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Resumen

Nuestro grupo desarrolld el poliplex de neurotensina con la finalidad de transferir genes
terapéuticos a través de la ruta de internalizacion del receptor a neurotensina (NT). Las
ventajas del poliplex son su alta especificidad y eficiencia, asi como la expresién
prolongada del transgén. Estas propiedades nos permitieron desarrollar una estrategia
terapetitica para la aplicacién in vivo para el tratamiento de un modelo murino de la
Enfermedad de Parkinson (Gonzalez-Barrios et al., 2006b). No obstante a esto, la expresién
génica fue des-regulada y se desconocian las propiedades biofisicas del poliplex asi como
su posible toxicidad. Por esta razén, los objetivos de esta tesis fueron: 1) Determinar la
adecuada proporcién de los componentes del vector de neurotensina que al interaccionar
con el DNA plasmidico formen particulas solubles, con tamafio y formas precisas para ser
internalizadas de manera eficiente e inocua. 2) Regular la expresion del transgén por
elementos transcripcionales especificos de tejido y por construcciones transcripcionales
quiméricas. 3) Diseflar la estrategia para el auto-ensamblaje del vector génico de
neurotensina.

Utilizando ['*’I]-neurotensina y [3H]—péptido fusogénico HA2 determinamos que el
vector eficiente debe tener al menos 1 molécula de neurotensina, 4 moléculas de péptido
fusogénico y 2 moléculas de polilisina. La microscopia electrénica mostr6 que el vector
condensa al DNA plasmidico en nanoparticulas denominadas toroides, cuya densidad
estd determinada por la relacién molar entre el vector y el pDNA y se asocia con la
mayor eficiencia de transfeccién denomindndola relacién molar 6ptima, a esta relacion,
las nanoparticulas resultantes no afectan la viabilidad celular y ademds pueden
transfectar simultdneamente dos pldsmidos diferentes en la misma célula. La acidez
extrema (< pH 5) afecta el patrén de corrimiento electroforético de las nanoparticulas,
sugiriendo que se afecta su estabilidad. El control del transgén neurotréfico BDNF-flag
por el promotor hDAT restringié su expresiéon a las neuronas dopaminérgicas en el
cerebro de rata. Nuestros estudios in vitro sugieren que el sistema inducible de
regulacion génica Tet-On pudiera controlar los niveles de expresion del transgén in
vivo. La estrategia que diseflamos para lograr el auto-ensamblaje de las nanoparticulas
de neurotensina consistié en sintetizar a la neurotensina en secuencia lineal con 30
residuos de lisina (Lisina 30-NT) y el péptido fusogénico HA2 en secuencia con 20
residuos de lisina (PF-Lisina ;p). Demostramos que el sistema auto-ensamblado
produce, como el vector original expresion especifica y eficiente del transgén. La

caracterizacion biofisica del sistema de nanoparticulas de neurotensina permitié conocer



la interaccidon 6ptima de sus componentes y la relacidon con el sistema biolégico para
transferir genes de manera eficiente, segura, especifica y regulada. La bioseguridad de

las nanoparticulas de neurotensina alienta su aplicacion en la terapia génica humana.



1. Antecedentes

1.1. Sistemas para la transferencia de genes
Los sistemas de transferencia génica se han clasificado en dos categorias: los vectores

virales recombinantes y los vectores sintéticos.

Se ha determinado que el vector ideal para la terapia génica deberia cumplir a cabalidad
los siguientes criterios: 1) ser capaz de transferir DNA de cualquier tamafio desde
rangos muy pequefos hasta mega pares de bases, 2) tener la capacidad de transfectar
células quiescentes, 3) ser especifico para la célula blanco deseada, 4) ser eficiente para
la transferencia génica in vivo, 5) mantener una expresion estable del transgén, 6) no
ser inmunogénico ni oncogénico, 7) tener la capacidad de integrarse en sitios inocuos
del genoma dependiendo de la aplicaciéon deseada. Aunque algunos sistemas de
transferencia génica se han perfeccionado significativamente en algunos aspectos, hasta
la fecha no hay ningun vector génico que cumpla con todas los criterios mencionados

anteriormente (Pouton and Seymour, 1998)

1.1.1. Vectores génicos virales
Algunos virus han sido manipulados genéticamente para transformarlos en vectores

génicos, elimindndoles exones que codifican las proteinas esenciales para su replicacion
e insertando un gen de interés. El fundamento de los vectores virales para transferir
genes de forma eficiente, es hacer uso de algunas de las propiedades de los virus
involucradas en su capacidad infectiva y en la integracion de su material genético al
genoma del hospedero para su replicacion. En la actualidad, la mayoria de los estudios
de transferencia de genes reportados en la literatura han empleado a los vectores virales,
y un 69% de los ensayos clinicos en humanos utilizan este sistema para transferir el gen
terapéutico (Pack et al., 2005). A pesar de su alta eficiencia de transduccién y ser los
mads utilizados, destacan la alta inmunogenicidad de los adenovirus (Schagen et al.,
2004), lo que a su vez dificulta la administracién de dosis repetidas del vector, y la
oncogenicidad de los retro y lentivirus (Brown et al., 1988), (Anson, 2004), (Fuller and
Anson, 2004). Ademads tienen poca especificidad para reconocer la célula blanco e
incapacidad para empaquetar DNA de gran tamafo (Robbins et al., 1998) Sin embargo,
se estd trabajando para mejorar la bioseguridad y abatir los alto costos de su

manufactura (Walther and Stein, 2000).



1.1.2. Vectores génicos sintéticos
En la actualidad se dispone de varios tipos de vectores sintéticos, se clasifican en tres

grupos principales de acuerdo a la composiciéon quimica del polimero que utiliza para
unir, condensar y/o empaquetar el transgén. Los lipoplexes se basan en polimeros
lipidicos, los poliplexes polimeros catidnicos, y los lipopoliplexes utilizan polimeros
que tiene las caracteristica de los dos anteriores. Todos ellos condensan al DNA o al
RNA en particulas cuyo tamafio oscilan entre 50 - 100 nm (Danielsen et al., 2004),
(Hud and Vilfan, 2005). La bioseguridad mayor en comparacién con los vectores
virales, su facil manufacturacion, produccién a gran escala, capacidad de empaquetar
DNA de gran tamafio (< 7.5 Kpb), hace a estos sistemas atractivos como vectores
génicos. Sin embargo, la naturaleza transitoria de la expresién de los transgenes e
inestabilidad in vivo los hace poco ideales como vectores para la terapia génica (Louise,

2006), (Demeneix et al., 2004).

