forradas de clntrina no requiere que la unión de las proteínas AP-2 a las señales del tallo del 

receptor sea.de alta afinidad, es posible qut: señales de internalización no descritas de débil 

interacción con AP-2 pudieran ser suficiente para efectuar la intemalización [Kirchhauscn 

et al., 1997). Algunos receptores combinan las señales de intemalización, siendo posible 

encontrar los tres tipos de señales más comunes en un solo tallo intracelular [Komfeld, 

1992]; esto posiblemente confiera mayor afinidad con las AP-2. 

Reconocimiento de las s1úia/es "bascrdas en tirosina" por AP-2 

Las primeras señales descubiertas y las más comunes en las vías de endocitosis rápida 

de muchas proteínas son las "basadas en tirosina". Una i:aracterística de las señales basadas 
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'(_;:.'. 
':· .. 

enii~~sinas· es su cap~cidad de inier'accionar directamente con AP-2 a través de la 

. s~b~didad µ2 [:Boü ~~ 'a(I 99~]. ·{ . 

Estas s~ñales s~ caracterizan· por poseer un residuo de tirosina inmerso en un motivo, 

siendo los más comunesNPXYyYXX@, donde X es cualquier aminoácido y@ un 

aminoácido hidrofóbico. Dada la yariabilidad y el grado de degeneración, la posición del 

.aminoácido apropiado en X o @ determina la afinidad y la especificidad de la interacción 

de la señal con AP-2 y consecuentemente determina la velocidad de intemalización de la 

proteína así como su destino final dentr~d~ la cét~líi. 
' . - , ... , •. ··- ,, . ;,< 

·'·;/,«:¡\.::'·· '--~:> ;,_ 

Regulación de la unidn de la; señal~sN/iisdda/i~ tiros/na" con AP-2 
• ;, - , • ... ).':'-:'"· :;'.:;·~ ~·: 1 ,_. : >. 

\ ·:; ~-·-':: ,·<·,:..~:_'.,·;_·~~:~~~:< •' ,• 

La captura de protef~as de meinbrru:J~d~ntroC!ei~.':bahfas" forradas de clatrina puede 

ser regulada por modificacion~~ i~to d~.l~;s~ft~les ~~ lrit~lll~tÍZllción aSÍ como del 

complejo AP-2. Con respecto a las ~efia'te~';~aS;d~.é~·;¡;~sin~" se sabe que la fosforilación 

del residuo crítico de tirosina previene la unifü1aµ2/AP~2:(Boll etal., 1996]. Se piensa que 

esta modificación juega un papel importállte en t!llÍ células Ten la regulación de la 

internalización del ce-receptor citotóxico al antígeno 4 (CTLA4) [Shiratori et ni., 1997]. La 

fosforilación de otros residuos fuera de la señal puede modificar In conformación local 

haciendo la señal más o menos accesible a AP-2. 

La modificación de AP-2 puede ser otra vía de regulación del reconocimiento de la 

señal "basada en tirosinn". Se ha demostrado in vitro que .la unión de AP-2 n lnsjnulas de 

clatrinn incrementa la afinidad de AP-2 por los péptidos que contienen señales "basadas en 

tirosina" (Rnpoport et al., 1997]. Este incremento de afinidad puede ser dado a cambios 

conformacionales.en el complejo AP-2 inducido por la unión de la clatrina [Matsui et al., 

1990]. . 
~>'. ·-::._ :. ""<> ' _- . . 

ÍJe;e~;ambl¡,je d~ l~ cl¡,trina de la vesíc~la endocítica 

Una vez formada la "bahía''. forrada de clatrina una proteína asociada al citoesqueleto 

[Shpetncr et al, 1989] llamada dinamina tiene In función de cerrarla [Kosaka et al, 1983] 

dando lugar a la vesícula forrada de clatrina. Se ha reportado que la dinamina tiene 
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actividad GTP-asa [Herskovits et al., 1993]. Una vez formada la vesícula ésta comienza a 

migrar. hácia el citoplasma movida por transporte activo del citoesqueleto dependiente de 

A TP: Una vez .en el citoplasma la vesícula interacciona con una proteína citoplasmática 

llamada "proteína de choque térmico 70 ó Hsp70" la cual es una ATPasa que desacopla la 

clatrina de la superficie de la vesícula [Chappell et al., 1986] quedando ésta desprovista del 

forro pudiendo migrar a destinos intracelulares más alejados. 

Compartimento Endosomal 

La definición de compartimento endosom'al.tiende á enfatizar los atributos particulares 

del mismo incluyendo fimción, niorf~Idgí~ ;,~~¡i¡Pg~ici~n: S~_han clasificado 

compartimentos como "cuerpo multivesicular"~;,b6ci'~artirn~nto prelisosomal" y 

"endosoma tardío", paralelamente se hande~crito "eridoscimatÚbulovesicular", "endosoma 

de selección", "compartimento de desacople deIHgiínc:lo·d~I receptor", y "endosoma 

temprano" [Aniento et ni., 1993]. 

"Endosoma temprano" es el estadio de selección más grande en la vía endoc!tica, desde 

este orgunelo el material puede ser reciclado.a la membrana plasmática como en el caso de 

la_trans_ferrina, a un compartimento endocítico tardío como ócurre con el receptor de EGF, 

na ve:;ículn.i secretoras controladas como sucede con el transportador GLUT4. Este 

compartimen'to es menos ácido (pH 6.4-6.5) que el "endosoma de selección" (pH 6.0) 

[Mellmnn et al, 1986]. 

La relación entre el "endosoma temprano" y el "tardío" es controversial, existen dos 

puntos de vista opuestos: 

Maduración del endosoma: De acuerdo a este modelo los endosomas tempranos son de 

nu¿va síntesis y provienen de las vesículas forradas de clatrina. El endosoma tardío es 

el propio endosoma temprano luego que ha terminado el reciclaje hacia la membrana 

plrismática y ha sufrido un proceso de acidificación (Thilo et al., 1995]. 

Vesículas 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 vesículas acarreadoras (0.4 ~tm) se forman 
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del endosoma temprano y subsecuentemente se fusionan con el endosoma tardío a 

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

"El endosoma tardío" se caracteriza por tener una alta concentración del receptor de 

manosa-6-fosfato desde donde se recicla al compartimento trans-golgi. Aquí las enzimas de 

degradación son activas pero están más concentradas en el lisosoma. La transferencia de 

material entre el "endosoma tardío" y el lisosoma parece ser una fusión directa que resulta 

en un organelo híbrido transitorio [Mullock et al., 1998]. En el endosoma tardío el pH es de 

aproximadamente 5, siendo en el lisosoma aún más ácido [Mukherjee et al., 1997]. 

La acidificación· del eridosoma ocurre a consecuencia de la captura en las vesículas 

forradas de clatrlnad~una bomba de protones dependiente de ATP [Forgac et al., 1983], la 

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

i~trodu.cir pr~fones [H•] al interior de la vesícula endocítica y consecuentemente de su 

· acidificación .. La acidificación de las vesículas endociticas que contienen ligandos 

destinados a los lisosomas es bifásica con una caída rápida hasta un pH de 6, seguida de 

una caída lenta hasta un pH de 5. Se ha reportado que el pH en el endosoma temprano es 

modulado por la internalización de una segunda bomba, en este caso de la bomba de 

Na+/K + dependiente de A TP que genera un potencial positivo en el interior de la 

membrana del compartimento [Fuchs et a!., ! 9~9] y, por tanto, contrarresta el efecto de la 

bomba de cloro haciendo lenta la acidificación. En el endosoma tardío y en el lisosoma esta 

homba deja de funcionar [van Dyke, 1995]. Una estrategia que han utilizado algunos 

parásitos intracelulares como las micobacterias, la leishmania y la coxiella es bloquear Ja 

acción de la bomba de protones, inhibiendo la acidificación y maduración de los 

fagosomas. De esta manera el parásito puede subsistir por largos periodos de tiempo sin 

que la célula portadora sea capaz de librarse de la presencia indeseada de estos 

microorganismos [Hackam et al., 1997]. 

Otro microorganismo que es capaz de utilizar la maquinaria endocítica de la célula 

blanco para su propia conveniencia son los virus, sin embargo el mecanismo de acción de 

ellos es diferente y será revisado detalladamente en el próximo acápite. 

lnhibidores de la endocito'sÚ 
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Una ,herramienta farmacológica que permite esclarecer los eventos moleculares que 

transclÍrren en cada una de las etapas que conforman el proceso de endocitosis y transporte 

del endosoma a destinos intracelulares son los inhibidores de la endocitosis. Existen 

diferentes inhibidores de la endocitosis con muy variados mecanismos de acción a 

diferentes niveles de la vía endocltica. 

J. Oxido fcnil 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 hipcrtónicas como 0.45 M de sacarosa, inhiben la formación de las 

"bahías" forradas de clatrina [Heuser et al, 1989], por lo que bloquea la endocitosis 

desde la superficie de la membrana plasmática. 

3. La balilomicina es un potente inhibidor de la ATPasa, por lo que es capaz de 

bloquear el transporte de las ves!culas acarreadoras endosomales asociadas a los 

microtúbulos desde el endosoma temprano al tardío, sin afectar la unión del 

receptor ni la formación de las vesículas forradas de clatrina [13owman et al., 1988). 

4. La citocalacina Des un despolimerizador del citoesqueleto de actina por lo que 

bloquea la intemalización en el inicio, no así en estadios más avanzados como los 

endosomas intermedios a tardíos [Lamaze et ul., l 9S:1 j 

5. El nocodazol, la colchicina, la vinblastinu y el colccmidc son disruptores de los 

microtúbulos por lo que bloquean el transporte del endosoma temprano al tardío 

[Anielo et al., 1993]. 

6. La citocnlacina B, la faloidina y el mctilpulmitato son disruptores de los 

microfilamentos por tanto bloquean la endositosis desde estadios tempranos 

[Lichtman et al.; 1996]. 

En nue~tro:frabajo utilizamos el óxido fcnil arsénico (PAO) y la solución hipertónica 

de sacarosa 0.45 M como inhibidores inespecíficos de la endocitosis, sin embargo para 

finesHustrativ~s la solución hipertónica de sacarosa fue más útil ya que permitio la 

visualfwciÓn de los poliplexes unidos a la membrana. 
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lllu4ucadnr<!s de las \'esiculas forradas de clotrinu 

Oxido Fenil Arsénico (PAO) 
Soluciones hipertónieus 
Bnfilomicina 
Citocalucina D 
citoculucinu B 
Fuloidina 
Mctilpalmitate 

Bloqueadores del transporte 11cti,·o por 

microtúbulos: 

• Oxido Fenil Arsénico (f>AO) 
Bnlilomicinu 
Nocoduzol 
Colchicina 
Vinblnstinu 
Colcemide 

Fii.:. I: Repn:semución grálica de los niveles en los que se puede bloquear el proceso de 

endocitosis mediado por receptor por diferentes inbibidores. 



Péptidos'ii~sggéiiico y c~riof¡Iico 

En su af¿-d: i:~o~u¿~e a~ji céÍulas bl~co y .utilizar de estas su maquinaria 

replicativa; lcisvi~s 11iiii desarroÍlado un ;¡ecanismo para burlar a la célula huésped. Su 

estrategi~ de. i~fecclón s~ desarrolla en tres etapas. 

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

reconoce glicoproteínas de la cápside viral. Como consecuencia de este reconocimiento la 

célula huésped desencadena el proceso de endocitosis propio del ligando natural, 

internalizando el receptor con el virus acoplado [Perez et al., 2001]. Un ejemplo 

ampliamente conocido es el modus operandi del virus del SIDA que es capaz de infectar 

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

virus que utilizan receptores de superficie que no están acoplados a endocitosis, ejemplo de 

esto son algunos bacteriofagos [Barnford et al., 1987]. 

Una vez iniciada la endocitosis comienza la acidificación del endosomn y la activación 

gradual de endoproteasas, que ni cortar glicoproteinas de In cápside viral dejan al 

descubierto secuencias polipeptídicas (Horvath et al, 1992; Ynmnda et al., 1998; Kido et ni., 

1996) capaces de adoptar una estructura terciaria de hélice-a en presencia de un pH ácido 

[Muratn et al., 1987; Lear et al, 1987]. Estas secuencias polipeptídicas tienen la 

característica de quo:: s.: un\!n u la m"mbiann del endosomn fusionándose con ellas 

[Bullough et ni., 1994], de ah! su nombre "péptidos fusogénicos". Se sabe que la estrncturn 

primaria de estos péptidos tiene una secuencia anfifilica (Murnta et al 1992] que le confiere 

In propiedad de perturbar In tensión superficial propia de la membrana lo cual hace a la 

membrana inestable termodinámicamente (Choppin et al, 1980], este proceso conlleva a In 

formación de agujeros en In membrana y en ocasiones a la ruptura total de Ja misma 

(Mizzen et al., 1987). La fuerza desestabilizadora de estos péptidos está relacionada con su 

anfifilicidnd y por tanto con el ángulo de fusión con la membrana (Colotto et ni., 1996; 

Vonech" et al., 1992 n y b]. De esta forma Jos virus logran alcanzar su segunda meta que es 

el citoplasma. 

En el contexto de esta tesis los péptidos fusogénko3 constituyen Ja herramienta 

necesaria para lograr el objetivo del rescate oportuno del poliplex del cndosomn 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 ácido, 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 

continuación. 

Virus Secuencia del péptido fusogénico Reportado en: 

Meas les (Sarampión) FAGVVLAGAALGVATAAQlTAGIALHQ Richardson et al, 1986 

Simaan S FAGVVlGLRALUVATAAQVTAAVALVK Paterson et al, 1984 

Newcastle FIGA!IGGVALGVA TAAQITAAAALIQ Chambers et al, 1986 

Sendai FFGA VIGTIALGVATSAQITAGlALAE Blumberg et al, 1985 

Syncytial (respiratorio) FLGFLLG VGSA lASGVAVSK Collins et al, 1984 

Neumonia (de mton) FLGLlLG LGAA VTAGVALAK Chambers et al, 1992 

Moloney (leucemia) EPVSLTLALLLGGL TMGGlAAGIGTGTTALMA Shinnick et al, 1981 

Sarcoma SVSHLDDTCSDEVQLWGPTARIFASlLAPGVAAAQA Hunter et al, 1983 

Tcell hum. (leucemia) AVPVAVWLVSALAMGAGVAGGITGSMS Seiki et al, 1983 

HlV A VG lGALFLGFLGAAGSTMGARSMTLTVQARQL Wain·Hobson et :d. 1985 

Visna GIGLVIVLAIMAllAAAGAGLGVANA VQQSYTRTA Sonigo et al, 1985 

Anemia (equina) FGlSAIVAAlVAATAlAASATMSYVAL TEVNKIMEV Rushlow et al, 1986 

Spumavirus SVDNNYAKLRSMG Y ALTGA VQTLSQISDINDENLQQG 1 YLLRDM VI fL Flugel et al, 1987 

Gastroenteritis GIMVLPGVANADKMTMYTASLA•:;e!TLG:\Luu•J¡\ V¡\lfi' Rasschaen et al, 1987 

HC!patitis (murina) GIKVLPPVLSESQISGYTAOr\ l'AAA,\tFPPWTA r\AGVPF Schmidt et al, 1987 

Bronch1tis (inlt:cc1osa) GLLVLPPllPAEM<)ALI fSSLVASMAFGGITt\ Aüt\ll'F ílinns et al, 1985 

Influenza A GLFGAlAGFIENGWEGMlDGWYGFRHQSEQGTGQAADLKS Jou et al, 1980 

Influenza B GFFGAlAGFLEGGWEGMlAGWHGYTSHGAHGV A VAADLKS Krystal et al, 1982 

Influenza C IFGIDDLllGLLFVAIVEAGIGGYLLGSRKESGGGVTKES Nakada et al, 1984 

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

fusogénicidad, la sola proximidad del entorno hidrofóbico de la membrana plasmática 

dispara el cambio conformacional necesario para la fusogt!nicidad. Estos pt!ptidos 

fusogénicos activos a pH neutro son característicos 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 

qué la entrada a las células se haría en un entorno de pH fisiológico neutro lo que significa 
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.. ;· ·.•••' ... ·.:;:~~~.·:.~~t%;~.~;:f 0~~t~t~(~Wt;•··•-. 
que puede'énti-iir ¡¡ cúalquier célúla que reconozca el ligando sin importar que medie un' 
· _'. -·:·:· ·; ~-:~> ·'.~~;;:;-~.;,~ .. ·~-'J'::.:;_<~it:•~ _Y\~:¡~~)i:~i1j:: \3,!i.~~~- '-: _ · · 
eventó de".eridócifosis~ o' no; y' lo. que es mas peligroso aún, podría ocurrir una fusión masiva 
• :'.~:~.' ·~,'<- .. J_~ :<.:;::!;'c;Í:'~::j·;'.\~i:'::/(\ l~'.jj'--i ;;~·:)· «'.. /': 

•dé los 'péptidós fusógériiéos próvocándo la ruptura de la membrana y por consiguiente la 

H~i~d~·1~t~1tffJG;ii;'á:¡>¡'S·· · .•. 

lÍh~·J~~tlB~rJ&'J.~j~¡~¡~ri al citoplasma se activa la tercera etapa de la estrategia de 

· info~dón~:~r;:¡}fj~'~(cÍJ·~ q~e· los mecanismos endógenos de transporte de DNA plasmático 

aÍ ~úcÍ~;J:iJ~Úi'~~i'Jt~'h~~ped en condiciones naturales es poco eficiente (Zabner et al, 

199s]i'~~'ha9~iíiiiJ;~l~cÍ~que el material genético viral qúealcanzá el citoplasma sea 

t~sícl~adb:'ii'ri(i~1~6: Por'esÍa raz¿n, los virus han desa.rrollado ~Íl· siste~a de transporte de 

... · ·. sÜ pr(J~lJ'~~t~il~¡'g~,n~tÍco al núcleo de la célula huésp~d q~e cÓrisiste en proteínas del 

núcleo viral Iiiúuales presentan secuencias réconoCidas porios receptores nucleares de la 

éélulii huéspectS~si~ sec~encias son llamadas indisti~Íalliente "señales de localización 
, ___ ,., >,. -"> -· :.. . { ., •. ' . ' ' . •.' ' . 

riué:.lear (NLS)''.. ;•péptidos cariofilicos" o '.'determinantes cariofilicos" y tienen la 

caract~ri~tlé~,d~ tener u~a carga neta positiva al co~trir con gran ~antidad de lisinas y 

ar~il'lill~ ~n ~u ~ec11encia (Nakíelny et al, 1998].: . 

En'1~·membrana nuclear de la célula eucariota se han descrito tres sistemas de 
' . . . 

receptores I'lllcleares los cuales median la ti~nslocación de diferentes proteínas a través de 

·los poros nucleares en an1bas direcciones. 

El sistema ,de importinas es un receptor dimérico compuesto de importína a (que 

une la NLS) y d'7 importína p (que media la translocación). el cual se encnrga de 

tnmsportar al núcleo proteínas con señales de NLS clásicas que contienen residuos 

básicos. Las importinas también son conocidas como carioferinas [Nigg, 1997]. 

El transportín es un receptor monomérico que está involucrado en el transporte al 

núcleo de un grupo muy heterogéneo de proteínas de unión a RNA y que contiene 

una señal NLS llamada M9 la cuul es rica en glicina y aminoácidos aromáticos 

[Siomi et al., 1997]. 

Ha sido descrito un tercer grupo de receptores nucleares cuya función es transportar 

al núcleo proteínas ribosomales. Este receptor es una proteína monomérica llamada 

Kapl23 y Psel [Routetal, 1997]. 

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

al expresar ciertas NLS que son el pasaporte al núcleo de su propio material genético. más 
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aún, en el proceso de replicación viral una vez sintetizadas ciertas proteínas virales 

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

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

Virus Secuencias de las NLS Reportado en 

Epstein_Barr uo YKRPCKRSFtRFlm y ,,..LKDVRKRKLGPGH106 Liu et al, 1998 

Newcastlc mKKGKKVTFDKLERKIRR,., Coleman et al, 1993 

Mosaico del Tabaco 1GE"'"'" WVVEALSGNLR 11 y ,,,Tl'ILTPDGTllKKHKGNNSGQPSTV,.6 Li et al, 1997 

Papiloma humano sRARRRKR11 y ,..JASRRGLVRFSRIGQRGSMH106 Suzuki et al, t 995-

Hepatitis C u26PPRKKRTVV2J1 .. lde et al, 1996 

HIV-1 RKKRRQRRR Ellhymindis et al; 1998 

Espumarctrov.hum ,..,PKPRPRH200 y ,..KHHKPRQKRPRRRm Vcnkatesh et al, 1993 

l:C1u1a T·11nrotrop1co 13RRCRSR1s y 91RPRRSRPR9s D' Agostino et al, 1997 
humMo 

NCrpcs ;::,1mp1cs·t 11oARRPSCSPEQHGGK VARLQPPPTKAQPAm Menrs el al, 1995 

;>v4u(vp1¡ MAPTKRKGSCPGAAPKKPK Jshii «al, 1996 

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 núcleo de 

las células infectadas [Ishii et al, 1996]. 

De esta m~era, estudiando las estrategias que utilizan los virus para infectar 

· eficientemente la célula huésped, es que decidimos construir un vector que desarrollara las 

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

de péptidos virales para evitar una posible respuesta inmune. 
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EnvíODÍrlgiao d,~Genes al Sistema Nervioso Central 

El sistema nervioso ~entra! (SNC) es el órgano mas protegido del organismo y por tanto 

el más dificil para experimentar protocolos de terapia génica. La barrera hematoencefálica 

es altamente selectiva por lo que prácticamente ningún vector génico es capaz de 

atravesarla después de su aplicación sistémica. La impenetrabilidad de esta barrera ha sido 

franqueada exitosamente usando como ligando la transferrina o algún 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 circulación sanguínea al líquido 

cefaloraquideo [Shin et al., 1995]. Sin embargo estos vectores tienen el inconveniente de 

que pueden introducirse indistintamente a cualquier población neuronal, glial o epitelial, 

siendo sumamente inespec!ficos. Otro modo de abordar poblaciones celulares del SNC es 

administrando fármacos que inhabilitan temporalmente la barrera hematoencefálica 

permitiendo el paso del vector al SNC, aunque este método es sumamente invasivo y con 

efectos secundarios altamente daí'linos e incluso letales [Emerich et al., 1999]. Para alcanzar 

algún núcleo específico del cerebro causando el menor daí'lo posible el abordaje más común 

es la cirugia estereotáxica. 

Si bien se han utilizado vectores virales y no virales del tipo de liposomas para la 

transferencia génica al SNC [M:1g\1ir-Zcis et al., 2001; Hagihara et al., 2000; Zou et al., 

1999; Shi et al., 2001], hasta la fecha no se ha utilizado el envio dirigido de genes y de 

todos los vectores usados los más eficientes han sido los basados en retrovirus, en especiál 

el basado en el virus del SIDA (Naldini et al., 1996]. Sin embargo. el riesgo intrínseco y el 

peligro latente de recombinación que representa, hacen que este vector basado en el virus 

del SIDA no sea la solución de elección para transfectar poblaciones neuronales del SNC. 

El objetivo principal de este trabajo es transfectar en forma eficiente y prolongada 

poblaciones celulares específicas 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 regulación que ejerce la inervación dopaminérgica en 

los ganglios basales para mantener el control del movimiento en los vertebrados [Moore et 
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al., 200 l1: ~~~!f~\~ui'tál i~~rvá~iÓn s~ há convertido en el blanco principal de una eventual 
-·. ,~;:,. ·;.. ,'.- ~ ' 

terapia"génica élelP~kiilsiin: •···· • / : > > . 
Un tie~~~épíid~ f~l~i:ionad6 cori l~ ;egulación de la liberación de dopamina [Brun et al, 

209 q,Iá ácti~~~i¿~ cl~Í gén de'la tirosiiiahidroxilasa (enzima limitante en la síntesis de 

dopamina) (Marcos ei al, 1996; Najimi et al, 2001] y que tiene receptores en la sustancia 

nigra compacta [Lepee-Lorgeoux et al., 1999], es la neurotensina (NT). Se ha reportado 

que la NT tiene efecto fisiológico tanto en el sistema nervioso central como en el periférico. 

Se ha descrito que al inocular la NT intra ven.tricular se produce un decremento en la 

temperatura corporal de las ratas y ratones, sedación y decremento de la actividad motora 

[Bissette et al, 1976, Nemeroffet al, 1977]. A nivel periférico la NT tiene efecto sobre la 

actividad coritráctil del Ileum [Segawa et al, 1977], y sé rdaci~na con las células 

endocrinas de los intestinos [Sundler et al, 1977-a,b; Evers.2002]. Se han descrito tres 

receptores para la neurotensina en el SNC, el recepior ele alta áfi~idad (NTRH, Kd = 0.1-

0.3 nM), el receptor de baja afinidad (NTRL, Kd =· 3-5 nM) [Vincent et al, 1999] y 

recientemente se ha identificado un tercer receptor para.neurotensina (NTR3 Kd= 40 nM), 

el cual difiere radicalmente de los dos anteriores y rara vez se expone en la membrana 

citoplasmática [Navarro et al, 2001). 

El receptor de alta afinidad para neurotensina está distribuido selectivamente en algunos 

núcleos del SNC [Lepee-Lorgeou;¡ ~t al., 1·999). siendo l:i substancia nigra compacta y el 

aren ventral tegmental algunos de los núcleos con mayor densidad de NTRH [Lepee­

Lorgeoux et al., 1999). Las neuronas dopaminérgicas constituyen la población celular de 

estos núcleos que expresan preferencialmente NTRH [Castel et al., 1994) y son capaces de 

endocitarlo rápidamente a consecuencia de su activación por la neurotensina [Castel et al., 

1994). Se han reportado evidencias in vilro [Beaudet et al., 1994) e in vivo (Castel et al., 

1992) que demuestran la localización de la neurotensina en la vecindad del núcleo celular 

después de endocitosis del complejo ligando-receptor, sugiriendo que la neurotensina evade 

la degradáción lisosomal [Castel et ul., 1994 ), principal obstáculo de los vectores para envio 

diiigido de genes [Kichler et al., 1999]. Estudio recientes por microscopia con focal y 

técnicás de biología molecular señalan que también el NTRH durante su endocitosis evade 

la degradación lisosomal, ya que este receptor se ha localizado en el interior del núcleo 

celular donde realiza acciones fisiológicas [Comunicación pei·sonal del Dr. William 
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Rostene, INSERM U .339, Hopital Saint Antaine, 184 rue du Faubourg, St Antoine, 75012 

Páiis, Frarice]; Esta propiedad tanto del NTRH como de la neurotensina abre la posibilidad 

de transfectar las. neuronas dopaminérgicas nigroestriatales utilizando la vía endocítica no 

lisosomal del complejo NTRH-neurotensina. Otro punto a favor de la utilización de la 

neurotensina 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 

[Martinez-Fong et al., 1994]. 

También se ha encontrado el NTRH en las terminales axónicas del sistema 

dopaminérgico nigroestriatal [Castel et. al., 1994], siendo capaz de endocitar neurotensina y 

transportarla retrógradamente hasta el cuerpo celular localizado en la substancia nigra 

compacta [Castel et al., 1992]. La presencia de la neurotensina en el cuerpo neuronal hasta 

más de 8 horas posteriores al transporte retrogrado y evidencias de acciones fisiológicas a 

consecuencia de su internalización confirman la capacidad de este neuropéptido de evadir 

la degradación lisosomal aun cuando es transportado retrógradamente. Este hallazgo 

permite proponer otra ruta para la transferencia génica por medio del vector de 

neurotensina. En este caso, la administración se haría en el rilicleo estriado, una de las áreas 

de prny,,r.cíén de l:i~ n"uronas dopaminérgicas nigrales [Castel et al., 1992]. 

Por otra parte el hecho de contar comercialmente con líneas celulares que expresan 

exclusivamente NTRH, como la NIE-115 (Amar et al., 1987] y la HT-29 (Amar et al., 

1986], y líneas celulares que carecen de cualquier tipo de receptor para neurotensina, como 

las L-929 y las COS7 (www.atcc.org], representan un soporte sólido 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, para el receptor de alta afinidad (Gully et 

al., 1993], y la levocabastina, para el receptor de baja afinidad [Kitabgi et al., 1987]. Estos 

fármacos son herramient.as titiles. para demostrar el tipo de receptor involucrado en la 

internalización del poliplex tanto In vitro como in vivo. 
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ANTECEDENTES DIRECTOS 

En nuestro laboratorio desarrollamos el vector de neurotensina [Martinez-Fong et al, 

2000] y demostrwnos su especificidad para realizar transferencias de genes reporteros a 

líneas celulares (Martínez-Fong et al., 1999] y a neuronas dopaminérgicas in vivo [Alvarez­

Maya et al., 200 l ]. A pesar de la alta especificidad mostrada in vitro e in vivo, tanto la 

eficiencia de intemalización de genes reporteros como la expresión de sus productos fue 

menor al 10% in vitro [Martínez-Fong et al., 1999] y 5% in vivo [Alvarez-Maya et al., 

2001]. Puesto que la neurotensina y el NTRH evaden la degradación lisosomal [Castel et 

al., 1992], la baja eficiencia de transferencia génica se puede deber principalmente a dos 

hechos. Uno, que la intemalización de la neurotensina y del NTRH, por ser una acción 

fisiológica sea un proceso limitado y regulado, no permita la entrada de suficientes copias 

del material genético exógeno para lograr una alta expresión 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 crítico (pH < 6.0), afectando así la 

' solubilidad del poliplex y favoreciendo su degradación en el lisosoma. En cualquiera de los 

dos casos, la solución para lograr altos niveles de expresión del DNA exógeno sería 

rescatar oportunamente al poliplex antes de que se alcanzara la acidez crítica. Sobre la base 

de la estrategia viral, la inclusión de un péptido fusogénico en el poliplex pudiera ayudar a 

rescatar más copias del transgen y de esta forma mejorar la eficiencia de transfección. 

Estudios realizados con liposomas modificados por la inclusión de péptidos fusogénicos 

[Siegel et al, 2000] y aún con vectores de transferencia via endocitosis del receptor [Watabe 

et al., 1999] señalan que la sola presencia de péptidos fusogénicos, si bien aumenta la 

eficiencia de expresión génica, no es suficiente para lograr los niveles de expresión del 

transgen que se observan con vectores retroviraks, 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 concentración del gen exógeno en el núcleo de la célula huésped. 

Puesto que los mecanismos de importación de material genético al nucleo no son eficientes 

por no requerirse con frecuencia - no hay escape frecuente del DNA del núcleo al 

citoplasma - los virus aseguran el direccionamiento de su genoma al núcleo de la célula 

huésped y de otros elementos proteicos necesarios para su replicación y empaquetamiento 

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

32 



Haffar, 1999]. Estos péptidos llamados cariofilicos utilizan uno de los sistemas de 

importinas según el tipo de determinante cariofilico que posean [Nigg, 1997, Siomi et al., 

1997, Rout et al, 1997]. De aquí se deduce que la adición de determinantes cariofilicos al 

DNA exógeno, sujeto de transferencia, pudiera incrementar la eficiencia de expresión 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 vía endocitosis del 

receptor [Chan et al., 2000], si bien aumenta la eficiencia de expresión génica, no es 

suficiente para lograr los niveles de expresión del transgcn que se observan con vectores 

retrovirales. 

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

expresión de los transgenes se plantea la siguiente hipótesis de trabajo. 
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HIPO TESIS 

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

y de un péptido cariofilico al DNA plasmfdico objeto de transferencia incrementarán en 

forma significativa la transfer~ncia génica mediada por el receptor de alta afinidad para 

neurotensina. 

OBJETIVO GENERAL 

Lograr una transfección eficiente y estable en las neuronas dopaminérgicas 

nigroestriatales in vivo, mediante el sistema de envío dirigido de genes que se basa en la 

endocitosis mediada por receptor. Con este propósito construir un acarreador de genes 

selectivo, que proteja al DNA plasmídico durante su intemalización y que favorezca su 

entrada al núcleo de la neurona. 

OBJETIVOS PARTICULARES Y METAS 

!. OBJETIVO. 

Demostrar que la protección natural de la intemalización de la neurotensina también 

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

expresión. 

METAS: 

l. Constrnir el "aéarrendor de ge'nes" uniendo químicamente la neurotensina a la 

polÍ-L~lisin~. · .. ·· 
2. Demostrar que el acarreador neurotensina-poli-L-lisina une DNA plasmfdico (el vector 

de expresión). . 
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3. Demostrar que el acarreador neurotensina-poli-L-lisina intemaliza el vector de 

expresión in vitro e in vivo. 

4. Evaluar in vitro la expresión del vector internalizado por el acarreador 

neurotensina-poli-L-lisina en ausencia y en presencia de inhibidores de la actividad 

lisosornal (cloroquina). 

5. Evaluar in vivo la expresión del vector intemalizado por el acarreador 

neurotensina-poli-L-lisina en ausencia y en presencia de inhibidores de la actividad 

lisosomal (cloroquina). 

Si se demostrara que la internalización del vector de expresión por el acarreador de 

neurotensina se lleva a cabo de una manera protegida de los procesos degradativos, 

entonces se evitaría la adición del péptido fusogénico al acarreador. 

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

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

II. OBJETIVO: 

. Eval~~r si el acoplamiento químico del péptido fusogénico del extremo terminal de la . -· 
hemaglútinina HA2 del virus de la influenza.confiere protección adicional al acarreador de 

neui.i:e~jirm. S.;: esperaque el acoplamiento de un péptido fusogénico al acarreador de 
.·.·. . . 

neuroiensiim favorezca la expresión del vector si no hub_iera prot~cción natural. 

METAS: 

1. Construir el ·"acarreador de genes" uniendo químicamente la neurotensina y el péptido 

fusogénico a Ja'poli-L-lisina. 

2. Dem?sirar que el acarreador neurotcnsina-poli-L-lisina-péptido fusogénico une DNA 

plasmídico (el vector de expresión). 

3. Demostrar que el acarreador neurotensina-poli-L-lisina-péptido fusogénico intemaliza 

el vector de expresión in vitro e in vivo. 

4. Evaluar in vitro la expresión del vector internalizado por el acarreador 

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

neurotensina-poli-L- lisina-péptido fusogénico. 

III. OBJETIVO. 

Incrementar la concentración del DNA exógeno en el núcleo de la célula huésped por 

el acoplamiento del péptido cariofilico NLS al acarreador de neurotensina. 

Está demostrado in vitro que la incorporación del undecapéptido NLS del antígeno 

grande del SV40 (péptido cariofilico) favorece la entrada al núcleo del DNA exógeno 

[Goldfarb et al., 1986]. 

METAS: 

1. Unir químicamente el péptido cariofilico al vector de expresión. 

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

alguna.técnica de transfección in vUro (electroporación o precipitación por fosfato de 

.calcio). 

· 3. Demostrar que el acarreador de. neurotensina que haya dado mejor resultado en las 

estrategias anteriores une el vector acoplado al péptido cariofilico. 

4. Demostrar que e_l _vector de expresión unido al péptido cariofilico es internalizado in 

vitro e in vivo por el acarreador. 

S. .Evaluar in vitro la expre_sión del vector acoplado al péptido cariofilico e intemalizado 

por el acarreador de neurotensina. 

6. Evaluar in vivo la expresión del vector acoplado al péptido cariofilico e intemalizado 

poi: el acarreador de neurotensina. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

1. Síntesis del "acarreador de genes" neurotensina-SPDP-poli-L-lisina 

La síntesis 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. Síntesis del "acarreador de genes" neurotensina-SPDP-poli-L-lisina-SPDP-Peptido 

Fusogénico 

La síntesis de este acarreador se realizó siguiendo la metodología descrita para el 

vector original, neurotensina-SPDP-poli-L-lisina (P.ara más detalles ver anexo #3). En 

resumen, la síntesis del acarreador neurotensina-SPDP-poli-L-lisina-SPDP-péptido 

fusogénico (acarreador fusogénico) se realizó en 4 etapas: 1) Formación de poli-L-lisina­

SPDP-SH. 2) Formación de NT-SPDP. 3) Formación del Péptido-Fusogénico-SPDP (PF­

SPDP). 4) Formación del complejo NT-SPDP-poli-L-lisina-SPDP-PF (acarreador 

fusogénico). 

2.1. Formación del conjugado poli-L-lisina-SPDP-SH 

Se preparan por separado 1.03 mL de una solución de poli-L-Lisina 0.43 mM en PBS 

para columnas y 30 µL de una solución de LC-SPDP 6 mM en dimetilsulfoxido (DMSO). 

En seguida~ se mezclan ambas soluciones bajo agitación vigorosa para evitar precipitación 

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 reacción se incuba durante 30 mina temperatura 

ambiente protegida de la luz y la reacción se detiene al purificar el derivado poli-L-lisina­

SPDP en una columna Econo-Pac 10 DG equilibrada con PBS para columnas. Se colectan 

17-20 fracciones de 1 mi y se determina la absorbancia a 215 y 280 nm en alícuotas 

diluidas· 1 :2 con PBS para columna sin azida de sodio. Se obtiene el cromatograma 

graficando la absorbancia contra el volumen de élución. Se juntan las fracciones que 
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contiene la fracción poli-L-lisina~SPDP y se concentra el volumen a 1 mi en un 
:·; 

concentrador de vacío (Heto):>'' 

Posteriormente se procede ~'r'educir la poli-L-lisina-SPDP a poli-L-lisina~SPDP~SH • 
~greagando 500 µ1 de una sol~~i~:~á~ 156 mMde DIT al mi de poli-L-lisinn~SPDP e 

incubando la mezcla durante ~Q";rii~;a temperatura ambiente. Se purifica la frn~dónpoli-L­
lisina-SPDP-SH en una ccilurnii;'E~~n~:·p~c 10 DO equilibrada con PBS para columnas y 

se recolectan 17-20 fra~ci~rii~'d'6Tfn1'~~l ~luado. Se determina la absorbancia a 215, 280. y 

343 nm en alfcuotas.d~ íOoil~;if~iti~~d;;di{úida~ 1 :3 con PBS libre de azida de sodio y se 

obtiene el croma;~gra~~;~r~fl·g;i;IJ~ l~·¡~~~;bancia contra el volumen de elución. Se juntan 
·, .... .,,. . . 

las fracciones que contienen la fi-íicción poli-L-lisina-SPDP-SH y se concentra el volumen a 

1 mi en el concentrador de vacío; Al término de la concentración se determina 

inmedia;amente la· absorbanci~ á 343 ~ en una alícuota de 20 µl diluida 1: 1 O c~n PBS 

sin azida de sodio para calcular la eficiencia de la reacción utilizando la siguiente ecuación: 

· _' C = Abs343 nm I E34J nm X FD 

Donde, C es la concentración de piridina-2-tiona; Abs343 nm es la absorbancia de la 

piridina-2-tiona a.343 nm; EJJ} ,,m ,.s P.! coefici.mte de el<tinción molar a 343 nm (8.08 X 103 

cm·1 Mº1); FD 'es el factor de dilución. 

2.2. Formación del conjugado NT-SPDP 

Se prepararan por separado 1.03 mL de neurotensina 3 mM ( l ,673 Da) y 30 µl de una 

solución 6 mM de LC-SPDP y se efectúa la mezcla bajo agitación rápida 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 purificación de 

NT-SPDP en una columna Sephadex G-10 equilibrada con PBS para columnas, se colectan 

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

alícuotas de 100 µ1diluidas1:2 con PBS sin azida de sodio. Se obtiene el cromatograma 

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

fracciones que contienen la molécula NT-SPDP, las cuales se juntan y se reducen a 0.5 mi 
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en el concentrador de vacío. 

2.3. Formación del conjugado PF-SPDP 

Se preparan 1.03 mi de una solución 3 mM en PBS del péptido fusogénico del extremo 

amino terminal de la hemaglutinina del virus de la influenza HA2,;el ciml fue modificado 

por la adición de tres lisinas en su extremo carboxflico 

(GLFEAIAEFIEGGWEGLIEGCAKKK; 2,695 Da) pa~a fü~ili(~ Ja"c~rijllgaCión del SPDP. 

En seguida se añaden 30 µl de una solución 6 mM de LC~SPbP,b~]h.~~iia:~ió'n con~tante y 
. <:··: ,(::·.···:_~-;, .. ·.:·:··::./:·.::-,...: .. ~'(:.:-;;-~:.:_··:_: ,: "··, 

vigorosa (las concetraciones finales son 4 mM de LC-SPD~y 2.33 mM.de:PF). La mezcla 

de reacción, protegida de la luz, se incuba durante. 3cJ nÚn~t~in~;!;;iu~'~6iehte. La 

purificación de PF-SPDP se realiza por cromatog~afl~ de ~~~¡·¡;~ióri in~i~c~lar ~n una 

columna de Sephadex G-10 equilibrada con PBS pa;~ ~~i~mJ'is, cble~tando 22 fracciones 

de 0.5 mi. Se determina la absorbancia a i 15 y 280 nm en ál!cuóta5 de 100 µI diluidas 1 :2 

con PBS sin azida y se obtiene el cromatograma graficando la abso~bancia contra el 

volumen de elución. Las fracciones que contiene el conjugado PF-SPDP se juntan y se 

reduce a un volumen de 0.5 mi en el concentrador de vacío. 

2.4. Formucion del complejo NT-SPDP-poli-L-lisinn-SPDP-PF (acnrreudor 

fusogénico). 

Se mezclan los conjugados previamente sintetizados (poli-L-Lisina-SPDP-SH, NT­

SPDP y PF-SPDP) y se agitan vigorosamente para evitar la precipitación de los reactantes. 

La mezcla, protegida de la luz, se mantiene en agitación constante durante 36 h a 

temperatura ambiente, al término de la cual se determina la absorbancia a 343 nm en una 

alícuota de 20 µL diluida 1:10 con PBS sin azida para calcular la eficiencia de la reacción 

utilizando la ecuación siguiente: 

C = (Abs343 nm I E143 nm) x FD 

Donde, C es la concentración de piridina-2-tiona; Absm nm es la absorbancia de la 
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'", :?i: {t 
':pirldi~~~~-fi~il'~;¡i':J43mn; E343 nm es el coeficiente de extinción molar a 343 nm (8.08 X 103 

~rii\i 'M:;¡kF~ ~~~~l factor de dilución. 

EI'~d~J~g~clJNT-SPDP-poli-L-lisina-SPDP-PF se purifica por exclusión molecular en 

Biogel A-1.s;t{~q~ilibrado utilizando como fase móvil guanidina 2 M amortiguada a pH 

7.4 con Hepe~ 1 O mM. Se colectan 100 fracciones de 1 mi y se determina la absorbancia a 

215, 280 y 434 rimen alicuotas de 100 µl diluidas 1 :3 con agua mili-Q. Se obtiene el 

cromat0og~W:Uª gráficando las 3 absorbancia contra el volumen de elución. Sobre la base de 

la curia de calibración previa de la columna se eligen las. fracciones que contienen la 

molécula NT-SPDP-poli-L-lisina-SPDP-PF. Las fracciones se juntan y se reduce el 

volumen a 1 mi con ayuda de una cámara de ultrafiltración con 'atmósfera positiva de 

nitrógeno utilizando una membrana PM 10 (Amicon). El concentrado se somete a diálisis 

sucesivas (4 pasos de 4 h) contra 1 L de PBS para'células, se esteriliza con un filtro de 0.22 

µm de corte (Millex-G V), y se almacena en varias' alícuotas de 100 µl a -70 ºc. 
La determinación de la concentración ~el 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]. 

J. Determinación de In relación optima DNA:Pcptido Cariolilico 

Dado que el péptido carioíllico (PK) (MAPTKRKGSCPGAAPNKPK) tiene carga neta 

positiva, se utilizó esta propiedad para acoplarlo electrostáticamente al DNA plasmídico y 

así obtener el "DNA-cariofilico". La determinación de In relación óptima DNA:PK se hizo 

en base al criterio del retardo electroforético del DNA previamente descrito (anexo #3). Se 

preparan diferentes soluciones con concentraciones crecientes (O µM a 35 µM) del PK y se 

mezclnh en forma individual con una solución de 6 nM de DNA plasmídico. Después de 30 

min de incubación bajo agitación constante u temperatura ambiente, las muestras se 

someten a electroforesis en un gel de agurosa al 0.8 % (buffer TAE, 80 V, 2 h). El DNA se 

revela con bromuro de etidio bajo transiluminación UV y se obtiene la imagen del gel 

utilizando un equipo "Eagle Eye" (BioRad). Se elige aquella concentración que empieza a 

retardar el corrimiento del DNA en comparación con el corrimiento del DNA control. 
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4. Determinación de la relución optima de DNA:PK:NT-SPDP-poli-L-lisina-SPDP-PF 

(Poliplex fusogénico y cariofilico) 

El DNA plasmídico-cariofllico se uni:: electrostáticamente al vector fusogénico para 

formar el poliplex fusogénico-cariofilico de neurotensina como se describió previamente 

(anexo #3). Los complejos se forman a relaciones molares crecientes ( 1 :4, 1 :6, 1 :8, 1: 1 O y 

1: 12; DNA: vector fusogénico) añadiendo gota a gota 0.6 mi del vector fusogénico a 1.4 mi 

de la solución del DNA-cariofilico (6 nM : 1 O µM). La mezcla de reacción 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 teñido con bromuro de etidio 

(0.5 µg/ml) para su identificación en un transiluminador de luz ultravioleta. 

5. Ensnyos de internnliznción in vilro 

Para la transferencia génica vi_a el vector fusogénico:cariofilico de neurotensiría se 

utilizan líneas cel~lares que expresen el receptor de alta afinidad a neurótensin~-(NTRH), 
como son las líneas derivadas de neuroblastoma murino NIE~l 15 o li~eas deri~ad~s de 

adenocarcinoina humano de colón HT-29 (Amar et al., 1986; Amar e¡ al~.· I 987]: LM 
' ' . - . 

r.élulas NIE-115 y HT-29 se cultivan en DMEM supl~1m:11ludo con 10'~? Je suero fetal 

bovino, penicilina-estreptomicina (100 ¡1g/ml) y anfotericina (0.25 µg/ml). Cuai·enta y ocho 

horas previas a los ensayos de intemalización, se siembran 50,000 a 60,000 células sobre 

cubreobjetos de vidrio (1 cm2
) en cajas de 4 pozos, las cuales se utilizan cuando se alcanza 

un 70 % de confluencia. En ese momento las células se incuban con cnlceina AM (5 µM en 

DMEM sin suplementar) durante 30 min y en seguida se añade el poliplex fusogénico­

cariofllico formado sobre la base de la relación c_nolar óptima calculada en el gel de retardo 

y previamente teñido con yoduro de propidio 10 µM (anexo #3). Al término de la 

incubación, las células se lavan con PBS por 3 ocasiones y se fijan con paraformaldehido al 

4 % durante 1 O min. Nuevamente se procede a lavar con PBS por 3 ocasiones y las 

laminillas se montan sobre portaobjetos con 5 ¡1L de medio protector de fluorescencia 

Vectashield (Vector Laboratories). Las preparaciones se sellan con resina de secado rápido 

y se procede a su análisis con un sistema confocal equipado con láser de kriptón/argón 



. (Bio-~~~,@CR~600). La detección de la fluorescencia emitida por la calceina y el ybdüro 

de pro~idlgpresente en el interior de las células se observó con un objetivo 60 X de 
inmersiÓn~ri aceite a las longitudes de excitación /emisión de 488/522 nm (canal ~erde) 

: "';. . . ' . 

para la calceiiia y de 568/586 nm (canal rojo) para el yoduro de propidio. 