1.1.2.1. Poliplexes

Los conjugados moleculares denominados poliplex son generados por la condensacion
de los 4cidos nucleicos con un polimero catidnico, que puede ser quimicamente unido a
un ligando para dirigir la liberacién a una célula blanco especifica. El disefio de los
polimeros catidénicos para liberar genes comprende gran diversidad quimica. Estan
constituidos por un motivo de uniéon al DNA el cual incluye aminas primarias,
secundarias, terciarias y cuaternarias u otros grupos cargados positivamente como las
amidinas. La estructura del polimero puede ser lineal, ramificada o dendritica. Debido a
su flexibilidad en la constituciéon quimica es posible incorporarle multiples funciones
para incrementar la liberacion eficiente de genes, conservando su bio-compatibilidad, su
facil manufacturacidn y estabilidad. La capacidad de transportar DNA de gran tamaifio,
su baja toxicidad e inmunogenicidad y la proteccidén del material genético transportado
de la degradacién enzimadtica, bloqueando el acceso de las enzimas nucleoliticas (Chiou
et al., 1994), hace que los polimeros catidnicos tengan un gran potencial para la terapia
génica en humanos. Actualmente se han disefiado vectores sintéticos que asemejan
algunas de las caracteristicas de los virus como la habilidad para empaquetar el DNA, la
unidn a células especificas y la liberacion de su genoma en el nicleo de la célula y asi
poder incrementar la eficiencia de transfeccion in vivo, su mayor limitante para la
aplicacidn clinica (Schaffer and Lauffenburger, 1998;Schaffer et al., 2000;Schaffer and
Lauffenburger, 2000).



1.1.2.1.1. Poliplexes basados en la poli-L-lisina
En la actualidad se ha utilizado diferentes polimeros catidnicos tales como espermidina,

protamina, polihistidina y poliarginina (Tiera et al., 2006). Nos enfocaremos a revisar
los antecedentes de la poli-L-lisina (PLL), ya que es uno de los componentes de nuestro
NT-vector. La PLL facilita la solubilidad de algunas moléculas y se utiliza de forma
rutinaria como vehiculo para la liberacién de medicamentos por periodos largos.
Ademds, evita la toxicidad aguda producida por algunos farmacos antivirales como la
adenina arabinosido monofosfato (ara-AMP) y no induce inmunogenicidad por dosis
repetidas (Arnold, Jr., 1985), (Ekrami and Shen, 1995), (Duncan, 1992). La
heterogeneidad del tamafio molecular de la PLL comercialmente disponible representa
una desventaja desde el punto de vista farmacolégico, porque los complejos que se
obtienen con el medicamento de interés tienen variacién en su biodisponibilidad,
aunque se puede conseguir PLL de baja masa molecular (3 KDa) hasta masas muy
grandes (>200 KDa) lo que da versatilidad a su utilizacién. Se ha reportado que la PLL
no es inerte y puede desregular algunos procesos celulares in vitro; activa fosfolipasas
(Shier et al., 1984), a la protein kinasa 2 asociada a los microtibulos (Vogel and Hoppe,
1986), genera actividad litica contra varias membranas y células, afecta la
permeabilidad de la membrana celular, (KORNGUTH and Stahmann,
1961;KORNGUTH et al., 1961), lo que causa la liberacién al medio extracelular de la
enzima lactato deshidrogenada (LDH), lisozimas y Ca,”. Cuando la concentracién
extracelular de Ca," rebasa a 0.2 mM se produce dafio en la membrana plasmatica
(Elferink, 1991). La PLL genera citotéxicidad hacia algunas células tumorales (Arnold,
Jr. et al., 1979). Es controversial si la PLL es inmunogénica, pues se ha reportado
produccion de anticuerpos después de la inyeccion de la poli D-lisina en la presencia del
adyuvante de Freund’s (Wagner et al., 1998b). El grupo amino epsilon de la lisina es
cargado positivamente a pH fisiol6gico (polication), propiedad que ha sido ampliamente
utilizada para unir DNA (polianién) de forma electrostatica. En adicién, el grupo amino
epsilon es un buen blanco para la unidén covalente de moléculas como proteinas y
azucares utilizando alguno de los cuatro métodos de acoplamiento. 1) Entrecruzadores
bifuncionales que contienen un grupo éster reactivo, tales como el N-succinimidil-3-[2-
[piridylditio]propionato (SPDP), el succinimidil-4-[p-maleimidofenil]butyrato (SMPB)
y N(e-maleimidocaproiloxi)succinimida (EMCS). Generalmente estos componentes
adhieren un grupo reactivo tiol a la molécula de PLL que sera utilizado para unir la otra

molécula de interés a través de un enlace disulfuro (SPDP) o tioéster (EMCS) (Cotten et



al., 1993a). 2) Acoplamiento con 1-Ethyl-3-(3-Dimetilaminopropil) Carbodiimida
Hidroclorada (EDC) que reacciona con el grupo carboxilo de la molécula de interés, el
cual posteriormente reaccionard con el grupo amino primario de la PLL, llevando a la
formacién de una unién amida. 3) los isotiocianatos reaccionan con los grupos amida
para formar un derivado tiourea. 4) La glicosilacién reductiva que es la unién
espontdnea de un azdcar por su grupo carbonilo con el grupo amino de la PLL; la unién
se estabiliza con bromuro de cianégeno (Martinez-Fong et al., 1994). La purificacion de
los conjugados se realiza generalmente mediante didlisis, filtracion en gel o

cromatografia de intercambio i6nico.

1.2. Limitaciones en la transferencia génica por poliplexes
El poliplex tiene que superar una serie de impedimentos tanto externos de tipo

fisicoquimico desde el momento de su formacién, como obsticulos celulares hasta
llegar a su destino final, el nicleo de la célula blanco. Es importante conocer las
limitaciones que enfrentan los vectores sintéticos en el proceso de la transferencia

génica, para identificar sus limitantes y disefiar polimeros mas funcionales.

1.2.1. Impedimentos externos
La inadecuada condensacion del DNA vy la precipitacién del complejo son las primeras

desventajas que deben ser superadas en la formacién del poliplex. Por esta razén, es
fundamental identificar las propiedades fisicoquimicas del poliplex que garanticen
composicién funcional, adecuada condensacién del DNA, estabilidad molecular y
solubilidad. La caracterizacion biofisica del NT-poliplex fue uno de los objetivos de

estudio de esta tesis.