· Laini~malización· del poliplex fusogénico-cariofilico formado sobre la base de la 

reÍación molar óptima calculada en el gel de retardo y previamente teñido con yoduro de 

propidio 1 O µM se analizó por citometria de flujo. Para este fin se procedió como 

anteriormente se describió pero omitiendo la incubación con calceina AM. Al término de la 

incubación, las células se lavan con PBS por 3 ocasiones, se tripsinizan y suspenden en 

PBS. Posteriormente las células son analizadas en un citómetro de flujo (FACsort), que las 

selecciona en función de la intensidad de fluorescencia en este caso en el canal rojo 

excitación /emisión 568/586 nm; los resultados se grafican en función de granularidad 

versus fluorescencia. 

6. Ensnyo de internnliznción i11 vivo 

El ensayo de intemalización in vivo fue realizado como se.describe en uno de nuestros 

artlculcis{v~ranexo # 5). Brevemente. se utilizaron ratas Wistar macho de 200-230 g que 
~ • \ ,• • > • - • •e 

fueron anestesiadas con pentobarbital sódico al 6.3 % (25 mg/Kg de peso corporal, vía 

intraperitoneal) y fijadas en un estereotáxico David Koff. Previa trepanación, se inyectaron 

2 ~11 del poliplex marcado con yoduro de propidio 1 O µM sobre el borde superior derecho 

de la sustancia nigra compacta utilizando las siguientes coordenadas [Pa.-cinos et al, 1986]: 

Lateralidad, -2.0 mm a partir de la línea media; Anteroposterior, -4.8 mm teniendo como 

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

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

inyección, las ratas· fueron anestesiadas y perfundidas por el ventrículo izquierdo con 50 mi 

de PBS y posteriormente con paraformaldehido al 4 % en PBS. Los cerebros se extraen y se 

mantienen en paraformaldehido al 4 % duranle 24 h y posteriormente en una solución 

crioprotectora de sacarosa al 1 O% durante 24 h. Se obtienen cortes sagitales de 35 ~1m del 

cerebro y se someten a inmunofluorescencia indirecta contra la tirosina hidroxilasa (TH) 

revelada con fluoresceina. Para verificar la especificidad de la intemalización se realiza 
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inmunofluorescencia indirecta contra la proteína fibrilar ac!dica glial (GF AP), marcador de 

células gliales, revelada con fluoresceíña. La detección de la fluorescencia de la 

fluoresceína y del yoduro de propidio se observó por microscopía confocal estableciendo 

las longitudes de excitación/emisión a 488/522 nm (canal verde) para la fluoresce!na y a 

568/586 nm (canal rojo) para el yoduro de propidio. 

7. Polifccción de líneas celulares 

Se utilizan los plásmidos pGreen Lantem-1 y pSV2cat (ver anexos # 1 y 2), los cuales 

codifican para la proteína verde fluorescente (GFP) y la enzima cloranfenicol acetil 

transferasa (CA T), cuya regulación se encuentra bajo el promotor temprano de CMV y 

SV40, respectivamente. Por otro lado, se utilizan las mismas líneas celulares en las que se 

ensayó la intemalización. Los ensayos de expresión in vitro se realizaron conforme a lo 

descrito en dos de nuestros artículos (ver anexos# 3 y 4). 

Cuarenta y ocho horas previas a los ensayos de transfección con pGreen Lantem-1, se 

siembran 50,000 a 60,000 células sobre cubreobjetos de vidrio (1 cm2
) en cajas de 4 pozos. 

Se preparan los diversos poliplexes fusogénicos-cariofilicos sobre la base de la relación 

molar óptima calculada en el gel de retardo y se adicionan aº los cultivos celulares. Después 

de 4 h de incubación, se remueve el medio de pulifocción, ~" agn:ga medio fresco 

suplementado y se continúa la incubación de las células por 58 a 62 h adicionales. Al. 

término de la incubación, las células se lavan con PBS y se fijan con paraforrnaldehído al 

4% en PBS. Después de contrateñir las células con 2.5 ~tM 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 

inmersión en aceite 60X, a las condiciones de excitación /emisión (Ex/Em) fijadas en 

488/522 nm (canal verde) y 568/585 nm (canal rojo). Usualmente se obtienen 10 a 20 

secciones ópticas consecutivas de 1-µm de imervalo en la serie z. Las imágenes 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 el yoduro de propidio. 

·La expresión de la GFP mediada por el poliplex fusogénico-cariofilico se analizó por 

citometr!a de flujo. Para este fin se realizó la polifccción del pGreen latem-1 como 
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anteriormente se describió. Al término de la incubación, las células se lavan con PBS por 3 

ocasiones, se tripsinizan y suspenden en PBS. Posteriormente las células son analizadas en 

un citómetro de flujo (FACsort), que las selecciona en función de la intensidad de 

fluorescencia en este 'caso en el canal verde excitación /emisión 488/522 nm; los resultados 

se grÍlfican en función de granularidad versus fluorescencia. 

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

celulares se estudió por el ensayo CA T descrito más adelante. 

8. Polifección de !'euronas dopaminérgicas de la substancia 11igra compacta 

Se utilizaron los plásmidos pGreen Lantern-1 y pSV2cat. El ensayo de expresión in 

vivo ha sido descrito en uno de nuestros artículos recientemente publicado (ver anexo# 5). 

Brevemente, ratas Wistar macho (200-230 g) son anestesiadas con hidrato de cloral (300 

mg/Kg) por vía intraperitonial y colocadas en un estereotáxico David Kopff. Después de la 

~repanación, se inyectan 2 µI 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 línea media y 

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

neurotensisna por endopeptidasas endógenas, 1 µI de kelatorfán (50 mM) es 

microinyectado junto con el poliplex. La aguja se mantiene dentro del cerebro 15 min para 

permitir una mayor difusión del complejo y se retira lenta y gradualmente para evitar la 

generación de presión negativa que pudiera absorber ni poliplex en el trayecto de la aguja. 

Las ratas son suturadas y mantenidas en condiciones normales de bioterio con agua y 

nlim,ento ad libilum hasta el día en el que se observe la expresión de la GFP. Entonces, las 

ratas son anestesiadas profundamente y sacrificadas a través de perfusión intracardíaca con 

solución fijadora de paraformaldehido al 4% en PBS. El cerebro se mantiene en el mismo 

fijador a 4 ºC por 24 h y toda la noche en una solución crioprotectora de sacarosa al 10%. 

", El, cerebro es seccionado en cortes sagitales seriados de 30 ~1m de grosor mediante la ayuda 

de un criostato. Las neuronas dopaminérgicas son identificadas por inmunotinción contra la 

tirosina hidroxilasa. enzima limitan te en la síntesis de dopamina, utilizando el segundo 

anticuerpo rodaminado. Ltls rebanadas se montan en portaobjetos con vectashield, y son 
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analizadas en el microscopio confocal utilizando el objetivo de inmersión en aceite 60X, a 

las condiciones de excitación /emisión fijadas en 488/522 nm (canal verde) y 568/585 nm 

(canal rojo). Usualmente se obtienen 10 a 20 secciones ópticas consecutivas de 1 µm de 

intervalo en la serie z. Las imágenes 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 utilizó un número de 4 

ratas por triplicado. 

·La expresión in vivo del producto de pSV2cat polifectado en la substancia nigra pars 

compacta se estudió por el ensayo CA T descrito más adelante. 

9. Inmunolluorcsccncia indirecta para céluhts dopaminérgicas 

Las neuronas dopaminérgicas fueron reveladas por inmunofluorescencia indirecta 

contra la tirosina hidroxilasa, enzima limitante de la síntesis de dopamina [Blanchnrd et al., 

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

paraformaldehido al 4 %, y lavados con PBS, se permeabilizan con PBS-Tritón 0.2% 

durante 20 min. Luego se procede al bloqueo con suero al 10% en PBS-Tritón 0.2% 

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

con el anticuerpo primario monoclonal murino anti-Tirosina Hidroxilasa de rata (Boehirger 

Mannheim), diluido 1:20 en PBS-Triton 0.2%, durante 2 ha temperatura ambiente (o 

durante la noche a 4 ºC). 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 fracción constante de la lgG de ratón hecho en cabra, 

diluido 1: 100 en PBS-Triton 0.2%. Los tejidos son montados en portaobjetos con 5 µ1 de 

Vectashield para proteger la fluorescencia y las muestras son selladas con resina de secado 

rápido. 

10. Inmunohistoquímica indirecta para células gliulcs. 

Las células gliales fueron reveladas por inmunofluorescencia indirecta contra la 

·proteína fibrilar acíclica glial, marcador de células gliales. Los cortes, fijados con 
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paraformaldehidó al 4 % y lavados con PBS, se penneabilizan con PBS-Tritón 0.2% 

durante 20 min. Luego se procede al bloqueo con suero al 10% en PBS-Tritón 0.2% 

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

durante 2 _ha temperatura ambiente (o durante la noche a 4 ºC) con el anticuerpo policlonal 

primario hecho en conejo anti-GFAP (Dako NS) 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 fracción constante de la lgG de conejo, diluido 1 :60 en PBS-Triton 0.2%. Los 

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

y las muestras son selladas con resina de secado rápido. 

11. Cultivo primnrio de astrocitos 

El cultivo primario de células gliales astroc!ticas fue descrito en una de nuestras 

publicaciones reci¡;ntes (ver anexo # 5). Brevemente, con ayuda de un microscopio 

estereoscópico se obtiene el tejido de la sustancia nigra compacta de la rata. El tejido se 

incuba por 10 min con una solución de tripsina-EDTA (0.1 % y 5.6 nM respectivamente). 

Después de la incubación el tejido es di~persado mecánicamente y filtrado a través de una 

malla de nylon de 48 ~1m. Las células se cuentan y se siembran en cajas de cuatro pozos a 

razón de 2.4 xl06 células por mililitro de cultivo. Los cultivos se mantienen en medio 

DMEM suplementad<;> con 10% de suero fetal bovino inactivndo por calor y suplementado 

con 2 mM L-glÚtamina, penicilina-estreptomicina ( 1 O 000 U/mL de cada uno) y 

anfotericina B :{25 µg1mi.); Los cultivos se mantuvieron a 3 7 ºC en una atmósfera con 5% 

de C02.E_l ~ediÓ_de C:ulti~o se cambió a las 24 h y cada tercer día posterior. 

·~:-:,::\: ·~>~ '.'.~ 1 

· 12: En~:1yJ CÁT 

. -Las célula5·c~ltivadas (7xl06) o cortes de. la substancia nigra compacta fueron 

homogeneizados en 0.1 mi de Tris-EDTA-NaCl (0.04 M Tris-HCI, 1 mM EDTA, 0.15 M 

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

microcentrífuga Sorval MRC-14 (Dupont) a 4 ºC durante 5 minutos. Los sobrenadantes 
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cco~t~ru.endo concentraci.ones similares de p~otelna (2 µg/µI) fueron incubados con [14C]­

cloi-anfenicol y acetil-CoA (4 mM) de acuerdo al método descrito previamente [Gorman et 

al., '1982]. El [14C]-cloranfenicol y sus productos acetilados radioactivos fueron separados 

por crÓmatografia en capa fina de sílica y analizados con un sistema de autorradiografia 

computarizada (Instan! Imager, Packard). El contenido de proteína fue medido utilizando 

. albúmina sérica bovina como estándar siguiendo el método descrito previamente [Lowry et 

ni., 1951]. 

13. Material 

Tanto el péptidos fusogénico derivado del HA2 de la hemaglutinina 

(GLFEAIAEFIEGGWEGLIEGCAKKK) como el péptido NLS derivado de In proteína 

Vpl de la cápside del virus SV40 (MAPTKRKGSCPGAAPNKPK), con una pureza de 

>90% fueron sintetizados por Synpep Corp (Dublin, CA). La poly-lAysine hydrocloride, el 
. . . . . 

cloruro de cesio, el bromuro de etidio, el yoduro de prnpidio, el ncetyl CoA; .el DMSO, el 

EDTA, la cloroquina, In agarosa, el HEPES, la guanidi~a, el p~~formaldeid~ y la 

neurotensina fueron adquiridos de Sigma (St. Louis, MO); El plásmido pGreen Liintem-1, 

el medio de cultivo DMEM y McCoy, el suero fetal bovino,' la tripsina-EDTA, el buffer 

HEPES, el bicarbonato de sodio y el antibiotico-antimicotico fueron adquiridus de GlBCO-. 

BRL (Grand Island, NY). La Calceina AM fue adquirida de Molecular Probes (Eugene, 

OR). Las columnas Econo-Pac IODG, el medio de filtración Sephadex G-JO y las columnas 

Biogel A l .5m fueron obtenidas de Bio-Rnd Laboratories (Richmond, CA). El [14C]­

chloramphenicol (54 mCi/mol) fue adquirido de Amersham (Little Chalfont Bucks, U.K.). 

El LC-SPDP y el dithiothreitol (DTT) fue adquirido de Pierce Chemical Co. (Rockford, 

IL). PBS para columnas ( 17.42 mM Na2HP04, 2.58 mM KH2P04, 150 mM NaCI, 1.0 mM 

EDTA, 0.02 % Azida de sódio, pH 7.2). Todos los demás químicos y reactivos fueron de 

calidad grado "analítico" y obtenidos de las fuentes comerciales comunes. 
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14. Análisis estadísitico 

Para calcular la eficiencia de internalización sólo se tomó como positivo el valor 

correspondiente a la región 3 de los dot-plot obtenidos del FACsort de una población total 

de 10 000 células distribuidas en tres regiones Rl R2 y RJ. De forma similar para calcular 

el porciento de células que expresaron el gen reportero sólo se tomó como positivo el valor 

correspondiente a la región 3 de los dot-plot obtenidos del FACsort de una población total 

de 10 000 células distribuidas en tres regiones Rl R2 y RJ. Los valores se muestran como 

la media± el error estandar de cuatro experimentos independientes y por duplicados. Para 

el análisis estadistico se utilizó 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 J. Neurotensina-SPDP-Poli-L-lisina: Vector para transferencia 

génica vía el receptor de alta afinidad a neurotensina 

l. Conjugación de la neurotensina a la poli-L-lisina: el vector de genes 

La conjugación de la neurotensina a la poli-L-lisina se realizó mediante el 

entrecruzador bifuncional SPDP, proceso que implicó obtener previamente ambas partes 

conjugadas al SPDP y un paso adicional en la que se redujo la poli-L-lisina-SPDP a poli­

L-Iisina-SPDP-SH. De esta manera se favoreció que el residuo piridil disulfuro del SPDP 

del conjugado neurotensina-SPDP reaccionara con el grupo sulfhidrilo del conjugado poli­

L-Iisinn-SH parn formar un enlace disulfuro (S-S), el cual mantiene unida la neurotensina a 

la poli-L-lisina. En esta reacción se libera e.l grupo piridina-2~tiona cuya concentración 

calculada por su coeficiente de extinción molar fue de'.í.14 x 104 M, indicando que se 

logró el 28.5% de conjugación. La purifica~ión del co~Jugado neurotensina-SPDP-poli-L­

lisina en Bio gel A l.Sm reveló, a 215 run, su naturaleZa heterogénea (Fig. 2). El último 

pico (fracciones 68 a 74) a 343 · nm indica la presencia de b ¡riridina-2-tiona, ccmfirmando 

la realización de Ja conjugación de la neurotensina a la poli-L-lisina (Fig. 2). Sobre la base 

de la calibración de Ía columna se juntaron las fracciones correspondientes a los conjugados 

neurotensina-SPDP-poli-L-Iisina en un rango de peso molecular de 70 a 200 KDa y se 

utilizaron como vector génico. La sintesis detallada del vector de neurotensina se puede 

consultar en el anexo #3. 
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Fig. 2. Purificación del conjugado de neurotensina-SPDP-poli-L-lisina en Biogel A-

1.5 m (Panel A). La fase móvil fue guanidina 2 M en 10 mM de Hepes, pH 7.4. Las 

fracciones colectadas equivalen a 1 mi de eluado. Panel B) curva de calibración 

obtenida con cinco marcadores de peso molecular: 1) nzul dextrán (2,000 KDa), 

2)13-amilasn (200 KDa), 3) albúmina de suero bovino (66 KDa), 4) citocromo C de 

caballo (12 KDa) y S) azul de bromofenol (692 Da). (anexo #3). 
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2. Capacidad del conjugado NT-SPDP-poli-L-lisina para 

unir DNA plasmídico y formar el poliplex 

El análisis electroforético del poliplex formado a diferentes relaciones de neurotensina­

SPDP-poli-L-Iisina (el vector génico) y DNA plasmidico reveló que el poliplex es retenido 

en función de la concentración del.vector de neurotensina hasta el punto de desaparecer del 

pozo del gel (Fig. 3). Las diferentes relaciones fueron probadas en ensayos de 

internalización y expresión observándose que las relaciones que arrojaron los mejores 

resultados fueron de 1 :5 a 1 :6. Sobre la base del patrón de migración observado en este gel 

de retardo se pueden hacer predicciones de las relaciónes DNA:v~ctor óptimas para 

utilizarse en ensayos de transfección posteriores. Mayor detalle de la formación del 

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

DNA plamfdico 

•Desenrollado~ 
··Enrollado~ 

• Superenrollado_.. 

1:1 1:3 1:5 1:6 1:8 
1:0 1:2 1:4 1:5.5 1:7 

._Pozo 
Polipfex · 

Fig. 3: Retardo de la migración elcctroforética del DNA por la unión 

electrostática de In neurotcnsinn-SPDP-poli-L-Iisina. Poliplexes formados 

a diferentes relaciones DNA:NT-SPDP-poli-L-lisina fueron somt!lidos a 

electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, 80 V, 2 h. El DNA se identificó 

con bromuro de etidio. Los números sobre los carriles indican las 

relaciones molares de phísmido (6 nM) y vector de neurotensina (6, 12, 18, 

24, 30, 33, ~6, 42 y 48 nM) n la que fueron formados los poliplexes. 
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3. Capacidad de la neurotensina-SPDP-poli-L-lisina para internalizar in 

vitro genes vía el receptor de neurotensina de alta afinidad 

El poliplex de neurotensina marcado con yoduro de propidio fue capaz de ser 

intemalizado in vi/ro en células que poseen el NTRH (NIE·l 15 y HT-29), 

observándose en todos los casos un patrón de pequeñas marcas esféricas distribuidas 

en todo el citoplasma de casi el 100% de las células. Sólo el 8% de la población 

celular presentó marcas nucleares co'rrespondiente al DNA marcado con yoduro de 

propidio, indicando la presencia del DNA exógeno en el núcleo de la célula (Fig. 4 A, 

8). El corte óptico vertical confirmó la presencia nuclear del ·DNA exógeno (Fig. 4 C, 

D). La intemalización fue bloqueada totalmente por 100 nM SR48692, un 

antagonista especifico del NTRH (Fig. 4 E,F) o por 1 µM de neurotensina (Fig. 4 G, 

H). Las llneas celulares COS7 y L929, carentes de NTRH, no mostraron ni el patrón 

difuso ni el patrón nuclear de las marcas fluorescentes (ver anexo# 4). 

Para demostrar la participación del proceso de endocitosis mediado por receptor 

en la internalización del poliplex, las líneas ceiulares NIE-115 fueron incubadas eón 

el poliplex de neurotensina marcado con yoduro de propidio en presencia de 

bloqueadores que afectan el mecanismo de. la endocito~.h cumosoluci~n d.c {iacarosa 

a 0.45 M (Fig. 5) y oxido fenilarsénico (PAO). En ambos caso las marcas 

fluorescentes se obse.rvaron en la superficie de las células; pero n~ ~n el.interior de 

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

Fig. 4: lntemalización selectiva del DNA plasrnidico transportado por la NT-SPDP-poli-L-lisina. El DNA 

plasmidico, unido al vector en la relación óptima ( l :6). fue marcado con yoduro de propidio previo a su 

incubación con las células N 1 E-11 S marc<idas con calceina. Se utilizó microscopía con focal para analizar la 

íluorescencia del yoduro de propidio a 568/585 nm Ex/Em (paneles B, D, F y H) y de la calceina a 488/522 

nm Ex/Em (paneles A, C, E y G). La iniernali7.ación del poliplex se muestra en los paneles A y B, cortes 

óp1ieos horizonlales de 1 µm, y en los paneles e y D, cortes Verticales de los paneles A y B. Los paneles E y 

F corresponden al bloqueo de la intemalización del poliplox por 100 nM de SR-48692. Los paneles G y H 

corresponden al bloqueo de In intemaliznción por 1 µM de neurotensina. La barra de calibración corresponde a 

20µM. 
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Fi~. S! Blo4ueo de In endocitosis del poliplcx por inhibición de la polimerización de la 

clatrina. Se utilizó microscopia con focal para nnulizar lu lluorescencia de lu cakdna en las 

células N 1 E-115 a 488/5'.!2 nm Ex/Em (paneles A y D) y lu fluorescencia del DNA plasmldico 

rnnrcado con yoduro de propidio u 568/585 nm ExfEm (puncli:s H y •:). Los pam:les A-C 

ilustran In internulizución del poliplcx en condición control. Los paneles D-F corresponden al 

bloqueo de lu internulizución con sacarosa 0.45 M. Los paneles C y F son las imágenes 

supcrpucstns de A. H y D. E respectivnmcntc. En todos los casos lns barras de calibración 

corresponden a 20 ~tM. 
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4. Expresión in vitro del gen reportero transferido por el vector NT­

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

La expresión del gen reportero (pGreen Lantem-1) se obsel"Vó en un 6.5 ± 1.5 % 

de la población celular (NlE-115 y HT-29) que presenta NTRH (Fig. 6 A y B). Sin 

embargo, la expresión del gen reportero no se obsel"VÓ en esas mismas líneas 

celulares cuando la polifección se llevó a cabo en presencia de 100 nM de SR48692 

(Fig. 6 C y D) o 1 µM de neurotensina (Fig. 6 E y F). Las líneas celulares COS7y 

L9292, carentes de NTRH, fueron in~apaces.de expresar el gen reportero transferldo 

por el vector de neurotensina (ver ane~o # 4). confirmando ia mediación de NTRH . . 
. en· la tr.ansferencia génica vía el vector de neurotensina. 

Los res~ltados que evidencian la expresión de los genes reporteros 

espec!ficament~ en células que expresan el NTRH, fueron publicados recientemente 

(ver anexo# 4). 

Para esclarecer si poblaciones gliales pudieran ser blanco de nuestro acarreador 

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

ensayo se ob~uvo que nuestro acarreador es retenido en la superficie de los astrocitos 

(que se sabe presentan el receptor de baja afinidad (NTRL)) pero nunca interrializad,• 

pcir estos (Fig. 8). 

SS 
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Fig. 6: Expresión de la proteina verde fluorescente en células NI E-115 polifectadas 

con pGrecn Lantem-1. Se utilizó microscopía confocal para analizar la florescencia 

nativa de la proteína verde fluorescente a 488/522 nm Ex/Em (paneles A, C y E) y la 

fluorescencia de las células NIE-115 contrnteñidas con yoduro de propidio, a 568/585 

nm Ex/Em (paneles B, D y F).,Expresión de la· proteína verde fluorescente en células 

, NIE-115 polifectadas (panel A). Ausencia de expresión del gene reportero en células 

NIE-115 incubadas con 100 nM ele SR-48692 (panel C) o con 1 µM de neurotensina 

(panel E). La barra de calibración corresponde a 20 µM. 

56 TESIS CON 
rALLA DE ORIGEN 



5. Internalización del poliplex de neurotensina i11 vivo 

Cuatro horas después de la inyección del poliplex marcado con yoduro de propidio 

en la substancia nigra compacta, el a11álisis por microscopía confocal reveló marcas 

fluorescentes en "el citoplasma y en el núcleo de células inmunopositivas a TH, pero 

no las células inmunopositivas a GFAP (ver anexo# 5). Los resultados que 

demuestran ampliamente que las neuronas dopaminérgicas nigroestrintales de la 

sustancia nigra compacta de las ratas Wistar capturan el poliplex de neurotensina a 

través de NTRH fueron obtenidos en colaboración con la Dra. lkuri Alvarez Maya y 

publicados recientemente (anexo # 5). 

6. Expresión i11 vivo del gen reportero transferido por el vector de 

neurotensina a neuronas dopaminérgicas nigrocstriatalcs 

Por inmunoflurescencia doble y microscopía confocal se demostró la expresión de 

los genes reporteros (pGreen Lantem-1 y pSV2cat) en. el 5 ± 4% de las células 

inmunopr,•h.iv:is a TH en In s•.ibstancia nigra compacta, pero no en células 

· inmunopositivas a GFAP. Esta.expresión fue evitada en presencia de SR48692 (1 

µM) indicando la participación del NT.RH en la intemalización del poliplex (anexo# 

5). 

Para.confirmar la mediación de NTRH en l::i transferencia génica vía el vector de 

neurotensina, se polifectó la substancia nigra compacta con el gen que codifica para 

CAT en presencia y ausencia de SR48692, y se ensayó la actividad CAT dos días 

después de la polifeccíón. La actividad CA T fue detectada en homogenados de la 

sustancia nígra compacta, indicando la expresión dei gen CA T (Fig 7, carril B). El 

bloqueo de los receptores con SR48692 'previno la expresión del transgén como lo 

sugiere la ausencia de actividad enzimática en homogenndos de la substancia nígra 

compacta donde el poliplex fue coadministrado con SR48692 (Fig. 7, carril C). Los 

homogenndos de In región contigua a In substancia nigra no mostraron ar.tividnd CAT 

(Fig. 7 D). 
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Para descartar la participación del receptor de baja afinidad a neurotensina en Ja 

transferencia génica, el poliplex fue inyectado en la capa molecular del lóbulo 

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 lóbulo ansifonne dos días después de la P?Iifección no mostraron 

actividad CAT (Fig. 7 E) sugiriendo que este receptor· no está involucrado en la 

intemalización 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. Participación del receptor de alta afinidad a neurotensina en la polifección in 

vivo del gen que codifica la enzima cloranfenicol acetil transferasa (CA T). El poliplex 

de neurotensina con el gen reportero pSV2cat fue micro inyectado en la· substancia 

"nigra" compacta y en la capa molecular del lóbulo nnsiforme del cerebelo de ratas 

Wistar. La figura es una autoradiograíla representativa (n=3) de una cromatograíla en 

capa fina del [14C]-cloranfenicol y sus productos de ncetila'ción. Actividad CA T control 

en células NI E-115 transfoctadns con In 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 región contigua a In substancia 

nigra polifectadn (Carril D) y en homogcnado de la capa molecular del lóbulo nnsiforrne 

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 intemalización y expresión 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 detectó la fluorescencia del poliplex de 

neurotensina marcado con yoduro de propidio (Fig. 8 D) cuando las células gliales (Fig. 8 

C) fueron incubadas con 1 µM levocabastina, un antagonista competitivo del receptor de 

baja afinidad a neurotensina [Gully et al., 1993.J. Estos resultados demuestran que en estas 

condiciones, el receptor de baja afinidad a neurotensina es incapaz de intemalizar el 

poliplex de neurotensina, aunque aparentemente lo unen. En concordancia con los 

resultados de intemalización, I~ cél~las gliales cultivadas (Fig. 9 B) no expresaron la 

proteina verde fluorescente producto del pGreen latem-1 tra!lsferido por el poliplex de 

neurotensina (Fig. 9 A), (ver anexo #5). 
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Fig. 8: Incapacidad del receptor de baja afinidad a ncurotcnsina para intemalizar el 

poliplex de neurotensina en cultivos primarios de células gliales. Se utilizó microscopia 

confocal para identificar la fluorescencia de la inmunotinción 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 8 y D). Los paneles A y 8 corresponde al ensayo de intem;ilización con el NT­

poliplex. Los paneles C y D corresponden al ensayo de intemalización con el NT­

poliplex en presencia de 1 ¡1M de Jevocabastina, un antagonista de los receptores de 

neurotensina de baja afinidad. La barra de calibración corresponde a 20 µM. 
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Fig. 9: Ausencia de expn:sión de la protdna verde fluorescente (Gl'P) en 

células glialcs en cultivo expuestas al NT-poliplcx (panel A). 

lmnunotinción contra Gl'AP (pnnel B). Se utilizó microscopía confocul 

pura identificar la GFP a longitudes de onda de Ex/Em 488/522 nm, y la 

inmunotinción con Rho u 568/585 nm. La barra de calibración 

corresponde a 20 µM. 
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PARTE 11. AUMENTO DE LA EFICIENCIA DEL VECTOR DE 

NEUROTENSINA POR LA ADICIÓN DE UN PÉPTIDO 

FUSOGÉNICO Y UN PÉPTIDO CARIOFÍLICO 

En esta parte se muestra el aumento de la eficiencia del vector de neurotensina por la 

adición del péptido fusogénico HA2 del extremo terminal de la hemaglutinina del virus de 

la influenza al vector y del acople electrostático del péptido Vpl, componente de la cápside 

del virus SV40, al DNA plasmídico. El objetivo final es incrementar la concentración del 

DNA ei<ógeno en el núcleo de la célula huésped al favorecer tanto la salida del poliplei< del 

endosoma por la acción del péptido fusogénico como el direccionamiento del DNA 

plasmídico al núcleo por acción del péptido cariofilico. Los resultados aquí descritos estan 

incluidos en el anei<o #6 (Navarro-quiroga et al, 2002). 

l. Síntesis del conjugado NT-SPDP- (PF-SPDP)-poli-L-lisina: el vector 

fusogénico 

El método utilizado para la síntesis del vector fusogénico. es similar al que describimos 

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

• Purificación del conjugado alta1~ente, reactivo poli-L-lisina-SPDP-SH 
,- .. -· .,. 

La obtención del conjJgad~poÚ~l~lisina-SPDP-SH se llevó a cabo en dos 

etapas; la ~rim~~;{~~n~~J~iiúó~~ la conjugación del entrecruzador bifuncional 

SPDP; l~segund~'~;~~~~n'la ~ed~~ción del residuo SPDP de la poli-L-lisina para 

obten~~ el g;r~po:~ulfuúi'rilo SH. La purificación cromatográfica en Bio-gel P-6 

mue~t;a la se~aracióri de dos picos (Fig. 1 O). El primer pico (3-6 mi) corresponde a 
. .. ' . -

·conjugados de poli-L-lisina-SPDP debido a su·presencia a 280 nm, puesto que la 

poli-L-lisina ·no absorbe a esta longitud de onda, y al limite de exclusión molecular 

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

peso inolecular como la hidroxisuccinimidi liberada en la reacción y a SPDP libre. 
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Fig. 10: Purificación del conjugado 

SPDP-poli-L-lisina por 

cromatografia de exclusión 

molecular en Bio-gel P-6. Lecho 

de la resina, 1.5 X 6 cm. Fase 

móvil. PBS para cromatografía. 

Las alícuotas correspondientes al pico # 1 (3-6 mi) que contienen el conjugado 

de poli-L-lisina-SPDP se concentraron a 1 mi y se sometieron al proceso de 

reducción con DTT. La purificación cromatográficn en Bio-gel P-6 muestra la 

ausencia dé! primer pico a 280 nm y la aparición del segundo pico a 343 nm 

indicando que la reducción del SPDP conjugado se llevó a cabo (Fig. 11) .. La ,,.. 

eficiencia de la conjugación calculada por la concentración de la piridiila~2-tiona 

liberada en In reacción utilizando su coeficiente de extinción·molru·11J4.J (B.08 x 

103 cm·1 Mº1)fue de 33%. El primer pico a 215 nm es indicati~o de la presencia de 

la SH-SPDP-poli-L-lisinn (Fig.11), PÓr lo t11nto, ln~_fn;cci~~e~ 3 a .6 donde eluye 

el primer pico se juntan y el volumen s~ reduce·~· 1' mi ei1un rnicrocóncentrador al 

vacio. 
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Fig. 11: Purificación del conjugado SH-SPDP-

poli-L-lisina por cromatogratla de exclusión 

molecular en Bio-gel P-6. Lecho de la resina, 

1.5 X 6 cm. Fnse móvil, PBS para 

cromatografla. La poli-L-lisina fue monitoreada 

a 215 nm, y la efectividad de la reducción del 

SPDP conjugado fue constatada por la presencia 

de la piridina-2-tiona a 343 nm y la ausencia del 

primer pico a 280 nm. 

Fig. 12: Purificación del conjugado 

neurotensina-SPDP por cromatografla de 

exclusión molecular en Sephadex G-10. 

. Lecho de la resina, 1 X 22 cm. Fnse 

móvil, PBS para cromatografla. 

Vol. Elución (x 0.5ml) 

Purificación del conjugado NT-SPDP 

La purificación de la neurotensina-SPDP se realizó por cromatografia de 

exclusión molecular en Sephadex G 1 O equilibrado con PBS para cromatografia a 

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

12). El primer pico indica la conjugación 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 mi; Fig. 12) y se redujo el volumen a 0.5 mi 

utilizando un microconcentrador al vacío. El segundo pico corresponde a 
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moléculas de bajo peso molecular como la hidroxisuccinimida liberada en la 

- reacción y a SPDP libre. 

• Formación del canjugado péptido-Fusogénico-SPDP. 

Lá purificación del péptido fusogénico-SPDP por cromatografia en Sephadex 

G!O reveló dos picos a 280 nm (Fig. 13). Sobre la base del limite de exclusión 

molecular del Sephadex G 10 (PM > 1000 Da) se infirió que el primer pico 

contenía la fracción péptido fusogénico-SPDP, en tanto que el segundo pico 

correspondía a moléculas de bajo peso molecular como la hidroxisuccimidina 

liberada en la reacción y a SPDP libre. Por lo tanto, las fracciones donde eluye el 

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

• Purificación del conjugado NT-SPDP-poli-L~lisina-SPDP~PF 

El conjugado neurotensinu-SPDP-(péptido'fus~génÍcci-SPDP)-poli-L-lisina se 

obtuvo después de poner a reaccio~ar las fracc,iones poli-L-lisina-SPDP.-SH con 

neurotensinu-SPDP y PF-SPDP por 48 h. La purificar.ión por cromatografia de 

exclusión molecular en Biogel A-1.5 m equilibrada con 2 M guanidina en 1 O mM 

Hepes, pH 7.4, (Fig.14) reveló la presencia de varios picos a 215, 280 y 343 nm. 

El pico a 343 nm en la región de exclusión de moléculas de bajo peso (fracciones 

62-70) correspondió a la presencia de la piridina-2-tiona y es indicio de que la 

conjugación se llevó a cabo (Fig. 14 A). Sobre la base de la concentración de la 

piridina-2-tiona calculada por su coeficiente de extinción molar a 343nm (8.08 x 

103 cm"1 M"1
), el porcentaje de conjugación final fue de 35%. La correspondencia 

de los, cromatogramas a 215 y 280 nm en la región de exclusión 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 35 a 45 donde eluyen conjugados de peso molecular en un 

rango de 200,000 a 66,000 Da (Fig. 14) fueron concentradas a 1 mi y utilizadas en 

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

cromatografía de exclusión en Sephadex 010. Lecho de la resina, l x 22 cm. 

Face móvil, PBS para cromatografia. 
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Fig. 14: Purificación del conjugado neurotensina-SPDP- (péptido fusogénico-SPDP)­

poli-L-lisina por cromatografla de exclusión molecular en Biogel A l .Sm. Lecho de la 

resina, 1.5 X 45 cm. Fase móvil, guanidina 2M en Hepes O.O 1 M, pH 7.4. (A) 

Cromatograma completo; la efectividad de la reacción fue constatada por la presencia del 

grupo piridinn-2-tiona a 343 nm. (B) Amplificación de la región del cromatograrna 

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 calibración de Ja columna Biogel A 1.5 m se muestra en la Fig. !5. 
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Fig. 15: Cromatograma correspondiente a la calibración de la columna de Biogel A 

l.5m. Lecho de Ja resina, 1.5 X 45 cm. Fase móvil, guanidina 2M en Hepes 0.01 M, 

pH 7.4; Marcadores de peso molecular: 1) azul dextrán (2 000 000 Da), 2) 

13-amilasa (200 000 Da), 3) alb6mina sérica bovina (66 000 Da), 4) citocromo C de 

cabaiio (~ :~ l)iJIJ Da) :(5) .n~· l de bromofeno,1 (692 Da). 
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2. Capacidad del péptido cariofilico para unirse electrostáticamente al DNA 
' plasmídico (DNA-Cariofílico). 

El péptido cariofilico (MAPTKRKGSCPGAAPNKPK) correspondiente a la señal de 

direccionamiento nuclear Vpl fue capaz de unirse electrostáticamente al plásmido pGreen 

Lantem-1 (5.031 kb) para formar el DNA plasmídico-cariofilico. En la fotografia del gel 

se observa un retardo en el corrimiento electroforético del DNA que es dependiente de la 

concentración del péptido cariofilico (Fig. 16). La completa retención del DNA 

plasmídico se produjo con 25 µM de péptido cariofilico sugiriendo que esta concentración 

neutraliza totalmente las cargas eléctricas negativas del DNA. La formación del poliplex 

fusogénico y cariofilico se logra utilizando aquella concentración de péptido cariofilico 

que retrase evidentemente la migración electroforética del DNA plasmldico pero que no 

neutralice ¡a totalidad de sus cargas negativas, para permitir la unión electrostática del 

. vector fusogénico. En este ejemplo se escogió la concentración de 1 O µM (Fig. 16) (ver 

anexo #6). 

Pozo-. 

DNA plamidico 

• Desenr~llndo_,... 

• Enrollado ---+-

• Superenrollado.,. 
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Fig. 16: Retardo de la migración 

elcctroforética del DNA por la unión 

electrostática del péptido cariofilico. 

Los números sobre los carriles 

corresponden a las concentraciones 

(µM) del péptido cariofilico que 

fueron incubadas con una 

concentración constante (6 nM) del 

plásmido pGreen Lantem-1.La 

electroforesis se llevó a cabo en 

¡igarosa al 0.8% a SOY por 2 h. E! 

DNA se reveló con bromuro de 

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

unir DNA plasmídico-cariofílico 

El DNA plasmídico-cariofllico (polianión) fue capaz de unirse electrostáticamente 

al vector fusogénico (policatión) para formar el poliplex fusogénico-cariofllico de 

neurotensina. En la fotografia del gel se observa un retardo gradual y una retención 

completa en el corrimiento electroforético del DNA-cariofilico que es dependiente de 

la concentración del vector fusogénico, hasta el punto de no entrar en el gel a 

relaciones mayores a 1: 1666: 12, DNA:péptido cariofilico:vector fusogénico (Fig. 17) . 

. Para los ensayos de intemalización y exp.resión se seleccionó aquella relación que 

retenga DNA y que quede alejada cuando menos dos relaciones de aquélla en la que 

. empieza la p1·ecipitación del complejo (identificado por la ausencia de marca 

fluorescente en el pozo y el carril correspondiente); en este caso se escogió la relación 

1: 1666:8; DNA:péptido cariofilico:vector fusogénico de neurotensina. Como el 

_.poliplex es soluble a la relación seleccionada y generalmente produce transforencia 

. exitósa de genes, a esa relación se le conoce como relación molar óptima, (ver anexo 

#6). 
Vector­
i~Ls­

DNA-

Pozo __... 
Poliplex 

DNA plamldico 

• Desenrollndo _., 

•Enrollado. 

• Superenrollado_. 

~<::>'>'<o't>.$1.!Y 
·• <O· .,¿· r,;· re,· r.;· r,;· 

<::> !! .{? $ !! !! !! 
...:.· ...:.· ...:.· ...:.· ...:.· ...:.· ...:.· Fig. 17: Formación del poliplex fusogénico-

cariofilico de neurotensina. Los números 

sobre los carriles indican las relaciones 

molares plásmido pGreen Lantem-1 (6 nM) 

:péptido cariotllico (10 µM ): NT-SPDP­

(péptido fusogénico-SPDP-)poli-L-lisiná (24, 

36, 48, 60 y 72 nM) a In que fueron formados 

los poliplexes. Vector= NT-SPDP-(péptido 

fusogénico-SPDP-)poli-L-lisina; NLS = 

péptido cariofilico; DNA= plásinido pGreen 

Lantcrn-1. La electroforesis se llevó a cabo 

en agarosa al 0.8% a SOV por 2 h. El 

DNA se reveló con bromuro de etidio. 
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4. Efecto del pH sobre la estabilidad del poliplex de neurotensina 

fosogénico y cariofilico 

Con el propósito de investigar el efecto de la acidez (condición común en el 

" endosoma tardío) sobre la solubilidad del poliplex fusogénico y cariofílico de 

neurotensina, alicuotas de este poliplex formado a la relación óptima 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 patrón de corrimiento 

electroforético es semejante en el 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 ocurrió la precipitación del poliplex. El aparato para la electroforesis en 

paralelo a diferentes pH fue diseñado en nuestro laboratorio. 

pH __. 
Pozo 
Poliplcx ---+-

DNA plamidico 
---+-

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

cariofílico. Diferentes alicuotas del poliplex de neurotensina que·contiene los 

peptidos fusogénico y cariofílico fueron formados a la relación óptima previamente 

. determinada. Las alicotas fueron mantenidas despues de su formación,. 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 

h al pH previamente fijado: El DNA S<! reveló con bromuro de etidio. 
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5. Incremento de la capacidad del vector de neurotensina para 

internalizar genes in vitro por la adición de los péptidos fusogénico y 

cariofílico 

La capacidad de diferentes poliplex para internalizar el gen reportero marcado con 

yoduro de propidio vía el receptor de neurotensina de alta afinidad se demostró por 

citornetría de flujo (Fig 19) y microscopia confocal (Fig. 20) (ver anexo #6). 

Los resultados por citometrla de flujo se ilustran como "dot plot" graficando la 

dispersión lateral versus el logaritmo de la intensidad de fluorescencia del yoduro de 

propidio. La intensidad de fluorescencia se dividió en 3 regiones (Rl, R2 y R3) y.sólo los 

datos de R3 se tomaron en cuenta para los análisis estadísticos ya que están alejadas en dos 

órdenes de. magnitud de Rl. El análisis por citometría de flujo reveló que el 94.77 ± 0.97% 

,de las células N 1 E-115 control se encuentran localizadas en Rl, región de fluorescenciu 

basal (Fig. 19 A). La presencia del péptido cariofilico en el poliplex de neurotensina 

produjo intemalización del gen reportero en el 13.75 ± 3.88% de las células NIE-115 (Fig. 

19 D), .mientras que la intemalización fue de 22.41±5.96% cuando el poliplex de 

neurotensina contenía solament~ el péptido fusogénico (Fig._ 19 E). El mayor porcentaje de 

células N 1 E-115 que mostraron intem&li7.~ción dt'I gen reportero fue producida por el 

poliplex de neurotensina que contenía 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 

N 1 E-115 cuando el poliplex fusogénico y cariofilico se administró junto con i 00 nM de 

SR48692, un antagonista especifico de los receptores a neurotensina (Fig. 19 B). Casi la 

totalidad (98.83%) de las células L-929, que no poseen ningún tipo de receptor a 

neurotensina, incubadas con el poliplex fusogénico y cariofilico fueron localizadas en Rl, 

indicando ausencia de intemalización (Fig. 19 C). 

En congruencia con los resultados por citometría de flujo, el análisis por microscopía 

confocal confirmó el incremento significativo de la presencia del plásmido marcado con 

yoduro ~e propidio en los núcleos de las células NlE-115 cuando se utilizó el vector 

fusogénicó. y cariofilico para la transfer:ncia génica (Fig. 20 A·C). El bloqueo de la 

· fonnación de las .~esículas de clatrlna por sacarosa. 0.4 M impidió la localización nuclear 

d~i pl~sniido m'árbcfo con .yoduro de propidio cuando se utilizó el vector fusogénico y 
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cariofilico)ara: la transferencia génica a las células N 1 E-1 15. En estas condiciones la 

mW:ca'.'d~t~~~~o de propidio se observó en la periferia celular (Fig. 20 D-F), sugiriendo la 

p;m.lcip~cló~del proceso de endocitosis mediada por receptor en la intemalización del 

¡Íoliplex"fusogénico-cariofilico de neurotensina. La ausencia de marcas fluorescentes tanto 

en el núcleo como en la membrana celular de células COS7, carentes de receptores a 

neur~te~sina, confirma la especificidad de la intemalización del poliplex fusogénico-

. cariofilico de neurotensina (Fig. 20 G-1). · 
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Fig. 19: Análisis por cilometrla de flujo de Ja intemalización in vitro de diferentes poliplexes de 

neurotenslna. El DNA plasmldico fue marcado con yoduro de propidio previo a la formación del 

poliplex para ser visualizado en el citómetro de ílujo a 568/585 nm, Ex/Em. Los resultados de 

intemolización en células N JE-1 15 en condiciones control (Panel A) y cuando fueron expuestas 

ni poliplex fusogénico y coriofllico en presencia de SR48692 (Panel B). al poliplex cariofllico 

(Panel D), al poliplex fusogénico (Panel E) y poliplex fusogénico y cariofllico (Panel F). 

Dislribúción de la tluorescencia en el dot-plot de células L929 expuestas al poliplex fusogéuico y 

cariofllico (Panel C). Ver anexo #6. 
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Fig. 211: l.a adición del péptido fltsogénico y carioíllico no modifica la especificidad de intemalización del 

poliplt.!x de ncurotensina. l.ns células fueron precargadas con calceina AM con el fin de observarlas u1 

micro~copio confocnl n 488/~22 nm. Ex/Em (Paneles A, D y G). El ()NA plnsmfdico füc marcado con 

yoduro de propidio pn:viamcnte a la fomiación del poliplcx para locali1arlo por microscopia confocal a 

5681585 nm. Ex/Em tl'aneles H. F. y H). Los paneles A-C muestran la locali1.aciún nuclear del DNA 

plasmldico en células N 1E-115 411e íueron incubadas con el poliplex füsogénico y cariotllico de 

nc:urotcnsinn. Los pandes D-F muestran el efi:cto de sacarosa 0.4 M sobre la intcmalización del poliplcs 

lilsogénlco y eariofilico de ncurotensina en células N 1 E-115. Los paneles G-1 muestran células COS7 

deficientes en receptores a neurotcn!iina, expuestas al poliplex·fosog.énico-cariofllico. Los pnnclcs C, Fe 1 

son las lnu1gc:ncs supcrpuc.~tns de sus respectivos componentes \'erdc y rojo. En todos los casos las barra.'i de 

calibración corresponden n 20 micras. 



.'\ 
6. La adición de los péptidos fusogénico y cariofílico incrementa la 

expresión in vitro de genes transferidos mediante el vector de 

neurotensina 

Se utilizaron los plásmidos pGreen Lantem-1 y pSV2cat para mostrar el efecto de Ja 

adición de los péptidos fusogénico y cariofilico en la expresión mediada por el poliplex de 

neurotensina en células NlE-115 que expresen NTRH. La expresión de la proteína verde 

fluorescente (GFP) codificada en pGreen Lantern~ 1 se demostró por citometría de flujo (Fig 

21) y microscopía confocal (Fig. 22). 

Los resultados por citometría de flujo se, ilustran como "dot plot" graficando el 

parárn~tro dispersión lateral· ver;us el· 1ó~ari.t~c;> d,e. la intensidad de fluorescencia de GFP. 

Lu intensidad de fluorescencia se dividiÓ,e.n 3 .. reglones (Rl, R2 y R3) y sólo los datos de 

R3 se tomaron en cuenta para los análisis esi;distii:os ya que están alejadas en dos órdenes 

de magnitud de RI. El análisis por citometrlá de flujo reveló que el 96.53 ± 0.41 % de las 

células N 1 E-115 ·control se encuentra localizadas en RI, región de fluorescencia basal (Fig. 