1.2.1.1. Condensacion del DNA por policationes
La condensacion del DNA ha sido estudiada desde hace mas de dos décadas.

Actualmente ha adquirido gran interés ya que es un paso decisivo en la transferencia de
genes in vivo. Los policationes unen y condensan al DNA en estructuras pequefias y
compactas, debido a las interacciones electrostaticas entre los grupos fosfatos negativos
situados a lo largo del esqueleto del DNA y las cargas positivas de la PLL del vector.
El proceso de condensacidn es dirigido por fuerzas de entropia y los poliplex se forman
de manera espontdnea al lograrse una relacién molar precisa entre el polimero catidénico
y el DNA. Las particulas resultantes son estructuras de forma toroide o de bastén cuyos

tamafios oscila en el rango de 50 a 100 nm de didmetro. Se ha determinado que los



toroides son generalmente de tamafio constante, con un didmetro externo de 50 nm y un
didmetro interno de 15 nm; toroides de este tamafio se han observado con DNA de
longitudes entre 400 a 56000 pb, (Hud and Vilfan, 2005), (Bloomfield, 1991),. Cuando
los toroides y los bastones (rods) son formados bajo condiciones fisicoquimicas
constantes (pH, temperatura, fuerza idnica, concentracién de sales en el medio),
usualmente tienen la misma anchura y longitud total. Mientras que variaciones minimas
en alguna de las constantes fisico-quimicas producen toroides y rods de tamafio
variable. Por lo tanto, se pueden lograr nanoparticulas del poliplex de diferente tamafio
que refleja diferente grado de condensacion. Cada particula de poliplex compromete
varias moléculas de DNA con muchas cadenas poliméricas a su alrededor. La estructura
del poliplex depende del orden en que se mezclan los componentes en intervalos de
tiempo fijos. Precisamente, este punto es reforzado por los resultados de nuestro trabajo.
Aunque grandes esfuerzos se han hecho para comprender el proceso y caracterizacion
fisico-quimica de la formacién de los poliplexes, es necesario un modelo tedrico del
complejo resultante (Vilfan et al., 2006).

Diversas metodologias se utilizan para investigar la condensacién del DNA por
policationes. El dicroismo circular (CD) evaliia la estructura del DNA; la microscopia
electrénica de transmision (TEM) estudia la forma y el tamafio de las nanoparticulas,
igual que la microscopia de fuerza atomica (AFM) pero ésta ademds determina la
estructura tridimensional del poliplex con una alta resolucion de sub-nandémetro, ademas
permite analizar muestras secas o en condiciones semejantes a las fisioldgicas; la
electroforesis en geles de agarosa refleja la carga y el tamafio del complejo; la técnica
de dispersion laser analiza tamafio y distribucién del mismo y la carga de superficie
(potencial z); las técnicas de centrifugacion diferencial valoran el tamafio de la particula
y su distribucién. Ninguno de estos métodos por si solos son suficientes para
caracterizar completamente los complejos DNA-PLL, la combinacién de ellos ha
permitido definir con mas exactitud y certeza las particulas de transfeccidon activas
(Dalluge et al., 2002), (Wagner et al., 1991). Sin embargo, es importante destacar que
hay una estrecha correlacion entre los resultados obtenidos con diferentes métodos.

La estructura del polication influye en la unién y condensacién del DNA (Plum et al.,
1990). Se ha demostrado que el nimero de motivos catiénicos tiene un marcado efecto
en la interaccién polimero-DNA. Varios grupos han reportado que un minimo de 6 a 8
cargas en un polipéptido es requerido para la eficiente condensaciéon de DNA (Schaffer

et al., 2000), (Wadhwa et al., 1997). Hay controversia respecto a si la secuencia del



péptido influye en la condensacion con el DNA. Wadhwa y colaboradores reportaron
que la adicién de un residuo de triptéfano (Trp) en la PLL incrementa la unién con el
DNA (Wadhwa et al., 1997). En controversia Planck y colaboradores expusieron que
los residuos de Trp no ejercen mayor efecto en la unién del DNA y observd un efecto
contrario, disminuia la potencia de compactacién del polipéptido (Plank et al., 1998).
Esta discrepancia puede ser atribuida a la estructura de los péptidos estudiados (linear
vs. ramificado) (Pack et al., 2005). Adicionalmente, la separacién entre las cargas
eléctricas a lo largo del esqueleto del polimero influye con la unién al DNA. Es
importante aclarar que la fuerte unién y el grado de condenacién del DNA no se
correlacionan directamente con la eficiencia de transfeccion, debido a que la fuerte
unién del polimero con el DNA y su alta compactacion pueden evitar la transcripcion
del transgén. Un polimero debe balancear suficiente fuerza de unidn para proteger
inicialmente al DNA de la degradacién, pero a su vez permitir la descondensacion del
poliplex para la exitosa transcripcion del transgén (Schaffer et al., 2000), (Wolfert et al.,
1999).

Los factores que influyen en el tamafio del poliplex también determinan la solubilidad;
dentro de éstos destaca la relacién de cargas eléctricas entre el DNA y la PLL, el
tamafio y el grado de modificaciéon de la PLL, y las condiciones utilizadas para
ensamblar el poliplex (Perales et al., 1994). Estudios de MFA han demostrado que la
masa molecular de la PLL tiene un marcado efecto en el tamafio y distribucién de las
particulas resultantes DNA-PLL (Wagner et al., 1998b). El control inadecuado de esos
parametros en la formacién del poliplex conduce generalmente a la formacion de
particulas agregadas y poco solubles. La concentracion del DNA también es un factor
que influye en la solubilidad del poliplex; se ha observado que concentraciones menores
de 20 pg/mL forman complejos solubles. La baja solubilidad probablemente se
relaciona a la naturaleza hidrofébica de las particulas DNA- PLL. Cabe mencionar que
el tamafio del complejo es independiente del tamafio del DNA usado (Wagner et al.,
1998b). Para obtener eficientes transfecciones in vivo es necesario que los pardmetros

mencionados sean optimizados.

1.2.1.2. Acople quimico de ligandos

Los vectores sintéticos no tienen la capacidad de dirigirse a una célula determinada. Sin
embargo, poseen una gran flexibilidad quimica que les permite la adicién de motivos

para el direccionamiento celular especifico. Generalmente se ha acoplado a los



poliplexes ligandos para receptores de membrana especificos que dirigen su entrada por
endocitosis mediada por receptor. El primer ligando que se utiliz6 fue el
asialorosomucoide, el cual se conjugd a la molécula de PLL para que el poliplex fuera
internalizado en los hepatocitos, a través de la endocitosis del receptor de
asialoglicoproteina (Perales et al., 1997). Posteriormente se utilizé a la transferrina
(Wagner et al., 1991), al factor de crecimiento epidérmico EGF (Shir et al., 2006),
(Ogris and Wagner, 2002), algunas secuencias que unen a integrinas (Wittekindt et al.,
2004) y anticuerpos (Wagner et al., 2005). En la actualidad es extensa la lista de
ligandos que se han utilizado para el envio dirigido de genes a poblaciones celulares
especificas. El NT-poliplex es uno de los conjugados mads reciente que se ha sintetizado
y sobre todo que ha demostrado alta eficiencia, especificidad y prolongada expresién de
los transgenes in vivo. Las caracteristicas de la NT para internalizarse a las neuronas
dopaminérgicas han facilitado su utilizacion exitosa como molécula ligando del
poliplex.

La funcionalidad del ligando en el poliplex depende de varios factores: 1) la
conjugaciéon quimica, 2) la longitud del espaciador entre el ligando y la PLL, 3) la
afinidad del ligando por su receptor, y 4) el nimero de ligandos blanco que contenga el
poliplex.

Una variedad de entrecruzadores quimicos han sido utilizados para conjugar ligandos
especificos a los polimeros catidnicos, incluyendo uniones covalentes y uniones por
estreptovidina-biotina. Este tltimo requiere mayor cuidado para garantizar que la
conjugacion no se rompa en el momento de la unién ligando-receptor. Los poliplex
basados en polimeros catidénicos son mas estables y aseguran la activacioén del receptor
siempre y cuando el ligando quede expuesto en un nimero suficiente. Se ha demostrado
que la internalizacién especifica mediante un ligando y la expresion del gen estd
estrechamente asociada con la relacién molar polimero-DNA, que es cuando las cargas
de superficie del poliplex estdn cerca de la electro-neutralidad como lo han demostrado
estudios del potencial z. Finalmente, la concentracién molar éptima debe de proveer la
concentracion del ligando mayor que la Kd del receptor y de preferencia saturar los
receptores para garantizar la activacion de la maquinaria de internalizacién celular. En
resumen, se requiere de ligandos especificos y eficientes dirigidos hacia la célula blanco
y la optimizacién cuidadosa de los pardmetros fisico-quimicos anteriormente analizados

para que sea exitosa la transferencia génica mediada por receptor.



Los polimeros catiénicos son mds flexibles como estructura esencial del poliplex puesto
que permiten, ademds del ligando, conjugar otros motivos funcionales que le permitan
superar los obstaculos celulares. Estos obstdculos son de mayor magnitud in vivo puesto
que incluyen la respuesta inmune que afecta la estabilidad y la permanencia del poliplex
en la circulacién sanguinea, la exclusiéon del endotelio vascular que impide la
localizacién del tejido blanco y finalmente la unién especifica con el receptor en la

célula de interés.

1.2.2. Barreras intracelulares para los poliplexes
Posterior a su internalizacion los poliplexes enfrentan barreras intracelulares que afectan

la eficiencia de transfeccion (Figura 1). Por lo tanto, el poliplex debe ser provisto de
estrategias funcionales para superar cada una de los obsticulos intracelulares que va
enfrentando en su trayecto hacia el ndcleo celular. Aunque més del 95% de las células
en cultivo internalizan el vector (>100.000 copias por célula), s6lo una fraccién menor
al 50% expresan el transgén (Tseng et al., 1999).

Los obsticulos intracelulares son diferentes dependiendo del tipo de mecanismo de
internalizaciéon que utilice el poliplex, el cual es seleccionado por su tamafio y su
composicion. Morfolégicamente se han caracterizado cuatro vias de internalizaciéon por
pinocitosis: 1) macropinocitosis, 2) endocitosis mediada por clatrina, 3) endocitosis
mediada por caveolas, y 4) endocitosis independiente de caveola/clatrina (Khalil et al.,
2006). Ellas difieren en la composicion de las cubiertas, en el tamafio de las vesiculas y
el destino de la particula internalizada. Complejos mayores de 500 nm entran a la célula
por macropinocitosis y particulas mds grandes por la via fagocitica (Khalil et al., 2006).
La fagocitosis se restringe a células especializadas, mientras que la pinocitosis ocurre en
todas las células (Conner and Schmid, 2003).

Los poliplex que no poseen ligandos se unen de forma electrostatica a la superficie de la
célula y son internalizados via pinocitosis adsortiva, que es iniciada por la unién de
moléculas a sitios de unién genéricos como lectinas o por interaccién con las cargas de
la membrana celular (Khalil et al., 2006). Los poliplex menores de 200 nm con
moléculas ligando son frecuentemente internalizados por endocitosis mediada por
receptor, proceso dependiente de clatrina (Varga et al., 2000). No se ha descrito hasta el
momento que los poliplexes utilicen la endocitosis mediada por caveolas o la

endocitosis independiente de caveola/clatrina.



Los poliplexes internalizados por endocitosis mediada por receptor enfrentan de
inmediato la acidez gradual del interior del endosoma y al evolucionar éstos a
lisosomas, enfrentan la accion catalitica de endonucleasas y proteasas. Por lo tanto, el
poliplex debe escapar oportunamente de estos compartimientos al citoplasma para que
el transgén sea transportado hacia el ndcleo. En el interior del nicleo, el transgén debe
estar desacoplado de la PLL y en su forma laxa, para que la maquinaria transcripcional
lo identifique y lo transcriba. Ademds, de estas barreras fisicas, el DNA puede ser sujeto
a la degradacién metabdlica y a la inactivacién transcripcional, comprometiéndose aun

mas la eficiencia de transfeccion (Lechardeur and Lukacs, 2002).