21 A). La presencia del péptido cariofilico en el poliplex de neurotensina produjo expresión 

de la GFP en el 10.94 ± 2.04% de las células NI E-115 (Fig. 21 D), mientras que la 

expresión fue de 20.35 ± 0.82% cuando el poliplex de neurotensina contenía S<'lamente el 

péptido fusogénico (Fig. 21 E). El poliplex de neurotensina que contenía ambos péptidos, el 

poliplex fusogénico y cariofilico, produjo expresión del gen reportero en el 48.93 ± 3.24% 

de células NIE-115 (Fig. 21 F). Sin embargo, se observaron valores basales en células 

N 1 E-115 cuando el poliplex fusogénico y cariofilico se administró junto con 100 nl'vl de 

SR48692, un antagonista específico de los receptores a neurotensina (Fig. 21 B). El 94.30 ± 

0.43% de las células L-929, que no poseen ningún tipo de receptor a neurotensina, 

incubadas con el poliplex fusogénico y cariofilico fueron Ioculizadas en RI, indicando 

ausencia de expresión del gen reportero (Fig. 21 C). 
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Fig. 21: Análisis por citometr!a de flujo de la expresión in vitro de la prole!na verde 

tluorescente transferida por diferentes poliplexes de neurotensina. Se cuantificó el 

porcentaje de cdlulns que expresan Ja proteína verde fluorescente en el citómetro de ílujo a 

488/522 nm, Ex/Em, en células NI E-115 en condiciones control (Panel A) y cuando 

fueron expueslas al poliplex fusogénico y cariotllico en presencia de SR48692 (Panel B). al 

poliplex carioflllco (Panel D), al poliplex fusogénico (Panel E) y al poliplex fusogénico y 

cariotllico (Panel F). Distribución de la fluorescencia en el dot-plot de células L929 

expuestas al poliplex fusogénico y cariotllico (Panel C). Ver anexo #6. 
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. En ~ongruencia con los resultadris ~¡,~ citometría de flujo, el análisis por 

micro~copfa cÓ~focal confirmó ei' i~cie~eriio significativo de la proporción de células que 

ekpresaron Ía GFP en célul~ NIE~l is cuando se utilizó el vector fusogénico y cariofilico 

para la trru:isferenda génica (Fig. 22 A•C). La ausencia de expresión de la GFP en células 

COS7, carentes de receptores a neurotensina, confirma la especificidad de la transferencia 

del pGreen Lantem-1 por el p¡,liplex fusogénico-cariofilico de neurotensina (Fig. 22 D-F). 

El incremento en la transferencia génica por la adición de los péptidos fusogénico y 

cariofilico al poliplex de n~urotensin~. fue. demostrado también utilizando el plásmido 

pSV2cat y evaluando la actividndCAT (Fig. 23). La actividad CA Tes expresada como la 

fracción de cuentas de los ci4C]- producto.s acetilndos versus el total de las cuentas. La 

actividad CA T fue 0.496 :!: 0.02.s en. células N l E-11 S transfectadas con el poliplex 

cariofilico de neurotensina (Fig; 23 A). El poliplex fusogénico de neurotensina aumentó la 

actividad CAT hasta 0.641:!:0.032 (p<0.05) (Fig. 23 B). La adición de ambos péptidos 

fusogénico y cariofilico polip}ex de neurotensina produjo un incremento adicional de In 

actividad CAT siendo 0.847 :!: 0.042 (p<0.05) (Fig. 23 C). Nuevamente, 100 nM SR-48692 

previno totalmente la expresión de CA T mediada por el poliplex fusogénico y cariofilico de 

neurotensina (Fig. 23 O). Las células COS7 no mostraron actividad CA T cuando fueron 

incubadas con el poliplex fusogénico y cariofilico de neurotensina (Fig. 23 E). 
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Fi~. 22: El acoplnmicnlo de los pépridos fusogénico y curiotllico al vector de ne!urotcnsina incrementa ~u 

cficicndu de politCcción. Se fom1ó el poliplcx fusogénico y cariofllico con el plásmido pGrccn l.antem 1 pum 

ser trnnst<rido a células N 1 E-115 (Paneles A·C) y COS7 (Paneles D-Fl. El panel A y D muestra la 

Jluorcsccncin de GFP obscr\'Rda a 4881522 nm. E.x/E.m. El panel n y F. muestm lu lluorcsccncia de las células 

contntktlidns con yoduro de prupidio observada a 5681585 nm. Ex/Em. El panel C )' F son la sohrcposición de 

las imágenes de los punelcs rcspccaivos. Todas las imágenes son proyecciones de las secciones horizontales 

en Ja scrh:-z. La barra corresponde a 20 i1m. 
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Fig. 23: Expresión de CAT cuando pSV2cnt fue transferido por diferentes poliplexes de 

neurocensina. La figura es una autorradiogrníla representativa de una cromntografla en 

capa fina del ["CJ-cloranfenicol y sus ["CJ-productos acetilados resullantes de la 

actividad enzimática de CATen células NIE-115 expuestas a: (A) Poliplex cariofilico 

de neurotensina. (B) Poliplex fusogénico de neurolensina. (C) Poliple.~ fusogénico­

cariolilico de neurotensina, D) Poliplex fusogénico-carioíllico de neurotensina en 

presencia de 100 nM de SR-48692. (E) Actividad CA Ten células COS7 expuestas al 

poliplex fusogénico-cariolilico de neurolensina. 

Actividad CA T = 1) + 2) 

A 1) +A 2) = 0.496 ± 0.025 (49.6 ± 2.5 % de cloranfenicol acetilado) 

B I) + B 2) = 0.641±0.032 (64.1±3.2 % de cloranfenicol acctilado) 

e 1) +e 2) = 0.847 ± 0.042 (84.7 ± 4.2 % de cloranfenicol acetilado) 
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7. La adición de los péptidos fusogénico y cariofílico 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 vilro, 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 microscopía confocal y la población celular fue 

identificada por inmunofluorescencia indirecta contra TH y GFAP, marcadores clásicos de 

neuronas doparninérgica5 y células gliales, respectivamente. A las 4 h de la inyección del 

poliplex, la marca del yoduro de propidio se localizó en el 52 ± 7% de las células 

inmunopositivas a TH (Fig. 24 A-C) pero no en células inmunopositivas a GFAP (Fig~ 24 

G-I), sugiriendo que las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales son capaces.de 

internalizar el poÜplex fusogénico-cariofilico de neurotensina. La internaiizaéión',ctel·:· 

poliplex fus~génico-cariofilico de neurotensina fue totalmente bloqueada po~' 1-~M de .. 

SR48692, un antagonista de los receptores de neurotensina (Fig. 24 o:F).Ver anéxo #6. 
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l"ig. 24: lntcrnali111ciún in vi\·o del poliph!x·fusogénico-cariotllico de ncurotcnsina por neuronas 

dopaminCrgicas nigrocstriatales. Se utili7ó microscopia confocnl para identificar la inmunotinción con 

FITC de lus neuronas dopaminérgicas (Paneles/\ y D) )'las células glialcs (Panel G) a 5681585 nm. 

Ex/Em. El poliplex marcado con i·oduro de propidio fue identificado u 4881522 nrn. Ex!Em. (Paneles B. E 

y 11). Los paneles A·C muestran In intcrnaliJ'.ación del poliplcx-fusogénico-cariolllico en los neuronas 

dopaminérgicas nigroestriutales, Los paneles D·F muestran Ju incuptu:idad de intemalizar el poliplex· 

fusogénico·carioftlico cuando neuronas dopaminérgicns fücron expuestas ni poliplex en presencia del 

SR48692. Los paneles G·I muestran que las células gliales de la sustancia nigra compacta son incapaces 

de intcmali1.ar el poliplex·fusogénico-cariofilico. mientras que en el mismo campo células neuronales son 

capaces de intemalizarlo. Los paneles C. Fe 1 son imágenes supe!rpucstas de los rcspi:-ctivos canales verde 

y rojo. La barra correspond~ n 20 11M. 
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8. La adición de los péptidos fusogénico y cariofilico incrementa la 

expresión de genes transferidos mediante el vector de neurotensina a 

neuronas dopaminéricas in vivo 

Se utilizó el plásmido pGreen Lantem 1 que codifica para la GFP con el propósito de 

confirmar el incremento en la eficiencia de transferencia génica del vector fusogénico­

cariofilico de neuroterisina a neuronas dopaminérgicas in vivo. A las 48 h después de la 

inyección del poliplex en la substancia nigra de ratas Wistar, se observó la fluorescencia de 

la GFP en. el 51 ± 9% de las neuronas dopaminérgicas, reveladas por la inmunotinción con 

rodamina contra TH (Fig. 25 A-C y D-F). Tódavia a los dos meses posteriores a la 

polifección se observaron indicios de expresión de la GFP colocalizando con la 

inmunotinción con rodamina de las neuronas dopaminérgicas (Fig. 25 G-l). Cuando la 

polifección se realizó en presencia del antagonista no-peptidérgico de los receptores a 

neurotensina el SR48692, no se observó la fluorescencia de la GFP pero si la 

inmunotinción con rodamina de las neuronas dopaminérgicas (Fig. 25 J-L). Ver anexo #6. 
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Fig. 25: E\rrc,iún in \'i\"iJ de In GFP i:11 ncuro11•1.1> dopaminCrgicus nigro~Mriatalc~ cuandu se transtlrió el 

pla'imido pGrccn l.antcm 1 por el \Cctor·fusogénico-cariotilico. Se utiliLó micro~copia confoc¡¡J para 

id1..'lltitkar la C'.\Jln.·,iún rn11h~1 ,h,· la <IFP n ·IKK:5:!:? 11111, L' Em (1 1anck~ ..\, D.n) J> y la inmunotincitín con 

rollmnina de Ja ... 11i..•uro11:1-. dopamincrgica' a .5MF5X5 11111. ¡.;,thm (Posm:k·!\ B. E.11 )'' f\.). l.u ... pmh.·ks A-C 

111111..•str.111 la cxprcsiún del v.cn 1\.'í'Oncro cn las ncurm1a .. doparninérgic;1~ nigrucslriutalc~ a la-. .J8 lumh pn-.1-

polil~cción. l .o~ panclc~ U-F currc:i.ponJc a una \"ista panur.irnica de la sub~tancia ncg.ra co1npac1;.1 que 

rnu~stnt n~uronm dopamir1érgicas ~:<\prcsando el g~n r~portc:ro n ln.tt .t8 hor.ts. Lus paneles G·I muc:~tran 

ri .. •stos d.: c:\prc.: ... ión di..• la rro1cma \Crlh.• tlunrcscc..•mc ;.110 ... :? mc:rr.cs pu:i.1-upcrJdón. l.o:io. p;111cks .l .. L muc .. 1rm1 

l;:1 ml!<iicncia de c\prc:o.iún dd µen ri..·porh:ro c..·n In~ ncuron;L'io t.lopmnim.~r!:dcas nigrrn:~1ri11H1h: .. C\í'Uc~tu' al 

poliplc'.\·füsog.~nico•cari11lllico en Jlrc ... cncia dd SR48'1t>~. 01 li1~ ·IH hor.a:o. fl<1'1·opcraciún. l.o .. r;u1clcs (:. F. 1 

y t. son imági:ncs superpuestas Je lo~ rc~1lCclh.os canales \'crtk• y rojo. 1.a h;arrn de calihr.u:ion corrc'.'tponJc a 

:?011M. 
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DISCUSIÓN 

El envío 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., 199~; Wu et al, 1991, 1988 a,b ], desafortunadamente su 

baja eficiencia y su inefectividad in vivo ha retardado su uso en protocolos de terapia 

génica. 

El primer vector de genes de transferencia génica mediada por receptor utilizaba 

asialoglicopr~Í~ím1s (~rósomucoide o asialofetuina) para transferir genes a hepatocitos vía . - - - -- -~ . y. . ·-.' 
el ~eceptor cie'gaÍ~~tos~ (Wu et al.; 19S8a]. Si bien este vector tuvo éxito para transferir 

. -.·,··"· ., . ., ' - . 
genes ~~ ~Úro,'fue ineficaz para enviar genes a hepatocitos in vivo si el procedimiento no 

ilíaac:~mp~ñad~ de una hepatectomfa de más del 50%, 10 min después de la inyección del 

polipÍei.: (Wu et al., 1991 ]. Además de esta limitante había otras <Je carácter fi~icoquímico 
c6rilo·:~·l gr~n tamaño molecular del ligando (más de 60 KDa) y la escasa solubilidad del 

poliphi>x en ~ondiciones fisiológicas. Estas limitantes fueron pronto superadas por el empleo 

de ~~l.éculas pequeñas [Martinez-Fong et al., 1994]. El acoplamiento de disacáridos a la 

poli-L~~isina produjo un acarreador más estable y soluble que incrementó considera­

ble.mente la transferencia del plásmido a las células blanco.' Además, el acople de 

difon:ntes disacáridos n.la poli-L-lisina permitió transferir genes selectivamente a diferentes 

poblaciones celulares; por ejemplo, se utilizó lactosa para transfectar los hepatocitos 

(Midoux et al., 1993] y manosa-monosa para transfectar las células estelares hepáticas y 

macrófagos [Nishikawa et al., 2000; Ferkol et al., 1996]. 

No obstante la necesidad de hepatectomía. el vector de asialogliproteinas demostró ser 

capaz de transferir genes terapéuticos al hígado para corregir parcialmente la 

analbuminemia en ratas Nagase [Wu et al., 1991] y para reconstituir el receptor para la 

lipoprotefnil de baja densidad en el conejo Watanabe, un modelo experimental de la 

hipercolesterolemia familiar [Wilson .:tal.. 1992). A pesar de e5e éxito, el envío dirigido de 

genes no ha sido usado ampliamente porque sólo funciona en tejidos que sean susceptibles 

a regeneración o células que estén en permanente división 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 Iisosomal, lo que ocasionaba la 

rápida degradación del plásmido por las enzimas lisosomales. Por esta razón se inducia la 

regeneración hepática por hepatectomia parcial después de la inyección del complejo 

[Wilson et al., 1992). Al parecer, una consecuencia de la regeneración es la inhibición 

transitoria de la actividad lisosomal. 

El vector de neurotensina 

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

neurotensina se intemaliza por una ruta endoc!tica que evade el compartimento lisosomal. 

Tanto ,la neurotensina como su receptor de alta afinidad se han localizado íntegros en la 

.vecindad del núcleo celular después de que se activó el proceso de endocitosis. Aún más, se 

ha demosfrado la presencia del NTRH en el interior del núcleo y se han descrito algunas 

consecuencias fisiológicas como la activación de genes que codifican para el mismo 

·receptor, por mencionar alguna. En congruencia con estas propiedades de internalización de 

la neurotensina, nuestros resultados con el NT-poliplex demuestran la posibilidad de 

transfectar específicamente líneas celulares que expresan el receptor de neurotensina de alta 

afinidad. La ausencia tanto de intemalización como de expresión del gen reportero 

observada in vitre en presencia del antagonista t:Spt:cifü:o d.: los receptores de neurotensina, 

el SR48692, y en lineas celulares que carecen del receptor NTRH, confirma la mediación 

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., 200 l ), el receptor de 

neurotensina de alta afinidad parece ser la vía de intemalización 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 polipl.:x pudo proporcionar la vía de escape del DNA 

plasm!dico desde el endosoma durante el transporte endosomal garantizando de esta forma 

·la expresión del transgen. El hallazgo de que el poliplex es capaz de llegar al núcleo de las 
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células, visto por la fluorescencia del yoduro de propidio unido al DNA exógeno, apoya la 

sugerencia de que la neurotensina sola o unida al NTRH evade la degradación lisosomal, 

principal barrera para los sistemas de transferencia génica mediados por receptor [Castel et 

al., 1992, l 994; Faure et al.. 1995; Alvarez-Maya et al., 200 I ]. Sin embargo, nuestros 

resultados in vitro e in vivo no explican el mecanismo de transporte del transgen al núcleo 

c.elular pues no tenemos pruebas directas que confirmen la colocalización nuclear del 

poliplex con el NTRH, el candidato más viable para realizar el transporte del NT-poliplex 

al núcleo celular. 

Los procesos de in.tematización del NT-poliplex a las neuronas dopaminérgicas y la 

expresión en estas del gen reportero fueron bloqueados por el antagonista específico de los 

receptores de neurotensina el SR48692 a la concentración de 1 µM. Esta concentración de 

SR48692 pudo haber saturado no solamente los receptores de alta afinidad [Gully et al., 

1993], sino también los de baja afinidad [Mnzella et al., 1996, Betancur et al., 1998], lo que 

no excluye la participación de los receptores de baja afinidad en In NT-polifccción. El 

recepto.r de baja afinidad a NT es expresado tanto por neuronas [Sarret et al., 1998] com<;> 

por células gliales (Nouel et al., 1997] en el cerebro de In rata adulta. Sin embargo, en 

nuestras ·condiciones experimentales el receptor de baja afinidad a neurotensina parece no 

estar involucrado en la internalización del NT-poliplex, puesto que no se observó 

evidencias de su internnlización ni expresión del gen reportero en células gliaies cultivadas. 

Más aún, In falla del NT-poliplex en producir expresión del CAT en la capa molecular del 

lóbulo ansifonne del cerebelo, donde los receptores de alta afinidad están ausentes y los de 

baja afinidad p~esente [Lepee-Lorgeoux et al., 1999, Mendez et al., 1997], da un soporte 

adicional a la idea de que el receptor de NT de alta afinidad es el que está involucrado en 

los eve'}tos 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 

emb¡(rgo, la eficiencia de transfección fue muy baja si se compara con los vectores 

lentivirales (Naldini et al., ·1996], además de ser transitoria al observarse sólo hasta los 15 

días postpolifección. Por otro Indo. la eficiencia de la NT-polifccción in vitre 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 acidificación 
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gradual de las vesículas endocíticas [Mellman et al., 1986] puede ser el factor que explique 

la baja eficiencia de transfección. Es probable que el punto crítico 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 

fármacos como el carboxi SNARF-1, que modifican su espectro de emisión en dependencia 

del pH donde se encuentra. 

Nuestros experimentos de retardo electroforético en gradiente de pH muestran que el 

punto crítico de acidez que insolubiliza al NT-poliplex se encuentra en un rango de pH 5, 

valor que esta reportado se alcanza en el endosoma tardío (Clague 1998; Mellman et al., 

1986). Aunque en nuestro sistema no medimos directamente el pH del compartimiento 

endosomal pensamos que se esta alcanza:rid~. el valor crítico de pH de 5. El uso de 

estrategias como la adición de péptidos .fusogénic~s '[Kichler et al., 1999] al vector de 

neurotensina, que permitan el rescate del polipl~x del endosoma tardío antes del punto 

crítico, puede ser la solución para lograr la expresión eficiente y consistente de genes de 

interés fisiológico en las neuronas dopaminérgicas del SNC. 

En conCiusión el ~ector de NT es un recurso que, aunque viable, necesita superar las 

desventajas de la baja eficiencia de transferencia géniéa y transitoriedad de la expresión del 

_traitsgén antes de ser utilizado para transferir ¡?enes de interés krap<'utico o utilidad 

experl.:nell'iaI a las neuronas dopaminérgicas cemrales . 

. _ ·. 

El vecto;.fusogénÍco-carioji/ico de neurotensina 

·En co.:0par~ción coll. los 'iector~s virales, los vectores de transferencia génica via 

.· r~ceptor re~uieren ~I.m~rios dos funciones adicionales para garantizar el envío de genes al 

núcl~Ó de ia5'~~lul~'bliÍri~o:. El rescate oportuno del poliplex del interior de las vesículas 

endoéitic~ ilrii6~ d~ ~u n~idificación critica y el direccionamiento al núcleo del material 

genético. · 

Para prevenir el efecto de la acidez del endosoma sobre la solubilidad del poliplex y la 

subsiguiente degradación del material genético en los lisosomas, recientemente se han 

utilizados procedimientos híbridos in vitro tales como la adición al medio de cultivo de 

adenovirus defectivos en replicación [Cristiano et al., 1993], péptidos fusogénicos [Midoux 
( 
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et al.; 1993], o drogas neutralizantes del pH [Midoux et ni., 1999; Remy et ni., 1995] junto 

con los vectores no-virales. 

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

célula5 a los vectores no virales parece ser la solución más práctica para incrementar su 

eficiencia de transferencia génica y prolongar In expresión del transgén. En este trabajo se 

· incorporaron dos comandos o estrategias virales codificadas en péptidos al vector de 

ne uro tensina . 

.La primera· estrategia consistió en proporcionar un rescate oportuno del poliplex del 

endoso~a y evadir el compartimento lisosomal adicionando péptidos de la cáspide viral 

que son capaces de fusionarse con la bicapa lipídica del endosoma de la célula infectada 

(Bulloogh et al.,·1994]. El péptido de 22 an1inoácidos del extremo amino terminal de la 

liemagl~Íi~ina HA2 del virus de la influenza es capaz de fusionarse a vesículas endociticas 

.ai~lad~s.(L~aret al, 1987). Con base en esa estrategia viral, nosotros acoplamos la réplica 

sintÚicd.de ese péptido fusogénico al vector de neurotensina y probamos su eficiencia para 

enviar g~~~s reporteros a líneas celulares y a neuronas dopaminérgicas de la substancia 

riigru compacta. Nuestros resultados claramente demuestraron que el acoplamiento del 

péptido fusogénico HA2 de la hemaglutinina ni vector NT-polilisina, mejoró la 

intemaliz:ición y expn:sión subsecuente del gen reportero. Estos resultados son 

.:onsecuentes con los reportes de que un pH de 6 es capaz de inducir cambios de la 

estructura terciaria del péptido fusogénico hacia una hélice ex [Bullough et al., 1994; Lear et 

al, 1987; Murata et al., 1987) adquiriendo así la fusogenicidad responsable de la ruptura de 

las vesículas endocíticas [Choppin et al, 1980; Mizzcn 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 células NlE-115 evidencia que el péptido fusogénico es 

inactivo al pH·neutro, propio del medio de transfección. Estos resultados están en 

congruencia con reportes previos [Bullough et al., 1994; Lear et al, 1987; Choppin et al, 

.1980; Murata et al.. 1987). Si bien la sola adición del péptido fusogénico. al vector de 

neurotensina mejoró significativamente su eficiencia de transfección, de 7.5% a 22% en 

promedio, se queda todavia lejos de la eficiencia de transfección de los vectores virales 

especialmente los retrovirales [Naldini et al., 1996]. Estos resultados sugieren que la simple 

evasión del endosoma, aunque de manera oportuna, no es suficiente para alcanzar altos 
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.· .•. nivelesd~·~~~;:s.ió~~d~;;'~sgén y deja claro la necesidad de incorporar otro de los 

~;~~do~
1

:d·~ ¡~·i·~r~~ci~ii·~ii~i. · 
. ·};~ se~ikcil~;;i~(¿ií~cónsi~tió, ~ntonces, en direccionar el trangén al núcleo de la 

céÍwa.: ~~·p~~t~f~a·V~I.'co~po'nente de la cápside del virus del simio SV40, posee un 

déteiri:;i~iirit~.c~·~fifrcci potente responsable de su importación nuclear e incluso de 

virlo~~s ~¡;~~l~ios' [Ishii et al., 1994]. Análisis por mutagénesis dirigida demostraron que el 

pépt!dÓd~'19 ~inoácidos de largo (MAPTKRKGSCPGAAPNKPK) mutante de la señal 

de' localización nuclear de Vp 1 fue uno de los más potentes que manifestaron una 

localización preferentemente nuclear [Ishii et al.,1994; lshii et al., 1996]. A la fecha, este 

péptido mutante no se ha probado para transportar DNA plasmldico al núcleo celular. 

Recientemente se ha demostrado que la unión covalente de secuencias de la señal de 

direccionamiento nuclear del antigeno T largo del virus del simio SV40 a la poli-L-lisina 

aumenta la eficiencia de transfección mediada por·e(receptor de transferrina [Chan et al, 

1999]. Aunque efectivo, este abordaje tiene la desventaja de que el acople químico es un 

procedimiento dificil y largo que requiere, además, etapas de purificación. La alternativa 

ideal al acople químico es la unión electrostática del péptido cariofilico al DNA plasm!dico 

puesto que es una unión espontánea que simula las condiciones naturales. Por esta razón y 

por su potente detenninante cariofilico ,~e escogió el péptido 

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

caracteriza por poseer una carga neta positiva (catión) conferida por la presencia de 

aminoácidos básicos (lisinas) en su estructura que han facilitado la unión electrostática al 

DNA plasmidico (polianión), como lo demuestran los resultados de retardo electroforético. 

Los microensayos de retención revelaron una fuerte unión electrostática de la NLS al DNA 

plasmidico, esta unión es estable aun bajo la acción de una diferencia de potencial de 80 V. 

A la ~oncentración de 15 µM la NLS no saturó las cargas aniónicas del DNA permitiendo 

as[ la posterior unión electrostática del vector de neurotensina. En comparación con la 

unión irreversible de los enlaces covalentes de NLS a cDNA reportados por otros grupos 

[Zanta et al., 1999],'la unión electrostática es simple y rápida de realizar. La potente fuerza 

cariofilica del péptido Vp 1 capaz de transportar al núcleo grandes complejos proteicos 

• como viriones [Ishii et al.,1994] fue responsable del incremento de la intemalización 

nuclear y expresión del gen reportero. De los tres tipos de NLS caracterizadas, se 
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seleccio~ó la proiéínaypl. qUe presenta propiedades básicas [lshii et al., 1996] con dos 

objetivo~i Uni~ e;p~ri;~~ainente el péptido al DNA por acción de las fuerzas 
- . .._ ',-c.'• , .. ,, . ' 

••electrostáticas; y Ütilizai la potente fuerza cariofilica característica de este péptido . 

. , Au~q~e'ii';éríos efe~tiva, la unión electrostática de la NLS de la proteína Vpl de la 

· ~ápside'cl,elvihi~ SV40al DNA plasmfdico por si solo mejoró la internalización del 

poliplex de nc:ni.rotensina (del 8% a 12% en promedio) como la expresión del transgén (del 

·7.5%.a 11 % en promédio). Es probable que ese pequeño pero significativo aumento sea 

debido al incremento en el número de copias de DNA que se translocan al núcleo por la 

acción del péptido cariofilico. Sin embargo la adición del péptido fusogénico al poliplex de 

neurotensina dio mejores resultados que In adición del péptido cariofilico solo. Este 

resultado apoya fuertemente In idea que la mayor barrera al sistema de transferencia génica 

mediado por receptor es la acidificación de las vesículas endosomales [Alvarez-Maya et al., 

200 l; Mellman et ni., 1986;· Reddy et al, 2000]. Además, la unión covalente de la NLS del 

antígeno grande del virus del simio SV40 a la polilisina mejoró el direccionamiento nuclear 

del poliplex y la subsecuente expresión del gen reportero [Chan et al. 1999] pero en 

presenci!'l de cloroquina, sugiriendo que la evasión lisosomal y el direccionamiento al 

núcleo deben de ocurrir simultáneamente para elevar la eficiencia de transfección. 

En congruencia, la integración de ambos péptidos virales al NT-poliplex maximizó la 

interna!ización del poliplex y la expresión de los genes reporteros, siendo en umbos casos In 

eficiencia alrededor del 50%. Estos resultados apoyan In idea de que la integración 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 aún, ambos péptidosjuntos en el NT-poliplex produjeron un incremento 

significativo de la eficiencia de transfección mayor a la suma de lo producido 

independientemente por cada uno de ellos. La presencia del péptido fusogénico en el NT­

poliplex no alteró su especificidad de transferencia génica vía NTRH como lo demuestran 

la ausencia de polifección observada en presencia del antagonista de NTRH, el SR48692, y 

en lineas celulares que carecen de NTRH por cuanto la función individual de ambos 

péptidos y In función directriz de la neurotensina fue preservada en este novedoso vector 

génico. 
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·Por otro lado, los resultados in vivo demuestran la capacidad del NT-poliplex­

cariofilico-fusogénico para transfectar de forma específica y con alta eficiencia las 

neuronas dopaminérgicas nigro-estriatales. La ausencia de expresión del gen reportero 

transferido por el vector cariofilico-fusogénico de neurotensina a las mismas neuronas 

dopaminérgicas en presencia de SR48692 y a células gliales están en congruencia con los 

resultados in vitro y demuestran que la adición del péptido cariofilico y fusogénico resulta 

en un incremento de la eficiencia de transfección sin detrimento de la especificidad del 

vector de neurotensina. El seguimiento del curso temporal de la expresión del gen reportero 

transferido por el vector cariofilico-fusogénico de neurotensina reveló niveles detectables 

del transgén hasta por un periodo de hasta dos meses, sugiriendo que la adición de los 

péptidos también mejoró la duración de la expresión del transgén, de 15 días hasta dos 

meses. Se ha reportado que el empleo de promotores tejido-especifico, además de ofrecer 

un punto más de especificidad, prolonga la expresión 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 expresión de los transgenes en las neuronas dopaminérgicas 

pudiera ser un factor que ayude a prolongar aún más la duración de la expresión del 

transgén transferido por el vector fusogénico y cario tilico 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 

aminoácidos con un alto grado de conservación 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 degradación 

sean presentados por el complejo mayor de histocompatibilidad tipo II para activar la 

respuesta inmune (Cresswell 1994; Lanzavecchia 1996). Además, desde el punto de vista 

de terapia se pretende que la aplicación del procedimiento no sea repetitiva, evitando de 

esta manera el desafio al sistema inmune. 

En resumen, en este trabajo se implementó la incorporación de la estrategia viral a los 

vectores de neurotensina para propiciar el rescate oportuno de dichos vectores del 

endosoma y favorecer el direccionamiento certero dd DNA plasmídico al núcleo celular. 

Para garantizar dichas funciones, el péptido fusogénico del extremo amino terminal de la 
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hem~gI~ti;j~!t~~ti~:,~;~~ I~ inÍJuenza fue modificado por la ad"ición de tres Jisinas en 

el ~xti~nici;~~~akiÍi~ri'(fi{~~;vAEFIEGGWEGLIEGCAKKK) haciendo factible su 
• ·:.:.;.·: "··.>.;)>"eo:f:.\~':~::.'.',~:'.,~,.,~_l>.i•: .. /,'·,';> .. ·:- '. · • 
conjugación Acni'Ja poli-L"lisiná Y se acopló electrostáticamente el péptido cariofilico 

rm1tarited;'.l~,~~ri~Íd~di~e¿~iónamiento nuclear de Vp 1 al DNA plasmídico. Esta estrategia 

co~?er~ t;;i¡;~~~i~d~des al ~ector no viral que son determinantes de la especificidad y de 

laefi<Úi~;;'í~'d~'¡;~ferencia génica. En consecuencia, el vector fusogénico y cario tilico 
, . ,,,._. .. . ' -

: será ·capaz.de: ij activar éspec!ficamente la endocitosis mediada por receptor, 2) escapar 

. opbrt~~~éíi"i~ del c~mpartimiento endosomal y 3) dirigir certeramente el DNA plasmídico 

·.· .. ··.al· nlid~'o d~luiar; N~esfros resultados in vitro e in vivo utilizando los vectores de 
. : . -• :._; : .:\:; . ~. ··'.' ' .. 
neurote.Osiria demuestran claramente que la incorporación de la estrategia viral incrementa 

Cll porceritajedecélulas polifectadas y provee altos niveles de expresión de los transgenes. 

· . ccirisecu~nte~ente, la estrategia viral adaptada a los sistemas de transferencia génica 

mediada por receptor responde a la gran necesidad de contar con vectores génicos 

eficientes e inocuos para utilizarse en estudios fisiológicos y en la terapia génica. En 

conclusión nuestra estrategia fusogénica-cariofilica puede ser provechosa para elevar la 

eficiencia de transfección de otros sistemas basados en la maquinaria cndocítica de un 

receptor. Dos blancos trascendentales para el poliplex-fusogénico-cariofilico de 

neurotensina son las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra compacta y del área 

ventral tegmental (VTA) que se s::be expr.:san d NTRH [Lepee-Lorgeoux et al., 1999; 

Mendez et al., 1997]. Estos n_úcleos 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 incorporación de estrategias virales a los vectores de tr:msferencia 

génica mediada por receptor 

La síntesis de los acarreadores de neurotensina (tanto del más simple como del 

fusogénico) es un procedimiento simple, reproducible y de bajo costo. Sin embargo los 

diferentes poliplex deben de ·formarse en una relación molar óptima entre el DNA y los 

diferentes acarreadores si se quiere obtener buenos resultados en los ensayos de 

intemalización y expresión. Solo los poliplcxes formados en la relación molar óptima 
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. conservan las propiedadés nativas de intema!ización de la neurotensina, capaz de endocitar 

y transportar el DNA exógenó ~i ~Ó~Ieo celular [Martinez-Fong et al., 1999]. Nuestros 

resultados muestran que el microensayo de retardo en gel de agarosa es un procedimiento 

rápido, práctico y confiable para determinar la relación molar óptima [Martinez-Fong et al., 

1994; Martinez-Fong ~tal. 1999]. Siguiendo el protocolo para la síntesis de los diferentes 

. acarreadores y el procedimiento de formación de los diferentes poliplexes a la relación 

óptima es posible obtener una poderosa herramienta capaz de transfectar multiples blancos 

a través del receptor de neurotensina. 

Utilizando péptidos radiactivos en nuestro laboratorio determinarnos que para que un 

acarreador fusogénico y cariofilico de neurotensina sea funcional debe portar por cada 

molécula de polilisina dos de neurotensina y ocho de péptido fusogénico. Es imposible 

saber cuantos de los péptidos integrados al poli pi ex son funcionales pero haciendo una 

estimación calculamos que en los ensayos in vitro tenemos una concentración de 

neurotensina de 0.15 µM y peptido fusogénico de 0.5 µM. Teniendo en cuenta queia Kd 

del NTRH es de 0.3 nM, la concentración de neurotensina en el poliplex es suficiente para· ' 

activar exitosamente los mecanismos de endocitosis e introducir suficiente materlal­

genético a las células blanco para lograr una transfección eficiente. 

En nuestro laboratorio también se han añadido ambo~ elementos peptidérgicos virales 

al vector lactosilado y hemos demostrado que tal adición resulta en un incremento 

significativo de tranferencia génica in vitre [Barran 2000]. Es importante señalar que la 

presencia de los péptidos fusogénico y cariofilico en el vector de lactosa resultó en 

eficientes niveles de expresión del transgén en hepatocitos in vivo en ausencia de 

hepatectomía [Barren 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 sólo 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 In sobrevivencia de las neuronas dopaminérgicas nigrales [Beck et al., 
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. 1995; Klein et al., 1999; Mande! et al., 1999] despertando un interés creciente en .su uso 

co1Í10 agentes terapéuticos para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson. Nuestro NT­

poliplex-fusogénico-cariofilico puede ser de mucha utilidad para definir el rol de esos 

factores neurotróficos en la respuesta de las neuronas dopaminérgicas nigrales a un daño y 

para explorar su potencial terapéutico en la enfermedad de Parkinson. 

Recientemente se hn descrito que In regulación positiva de los receptores D2 de las 

neuronas dopaminérgicns mesolímbicns parece estar involucrada en la esquizofrenia 

[Serrctti et ni., 2000]. Puesto que estas neuronas expresan el receptor de alta afinidad para 

neurotensina [Lepee-Lorgcoux et ni., 1999], el NT-poliplcx pudiera ser usado para 

transferir oligonucleótidos antisentido que controlaran la sobrcexpresión del gen que 

codi ~ca los receptores 0 2 en estas neuronas. 

Un grmi reto que permanece para los vectores no virales que pretenden acarrear genes 

ni sistema nervioso central, es el franqueo de la barrera hemato encefalicn que se sabe posee 

una selectividad exquisita a moleculas de gran tmnm1o. Hay abordajes que utilizan 

fnrmacos que tienen efecto disrruptor temporal [Emerich et al., 1999] de la barrera hcmnto 

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

otros abordajes utilizan el mecanismo de transocitosis de la transferrina para llegar al SNC. 

[Shin et al., 1995] sin embargo estos vectores son incspccfficos porque pueden entrar· a 

cualquier célula. Una posible via de administración de los vectores génicos pudiera ser la 

utilización del flujo natural del liquido cefnloraquideo, ya sea mediante una cirugía · 

estreotaxica en los ventriculos laterales o inoculando directmncnte al espacio subaragnoideo 
" ,• : 

mediante punción lumbar. . .... 

·El acarreador de genes poli-L-lisina lactosilada fue dise111lé1ci.~rigi~alment'ci p~ra la 
. . . '• .... ,._ - . '.· ., 

transfccción de células hepiíticas; sin e1nbargo, recic11teÍnénte'se ha dei11ostradoque él 

poliplex lactosilado es capaz de tr~nsfcctár~élulas ~piteliatJ~'.de:Ía~ vfasr~~piratorias en . 

cultivo [Kollen et al., 1999]; iúm cu~nJ~ Íí~~c/Í{a ~~~~Jid~ i~ ~;e~~;1~ia del receptor a 

galactosa en este tipo celular. fat61iallazgÓl1niÍ~~~dri~·~~opÓn~~:el ingreso de In poli-L­

lisina lactosilada al repe;:torio .de ¡¿¡e·:!ipiiÍ ~éni~·a cÍ~ilnfibro~Ís q~í~tica pulmonar. Sobre la 

base de que el VeCt~r fÚ~og<Íni~~ y'Ja;i,~flÚ~'ci ;~a nÍcno~ illJ;lllnogénico que Jos ndenoviurs, ·- . "' ...... ··· .... · ... . 

\•cctorcs 1;tiliiádós en íi1a<:tuaÍiaaCl.~P'ªrá)nír~1;.sr~rei1cia génica a las células del tracto 

rcspi~niori~. ~.,· púcd~~1Ígcrir,·~,ue' ~st~'~~ct~r p~dierii s~r más efectivo que los vectores 
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adenovirales, para los cuales la especie humana tiene memoria inmunológica. En 

consecuencia, es atractivo proponer aplicación 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 qulstica 

pulmonar a las células epiteliales de vías respiratorias, además de su intención original de 

aplicarse en la terapia génica de enfermedades hepáticas. 
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Conclusión 

En resumen, la estrategia viral adaptada a los sistemas de transferencia génica mediada 

por receptor responde a la.gran necesidad, de contar con vectores génicos eficientes e 

inocuos para utilizarse en estudios fisiológicos y en la terapia génica. Nuestro trabajo 

demuestra que el acople de un péptido fusogénico al vector no viral de transferencia génica 

mediada por receptor y la adición de una señal de direccionamiento nuclear al DNA 

plasmídico, incremen~a sustancialmente la eficiencia de transferencia in vitro e in vivo. El 

vecto~ fuscígénico y cariofilico constituye la' nueva generación de vectores génicos no 

virales que son superiores a los primeros vectores por garantizar la expresión del gen 

contenido en el DNA plasmídico gracias a sus tres funciones: 1) activación especifica de la 

endocitosis mediada por receptor; 2) desestabilización del endosoma con la consiguiente 

liberación masiva del DNA plasmfdico al citoplasma; y 3) direccionamiento certero del 

DNA plasmídico al núcleo celular. La estrategia viral fue implementada en los vectores de 

neurotensina y de lactosa para transferir genes a neuronas dopaminérgicas vfa el receptor a 

neur~tensina y a hepatocitos vía el receptor a galactosa, pero puede aplicarse a cualquier 

vector que utilice la vía endocítica de receptores. La síntesis del vector fusogénico y 

cariofilico es un proceso·sencillo, rápido, inocuo y económico en comparación a la 

tecnología utilizada para la fabricación de los vectores virales. 
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Anexo# 1 

"Mapa de restricción del plásmido pGREEN LANTERN™-I" 

Notl, 4298 
Spe /, 4290 
Sal/, ./278 
Sma /, 4273 
EcoR /, 4268 
&rl/, 4261 
Kpn /, 42S6 
Pst /, 42S/ 
Avrfl, ./203 
Bbs/, .//67 
~p3 J, 4/3S 

Pvu //, 4841 

BamH /, 4832 --"------....: 

SP6 P 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Anexo #2 

"Mapa del plásmido pSV2cat" 
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Anexo# 3 

Martinez-Fo11g Da11iel and Navarro-Quiroga Iva11. 

"Synthesis ofa non-viral vector for gene transfer via the high­

affinity neurotensin receptor". 

Brain Res, Brain Res Protoc 2000 Nov;6(1-2):13-24 
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BRAIN 
RESEARCH 
PROTOCOLS 

ELSEVIER Hmin Ru .. can:h PrullM.:uJ\ 6 t 20fM)J 1 J-2-' . 

Protocol 
. . ·.· 

Synthesis of a non~viraL vector for gene transfer via the high-affinity 
..... neUrotensin receptor 

· Duniel ~lurti~ez-Fong~, Ivun Navurro-Quiroga 
/J1•¡411"/Wlll.'llW ,¡,. Fi.1ililo.~1i1, llft!fl\h'u .11 Nrun1c.·i1·11du.~: Ct•111n• clr /lll't.'1ligfll'irfo y ilt• ~tudim ,\rm1.:m/111 dt'I h11lil11tt1 l'1'1itt~o1it·11 .V1H'itJ11t1I Jf! 

· Mi.1kr1, 1\¡111rtml11 /"'·''"' /.J.7-10. (}71100 ,\/;.1iw IJ.F •• Mt!.1ic'o 

Acccpi.:.J ·' 1 Ma>· :!lKJO 

Ahslrucl 

. \Ve llcM:ribc hcrcin a mcthlid fur !>)'•11hc!!i'-ing ;¡ nun•vir.il ~ene vec1or lh•u c.\pluit\ che i111crnali1miun propcrtic: .. ufncurort!'n\in (NTJ. u~ 
ui:ll "' thc pnM.:cJun:" for ~1 'lU.'C\.'!>,ful ,!:!Clh: tr.ubli:r lu i:cll' \Ía lhl.!' hii;h-:1fti11i1y NT receptor. Thc gene vcciur h. NT t.'ti•'i,·linkc.J with 
p11ly-1.·l)\i111: via N- .. m,:cini111idyl-6-(J'.f:?·p)·ridyltli1hii1Jprt1pium1111í1.h1)hl.'.\,111t1¡lll.' !LC-SPIJPI. Thc SPDP-Llcri\·a1ivc~ cuniainini; cillh:r 
NT tir p11ly-1.-l)"'ine urc purili1..•d hy gel lillr:.1ti1111. Thc nun-..-ir.il \'ectur rc .. ultin~ frum lhc ri:m.:1iu11 uf NT-SPDP \\'Ílh HS-SPDP-puly-1.· 
lpfoc i!'I puritic1.I un Hiugel A-1 . .5 111. Thi' \•cclor •~ comrJc.\t:t..I with pl:.1 .. mid OSA ;11 u .. ¡i..:cilic muluf rntio 111 f11r111 1hc NT-pol.)·plc11:. 
whkh c11"'urc~ 1he llcli\cry uf thc t:cni: uf i111cre .. 1 w c1~11 .. unLlcr cunc.Jiiiun' uf rL'CL'ptur-mcllimcLI in1crnuli,,:.11iu11. Tt1c NT-polyplc.\ hu,. 
.. 1111wn uhility 10 mcJi:.uc 1n111 .. il..'11t ~ene e\prc!'l"'iun in vi1m (Br.1i11 Re ... ,\lnl.·Orain Re ... 61) ( 19991 :!-SlJI und in \'ivu (Soc. Nl!uru .. ci. Ah .. 1r. 
:?5 1 ltJ1J1J1 67.71. Thi~ appn1:.11.:h hullh grc:.11 prumi1'C for rc~carch •tnd thcrap)-. O :?IHH) fil'ievicr Sdcm;e B.V. 1\ll ri~h1,. rc ... c:n·L.'~I. 

17,,.,,,, •• NL'urc11r.111~11111i.:r.. m1iJula11ir'i. 1r:11hl'll.lrlL'f"',, ;1m.J rcccp111r.. 

-----------------------------· - -·-----·-··--. ·----

. l. Typc uf rl!scnrch 

Non .. ,•irnl \'C:t:lurs fnr rc:ccptor·rnccJiuh:cJ gene tmn~li:r 

~ysrcms un: ~y111hcsizell by i:ro~'·finking pltfy-1.-ly~inc wirh 
01 Jigmu.J fur cc:ll-surfucc reccptllr!'\ th:tt UJH.Jcrgu emJocyro~is 
120(. Thc plasmicJ DNA i!'\ elcctrosli.tticully boumJ to thi: 
poly-1.·lysinc 11111ic:1y of the '<t:l..!lor lcm.ling. 10 1he fonmttion 
uf a cumph:x lluu h knu'''" i.t!'\ pol}ph:.1t (IJf. \Vhcn lhc 
ligam.I of 1h.: polyplc:~ rccognizc~ its ccll·!'\Urt'acc rci:eplor. 
1he polyplc.1t h; irucrmtliLcLI \ rn rci.:cptor-mcüimed cm.lo· 
cylO!'\is. cotran~pl11rn1g thc fnrdg11 DNA (polyfoctionJ llJI. 

Ncurutcnsin i NT > i!<. a 'uilahlc 11,::artU for ;.1 vi:ctor 
c:1pablc uf 1ran!<.tCrring g~rit:~; 10 cclb via 1hc high-nflini1y 
NT rcccplor tNTRf-1) 11.+/. Onct.• NT binds 10 NTRH. lhc 
liganU-rcccp1or cornplc.1t ·is cndlH.:) wscü. umJ NT i!\ li.ltcr 
Jocalizeü una!IL.'rcU ncar !he l.:Cll nucleus (:il. Thcst.• c:vi­
Uencc., ... ugge~I that thc tr:111,porr uf NT h}pm.,.i:s tht: 

'C1•rrt.''lll'lldi11~ ;mllll•r. Td.: -5~·:'i·7.i7-i'lllMI: la•: .... '\~·5-7.17-11115. 
• l."·11111il .1,/cftc·,,: 1ln1;1r1i11L'Ctt·11,111.1o:i11\L',l.1\·.111' c[J . .\lar11111..·~·F•n1¡,:1. 

ly'11'0111oil cumpur1111.:nt. the rmc-limiting h:.trricr. to re· 
ceplnr·rnl..'lfüllcú ~Y!'\ICt11~. Accunlingly. NT :t!\ pt1ln1le:< 
lig~m<l will prnvi<li: lhc C1'C<lpc ol' lhc cDNr\ from 1hc 
cn<ln,t1111c lluring ils tn111,pur1. thu.o,; ;.1'st1ri11g 1.111 cffccti..-c: 
gene tran,.fer tu NTRH-c:-.prcs~ing ccll~ f f.J.I. In 1111.: hr.iin 
of t:~pcrimcnli.tl m1imuh., .. rnnc pu11.11iw turgt.'1' for gene 
Ueliver via NTRJ-! urc ncuron ... of lhe mc~ulimbic unJ 
nignhtriomtl dupmnint:rgic sy!\lt:ms ancJ or lhc ha~;.11 f11rc­

hrnin chulim:rgie sy~lern f JOI. Pnlyfci:1inn of ll1c!\c ncuro~ 
mtl !'\Y'h!llb can be usi:t.I to dcvdop ,.¡nucgic~ for gene 
thernpy ur·1he ccncral ncrvous sy!\ICm. Thc neurohla:ootoma 
N 1 E-115 ccll linc nnLI the hunmn i:uionic :.1Llt:nucun.:inoma 
HT-29 ccll fine e:~prt:!'\., NTRH (1.Jf, bt!ilH.! thus u,.cful 
·•y ... 1cm~ for a r.tpiU cvaluation uf lhc cfiii:acy nf 1hi: 
NT-pulyplt:,. 

Wt: repon hcn:in thc Llcrnilt:J rncthoJ t'tlr rhc !<.ylllhc:-b uf 
thc NT-SPDP-poly·L-ly~inc 1.:011jugmi: (lhc non-vir.11 \"CC· 

1orl. guiü;.mcc to 'clcc1 the uprimal nwli.ir r.nio of 1he 
NT-pol~plc.\ • .ind pn>..:t!llures fl•r .,uccc~!<.ful gene .tnm,.fcr 
1t1 ct:lh \Ü NTIU-1. 

l.lX;'i-2•.>tJ~/110/'S - "'l.'i: fmu1 malh:r 1::. 21.11)11 El,c\·1cr s~·1cn1..·c U.\ .-\11 r1yh1' n.''l..'f\t•tJ. 
1111: SIJX~·'.?'J'IXttlCllOllll.1!-~ 
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2. Time requlred 

Phase J. Conjuga1ion of neuro1cnsin to poly-L-lysine: S 
uays. 

.• Formation of NT-SPDP anu SH-SPDP-poly-L-lysine 
moielies: 8 h. 

• Synlhesis of NT-SPDP-poly-L-lysine cunjugale: 36 Ir. 
• Purilication, conci:nlratiun umJ <.lialysis of 1he NT­

SPDP-puly-L-lysine conjugate: 48 h. 
• Dt!termina1iun of poly-L-lysine C"Ollhmt in 1he conju­

gate by spec1roplm1umi::1ry: 1 h. 

Phase 11. Determinalinn of lhe optima! mular rJtio of 
DNA: NT-SPDl'-poly·L·lysine conjugute: 3 h. 

• Furmation of 1he NT-polyplex: 1 h. 
• Agarose gel electrophoresis und DNA dctt:ction by 

UV transilJumimuion: 2 h. 

PhaM! 111. lnternalizmiun assay: 3 h. 

• Fonmuion of NT-polyplcx. and flunrcscent labt:ling of 
DNA wilh pmpidium iodine: 1 h. 

• Cell incubmion wilh propidiurn iodine-labclcd NT­
polypl..:x.. tixation and mounting for confocal niicro­
!l.Cupy anulysis: 2 h. 

Plm~c IV. Expres:i.ion as:i.ay: 51 h. 

• Fonntllinn uf NT-polyplex: 1 h. 
• t::.•1 1 ii:o·nbatiun ·.i.·ith NT • ¡~.-ilyplex.: 12 h. . . 
• AJ<l11iu11al 1m.:uli.llion 111 serum·supplcmentec.l 

mc:llium: J6 h. 
• Ccll tixa1ion and mounting fur confocal micru~copy 

unalysis: 2 h. 

J, i\.lutcrluls 

3.1. Spedul ''CJllil'm''lll 

Econo·Po1c IODO column. Scphallex G·IO C:?:?X 1 cm) 
column and Bh•g.el A·l.5m(45X1.5 cm) column. cleclro· 
phon:sis po\\'er supply mOt.lel I000/500. horizunlal 
minigel app~1ra111s ( Bi~l·Rad LaborJIOrie~: Richmoml. C.-\), 
Spectruphoiomt!ter DU 650 C Beckman lnstrumcnts Jnc.: 
PJlu .-\hu. CAi. vacuum concemrJtnr Heto IATR: Laure. 
(\IDJ. cdl mo<.lel 1°'? for ultrnlihration under nitmeen 
mmn~phen: anJ membrnne 25. PM IO 1Amicon Curp<;rn. 
tiun: Lcxinglon. MAJ, E.agh: Eye 11 (Slrntageni:: La Jolla. 
C,.\1. vorlc."< Genie :? ISdencitic lndustrie:i. lnc.: Buhe111ia. 
NYI. Sorval R~1Cl..a. microci:nlrifug.e CDupont: Newtmvn. 
CTI. Biulogko1I !loafcty cabint:t and CO! incubatnr ( Nuaire 
lnc.: Plymmnh. MN 1 unJ con focal irnuging ~y,tcm 

't:4ulppet.I wich a krypto11-<1rgun la!l.er bi:am ( Bio-Rad 
MRC-600; Watforu. UKJ. 

J.2. Ch~~nkuls cmd ret1g('l/f.~ 

Neurutensin, puly·L·ly~ine hydrochlorille ( 25 IX)() Dal • 
c.Jiniethyl sulfo.xide. EDTA dh.odium snll. ethidium bro­
mide, prupidium indine, uyaro~c. guanidine anJ molecular­
wcight murker.. cllc."<lrun blue, J3-amyla!1.C. bovine serum 
albumin. horse cy1ochrome e an<l hronmphenol blue) wc:re 
purchased from Siyma Chemic:1l Co. C SI. Louis. MO ). 
LC-SPDP and dilhiothreitul ( DTI) wcre from Pierce 
Chemicul Cu. ( Rnckford, IL>. Dialv,is mcmbnrne ( 1O000 
Da cut off), pGrcen L1111crn rn_ j. sodium bicarbonnte. 
Hept!s, Dulbecco's MoJiticd Eugli: Medíurn. fi.:1al bu\'ine 
serum und <mtibio1ic-an1inwco1ic ~olu1inn:i. were obtaincd 
frum GJBCO-BRL (Gn.in<.l 0 lsland. NYJ. Vccrn~hield wus 
purcha!l.ell fmm Vector L1bora1oríes. lnc. ( Burlingame. 
CA) un<l c:llcein AM was frum Mulcculur Probcs ( Euycnt:. 
ORl. Othcr chcmiculs wcre of ;urnlytical rcaycnt gnu.le 
4uulity obUtineJ frum u~ual L0 m11111ercial "ioun:cs. Four-well 
cuhure plu1e:i. Nunclon CCal. # 176740) wcrc purcha~c<l 
frnm Nunc, lnc. CNupervilh:. ILI. IOX IO 111111 CU\'Cr gli.1:i.s 
was frorn Thoma:i. Scic111itic C S\"·elle!l.boro. NJ }, anJ O.:?:? 
µm ti her unils Millex.-GV frnm l\1illiporc ( lkdford. MAi. 

Column PBS t 17.4:? mM Na:HPO_., :?.58 mM Kl-l:PO_.. 
150 mM NaCI. 1.0 mM EDTA. 0.02% soc.lium aziuc. pH 
7.:?J. 

Cell PBS !8.1 mM Na,HPO,. 1.2 mM KH,PO,. DX 
mM NaCI. 2.7 mM KCI. pH 7AJ. 

TAE buffer C0.04 M Tris-acctutc anu O.ClOI M EDTA. 
pH 8.DJ. 

6X Gel loading buffer (0,25% brnmophennl bluc. 0.:?5% 
."<ylcne cyunul FF, und 15% Ficoll Type 400. Plmrmacia, in 
walerJ. 

.i. llclulleu proceuure 

.J. l. Pht1.t~ /: Cm1}11Kt1lim1 of 11eurore1ui11 to ¡mly-1 .• /yJiltt! 

.J.·/./. Tlumreticcr/ ctm.,·iclt•rmimu 
Since t"ree Nl-l:? yroup.'i are involvt:d in DNA binding. 

che ex.tent uf NT cross-linked 10 NH.! gmups of poly-1.­
ly~ine shoulLI bt: minimal bur sufficient 10 uc1ivarc NTRH­
mi:lliate<l en<.locytosis. NT has four NH.: groups pcr 
molecule. while poly·1.-lysine has 195. which can rcact 
with SPDP. The chcmistry of cross·linking of NT with 
pnly·t.·lysine at 511 r..nio is prc!<len1ed in Fig. l. Bascd on 
lhe assumption that thi: rcaction is 100% efflcient. an 

. avernge of live molecules of NT would cm~s-link with one 
molecule of poly-1.-lysine. · 

• Dissolve 10 mg of poly·L-lysine { :?5 000 Da) in 970 µI 



·. ~~ Conj_u~~·~~'~ O!_L.~~!~~ lo poly·l...lyslne 1nd reductlon wllh DTT 

'l "'º º. . ~o NH,-<K>1,,·COOH +JO ON.ooe.(c11,¡,.!:-1c11,i,.s.s-l,,.':;I) 
Poly-t..-lyslne (25,000 Da) t 

6 
0 

LC-SPDP N : 

1 O HON? N-Hydrosysucclnlmlde 

o 

º Y ~o 
Poly•L•lyslnc- (· NH·l':·(CH2) 5·C ·(CH1)2·S-S -l._':;I) ) .. 

Pyrldlnc·l·l~~n•®'>:-1 +DTft N ·'º ·. 
( E,.,. 8.0h JO' M"'cm:~ i · · . 

. · Poly·L·lysln•· I- NH-K(Clf,ls·i-(CH2);.snfw 

8) Conjug1Uon or LC-SPDP lo Neurotcnsln·, 

. : ...... ,··: -.. '1 

JO ®-s-~c11;i,;i~c1;,i,.i~:O 5 NH,·E·L-Y-E-N-K-P·R·R·P-Y-1-L.COOH 

· ·r·~'. · } .... o.s::::L ... 
. · 5 "©-~S-;Cll2)2'.~-(CH1)5·~·NH-f 2.N~uni1cnsl~ . .. . . ·-

C) Foran1 .. llo~ or Ne~·Í".ol~~sl~~.sp(>·~:·p~ly~L~j'ysl~~ Conjuga le 

Poly·L-lysln•·(: ~ll·i(~ll:)~~;~1i,i,:s~f 1~ •• + ~ 1@1~~;;,i,.Y:t11,1;1NH-( 2 .Neuro1cnsln 
·•f .i®{f .r.:=: ....... ··~-:· 

. o o ~,.o -. ,- o 
Poly~L-lysln~( (NH-C·(CH 1>,-C-(CH;):.S-S.(Clf~1.t9(~~~-~)~·~H}2 Neu,ro1cnsin) 5 

I~ 

Fil!. 1. C1111juyatiun uf 11cum1crhin tu p.1ly-1 -1~,iui: u .. in¡; thi: cn1,.,·linlr..cr t.C-Sl'OI~ 111': n:ac1iun ha' th~e \ICft': IAI Cunju~athm nf LC-SPDP lu 
pol)··L·l)'lm: untJ m.l111:1iun uí Sl,OP-pol)'•l.·ly"nt: 1.1ilch DIT. tHI C1111ju~ati1111 uf 1.C-SPOP ltt ncum1c:11,.i11 •. fC) CnM .. liñL:in~ uf nc:un'4c:n,in-SPOP 1u 
SH-Sl,OP-ri1i)··1.•ly .. i11c. Thc hm•nl ltrm...,, intJicar~ thc .,¡¡e uf 1hc n:-:ic1iu11. F.'i~,•mulÍir c'1inc1i1111 cu,~Hiclcn1 of r>riJinc: .. ?-th1u11c. LC-SPDP. 
,v • .,111,.'1."i1ti111i.J)l·h·J.l'.1~·f')'titJ)·IJilhi111pn1pi1•n:unillnJhc.\:m11a1c: DIT. Jithi111hn:i111I. · . -1. 

uf Clllumn PBS. Thl! ClJ11Cl!ntra1inn of poly-1..ly!<iilll! i!"> 
0..11 111M. 

• Dis"''lvc 1.7 mg uf LC-SPDP (425.5 Dou in 30 µI nf 
DMSO 1 thc 1.·u11cc111rntiun ot' LC-SPDP is l .l3.2 mi\! J. 
Tr.ubti:r thL! crnuplL!h: \'Oluml! lo lhL! 1ubc conlaining 
poly-1.-ly,.ini: •11 once. fü1d mix. \'igurom.fy 111 a\'t1ÍU 

·-¡ 

IJ; : .. ·J•P 
1¡_,',,;..· 

precipilnlion; t-iñal cuncentrJlions are 4 mM LC­
SPDP uild 0.4 mM poly-1.-lysinc. 

• Stir 1h~ n:uctiun mi.,1urc for 30 min at mnm lcmpcm­
ture in thc Uark tSPDP is light scnsitivc) . 

. • Tu puril'y SPDP-poly·L.·l)·sinc, aprly 1he sampl~ to ;.in 

Ecuno·Pué 1 O DG culumn previou"ily cquilibr.ueU wi1h 

\\Cjf-C. 
' 



'" 
culumn PBS at room lt!lll(>erJlUrc. m1<l cullcct 17 1-ml 
fractions. 

• Trunsfcr 100 µ.l ol' cach fraction to 0.5-ml tubcs. A<lJ 
200 µI of colunm PBS. mix wi:ll. ~mu rc:o.uJ absorbam:c 
!<iimuhaneously al :? 15 .uu.J :?80 nm. Obtain the chro: 
1m11ogram by ploning ubsorham:e \.'Cí!<iU!'. duc:nt vol­
ume ( Fig. :! ). 

• Pool the tirst pcuk (gcni:rnlly 5 mi) tfrnt dutl!'i in 
frnctioi1s 3 to 7 <Fig. 21. mid reduce lhc vnlume to 1 
mi in a vncuum concr.:ntrntor ( Hc101. Tlrt! jinll peak 
comains tlie po/y-1.-fyJim•-SPIJP moh•ty. 

• Whc:n 1 mi is achic\'cJ. immcdhul!ly m.IJ 0.5 mi of 156 
mM DTI ( I:? mg DTT in 0.5 mi uf column PBS) to 
n!'dUCl: SPDP-poly-1.-lr.inc tu SH-SPDP-poly-L­
lysinc. 

• S1ir the mixture for 30 mio :.1t room h!mpcratun:. 
• At'tcr incubation, Jilutc: :?O µI ur thc rcactiun mixture 

with IKU µ.l uf culumn PBS ( IOX Uiluliunl. anU rc::ad 
thc ~1b~urbancc m J4J nm. To calculatc lhc n:actiun 
cfticicncy. use thc cqu:.uiun: 

é = lAhs 1.a1.,111Jé\.n 11111 l D.~. 

Whcru C is lhc cunt.:~lllratiun uf pyridinc:·1·thiunc:. 
r\b~ 1.a 1 "'" is thc ab,orh:.mcc uf pyriJinc·1-1hinne 011 
.3-13 11111. E 1.a 1 11111 is lhc molar cx.tinclion cucflkic:nt uf 
pyridinc·1·thio111: ut 343 11111 wlw~c \';.1l11c is X.08X 10

1 

cm .. 1 M · 1
• und D.F. is thc Uilutiun füclllr. Givcn 0111 

t\h'·'-'' 11.,.= 1.21 

C=<l.11cm 1 /H.OXX I0
1

c111 
1 M 1 )X 10 

C= l.497X 10 '.l\1 

Cun~iUerhi!; 4 111l\1 ª·" tite initial cnnccntrntion uf 
U.:-~PDP. thc Uircct 'marce ol' pyridinc·1·1hiunc (!<.CC 

Fig. 1 AJ. thc rc:.1ctiu11 cflicicm.:y will thu~ be 1 .497 
mM/~ mMX IOO':'í·=.'7.4':'f. 

• Tu purify th..: Sll-SPDP-poly-1.·ly,inc moicty. apply 
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h~ ~. l'unh~\1Un11 11f SPllP-pol~·• ·f\,1111: muu.1~ 1111 E~·11n11•P<1¡,: ltlt>G 
1,:11/umu. Tlu: 11111h1k 11h,1....: ;, ,;ulumn l'HS. pH 1 .:!. llk: i:11llt'\:ll'd tr.i~1i1•1h 

•m: l'llllÍ\:.tknt to 1 mi uf dul!nt. Thi.: numt1cr-. ,1¡ .. ~ lhl! clt1111111 fll.'ª"-' 

thc !'riamplc tu an Ecnno-Pac 10 DG column e4uili· 
bratcU with column PBS at room tempcrature. and 
collcct 17 l ·mi fraction~. 

• Transfcr 100 µ.I of euch J'raction to O.S·ml tu~s. Add 
~00 µ.I of column PBS intu each tube. mix well. and 
reuU ab~orbancc simulwneou.~ly at ::? 15, :?80 and .343 
11111. Obtain the chromatogram by plouing absorbance 
\'Cf!'IU!'ri clucnt volume ( Fig. 3 >. 

• Pool thc tirst pt:ak (,;cnerally 5 tnl> tlrnt elult:!'ri in 
fmclinn!-> 3 to 7 ( Fig. 3 ), am.I reduce the \'ulume In 1 
mi in a V01cuum cunccntrator ( Hetu). r¡,,. ]ir.\'/ ¡1t·e1k 
c1mt(filfs tlit! SH-SPDP-¡mly·L·ly.~ine uu1h•t_,·. 

.J.1.3. Formati1111 t~/' ''"' NT-SPDP moit'f.\' 

• In a par..tllt:l assay. Uissulvc 3.34 mg of NT ( 1673 Da) 
in 970 µI uf culumn PBS. Tht: NT conct:ntration is 
1.06 mM. 

• Dissnlve 1.7 mg of LC-SPDP C"'15.S Da) in 30 µI uf 
DMSO (lhc conccntrmiun of LC-SPDP is 133.1 mM ;, 
Trnn:ro.l'er thc complete volumc to tht: IUht: conraining 
ncurotcn~in ~11 unce. anU mix. vigorou!'rily to uvoi<l 
prccipitatinn. Fim1I conccntmtiun, ;.are °" mM LC­
SPDP :111d 1 mM ncurolcn~in. 

• S1ir 1he mixture of ncuro1c1hin 01nJ LC-SPDP fur JO 
min at room tcmpcrnturc in lhc llark. 

~ 

1 

• To purify thc SPDP-ncuroten~in 1110ic1y. apply 1he 
,,arnpl..: tu a S..:plwllc.'\ G· IO column cL¡uilibm1cll wi1h 
culumn PBS ;.u ruom 1c111pcra1urc. mnl cullccl 1'2 
0 . .5·1111. frnctiun,. 

• Tran,fcr 100 µ.I 111' i:o.1ch fr;.1ctio11 10 0.5-1111 tubc!'ri. AJd 
100 µ.I uf culumn PBS inlu cach 1ubc. mi.'\ wcll. :.111ll 
rcaU ;.1b,orbunci; !'riimultmtcou~ly o.u '215 anJ :?Hll 11111. 

Ohtain thc chrrnuutogrmn hy plotting ab,urh:mcc 
\'Cr,u!'ri clucnt vnlumc ( Fig. 4 ). 

• l'tH1I 1hc lir!'rit pc;.ik conluining thc NT-SPDP moicly 
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~t~ •• l. Pun111.:.1111m uf SH-Sl'L>P-pt1I~ ·I ·1:-,mc 111111..:ly 1111 El·,1111•0 P.1 .. : 
lllDG ¡,:11lum11. 011." 11111h1I"° ph:i,l! '' ~11lu11111 l'HS. pll 7.~. T!lc ~·1•lk•1;tLoJ 
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Fi¡; ..... Punlh.::1111111 uf 111 .. •11111tcmi11~Sl'IJl 1 11111ic1y 1111 Sc¡lhmlc\ Ci 111. ºf11c 
1~111bilc ph•l'C ¡, ..:1111111111 l'HS. rll 7.:!. .. Thc ..:11llc..:1cJ fro1i;1i1•1h are 
c411i\·alcnt lo O.S mi 111 ducnl. Thc nu111l~r' 'h1•~ thc clu111111 pc,1l ... 

that clutcs in fr.1ctions 10 10 1-l <5 to 7 mi. Fig.. 41. ;mJ 
reduce thc volumc to 1 1111 in u vw.:uurn cunccnmunr. 

.J. /...J. Sym//t'.\'i,'i of NT-SPIJl'-1mly·t ·ly.,i11t• co11j11glll<' 

(t/rl! ge11e l't't:torJ 

• Mix thc NT-SPDP muicty with thc Sl-f-SPDP-poly· 
L·lysinc moicty unJc:r vigomus Mirring tu uvuiJ pre· 
cipitatiun. 

• Stir the reuctiun mixture t'or 36 li' ul 1uu1t1 1cm11-.:rnturc 
in thc dark; 

• Afler incuhariun. <lihlh! :?O µI of 1hc n.•uction mhturc 
with IMO µl ol' column PBS ( IOX ttilu1iont :mJ rc:1d 

A) 
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thc otb,urh.mcc :11 3-tJ nm. Culculalc the reaction 
cflicicncy according lo 1hi: cquation: 

C ~ CAb°'q 1 n 11JE1.p 11 , 11 ) D.F. 

Whcre C i~ 1hc cnnccntration of pyridine-2-thiope. 
r\O, i..1 i ""' i~ 1hc: ;.1b,nrbance uf pyridine·::?·thione nt 
3-13 nm. E.1..1 i 11111 is thc 111olur e:uinction codticient of 
pyriJinc·::?·thionc ut 343 nm (8.08X 10·1 cm- 1 M- 1

) • 

;.mJ D.F. is lht! dilution factor. Given un Abs:i.o n•n = 
0.914 

C=C0.91-lc111· 11X.OKx IO'cm- 1 1.r'¡x 10 

C=l.1-lXIO-'M 

Considcring 4 mM us tht: initinl conccntration uf 
LC-SPDP, thc dircct suurce of pyridinc-2-lhione (see 
Fig. IA}, lhc rcaction cflicicncy will thus·be 1.14 
mM/4 mtvtx l(KJt;~=:?M.5%. 

• Tu purify thc NT-SPDP-poly-1.-ly~inc cunjugutc:, 
upply 1hc sam¡ilc to a Bingc:J A-1.5 111 culumn equili­
br.11cU with:? ~1 gu;.midim: in 10 mM Ht:pc:s buffer. pH 
7.4. Collcct 100 l·ml fr:1ction~. 

• Tr.m~t'cr 100 µI uf cach fractinn to 0.5-ml tubcs. AJU 
200 µI r-.lilliQ \\.'ah:r in10 cach tulle. mi~ \1i.·cll, und ~uJ 
ubsnrbancc si111ult;.111cously .u· ::? 15. :?80 am.1 343 11111 • 

Oh1uin 1hc puriticaliun chromatogram considering 1he 
thrcc wuvclcngths ( Fig. 5.-\). 

• Pool thc ~uk 1 (gcncrnlly :?I mi) corrc~ponding 10 

frnctions ...i.o 10 60 (Fig. 5A). which conl:Jin NT­
SPDP-p~1ly·1.-lysinc. und reduce 1he volumc to 1 mi 
unacr N: utmo~phcrc using lhc ullratilmnion ccll 
mo<lcl 1.2 with a 25. Pi\I 10 mcmbranc CAmicon). 

• Diulyze thc NT-SPDP-poly-1.·lysinc cunjug;.ile 
againsl 1 1 uf ccll PBS for at li:ast -t h. Ri:pt:at 1hc 

8) 

w ~ ~ ~ ~ ro ~ oo ~ 15 1 15 J ·'' 

Ve/Vo Eiuent Volume (mi) 

Fig. 5. Purilicalion uf ncuruh:1hin-Sl'Dl'-p11ly·1 ·l:w..,11i: .:1•01u;:.i1c 11hc mlll•\ 1r<1I \Cl.:lllrl 1111 Uutgcl A-1 ~S 111 I Panel ,\1. Thc 111uhih: pha-.c ¡, 1 M ~uanillinc 
in IO mM Ht>jlc' hui fer. pU 7A. Th1,.• ..:111!..~h:U lr.1 .. ·111"•' .111: "'"/Lm.ikm to 1 mi ••I clucm. Thc numhcr' ,huw thc duuun peal. ... Pan~I B ¡, thc 1,.·alit-r:ití1111 
curve nhtaincJ wi1h hn• 11111lc..:ular·"ciyl11 111:11l1,.·1~: fl.:'\lr;in Hh11,.•, /\1\\. :01111 KD.11. U·Am:-1;1~ lM~\' :!00 IXM) D:11. Bminc Scn11n ,\lt-umin (M\\ Nl Ot.10 
DuJ. Hnn.c: C)tochn1111c C f /\l\V l.! tWMI (fa1 ;11111 Hn111111phc1111I lll11c ¡,\l\V 1111~ D•1I. \~ :::duti1111 \11lt1111c: \~. = thc \111J \11lumc Ctlfn.-..¡11111Ji11t= 111 Bluc 
Oe.\lran cluliun \'11h1111 .. ' .. 
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dialysb prm:cdurc four lime~ u'ing fn:,hly-prcpurl!d 
ccll PBS. 

• Stcrilize lhc NT-SPDP-puly·L·ly,ini: l.'llnjugalc u:i-ing 
a 0.22-µm lil1t:1· e i\lillc.\·GV ). mul úi,1ribu1t: il in 
O. l-1111 uliquo1"". S1urc thc nliquoh Oll - 70'C fnr ur IU 

1 yco1r. 

-1.1.5. [Jett!rmb1;1ig th1..• 1110/t•cufor-u•t•(i:ht t~/' tllt• NT -
SPDP-¡111/y·1.-ly.1iillt! n111j11gatt! 

• Cnlibrnh: 1he Bioucl A-1.S 111 culu11111 wilh tivc molt:c­
ulur-weiglu nmrk~rs 1 Fig. 5B ). Thc mubilc plm!<!C ¡, '2 
M guunidinc in IO 111M 1-lt:rc~ huffcr. pH 7.-1-. 

• Dis'iolvc 1.111 thc molccul;.1r-\\.Cit!ht nmrkcr'i in 1 mi uf 
mubilc pha!<!c 01~ follow': ·flluc Uc.'\tran MW = 
1000000 (Peak ,,, 1 >. 0.5 rng. f3·r\mylasc MW= 
:!00 000 1 Pi:;ik #2). 1.0 mg. Bovinc ~crum ulhumin 
;\l\V=6hOOO(Pco1l.. #JJ.1.01111!.Hor,ccvtochromcC 
1\1\V = 11 000 1 P.:01k #~J. 0.5 1;1t;. Brrn111.1pht:nol hh11: 
~:J\V=692 CPl.':tl.. #51. 0.1 111g. 

• Apply 1hc l·rnl 'landanl nli\turc 10 a Biogcl t\-1..5 111 

1:27 l:JJ l:JtJ 1:4!' l:SI 
l:ll 1:311 1:.36 1:42 1:411 

Fi;:. h. U..-t.uda1111u m1n.,:1"01) 1•1 .'\'T-pt1l~pk\ 1111 lktcn11111m~ lh..: 
1•1•11111,il 11:\\ '.',;T-'il'IJl'·1"•l~·1 ·h,11K' 1.1110 VJ'.-p.,l~pl•'\0.:' h.'•ultm;: 
l111m d11!.:rl·n11.11111' •l.:r..- ..-kdtt•ph1•1..-'l'•I 111 IJ.'(', .1c.irn••'· \\'111J ll1l1c.1•.­

m<; .. ••11..:.•n11Jll••ll' 1>1 :-..T-Sl'l>l'-1"•l~-1-l~·•n.:. fl'.":.\ nu•h1!11.1111111 '' 

r .. ·1.1rd .. ·1I j•l1.11g..- lll'Ulr~1l11nl1 !•' 111.: f"11111 ••I 11111 ..-111.:nn~,th..- ~1.·l 11:511. 
f.t.111n-. 1•1 l:\h \ti 1:-l~ ~11.:ld .. ·tl lh.: lx·•I ri:-.uli-. lur pul~h.'\'111111. 
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colurnn c4uilibru1cd wirh thc mobih: pha.,c. Collect 
IOO l·ml frm.:riuns nnd n:;aJ absorbanc.:c:~ at 280 nm. 

• · Obtain the cttlibration chromarugram by plotting ub-
.... orbancc versus cluc:nt vulumc:. anU the calibratiun · 
curve by plouiny lhe Jogarithms of 1he known rnolccu· 
lar-weight-. of proh:in .\tundards wrsu" the respc:crive 
V.,1\1'.. vulucs <Fig. 5~). ~is the elurion volume aml V.. 
is tht." void \'olumc: corre!<!punding ro blue dextr.an 
elutiun volume. · 

• Ex1rapulatc the rntio V,I\.'., uf th< NT-SPDP-poly·L· 
l)·,irn: cunjugaic: ( Fig. SA. peak 1) in the calibnuion 
l.'urvc tu calcuhlle its meun moleculur-weight. 

.J. l.fi. Dt•tt•rm;nmhm tJf NT-SPDP-¡mf.\'·L·lysine 
ctmjugtitt! c1mce111rmitm 

• Oblain 1hc .\tand¡inJ cur\'c uf poly·L·lysine ( 25 000 Da) 
by plnuing: ubs.urbance al 215· nm versus concenlmrioo 
1from 0.1 to 1.0 mg/ml ccll PBS>. 

• Ali4uu1 15. 10, :mu JO µI uf thc NT-SPDP-puly·L· 
IY'ine cunjugutc into M!par.:ue U.5-ml tubt:s, and uUU 
ccll POS to bring 1he \'Olume to 300 µI (dilutions 1 :20, 
1:15 antl 1:10. rc!-.pcctivcly}. Read lhc absorbance of ~ 
lhl! UilutcJ surnplcs at 215 nrn. ;,md cx1rJ¡mlute the 
\'aluc~ in lhc ~mn<lan.I curve 10 caleulure rhc con· 
i.:enlrntiun of poly·L·ly~inc. Currccl by thc dilution 
foclor to obtain lhc: c.:onccntrJlion nr poly·t.-lysinc in : 
1hc conjugare (mg/mlJ. 

• To ohlain lhc molar conccnlmtiun uf puly·L·ly!"inc in _ 
tlw conjug:.uc. llivi<lc thc concenmllion value in mg/ml · 
hy the mean mulccular·wcight va!ue uf lhe cnnjugute •. 

.J.!. J'lw.\·,· 11. f>t..'ft'flllim11im1 of tlrt• 01u;mal molt1r rcítiu 
1~/' l>NA: NT-SPDP-¡mf.\'·t.·ly.,·btc• 

• Pn:pan: ninc :?-µI llilutions uf thc NT-SPDf>-poly·L· ·: 
ly.¡ine conjugtih! wilh ~crum·frcc culture nu:llium 
corre~ponlling 10 lhi: following mular conct:lllrJtions: 
481>. 540. 594. (>18. 70~. 756. 810. 864 and 918 nM. 
~lark lhc tu~s from #::? to # 10 m:corúing to thi: 
increasing conci:ntr.lliuns. . 

• In 1 O ~cparatc 500·µ1 1uhcs. úispen .... c 4 µI oí 9 nM 
pla,miú DNA. Mar}... lht: lube' from # 1 lu # IO. 

• ,\UJ ::? µI uf !>ierum·fret: cullurc mctlium tn 1uhc # 1. 
:md 2 µI of euch Jilution uf thc NT-SPDP-puly·L· 
ly~ine conjuy•llc to lhc corrc .... ponding tubc. cuniaining 
1hc plasmitJ DNA CpGrc:en Lanlcrn' ... ¡ }. Tht: "tinul 
c1111centr.1tion of DNr\ Í!<! 6 nM and llml of 1hc: NT- · 
SPDP-poly·l.-ly"ine conjuga1c ¡, O. 162. JNO. 198. 
~1<1. :?J-1. :?52. :?70. :?S8 and 306 nM. rc!'lpt:ctively. The 
molur rmio uf DNA \'t:f!>iu~ NT-SPDP-poly-1.-lysine 
L·1mjug:uc will thu' be 1:0. 1::?7. l:JO. l:JJ. l:Jó,·1:39. 
1 :4:?. 1 :.t5. 1 :-18 ~mt.I 1 :51. rc,pcctivcly ( Fig. 6). · 



• Stir thc ·1ubcs fur JO min oll mom tc:mpcra1urc lo ullow 
formil1iun nf lhe NT-poly11lc". 

• After incubarion, m.Jd 1.1 µ.I of 6X lmu.ting bulfor to 
euch 1ube. vortc:~. ami gmhcr dh"pcrscd drop!\ by 
ce111rifug~1iun in u microccn1rifugc (JOOO rp111 for 10 

S). • 

• Trun!oolCr thc complt:tt! \'olumc of c:ach rn1io 10 thc: 
rc:spc:cti\'e wdl of 0.8i:t uganhC gel. Electrophorc!ooc 
thc samplcs in u hori¿ontal minigcl uppurJIU!-1 using 
TAE buffor (80 V,:? hl. Slain wi1h ethh..liurn brornh.Je 
(0.5 µ.g/ml). rnul examine 1hc gel with a UV lran!'>· 
illumina1iun 01pp¡11111us 1 Euglc Eye JI 1 w unuly1.c DNA 
migratiun. Fig. ó !oohUW!\ 1hm thc optim:.il molar rmio is 
in thc r.mgc 1 :36 w 1 :4:!. 

.J.2.2. Prt>¡mri11g ..J(KJ µ( of NT-pofy11h•x at mofur rmio 
l:.ió ONA: NT-SPIJl'-¡mly-1.-fy.\·iut• fiw iJu,•maU:.utlm1 
m1tl e.tprt'.Uio11 Cl.\say.~ 

• Dilu10 l.l µ.I uf 6.7 µM NT-SPDP-puly·L·lysinc 
conjug:uc with 107 µI uf ~erum-frcc met.lium. NT­
SPDP-poly-1.·ly!\inc cuncc111rn1iun Í!\ 7:?6 nM. 

• Dilulc O.X µI of J µ:\t pGrccn L•tnh:ru''"-1 with 280 
µI of 'crum-l"n:c 111i:Jium. DNr\ concc:mrutiun i!-1 8 . .5 
n~I. 

• Tu form lhc NT-polyplc'(. ouh..I Urop by Jrup thc 
cumplc!tc l .!O·µI n1lu111c of NT-SPDP-poly-L·ly~inc 
cunjug:.uc lo thc :?80·µ1 \.'olu111c nf DNA ~ulution 

~h;aking m:.mually :.1fo.:r c;tch aJJiliun. Finully. ~h:.1lc 

1hc mixum: for at IC:U!\I JO min :.u room ICltlf"!Cruturc 
( tim.11 cunCcntration ... of DNA anU NT-SPDP-poly-1.· 
lysinc conjugare ;.m.: 6 ;.111J "1.17 nM. rc!\pccti\'c:ly; muktr 
rntiu 1 :J(l). 

• Elcctrnplum:~c "' 6-¡LI otliquot uf lh..: NT-polyplc.\ am..I 
u ~m11plc ni' a !\intilar com,·c111r.11iun 11f pla~miU DNA in 
0.8f,:~ :.1guro~c gel <TAE buffer. MO V, :? hl. St:.tin with 
i:1hiJiu111hromiúc10.5 1.1..g/1111 l. c.\;.tmin..: lhc gel wi1h a 
UV 1n111sillumimuio11 otpp<iratu~ fEaglc Eyc lll. m1t.I 
compare thi: DNr\ migr •. uiun wi1h 1hnt ohmincd in 1hc 
rc1cntio11 111icrou~ .. :1v t Fil!. 61. 

• u~c the NT-pulyr°lc:\ l~>r !!xpn:.;~ion ot~suy!\ in ccll 
cullurcs ;a~ dc:-.crihcd in Scclion .JA. 

• For in1crnali1utio11 :.1~'ª!'"" l:1bt:J the pla~miJ DNr\ nf 
thc NT-polyplcx wilh •l lluur~~lll Jyc 10 min bcforc 
Íl!\ U!\I!. Fur lhi!\ purpo .. c:. 1.1úd 4 µI uf 1 mM propidium 
in<linc Ui!\ .. ol\'ct.I in .. i:rum-frce culture mcJiuao IU 400 
µl of NT-polyplcx 11hc linul conccnlrJtiun of prup­
i<lium io<line ¡, 10 µl\t1. Mi;.; wcll f(lr 10 111111 in thc 
<l:.1rk CprupiUium indine b ligh1 M:nsilivcl. ant.I uJJ it 10 
1hc ccll cuhurcs us Jc~cribcJ in Scctim1 ..J.J. 

.J.J. l'ha.,r 111. /lttt~r11ali:.e11itm 1~/" f'rt1(Jitli11m iodim•· 
fabt'ic•tl NT-f'"'-''t'f<•x iu NTRll·ht•arbrg c:d/J 

,. 
• Ph1cc ;1 slcrile IOX IO mm cover gla!oos inlo ench well 

of 4-wcll piones 1 Nunclonl. 
• At.ld 300 µ.I uf 0.2'7c collagc:n (conlmon gt:latin 

prcpurcc.I in MilliQ w:ller) ir110 cach wdl. Afler 5 min. 
remo\"c lhc collugcn .. ohuiun ;md let wells c.try in a 
ti!\!\UC cullurc biolot!icul cubincr. 

• Sc:ed NTRH-bcurin~ cells at 70'7t· cont1uencc: on cnver 
glassc!-1 pluccd int~, multiwi::ll cuhun: plate!'t. · The 
culture mct.lium b ~upplemcntt:d with 10% ti:tal 
bovine ~crurn unJ 1 % ;mtihio1ic-:.m1imycu1k 'olution. 

• Aftcr :.1 .:?0-h incuh:uion. rcmovc lhe culture mct.lium 
unc.I uJJ ..J.()() µI uf 5 µ.M uf c:.1kcin A~1. a lluorc:'iccnt 
murkt:r of ccll \'h1bility. Calcc:in rnu ... 1 be;: Ui!oosolve;:d in 
culture mi:dium und he use<l :.u once. T/JI! rt•mm·uf mu/ 
culdilio11 '!l ml!dium ,,,,,_,, ¡,,. per/imm.•tl t't11ºt'./i11/y f<J 

(Jrt!\'t!lll ce//.,· .Jám1 ,/t·tud1i11.~ . 
• Afler a 20-min incubaliun. removc the calccin sulution 

uml i111111t:t.lii.11cly :.1Jc.l lht: 4<Kl-µI volumc: of pmpidium 
it1dinc·labclcc.l NT-polypli:.,, lncuh•Hc tht: 1.:i:ll!\ for 
diffcrcm times tu ~lluly 1hc lcmporal coursc of ir11cr· 
nuliza1in11. 

• Upon cumplctinn uf incuh:.Hions, rclllt1\'t! the cullure 
mct.lium. w;1sh lhrcc 1imcs wilh cdl PBS. und lix cell~ 
wilh cilhcr ..J.% p:.1rnformalJchyc.lc :.11 room lempt:r.llurc 
for 30 111in or 1111.:th:mol (ah!-ool111c: grmli:I •.1l -:?OºC for 
5 min. • 

• Rcmuvc thc covcr ~ht!\scs from the· multiwell cullurt.! 
piures :.111J 111nun1 ti1cm 011 :a micro.'icopc !\lidc u~ing 
Vectu!\hich.J. 

• Sean thl! lhcJ cclls in 01 con:~·cl i:;1~1!:iii!; ·"'"Y!tr.ICm 
!!quippcd wi1h 01 ·kryp1n11-argtin la!-.cr hc:.un ( li1o·KmJ 
MRC-6<KI. \Vatford. UK 1. Detccl thc tluon:scence;: uf 
proplt.lium ioJine unt..I culccin prc~ent in:'\iúe the cells 
\11.'ilh u 60 X oil-immcrsion nhjcctiw al c.,chution/ 
emissiun wuv..:length~ of .5f1X/.585 11111 (red chunncl) 
umJ 488/522 11111 Cgn:cn ch:.mncl>. 

../...J, Plta.n· n~ Tnmút:lll t'-'f"''·'·-"imt of pGn•e11 
lcll/lt•rn , .. _ ,J'"'Yf,•c1t·d in 1VTRH-hn1ri11.~ rt'//,,· 

• Scct.I NTRH-bcurin\! ccll!\ m 40% contlucncc on cm·cr 
gla!\.'iCS placed inl~> culture pla1es as llescribcd in 
Sc:cti.on ..J.3. 

• Aflc:r u 24-h incuba1iun. rcmuve culture mct.lium ant.I 
i111111cdiutdy at.ld 4(XJ µI of 1hc NT-polyple){ pn:pun:t.I 
in scrum-frci: rncllium. Tfu1 rt>mtwctl mu/ additimJ of 
meclium mttst be perforuwd cnre/i1fly to ¡m.•1·e11t c·ells 
from th•mching. 

• Afler :? h, nt.ld ...W µI nf ft:t:.11 btlvint! ~erum 10 1hc 
NT-pulyplcx sulu1ion 10 yicld a tinul concc111r:.11iun uf 
IO%. 

• Aflcr a 1 :?-h incub;Uion. rcmo\·c 1hc NT-polyplcx. 
solu1ion. Wi.l!\h unce wi1h ccll PBS. :.111J irnmcúiatt:lv 
udJ mcJium ~upplc:mcntct.I with roe;. fc1:.1I. huvin~ 
~erum ant.I 1 ':"r 1.uuibiotic- u111imycu1ic solu1ion. 



::m 

• Ft.my-eighl hours afler 1he atltlilion uf the NT-poly­
plex, curefully wa~h ct!ll!t threc limes wirh cell PBS. 
and tix thern with dthcr 4lh- puraformaldehyJe ut room 
tcmperatun: for JO min or mcthannl tnbsnlulc grade) al 
-:?U°C for·S 111in. 

• Aflcr tixaliun. wa~h cclb thrcc times with·ccll PBS. 
:.mú m.kt 200 µ.I of 1 µM pmpit.lium io<linc UbsulvcJ in 
ccll PBS. Af1cr 1 min. ;.1~piratc thc propiúium iodint! 
and Wi.1!-oh thrce times with ccll PBS. 

• l~cmovc the cuver glas~cs from lhr.! multiwcll culture 
plalc an<l mount thcm un a ruiL'roscopc !tlide using' 
Vcclashid<l .. 

• Ob!<ir.!rve thc lluoresccncc insidc 1hc cclb wi1h a 
confoc¡1I micros'-·opc >Y~tcm ut l!Xcit:itiun/cmbsion 
wavclencths of 4XN/522 11111 ('!.?rccn clmnncl) for tht! 
grccn fl~orcsce11t prntein. anU 568/585 nm (rctl chan­
ncl 1 for propidium imlinc. 

S. ltcsult..¡ 

J./. Sy111/u.,,.i.\' tf NT-SPDP-110fy-1.-ly.'ii11e (tf1e 11tm·1·iral 
\°l!Cl~1r) 

Thc purifü:i.llitm 111' SPDP-p1Jly~1.·lysinc nn Econo·Pi.1c 
11) DG Cl)llll1111 !<illllW~ (Wll rc•1!..s U( h11lh 215 unJ :!XO 11111 
( Fig. '21. 1-ligh 111olecul:.1r-wcight cumpmmd:-. ( >6000 Di.11 
clu1c in thc tir~I pt:ak. whilc · low n10lccul<1r·\\.'cight 1o·nm­
·p11umls chuc in 1hc :-...:cnnd pc1.1k ( <(11100 Dal. Accor<lingly. 
thc SPDP-poly-1..lysine muicty clutc!o in lhe lir!<ol (l\!ak 
( frac1ion:-. J-7 J. Thc prc!<icncc ot' 1.1h,orh;.111cc at :?NO 11111 in 
lhe Jir~1 pcoak ¡_, cvidcncc 111' SPDP conjugation to poly-1.­
ly,inc. "incc lhc l•utcr molcculc dol.!s 1101 •1h-'orh •11 thut 
wuvclcn!.!lh. Low molcc

0

ular·"cight '-·0111pounll!<i :-.uch i.l!<i 
frcc ·SPDP mul N-hydrn.\y ... l11.:cini111i1.lc n.:lcm.cd frnm 1hc 
rem:1io11 clutc in lhe !<iecond· pl.!i.lk 1 frnclinn' 7-141. 

Fraction:-. "!t-_7. cnnwining thi..• SPDP-poly-1.-lysi11t1 mnic· 
ly. \11.crc corH..'ClllnlleU ;md incuhah.:U wilh D"IT tu c:o..ptN: 
thc hig.hly rcac1ivc 'ulth>Uryl group of SPDP. Thc conju· 
ga1ion cflkicncy wa:-. J7 At;í, i.t!<i C!<itinmh.:U hy thc L"rn1-
cc11tratio11 nf pyridinc·:?·lhionc r...:lc;.1,cd in thc rt':IL'titlll, 
Purilica1io11 of rc;.1L'H1111., un Eco1111-P;1c 10 DG L"ulumn 
'howc<l only thc ~~1i.. crnT1..''P'"1ding 1t1 lhc low mulccular­
wcight co111pnu111h al holh 280 ;.uh.! .l43 11111 t Fig. J; 
fr;.1L"tions 10-151. H1mcvcr. thc chro11rn1t1grn111 011 215 11111 
!<ihow~ lhe rrc!<ICl\L'C of. l\\O pc:ib t Fig. J ). Thc lir:-.l pcuk 
L"orrc ... p1111d:-. to thc SH-SPDP-poly-1.-ly:-.i11c moiety (f1w.:-

1irn1' 3-7 ), ;.mt.l lhc ~c'-·0111.J peal... ovcrlaps with th¡1t 
rcvc;.alcd at .:!80 .m<l J4J nm. Thc ab~cncc uf ;1b~orba11L'c at 
2KO nm in 1hc lir:-.1 peak i-' cvidcncc uf 1ht: cumplclc 
rcJuc1ion ni" SPDP linkct.l to poly-1..ly~inc <Fig. 3). 

Thc purilicutiun uf NT-SPDP on Scpha<lc.\ G-1 O !<ihow~ 
1wu pé11i..~ •U 215 unJ ~80 nm ( Fig. -' 1. The lirM pcuk 
conlains nmh:culc-' gri.:alcr than 700 Da, while the sccund 
lk!ak currc-'"pon<l!'I to molccult1r-wcights bclnw 700, D<l. 
rc!<ipcctivcly. Accur<ling 10 thc c."<clu~io11 limit of Scphmlc\ 

G·IO. lhe nc:urotcnsin-SPDP moicly clutes in thc first peak 
cclucnt volumc 5-7 mi}. Thc prc,encc uf ahsorbance ar 
2KO nm in thc lirst peak is t:vi<lc:nce of SPDP conjugatiOn 
to ncurolcnsin, sincc: lhc kmer molcculc: pussc:sscs ;.1 
ncgligible absorplion al thut \A11wh:ng1h. Tht: si::cnn<l pc:ak 
Jelui::nt vulumc 7.5-10 mi' corrc"po11<l:-. lo free SPDP an<l 
N·hydro."<ysuccinimi<li: rclc:.1sc<l in thc n.:•1clion. 

Thc highly rc:tctive 'ullhy<lryl r:i<licul nf SH-SPDP­
poly-L·lysine rcacts wilh tht: pyri<lyl-di~ulti<lc. residuc: uf 
thc SPDP linkc<l with NT to form thc NT-SPDP-poly·L· 
lysine cunjugatc (Fig. 1 J. Thl! cnh~·linking efticiency was 
28.5'7,,. a~ shown by 1hti cunccnlration of pyridinc·2-lhionl! 
relca:-.c<l in tht: rc•1ction. Thc chromatugram of puritication 
on Bingcl A·l.5 m·show-; thrcc: pc~1ks at 215 nm and only 
une pi:ak al J43 11111. thc kmcr corr~"ponding 10 pyridine·2· 
thiunc ( Fig. 5AJ. AcconJi11g: w 1hc calibration curve, the 
tirst peak (JO 000 Da. mean i\l\Vl ut 215 nm corresponds 
tn NT-SPDP-pnly·1.·lysinc cnnjug•Hc. amJ lhc sccond une 
w free NT-SPDP 1 Fig . .5A). Tite frnL"tions 40-50 con­
laining cumpounds from JO 000 to 1 ~O 000 Da wcrc 
poolctl. L'OllL'entrnletl in lhc A111ic1m ·ccll unUcr N, aunos­
phcrc. mnl testctl in intcrnalilalinn ;.rnJ e.-.;.prcs~iu1; ;1s~ays. 
Thc conccmrntion of this conjug:.1tc ba~c<l un lhe poly·L· 
ty,ine moiety w:.1s 0.5 mg/1111 currc"lpun<ling tu 6.7 µM 
t 75 (}(Kl 0:1. 111cm1 M\V ). 

5.1. /Jt•1ami11t11io11 r~f lfit1 OJ'tim11f umlar·m1io DNA: 
NT-SP/JP-¡mly·1.-ly.\i11t: nmjugatt• 

C"! .. 1· ... -lin~fo~ t.it' NT \vith poly·t.-lysint! hy 1m:ans of 
SPDP rcMÚtcU 1n ..:onjugouc~ cap.1hlc of binding ONA as· 
:-.hown by thc rctl.!lllion micn~•1"•1y t Fig. 61. Elcctropho· 
rc:-.i" of NT-polyplc-.;.cs fonm:d :.11 diffcrcnl molar ratios 
1 DNA _ v.crM1:0. NT-SPDP-p11ly·t.·ly!<ii1lc conjugmel :-.howcd 
u diffcrcnt migrntion ptlllCrn in o.si;;. <1gi.lm!<it; gcl ( Fig. 6). 
DNA migrntion' wus g~1úuuJly n:t:.1r<lc1.l" in che respective 
wclls up to lhe point of 1101 cntcring thc gel whc:n 
incrca~ing the NT-SPDP-poly·t.·lysinc conjugule c:oncen­
tr.llion. Thc uptinrnl molar rntio uf DNA: NT-SPDP-poly· 
L-ly .. inc conjugmc w;.1~ in lhc r.mge t'r0111 1 :.36 to 1 :42 a.o; 
c11111irmcd by thc 1.!\prc:-.:-.inn ass;.iy~. 