Lisosoma \S PDNA

* Nucleo

Poliplex

Figura 1. Barreras intracelulares para los vectores no virales. Los poliplexes internalizados
por endocitosis mediada por receptor enfrentan de inmediato la acidez gradual del interior del
endosoma y al evolucionar éstos a lisosomas, enfrentan la accién catalitica de endonucleasas y
proteasas. Una vez liberado el poliplex del compartimiento endosomal debe moverse a través
del citoplasma para llegar al nicleo; sin embargo, particulas y organelas citoplasméticas
dificultan su movimiento. El poliplex debe escapar oportunamente de estos compartimientos al
citoplasma para que el transgén sea transportado hacia el nicleo. En el interior del niicleo, el
transgén debe estar desacoplado de la PLL y en su forma laxa, para que la maquinaria

transcripcional lo identifique y lo transcriba.

1.2.2.1. Endocitosis mediada por receptor
En la endocitosis mediada por receptor, ciertos ligandos al unirse a receptores en la

superficie celular inducen su reclutamiento, lo que conlleva a la formacién de bahias de
la membrana celular. La eficiencia en la endocitosis por receptor depende de su
afinidad, la avidez por su ligando y la concentracidon del complejo ligando-receptor en

las bahias cubiertas de clatrina.



Posterior a la invaginacién de la membrana plasmatica ocurre el recubrimiento de esas
bahias por clatrina, cuyo ensamblaje requiere la participacién de las proteinas
adaptadoras. El rango de tamaio de las bahias cubiertas de clatrina es entre 100-150 nm
de didmetro. Esta capacidad de los endosomas se tomé en cuenta en este trabajo para
medir el didmetro del NT-poliplex mediante TEM. El dominio terminal de la clatrina
interactia con una variedad de proteinas que incluyen a la subunidad B-adaptinas del
complejo adaptador de la proteina AP-2, la B-arrestina que actia como un complejo
adaptador para los GPCRs, y el amfisfisin que al parecer actda en el reclutamiento de la
dinamina GTPasa (Sever et al., 2000). Esta enzima cataliza la formacién y la fusién de
las bahias cubiertas de clatrina para generar los endosomas tempranos (Sever et al.,
2000;Sever, 2002). Auxilina es requerida para la constriccion de las bahias cubiertas de
clatrina (Sever et al., 2006).

La despolimerizacién de la clatrina da como resultando la primera vesicula Ilamada
endosoma temprano, que posteriormente se fusiona con otro endosoma formando el
endosoma tardio y éste finalmente termina fusiondndose con el lisosoma, segin una
teoria. También se ha propuesto que el endosoma temprano madura a endosoma tardio
y a lisosoma al irse acidificando. El trafico vesicular de la endocitosis mediada por
clatrina, es controlado por la acciéon de pequefias GTPasa. Se ha propuesto que la
mayoria de los poliplexes tienen un trafico hasta el endosoma tardio donde se enfrentan
a condiciones 4cidas extremas (pH 5-6) debido a la actividad de las bombas protén
ATPasa. La acidez es una de las condiciones que degrada a los poliplexes. Por el
contrario, los virus han desarrollado estrategias para escapar de la acidez
oportunamente. De aqui que al NT-poliplex se le incorporé una sefial de escape
endosomal, el péptido fusogénico HA2 de la hemaglutinina y asi evitar su degradacién
en el endosoma tardio (Navarro-Quiroga et al., 2002). Si el poliplex no escapara del
endosoma tardio, finalmente seria conducido hasta el lisosoma donde el pH es menor
que 4.5 y se encuentran ademads varias enzimas degradativas. Existen evidencias de que
una proporcidn significativa de DNA es atrapado en estas vesiculas y es degradado
(Mukherjee et al., 1997). Solamente el DNA que escapa pasa al citoplasma
ocasionalmente pudiera alcanzar el nucleo celular (Figura 1). Es evidente que estos
eventos afecten la eficiencia de transfeccion de los poliplexes.

Dentro de la vesicula endosomal, el material puede tomar diferentes destinos. 1) En los
endosomas tempranos el material internalizado puede ser rdpidamente reciclado a la

superficie celular y salir de la célula por exocitosis al espacio extracelular, 2) el material



puede salir del endosoma al citosol y 3) el material se puede mover entre las vesiculas
endosomales al lisosoma, donde serd degradado por enzimas proteoliticas y

nucleoliticas, como se menciond anteriormente.

1.2.2.2. Estrategias para la liberacion del DNA del endosoma
El escape del complejo de los endosomas es esencial para lograr una eficiente

transfeccion; por ello, varias estrategias se han desarrollado para superar esta barrera.

1.2.2.2.1. Adicion de agentes lisosomotropicos
La adicién de una base débil como la cloroquina al medio de transfeccién incrementa la

expresion del transgén en una variedad de lineas celulares (Erbacher et al., 1996),
(Joubert et al., 2003). La cloroquina actiia mediante diferentes mecanismos de accidn:
1) Ejerce un efecto de buffer en el pH de las vesiculas endosomales evitando su
acidificacion, lo que produce la inhibicién en la actividad de las enzimas lisosomales
que degradan al DNA; 2) la alta concentracion de bases débiles dentro de las vesiculas
acidicas produce hipertonicidad que desestabiliza la permeabilidad de la membrana
endosomal; 3) evita la maduraciéon de los endosomas, retardando la degradacion del
transgén en el lisosoma; 4) se ha sugerido que la alta concentracién de cloroquina en las
vesiculas puede disociar el DNA de la PLL (Erbacher et al., 1997). Aunque la
cloroquina aumenta la eficiencia de la transferencia de genes mediada por receptor con
algunos polimeros, su uso es limitado a algunas lineas celulares debido a su cito-
toxicidad; ademads es impractica en la liberacion de genes in vivo por las altas dosis

requeridas y su toxicidad (Zhang et al., 2003).

1.2.2.2.2. Adicion de glicerol

La presencia de 1-1.5 M de glicerol en células incubadas con un complejo DNA- PLL o
DNA-Tfp-Lys incrementa significativamente la transferencia de genes en diferentes
lineas celulares y en cultivos primarios de fibroblastos (Zauner et al., 1996), (Zauner et
al., 1997). Este aumento en la eficiencia de transfeccién no se atribuye a una mayor
entrada del complejo en la célula, mas bien al debilitamiento de la membrana
endosomal inducido por el glicerol, favoreciendo asi la ruptura membranal por la PLL.

Sin embargo, no todas las lineas celulares son susceptibles a esta técnica.

1.2.2.2.3. Incorporacion de virus
La incorporacién a los vectores sintéticos de algunas de las estrategias que tienen los

virus para escapar de las vesiculas internas después de ser endocitados, ha permitido la



liberacion de los complejos del endosoma. Se ha reportado que la adicién de
adenovirus con el poliplex al medio de cultivo, incrementa significativamente los
niveles de transfeccion hasta mas de 2000 veces en lineas celulares HelLa y KB y es un
efecto dependiente de la carga viral (Wagner et al., 1998b). Debido a que la estructura
que interviene en la desestabilizaciéon de la membrana endosomal es la cédpside del
adenovirus, el genoma viral es inactivado con psoralen (Wagner et al., 1998a). Sin
embargo, para que ocurra una eficiente liberacién del transgén es necesario que la
particula viral y el complejo colocalicen en el endosoma, por ello se han generado
estrategias que incorporan el virus directamente en el complejo del DNA mediante un
puente avidina-estreptovidina o acoplando la capside del virus a la PLL mediante un
puente con un anticuerpo. Entre las desventajas de la incorporacion de los adenovirus al
complejo, es la pérdida de la especificidad de transfeccion del poliplex debido a que el
complejo poliplex-vector viral pueda entrar a la célula via el receptor del adenovirus.
Esto se ha evitado mediante dos estrategias: 1) acoplando a la PLL adenovirus
peroxidados, modificando asf la fibra del adenovirus, proteina necesaria para la entrada
del virus via su receptor (Wagner et al., 1998b) o 2) usando anticuerpos contra la fibra
del adenovirus inhibiendo la unién e internalizaciéon via receptor del adenovirus.
Ambas estrategias no interfieren con la actividad endosomolitica del virus (Kichler et
al., 1998).

Otros virus que han sido utilizados exitosamente para aumentar la transferencia de
genes mediada por receptor son el CELO (adenovirus de gallinas) (Cotten et al., 1993b)
y los tipos HRV2 y HRV 14 del rinovirus humano 2 (Wagner et al., 1998b).

La mayor desventaja de utilizar los virus para aumentar la liberacion citoplasmatica del
complejo, es la respuesta inflamatoria de las células a la entrada del virus y la reaccion
inmune in vivo. En general los acercamientos virales son algo impracticos debido a la
dificulta de preparar el vector, ademds de los aspectos de bioseguridad e

inmunogenicidad concernientes a los virus.

1.2.2.2.4. Péptidos que rompen la membrana
La propiedad que tienen los virus de escapar del endosoma se debe al dominio

fusogénico de algunas proteinas estructurales de la cédpside. Uno de los mejores
ejemplos de evasion endosomal es el virus de la influenza; su capacidad de fusién y
anclaje de la membrana endosomal reside en el extremo N-terminal de la subunidad

HA-2 de la hemaglutinina. Esta proteina contiene un dominio de 20 aminoécidos que al



ser escindido por proteasas, forma una hélice anfipética a pH entre 5 - 6 que interactia y
desestabiliza la membrana endosomal (Wagner et al., 1998b). De esta forma el péptido
derivado de la Influenza es capaz de liberar el contenido de la vesicula interna al
citoplasma (Wagner et al., 1998b). La secuencia sintética del péptido fusogénico HA2
de la hemaglutinina fue modificado por la adicién de 3 lisinas para unirlo al NT-
poliplex, lo que aument6 de forma significativa su eficiencia de transfeccion sin afectar
su especificidad.

Existen otros péptidos virales fusogénicos naturales o sintéticos que pueden ser
adheridos al polimero proporcionando el escape endosomal. Estos péptidos son
sensibles a pH 4cido, donde sufren cambios estructurales que ocasionan la ruptura de la
membrana endosomal, aumentando asi la eficiencia de transfeccion en 2 a 3 ordenes de

magnitud.

1.2.2.3. El citoplasma

Tres clases de filamentos conforman la estructura del cito-esqueleto; filamentos de
actina, microtibulos y filamentos intermedios. Existe una interaccidn sinérgica entre
ellos y la regulacién se da por proteinas de unién a microtibulos. A su vez, la presencia
de una variedad de organelas subcelulares inmersas en el citosol y la alta concentracién
de proteinas (superiores a 100 mg/mL) causan un conglomerado molecular intenso en el
citoplasma que limitan la difusién de las macromoléculas.

El cito-esqueleto interviene en el transporte de organelas y de grandes complejos
moleculares, por lo que estd involucrado con el transporte citoplasmatico del poliplex
(Kulkarni et al., 2006), como lo muestran los experimentos con la adicién de colchicina
(Chowdhury et al., 1996).

Una vez liberado el poliplex del compartimiento endosomal debe moverse a través del
citoplasma para llegar al niicleo. Sin embargo, las organelas citoplasmaticas dificultan
su movimiento. Estudios de movilidad en el citosol demuestran que la movilidad del
DNA es inversamente proporcional a su tamafio molecular (Lukacs et al., 2000). Se ha
determinado que DNA mayores a 3000 pb de longitud son inmdviles, por lo tanto se
asume que los poliplexes de gran tamafio son inmdviles. El mecanismo del transporte
citoplasmadtico del poliplex requiere una mejor caracterizacion para mejorar el disefio de
los poliplex.

Otro factor que afecta la eficiencia de transfeccion es la inestabilidad estructural del

DNA plasmidico (pDNA) en el citoplasma y su degradacién enzimdtica (Read et al.,



2005). Estudios de microinyecciéon de en el citoplasma han mostrado que éste
desaparece del compartimiento citosdlico de una manera dependiente del tiempo
(Lechardeur et al., 1999). Esto sugiere la degradaciéon del pDNA por endonucleasa
citosdlicas (Lechardeur et al., 1999), lo que conlleva a la baja eficiencia de transfeccidn.
Se ha considerado que las DNasas involucradas en la degradacién cromosomal también
participan en la degradacién del pPDNA microinyectado en el citoplasma

Sin embargo, estudios de microinyeccion en el citoplasma de poliplexes o lipoplexes
han demostrado que el pDNA en estado condensado o encapsulado resiste
significativamente la degradacién por nucleasas, aunque una vez en el citoplasma el
poliplex o los vectores sintéticos son expuestos a factores solubles e insolubles que
atrapan al transgén en el citoplasma, lo que favorecen su degradacidon. El transporte
intracelular y el proceso de degradaciéon que interfiere con los mecanismos de

transferencia génica dependen de la fisiologia y micro ambiente en cada tipo celular.