. 5.3. NT··t1t1lyji.·c1im1 of N 1E·l15°cdl.'i 

NIE-115 cclb sli.1incd with calcci11 (Fil.!. 7Al and 
... ~ "'.·'Pº~c<l tn pmpidium iodinc·lubclcd NT-pol}plex for JO 

íuin ~huw red murh insidc 1he cell!-i (Fil.!. 78). On the 
cunlrnrv. culccin·s~aincd celb fFit!. 7C) ·i11cuhu1c<l with 
propidi~m io<linc·ló!hclcd NT-poly'Plcx for JO mm in the 
prc~cncc 11f 0.45 M sucrose !<>huw propiúium io<linc mark!-i 
on the cell pcriml.!lcr (·F.ig. 7Dl. Thesc results dcmon ... ir..ne 
thc mi::<lhnion ni' t:n<locytn,i:-. · 111 pl.asmid DNA uplakc hy 
NTRH·c:\prc!tsing cclls. 

In acrcemcnt with thc inti::rnaliz;.itiun n:~ult:-.. Fil!. 8 
show!<. ihc e:\pre~"io11 ·uf thc gcnc cnco<ling thc g~ccn 
lhtnn:!<ict:nl pm1cin in N 1 E-1.15 ccll~ (Panel AJ. Thc 
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Ex/Em 488/522 nm Ex/Em 568/585 nm 

h~· i Jr11i:111;1h1.1111111 ni ,\;T. pnl~pk•\ h~ lt.:<.'<.'l'h'l·Hl<.'\.11.lt<.'d 1,:mh ... ~I"''' l'.mi:I• ,\ .1111! C .. 11u1\ th.: lhl<'!t.:•.,,:i:11i:~ ••I .,·,1k<.'lll ,.¡. .. t.:1\1,:d ,11 E\/f.111 
1•.1•cl .. ·11~1h .. 111-lSS/:'i:!:!111111;.!rc<.'n1:l1,m1k'll l'.111\.'I .. ll ,111d I> .. h1•W lh<.• lltnu...- ....... nn: ••I 1•r1•1•1d1111n h>tl111..:·!.1l ... ·lnl ..... ,. ·1•1•l~11k\ ,u 1:,1f;111 •1.n1,•l1,·n¡;1h .. 11/ 
.'-f1S/.í:-.) 11111 n.:11 d1;111m:J 1 l11r,·n1.1lt1;1111111 11! .\óT -p1.•lypl.:' m .\; 1 F-11:1 .. ·di''' ·hn\\ 11 m l'.111..:h .-\ ;111d n h1t1,.._·~1""' bh'l.~.1tl•: 1111h U-l:'\ :\1 ,11.:ru'o: in 

S 1F·l1 :i cdh '' .11111•11 111 1'.1111,·h C .1ml I> ,\11 1111i.:r11phu111¡;r.¡plh .lll..' 111•1111>111.11-cdlt>lh1l111111¡;h 1:.:ll r111do..•1 tohl.1111~·11 h~ .1 ..:11111t ... :.d 1111.1~111~ ,~,h:m. In ,111 

,_·.i'c'. 11w -.1.:;1lc h,tr' 1.:011~·,1x•111.I 111 ~o ¡uu. 

cm111h:r..1ai11ing. \Vilh propkliu111 ioúinc afrcr ccll ti:li.;.Uiun 
rc\'c:1ls 1hc ccll population ( Pomcl B) in ·thc :-.:une fü:h.I 
whcrc thc: C\p1-c:o..-.ion Wa!-i uh .. crvcJ. !<iohmving t1 NT-poly· 
fcctiun cflidcncy uf 6 . .5;!: f . .5%. 

6. l>iscussiml 

6.1. rrou/Jfr.\ltootillg. 

Thc !<ioylllhcsis of NT-pnl>·plt:.\ is u·:o.implc. hnv-co...r mal 
n.:protluciblc pn>ct:i.lurc. Howcvcr, thc NT-pulyplcx mu:-.t 
be formcLI al un optima! molar .r:uio bctwccn DNA an,t 
NT-SPDP-puly-1.·ly:o.inc' 111 ohttain ... uccc".-.ful uml con­
.-.i.'\lt:lll n:M1lt:o. in inh.:.rnali1.01tion unú c.\prc.-. .. iun ;.1:-..-.01)·.-.. 

Only lhc NT-¡ml)' ple:\ forn1cd ;.1t lhl.! op1imul molar rJ1io 
J...cc¡h !he i11tcrm1li,.;.11iun propcrtic:. of .'iT. bt.:ing ;,1bl..: lo 
cnduc)·to.-.c :.1ml 1run.-.pl1rt cDNA lm\i.irtJ, thc ccll nuclcus 
f l~J. Our rc.-.uh:-. lrn\'t! ... ho\\fl tholl thc rc1:1rdatio11 mi­
croa"""'Y i:-. 1.1 fumh1111c11ml. prn1.:1i1..·:.il ;m<l rnpitl procc:du1c "' 
llctcnninc lhc optinrnl 1110l;.1r r.11io f I 3.1..J.I. Folltm inl! thc: 
mcthoú t'ur NT-SPDP-puly-1..1y.-.inc .. ynlhc'i' :.mJ 1hc 
proccc.Jurc lo form rhc NT-polyrlc.\ m optimal mular nuio. 
h,11h i ... ~uc~ úc:-.cribcú hcn:in. wc h:.1\·c n:portcd .. uc1.:c.-..,ful 
pnlyfcc1iu11 uf rcportcr gcnc:-. in \'ilni 11-1-1 ;m<l in \ i\ll f 11 . 

... \ \\•id..: rang..: or moh.:culm·wcight cunjuga1c:-. i:-. oh­
t1.li11..:ú \\hcn hift11u.:1i1,m1I crn .... -linJ...cr:-. ISPOPt. pol)-1.­
I~ ,jnc f;I polydi .. ~1,1..• CtHnpouml 1 :.11u.J poi~ \;1lcnl liganús 
1-NH.:>11 :.are u ... 1..·ll !l:l.151. Thi' hL'ICnlgcnc11y ¡, dth.' 10 
lhc lm:k 111' conlrol 11\cr lhl! lo1..·:i1i1111 11f thc ..:n1.,,.fi11J...ing. lt 