1.2.2.4. Translocacion nuclear
El importe y exporte de biomoléculas entre el citoplasma y el nicleo ocurre a través del

complejo del poro nuclear (NPC), el cual estd localizado en la membrana nuclear. El
NPC es un complejo de gran tamafio (aproximadamente 125 MDa) compuesto de 50-
100 proteinas diferentes llamadas nucleoporinas (Allen et al., 2000). Se ha reportado
que moléculas menores de 9 nm en didmetro o de 60 kDa pueden difundir pasivamente
a través del canal central del NPC, mientras que moléculas mas grandes, como
proteinas y complejos de proteina-RNA, son transportadas activamente por receptores
del transporte nuclear o por las importinas, (Muhlhausser et al., 2001;0tis et al., 2006).
Por lo tanto, el NPC tiene la capacidad de diferenciar moléculas mayores de 10-25 nm.

Diferentes factores fisioldgicos inducen cambios estructurales en el NPC, modificando
su permeabilidad y en consecuencia el transporte nuclear. Se ha demostrado que
concentraciones citoplasmaticas de ATP pueden modular el tamafio y la forma del NPC
(Bustamante et al., 2000a). La deplecién del Ca®* en la cisterna perinuclear inhibe tanto
la difusién pasiva como el transporte mediado por sefiales de localizacién nuclear (NLS)
a través del NPC, debido a la induccién de cambios conformacionales (Bustamante et
al., 2000b), (Stoffler et al., 1999). La gran variedad de sustratos importados al nicleo
han influido en el desarrollo de un amplio rango de vias de importe nuclear con
mecanismos de regulacion especificos. Entre las vias de importe mejor caracterizadas

estd la de la importina-f (Jans et al., 2000), (Nakielny and Dreyfuss, 1999), via de



transporte clasica de las particulas que tienen NLS ricas en argininas/lisinas tales como
el antigeno T del SV40 (NLS') o las nucleoplasminas. Las moléculas que son
transportadas por esta via, pueden unirse ya sea directamente a la importina-f o a través
de un importador de la proteina como la importina-c.

Otros sistemas de importe nuclear son: las nucleoporinas y la familia de transporte

nuclear Ras (Ran GTPasa) (Lee et al., 2005).

1.2.2.4.1. Estrategia para el direccionamiento nuclear del pDNA
Diferentes experimentos establecen que la envoltura nuclear representa el ultimo

obstdculo para la transferencia de genes por métodos no virales. Se ha demostrado que
la inyeccion de pldsmidos en el ndcleo de lineas celulares produce entre el 50 -100% de
eficiencia de expresion del transgén, pero ninguna o escasa expresion (< 3%) cuando se
inyectan el mismo nimero de moléculas plasmidicas en el citoplasma (Capecchi, 1980),
(Dean et al., 2005). Adicionalmente, experimentos de microinyeccion en citoplasma de
lineas celulares demuestran que el importe nuclear de plasmidos depende de su tamafio;
por ejemplo, fragmentos de DNA linear de 1.5 kb o més pequefios fueron detectados en
el nicleo celular (Hagstrom et al., 1997), (Ludtke et al., 1999). Estudios utilizando
lipoplexes y microscopia electronica de transmisién demuestran que 1 de 100 moléculas
de pDNA presentes en el citoplasma alcanzan el nicleo celular (Labat-Moleur et al.,
1996), resultados que apoya la fuerte restriccion de la barrera nuclear para el importe de
los lipoplexes. Otras evidencias que apoyan la restriccion de la barrera nuclear surgen
de comparar la eficiencia de transfeccién en células en mitosis con células quiescentes
(Tseng et al., 1999), (Wilke et al., 1996). La eficiencia de transfeccién con poliplex y
lipoplexes es mayor en las células mitdticas debido a que en la divisién celular la
envoltura nuclear desaparece temporalmente, lo que favorece el ingreso del nimero de
copias del transgén en el nicleo (Marenzi et al., 1999;Giulotto and Israel, 1984). De
igual forma se ha observado que los tipos celulares difieren en su capacidad de
concentrar el DNA en el nicleo. Aunque la mitosis ayuda a la translocaciéon del pDNA
al ntcleo, el proceso de importacion, que es ineficiente aun cuando la envoltura esté
rota, sigue siendo un proceso necesario para incrementar el nimero de copias del
transgén en el nicleo. Wolf y colaboradores demostraron por primera vez el transporte
de plasmidos al nicleo de células quiescentes via el NPC. Estudios de bloqueo con

aglutinina de germen de trigo (WGA) o con anticuerpos contra los componentes del



NPC han comprobado la participaciéon de la ruta de importinas en el ingreso de los
plédsmidos al nicleo y su contribucién a la eficiencia de expresion del transgén.

Es bien conocido que una gran variedad de macromoléculas y proteinas de procedencia
exdgena como los virus o endégena como las histonas son dirigidas al niicleo por poseer
NLS, también conocidas como péptidos cariofilicos (PK). Estas sefiales son secuencias
cortas de péptidos catiénicos que son reconocidas por las importinas. Para mejorar la
eficiencia de transfeccién de los vectores no virales, se han adherido NLS sintéticas al
pDNA, facilitando asi el importe del DNA al nicleo de la célula (Chan and Jans, 2002).
Hasta la fecha se han reportado diferentes NLS, entre las mds utilizadas se encuentran
el (NLS™), M9 derivada de la ribonucleoproteina heterogénea (hnRNP)A1, la proteina
Vpr derivada del HIV-1, el residuo N-terminal de la proteina de la fibra Ad3 adenoviral,
la proteina VP1 del SV40. La integracién de esta tltima NLS en el pDNA del NT-
poliplex incremento significativamente la eficiencia de transfeccion (Navarro-Quiroga
et al., 2002).

Las NLS pueden unirse al DNA de forma covalente; en este caso, se debe evitar la
unién de la NLS al casset de expresion para no bloquear su reconocimiento por los
factores de transcripcion y la polimerasa. Uniones no covalentes de la NLS se realizan
a través de atraccidn electrostética entre las cargas anidnicas del DNA con los residuos
catiénicos de la NLS o por fusiéon de la unién covalente del motivo catidénico
(poli/oligosina, histona).

Debido a su carga de superficie positiva es posible que los poliplex asemejen NLS; sin
embargo, son ineficientes debido a que muy pocos vectores alcanzan el nicleo.