.11g-I. TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

~~~--~~~~~~~~~~~··~~ 
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Ex/Em 488/522 nm Ex/Em 568/585 nm 

H!! '\ F.'p1c,,11111 111 i;n:cn llm•1c.,l·cut p11•1\•111 m N l l~-115 1.:cll' ~T·1111l~h:l·1t:LI .,.,1th pGr.:cn l .• mtcrn'~-1. l'>md A .. 1111.,., thc llu111c~cm.:c 1•f lhl.' i;n.:i:n 
ll11111l''\Crll p111tc111 ''"'l'I \\'J ,JI 1:' I Em \\,t\l'kngtlh 11f .iSX/ 5!! 11111 1 grcc11 ,,;h;111nl'l l. l':11h.'I U .. 11,,.,., 1111: llu11ri:".:cm:c 111 p111piL1111111 111dinc·i:u1111h:r .. 1a1m:d 

l·dl' .111:,1E111"ª'ckngth,11f :'ihX/~:-l:'i 11111 lrl·J i,;h;i1111L·J1. ,\ll 1m.1gc ... uc !he p1111cct11•n 111 thl' n:"l1'.:l:l1vc .1- .. cr1c' 11l l1111111•nt;1I ~c1i1111' "hcrc thc -.cale 
h;ir' 1.:1•rn:,1"ll•nd tt• .!O ).llll. 

ha:-. hc:~n rcponc:d 1lrnt high 111ukcuh1r-\1,,·cight l.·onjugah! ... 
t > 500 000 Da} n:-.ultinl! from 1hc cnh:-.-linkim.! 11f :-.m11c 
muh:culcs of poly-1.-ly~ilh! through ligand h;iUgc~ an: 
indtidcnt for gcni.: lran~fcr ( 131. On thi.: cor, r·~., ., j;··.•. 
mulecular-weiglH cnnjugah.:~ ( 30 <XK)-100 000 D•1I havt! 
provide<l ,uccc!'.sful rc!<.Ult!'. in vitro l l 1,JJ-151 omJ in vivo 
111. ~lonuvalent · unJ l\1w mnlccuh1r·\\cigl11 ligaml!<. i.11 

adcqmllc propurtion uf conjug<Hion to poly-1.-ly~inc ;.m.: 
f;.1cll1r, th;.11 h;.1ve i111pn1,cU gcm: trnn~for 111.IJ.151. U1.1.,cd 
un thc,c crnhideration~. NT w;1!'. 'clcc1i:d ;.1' thc tmgeting 
molci.:uk hcct.IU!'.C uf i1' lo\\ molcL"uhir-\\ci!.?.hl ( 1600 Da). 
unJ thc n.:m:tion '"'"~ dc~ignc<l 111 conjug~Hc al:mul livc 
molc1.:ulc' uf NT pcr molc1:ulc of poly-1.-ly~inc. Thc mean 
molccuhu'-wdght uf NT-SPDP-plll)·-1.-ly~ine Clll1jugatc 
cakuluti:J frnm thc ,¡;.ual;ird curve (JO IKK>> wa~ con~j.,ti.:111 
with the 1hcorc1i1.:•1I molcl.'uhu·-,o,.cight 1J7 OI)()). Howcver. 
thc muli:culi.1r-weight uf thc conjugare \'i.lrie<l in a r:.mge 
frum :?U (K)(} 10 100 1100 Da. Thi!-. <li,pcrsion i!'. typh:;.al of 
puly-1.-ly~im: it~elf ;.md of the SPDP <lcriv¡1tivcs 113.l-t). 

A critiL·¡iJ .. 1cp in the pnlCe" t1f conjugmion with SPDP 
i~ lo ;.1H1iU p:.1r1ial prccipitation uf thi: reagcnts ni lhc 
bcginning. uf lhc reaction. This fuc1 c;.111 '-·lmngr.: thc 
cunjug.Jtiun rntio uf ncuroh!ll!<.in lO poly·1.-lrine. rc~ulling 
in unpreJictable mi.,lure ... uf cunjugulcs. A quick mi.,ing 
unll .t 'rrnng ~haking usuoally <i\oiü prccipitmion. Anuthi:r 
fi.1c1or thm rc<luce:o.. the efticir.:ncy uf conjugmion is the 
incumplc:le cli111im11io11 uf DTI from thc 51-1-SPDP-poly· 
1.-ly,ÍnC" 'olution. DTf. pre~enl in thc tinoll ~tep of thc 
conjug.;.1ti1111, will crnnpc:tc with Sl-l-SPDP-poly·1.-lysinc 
for 1hi: rl.'ductiun uf thc NT-SPDP moicty. thu., Uccrea~ing 

thc cunjugution cl'lh.:ic119. Afler chronmtogr:.1phy. a ~·h 

<li:.1lri!-. uf the ~amplc: conluining SH-SPDP-poly-L-ly~ine 
.again't column PBS will provi<le complete climirrntion of 
DlT. . · 

Since NT-SPDP-pt;ly-1.-Jy,inc cqnjugalt!'' luck <1rmmt1ic 
group~ thm ab~orb i.11 180 11111. 1111111i1uring.;.U ::!15.11111 is an 
al1crnativc to lletcct thc conjug:.lle elution. At thi!-. w:.t\'C· 

length. huwever. guanillini: inh:rl'c:rc~. wi1h ;.1b~urtmnce 

rcading!'. of thc NT-SPDP-poly·1.-ly!'.inc conjugate. 
Ocsi<lc~. the high coru.:c111rn1in11 (:?. i\1 J uf gu;.111i<linc in thc 
rnuhill! pha!<.C :-.;.11urntt:~ thc llel~ction c:1p;.u.:i1y of ~omc 
spcctrophtt10111c1crs. A I / J Jilutiun uf lhc :o..;.i111plc!-. wilh 
MilliQ water usually helps dclcrminc thc clution pattcrn of 
the conjug;itc. 

SPDP und its <lcriv;.1ti\·c~ ;.are sen~itivc tu tcmpcr.uure. 
mub1urc unü light (-t.XI. Howc\'cr. NT-SPDP-poly-L· 
lysinc cunjugu1cs Muri:J al -7WC in llK>-µI alil1uol!-. ha\'c: 
pruvcd effccli\'C und rcliuhli: for genc trnnsfcr up to 1 ycar. 
Thus, il b bt!st tn 1haw une ;.1lit(Unl once anJ In storc thc: 
rclnaining ~nlution in IO-µI :alil¡Uul~ m -70ºC only for 
une u~c. Frecling anJ tlwwing Jenatur.ilizc thl.! 11011-vir.11 
vector. thus diminbhing thc · activity uf thc NT-pulyplc:<. 

Rc:aJinus at J43 nm afll.!r lwth lhe DTI rcduC1ion ;.111J 
1hc cunjugation rcactiun uf NT-SPDP 10 SH-SPDP-poly­
L·ly~inc ;.irc impurt:.1111 ~lep~ tu cuntirm that lhc. rc;.1ctinn 
conk place. 

The ·mnlur r.itio bt:twccn DNA :.md the \'t!CIOr c:m bt! 
theorc1kally ligurcd out tuking into m.;cou111 thl! cnrnplct~ 
positivc: chargcs uf NT-SPDP-puly-1.·ly!'.inc mul ncg;.1li\'C 
churgcs tlf DNA (9.1:?.IXI. Hnwever. thi!-. tht:tlrctical 

-')' .. ·: : ll%~ 
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procedure -requircs e.'(pcrimen1al cuntirmation. Tht: reten .. 
lion microu.o;say is' a practic:.I und rapic..I proci:dure 10 

determine 1hc molur r.uio ( l.13.141. Before euch in1ernali­
zu1ion and expressioil <lssuy. il i~ recommenc.Jc:c.J to confirm. 
the optimal molar r:uio of thc NT-polyplex tha1 will be 
usec..I. iince an impropcr molar ralio will yielc.J unsucccssful 
resulcs. NT-polyplcx formet..I at mular ratio~'bctwei:n· 1:36 
und l :..J2 prnvcd tht!'· most t!fficient fur polyfection ( 1.14 J. 
At rJtios uver 1 :45. tht! rcsulting comple.l(.cs werc insoluble 
;md unable to 'erHt!r tht: ogarosc: gt:I ( Fig. 6). anc..I consc-
4ucntly thcy fo.ilcd for polytL-ccion. 

E.,1cmul faclors thm influcncc thc gene: trJnsfcr cffoc­
tivt!ness uf thc NT-polYplc.\_ in vi1ro conct:rrr tite intrinsic 
propcrties of cell lincs. Fl!í irblancc. N 1 E-115 ce lis should 
be kcpl in thc log phu~t: of gm.wth for ut lcast 20 days in 
onJcr lu t:.\prcss fum:tionul NTRHs 171. 

6 . .!. Ctmtpt1ri.\rm u·i1/i a/terumfrt! ap¡11·ou,·/i,'.\' · 

Thc: limiting. factor for_ in vivo recep1or-111cdi:ucti !:lCnc 
1rm1!-.fcr !'\Cellb to he thc dcgmda1ion of the .cxprcs:>iun 
vector!'! in 1hc ly'>o!<.onml cump<1r1111cnt. In order 10 :;1vojd 
1hc lrmonwl degrat..l:.lliun. di\'crsc upproachc:-. huv\! hccn 
... uccc!<i!'\l\Úly u .. ed tngethcr wi1h rcccp1or-111t:Ji.itcJ gene. 
lr~n:-.fcr ')"h!lll~. Ex:.unph:., me hcpt.lfcCI01°11y-induccJ liVcr 
n:gcncrmiun uflcr lhL' injcctlun nf lhc asinloglicopnudn­
polyph:., 1:!11. wholc ;11.h:no\'inl' 10 induce lli!'lrttptiun of 
DNt\·1.·11111>1111ing cn~Jo,rnncs ·16. l lJI. :.mú chloroquiné. rn 
11cu1rali1e 1h..: ;1ciJk pH nf lyso\omcs f I fil. E.,pcrime111:;1I 
~., i11•:111."c !ht' ~ugg.C!'llcd tht.H NT u\'oid!-. • thc lyM)\tlltWI 
compm1m~111 during ir... 1nul .. por1 hy cnJosqmc!-. (5.141. :md. 
lhis NT d1;.1rm.:1eri~1iL' 1.:m1 ;11.:cou111 t'or thi: abilily uf thc 
NT-pol)plt.•., for ge1le 1n.111 ... _fcr in \•itrl1 l 141 and in vivo 
flf. 

In mlult r;lt hr;.1in. \\C hm.e !'lhuwn 1hat NT-polyl'cc1iun 
of M1b .. 1a11tk1 nigrn pm~ comp<1c1a Cl'lls rc:-.ul1t:d in lrm\s~ 

,t!l'llC c\prc'>:-.ion in dopamincrgic ncurnn' fur up 10 15 Uuys 
f I /. Thc u~c of li.\sue·!'\flCcifü: prnnmters in lhc ph1smill 
might prolong lhc c.,prc:-.!'\ion nf polyfcctcd genes. Specific 
prumnh:r~ for Unpamincrgic cclb. Mtch a~ 1hc dopamini: 
tr.insporter pro11.m1cr f 171 c;.111 llt! uscJ 10 dri\'c lon~Hcrm 
cx.prc.\siun of trnn:-.gcnc~ in NT-polyt't:ctt:U ncurons. · 

NT-polyplc., offcrs :.i !ooafc and. low-co:-.t Mr.ttcgy 10 
dcvclup prutocoh. for trc;.ilmcnt uf ncurol<lgiCol t..liscascs in 
cxpcrim~ntul animals. 

7, Esscntiul litcrulure rcrerenccs 

Original papcr: Rcfs. f 1_1-14,18.211. 

8 .. 9uick proccd.urc. 

( i J Syn1hcsis· iif lhc NT .,,sPDP-poly-L-lysinc conju­
gutc. 

Cii) Determinution of the optimal molar ratio of DNA: 
NT-SPDP-poly-L-lyslnc conjugalc. 

· Ciii) lnternalizaaion a.i¡suy. · 
Civ) E.'(pression ussay. 
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Neurotensin-SPDP~poly-L-lysine conjugaté: a nonviral vector for 
. . targeted gene delivery to neural cells 
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. - A¡1e1rte1ú11[1fllt11I /.1·140, 07000,4frAict1D.F'., Mf'.tic11 _ 

~ Pm,i:nm111 M11lti•li.n·i11U1111riu •lf' lli1Hm•1/id1111 Mn!n11/ur. Ct'mru ,¡,. /m·f'.ui_i:11d1iu .v Jf' E.stuúio.1A1·11n:t1Jr1.,1/d lmmuto PtJliticnir:t1 Nuclcmul Jr ,\/;.tlco, 
~ · · . . A¡ .. 1rt11do11m111/ f,J,J.Jll. Oi()(l(J.\lt-.\it'11/J.F., Mt'.flt'c• 

~ Oe>t•t1rtamr111u 1/r- l:Jü•lt•.llÍ" Ct'fol11r. Cr11trd ''" l111·.:.u(i:11d1H1 .\' Jr üuuli''·' ,\11m:..at1lfl.r.clrl /m1it11111 Puli1lrnic'1J N11rionul dr /oll:ric11, ,l¡>trrtUJo pos1ul 
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Ahslrncl 

Wc rcpurt hcrdn lhl• !'>)'lllhcsis uf :1 novel DNA 1,.kli,·cr:-- S)':'lh •. •111 ;mJ in .. i1ro cviJcncc uf its abilily to trJn!i.fcct cell lin~s by bimJing 10 
llu.: hit;h·;1fti11i1y m.•un11cnsi11 u:L"cp1ur ;u1J 'uh~cqucnt iuh.:rnalil.iuion uf lig:nHl·n:1.:cph•r "·timplcxcs. Thc loirgc1ing \ 'Chicle 1.:un.si~tcJ of 
ncurolcn!'<oin 1.·rci,~linJ..:cJ with pul> ·t. -ly,inc ...:ia N·sm:dnimiJyl-3.C2-pyriJ)o' li.Jithin) rmpio11;11c: lSPDP>. Tltc SPDP·Jcrh·u1ivcs wi1h cithcr 
ncurutcn,in ur f'l'ly-1.-fy,inc wc1c purilicJ hy gel líltrn1iun. Thc "'unjug:11c «:!<oulliny nf thc rcucliun of nc:urotcn!>i"n-SPOP wilh 
l·IS·Sl'OP-1mly·t.·ly,ini: "ªs puriflcJ lhflHtgh Uiugd .-\ 1.5. Thr.: nc:urutc:nsin-SPDP·0t1lv·t.• l)osinc 1;11nJ11~a1e ~·•S abh: to binJ plasmiJic 
ONAs (pSV:?1.::11 oamJ pCirccn Lanh:rn·I) ;11 o¡nim;il nwlur r:llil" uf 1 :5 :mJ l :h (0,,A: :...,njui;:fü;), h~·1 . .,,..:1hcly. 1 l:L• conjugare inlcmalizct.I 
1h11\C ph1:-.mill.' in 1hc 1.:ell linc~ 1N1 E-11.S <.tm.I 111"-.?9) hc:1rin¡; .1hc high·•1flini1y ncuni1cnsi11 rc:1.:cp1or. E., pre)., ion uf thc rlasmit.I proJU1.:1s. 
d1l1•r•1111phcni1.:ol a1.:c1yltr:m,fcra-.c :1111.J green llm1rcscen1 pru1cin. wa:-. uhscr\·c:i.J in ~udi 1."Cll lincs. Oo1h i111em•iliza1ion amt c.\pression of 
1hc pl:hmiJ., troinsll::rn·J h)' lhr.: 11cunitcn,if1-SPDP-pol)'·l.·ly~inc "·onjuga1c wcrc prc\·cnh:J hy ncurulcnsin ( 1 µ.:\tl .mJ SR~869.? l 100 
n~O. :1 ,p..·dlk o u1101~1111i:-.1 111" !he hi¡;h·•1flini1y ncurulL"nsin rccr.:ph1r. Thc ncuru1ensin-SPDP-poly-1.-ly,inc conju~a1c was unahlc tu 
1r:11hlc1.:1 cdl lincs laddng 1hc 11cur'111cn,in n.:ccp111r ICOS-7 and L -lJ,?lJ). In ral l\rain. thc high·oillinity ncumtc:nsin receptor is c.\prc'i~Cd by 
'l"'"'\.'ilic nc11r1111~ ,uch ;t.' tho'c uf 1hc 11i~ro,1riawl anJ me¡,olirnhic Jop•11ni11crgic !<o)':'llcms. Thcrcf11rc. lhc ncurn1cnsin·SPUl1-poty·L·lysine 
, ·,111_1u i; .1t\.º nmlJ · I~ :1. use ful hx1I l\,r gi:ne Jcli,·cry _ 1u th11~i: ni:un111:1I ·'Y'lcm:-.. ·O 11)1>'1 Ebc,·icr Sl·icncc H. V. All righls rcscr\·cJ. 

l. lnlroducllun 

Thc sch.:c1ivc dclivcry of :.111 t.:xprcssion vector (plasmid) 
10 :.1 ~J>t!cilic cell 1ypc is known as rargt'll'd gent• dl'lin:ry. 
Thc hasii: :1ppro;ich in largctl!d gcnc dcli\'1.:ry n:lics on thc 
funn;lliun of a l"Olllplcx hc1wccn 01 \'CC1or ;ind a 111('11cculc 
that will he !oodccti\'cly in1cnmlizcd by thc w.rgcr cclls. Tite 
t;argcting Jdi\'Cí)' syslcm ¡_.. ll1i.Hk up by linking rul'."-L· 
lysinc wilh ;1 ligand for whic:h lhc largctcd cclls po!'scs 

sp~1..·ilic receptor.;.. Síncc poly·1.-lysinc is a poly:ation ;:1m.J 

--: Ci•nl."'J'lºllJiu,!! ;1111hor. lkp;1nam1."1111' <le Fi\1t1ln,!!Íól. Ui111i .. ica )1 N.:u· 
n1Cic11<..:ia,. Cc:nuu lil: ln\·C~1i¡:OK:ili11 )' tk E_,tuJiu' A.,,an1ad1" i.kl h1,1ituh1 
P11hh!c11írn Na..:iunal. ApanaJ11 íJl"li.ll 1..a.'1.m.111000 ,\llo.\k11 D .F .• ~k\· 
i\."V. F~ .\ : + !l'.!·!1·7..&7-7Hl!I·, E-mail: Jnmrtmi: CP.' l!'io.cin\i:~l•n.nn 

DN A a pulyaninn. thcsc molcculc:oo form nonl..'u\'alcnt com· 
plcxt!s. Turgctcd gene dcfi\'cry was piunccrcJ hy \\'u t!t al. 
to tr.msfcr gc:nt!s 10 lhc fi\'cr by taking advanuige oí the 
unit¡UC prcscOCC of galuclo'.'\C rcccptors 011 hcpatocylt!!ío 
(47.481. Thcsc· aulhors cross-linkcd :in asiuloglycopro1cin 
(aSialofctuin. orosomucoiü) 10 poly-L-ly~inc. By using lhis 
sys1cm, in vivo tr:.insfcctiun to hcpa1ucy1c;;. of ~enes cm.:00· 
ing chlor:unphcnicol a..:Cl)·hransfcrasc. Jo\!•'·Jcnsity lipopro­
tcin rcccpror. am.J ~itbumfn has bccn achic:vcd (.29..l9~5l]. 
. For gene JcHvcry to thc ccn1ral ncr\'ou.,. ~racm (CNS> 

ncuro1i.:nsi11 (NT) is a corwcnicnt 1argclin~· mnl~Culc sincc 
it undi.:rglXs rapid imcrnalilation via ils high-;iffinity n:· 
ccp1or (NTRH) (7.3SJ. NTRH shows high aflinily for thi.: 
am:u:onist SR-48691 [19.27J anJ low aflinit\· for 1~ ... ·o­
caha~1inc (:!5.~(>J. whcrcus tl1c opposilc· b trnc ·fru-lflc low 

otfot>-.l:!iX / ''"}/:S • "'-".: 101111 111;111cr t.~ 19'>'1 El.~' . 1c:r 51,:ic:m.:~·u~; ~,\11 ri~h1' rc-<r,c:LI. 
1'11: S1tlf11>-.l~HXC.'llJllllJI 1-'·X . .' ~ .· . ' . 1\ct-A 
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1n1,.·r1,.·.1 .. 1n;: ._,,., ........ 111r:lt11111 .. ••I -' 1'-'>l'IJI' l"'l~ -1 -l~,1111,.•, ll:S .\ 1n11h1l11;11i1111 

1~ 11,.•t.11J..-d td1.u~<: fü·u11.d11i: ... n t" tht.!' J1"1111 (ll 111•1 i:ntrnng llu: g1,.1 •'.."'• 
R;1111h 111 1·:; tu 1 fl ~1 ... ·ld<:.t 111 ... • 1...: .. 1 ri:,ulh 1•1 "1luhk .:umpk\.: .. lnr 
ICl,.'l'jllt•l-lllL'd1,1h:J tr.uht..: ... 111111 

:1ffini1y 1.:ccptor (:'\iTRU [~7.J 1 J. lt ha:-. rcci.:111ly bt.:cn 
'hm\ 11 1h~11 '.':TRI. d11c' 1111t inh.:rnaluc NT in glial cdh. 
[.3SJ. ahhuugh d11.::-. "º in 1hc HEK ~lJJ 1.:cll linc ,r;.1hly 
tran ... fc1..:h:J \\ith :"TRI. d>N.--\ [..i.J. Human 1.111d rodcnt hr;iin 
ha-. bccn .-.hm\ 11 tu i.;,1111a111 hnlh '.':TRH 1.1nd NTRL rcccp­
lor'.'i (:!5.JO,J7.-lllA5J. ;111J ;1 thinl n.:1,:cnth··...:loncJ NT rc­
ccp1t1r (:"JTRJ/gp'J5;'-.11rtilin p1111ci11) (i2.Jól. Thcrc is 
go11d C\"iJcni..:c th;11 iSTRll 1:-. prcdu111i11;1111ly c.\prc:-.sct..I by 
ncuron-.. whilc ~TRL ¡, C\.pn:'.'1:-.CJ h111h in ncumns [JlJJ 
;:md in !.?lial i..:cll' (35 J. :--.:T intCrn;lliz1.:J :il°lcr binJinl! to 
-.u111;.1tii: -;mt..I ;1"\.onal :-.:TRH rcL·cphJr' Í!tl lrnn:-.porh!J to- lhc 
pcrik..1ri;1 [7-9J. ;.11u.J :-.ui:h inh:rn;.tli/.;.11ion c;.rn be prcvcntcJ 
hy 1hc :--.:TRH ;1111ago111-.1 SR·.JX<•q:! [·OJ. Thc dch!Ction. of 

NT over the nucleus hus h:J to postulate the existencc of 
rcceptors on thc. nuclear membmne either for the peptide 
itscll' ar far thc complcx formed with NTRH [3.IOJ. 

The neuroblastomu N 1E·115 cell line anc.J the human 
colunic aUcnocarcinnma HT-.!9 cell linc c."tpress NTRf:{ 
[ 1.2). while th..:y do not cxprc:-.s NTRL [:?:5]. The presence 
of NTRH in lhc'ie ct!ll lines anU the uvt1ilability of lhe 
NTRH antagonbt SR·4869:?: have bt:cn very useful·in the 
characterization of the propcnies of NT binding to its 
receptor aÍld the associa1cd sigm1ling puthways [l • .!.19]1 

;1llowing thc in vitro validation of the modcl for NT 
binding to NTRH. Thercforc. thesc ccll lincs could also be 
a uscful moJel to lt:st 'itrategit:s of gene delivc:ry via 
NTRH, whith will be latcr useU to transfc:ct NTRH·bcaring 
ncurons in thc CNS. 

\Ve report hcrcin thc dcsign of a 110\-·cl targeted DNA 
delivery systcm by using NT a·s thc targeting mul.cculc, 
crosslinkcJ with poly·L-lysinc. Thc :ihility uf binJing DNA 
w;1s h:sti:t..I by rctanfation gel clcctrophorc~is. Taking ad­
v;:ultagc of thc prcscncc uf NTRH in N 1 E-115 amJ HT·29 
cc:ll lincs, wc uscd thc:sc: ccll hncs to test thc ability of our 
gcnc <lclivcry systcm to trnnsfcct thcm via rcccptoMn~Jia­
tcd cm.Jocytosis. 

2. l\latcrhlls and mcthods 

:!. I. Ct'll Unes ami ti.'i.'illl' culture· t•omlitimrs 

Thc HT-'N · rell linc was cuhurcd in McCoy's 5A 
(muJ1Jicll) 111ediu111. NIE-115. L-929 and COSw7 ccll lincs 
Wl!rc culturcd in Dulbccco's Moditied Eaglc l\lcdium 
(DMEM). Buth mcdiu wcre supplemcntcd with JO% fetal 
bovinc serum, a pcnicillil1·streptumyci11 mixture (100 
µg/ml of cach) und amphotcricin (0.25 µg/mD. Cultures 
wcrc kcpt uc 37ºC u_m.lcr 1.1 5% CO! atrnosphcre. 

2.2. Sylltlrl•.\·i.\· of ¡Vf •• ~"PDP·¡mly·L-ly.\·im• t"tmju,i:m,•, 1l1t' 
1argeti11g L'ehidt! 

NT (molecular wcight 1673 Da) was cruss-linkcd with 
poly·L-lysint.: Cincan molccuhtr wcight .J.4,000 Du) with 
N-sucdnimidyl-3..(:?:.pyridylJithio)propionatc (SPDP) ac­
cording to thc mc1ho<l tlcscribcd prcviou~ly (6.14.23). 
Bridly. poly-L-lysinc (O. 18 mM) was incubutcc.l with SPDP 
( 1.8 mM) in phosphalc-buffcrcc.l salinc, pH 7.4 (PBSl fo¡ 
30 min at room tempcraturc. Tite rcaction was tcrminated 

F1g. ~- Sdn·t1\.: up1;i~i: ti~ SIE-115 .. dh ur" plNmdic 0:-.0,\ Jdi\.:rcJ tiy NT·SPOP·ptlly·L•l)'-.int:. Thc 'pla ... uiJic DNA 16 nM) of pGrecn Lantem·I. 
1>111111111 .. 1h.: 1.1rgo:1111¡,? \dud.: .11 1ho: "l'llm.il r.1110 (l:t;"il. \\a,·l;1h.:lcd with pmpiJium ioJinc (111 µ.~O in -'C'rum·fret: 111.:Jium. NIE·llS cdl' at Mll'l· 

c1•11lhw11~·.: \\Ch.' pr.:\11111 .. I} ln.ulo:I! \\1lh thc lluun:-.cdn Jl."rl\:ili\C c<1kcm 1\~fl;'i µ~11anJ1h..:~ C'f'lN:d tu prup1Jium nk.linc labclcJ·DNA·NT0 SPDP•JJ11ly·, 
1 -1~,m~· ~··•mpk\ lur .10 111111. ·\fli:r 1."'h.:U,I\.: ".t'h1ng .tnd rh;.1111111. 1hi: ci:ll cuhuri:' \\cri:".'4:-:,¡nni:d in lhc contn .. :al ima¡,!illt:, 'li'IC'm. Panel-. A. C. E am.I G 
.. 1111" tlw 1h11•u.· .. ~· ... n~·i: "' .:.1ko:m .. 11 ..... r,._.d .. l ._.,..:i1.t1i1111/L"1111"1t'n u;,/Eml "ª'i:IC'nl!th.; uf .JMK/:'i:?:? nm f~ri:i:n channcll. Pani:h B. D. F ;.im..I H \hnw thi: • 
th1ufl''~~·11~·\· ol pn•)'1J1111n h .. t;ni: º'"~'r\..:J .11 E'tEm "'ª\t:h:m.!.llh 111 5fl~:'.liX5 nm (-~d i:h.umdl. A ;.ind fl r¡incl-. ari: hon11111tal 'l«liun-. lhrnogh 11Íi: i:cll 
nw.:kth C .uul 11 p.inch .11.: \Ctlh.:al ,~·0:111•1h 1hw11gh th..: ccll 1;u..-i...u ... ·n,l' ucl.1i:r

0

p.ind .. :m.• pmJc.:liun .. uf n:~pt.'1:11\C' t:•\.l.'rii:, uf hon1ur11al ~cuun,. In all 
.:.1....: •. zl•l· • .:.11 ... t-r,1h ~·urrc .. ponJ tu ~O µm 
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/l. ,\/urtim·:·f",.11.i:1·t11I./ \111!.1·111,u·/11)1111 H, .,.,,,.,,, ,,1111 11•;•11 ::!.J'J :~•:! :?51 

by separ.uing lhc rcactunls in 0111 Econo·P•1c 10 DG cohtmn 
cquilibratl!'J wi1h PBS :11 r11om lcmpt:"rnturc. Th1..• ducm 

Ex/Em 488/522 nm 

:1h,nrh•1m.:c '"''I" 111onit11r..:d ;it ~ 1 o •md .:!NO nrn anJ 1 mi 
fr:11..·1il111, wcrc l"11ll1..·..:11..•d f11r Ji:1crmination tlt' poly·L·lysine 

Ex/Em 568/585 nm 

D t .. .- . 
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contcnt ut 2JO nm. Fnu:tion" conrnining lhc pnly·1.-ly,inc­
SPDP conjugute wcrc poolcJ :.111J concc1Hrah!Ü to 1 mi in" 

Ex/Em 488/522 nm 

e .. 
"' .\ . ,. ~. . 

' ----

va1.:uu111 cnnccntralor Hf1.;10). SPDP buunJ to poly-L·lysine 
was i111mcdimcly rcJuccd wilh Ji1hiu1hrcitol (50 mM) for 

Ex/Em 568/585 nm 

D 

•• ------

..... ~: 
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/J ll11rt11w:'·l·f111..: 1•1<1/./.ll"/nu/¡¡r/fr,1111 /(,-,,•,111/i fiY//(JIJ'JJ :!.J11-::f'J:! :?S3 

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

Fig -L Lid .. ¡ .. ; .. ;i.;..: 1 ..• l°(J~ .. ;· t.\ .111d 111 ,111,1 L"l..!'J IC .1mJ DI uf pl.1,m1Jh: DS·\ Jdi•cri:J hy NT-SPDP-pnly-•.-ly~Jnl!. Cumlilionl> ••.:re a~ 1.k...:n~J in 
!lw li:gt.•ml l11r F1g. ~. l',lllL'I" A .111ú L' .. 11111• tilo: llt111rc ... ·i:ncc PI i:;1h:c:111 oh,cr\l."d .11 E\/E1n \l.a\c:kn~1h .. 11t .iX:i/5:::? mn lgn:cn channd). ran~h H anJ O 
,¡¡"" tht: Jlu11ri:...:cm:c ul prup1d1U111 111d111L' ul"L'r\t.•11 .11 E.\/Em wa~dcngth' ur ~tll-!/:'iS5 nm (rl'd .. ·h,111111.:1) :\11 p.1111.•h .uL' pmjt.•.;lm1h uf l·~rio:' uf 

h11r1111u1al .. ci..1inrh 1.1.hcrc thc ,,.·.ik t>.u .. t.·11rr.: .. pund 1.i ::o JJ.111. 

30 min at motil tcmpcrntur~ .. .\t 1hc cnJ of 1hc im:uhútion, 
thc concc:n1rn1iun uf pyrh.Jinc.:1-thiunc rclcu~cu was lktcr· 
mincd by mCasuring 1hc Jb:-.orhancr: ~11 3-B nm (~J,,lar 
c:o;tinction cucfticicnt at J43 nm = 8.08 X 10-' ~·1-• 
cm- 1

) to calculare thc n::ic1inr1 cflicicm:y. To sloJl thc 
rc:.1i:tiun. Jithiulhrcitol wu~ climimucd hy gel lillr..nion in 
un Ecuno-Puc 10 DG colurnn c4uilibrntct.I with PBS. Thc 
clucnt ab~orbancc was monilurcJ at 210. 280 an<l J·B nrn. 
Aliquots ( 1 mi> wcrc collcc:lcJ for t.lch.:rmina1ion uf poly­
L·lysinc contcnt at 210 nn1. Frnt.:tions contoiining: thc poly­
L·lysinc-SPDP-SH conjugalc wcrc puulc<l, conccntr..11cú tu 
1 mi as dcscribed :.ihovc. ant.1 uscJ i111111cdintcly. 

In a parJllcl assay, NT (:! m~O was incubalell wirh 
SPJ;:>P (4 mM) in PBS for JO rnin ul room lempcrJture. Thc 

n:action w~1s 1c:rmina1cd hy ~cparating 1hc rcacto1111~ in 
Scpho.1Jc.\ G-1 O c4uilihr;ih:d v.ith PUS al room tt:mpc:ra­
tun:. Thc J.b~orb;11u:c of 1 1111 ducnb w¡¡s monilorcd ut :!SO 
n111 for dctcrmin;uiun of NT-SPDP cnnjugutc. FrJctions 
..::onluining lhc NT-SPDP cunjug:atc wcrc poolcd ant.I cun­
cc1\lratcd to 1 mi a~ ÜCl'IC:ribcJ Jbovc. Tlu~ 1 1111 frJctiun 
w1.1s addct..I to poly-L-fys!nc-SPlJP SH fr..ictiun. an<l 1hc 

· rcaction mixture wu~ inc·ubutc<l for 2-l h al room tcmpl!ra-
1urt: with continullu~ a!.?italion. Al th!! cnJ of thc incuba­
tion. thc concc111ration -or pyridinc-2·111ionc n:kascd was 
<lc1cnninct.I bv mca:-.urint! thc t.tb~orbam:c al 343 11111 in 
urdcr to calc~llJ.lc thc r~ac1iu11 cfficicncv. Tlll: rc~ulting 
conjugare was puriticd in a Biug:d A 1..5 column cquili: 

· brn1cd with JO m~·I Hcpcs huffcr Ctllllaining 2 ~I gmmi-

Fig. 3, Sch.."Cli\'O uptakc tiy llT-:?1J i;..-11, uf pla~111i1.fü: DNA Jcli\·cn.-J by NT·SPDP·puly·L·ly,mc .. CurnJ11u•1" \\1.•r.: .1.~ d~·,...:11h1.·d in 1hc le}!cnJ for Fitt. !. 
Pancl?oo A. C. E anJ O \huw lhe 1luurc-.i:c111.•\'.' 11f1.·.1.h:ci11 ub,cr\·ell al E\/Em wa\dl.'.'n1!1h .. ot .IS8/5~.! nm lgn:cn ch.1.1111.,.ll. l'.u1d' U. O. F anJ H ,tJ11w thc 
lluutCM:l.'.'OCc uí pnipiJium ioJinc 1.•b\CncJ .1.I E\/Í:m Wa\clcnglh!O uf 568/SS!i 11111 trcJ ...:hannd). A .1.11J B p:mch .1.rc ht1ri111111al "··ct11•n' 1hn1u~h lhc ccll 
nuclCu!'I. C anJ O pum:!' are \'CMÍC<il wc1iu11' 1h11111\lh 1hc cdl nudcu,, Thc tc'I of lh< pani:h .1.n: pn1.i1.~ti111t' of rc~p•:1:tih• 1·~1.·n.:-' 111 h11nl'11hlal ~t11•1I'· In 
Jll ca\I!\, the \Cali: bars currc ... ~1nJ 111 ~O µm. 
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~tinc. pH 7A. Chromutngr•tm~ wi:rc oht,:aincU ;.11 2 IO ~1nd 
3-B nm nnJ l'rnction.., cont.iinin!;! thi: '.'JT-SPDP-poly-1.-

Ex/Em 488/522 nm 

ly ... inc 1:11njug:.11c wcrc puolcU unJ co111.:cntrntcJ al 1 mi in 
an Amicon Chamhi:r ( mcmhrani: :!5. PM HH. Fin:.ally. thc 

Ex/Em 568/585 nm 
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NT-SPDP-poly-L-lysine conjugáic was dialyzcd ·aguinst 
PBS (Cal•. und l\.lgl•.rrcc). ~1erilizéd by tilJration through · 
O.:?-µ.m membranes and storcd ut :-20ºC until use. 

2.3. F.omwtimt of ,,:t!Ctor-poly-L-ly.\·i1r.e complexes 

Plasrnidic DNA (pSV2cat or pGreen La~tem-1) umJ 
NT-SPDP-poly-L-lyslne were dissolved in serom-frcc 
DMEM. Complexc!ii were formed nt incrcasing molar r.t· 
1ios.'l:O, 1:1. 1:2. 1,J, 1:4, 1:5, 1:5.5, 1:6, 1:7, und '1:8: 

·DNA:conjugu1e) by slowly aJding 0.12 mi of NT-SPDP­
puly-L·lysine conjugalc to 0.28 mi of DNA sol.ution (6 
nM). The n:action mixture wus incubatcd for 30 min :Jl · 
(oom 1c1npernture .. The complexes wcre liltered through a 
0.'2 µm membr.inc, am.l aliquots wcrc analyzed by gel 
l!lcclrophoresis (0.8% agarosc. 80 v. 2 · h). DNA w~s 
visualizi:d with ethidium brómide (0.5 µ.g/mD. 

2...1. brtenwli;mion 1u.rny 

Thi: plasmidic ONA (6 nM) of pSV:1cat or pGreen 
Larucrn-1. boun<l to thc targcting vchiclc Ut the optima! 
ra1iu ( 1 :(>), wus lubi;:led whh propidium iodine (IO µM) in 
scrum·t'rl!c culture medium. To prever.ir the dcgnlda1ion of 
thc exprcsslOn vcc1ors in thc lysusomal i;omp•trtmcnt. 
chloroquinc (IOO µ.M) was •u.Jc)et.l. To murk thc cellular 
Q'topl:.1~m. ccll culture!\ wcrc expt>M!d to the lluorc...,cl!in· 
Jcriv:.1lÍ\'C calcein ;\i\I (5 µ;'-.1) 20 min bcfurc thl! mJJition 
111° Lhc cumple:,, Comr)lcxcs wcrc utldctl to. N 1 E-115. HT· 
:?9. L-lJ29 :.md CQS .. i ~1.:. lin·:~ :;ccdcJ in chambcr slitlcs at 
80'1· of cnnllucncc. Thc saine conccnlration of DNA (6 
nM) \1.:1s uscd in each t.li!-.h. After JO-min incubation. thc 
cuhun: meJium w<ts removed nnd cclb wcrc washcd thrcl! 
time .... wi1h PBS (C.a.! ~. ;.uiJ Mg .! +-free). Cclls wcrc tixcd 
wi1h .v;. parafonmtllfchylfc in PBS (Ca~ .. - and l\ .. Jgl ... free) 
07"C) ;mt.l moumcd wilh thc protccli\'C mct..lium for lluo· 
rL·-.i.:cnl..'.e · ... ccrnshiclJº (V cctor Laburawrit:s). Thc tixed 
¡;clh. v.crc thcn scanncJ in a confocal imaging sy!iilcm 
l!quipp1..•t..I wilh u kryp1on-:irgon laser bcarn (Bio-Ro1d 
~ll~C-600. \\'atfortl. UK>. Th~ fluorcsccncc of propidium 
111U111c and c:.1lcciri prest:nt insidc lhc cclls was delcctcd 
\\ith a 60 x uil-irnmersion objcctivc ;1t cxcirntion/ernis· 
-.ion wmdl!ngths of 568/585 nm (red chunncl) and 
4SX/5:?:1 nm (green channc:D. Ten lo twclve cohScCutive 
oplil..'.al !lcc1ions al 1 µm inlcrvals in rhc z-scrics wcrc 
ohlaincd w cvidcnce tht: red fluorcsce of plasmidic DNA 

255 

inSide fhe cclls cnuntcrstained with ·1J1e=grecn lluorescence 
of calccin! 

0

The resulting· imagcs wcrC ·projectcd in a bidi­
. mensi!>nal planc on the screen monilor using pscudocolor· 
green for calccin und red for propii..lhim. iodinl!. As negtt­
tive controls the sume ccll lincs Wcrt: freuted in lht! l'ollow­
ing condilions: ( 1) cells incubu1cd with propidium indine: 
(2) cells incubt1ted with "propidium· iodine-labcled DNA. 
wcre usec.J to discard non·specilic lluoíescencc in thc red 
chunr,iel; (3) non-transfccted cclls werc uscd to Jiscurd ccll 
autollore~cenct:; (4) death cclls lncubaÍ:cd with propitlium 
iodine, which wt:re a negatiw ~onirO) for calcein bu1 a 
~ositive control for pro(>idium iudihe. In ali condi1ions. 1hc 
prnpidium iodine c."'Onccn1rnlion ( 1 O µM) wus thc samo as 
that uscél to lo1bcl the DNA of lllc- raigcting vehiclc." 

For thc intcrna1i'za1ion block:idc 'ai¡says. a·n excc .... s of 
ci1hcr neurolcnsin ( 1 µM) tlr SR·48692 ( 100 nM) w:is 
addcd .tu cullures 10 min bd11rc thc

0 

addition of 1he com· 
plcxes. Atlc..Jilion:1I expcrimcnl<; wcrc co.rricd out in pres­
encc t>f 0.45 M Sucrosc solutiun in N'tE-115 and HT-29 
cells. These cclls werc prcviously lm1~cd with calccin and 
incubutcd in prcscnce of 0..t5 M sucrosc for :?O rnin bcforc 
and with thc NT-puly·L·ly:·dnc purpidium iodi.ne·labded 
DNA complex. After 30 min ºof 'inL·ubation cclls· wcrc 
w;tshcd with PBS. lixcd wilh para!ºo'rJm•l<lchy<lc 4t;'r in 
PUS ;.tntl 111ou111cd wM:b vcctashicld. Thc cclls wcrc :.ma­
lyzeJ unJer lhe Cl;rtfucal inrnging sy~1c1h. 

2.5. Trmtsielll recepuir·mt•tliHlt•tl lramfection of 1/ifji•rc•111 
cell line.'i witlr tlu.· targt•tiu.i: "t'e/iic:lt• 

·.· 
Tite plasmids pGrccn Lo1111crn- I · t 12.21] and pSV2cnl 

[17.41] werc used 10 sludy thc cxPr~"Ssion of lhc r.:porter 
genes. cncoding lhc grct:n· tlunrc!'ccnt protcin (GFP) amJ 
chlorumphi;:nicol <icctyltransfcrasc (C~T). respcctivcly. J\11 
plasmids wcrc grnwn in suitable EsC1terid1ill coli strains. 
ex1ractcd by alkalinc hydrulysis, :md;purilicd hy two con­
.... ccutivc isopicnic scpara1ions in ccsium chloric.fo gradicnls 
(JSJ. Cell· cultures at appro:\im~1cly 50% conllucncc werc 
incubutcd wilh thc NT-SPDP·poly-L-1.ysine·DNA complc.'\ 
formed •ll thc optima! mol.ir r:Hio (1:6; DNA:NT-con· 
jugu1c> in scrum-frcc ml!dium. Aftcr 'a. 4·h incubatiun, thc 
medium was supplcmented wi1h fclal bovinc scrum to 
yield a 10% com:cntration. The sume concentration of 
I;JNA (6 nM) w:.1s obtaincd in cach dish. Afler 12 h. thc 
mcdiurn wa.<; removed omd frcsh mcdium addcd. Upon 
completion of thc 48 h incubatiun ccü~. were washed 1hrcl! 

Fig. :l. E.\prL~'ion uf gn:cn tluore!'>Ccnt prucein in NIE·l 15 cells. Cclls ut .so•;;. cuntlucnce wcre c.\po,cJ 10 thc NT-SPOP.puly·i..·IY'inc-DNA cumple" (f'I 
nM DN~\ co~enir.aliun) formC'd ac che op11n1al mular ratio ( 1 :6; DNA:NT-conJu~alC'I in ~rum-íree ..:ullure m~ium. Atrcr .f·h ir\tuh..1ti11n. thc mcd1um wu .. 
.. uppll!mcmN with fetal bo\im: ~rum t~ yield :i IOIJ. C"nncentr.ation. The mcJium "'ª' rcnewcJ allcr 1 ~ h, amJ a1'1cr a funhcr J6-h·i11cuha1ion 1he i.·ell, were 
c\h.'11'1\ely wa1ohcJ anti lhC'J wilh 4'1- par.afommltlchyJc in POS (Ca:·. anJ \lg:·.1rcc1 OTCI. At 1hi., poin1. thc 1.'Cll\ wcn: ''ainetl with 1 µM 11f 

prupíJium ioJine. mounc~ w11h • v~1a ... h1eltl' anJ ...cannctl in che cunfocal imag;n!t '!>'tcm. Pa1i.:b A. C • .anJ E ... hmv lhc tluutc;.ccnce uf GFP oh .. cn·ctl .al 
E\/Em "'ª'elc11~1h .. uf ..fKM/5:!2 nm !green ch.mncU. Pancli. O, D. and F .. how 1hc lhn1re"'-·.c11cc nf propidium iodmc ob-.(r\'l:J at E\/Em wavclcni;.th .. ''' 
~f1K/~K~ nm ln!'J channt!ll. r\11 imagc~ an: thC' projcction oí the re~p."Ctivc ,.,1..•r1e, uf hori111n1al .... -ction' \\hen: the -.cale h..1rs· 1.·1lrtl"'pontl 111 ::u µ111. 
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rimes with PBS (Ca2 +-. and Mg 2 ... -frec) and proccsscd for 
dch:ction of thc expression product oF lhe respective re­
portcr gene (CAT or GFP). 

The colb incub<1led wi1h lhc NT-SPDP-poly·L·ly,inc 
bounc.J. 10 pGrccn L;.1111crn-I were tixcd wilh ..+% pura­
J'ormaldchyde in PBS, anc.J wcrc markcd wi1h propidium 
iudinc ( 1 µM) to dc1ennine 1he e.xpression efticicncy. 
Cclls wcre thcn nmuntcd wilh 'vectashielJº ilnd scanncJ in 
thc confoc:.11 imaging systcm. Thc tluorcsccncc of propid­
ium iodinc and lhal uf GFP (thc c.'<prcssion produce of 
pGrccn L•mtern-1} wen: dctcclcd with a 60 X oil-immt.:r­
sion objcctivc •U cxcir.uion/cmission wavch:ngths of 
568/585 nm (red chunnel) ond ~88/522 nm (green chun· 
nel>. rcspectivt.:ly. All imagcs wcrc che projection of len to 
1wclve consecutivc op1kal scctions al 1-µ.m intervals in 
lhc z-scries. 

Cclls incub:.Hcd with thc NT-SPDP-poly-L-lysinc bound 
10 pSV:!i:at. wcrc hurvcs1cU aflcr thc adUilion of 1 mi 
Trb-EDTA-N<1CI ((J.CJ.1 M Tris-HCJ. 1 mM EDTA. 0.15 
f\.1 NuCI, pt-1 7.-t) anU ly,cc.1 by lhrcc frcczc-lhaw cycll!s. 
Supcrn;.uanls wcrc incubmcU wilh ['°'c)-chlnramphcnicol 
and acctyl-CuA (4 mM} ;1ccl1rding tu lhc mclhod UcscribcU 
prc\·iously [17). [1-'C]-Chluramphcnicol ;.rntJ i1s {1°'C]­
acctyla1cd proUuc1s wcre scpomucd by thin-l:.1ycr chro­
m:uography on !<ilica plalcs and :malyzcd by a compu1cr­
i1.cd :.iutorou.liogrnphy ~ys1crn (lnMant lmagcr, Pack:ird). 
Pn~itih~ c<'nlrol.'i wcrc lysatcs from NIE-115 cclls lr.tns­
fccti:d with pSV.2cat by cakium-phospharc prccipiHJtiun 
(C;.1Pll.,.) ( J li], Neg;.11ivc controls wcre lysuh:s from N 1 E-115 
i.:cll, nut c.'<poscd 10 pSV'!cat com(.11•!.:'d with NT-SPDP· 
poi} ·L-ly'iinc. \Vhcn.: rcquired. 1hc NT :inrngonist SR-48692 
( IOO n~I) wa!'t prcscnl 10 min bcforc 1hc m.ldition oí thc · 
1.:umplc.'>C!<. 

2.f•. Pr11tt!i11 cletamiucuion 

Tnial pro1cin conlt!nt was detcrmineJ in cellular cxlrJcts 
•1~ Jc~cribcJ prcviously [2tt]. using serum bovinc albumin 
a~ ~1m1UartJ. · 

2.7. Elfic:i1.•11cy tlet,.'l'miuatimr 

To co1lculate the inlcrnalization efticiency, 1hc number 
of i.:cll.\ b~;aring nuclear red marks were comparcd wilh the 
1ornl numbcr of cells yield by lhe calcein·stained cclls. The 
c.'>prc~~ion cfticicncy was calculateJ comparing the num­
bcr ot' cclls c.'(pn:ssing: 1hc GFP wilh 1he totul number oJ' 
1.·clb viclcl by thc propidium iodine-staineJ cells. Cells 
\1,1crc ~ounlcd in ::m flelds per slit.le. frorn four diffcrcnt 
c:'\pcri111cn1s. Tht.' v:.ilucs are cxprcsscU as thc l\'h:an ± 
Stanli:irU Dcviation. 

2.8. Clremiculs 

Poly-L-lysine hyJrocloride, ccsium chloridc. ethiclium 
bromide. propidium ioUide. ucetyl CoA. Jimethyl sulfox. 
ide, EDTA disodium sall. chloroquine. agarost!, HEPES. 
guunidine. parJformaldehyJt:, glutardialdchydc and NT 
were purchascd from Sigma (St. Louis, MO). Eco RI. Hind 
lll. pGrcen Lunient· I. PBS (Ca'•· uml Mg' ··free!. DMEM 
and ~1fcCoy medium, fetal bovine scrum. 1rypsin-EDTA. 
HEPES buffi.:r, :,oUium bicurbonalc antJ anribio1ic-un1i­
mico1ic solutions were obtai'ned from GIBCO·BRL (Grand 
fsland. NY). Calccin AM was purchasct.I írom Molecular 
Probes (Eugene. OR). Econo-Pac JO DO. Sephadex 0-10 
and Biogcl A 1.5 columns wcrc obtuincd frorn Bio-Rad 
Loboralories (Richmond. CAi. ["CJ·chloromphcnicol (54 
mCi/mol) was from Amcrsham (Linle Chalfont Bucking­
hamshire, UK). SPDP anú Jithiothrcilol were purchased 
from Picrce Chcnucal (Rockford. IL). All othcr chc:ornic:.1ls 
werc of analytical rcagcnt graUc quality ant.I obtaincd from 
usu;.il 1,.·01111ncn:iul snurces. 

J. Results 

J./. T/le NT-SPIJP·f'oly-L·ly.'iitle cm1juga1L· hint/,,· DNA 

Crosslinking nf NT und poly·L·lysine with SPDP rc­
sulh:cJ in conjugatcs cupnble to bind DNA. To cstablish 1hc 
optimal ralio of DNA:NT-SPDP-poly-L-lysinc conjugoue, 
com"plcxcs 'fom1ed at differcnt mlios wcrc subjcc1cd lo 
electrophorcsis in 0.8% agarosc gel CFig. 1 ). Frnm ratio 1 :5 
to 1 :7. 1herc was ;.1 gmdual relcntion of DNA in 1hc 
respective wclls. Qycr all, complcxcs formed at molar 
rntios bcrwcen 1 :5 and 1 :b wcrc 1hc must cfflcicnl for 
lrJnsfection. Al r.uios greuler than 1 :7 the rcsulting cmn­
ple.'<eS werc insolublc ancJ unablc 10 cn1cr lhc ag~uo:.l! gel 
(Fig. 1 ). Thc NT-SPDP-poly-L-ly.,inc conjugatc ~loreU at 
-1DºC was fun-:.tional up 10 1 ye<1r (<lata not shown). 

J.2. Spedji,· NTRll-medh.1e1/ imaiwli::utirm of NT-SPDP­
puly-L .. /ysine-DNA C"omplex 

Our results demonstrntcd a sclcctivc upt.lkc of plas­
rnicJic DNA labele<l with propiUium ioUint..• ancJ bound to 
NT-SPDP-poly-L-lysinc by ccll lincs cxprcssing NTRt-1 
(NIE-115 ond HT·29J. CQS.7 unJ L-919 cclb werc 11scd 
as negalivt> controls. Positivc calcein tluorcsccnce was 
observed in NIE-115 CFig. 2A. C. E and 0). HT-29 (Fig. 
JA. C. E and 0), COS-7 (l'ig. 4A) und L-929 (Fig. ~C) 
ccll lincs. In all cases. thc grccu lluoresccnl'C of calccin 

ht•· fi. E.\prc!l..iun ol grci:n·tluurc,1.:cnt ptulciu in UT-21J ~c:lh. C11ndi1iun .. \1.t•n: -'' dc:,cnl;\t:J in lhc lcgcni.J li.ir Fi~. 5. P.;ind' ,\.C. ;antJ E ... hu""· che 
1lm1rc:"'·c:11cc o/" GFP 11h,cn.·cL1 al E\/Eni w;1\clcni:111 .. •'f .J~X/~~:? nm lg~n ch.:innc.</I. Parid> H. D. JnJ F ,/Jvw 1hc tlu11r1:"'·.:n ... c ut pwpit.l1uu1 iot.linc 
uh,1·rvcJ JI E\/~•11\u1u:lcn!_!lh'111 St.X/SXS 11111 fn:J channcU. Ali im .. E=c-' Jrc lhc rm1c:c1i1111 uf lhc.< 1c:,pc.<cll\.c ···...:ri.:' uf hori111n1al ~.:cthJn' l1hc.~ thi: 
....,·;1h: hJI' Cllfl\.'\j~lllJ 111 ~11 µ111. 



nmrkcd pc:rfoctly 1hi: ccllulur 1.·y1npla,m. Huri1.11ntal :111U 
vertical uptical :-.cc1ion-; 1.:ollct.:1ct.l in 1hc red chmmcl uf 1hc 
cunfocal mkroscopi: n:\'clcd lluurc:-.ccnr mari..., of prupitl­
ium ioJinc-labdct.1-pla:-.miJil: DNA 111 .. it..11! thc nudcu' of 
NIE·l 1.5 CFig. :?B am.I D> m1d llT·:?lJ IFig. JU ;,111J Dl 
c..:lls. Thc rcJ lluorc:-.ccncc ul prnpiJium irnlinc \\;.t:-. not 
ubscrvcú in NIE-115 (Fig. 2.f-=> •md 1-IT-:?lJ (Fig. JFI Cl!lb 

• whcn incub>itcd in thc prl!-;cncc of an cxcc .. :-. of ncurnl-:n .. in 
(1 µM). Tite cumpctili\c NTIUI :1111;1go11i:-.1 SR-4XólJ1 ( 100 
nM) al:-.n prc\'ClllCJ thc upt<i!...c of propidium iodinc­
lubclcc.l.·plasmidic DN.-\ 111 NIE-115 (Fig. :?H) and HT-'.!9 
(Fig. 31-1) ct:ll!-.. Bc!->i<lc:-.. ccll' int.:uh•1lct.I in prcscncc of 
0.45 M !'!UCro!->c sulution 'ho\\l!d 1lrn1 prop1Jiu111 il1t.linc 
marks wl!rc only prc!->cru in thc cl.'llulm pcrimc1t..:r. ant.l thcy 
wcrc ncvcr ~ccn within thc cyloplasm lt.lat'1 1101 shown). 
Thcsc rcsults Jcnll?ll:-.lrntc ..,cJccti\'.: upta!...c uf ,\IT-SPDP· 
puly·L·lysinc by NIE-115 m11.1 HT-2.lJ via NTRH. In ;.1grcc­
rncnt with lhis. no lluon:..,¡;-cucc uf propidium iodinc­
h1hch:d-pla:-.miJic DNA wa~ dctccti:d 111 cilhcr COS-7 U:ig. 
4B) ur L-9.!9 n:it!. -lDl cclb. 

In ho1h ..:cll linc~ (~IE·l 15 :1nd HT-.!lJ), S ± ¡•·;. of 
total l.:'Clb !'.howcd a ckar DN.·\ moir!... i11,1dc 1hc mu:lcu" 

Ex/Em 488/522 nm 

1 Fig. 2B. IJ, Fig. JB. Dl. Thc 'º'' uf thc cclls (90%) 
~huwcd a db1ini.:1 p<tllcrn of in1crnalization consisting in. 
'mall :-.phcric:.11 nmrks randomly di!->lributed in the cell 
cytopl:i!'.m hh1ta no1 !'.hown). 

3.3. f.,pre.'iJirm of t/11: gt•uc· ,•ucocling the gn.•e11 jluores~em 
¡wo1t.•il1 """'' NTUll-mc·cliat<'tl imernali:atim1 o/ NT· 
.'l~P/JP·/'''ly-t.·/.ni11t•-/JN.-\ t'Olll/Jh•x 

Th.: plas1nit..I pGrccnL1nlcrn· I 1r;.111sfected by NT· 
SPDP-poly·l.·ly!-.inc conjugntc cxprcsscd its product, OFP, 
only in NIE·l 15 (Fig. SAJ anu HT-29 cclls (Fig. 6A). Thc 
counh:rstaining with propi<lium iodinc after cell ti:<ation 
ri:vc;.ilcd thc ccll popUl:.1tion in thc samc lielU whcre the 
c:xpn:!'losion wa:-. oh-;crvct.I. shmving a Lrnnsfrc1ion dlicic:ncy 
ol' 6 . .5 ± l.51:"f- for holh NIE-115 (Fig. 5B) anU HT-:?9 cclls 
lFig.. 6l3). In thi.: prcscnl.:'c nf an cxccss of ncurntcnsin (1 
µ~tl ncilhcr NIE-115 tFig. 5C) nor HT-:?9 (Fig. 6C) i:clls 
did .. 1111w t.li.:tcctahlc gcnc cxprcs~ion of pGrccn Lmncrn-1 
dcli\crcU hy thc NT·SPDP-poly-1.-ly,inc conjugntl!. Thc 
... une hloc!...adc wa:-. proUuccd hy SR--l:-16<.J:! ( 100 nMl in 

Ex/Em 568/585 nm 

Fe,\! 7. t..1d. 111 ,_•,pr.:"11111 ni rh.: :~<.:m.: .:1Kt1t_lm!_! ~rl"tll llu.•r.:, .. -.:111 rrntt'l!I h~ ~ '¡)..¡. 7 1 \ .md HI .iml L·•1:•J o..·.:11, •l .11111 IJI. C1111J1t111n' "l"rt: .1 .. dt!,t..'rii...."\I m 
1h.: k;:.:nd r .. r h.:! 5 1'.111.:1, \ .md l • •11'•\\ 1tw 1lut1tt••o.. ... ·n ...... • ••I ll•o..• lil !' '"'' ... ·rh•d .11 l.\ 1-!p \\,i\do..•n;:th' PI -J.s-.. ·~:: 11111 f_gn:cu .:hann.:11. Panel\ H anJ O 
.. tn•w 1hc !lm•ro..•,._·.:11 ... ·.: 111 pn•p•.!111111 ""lm.: .. h,cnt'<i .• 1 L\ ·1:111 ·.\,o\.."k'lc'lh' "' ~"·"' ""'-' 11111lro..•tl1,:11.11111.:tl .\111111,;:.:t·, .ir .. • 1h.: pru1.:,_·1inn 1•1 lh\" rc'r:ecll\C 
,.,,_·rr'-"'" ••I hP111.o11t.1I ,,_.,_,.,,u, '1h ... ·1 ... • 1tw , .... o,Jc "'- • ,_·1•1n.:'l"'1h[ t<• :11 ¡ll11 
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both NlE-115 (Fig. 5E) und HT-29 colls (Fig. 6El. Thc 
double staining with propidium iodinc shuwetl that cclls 
werc imJccd prcsent in thc blockade assays (F1g. 50 and F, 
Fig. 60 und f). Culturod COS-7 (Fig. 7Al and L-929 (Fig. 
7C) cells cxposcd tll lhc NT-SPDP-poly-L-lysinc-pGreen 
Lantem-1 complc.~ di<l mH show detectable gene e.xpres· 
sion, while the coun1erstaining wi1h propidium iodinc 
showe!<l the prcscncc ofcclls 111 thc 01ssays (Fig. 7B and 0). 

JA. E.lpr<•ssiou ofthe gene e11ct1di11,i: cloramplrt•11icol 11cetyl 
trmufercue upan NTRll·mediat<•d iuternali:.mio11 of NT· 
SPDl'-poly-L·lysiflt"·DNA. c.·omplt•x 

The NT-SPDP-poly-1.-lysinc conjugare wns also able co 
bind pSV:!cat ut optimul molar rJtion of 1 :6 (DNA: conju· 
gate), nnd to in1emalizc it in NIE-115 cclls (dala nor 
~hown). Thc enzymatic aclivity prcscnt in lhe ccll c.xtmct.co 
Jemon'ilrah!c.I 1hat NIE-115 cclls expuscc.I to NT-SPDP· 
poly-L-ly~ine-pSV1cat cumple.x had dclecrnblc CAT gene 
e;(pn:ssion (Fig. 8. l:.me C). wherca~ cultures cxposed to 
1hc cnmplcx in prc~cn¡;c of SR-48692 ( 100 nM) ha<l nonc 
(f'ig. 8, lanc D>. CAT gene c.xpressiun in lysatl!S from 
~ 1 E-115 c.:11!\ 1r:1nsfccti:<l wi1h pSV2cal by lhc (CnPO") 
mctho<l [ 1 SI was u~.:tl ;.is :.i po~itivc control of rhe CAT 
a~~~1y (Fig. s. Jane A). A ncgati\'c co111rol w:.1s lys¡¡tc from 

• • 

•••• A B e D 
Fir .. s·. C,\T C\í1n!"ltl" b)i Nll~·l15 ..:ctl .. lrJfl\kL'lt'd \lollh pSV1~·a1 \111 

=""T·SPlJl1·1)\•ly-1 ·l!o'lllt!' l.:llllJU~•llc "'J' prt!'\t'ntcd hy SR-4Hf1lJ1. 1'hl" lig­
urc ".111 .m111r.!JiugrJph!o ut ;1 lhm IJ!ol."r chmn1a11•gr.i.phy uf (ºCl·i:hlur· 

:unphcni~·ul c1uym~11u.: hn .. ·al..lh1""· 1'1 .... uc' "l."rc hun111gc11i1t:"1I in POS 
IC.i.; • - Jml Mg! ··In-el anJ the CAT .u..:m·il) ""'ª~ analy1i:d 111 .tliquul' lll 
.. upcrnalanh uhtainctl 1wm Uh.' 'ame 11u111l1cr O-..: 111") 111" N 1 E-115 i:clk 
Tran .. ri:i.:111111 1\ilh 1hl.' ..uml' '~ltll. u~m!!- lhl" CJPO~ mc1h11J, ""'ª:-. ul><.'J ..1.., 

.1 pu .. ill\C i.:11111n•I ll.!llC ~\). L}'·lll.'' lrnm NIE-115 \.'t:lh non•t'.'\flll'Cd l1l 

pS\'1l·a1 l·omple\cll lo NT-SPDl'·fll•ly-1 ·l!o\lllC \\J' lhc n.:gall\C contml 
llanc 111 C.\T •lt..11\lly pn:....-111 111 l'dl <:\trai:h 11f !'JIE-115 i:ell' C''l)l"t:'ll 
tu :"JT-SPfli'·¡-.•l:-·1 ·ly,111.:-·pS\'1ca1 l·mnpl.:\ tlan.: C>. Culll.ltt!'' uf NIE· 
115 l·dh l.'\P."t·U In thc NT-Sl'IJl'·p1•1!o·l ·f~,mc-pSV1ca1 .:0111pl..-\ 111 
¡>tl."'C11u: ol 11111 nM SR--'Sh•J1 llano: IJJ. 
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NlE·l 15 cells non-cxposed to pSV2cat complexed to NT­
SPDP-poly-L-lysine (fig. 8, lane B). 

~. Dlscussion 

Snme gene transfcr sysh:ms such as viral gene veclors. 
lipusomes nnd pro1;.u11ine-DNA dcrivativcs have been used 
to transfecr ncurul cclls ( 13.20.24.26.42]. Although effec 
tive, 1hese methods have sorne limitatiuns such as the lack 
of speciticity rhat rcsults in transfcction of heterogcni:ous 
ci:ll pvpula1ions. On thc olher ham..I. che trasfecting speci­
ticity of rnrgele!d gene dclivcry has becn widely dcmon· 
slratcd by in vitro ami in \'ivo studics (29.51]. Dcspile! this 
a<lvantage. targl!tcd gene <lclivery has not bccn usc<l to 
transfccr neur.ll Ce!lb. Fnr 1his rc:tson, wc decidcd to lake 
:.1dva111age of thc <ipcciticily of largl!led gene tlclivery to 
transfcct ce lis by mcans of lhc NTRH. We cross-linkcd NT 
anJ poly-t.-lysinc with SPDP an<l lcstcd whether 1his con-

. jugulc woul<l rcsult in •111 cffcc1ivL~ targcling molccule. Our 
rc~uhs clcarly <lc111onstru1e 1h1.11 NT-SPDP-poly·t.-lysinc 
conjugulc is ;,1 sclcctivc gene 1ransfcr systl.!m since plas~ 
midic DNA 1.11rnchcd ltl NT-SPDP-poly-t:-lysine conjugalc 
was sclcctively takcn up hy N 1 E-115 and HT-:>9 cells, two 
ccll lincs 1hat cxpr.:ss lhc NTRH. Thc blockadc of the 
plasmidic DNA up1ah· hy cithcr ;.111 cxce~s of NT or lhi: 
NTRH arlli.u~onbt SR-4Sfll)1 1.·nnlirms 1hc mcdiution of lhe 
NTRH in 1hc intcrm1li1:.11ion proCe!-.s. Furthcr ·support i.'i 
pnwidcü hy the ah~cncc of l111ern:.11i1:;.itinn ob~erved in cell 
linc~ luckinl! NTRH (COS-7 :.md L-9::?9). Recenlly, it h:.ts 
bcen propu~cd a 1hird NT receplnr ~1:L.¡·¡.."t.!. wliid: has 
hccn 1lesigm11CJ, due to 1hc t:nlircly homnlog.y w11h gpY5/ 
·"urtilin. as NTJ reccp1or-gp95/sonilin [J::?J. This receptor 
suhtypc is locali1.cd in an inlraccllular ve\icular comparl· 
men1 :.md :.1ppc:.1rs to 1Hc plm.111:.1 nu:mhrnnc only aflcr thc 
i'."'T-induced scqt1c!>.lr1.11ion of thc ·NTRH [ 11 J. lt apJl'!Ur.i 
tlrnl 1his reCcptor suh1ypc might he involvcU ifl 1hc sorling 
uf NTRH [.l2]. 1\11tiough NIE-115 :.mal HT-29 cells huvc 
nnt hccn rcportcd lo i:xprcss lhe NTRJ/gp95/sorlllin 
prolein. it might :.il!>.o p:.1nicipa1e in the cndocytosis of 
NT·SPDP-poly·L-ly'iinc conjugare. 1\ direc1 suppon to lhe 
rccephlr-mc<liatcd cnUocyinsi!-. of 1hb conjugare is givcn 
hy 1he absencc of intr.ict!llular red tluorcsccnl murk.s in 
prcsencc of hypcrronic ~olution. \i.hich h~1s bcen reporte<l 
10 b.lod~ lhc dathri11-cua1c:d Pi1 formation [4, J 5.22). 

l111cres1inclv. th1tre was a nuc:lear localiz~uion of thc 
lluorescelll ;,~ining of plu.~miUic DNA in holh NlE-115 
;,md HT-19 ..:ells aflcr 30-min C'-po~urc to the DNA-NT­
SPDP- poi y· l.· Jysinc complc:lí. Thc prescncc l>f propi­
dium-iudinc mu.rks within lhe ccll nudcu~ 1s an c:viden..:c 
of cDNA interm1liza1ion to lhe nuL·lcus. Duc: to cDNA i~ 

nol CO\'aJcntly auached to NT-SPDP-poly-L-ly
0

sine. once in 
lhe vicinity (~f thc nuclctt!\ bolh -moicties coukl be sepa· 
r:ilctl by unJ...nuwn mcch;mi.'im :.md thi:n thc free cDNA 
L·utll<l he trunslarcd 10 thc nucleu~ by ch:1pcron protcins 
ha\'iflc NLS [-l6], snme of whil.•h havc ~en s"hown lo hind 
prder~nfotlly plusmidic DNA and sy111hc1k oligom1..:lco-



tides [33). This result also suggests that NT of thc conju­
. gate was able to transpon thc cDNA up to thc vicinity of 

the nuclcus making more probable its ucccss to thc nu­
clc:us. 

The intense green lluorcsccncc of calccin displaycd hy 
ali cell lincs (NIE-115. HT-19, COS-7 anú L-919) U>cú in 
thc intemalization assays revcalc<l dtcir viability. Thc ccll­
pcrmcant ester.ase subslrutc calccin·AM is nonlluorcsccnt 
until convertcd by cnLymatic activity to highly tluoresccnt 
calcein, which is rctaincd wi1hin alivc cclls. Thcreforc. thc 
red tluoresccncc givcn by propi<liurn ioJinc within the 
alive cclls was duc to thc prcscncl! of phlsmidic DNA. 
since it was the only propidium iodinc-staineú elemcnt. 
Non-specific staining of propidium ioúinc is ruled out 
bcc::iusc the dvc is c:\cludcú from c1.:lls thou havc intact 
plasma memb;ancs, but is rcadily ablc to cntcr dc:ad cclls. 
Furthcnnorc. thcrc was no red lluorcsccnt lahd within thc 
cells in thc control ccll cultures inculmtcd in prcscncc of 
propidium iudinc ulonc or bnund to no-complcxcd plas­
miJic DNr\ (J:ata nut shown). Tite c.xprcssion :l!\!\U)'S con­
lirmcU 1hc higlHran!\fccling sch:ctivi1y of uur co1u.truct 
NT-SPDP·poly-L-lysinc. Thc lluon.!!\CCncc uf GFP prcscnt 
in 1hosc culturcd ccll:-i hcaring lhc NTRl-I (NIE-115 anU 
HT.'.:!9) <lctnllll!\lratcd thc gene cxpre!\sion of lht: pGrccn 
Lmtcrn-1 UclivcrcU by 1111.:m1!\ uf lhc NT·SPDP·poly·L­
lysinc cunjugalc. 

In this wmJ.;. thc tr:.111!\fccting cflkit.?ncy w;.1s cakulatcd 
lll be 5-8% in thc prc!\cncc of lhc known lysoM1rn01l 
inhibitor chlomquinc. within 1hc rangc uh1;.ii11cU in vitru 
wi1h t~~,. ::-:! ~··11..: Jc:: .... cry 11~ c::;.~r ccll linc!\ [::?lJ,34]. In 
accorU \1.·iti1 thc intcrn;.1hza11un n.:suits, thc c.xprc!\sion of 
thc repor1cr gene, Uclivcrcd with NT-SPDP-poly-L-lysinc 
conjugatc. was not uhscrvcJ in N 1E·115 an<l 1-IT-::?9 cclls 
in thc compctilion 01!\says wi1h .cithcr NT ur SR-48692. 
CAT cxprcssion in '-·ulturcd N 1 E-115 c\!lb transfcctcd with 
pSV2cat hy mc;.ms uf NT-SPDP-poly·t.·lysinc conjugatc 
!\hows thc ability uf uur conjugmc lu dclivcr·u1hcr c:xprcs­
!\Íon vcc1urs 10 mrgct cclls. Thc lack of CAT cxp1cssiun in 
N 1 E-115 cells incubatcd in pn:scncc of thc NTRH antago­
nist SR-4869::? conlirms that thc c.,prcssion vector was 
in1crnalizcd by NTRll. t\ltogclhcr. our data show that the 
c:\pn:ssion of buth rcpurtcr genes w;is <luc to lhc receptor­
mcdiatcd cn<lucyto!\is of thc n.:s¡"!clivc ph1!\ntids: This 
intcrprctation is fur1hcr supportcd by 1hc linlling th:.u ccll 
lincs lacking thc NTRH (COS-7 anc.J L·9:!9) also cx.poscU 
ro thc NT-SPDP·poly-1.·lysinc·DNA cumple., wcre unablc 
h~ c.'\prcss thc rcportcr gcncs. lntcn:stingly. thc pcrccntage 
of cdl!<i showing propidium iodinc lluurcsccncc within thc= 
nuclt:us is similar 10 th;ll of cclls cxprc~sing thc. GFP. 
Although wc do nut lrnvc <lirc:ct cxpcrimcrual cvi<lc:ncc:. wc 
can suggc!\I thc c,,i!\lcncc of a clo:-.t~ com:lation bctwccn 
1.:clb bcaring nuclear in1crnalization uf thc c>:.prcssion vcc· 
tor mu.1 c.,prc!\!\ing cclls. 

Once th..: cffcctivcncss of thc NT-SPDP·poly-L-ly:-.inc 
conjugatc was <lcmon:-.lrntcU in vitrn. il fnllows to tc~t this 
gene <lelivcry sy!\lcm in vivo. Lcsion !\ludies suggc~tc<l thUl 

most of NTRH binding sitcs are locatcd on dendrites and 
axon tenninals of nigrostria1al an<l mcsolimbic dopaminer­
gic neurons [ 16), and that NT is intemalizcd upon its 
binding to NTRH inlo thc soma an<l axonal. tenninals 
[7-9]. Sincc, basal forcbrain cholincrgic cclls also express 
the NTRH [5, l4], thosc neuronal systems. in thc brain of 
ex.pcrimenu:1J animals, rcprcsent pulativc targc1s of gene 
<lcliver by mcans of NT-SPDP·poly·L·lysine conjugate. 

The NT-SPDP-poly-L-lysinc conjugatc resultcd in a 
more sl!lectivc syMcm. with no signilicanl improvement in 
transfecting cfficiency Jcspitc thc prcsencc of chloroquine. 
Thc limiting factor of turgetcd gene dclivcry secms to be 
thc rapiJ dcgradation of thc cx.pression vector within 1hc 
lysosomul companment. Thc use of ~tralcgics that bypass 
the lysosomul compunment woul<l thus rcsult in consistcnt 
highcr e.,prcssion of thc gene of intcrest. Expcriments are 
in thc way of tes1ing this moUificution in urdcr to obtain a 
tcchnique that coulU bt! a uscful 1001 for 1hcrupeutic intcr­
vcntion in gcnctic Uiseases. ;in<l for thc proJuction of 
transgc=nic animal models uf m:urologicul discuscs. 
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Abstract 

Background: Rccenlly. we syn1hcslzed a nonviral gene 
vectorcapablc oí 1ransíec1lng t.:cll llncs laking advamagc 
of neurotensln (NT) intcrnalization. The vector is NT 
cross·llnkcc..I wilh poly-L-lyslnc. to whldt a plasmld DNA 
was bounc..I lo furm .i complcx (NT·polyplex). Nigral 
dop.mtlne neurons .ire ablc lo i111c:rnalize NT. thus reprc• 
Sl!nling a 1argct fnr gene lransfer vi.i NT·polyplex. This hy· 
po1hcsls WílS lcstcd hcre uslng rc:pnrtcr genes eni:oding 
green nuurcsccnt pru1cin or i:hlnr.1mphcnicol <Jcc1yl nans· 
frrase. 
Matcrlals dnd Mcthmls. NT·polyplex was lnjected into 
1he !i.Ubs1.rn1i.1 nigra. Duuhlc imn1Unof1uorcscence labcl· 
in!-! was used to revc.il 1he cdl 1ypc involvcd in thc pro· 
pidium iodldc·lal.Jckd polyplex l111crn.l1ization .ind re· 
purlcr gene cxprcssion. 
Rcsults. Pnlyplc.'C l111ernaliza1ion was observed whhin 
dopamlne ncurons but not whhin glial cclls. and was pre• 

lntroduction 
Sorne gent: lransfc( sysrems ha.ve been successfully 
uscd in the central ncrvous system (CNS)r yet somc 
limltatlons such as lack of speclficity and potentlal 
risks rema in w be ln1proved ( 1.2). The receptor· 
mediatcd gene rransfor system has been proposcd as 
a specifk and safe method for in vivo gene transfer 
(3). It relics on the formation of a conjugare by cross· 
llnklng poly-L-iyslnc with a ligand for whlch target 
cells have spccifk surface rcceptors that undergo en· 
docytosls. A plasmid DNA (polyanion) Is electrosta· 
tlcally bound lo thc poly-L·iysine (polycatlon) 
residuc of thc conjugare (3A) to form a complcx, 

Addren correspomknt:c Jnd reprlnt reques1 ro: o.:miel 
M.ullnez·Fnng. MD. PhD. Dep.irr.imenlo tJe Fislnlogiil. Blofish:.i 
y Ncuroclencl.is, Cc:rurn de lnvestJJ:.ich;n y de Es1udlos 
Avanz,uJos del l11s1i11110 Polllécnh:o N.idonal. Apar1.ido Postal 
14·740, 07000 Mt-'(icu D.F •• Mé!<lco. Tdephune: +525·747-7000; 
fax: +525·747·7105: E·rnall: dm.1r1l11e<i10slo.~lnves1av.m" 

venced by both hyperlonlc sucrose solution anc..I SR-4869.2, 
a sclectlve nonpeptlde antagonist of NT receptors. Re· 
poner gene cxprcsslon was observed In dopamlne neu· 
rons from 48 hr up 10 15 days af1er NT·polyplex injettlon. 
,:md was prevenlt!'d by SR-4869.2. However. no expression 
wds scen whcn 1hc NT·polyple.'C was lnjected lnco 1he an· 
slíorm lobult: oí che c:crd>cllurn. whlch contalns low· but 
not hfgh·affinlly NT receplors. Ndlhcr in1ernallz,uion nor 
e.'<prcsslon was ob-;crvcd in 1.:uhured gllal cclls. despilc 
thc NT·polyple~ bindlng to 1hose cell'i 1ha1 was prevcnted 
by levocabastinc. a Jow-~1rlinlly NT rei:epror amagonist. 
Concluslons. Thcsc rcsuhs suggesl 1ha1 hir1·- .. !"fl11i'r :-.;¡ 
rccep1ors mcdiatc 1he uprJke of NT·polyplex wllh thc sub· 
scqucnt rcporter gene exprcsslon in vivo. NT polyíec1ion 
may be used lo lransft!'r genes of physlologlc lntcrest 10 ni• 
grosulatal dopamlnc ncurons. and 10 produce transgcnlc 
animal modt:ls of dopaTlne·rela1ed dlseases. 

known as a polyplex (5). \Vhen the ligand of the 
polyplex recognizes thl! approprla1e cell-surface re­
ceptorr the polyplex is internalized via receptor· 
medialcd cndocytosis. cocransporting the foreign 
DNA (3,4). Receptor-medla1ed gene delivery sys· 
1cms have been successfully used in vivo to transfer 
reponer gent:s (J.6). antisense oligonudeotides 
(7). and genes of physiologlc (8) and therapeutl~ 
(9) inrerest. Howevcr, thc foasibility of receptor· 
mcdiated gene transfer has nm been explored in the 
CNS yet, 

Neurotensin (NT) is a suitable targeting mole· 
cule for gene delivery to CNS ncurons. becausc h·iS 
rapldly lnternallzed via ils high-affinlty receptor 
( I0,11). Once NT binds lo lhc receptors. the ligand­
receptor ..:omplex is endocytosed. being later local· 
lzed unaltered near the celi nuckus ( 12). Taking ad­
vantage of the internJJizatlon properties of NT. we 
have recently symhesized a novel nonviral gene vec· 
tor by cross-Jinking NT wl1h poly-L·lyslne ( 13). 
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whlch was able to blnd DNA (NT-polyplex) and to 
transfer plasmld DNA to cells In vltro bearlng hlgh 
afflnily NT receptor ( 14). In the braln. mesostrlatal 
and mesolimbic dopaminc neurons have substantial 
densily of hlgh-artlnlty NT receprors localized In 
their soma. and axonal terminals (10,12.15), Thus. 
dopamlne neurons of substantia nigra compacta rep­
resent a target for gene trilnsfer vlJ NT·polyplex. To 
test thls posslbll lty. we lnjected NT·polyple., lnto 
the substantla nlgra. Thc receptor-mediated gene 
transfer of the NT-polyplex was conllrmed by the 
blockade of the uptake by SR-48692. a potent and 
selectlve nonpeptlde NT receptor antagonlst ( 16). 
The gene expression was confirmcd using rcporrer 
genes encodlng chloramphenicol acctyl 1ransferase 
(CAT) and green nuoresccnt protcin encompassed in , 
pSV2cat and pGreen L1ntern 1, rcsµcctivcly. 

Materials and Methods 
NT-Polyplex Fomwtilm 

NT was cross-linkcd with poly-L·lysine by mcans 
of N·succlnimldyl-6-[3'·(2-pyrldyldilhio) pmpi· 
on.11nldofhexanua1c (LC·SPDP) as dcscrlbed previ· 
ously ( 13). Both thc NT·SPDP-poly-L·lysine conju· 
gatc and thc plasmid DNA (pSVZcat or pGrcen 
Lameorn-1) werc dissolvcd in scrum-rrce Oull>cccn's 
Modirkd Eaglc rnl.'clium. NT-polyplcx was formed 
at optimal molar ratio (DNA:conjug:atc) by slowly 
adding 0.12 mi NT-SPDP·poly-L-lysinc conju~alc to 
0.28 mi pl.Jsmid DNA solution (6 nM. final conccn· 
tratlon) as descrlbcd prevlously ( 13). Thc stabillly of 
thc NT·polyplcx was moniwrcct I>~' gel clcctrophnre­
sis (0.8% agorosc, 80 V. ~nd 2 hr) ( 13). 

A11itm1/s 

E:<pcrimcnts werc cm1duc1cd on mole Wlstar rats 
(wcighlng 230-250 g al rite onsc1 oí C.'l(pcriment) 
brcd in our facilities. Animals werc malntained un­
dcr constanl room lempcrnturc {23ªC) and light/ 
dark cyclc (12:12 hr li¡;ht/dark): wilh food and 
water ad libilunt. All pruccdurcs werc in accordancc 
wilh the "Cuide for tite Carc for and Use of Lol>ora­
tory Anlrnnls" of 1hc Mcxlcan Coundl íor Anlr11al 
Careas approved by the CINVESTAV Animal C.ue 
Committec. All cfforts wcrc madc to minlmize ani­
mal suffcring:, reduce thc numbcr of animals uscd. 
and utillzc altcrnativcs to in vivo tl.'chniqucs. 

Surgical Proct!d11r1.'S 

Each tal was ancsthcrlzcd by an lntrapcritoncal in­
jection ¡if chloral hydrate (350 m¡;/k¡;) and placed in 
a stcreotaxic instrumcnt (David Kopf) wlth the in­
cisor bar 3.3 mm bclow thc lnterauml linc. Kclator­
phan (50 mM). an In vivo cndopeptldasc lnhlbltor. 
was used 10 prou:ct thc NT moicty of polyplc."< 
against thc enzym<Jtic clcavage, ! 17). Afler craninl 
trepanatlOn, 2 µI NT-polyplex (6 nM wilh respect to 
DNA) containing kclatorphan were mlcroinjecte<J 
lnto the dorsal border of substantla nlgra compacta .:u 

a rate of 0.1 µl/mln. Thc coordlnates were AP -4.9 
from brcgma: L +2.0 from mldllne, VD -6.0 from the 
cortex surface (18). In addlllon, a local admlnlstra­
tlon of· 2 µ 1 of 50-mM kelatorphan preceded the 
NT-polyplex admlnistratlon. To vlsualize the NT­
polyplcx lnternallzatlon. propldlurn lodlde ( 10 µM) 
was added to the NT-polyplcx solutlon to Jabel the 
plasmld DNA (pSV2cat or pGrcen Lantern-1). To test 
thc lnvolvcmenl of hlgh-affinlly NT receptors In the 
uptake of the polypkx. NT-polyplex-pSV2cat was 
mlcrolnjected lnto the molecular layer of the ansl­
form lobule of the cerebelium, whlch has low- but 
not hlgh-afllnlty NT receptors (19.20). The coordl­
nates werc AP -9.8 from bregma; L + 5.2 from mld­
llne. VD -3.5 from the cortex surface (21). Kclator­
phan and NT-polyple.• adminlstration In the 
anslform lobulc Wils similar to that of the substantia 
nigra compacta. Negativc controls were rats lnjectcd 
wllh 2µ1 of 6-nM uncomplexed DNA into the sub­
stantia nlgril compact,1. To block the rcccptor­
mediatcd cndocytosis of NT-polyplc:<. 2 µ.I of either 
0.45 M sucrosc or t µ.M SR-48692 containlng 
kclawrphan was injec1cú 10 mln l>efore and concur· 
rently wlth the NT·polyple.•. A stock solution of io- 2 

M.SR-48692 In dlmcthylsulfoxlde was subsequently 
dlluted wilh phosphalc-buffcrcd solu-tion (PBS) lo 
ylcld a· ílnal conccntrallon oí io·• M, followlng the 
manufacturer's spccifkation. Aftt"r surgery. all ani­
mals wcrc injl.'clcd with l>enzathinc pcnkillln 
(300.000 Ul/kg, im) to prevcnt lnfcction. 

lmm111wjl11or.:scc:11cc: 

1r;1crnallzatlot.1 w"as assesscd 4 hr aftl.'r thc lnjectlon 
of the NT-polyplcx. Gene c:<prcsslon was veriíled 
frmn 48 hr up to 90 <.lays aftcr polyfection. For lm­
munonuorcscencc nbscrvations. rats werc decply 
ancsthetizcd with chloral hydratc and perfused 
through 1hc ast:ending .:iorta with 100 mi Cai.+ - and 
Mg' •-free PBS. pH 7.4, foliowed by 150 mi of 4% 
puraformaldehydc in PBS. Thc braln wa.s then re­
moved and rnaintaincd in thc fi.xatlve for 48 hr ,1t 
4ºC. After ovcrnigfu incuba1ion In PBS contalning 
101!10 sucrosc ,u 4ºC, the braln w,1s frozcn and sec­
tioncd in 30·µm slices on the saggital plJ.nc using .l 
Leitz cryoslJt. Slices wcrc indlvidually coll~ctcd in el 

24-well piares comaining PBS. and used far nuores­
cent immunolal>cling oí dopamine neurons. as­
troglial cclls. and the CAT gene product. Slices were 
incubatcd with 10°/o JgG-írec bovine scrum albumln 
(BSA) in PBS-Trllon-X-100 (0.2%) for 20 min at 
room tcmperaturc. Thc primary antibodies were 
mouse anti·tyroslnc: hydroxylase (TH) monoclonal 
antil>ody (1:20 dilution: Boehringer Mannheim. 
lndlanapolls. IN. USA), rabbil anli-glial ílbrilary 
acidlc proteln (GFAP) polydonal amibody (1:400 

. dllution: Dako AIS. Carpintcria. CA, USA). itrld rab­
blt antl-CAT pulyclonal antibody (1:50 dilutlon: 5 
Prime-+3 Prime). Thc sccondary antibodles were 
nuoresccin (FITC)· or rhodaminc: (Rho)-goa1 onti­
mouse lgG ( 1: 100 dilutlon: Plcrcc. Rockford. lL. 
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USA), and FITC- (Vector Laboratorks, Burllngame, 
CA, USA) or Rho·(Plercc) goal anti-rabbit lgG ( 1:60 
dilutlon). Sllces were mounted on glass slldes uslng 
vectashidd (Vector Laboratories) and then scanned 
in a coníocal imaglng system equippcd wlth a kryp­
tonargon laser bcam (Bio-Rad MRC-600, Watíord, 
UK). Thc fluorescL"nce was dctected with cilher 40>< 
or 60X oil·lrnmcrslon objcctives at e.'<cltatlnn/cmls· 
sion wavelcngths of 488/522 nm (green channcl) 
and 568/585 nm {red channel). Ten to twenty con· 
sccutive l·µm optical scctlons were obtained in thc 
z~series. The resulting irnages were projcctcd in a 
bidimensional plane and ovcrlJpped un thc monitor 
using green for FITC and thc green íluurcscent pro· 
tein, and red for propidium iodide ancl Rho. Nega­
ti vc controls wcre nbtained by omilling the primJry 
antibody and replacing lt by an irrelevant antibody 
of thc same lgG subclass. 

C/1/cJn1mpl1l'l1iciJ/ Acetyl Tn1us{t:r1.m: Ass,z.v 

Rots wcrc dceply anesthc1izcd with chlural hydrJte 
Jnd dccapit.uetl. The braln w.1s rapidly removed, 
lnuncrscd In ice·coltl PBS. and mnunted in a vi· 
brL1tomc (O.xford) w nl>t.1in 200·µm sllccs írmn the 
mc:scncephalun and thc ccrcbcllun1. Samplcs from 
lhc pars cumpactJ of the subsl..intia nigru, .1 contigu· 
ous rncscnccphalk rcglon abovc nigra •• 1nd lhc mol· 
ccular loycr of thc ansifurm lolrnlc uf 1hc ccrebcllum 
werc d lsscctcd oul nn .:i cold SIJgc uf o stcrcoscopic 
microscopc and cnlh.'clcd In scp.:ir..itc 0.5·ml tulles 
tha1 wcrc 111ainh1i11cd in liquid N.? urHll use. Slkcs 
írom six rnls wcrc poolcd .1nd homogcnlzcd aftcr 
thc addltion of 0.5 mi Tris-EDTA-N.1CI (0.04 M 
Tris-HCI. 1 mM EDTA 0.15 M N.1CI, pH 7.4). 
HomngclhllCS \Vcrc ccntriíugcd .11 14,000 rpm in .1 
Sorval MRc-·14 microccntrifugc (Dupont, Boston. 
MA. USA) .11 4°C fnr 5 mln. Supcrnatams with sim· 
ilar prolcin conccnlration (2 µglµ l) wcrc lm:ub.uecl 
with { 1º1C)·chloramphcnlcol and acctyl·CoA (4 1111\t) 
Jccording to thc rnclhod descrlbcd prcviously {22). 
( 

14Cf·Chlor.-unphcnlcol and acctyl.11cd [ 14CI· 
chluramphcnk'ol wcrc scparJtcd by 1hin·l..iycr duo· 
rnatogrJphy un sillca plau:s .11HI Jnalyzcd by ..i com· 
putcrlzcd .rntoradlography sys1cm (lns1ant lmagcr. 
Pack.ird). Poslrivc cn111rols of thc CAT Jss.1y wcrc 
lysa1cs from N 1E·l15 cclls transícctcd with pSV2cat 
using thc DNA·CaPO.a co·prccipilatlon rcchnique 
(23). Prntcln conlcnt w.1s mc..isurcd wilh lhc micro 
BCA rcagcnt kit .1s describcd by the manufacturcr 
(Pierce). 

Primary AstrtJl)'lf!·El1ric/1t.•1./ Cultun'S 
From 11le Sul1shmth1 Nlt1ra 

Astrocytc•cnrichcd cultures wt:rc obtalned from 
neonatc ra1 bralns as descrll>t:d elscwhcrc (24). 
Brieíly, 1hc substantla nigra was dissectcd and incu­
batcd in a 1rypsln·EDTA solutlon (0.1% and 5.6 
mM. rcspcc1ively) fnr 10 min. Af1cr thc incubation, 
cells werc mechanically dispcrsed and flhered 
through a 48-µm nylon ml'sh and seeded (2.4 X 10'" 

ccllslml) in 4·wcll platcs containing Dulbecco's 
Modified Eagle Medium supplemented whh 10% 
heat-inactivated íctal cow serom, 2 mM L·glutamine, 
a penicillin-streptomycin mixture ( 10,000 U/mi 
each) and amphotericin B (25 µg/ml). Cultures were 
kept at 37ºC under a 5% co, in 0 2 atmosphere. 
Culture media were replaced 24 hr later and cvery 3 
days thereaíter. 

lntern..illza1ion and exprt:sslon assoys werc per· 
íormed using NT-poiyplcx·pGreen Lantern-1 formed 
at 1:35 molar ratio (6 nM cDNA: 210 nM NT·vector) 
as described previously ( 13). The DNA oí NT-polyplex 
was labeled with propidium iodide ( 10 µM) in 
serum·frce culture medium. Glial cclls seeded In 
chambcr slldes at 80% connuence were incubatcd 
with thc propldium iodidc·labcled NT-polyplcx in 
the prcsence or absencc oí levocabastine ( 1 µM). Aí-

:~~;~,¡:\~~ ~~~~b,~t~~;;:;S~l~~I~~~=. ~~~~~~~1:ri·~~~: F 
and 1hen rixcd with 4% pJraform.ilclchydc in PBS at . 
room tcmpcra1urc. To .1ssíly 1hc cxprcssion, gliJI 
cells. culturcd ílt approxlmatcly 50 1~~. conllucncc. [ 
wcrc lncuba1cd with thc NT·polyplcx formcd JI op· ;:, 
tlmal molar rJtio In scrum·frcc medium. Afler J ..¡..tu 
lncubation. thc medium wJs supplcmcn1cd wllh íc· 
1al bovlnc scrum to yicld a IO'!h conccn1r.11ion. Aftcr [; 
12 hr. thc mcdium WílS rcplaccct with fresh mcdium. . 
Aftcr 48-hr incubJtion, cclls wcrc washcd thrh:c 
wllh PBS and rixcd with 4'Yo par.1íormnlclchydc in 
PBS. Aftcr ílxnlion. cclls wcrc proccsscd for indircct 
immunofluorcsccncc using a rabl>it Jnti·cnw GFAP 
polycional antibody (1:400 dilution), whlch was rc­
vealcd by thc goat Jlltl·rabblt lgG FITC: :r. :nu:111.1i· 
ii~ation assoys or Rho conjugJtcd (1:60 dllution1 111 

cxprcsslon assays. The íluorcscencc WJS dctcctcd 
wlth confocal microscopy Jl cxdto1io11/emissio11 
wavclcngths nf 488/522 nm (green chJnncl) for 
FITC and green fluorcsccnl prmcin • .lnd JI 568/585 
nm (red ch~11111cl) l'or propldium iodidc .ind Rho. 

ASSl'SSlllt!lll iJf Nt•1triJ1MI EXJ.'fl'Ssit111 

Expresslon cflkicncy wos obtaincd by counting thc 
numbcr of cclls exprcssing thc CAT product of 
pSV2cat In J. lntal 1500 TH·posi1ivc cclls, countcd in 
20 brJin sliccs (n = 8 rots). Fur ccll counting, four 
flclds pcr sllce uslng ,1 40X objcctivc were cxam· 
lned. Valucs .uc cxprcsscd as thc mean :: standard 
dcvialion. 

Results 
NT·PiJ/yplt!.'( lt1lt'rlldlt":~11i011 

Thc uptake oí NT·polyplc' by dopamine neurons. 
rcvealed by antl·TH FITC·irnmunostaining. is shown 
in Figure l. Aftcr 4 hr oí imranigrol mlcroinjectlon of 
propidium iodide-labcled NT·polyplcx, red íluores­
cent marks werc secn in FITC·immunolJbclt!'d 
dopamlne ncurons (Fig. IA). Hypertonlc sucrosc 
solutlon .. a condition 1hat blocks endocytlc vesicle 
formation (25), prcventcd the internalization oí 
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n .. ·ur1.z1., 111 111._·,._11 .. 1.· 111 1 ~'·'\ ~J<-1_..,,..,:, 1{)1 1., ..a L·..,..:ri ..... 
l""lt' .. ll••!I !11,11 .. 1111\\\ lhl· 1r1.i!•11l:\ •. : ~li.11 u·ll ... 1n i111n11.di1L 
1'!•'1'!•1.um ··"ll<fr·l.d11•kol ,.,.,.,,l\¡•I,' 

J!111pidi11111 i11ditlt•·l.1hl"ll·d 'l·pnlyph.•\. 111 lhi' 
\1111di111111. 1hl· ll'd llu11rl·.,u:111 111.111 ..... \\1,:rL· pH''L"lll 

11111\ 1111 llH' 'llll.1u· ni d11p.111111h' 111.:111011.., tl·iµ. 110. 
llll· ,,.,,,·111 .111d ... ,·k1.li\'\' llllllfll'J'lith.' NT h.'H'fHttf .111 .. 

1.u.:011i .. 1 sn .. ,~(1 1)~ ·""' li11u, l ... 1.·d lhl.' l11h .. 'rl1.lli1ollio11 
ni rh~ 1..11mpk·x. hc:l-.Hl~t.: ndth\..'f t..'.'\lr,Kc:llul • .u ll''r In· 
lr.h.-L·lluJ.u rc.:d fluon.·'!-1..·t..·111 111.lrk~ \\'t..'n.· 'L't.."11 in 
d11p.i111illl' 11\'tlrnn .. (riµ. ICI. t>r1 llll' nllh'I h.111d. 
p111f'idi11m iodidt.•~l.1lt\°ll'd :\'T-polyplt.•\ \\,i..11111 ... \'t.'11 
i111111 ·itlllllllllnl.1lil·h·d 11 .. 1111..,\'IL'"· ,1l1llulll!h 11 \\.J' 

l11.11li11·d ill lhl' ... lllh' li1·ld "i1hi11 lh"lll't.•11.11 \l 0 11 .. 
ff·i~. 11)1. 

\ f'.}',•lrrll·\- \k1hill1'1i 'n'Jlo.' L\J'I ,·"i.•11 

l'hc cxptt'!'l"ion of 1h~ grcC"ll fluort.•,i:c:nt prolt'ill dld 
11111 t..'nl11..-,1li1l' \\ ith Uho·GF.-\P pu'>llin• .:di' fFiµ. 
.?t\), whilli indi ... 11, • .., .1 ..,4..'1,·l'lht..• lll'Unm,11 "·'f'íl''~ion 
111 llH· 11.111 ... g,·11t·. 111 li1u· wi1h 1hi,, C1\T 1.'\Pll'''io11 
fl'H'.ilt..•d In IU111·i11111111110l.1h'-·li11c t..·nhK.1li1L·d wi1h 
H 1 C·i1111111111ol.1ht·h·d d11p.1111irn· ·,h'11t1111 .. o=i~ . .?U). 
Thl· fr.1lli1111 ni dop.1111Ílh' u•ll" l''l'rl''-'Íll!! rqmth'I 
j.!t..'llt..' prndth.'I" w.1.., 5 _ 4" .. 111 -1 lmk1wndL0 1tl t..'\• 
pl·rlnh.'lll'!>). 

C AT '''l'll"'....,icm \\·,1, .11"' t..1 •nfirmt.•tl lltt'.1'llrinµ 11' 
\'11/~ 111,llil ,J\(j\'j¡~· ill h1 lf11Hl!l'llolll'' 111 IJ11lill '1111\°llll\.' .. 
wh1.·f1.· ~T-polrpl""' h.ul i'1l't..'11 p1t.·\·io11'h 111kr11i11· 
jl"l'lt..•cl. C ·\T .1L1l\'ily \\,1.., 1k11..·1.. 1'-•d in llo111ogt.•11,1t"''' 111 
11iµr.1 \.ot11p.1l 1.1. irnlk.ui11µ 1ht..· ""'IH'l'''in11 111 1h,· e ·\T 
~t..'11\.' 1Fig. 3. l.111l' H). ,\g.1i11. 1h ... • lilod".11ll' 111 llh." .11..ti· 
\'1llin11 ni .~T íl'l'l'Jtlllf'• \\"irh Sl~··l.~h'J.? pt1.'\'t..'llll'd llll' 

f ii: . .!. \lrq . .:l'll 1!11,1).:t'" \IHI\\ in~ t'\llfl'hlOll ol 1h1• i.:t'l1t'' 1'11• 
uulin¡.: J:H'l'l1 ll111ir-t..•\t.l'lll ¡1rutl•in .uul l'hlor.unpht.•nkol 
.u.t..•t\l lr.in"IL•r,11.1,.• in dup.irnlru• nt•1uon'fo. 1·\I i:.1tl11r.• 1•f Rh• .. 
i111111111111l.tl•d1·.I i.:li .. d u·ll' '" •·.''!'"'""' '..;l·pt>\,f1·1h•d !,!hTll IJw,. 
1t•..,,1·111f"•'t•111 1B1 l),,11l•h 1111111u11c•l.ll•,l111i..: \\1lh Hliu·.11111 C.\I 
,Ulil l Jf( · !11]1 JI! l/h'tllllh.,lil/,lfl<'ll .,t ,, j>Pl\ph•\•llh'dl.llt'll 

'"'' '''l"'""'"'"º•"•·lllllllll 111111111111/l"l'""ili\t'lhlp.11111111 
111·1111111 .. 11:r. • llJ 1" .,,.,.41 ,1\ .1 \1'lln\\ ¡1.,,·11,j.,,,,lur. 1111• p.1111·1.., 

flllll\'dl•lll" ••I '""!'•'• 11\i' / ''"111'" "t Ji,.11 ... •11Ld "''• 111111\. 

l'.\:J'l't..'"'ii111 ni lh\.• 1r,111 .. µt..'llt.'. ,1, 'htt\\ 11 liy lhl' l.1 ... k ul 
t.'117\'nt,llli..: .1~th·il\ in hnmu1.:t..•11.1t(·~ ni tlw suh~t.1ntl.1 
nlgÍ.1 (11m11.1r1.1. \,·h ... ·n• :"rr·iH1lyplc..·' w,1, ... ·c1,1d111lnl ... 
ll'h'd \\Ílll SH··l~illJl (Fiµ. l. l.11h· CI. llon111µ1.•n,11t• .. 
lrum li .. ..,u ... .., 111ilrucli'""'t..h'd lr11111 .1 rc..·µi1111 t..01111µ11011-. 
lo 'llh,1.11111.1 11ig1,1 Lolllp.hl.1 IFig. l. l.111l' D) ur lrnm 
lht..• moll'l'lll.u l.1\ t•r ol lht.• .111 .. ilorm loliuh.· ol llll' \.l,'fl'· 

hl'llt1111 1Fig. '· l.111l' EJ .• 1lllm11µh l·'l'º''-'d lu ~T· 
polyplt..•\·pS\'?r.11. clid 1101 ... 11e1w .1ny Cr\T 1llli\'ily. 

CAT !!t..'tu.· '-'\pn .. "sslon in l~·s,11 ... ·~ fro111 ~ 1E·1l5 Cl."11' 
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fl,;. J. tll~h·.1lllnil\ N 1 rt"Cl'J'lnr h1\ol\'t.•mt.•n1 In 
NT·1>olyplt..•,-11u•dl,t1f.'d t'\Ptt.'"''lon ni th'-• J:t.'lll' t•ntudln~ 
'hlur,uuphl·nh 111 •ll l'I\ 1 11.111 ... h·t.l"l'. \:T· J•<'h 11k,·p'-\'.?,.11 
\\,i... lllh IUlllJ• t l<'.I 111lt1 llh f'·ll" ••<lllJ'.hl 1 uf 1111' .... ,IJ,¡,111(1.l 

111).!l.1 .11111 1111" 111,· 11"'"'•111.11 l.l\•'I ,11 tlh .111 .. 11111111 l .. llult• "I 
rlw \l'ld•dll1111 \\ht'r1• li1J:'1 .. 1l!i1111\ '1 11·. q•1111 .. olh' ·'""•ºlll 
'fht• 11~1111' ",\ H.'l'll'"'lll.llÍ\1· .111lo•t.hll"l.:f,1p/1\ 1111111 1h1n 
iluh·pt'IHl.'111 ""l't'ltlllt'lll .. """\\UlL: .• 1ili11 l.t\t'I 1h111111.1111~r.•· 
ph~ ni ! . '1 ·: ·~ ldt•T,1111fthl'llhul lºll/\ 111.111, .i. t'f\ /.1111•11. f. ·\I 
i.;t•111..· "'''l'h . .., .. ,,111 111 h ... un lr••lll '.'- 11.· 1 Is .:1.:ll'!- u.111'-frn,·d 
\\ilh p~\',:..,,11 In lhl· D,,,\·L:.1PO • .,n•¡•1,·dpilollf11n 11..·dmiqlH· 
\\,1.., U"l"d .1 .. 1 ,.,,,¡¡¡, .... \1tlltnd 1•1 Jiu C.\f ·"""·l' 11.1111· ..\1. \.AT 
.hlh ti\ 111 .. 111•1·rr1.11.1111" ll•trll 1i .. 111 .. ,_:,·1111t· ..... 1llh'1·1Uill" p.u .. 
l"lllp,hl l 1•1 tlll .. ui. .. 1,1111i,1 1111.,!T,I l/t 111•· .1lo..,.·1i.1· jl,11h• 1\1 Uf 

1111·-.,·ri.1· ··1 "'lf I~•·".~ 1l.11w 1 1 '.-1ll1t·1 1111111111:1·11.111· ... 1111111 
ti ... ,111· •'\•'' rh,· po1hl1·\11·.t .. 11h .. 1.11111.1 11u:1.1 l'·"" \11111p.111.1 
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trnnsfL'<:lcd wltlt pSV2cnl by thL· DNA-CnP0,1 cn­
prc:clph.111011 h.~chniqm.• (23) was usc.•d ns a posltlvc 
w111rol uf 1hc CAT nssny (Flg. J, l.111c A). · 

Tu l.'Vílh1t1tc lhl' tc111pnral coursc oí 1hc lrolnS· 
gc:nc c..'XJHC:sslon, slkcs frnm thl.' .suhstnntla ni¡.:ra 
Wl.'rc.• oh1ainccl íll 2, 15, 30 111ul 90 d.1ys ,1flc..•r pGíl•c..•11 
L.111tc..•r11 1 polyí«..'Clion. Tlu.· grc..•c.•n Uuon .. •sc..·c..•111 pro· 
tl.'in was ,,:k.irly dl.'lc..'c..·tc..•d from 2 days (11 = 5) up lo 
15 d.iys (11=4) .iflcr pnlyk<:tlnn. Only tlunrcs.:ctll 
vcstigc:s wc..•rc..• ol>scrVl'cl al 30 d.1ys ,1flc..•r pnl\'flol'.11011 
(11 = 4). ,11ul no tlunrc..'M .. ·c..•1u.:c \Vtls cktc1.:tc..•cl íll 
90 days afll.'r polyfc..•c..·1inn (11 = 4), 

1111t•r1111li:1uh1111111d E.\'J'"l'S!ih'" ;,, cin11 Cl'lls 
,..,.,,111 St1bSl1WIÍ1l N1:1/1'1l 

To 1..·011rir111 llH.' in vivo foilurc..· of 1l!'tln1rytc..•s to inu.•r· 
11.11i:1c..· 1111..• NT-polypll•x .ind 10 1.•xpn..·ss 1hc: rc11or11.•r 
¡..:t.'lll.'!'>, irt11.·r11,1Ji.1.11ion .111d 1.•xprt.•ssion .1ss.1ys \v1.•n.• 
t.·.lrri1.·d uu1 in pri111.iry culllir1.•s or gll.111.·1.•lls of suh­
\t.1111i,1 11igr.1. J\nti·GJ-:Ap FITC-immunolílh1.·kd 
gli.11 rdls (Fig. ''") i11n1h,111.·cl with propidium 
iodid1.• l.ihdl•d NT-polypkx show1.•d r1.•d fltior1.•sl·1.•111 
111.uks onl y un lhl'ir rl'llul,1r s11rf,1ü• (Fig. 4 B). llo\\'· 
1.·vt.·r. 11•1 fl1111n·~c1.•11n· 111' 11n1¡1i1liur11 i1Hli1l1.·-l.1l11.·l1.•d 
NT-pulypll'.\ \\'1lS <il'll'l"ll'd (Fig. ·I D) wh1.•11 lhl' gli.11 
rl.'11 ... (Fig. 4C) \Vl.'fl.' i11n1l>,11l'd wilh 1 /..J.M ll.'vo­
c.1l1t1!'otinl' •• l l"tllllJh.'liliVl' ,1111,1gn11iM of lhl' lnW ,1frill· 
Íly NT l"l'l"l.'plor (26,27). Tlll'Sl' l'l'Sllll~ dl'llHlll!'>fr,111.• 

E~/Em SltNISNS 11111 

l 1¡.:. ·l. r.1ilun.· uf luw-,1fllnltr NT rt•u•p1111 .. uf n1ll11H·cl 
.1 .. 1ru¡.:1i.il tl'll' lo 11pt.1kt• llll' ¡1111pill111111 1tulhll•-l,1hl•kll 
Nr•p11lrph.0

\., (A) .111d (C) ,\ll' 111i.10plit1hlj.!l.1Jlh\ 11ht.1i11.·1I ill 
tlw ¡.:rn·n d1.11111l'l 11f lhl· lnnlul.11 111iu11\lllfh' IJ11111 u1ll11n·1I 
i:Ji,11 ll'll' 1TrC-i111111111111l.1h1·h-1l lnr ).:li.11 lih1i1.11y .1ddh ¡11111l'i11. 
(U) .md (11) .11.· lllil111ph11111µ1.1ph' ult1,1ilH'1I in 1h1• ll'il di.llllll'I 
111 1111• lllllfnl,11 lllilltl\lOl't' \huwillJ! llh· f1111111•"ll'lht' 111 p111pltl­
iu111 i11tlidl··f,1ltd1·d l>N1\ ni lh1· NT·pulypli·'· Mit111ph11111¡.:i,1pli' 
111 rl11· kll 111lt111111 (A .11111 CI .11111 1hd1 1t'"l'l'tli\'l• \1•1111ll'rl'•lll~ 
1111111· ri).:111 u1l1111111 (U .11111 ll) Wlºf\0 11li1,1ir11·tl f111111 lh1· ... mil' 
lkl1I,, (Al .11111 (B) ,1n• l·¡f111 l1111i,111111,1I 't'1li11t1!-o .. 1111wit1).: 
:-..:T·¡iul~ph·' ltiudlnµ 111 1h1· u·ll11l.1r \t1rl.lll'o 11111 11111 h11t·111.1li,1,1• 

1i1111i11101h1· gli.11 u·ll. (C:) .11111 (ll) .111· p111j1·1·1i1111' 11l 11''flt'dh·l' 
,/·\l·ti1·' 111 l1111i,111111.1I \t'lli111" ,1111\\'it1).: 1l11· l1li11l...111l' l1y 
il'\111,1l1.1 .. 1i11l' 111 NT-pul~ pl1'' liiucliug. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

lllílt undcr thc prc.'Sl'lll i.:undillons, loW·Llflinlly NT 
rcccplors .1rc.• un,1hlc.• 10 inlc.'nMlllc thc NT-pnlypll•x, 
ullhough .1pp'arc111ly thl'y hound 11. In ,1gr1.•en1l'nl 
wllh lhC int~fllillii'AlliOll fl'SlJllS, JlfÍl11l1ry cultures or 
dSlrnc.:yles \\'.l're 1101 Lll>fc IO exprc.•ss thl' green lluo­
rcS<ºClll proldn dcllvcrcd hy thc NT-pnlyplcx (d.it.1 
nnl shown), 

Discussion 
TIÍc prcscnt rcsulas show 1hc fc,islbilil\' nf gene 1r.111s­
. fer 111111 cc111r.il dnpamlnc cdls uslng NT-pnln>IL'X In 
. lnh;ri1íllfzc tlu:. gc11l'. Of 1hc thrl'l' NT rc.•cc.·p1ors 1 hal 
havc hl'l'll d1.1ri.1c1c.·rlzcc.I In hunh111 .1nd .ulult rock111 
hr;1111 (11,27,28), hlgh-.ifllnlty NT rc(<'plnrs m.i)' ,,.,. 
l'Olllll íor 1h1.• lntcr11.1llz.11io11 of NT-polypkx hl'c.-.1u~1.· 
lhesc.• l'l'l'l'Jllors nr1.• pr1.•sc111 in do¡Mminc.• 111.·urons .i1ul 
.1rc.• .1hll' lo i111c.•r11.1lizl' NT ( 10.12). Al"ll'I' ils inll'rn.11· 
iz.1liu11. NT l1o1s hc.'l'l1 shuwn 10 hl' u11,1l11.•r1.•d nc.·.u lhl' 
cc.•ll 1H1dl'LIS (12). \Uggl.·~1i11¡.:. 1h.1t ir¡~ .1hlc lll l.'SC1lpl' 
frulll l11HJW.;01lll'S hc."ft1rl' lh1.•ir ru~ÍOll Wilh ly ... 0\011\l'S, 
1h1.• m.1111 limiling h.uril•r 10 n•n·p1or-1111.•di.1IL'd J.!l.'lll' 
1r.111sfl'I' :-.ysll'll1s (2 1J). Th1.• NT llltlil'IY uf pulyplt.-x 
111,1y h,1v1.· prnvitkd 1li1.• l.'!'ol"lJll' rou11.• from c.•ndo­
solllt.'s to pl.1s111id DNA during ÍI\ 1r,111spor1, lhus .1le 
lowi11g thl.0 1r.111sg1.•11t.• c.•xpn.·s!-tio11. Tht.• proc.'l'SS hy 
whkh 1hc 1r,111sg1.•111.• is incorpor.HL·d to lhl' n•ll nu­
dc.·us n.•111,1i11s lo hl' SllHlil'll. Uolh 1111..• NT-polypkx 
int1.·n1.1IJ1.,11io11 .1ml rL'J>Orll'f gt.•111.• 1.•xpr1.·s!'>io11 in 
do11o1111i11l' 11c.•11rn11s \\'L'n• JH'l'Vl'llll'd by 1 ¡tM SH­
·l:i61J2, This l'Ulll"1.•111r,11in11 wnuld s.t1l1r,111.• 1101 011ly 
high- ( 16). hui .1ls11 lnw-.1flinltr NT r<·,·cp1<ar• (30,31 ), 
whkh r.1iscs the possihility of llll' p.u1kifltllion nf 
lhl• J,111l'r fl'CCf>lors in NT polyí1.•ction. Lo\v-.1rrinil}' 
NT l'l'l"l'Jllnr is 1.·xprl'S~1.·d h}' ho1h 111.•urons (32) .111d 
gli.11 n•lls (11) in .ulull r.11 l>r,1i11. llo\\'c.'Vl.'r. in 1hc 
1.·m1di1io11s of lhl· pr1.·~l.'lll l'Xpc.·rim1.•111s, 1h,11 rc.·c.·1.•1u11r 
nppl.',HS 1101 10 1i~1Vl' bl.'c.0 11 lnvul\'l'd in tlw i1111.•rn;il­
lz.11io11oí1hc.• NT-polr¡>lc.·x, hl·1.-.111Sl' nl'illll'r in1er11.1l­
iz,11in11 11or l'Xprcssion w1.•r1.• oh~l'l'Vl'd in c.·ul1urL0 d 
GFAP-positiv1.• cl'lls. 1:urlhl•r11u1n·, llll' f,tllurc.· oí NT· 
polypkx In produ1."l' CAT 1.'.'\pr1.·s~io11 in lltc.• mole1.·u­
l.u J.iyl·r of lhl' .111sifor111 lohult.· 111' 1h1.· n·rl'l1l'lh1111. 
whl'r1.• hlgfJ •• 1lfi11ily NT l'l.'l"l.'J>lors •ll"l' .1hst.•111 .111d lo\\'· 
,1fti11i1y n•t.:1.·plors pr1.·sc.·111 ( 19,20). gi vl's furthl·r sup­
porl In lhl' p.utii:ip.llion uf hlgh-.1Bi11ily NT rl.·n·plnrs 
in tlll.' up1.1k"• of 1h1.• NT·JwlyplL·x. Mor1.·ov1.•r, w1.• lh1v1.• 
rc1.:cn1ly dl.'1111111s1r.111.•d lhl.• involVl.'1111.;'lll uf hlghe 
,1fli11i1y ncuroll'llsin rL·c.·l'plors in NT-polyfcctinn 
in vilro (14). 

The prcs1.•111 fl.'Stllts h.wc.· shown lhíll \Ve wcrc 
ahlc.: lo 1ranskr J.:l'lles 11110 dop.11111111.• nl.'urons viíl NT­
polyplc.•x. ,1Jrhough lh1.• l'Jlidc.•nl.•y of lr.lllSÍl.'Ctinn \VilS 
v1.·q· luw 111 c.·nmp.uison lo ll'ntivir.11 vc.•1.·1or 1r.111sl"<..·c..·-
1 ion (2.), Th1.• low dficknc.·y of 1r.111sfl'<:llnn mighl 
h.1v1.• l>l'l'll d111.• In 1ht.• ¡.:r.ulu.11 ,1ddllk.1tio11 of lhl' cn­
docylk v1.·skk (33), whkh llliJ!hl hílvc.• prcvl'nted thc 
l'Sl.º•lPl.' of lhc..• NT-polyplt.•x íro1n c.•ndosomcs hc.•fun• 
1hc.0 l.Ti1k.1I poinl of.1ddilk,11io11. Th1.• use ofstrt1ll'l-!ics 
sut.:h .1s ,1ddi1io11 of fusngc.•nk pl'Jllldes (34) In thc..• 
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NT-vector that can rcscue the NT-polyplex from en­
dosomes earlh:r could rcsult In a consls1ently hlghcr 
cxprcssinn of thc gene of lnlcrcst. 

The NT·polyfection resulrcd In transicnt expres­
sion of reporter genes: it l..lsted only 15 days. lt will 
be nccessary to look for means of subs1~1n1ially pro­
longing thc cxprc:sslon. lt has bccn long considc:rcd 
that the use of tissue speciflc prorno1ers in reccptor­
mcdiared gene transfcr syslems can improve trans­
gcnc c.'Cprcssion in virrn (4) • .uul produce long-term 
1ransgene t':<prcssion in vivo (3). Accordingly .. the use 
of1hc promotcr of thc gene cncnding dop~1mlnc trans­
pom:r (35) migh1 ilnprovl•. 1hc In vivo c:xprcssion 
uf genes transfcctcd by NT·polyplcx in dopaminc 
ncurons. 

In summary. NT-pulyfcction is a mcthod that. 
once the probkms uf 1111: low cffkicncy ,1nd transicnt 
c:cprcsslon havc l>cen solvc:d. could be uscd to trans­
f..:r g.cnes of thcrapcutlc or cxpcrlmcnt..il utillty In 
central dopaminc ncurons. Rci.:t.•111 d.11..i havc shown 
lhJt bnth BDNF Jnd GDNF promotc thc 111,1í111t:­
rMncc and thc: surviv.11 of nigral dopamine n.:urons 
(16-38) Jcading to lncrcascd lntt!rcst In using 1hcm 
,,:¡ 1hcr,1pcuth:s 111od.1li1ics fnr Parklnson disc..lsc. 
:'·ff·polyplc."< would he uscíul in dclining thc role of 
lllt':IC llClltOlíOphÍC f.lCtt>tS in tite rl'SJUHl!'>C of 
dop.uninc niµral neurons IO injury .md in cxplolting 
1hc:ir thcr.1pcutlc po1cntial in Parklnson'"i dist:Jsc. 
Bccaust.• dop.1111inc Di rcl.l'fHor up·rcgul~Hiun sccms 
ro be invulvcct in schizophrc:ni.:1 (39), NT·polyplcx 
111.1~· bt:> uscd to transfcr atlliscnsc ollgonudco1 1dt••: 
th.11 would control ovcn:.'ICprcssion of thc µl·nc cn­
l"mling 0 2 .rcccptors in mcsollmblc dopaminc ncu­
rnns. bccausc thcy Jlso c."<Jltcss high·afílnity NT rc­
ccp1Urs (20). 
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21 

22 Ahsltatl 

23 Reccn1Jy wc rtportcd lhar ncuro1cnsin°SPDP0 poly·L·ly1inc (NT·\·cclor) is :ablc lo bind pl111mid ONA (NT·polyplc.t.) and poly(cct ccll1 
2" cxprcnin¡ 1hc high·:affinity ncurotcnsin receptor 1NTRH) ahhough w11h low minsrccting cfficicncy: in vitro, 6.S::l.5%, and in vh·o, 
2S 5!:4%. In 1hll work, wc attcmptcd to incri:uc thc tr:1n5(cc1ing cfficicncy by 1ntc¡r:11in¡ thc hcm:1g¡lutinin UA2 rusogcnic pcptidc 1nd 1hc 
26 \'pi nuclc:tt loc1liza1ion signal or SV40 to thc NT·pol)'plcx (fusogcnic·k:al')'ophilic·f'o.'T·polyplcx). Confoc:il microscopy and flow 
27 c)1omctry an1lysi1 showcd that thc fusogcnic-karyophilic·NT·polyplcx produccd mo1Uy nuclear localii:a1icin or thc rl:asmid DNA in 
21 NTR.H·btaring NIE·l IS cells. Aboul SO% of NIE-115 ccll1 intcm:1liud :ind exprcsscd thc reponer cene uhcn thc pl:i5mid ONA w:is 

29 transfcncd by 1hc fusogcnic0 kal)•oph11ic-NT0 pol)'JlleJ1.. Ahhough to a len eJ1.ten1. thc addition or uch \'Ír:tl pcplide scparatcly 10 
JO NT0 polyplu (fusogenfc·NT·polyplu or kal)•oph1lic·NT·polyplcx) impro\·cd polyfcction. Fusogcnic·l'·tT·polypleJ!. produccd 22.41 ::5.96'•• 
31 of inlcm:iliz:ation and 20.JS::o.sr.• of c.,prcnion in NIE-115 cclb, whercu k:iryophilic-1''T·polyplcx yitlded 13.75:3.88% and 
Jl I0.94:t:?.C>~~"•· respccli\'ely. Oas:il intcrnaliz:auon .:md exprcuion wcrc de1cctcd in N IE·l IS cells in 1hc prcscncc cif IDO n~I SR-48692 :and 
33 in 1'1RU·lad.ing cclls. Thc fuso¡;cnic·karyophihc-ST·pol)'plcx was microinjcctcJ imo 1hc 1ubsun1i:a ni¡;ra 10 1c~1 ns ability for ,ene 
J" lransfcr in vi,·o. Fusor:cnic0k.ar)'Orhilic·~T·polyplex in1cm:1liz.ation ":is obsencd unhin dopamine ncurons only. Rcroncr gene 
3.5 cxpren1on \\·as obsen·ed in a high rroponion of dop:iminc ncurons up to C>O day1 ancr NT·polyfcc1ion ao1h in1cm:ilizoa1ion and 
36 exprcssion \\'ere r1c,·entcd by SR·486Q:?. Our resuhs show th.:11 thc fUsC1l!cnk 0 J..al')·oph1lic-NT·rolyplcx 15 a lul!hly cnic1cn1 .and srcc1tic 
37 gene \·ec1ar and cncoura¡;c ils use 10 lr:tnsfcr tcnc of ph)'Siological inlcrcst to NTRH·bcaring ncurons. 
38 C> 2002 ruhl11hed by Elsc,·icr Scicncc [J.\'. 

"' Kt ...... .,Js: ~t'UmltnJin rccertou; T1:11n,í«lion; Viral rrrudct; Do¡Jlminc nniroru; l'ont.1nJ.On dlU'.1K 

" 
43 l. Jutruduclion 

44 Taking ad\•nn1:igc oí thc inic:malization prorenles of 
es ncuro1cns1n (Nl'). wc ha\•c rcccnlly dc\•clopcd a i;ene 
46 \'CClor by.crosslinkin& NT wilh poly·L·lysine {31), capable 
47 oí 1rnnsfcrring plasmid DNA (NT·rolyfcc1ion) lo NTRJ ¡ .. 

•c"neJpnnJ1n¡i; 11uhnr. Tel.: +'2·.5.5°n.n.31tOOdl'19, r.m •.52·S.5· 
5747.3754, 

1;,·.':'"il tJ.JJr('u: 1hn¡utm~@füiu.cin\cU.i\'.m\ CD. M.1n1ne.t•Frin~). 

cxrncssin¡; NIE-115 cells [30J. The NT-vcclor is also ablc 
to lrnnsfer reponer i;cnes 10 dopaminc ncurons oí thc pars 
compac1a of 1he rat subs1antia nigrn ( l J, one o( 1hc nucleus 
wi1h hi¡;h dC'n~icy o( NT rcccplor~ (S,6,28}. Since NT 
bypassc:i;o the lysosomal companmcn1 (9J, tite NT moicty of 
the t;cnc \'t'CIClr 1"11Sl hil\'C f1ro\'idcd lhc Cl'iC3f1C OÍ pfasmid 
DNA front cndosomcs, 1hus ilssuring an cífcC"1i\·c gcnC' 
lramfcr to doraminc ncurons. Ncvcnheless, 1hc rolyfo:· 
lion cfficicncy of thc NT-vcclor is low comp:ucd wi1h 1hat 
of rclro\·ir;1I \'ccton;: (38]. 
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!ill lt h:ls hccn reporh:d thal rcccp1or-111cdíat1.·ll i;cnc lransti:r 
!i'> vcctors coníronr \'ariuus ti.micr~ 1h;11 h1111 lhcrn i11dfü:ic111 
"° and unallracliw fur polyfcclion of phys1oloi.;1c:1I gcncs in 
"' \'ivo. Thc tirs1 lnniting b;1rricr to 11011\'is;tl w..:1ots appc:irs 
62 lo be their mactiv:ition in ucidh: cntlmumal \'es1dcs [·HJ] 
f,J mut thcir 1.ksr:1lla1ion in thc lysmom.1! cump.1nmcnl fJ-1 J. 
64 In udditíon. lhi: lo\,. cflicicncy of cmlo,gcnnu-. tr.1nspurting 
6!i 111cdmnisms of c:rng1.'nous DNA to 1hc nudcu!> cuuld 
6f> rcprcscnt a sccood barricr to rcccp1ur-mcd1.1tcd gene 
67 1ransfcr sysicrns [10,50). To b)•p;iss thc lirst harricr, 
6!1 divcrsc npproad1c:- havc b1.•i:n succcssfully u~cd 111g1.·tl11:r 
M wi1h rcccp1nr-r11cllia1l•d gene lransfcr sy~tcm<.. inclutling 
1u hcpalcc1om)·1nduccd livcr rcgcncration aflcr 1hc 1nJcct1un 
71 of the •malo¡!11..:opro1dn·pOlyplex (-IS], rcphcatmn-dcfcc· 
n ti\'e adeno\irus 10 induce disruption o( D:-.1.-\-contairung 
7.l cndosomc-. (15.4SJ. his1idyla1ion of rol>·ly~mc (J3J 10 

1-1 deslabiliie cndosomc rnembrane nnd chloroquine 1ll ncu-
7!i tralize the a.:1d1c pll of cndosomes (IOJ. 
7<1 Se\'eral \·irusc~ h;wc de\'elopcd succcssfut str,ucgics to 
77 bypass th1.· lyso~ornal compartmenl and lo tarfct lhc viral 
78 cenetic mJtcnal 10 the nucleus. An ad.:nm 1ral protcin 
79 capable of fusmg the lipid bilayer of cndoc)11c wsiclcs 
80 produces 1hc rclcasc of 1he viral partick hl thc cytopl.ism 
81 (24]. For 1his rcason, adenoviruses han: bccn uscd lo 
82 cnhance gene i:'\prcssion in polyfectcd cclls ( 15,-IS]. A 
8l 22-amino-acid long peptide (GLFEAIAEFIEGGWEG· 
s-1 LIEGCA) from tite amino·lcnninus of inllu.:nza \"ÍNS 

8!i hemagclutinin l IA2 capablc of fusing lipid bilaycr of 
86 cndocytic \csiclcs [42] significantly incrcascs receptor· 
87 mediatcd rcportcr sene exprcssion (32,33.4-1) Once thc 
88 \'Írus is rclc:1~.:d 10 thc cytoplasm, sorne nr.il protcins 
89 possessing karyoplulic de1cnninants also kno\\fl as nuclear 
90 localization s1¡?oal (NLS) target virus genomc 10 thc host 
91 ccll nuclcus (for rcview sce [37]). A t-:LS cif thc SV40 
92 majar capsid protein Vpl (23] is rcspons1blc for nuclear 
9J t:irgetins of \'pi :lnd virions as "·clJ [:!:?J. Further analysis 
9-1 of\'pl NLS has shown thnt ene ofits 19·am1r..:i·add long 
9!i (MArTKRKGSCPGAAPNKPK) pcp1iJ1." mutanls has a 
96 potent nuclear 1r:1ns¡ior1 ac1i\1i1y [23). 
97 This work was perfonned to test if che Cl1upling of a 
98 "hen1agglu1inin UA2-d.:rived fusocenic pcptidc 10 1he NT· 
99 \'ector and 1he binding of Vpl NLS of S\'.H.r-[23] lo 
100 plasmid O~A 1 fusogcnic·karyophilic-NT·pnlyrl~.,l signifi· 
101 cantly imrro\cS pol>·fcclion efficiency in 'nro. Once 
102 known tht' optim;il conditions in \'itro. lhc fusogenic· 
ID) kOJryophilic-:•ff·polyplex was challengcd lo lransfcr 
10-I pGrc:en Lnntem 1 in \'i\'O to dompamincrgic ncurons uf the 
105 subs1antia nii;ra. Our rcsulls indicate that the incorporation 
106 of at lea~ two viral peptidcs to a non\.·iral \·cc1or wcrc 
101 sufficicnt ro O\'.:rcome two major barrier~ to receptor 
1os medi:ncd-endocytosis gene transfcr systems. 

109 2. l\laterlals aml mcthods 

110 2.1. S.:mtlmis of1hcfusogenlc·NT·,·ec1or 

111 To obtain the fusogcnic·NT·vector. both thc llA2·dC· 

\~\-~ 

rivcd fusog'-·111c l'Cpllde (Gt.FEAlr\H'IEGGWl!GLIEG· 
Ct\KKK: pu11ty >90%; Synpl.'p, Ouhl111. CA, USA) ami 
NT u..:rl' crn~~lmh•d with poly-1-ly:.111i: (mean molecular 
wcighr 4S OOU IJa) using ,\l.!it1..:i:1111111idyl·l-(2· 
pyriJyhhth111) prop1onall.' (1.C·Sl'l>l1) fullowmi; the melh· 
od ch.u \'C di:srnb'"•d prc\·iously [31 J. llrictly, in scpara1c 
assa)"S J m.\I NT, l mM fusogcnic pcp11dc ilnd 0.43 mM 
poly·l·l)'>llll.' \\~·re crosslmked wilh 6 mM LC·Sl'DP cach. 
NT-Sl'OI' am.1 fusogcnic rcptillc-Sl'UI' wcrc puriílcJ by 
gel fi11ra1inn ami conccntratcd to U.5 mi cach. J'oly·L· 
lysinc-Sl'DP was addítionnlly rcdm:cd tu pnly0 1.-lysinc­
Sl'OP-Sll \\llh sn mM c.lithio1hrl.'ito1, purificd by gel 
tiltratton and c11nccn1ratcd to 1 mi. (\111i:cn1ra1ct.1 sror 
dcti\'allvcs \\ crl.' mcubated for J6 h al room tcmpenuure 
undcr co111mU1ms shaking:. Thc resulting conjugatcs werc 
puriticd in a Dio_g,cl A l.S m column usinl! 2 M cuamdinc 
in IO 111:..1 !lepes, rll 7.-1 ns mobile phase. The fractions 
containing ( ÍLISO!c!t!'ttic peptidc-SrDP)·!\T-SPDP-poly·L· 
lysine (!he fusogenic-NT·\'cctor) \i,.·crc pooled nnd concen· 
trat.:d 10 1 rnl by using an uhrafiltr.1tion ccll. Thc 
fusoi;cnic-ST-vcctor was further dialyzcd agninsl phos· 
phate-buffcn:d salinc (POS) solution. pi! 7 .4 and slerilized 
by fihralion using: a 0.22·µ.m fihcr. 

2.2. Fornw1io11 uf tlic.• fi1rogcnic·karyapl11lic·NT·polypf~.t 

Thc mu1an1 Vpl NLS pt!'plidc 
(MAPTKRKGSCl'GAAPNKPK; purity >90º/a; Synpcp) 
was clectrostaticJlly bound to plasmid DNA to fonn thc 
karyophilic-plasmid DNA. Thc pi:p1ide and thc plasmid 
DNA wcre d1ssol\'cd in serum-frec Dulbccco's modi6cd 
e;:igle medium (IJ:..IE~I). Similar omounts of 6 nM plasmid 
ONA wcre incubated with incre.:ising amoun1s of thc 
karyophilic pep11de (2.S, S.0, 1.S, JO.O, 12.S. IS.O, 17.S, 
20.0, 2S.O µ.M) for 30 min al room temperaturc nnd then 
subjec1cd to 0.S~ú acarose gel elcc1r11phorcsis as wc 
describcd prc\·i11usly (.31). 

Sincc 15 µ~I karyophilic pcptide soluuon does nol 
salurate thc anionic charges of DN1\, chis concentralion 
was selected 10 fonn !he fusogcnic-kal)·ophilic-NT·poly· 
plcx. Comrlexes werc fotmed at incrca<;ing (2, 4, 6, 8, 10, 
12, 14. 16, 18 and 20) molar ratios by addmg 0.6 mi or 
fusogcnic·NT-\·cctor dropwise lo 1 A mi of k:tryophilic· 
plasmid D~A soluuon (IS µ.M:6 n~I). Reaction miitturcs 
wcrc incubatcd for 30 min nt room tcmperaturc and 
subjcc1ed to 0.8% agarose gel cleclrophorcsis ílS 
dcscribeJ pre\·iously (31 ]. 

2 .• 1. ,VT·pO~\'fi•ctwn of cultured cclts w11h pGrc,·t1 
lantern I 

Ncuroblnston13 NIE·llS and COS7 ccll lincs wcre 
culcurerl''in DMEM supplcmented wi1h 10% fetal bovinc 
serum. pcnicillin-streptom)·cin ( 100 µ.g/ml or each) and 

' amphotericín (0.25 µg/ml). Cell cultures were kept at 
37 •e under a S'!O C02 n1mosphere. lnll.'rnaliz:i.tion and 
gene e:<prcssion were assayed as describcd pn:viously 
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JM (Jfl,J 1 J Twcnty·four hnurs hcforl.." 1hc c.\prc~sion mul 
lti7 intcrnal11;11wn assays, cclls wcrc ~l·cdcd 111 4·wcll places .al 
lf1K 50 ;uul ~U~d rnulluc111.:c, tl·~pci:l1\dy. Fur i11h:rnahl.1tion 
w> assay, cclls wcrc c."<posed lo 1 Jl~I cakdn A~I for 20 min 
170 :111d then mcul.iall!d wilh propuhum Wllidc·lahclcd NT· 
171 polyph:xcs (6 nM cDNA) for JO min. Cclls \\ere wnshed 
17:! wi1h POS, fh;cd wilh 4'Vo parafonnaldch}·dc and moun!cJ 
17l with nmiqucnching mcdium ( V~claslucld, \'cclur l.abs., 
174 Durlingamc, CA, USA) for confocal microscupy 1111alysis. 
1n For e.,prcssion ass:tys, cclls WL'fC c\poscd 10 diffcrcnl 
176 NT·polyplcxcs {6 nM cDNA) for 30 min, washcd with 
111 J10S and fuMlu:r incubarcd in scn1111°:inr1biotic-sup-
11s plemcnled o~mM for 48 h. Cell.<. wcrc washed with PUS 
JN and fhi:d wilh 4% parafom1aldchydc.?. Alicr countcrslain-
ISO ins wi1h 1 µ~I propidium iodidc, cclls wi:rc mountcd wi1h 
1111 Vcclnshield for confocnl microsco¡iy analysis. Dlod;ing 
18:! 3ssays wcrc: cJrricd out using cithcr 100 nM SR-4S692, a 
183 spccific nonpcptidc anlagonisl of ~T rci:cptors (19J or 0.45 
184 M sucrose solulion, a nonspccifk inhiliitor of rcccptor-
IS5 medfatcd cndocytosis [21}. Cclls wcrc analyzcd in a 
186 confocal ima,ging system equipped w11h a krypton-nrgon 
187 lascr bcam ( Bio-Rad MRC-600, Watford, UK) as described 
us (1,30,31]. Thc fluoresccncc was dc1ccrcd with a 60X 
189 oil-immersion objcctivc at cxcl!Jtionlcmission wave-
190 lengths of 4881522 nm (green channel) and 568/585 nm 
191 (red channel). Ten 10 twenty consecut1\·e op1ical sections at 
19:! 1-µm in1ervals were obtained in thc z-serics. The rcsul1ing 
l9J ima¡;cs \\Cte projccted in a bidimensional plane .:md werc 
194 O\'erlappcd on thc screcn moni1or usmg green for calcein 
195 :md thc green fluorcsccn1 prolcin (GfP) (lhc product of 
196 rcporter gene pGrecn Lanteml) and red íor propidium 
197 iodidc. 

198 2.4. F/t.Jh' cytometl")' 
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QuantttJll\"C :inalysis of intcmahz.11ion :ind expression 
assays w.u achie\'ed using FACSort cquipmcnt (Decton 
Dicl.:in~on. San Josc, CA, USA). lnlcmalization was 
C\'aluarcd through lhc fluorcsccncc of propidium iodiJc­
labelcd S'T-pol)"plcxes, whcrens e."<prcssion WJs c\·aluJh:d 
throu,gh thc GFP fluorcsccncc. Upon complclion of intcrª 
nJlizarion or cxprcssion assay, cells werc l'Y.('Sinizcd, 
suspended in rus and immcdiJlely analyzetl in the 
FACSon cquipment. Popula1ions of 10 .. cclls Were cxcited 
al cithcr 488 or S68 nm and thc f1uoresccncc of OFr anJ 
of prop1dium iodidc was detected a1 S22 and S85 nm, 
rcspccti\cly. The dorplot was ob!Jincd by semilog plotcing 
sidc scallcr. a parnmc1cr of cell granulari1y, \"ersus thc 
logari1hm of fluorcscencc inten!iiitv, "''hich was dividcd in 
thrce rcg1ons: RI (10°-10 1), R2 (10'-102)and R3 (102

-

10•). Fluoresccm:c values in RI and R2 were considcrcd 
as basal \·alues for all cxpcrimcntJI cond11ions. 

lnccmalization and c.icrrcssion assay con1rols \\'Ctc cells 
e.'<poscd 10 propidium iodidc·labclcJ plasmid DNA. 

111 2.5 .• .fnima/.r 

219 l!xpcriments wcrc conduclcd on malc Wistar nus 

f\\c1i;h111g 2J0-2SO g al lhc onscl urc'<pc:rimenf) bred in 
uur focilnu:s. ,.\11im.1ls \\'CfC ma1111.1111cJ undcr constanc 
n1'llll 1cmpcrnlurc: (2J"C) anJ l1gh1-dark c)"Clc (12:12 h 
llglu-dark); wilh food nrul water ad llbinun. All rroª 
i:ellurcs were in accorJ:rnce wi1h lhc Guidc for 1hc Cnrc 
and Use nf l.aborafory Animals uf 1he M111xican Council 
fur 1\nnnal Carc as aprrovctl b)' 1hi: Cinvcsta\' Animal 
('are Cormnillec. All efforl!li wcrc: rnadc lo minimizc 
arum.11 !lttfTenng, to reduce lhc numbcr of nnimals uscd, 
;1ml lo u1ilíze nllcniativcs 10 in \'1\·o rci:hniqm:s. 

Each rar \\'ilS am:slhclizcJ by an m1tJpcritoncal injection 
uf chloral hydralc (350 mgllq;J and rlaccd in a slcrcotJxic 
111s1rumcnt (David Kopl) with che mcisor bar 3.3 mm 
lieluw che inlcraural line. KclJtorphan 1 SO mM), an in \•i\•o 
cnJopcpud:isc inh1bitor, was uscJ hl rrolcct 1hc NT moiety 
of polyplc.'< a¡;ainst thc cnzymatic clc:wacc [8]. Aficr 
cr.uual lrcpanalion, 2 µI of fusogenic·l.::HyophilicªNTª 
polrple:+: (6 nM wi1h rcspect to D~.·\} containing kelator· 
phan \\ere microinjcc!cd into 1hc dorsal border of sub· 
sran11a nigra compac1a at a ra1c or 0.1 µllmin. The 
coorJmatcs wcre AP -4.9 from liregma: L +2.0 from 
nudlinc. VD -6.0 from che cortcx surface lf]. In addition, 
a local adminislration of :? µI of SO mM kclatorphan 
precedeJ the fusogenic-karyophihc-S'T·polyplcx adminis· 
tralion. To \'isualize the polyple."< m1emaliza1ion, prop· 
idium iodidc (10 µM) was aJded 10 1he polyplex solution 
10 labcl the pfasn1id ONA {pGrcen Lan1cm-I ). To block 
thc reccp1or·media1cd cndocy1os1s of fusogenic­
kal")'ophilic-f\T-pol)11le"<, 2 µI of 1 µ~t SR-48692 con· 
1aining kelalol'Jlhan was injech:d 1 O nun befare and 
concurrently with lhc polyplcx. A i;:iod.: solulion of IO-J 
M SR-~8692 in dimcthylsulfo,,,1de was subsequcntly di­
lutcd with ros 10 yicld a final conccntr.uion of io-• M, 
follov.in¡; lhc nunufac1urcr spccificJ1ion. Aflcr surgcry. ali 
anunals wcrc injecled with bcnza1hme pcnicillin (300 000 
1 U./k¡;. i.m.) to prc,·cnt infection 

:!. i. /111,,mnujluor('SCt:nce 

lntemaliza1ion wns assessed 4 h aftcr che injcction of the 
fusogcnic-karyophilic·NT·polyplc"<. Gene expression was 
vcnfied from 48 h up to 60 dJys ~1ftcr polyfcc1ion. for 
immunofluorcscencc obsenrations, tJ1$ wcrc Jeeply anes· 
lhetized with chloral hydrate nntl pcrfused through 1hc 
asccnJ1ng aorta wi1h 100 mi of rus. followed by 150 mi 
of 4~• parnfonnaldc:hyde in POS Thc brain was then 
rc:mo\·cJ ami maintained in the tiur1' e for 48 h al 4 •c. 
Afl~r ovemighl incubarion in PUS containing 10% sucrose 
ar.; •e, 1hc brain was fruzcn and sectionc:d in 30-µm sliccs 
on lhe sa¡;gilaf planc using a Leilz cryos1:11. Slices wcfe' 
individuJlly collected in a :?4awclls rlale containing rns, 
and useJ for fluorcscent immunol.ibclin¡; of dopaminc 
neurons nnd nstro¡;lial cclls. Slices werc incubatcd wilh 
10% J¡;G·frec bovine serum albumin m PllS-Triton•XalOO 
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:::•>() (0.2o/c1) for :?ll 111111 al rnurn 1cmpcrnt1nc .. , he r11111;1ry 

:!91 ;mt1hmlies \\C.'IL' 1110\ISC :Ulli·l)'íUSlllC liydhl''.'l:t!i.C (íll) 
:!9:! monoclonal :m11hll1ly ( 1:20 tJiluliun; Bt•l'hlln~t."r ~1ann-

:::<>J hcirn) ¡11111 r;i~bll ;inl•·i:lial ílbrilary :ICl\hc rrn1c1n IÜF/\11) A) 
;:94 polyclorrnl ;11111hody ( 1 AflU thluliun; Ualwl Thc s1.'condary 
:!95 antibodic!i "1..~rc lluorc~ccin (i:ITC)-tlt rhod.uninc 
296 (Rho)-11oa1 011111-in(luse JgG (1:100 d1lu11on, P1crcc1, and 
297 ¡:JTc (Vc.•ctor J.abs.) or Hho (l'icrcl!} go:il ;11111-tabhll lgG 
;!oJH (1:60 dih111~llll Sl1ccs wcrc muun1cJ nn gla~~ !>l1Jcs u!i.Íll!! 
l99 \'Ccta"luchJ ;md thcn scannc-d in a c1111f1x.1I 1111.11-.!Íllg 
JOO s)'51crn. Th1..· fü¡orcscl!ncc was dclcctcd \\ ith .:uhcr ~CIX or 
JUI 60X u1l-1mnwt .. 111n objcc1ivcs :it C:\~·11.1111'n t>m1ss1on 
Jtl;! wn\'ch.•11¡:1hs 11f -IXS · -5:?:? 11111 (gri:cn chamwl 1 ;m,1 ~fit\15S~ 
303 nm (ri:d d1annd1 Ten to lwcnly consccut1\i: l·µlll oplical 
J04 scclions \H•rc ohiamcd in 1hc z-scri1•s "Jhi: Tl'SU!ling 
JO!I imagC's \\1:11: pwji:di:d in n bidimensmn:il pl.u:i: .ind wcrc 
)(16 o\·erlnppi:1l 11n the SCll'Cn monilor using lht! n1],,r peen for 
J07 FITC muJ GFP, and red for propidium 111d1dc nnd 
JOS rhodnmini:. :'\cgnt1\"c conlrols wcre ob1n111i:d hy C1mi1ting 
J09 1hc primary .11111body, nnd replacins it 11~ :m mclc\"an1 
JIO nn11body of the !>ame JgG subclass. 

JI/ J.8, EJ]icl1•11(1 1h'lt'rm111n1io11 attd .1ra1ütic11I .m.1/i JÜ 

JI:! All vnluc~ :ire 1hi:- mean:::S.E.M. ob1aincd frC'lill four 
Jll indcpendenl duplicaled experimenls. For !>laurncal :innly· 
314 sis, ANOVA \\1th Student's 11est was used 10 compare the 
J 15 groups. In nll case!', a difícrcncc wns considcrcd significant 
316 when p Wí'IS <O.OS. 

111 2.9. Chc1111C11/.\ 

318 Doth lh(' llA~-dcti\·cd ÍUSOl!l!'lllC rcptidc 
319 (GLFEAIAEFltGG\\'EGLIEGCAKKK) iind 1hr replide 
J:!O deri\'cd fro111 1hc S\'40 mnjor capsid pto1e1n \"pi r-.:LS 
321 (MAPTl\.10'-GSCPGAAPNKPK). >90'!¡, puruy. wcre syn-
3:!:! 1hesizc1i by S~ npcp. ~fou!>c an1i-TI 1 mon11clonal an11body 
J2J w:is purclm~cd fwm Roche Dingnostics e lnd1anap1.11is, ll\', 
J2'4 USA) nml r.11,h11 m111·GFAP polyclonal n1111l,11\!~ ''ªli frorn 
J:!S Dako (C:upuncria. CA. USA}. FITC·go.·u ;mt1-t:thhi1 lgG 
326 and Vcc1a~l111.·l.t ''ªli purchnsed fro01 \'ccwr l..1l~. FITC· 
)27 and Rhn·gl1,11 ;mtHnousc: lgG, Rho·go;u am1-1.1~h11 l!JG. 
]:!8 LC-SPDI' and 1!11/uo1hri:i1nl (OTI) wcrC" pu1d1;1~1.·d from 
)Z9 Pit:tfC Ch1.·11u\·.1l 4 ¡{¡1d,,ford, JI •• USA). l'tily·l ·IY!<>lllC hy-
BO drocloridc 141' 0110 IJ.11. cthidium bru1111M. rwrt1llum 
.HI iodidc, dimL'lh~I M1lfo\idc. F.DTA disodmm ~;ih. ;¡g;in1se, 
J.12 lll!l'ES, i;.uanhhnc. ftarafom1aldch)'dC and :'\T \\l.'rC pur· 
JJ.\ chascd f111111 S1g1t1a (SI. Louil'i, MO. l.'S·\I pGrccn 
JH L:mlcm·I. l'BS 1<'.1!· :md Mg:• frcC"), l>\t1::~L fe1nl 
J~~ bo\'inc ~1.·run1. try1N11-l:DTA, llEl'ES buffer. Mldium 
~~h b1carbunalc .111d ;111t1ti1011c-a111irnic1111c !>nlut11111~ '' 1.·rc ob-
H7 tnincd frnm ti1b1.·11·BIO. (Grnnd Jslnnd, NY. LS·\I Calcem 
.l)li A~t W<iJii pwd1.1 .. l·d frnm Mnl1.·cular l'rnhcs 1E1111cnc, OR, 
n•1 USA). Ect11111-l'.1i.: llllJG, Sl.'phndcx O·IO mhl Bwµ<"'I A 1.5 
1..111 colt111111s \H'rt• <1ht;m11•d fwm Bm.H.ad C H1dn111,nd. CA, 

8) a b e d 

F1¡:. 1. ll' ·\ h"IJ11Jm1•n n11cro.11uyt CAi l'l.u•flll•I 11' .\ ,..,111t..buon hy 
lhe c.-k,·1r.••l.1t1• l•u1Jm¡: of S\'..IO \'rl l\"LS 1L.11~"1'h':'~ ~ru.Jc). Thc 
numt>.:-" 111t.!1,.11c thc conctntr;ilion of l.;n)"rtu!i.· l'"f'Ullc lt~lcd for 
h1n.Jm' h n\t ¡>l.o•ttll•I D~A llJJ Rc.-1:11J.111\1n llllU•\••'-1' )huu.m¡: thal 15 
11M l.al)~•rt11l11; r-.·r11dc.- don nol 1n1tñt1t v.11h ch~ '"urhni; t..:l•"C"tn 
fu,~l"lllt·'l·•nl"r and rl•\m1d ()SA lo• 1Hlll1 lhC' ÍUM'J:c."hlC• 

"31)·0rh•hP'd"·r<>l~l'k\ •1 1.11 mol.u r.itm 1.11 I k~111•r!,.,n:uc n11¡!ra1i1in 
uf h n\I r'·••llu·.i U:'\:\ lrfift''-"" L;in1t1n 11. 1h1 1111~r.1hon flf b nM 
plll\m1J I>'·\ .. 1,..1 m\·11h.11mn \lo1lh U llM "·•~··rfi1l1c rcruJc-, tcl 
mt¡.:1.111011 "' 111,,•~rn•t·ST·rolyplu. 1r~11/1rJ flom 1on.ih..111nn 11f 6 nM 
pl~"mJ ll"·' .. uh fü'"l!..-1Uc·ST·'t'cl1•r a1 111 .. 1.11 r.ihn .. r l.H; 4<11 
1111i:r.i11,,n ••l tu~"~c111c-~.111·.,rh1hc·t.:T-1"•l}·rk' ••'•ul11·J lr.1111 m\·11Nil1"n 
1•fl'ta .. 1111J IJ\;.\ l.11)·0rh1lr1: J>l"J'lldt 11'1nM.151•\ll •uth ru,1•¡.'tn1c.--ST· 
\C~lor ,U 1,_m,,l.111.11111 
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lSI USA). All othcr chcmicals wcrc of analytical rcagcnt grade 
352 quality and obtaincd from usual commcrcial &ourccs. 

JSJ 3. Resulls 

JJ4 J./, Formatlon of /usogc11ic-NT-polyplex and fusogenic­
JSS kul')'Ophllic·NT·po/)'p/cx 

356 The karyophilic pcplide was nblc 10 bind plasmid DNA 

in an clcctros1a1ic manncr (Fig. JA). Ancr incuba1ion of 
idcntical aliquots oí 6 nM plasmid DNA wilh lncrcasing 
conccntra1ions of karyophilic peptidc (2.S-25 µM), thc 
clectrophorcsis showcd nn incrcasing rctardation of DNA 
migra1ion up 10 thc total rc1cntion of DNA by thc 25-µM 
conccnrration (Fig. IA). 

Thc rctardation microassay showcd that thc oplimal 
molar ratio bctwccn plasmid DNA and fusogcnic-NT­
SPDP-poly-L-lysinc was 1 :8 (Fig. 1 B,c). The 15-µM 
conccntra1ion of karyophilic pcp1ide did not impedc lhc 
clcclroslatic binding of plasmid DNA wilh thc pol)'·L• 

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

"' 

. . . .G _./ . .. 
. .,. ·-

/; ... 
••. . _JM ... ...... 

. -· ·./ -
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34.4 Fi1. 2. Fusoacnlc &Dd b.ryophllic ptphdcs cnhancc NT-pol)lllu: lrucmahulion In NTRlf.t.c:arin& tells. Jn1cmaliulion oí rropidium kldH:k·l1bcltd 
3"5 fw:o¡cnlc-karyophilic-1'7°polyplc11 in NJE-115 cclls (A &Dd 0). EfTttt or º"' M sucruw on fw:occnic·karyophilic•NT,pol)'plu lnkm.liurion by 
J.46 NIE·llS cdll (C and 0). Etrcd oí 100 nM SR-41692 on f'uao1cnk·hrygphilic·NT·polyplu lntcmaliution by NIE-11.S cdlJ (E and F). t..ckln¡ or 
347 ln1cmaliz.11ion o( lbc fuso1cn1c-karyophllic•Nl'.polyplu by COS7 cdl1 CO and H). Cella v.·ctt countf'nt1incd w11h cakcin AM (A, C. E and G) 20 min 
341 bcforc incubalion v.·tth thc íuso¡f'nic-hryophilic·NT·rol)'plu labckd with propidium iodide CD, O, F and H). Fluornccncc v.·u dc1ccted •ilh a confOQI 
3"9 m1crouopc. lma¡ca A-D are J .µm 1h1tk honion11I KClk>ru. lhtou,h thc ccll nudn11, and imacea E-H arc prujcc1iona oí 1hc conapondin1 z-Krita oí 
350 horizontal 1CCtion1. Sc1lc bani, 20 µm. 
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l:.·s111c 111mcty of lh..: h'dur t F1g. 111,d), lhu:. u:sullm!! 111 
.l;o.J lhc fuo,;ugcnic-k:11}'l)pl11l1..:·S·1-pnlypkx. 

:.,o .i.:!. F11.1o;:c11tc um/ J.,11111¡•/11/"· ¡•c¡iti.k.1 111 lht• /\'f-
.1.11 ¡•11~1·¡1/cx cttlumc.• ¡1/11.\llll.f u.v .. 1 Í11t<.'rt1d/1:at11111 111 \'ll/11 

Ji'~ Cunfoc:il micru!'ceopy an;ilys1s rcvcak·d 1ha1 lhL· 

J!t..\ fusO!:lCllic-karyophilu:-'.\'.T·polypk\ produ1.·1.·J mu!>lly lltl· 

}"'4 clc:ir locallz:ition uf p111p1d11uu 1uduk-l.1bcl pfas111id IJ'.\:\ 
}1'5 ( F1g. :?ll) of calcci1H11un1cr~1ai11cJ SI E-115 cclls 1 F1~. 
:i~·· :?A). In 1he prc:.cncc of 11.45 M Mh:rosc, ;1 1wn~r"..:1tk 
"·' 1 111hibi1or of rc1.'.c¡11ur-mcJ1,\\L'J cudocytn~is (:! 1 J. prupid111111 
l~ll 1ndidc·lahch:J li1Sll);!C111i:·\..ar)uplull..:·ST·pulyplcx l Fi!! 
~)<..'' :!() J was obscrvcd only m thi: f1L'nr1h:h:r nf N 1 E-115 cdb 
.1•111 ( Fig. :?C). In che prt'St'n..:1..· of IOO n:>.I SR0 .iS69.2, a 
;t·i 1 $clccti\'c non-pcptidc ointa!!onisl of :-.:T rccepcors [ 1 tJ), 
;t·i~ prupiJium iodidc·l,1bl'll'd fusui¡cnic-karyorhil1c·NT-poly· 
J·l.l ple\. (Fig. 2F) was nol llbs.cr\'cll in N'lfi-115 cells (Fig. 
;t•l.l :?C). C'OS7 cclls lad.111¡! STRll·rcccpcors wcrc unablc 10 N' i111cmalizc thc fusogcmc·bryophilic·NT·polyplcx (f•F· 2G 
J~'6 and 11). 
.N:" Quantificmion of intt•rnalmuion. of propidium iodidc· 
;i~s labclcJ NT-polyplcxcs was asscsscd by flow C:)1omctry in 

A) § R1 R2 R3 
B) 

ª R1 

94.77 -1.!'il o.o .. 9J.07 

R2 

$.85 

;1 \'aric1y of cumlitmns. Fur sta11stical llllóll}'M:., only \'ah1cs 
111 ID of che du1plo1s wc1c takcn 1111n acc11u111 suwl' lhL"\' 
\\Cu: 1wo onlcr:. llf 111.1g11itmk• highcr 1Ji;111 h;i:..11 1 .. 1luc.s 
found in IU 1 F•!! J,t\J Karyuphilic pcp1uk• h1111111! 111 
pla!-111id DN,\ 111 tht• ST·pnlyplcx (karyuphih..:·ST·pllly· 
ple.\) produccJ inkrnalll'aflun of chc bbclcd IJ!\' .. \ 111 

l 3.7S:tJ.8S% l•( N 1E·11 S i:clls lf-'1g. 31>> Thc furngt•mc· 
1'T·polyplc.'I: acc1.•m1tl'd fur :!:? .i 1 ::.s.1.1(1'!~, of N 11:.11 S 
1.:clls intcmal111ng lhl' l.1hdc<l IJNA (Fig JE). Fusul!Clll\'.• 
L1ryophilic·NT-rolypk·' sign1ti.-;111ll)' incrc;t'i('1l up h1 

-'S.44:t7.18% lhi: prn¡11.111111n of N 1E·l15 ccll!o 1nlc111a1t ... 
mg 1hc fahdt•d DSA 1 hg JF1. Thc rm:sencc of 1110 11!\t 
SR-4S61J1 rc\·cncd lhc dfc"t nf fu~ogc11ic-J..nrynph1ftc·ST· 
pulyplcx in J'l'IE-115 c..:Jls (l"ig. JB). Low lh11.1rc:...:c11cC! 
vnlucs of cos; cclls c'.\poscd lo che propid1u111 io1!11lc­
labclcd fusogenic-karyophihc·NT-polyplc"X wcrc fl11.'.altud 
in 10, indica1ing basnl nonspccifc illlemali1:umn IF1g. 
JC). 

3.J. Fusogenic mu/ kdrJvf'lullc pcptüles i1t tli~· ST· 
f'Olyplex en/1a11c...• repurt1:r getre c:t:prcssio11 i11 1·it1u 

In agrccmcn1 wi1h 1hc intcrnalization as~a)s. che 

R3 
C) ; R1 R2 R3 

0.06 0.01 i ~ i 98.SJ 0.99 
:i:0,97 .t: O.IJ5 :i:0.01 

B :tO.SJ :i:0.90 •0.014 
:t0.30 ..f:O,:Z6 :i:0,005 

U) 

"' )2 

~.: en 

o 
10• 

O) § 

10' 10' 10• 

Propldlum lodlde 

R1 R2 

.·· 
;,;·~:.·i 

R3 

13.75 

*'·ªª 

10• 

!':' .. :~~:· 
º~~~~~~~~~ 
10• to' to• 10' 10' 

Propidium lodide 

E) 

U) 

"' )2 

~:. en 

o 
10' 10' 10• 10' 

Propldium lodlde 

ª 
RI R2 Rl 

~ 11.97 6J.711 :Z:Z.41• 

B :1::6 .. 1!1 .t.J.H5 :l:!'i.96 

U) 

"' )2 

~~:. en 

o 
10' 10' 10' 10' 

Propidium lodide 

en 

"' )2 
en ~'·: 

o 
10' 10' 10' 10' 10' 10' 

Propldium lodide 

F) § R1 R2 R3 

~ K.47 4:Z.O!'i 411 • .t.t•• 

B :t:Z.RJ :l:S.20 ::il: 7.IH 

en 

"' ~ ·:..~~ :.;,i• 
o 

10' 10' 10' 10' 10' 10' 

Propidium lodide 

F1;. J. f11.IW C)'tOmttl')' .:in.tl)lit llÍ 1ntcm1hl.llhln or d1ITtrtnl rror1d1um 1od1dC'·labtlcd NT·polyrll"'CCI (,\) U;i~11 lluore.c~c tn NI E·ll S o;:dh (lt) 

lllr<l:&Je by 100 nM SR·4Sb9:! ur l\aw;cn1c·l.:.:if)·url1ihc·~'T·p1ly¡ilc' 1nho·m~l1~..lllon in NIE·l U ccll,, lC) Lad,: ofurwh oíthe íuK1¡:cni('.l,Jf1·"rhllu:· 
~'T·roly¡iln by COS7 cells. (0) lt1tcni.il1u11on 1Jíbryorh1hc·l'lii·rul~rln m SIE·IU cclls. (E) lntcm.:ihl-lll••n oífukl¡:tnic·NT·rol)Tlln 1n NIE·l 15 
ccfü. (I'} ln1enuhu1ion oí íusoi;cmc·k.1r)1.1rh1h.:·?'ol·rolypln 1n Nlbl IS cclls. rupufations oí 10• ccl11 cmntm'- red !luurc~cnce oí rrop1d1um mJidc 
"ere dis1ribu1eJ In tlirec artiltuf) 1c¡;1.inJ (KI. R.:! and Kll ac.:urJmt t.1 th('•I tlt1orcu:rncc i.ntcns1ry All ulut"< .:lft' C•l'fl"Hed u 1hc mc.in::s i: M fn•rn 
r..1ur 111Jcrcndtnl cxrcnmcnts ('\'lfonncJ in Jurhc.:itc anJ unly RJ uluo >'trt ~·o•mJl"reJ for st.:it1111cal .an.:ilysi1 •, S1;n1fk.indy J1ffcrent from KJ 1n (01. 
••. si;nHic.:in1ly d1fTtrcnl frnm 10 1n (l!J 
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'" 
-1::•1 fusogcn11:·k;1ryophilic-NT-p¡1Jyplc' p1l11lu..:t•d <¡11;-il11a11\'cly 
4.10 highr:r c.\flíl!Sl>IOU of GFI' (F1g. 4AJ 111 pru¡iidmm 1od1Jl.'-
·OI Cl1Lm1crs1:11nl.'d Nlli-115 cclls (Fig. 41ll SR·.fSh'J:? (IOU 
41! nMJ proJu.:C'J b.:isal GFI' r..'."<prcssmn tn NIE-115 i:dls 
4JJ C\po~cd lo •he fui:;ogcnic-kal)·l1pl11li1,:·ST-polyplc.\ rFig. 
4J.I 4C ;iml D1. Uy confocal 111icru .. c11py, no cxpn:ssion of 
4H rt!porti:r gene was obscrvcd in COS 7 i:\•lls lading NT 
4lb rcccptors \\hcn incuba1cd wilh thc ru~u~cnic-karyorhilic· 
-117 NT·11olyph:\ (fil!- .in nnd FJ. 
4JS Qt1JllUlkJlion of pGrccn 1.anh:rn 1 rolylCctiun ~·ns 
4JoJ :1sscsscd b~ llow cy1omc1ry undcr a \",tm:ly nf conduions. 
4411 Only \"alucs m JO of thc 1fo1plo1s \\'c."rl.' 1.1kl.'11 inw nccounl 

-Ut for st.lf1lrll1cal an;alysis, sincc b;1s;1I valut'S wcrt• íound in RI 
4J:? (rig. 5.-\1 Thc karyophilic-NT-polypk.\ lcd lu GFI' C't· 
.t-aJ ¡ncssio11 m I0.94:!:2.06% of l'\'ll:-115 cclls (rig. 50). 
.t-a.1 Fusogcmc-ST ·polyfcction rc!tu!lcd In a s1gnifk:m1 incrcasc 
4-&3 in lhe propor11on (20.JS:!:0.82%J uf :--:IE-115 cclls ex.· 
.&J6 prcssing GFP (fig. SE) as compan:d '' ith thal achic\·cd 
4-&1 with the ka11·ophilic NT-polyplc:tt. Fusl1gcnic·karyophilic-
"48 NT-polyfcc11on furthcr im:rcascd lhc proportion 

(48.93:3.~4%) of NIE-115 cclls c~prcssing GFr (Fig. 

1 

1 

E 

Ex/Em 488/522 nm 

SF 1 SH.-4S<tlJ2 ( 100 n:O.f) rn 1111: mcubalmn mc,lm111 
prc\·cnlcd 1hc fuso¡.:cn11:-kar;.·11phific-NT-pulyplcx-111cd1ah::1l 
(iFP c\prcssion in Nll..:-115 cdls (hg. !Hl). COS7 cclls 
l;11:l..i11g NT -rccl'.'plors whcn int't1ba1cd with thc f\tsogcnic­
br1111pl111ic-NT-polyplc"< al 0¡111111,11 r;11io rc:vcalcd basal 
11onspc1.:1fic cxprcssion of fl..'fltlllcr gene { Fig. SC). 

.1-l. Finog,•11ic0/,;uryoplu/ic--.\"T0¡••'~''flh·t ,.,,/umce.f 
l'la.wud O.VA lransj-;.or to il<'I''"""''' 11c11rrms 

S111cc thc fuso~cmc·karyorhilk-NT-poln1lc.'( rcsuhcd in 
rht' mosl cffci:tivc rr.msft:r s:ys:lt'lll 111 vilru, such n polfplc\ 
was c/l:illcngt:d for tr;msfcrring plirt'cn Lantern 1 to 
suhs1J11lrn nigra pars compa.:la of \\'1s:1ar r;,tls. Thc poly­
plt"'> w;1s l.Jbclcd w11h propid1um iodidc 10 be locnlizcd by 
confocal microscop)' in 1hc nigral ccll population immuno· 
stamt!'J against cithcr TJI or GFAP. wdl-known mnrkcrs of 
d\1p;uninc ncurons nnd glial cells, 1cspcc1ivcly. Four hours 
nftcr thc local nticroinji:c1ion of !he polrplc.:x, lhc prop­
id1um iodidc labcl ( Fig. 60) was localizc<l in a h1gh 
propor11on ofTll-inmunopositi\'c cclls (Fig. 6A) hui nul in 

Ex/Em 568/585 nm 

4!J Fi¡:. 4 f1Uo¡cn1c :and k:aryorh1l1c pcplldcs cnhJncc Nl·f'Ol)íccuon cíl"icicn.;y (nhJn.;cd OFr c'rn:nion by NIE-115 c.:llHo ... h11.:h pGrci:n L:antcm 1 
4!"' "''lis tlcln·crcd b)' lhc íuw¡:cnic·hryoplul1c•NT·rolyrli:x (A and DJ. Udc: ofGFr c'rrchton 1n SIE·ll$ cclb upoJcd 10 1hc fuwi;cnic•hryophilic·~l-
4!S rol>'J'IC'l in prucnccof 100 nM orSR·"'ll6"'! IC anJ 0) l:ack oíGFP urrcu11•n 111 COS1 ctll1 c.iroscd to 1hc ru~ºi:'°n1c·kJl)"'rhilu:-NT·polypln IE and 
4:?6 F). A, C :and E 1ho"' c;Fr nuorcscf'nt'cob1crHJ 11 eu:1t.:itmnlcminton wa"clcn1th1 ()f .i11t11~;i;i nm (¡rttn chJnncl) U. O JnJ F show 1hc ftuorcsccnccof 
4?7 propid1um 1oJ1Jc·coun1cnt.1incd cella obstn.·cd 11 c\c11111onlcmusion w11,clcni;thl of 5M15U nm (R"J ch.Jnni:ll All una~ts are projcc1ions o( the 
4:?1 rc1pterh·c Z•stnc1 of hori.ZOf1t.1I 1«lion1. Sulc b...1n. W µrn. 
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A) ª RI R2 R3 
B) 

ª RI R2 R3 
C) 

ª RI ., R3 

96.Sl 2.87 0.(16 93.68 5,{l) 0_13 94.30 4.1~ a.ol ~ ~ i B :t.C.41 ;t;:(l.31 ;t;:0.01 
B 

:t (l.69 :t(l,75 ;t0.14 :L(l.4) z O.la J;(l,01 

(/) (/) (/) ., ., ., 
~ ~ 

'O .. ~ ' iñ 
D i¡>.i; .. ~' 

D D " , .. , .. 10' , .. ID' 10' , .. 10' , .. , .. , .. , .. , .. 10• 10' 

GFP GFP GFP 

D) 

ª 
E) 

ª R3 
F) 

ª R1 "' R1 R2 "' RI R2 R2 

tlJ.(11 6.81 t0.94 73.01 S.68 20.35• 43.09 7.07 48,93 •• i ;t;:2.fi6 ::1:.l.16 ::1:.l,04 
~ 
B ::1:.1.17 

~ :t.0.25 :t.O.K2 B :t.l.55 zO,Ql :t.l.24 
(/) (/) (/) ., ., ., 
'O 

~ lli .. :..dii 'ü5 #< .··. ¡;,i.f: ,.;ilfi ~ .... ,·~~~\' .. ~~"'"' D D D 
10' , .. 10• , .. ,.. , .. 10' ,.. , .. 10' , .. 10' , .. , •. , •. 

"' GFP GFP GFP 
.. 12 Fi¡. 5. flow C)1mnc:try analytis or OFr U.pRHion -hcn f'OtCnl Lan1em 1 --u ddi\·cTcd by d1fTtrcnt NT-polyrluu. (Al Bual lll1c>TUCtncc in NIE•ll5 
OJ c:c:lla. (B) l.ack oroFr Cll.ptcnlon In NIE·115 ctlb uroitd to thc fusoac:nic·br}"ophilic-ST·polyplu in lhc presencc of 100 n~I SR.48692. (C) Lack of 
"7" OFr e11rrc.•il•n m COS1 u.poKd to fuio¡:c:nic-karyorh1hc·NT·pol)'p1U., (O) Kll)'c>ph1hc0 NT·polyfcction of pOrcn1 Lan1cm 1 m NIE-11" cclb. (E) 
475 Fuso~c:nic·NT·ru1>·frc1ion ofrQrnn Lanlcm 1 In NIE·llS ccll1. (f) Fworcnic•k1ryoph1hc·NT·po1)1'cctkln off!Ott'cn Lallitrn 1 in NIE·IU cclll. 
476 ropulalions uf 10' cc\ls nni11in1 the OFP fluoruccncc -ere dis1nbu1cd in lhrtt atbiuary tt'¡1uns (RI, Rl and Rl) accordin¡ 10 thcir fluorcsccncc in1m1ity, 
"77 A.11,·alurt '1C cxr1eued u !he mun~S.E.M. from four 1ndcpcndcn1 n.pcrimmu. pcñormcd 1n duplic•tc •nd only Rl ,-.lucs v.trt con11dcred for su1i11ic1I 
"" aoalysis. •, S1~111lkan1ly diffcrent from Rl in (D); ••, 11¡:nifiun1ly d1fTcren1 f1om Rl in !E). 

"79 GFAr-imnunopositi\'c cclls (Fig. 6E ond F), showing that 
"ªº nigral doriaminc ncurons are capablc of imcma1izing thc 
411 fusogenic-karyophilic-NT·pol)'Plcx. Such intcma1ization 
462 was 101atly \ilocked by 1 µM SR-48692 (Fig. 6C and D). 

4SJ 3.5. Fu.foJ.:~'11ic 0 km='·opliilic·NT·polyph•.'C cnlvmccs 
4$'4 tran.fgt.'11(' f.'.\/1'"1:ssion in dopamlne ne11r01is 

•SS Thc plasmid pGreen L..:mtcm 1 cncoding. GFI' was used 
•86 to show qualitoHÍ\'ely thc fusoscnic·lmryophilicrNT-poly· 
"117 fcc1ion efficicncy in ,.¡\'O. Forty-cii;ht hours after thc local 
"88 polyfcction, lirP cxprcssion (Fig. 7A) was obscr ... cd in a 
"'9 high proporfüm of Tll-positi\'c ncurons of thc substamfa 
490 nigra (Fig. 711). Ai;ain, GFr cxprcssion (Fis,. 7C) was 
"91 abscrn in TI 1-rositi\·c ncurons (Fig. 70) whcn ¡iolyfcclion 
491 w.:1s c.:1rricd out in lhc prcscncc of 1 µM SR-48692. GFP 
493 cxprcssion lf:ii;. 7C) in Tll·positi\'C ncurons (Fig. 7F) 
494 could be ohscrvcd up to 2 monlhs oftcr polyfcction. 

495 4. Dlscusdun 

496 Tnri;clcJ ¡;ene Jcfü·cry is lhc strikins fcaturc that makcs 
497 rcccrtor·mcdioucd cene 1ram;fcr ,·cclors of gre:i.i ... ex-

í ' . . ... t .. 

rcriment:i.I ond 1hcra¡icu1ic po1cntial {:?6.29,46,47,49). Un· 
fortun:nely, low cfficicncy hos dcl;i)·ed its use in prntocols 
in \'ivo. Com¡i:ircd with viral \'ccton. reccptor-mcdiatcd 
cene transfcr \'cctors rcquirc :i.ddilional commands to 
bypass thc acidic cndosomal vcsidcs and 10 o\'crcomc the 
nuclear mcmhranc borricr. Accordmt!I\'. our rcsulls sl1owcd 
that thc inici;:ration of fusogenic an.d'i.:aryophilic pcptidcs 
in thc NT -pol)•plcx rcsultcd in a sigmflc;1111 merca.se in the 
pcrccntai;c of cells in1emalizin¡; 1hc rl:1smid DNA and 
cx¡ircssini; 1he transgcnc in ,·iuo, w11hout loosing spc­
cificity. As co1nparcd with thc ST-rolyph:x 111. the 
fusogcnic·kat)·ophilic·NT pol)'Pk' w;is ;1 more cffic:ient 
gene transfcr systcin ablc to cxtcnd lhc lrnnsgcnc c).prcs· 
sion in ,.¡,.o. 

Proccdurcs such as addition to i.:ulturc mcdium of 
rcplication-dcfcctivc odcno\'irus l 1 ~]. fusoi;cnic pcptidcs 
[32} or rll ncutralizing druss {33] ha,·c bc1:n uscd in \'itro 
togcthcr '''1th nonvirnl \'CCtors 10 ot\01d 1hcir macti\'nlion in 
ncidic cndosomnl vcsiclcs and thc suh~cquent cONA 
dc¡;ntdaiion in lysosomcs. \Ve rcccntly showcd 1h3l a 
nonlysosomnl cndoc)'losis pothW3)' ~uch m; thal of NT 
[9,17) is cffectivc and rcliablt: for gene lransfcr in \'itro 
{30] and in ,·h·o [I ]. llowc\'cr, lhc cffü:icncy ns low as 8% 
in \•itro and 5% m vi\'o su~gcsts that NT is nnt carablc of 
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SlS Fi¡. 6. lnlcmaliution of fuso,¡;cnic·hryflphilic·NT·polyplu by mg1C1nnatal dopaminc ncurons. FITC·immunostaining a¡:ainst Tll (A and C} and GFAP 
S:!fi (E) \l.·crc obscr\'cd by confocal microscopy al 488152! nm. [\l[m Pmpidium iodidc-labckd fuso¡;cnic·k&l'}ophilic·NT·polyplu \\'H obscn·cd al 
S27 S68/S8S nm. Ex/Em 18. O and F). (A and 8) Jntcm:ilizauon of fusogcnic·k•r)'ophilic·NT·polyplcx in dc>paminc ncurons. (C and 0) Lack of 
S28 inlcmalizalion of fusof'cn1c-kat)nphilic·1'.'T·polyplcx in dopamtnc ncwons \l.hcn C•poscd 10 1 ¡1M SR..4869:! IE and F) Uck of intcm:ilization of 
S:!9 fusogcnic·ka.ryophiiic·~l·polyplc\ in J!lial cdll. Scalc han, 30 µrn 

.SJO cotransporting sufficicnt gcnc1ic material, probably duc 10 

S31 cithcr thc dissociation or prccipilalion of lhc NT·polyplc.\ 
532 as consequcnce of cmlosornal acidic pl-1. Our rernlls 
533 clearly demonstrated 1hat thc coupting of herna~glutimn 
S~4 llA:?·dcrivcd fuso~emc peptidc to the poly-L-lysine moiC"W 
53S of 1he NT-vcclor improvcd both thc nuclear localiz.1lion of 
536 plasmid DNA and 1hc subscqucnt reponer gene cXl'rcssion 
5H The improvcmcnl of ~T·polyfection duc lo lhe ÍUSO.!;'-'OIC 

531 pep1ide might ha\'c rcsul!cd frorn increascd arnoun1 of 
539 cxogcnous DNA in 1hc cytoplasm following thc cnJosomal 
S40 mcrnbranc disrupt1on. The fusogenicity and disruption of 
541 thc endocytic \'csiclc is a conscqucnce of n-hclix lcrtiary 
542 slructurc in thc fusogcnic pcp1idc triggcred by pi 1 6.0, an 
S4J acidi1y found in carly cndosomcs [7,13,27,35,36]. Thc 
!'44 ab:;;cncc of gene Ira ns fer in NTRJ f.focking COS7 ce lis and 
~4S in N 1 E· J J S ce lis incuba1ed wi1h SR-48692 furthcr con· 
S46 finns 1hat lhc fusogcnic pcptidc is inacti\'c al neutral pll 
541 such as lhat of 1hc c'.\tracclluJ;1r rncdium. That clmracicris· 
54H tic allows NT·\'CClor lo conserve i1s 1ransfec1ing spc· 
549 cilicily, lacking in a111phiphilic calionic pcptit.lc-bascd 
550 vcctors [ 18). Our res u lis agrcc with lhc finding 1ha1 thc 

addilion of fusot?cnic pcplidcs impr~\'CS transfcc1ion ef­
ficicncy of rcccplor·rm:diJh:d gene lransfcr \·cc1ors (43]. 
Contradiclory rc~uhs ha\e bcen reponed ahout the 
fusogcnic peptidc·indu¡;cd 1mpro\'crnent of gene transfer to 
eullured cclls \'ia thc galacrose receptor {12,20,25]. Nevc:r· 
lheless, che succcs:;;fu) rcsults in \'Ítro wi1h'o1her nonpcp· 
1idc: fusogenic agcn1s such i!S histidylalcd polylysine [33] 
supporu 1hc idea thal thc carly rcscuc of polyplex 1s a J.:cy 
factor to impro\'c rcccp1or.mcdiated gene transfcr ef­
ficicncy. 

JI has been rcccnlly shown 1ha1 1he Co\'alent linking of 
lhc simian \'irus S\'40 largc tumor anligcn NLS lo 
¡mlylysine enhanccs che polyplcx nuclear targeling nnd 1he 
subscqucnl reponer gene e\pression [10, I J]. l lowC\'cr, chis 
npproach rcquires 1hc use of chloroquine :;;uggc::aing 1hat 
lysosomal avoidancc anJ nuclear targeting c:nhanccment 
should occur simullancously to incrcase polyfcclion cf· 
ficicncy. Of 1hc lhrcc kinds of charac1crizcd NLS, wc 
sclcctcd the Vpl NLS cxluhiting basic propet1ics [23] in an 
illlempl 10 achicvc two ~oals: spon1ancous bint.ling to 
plasmid DNA und po1cn1 J.:aryophilic force. Rc1cntion 
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57.5 Fi¡. 7, GFP cxprc:uion In nlgrnstri~t:al dopólmtnc ncW"ons v.hcn pOrr-en LMh:rn 1 w:as 1rarufc:rrcJ by thc fuso¡cnic·bryoph1lic·NT·po!yplc:x. Confocal 
.576 microscopy U."lll usc:J 'º ldcnllf)'bolh GFP c,;p~ion 1141111522 nm, Ex/Em (A, C 1nJ E) and Rho·immunoualning oídop.iminc: ni:-urons at 56R/5U nm, 
577 Et/Em (0, O and f). (A and O) GFI' up~uion m TH-positi\·c nc:urons 48 h afü:r polyf«lion. (C and O) Absencl:' oíGFP cxprcssion in TH.posifivc 
S78 ncuron1 whcn cxroscd co 1 µM SR-48692. ([ 1nJ F) GFP l:':tpttssion 2 months 11fü:r f".ll)fc:clion. Scalc: bus, 20 µ.m. 

519 micro3SS3YS showcd a strong clectrostatic binding ar NLS 
580 to plasmid DNA, stablc undcr an ~o.V elcc1rorhorctic ficld. 
581 Al a 15·µ.M conccntration, NLS did mll s.:ituratc the 
511:? anionic DNA ch3rgcs, thus allo\\ting its ekctrostatic bind· 
5Sl ing to the NT·vector. In conlrasl wilh irreversible chcmical 
S84 linking of che NLS·peplide lo cDNA [10,J 1,51], cleclro· 
585 static binding is n simple, reproducible and fost pt"Occdure. 
S86 Although less cffecti\.'C, the karyophilíc pcptidc alone 
587 cnhiinccd plasmid DNA intemaliz.ation, frorn 8=: 1 [30] to 
S88 13.75:!::3.88%, and trnnsgenc exprcssion, from 6.S:!::l.5% 
!189 {30] to I0.94::2.06%. Thc polcnl karyophilic activity or 
590 thc Vpl NLS, capable or thc nuclear targcting of largc 
591 protein complcxcs such as virions [22), could accounl ror 
592 lhc increasc of both nuclear inlcmalization 3nd reponer 
593 gene cxpression. Jlowcver, addilion of fusogenic pcptidc to 
594 NT·polyple.'t yieldcd cven bcuer results than ::iddition of 
595 the karyophilic pcptide alone. This finding suongly sup· 
596 ports the idea lhat the majar barrier to receptor·mediafed 
591 gene rransfcr systcms is acidificalion of endosomal vcsicles 
598 {14,40]. In gene transfcr syslems lliffl:renl from those 
599 b.ued on receplor·mediated endoc)10Sis, covalent bond of 
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kar)"ophilic peptidcs lo DNA has yield contradiclory 
rcsuhs rcgardin& lo thc improvcment of gene lransfcr 
cfticic.:ncy [39,41]. 

The fu!'ogcnic and karyophilic pcptides present together 
in tite l'T·polyplc:t maximized inh:mallza1ion and gene 
cxpression in virro (up lo 50% in both cases). Flow 
cy1ome1ry amilysis susgestcd that lhc individual pcptides 
nct syncrgistically to improve the reccplor-medi3ted gene 
transfcr. TI1esc results support thc idea that the early rescue 
of polyplexcs from acidic endosomal vesicles and lhc 
nuclear t..ugcling ar plasmid DNA must occur simuJ. 
taneously lo improvc polyfcction cfficicncy. Rcccntly, a 
rccombinant stratcgy consisting in the intcgration of 
multifunc1ion3J domains in 3 single polypcptidc chain has 
been provento be íunclional for gene tnnsfer [2,3]. Thosc 
authors have included in a single recombinan! protcin 1hree 
functions in volved in cene lransfcr:. ( 1) receplor rccogni· 
tion, (2) DNA condcnsation and (3) nucle3r t3rgcting. The 
addi1ion of a fusogenic domain in 1he rccombinant nonviral 
vector could rcsult in a more cfficient gene transfcr sys1cm. 

Two relevan! targcts for lhc fusogenic-btyophilic·NT-

111-3 
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622 polyplex are dopa mine neurons of the substanlia nigra nnd 
623 of the \'cnrrnl lcgnicnlal nrea known to express NTRI 1 
624 (S.6,28]. Allhough wilh low cfficicncy, lhc original NT-
62$ vcclor was cólpable of polyfccting dop:imine ncurons in 
626 \fro, thus showing 1hc füasibility of largeted gene delivery 
627 10 1he ccn1r01l ncrvous sysrem [ 1 J. The fuso~enic-
628 karyophilic-NT-polyplex eilher injecred in the substanlia 
62Q nigra or in che s1ri:1111111 (data not shown) was ablc to 
630 lransfer rcporlcr gene lo dopamine neurons with high 
6Jl cfficicncy wi1hout losing specificity. Thc retrograde trans-
632 port of fusogcnic-karyophilic-NT-polyplex from rhc 
633 striaturn to thc substanlia nigra represen1s an nur.ictivc 
tiJ~ route of polyfcction for a putalivc 1herapeu1ic approach of 
1'135 Parkinson's discasc in arder lo avoid additional injury 10 
636 dopaminc ncurons. Othcr nllemative roules could be 1hc 
637 injection of NT-polyplcx inlo eilher 1he lalt!ral \'cnrriclc 
638 laking advanlagc of !he spinal cerebral fluid flow or caratid 
639 artery following ch~ rransicni disrup1ion of brnin blood 
640 barricr induccd by Cereport.. (RJ..1P-7), a sclcclive 
641 bradicinergic agonist of Il 1 receptor [16]. 
642 Recen1ly, ndcllo\'Íral vec1ors have becn successfully 
643 lested to mrnsfcr genes encodins GDNF 10 dopamine 
644 neurons of the rat subs1an1ia nigra known to degenerare in 
64S Parkinson's discase [4]. It now seems logical 10 test thc 
646 J\'T-vec1or improvcd by lhc viral peptides to transfcr genes 
647 ar physiological intcrest to dopamine neurons in a par-
648 kinsoni:m animal modcl. Thc fusogenic-karyophilic 
649 strategy could also be of use to increase the efficicncy ar 
6SO other vectors of reccptor-mediDted gene transrer systems. 
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