Otra estrategia realizada para mejorar el importe nuclear es modificar el pPDNA para ser
reconocido por factores celulares como sustratos de importe nuclear que puedan
proporcionar algin direccionamiento. La modificacién incluye una clonacién adicional
de secuencias nucleotidicas reconocidas por factores de transcripcién y la adicion de

motivos glicosilados (Kollen et al., 1997).

1.2.2.5. Desensamblaje del complejo
El complejo polimérico que protege al DNA de la degradacién enzimdtica, a su vez

previene la unién de las proteinas requeridas para la transcripcion del transgén. Es
necesario reducir la fuerza de unién entre el polimero y el DNA para favorecer su
desempaquetamiento. Esto se logra reduciendo el nimero de cargas positivas mediante

la conjugaciéon con cadenas Poly(ethylene glycol) (PEG) o disminuyendo la masa



molecular del polimero. Falta aclarar si es necesario que el DNA se disocie del poliplex
antes de entrar al nicleo o si entra el complejo al nidcleo y alli se disocia. Un estudio en
el que se microinyecté un poliplex (PEI) en el citoplasma y en el niicleo, demostré la
expresion del gen en ambos casos, concluyendo que la disociacién del DNA del
complejo para este tipo de poliplex no es necesaria para lograr la expresion del transgén

(Lechardeur and Lukacs, 2002).

1.3. Neurotensina: Molécula ligando del NT-poliplex
La Neurotensina (NT) es la molécula ligando encargada de dar el primer punto de

especificidad a la transferencia de genes por el NT-poliplex (Martinez-Fong et al.,
1999;Martinez-Fong and Navarro-Quiroga, 2000;Alvarez-Maya et al., 2001;Navarro-
Quiroga et al., 2002;rango-Rodriguez et al., 2006){ Arango-Rodriguez, 2006 431 /id}.
La NT es un tridecapéptido (Glu-Leu-Tyr-Glu-Asn-Lys-Pro-Arg-Arg-Pro-Tyr-Ile-Leu),
cuya actividad bioldgica radica en los 6 aminodcidos del extremo carboxilo (Tyler-
McMahon et al., 2000). La funcionalidad del NT-poliplex confirma que el método de
conjugacion utilizado permite la conservaciéon del dominio de unién al receptor
(Martinez-Fong et al., 1999;Martinez-Fong and Navarro-Quiroga, 2000;Alvarez-Maya
et al.,, 2001;Navarro-Quiroga et al., 2002;Arango-Rodriguez et al., 2006;Gonzalez-
Barrios et al., 2006a).

La NT es un neuromodulador que tiene una amplia distribucién en el cerebro (Uhl et al.,
1977) y en tejidos periféricos, principalmente el tracto gastrointestinal de diferentes
especies incluyendo la humana (Kitabgi et al., 1976), en los que ejerce diferentes
efectos fisiologicos(Bissette et al., 1976), (Kitabgi et al., 1985), (Nemeroff, 1986),
(Malendowicz and Nussdorfer, 1994), (Tyler-McMahon et al., 2000), (Souaze et al.,
2006). Sin embargo, los niveles de la NT endégena no impiden la internalizacion del
NT-poliplex por las neuronas dopaminérgicas del cerebro.

En 1977 se reporta por primera vez la especificidad de unién de la NT a membranas
sindpticas (Kitabgi et al., 1977). Tempranamente se conocié que la NT mediaba sus
efectos fisioldgicos a través de la interaccién con receptores especificos, localizados en
la membrana plasmatica de la célula blanco (Barroso et al., 2000). Estudios de auto-
radiografia con NT radioactiva realizados en cortes cerebrales de diferentes mamiferos
han determinado diferente densidad de los receptores a NT (NTRs) en diversas regiones
del SNC. Los nucleos que tienen moderada densidad de NTRs son el estriado, el

hipocampo ventral, la materia gris periacueductal, el coliculo superior y el nicleo dorsal



del rafé (Fassio et al., 2000). La densidad mas alta de receptores estd en las neuronas de
la SNc y en el VTA. La alta densidad de los NTRs en estos dos nicleos mesencefélicos
fue el antecedente primordial para transferir genes a neuronas dopaminérgicas a través
del NT-vector en un modelo murino de ratas hemiparkinsonianas (Alvarez-Maya et al.,
2001;Martinez-Fong and Navarro-Quiroga, 2000;Navarro-Quiroga et al., 2002),
(Arango-Rodriguez et al., 2006;Martinez-Fong et al., 1999;Gonzalez-Barrios et al.,
2006a).

Se han identificado tres subtipos de NTRs, denominados NTS1, NTS2, NTS3. Estos
receptores han sido clonados y se conoce la secuencia peptidica (Tanaka et al., 1990).
Los dos primeros receptores estdn acoplados a la proteina G (GPCRs), (Yamada et al.,
1998). Al igual que todos los receptores de la familia de los GPCRs, NTS1 y NTS2
tienen 7 dominios trans-membranales (TM) (Pelaprat, 2006). La homologia entre le
NTSI1 y el NTS2 es de un 64%, pero las diferencias estructurales entre ellos son
marcadas (Vincent et al., 1999). El NTS3 es un receptor que no pertenece a los GPCRs,
posee un solo dominio TM el cual conserva un 100% de homologia en la secuencia
peptidica con gp95/sortilina, proteina asociada a receptor (RAP) e involucrada en el
direccionamiento del mismo (Mazella, 2001).

Estudios bioquimicos han demostrado que el NTS1 ejerce su efecto fisioldgico
activando diferentes vias de sefializacidn intracelular que involucran la formacién de
fosfatidil inositol trifosfato IP3(Pelaprat, 2006); el cual induce la liberacién de calcio
(Ca2+) de depésitos intracelulares (Chabry et al., 1994;Gailly et al., 2000) la formacién
de AMPc (Hermans and Maloteaux, 1998) , y la activacion de varias MAP cinasas
(Poinot-Chazel et al., 1996). Posterior a esto el NTS1 en unién con su ligando es
internalizado por el sistema endocitico (Savdie et al., 2006). Se tomd ventaja de esta
propiedad de internalizacién del NTS1 para considerar a la NT como molécula ligando
del vector génico de NT.

Varios sistemas celulares estudiados hasta la fecha coinciden en que el mecanismo de
internalizacion de la NT se realiza por endocitosis mediada por receptor y es
dependiente de clatrina (Vandenbulcke et al., 2000).

Estudios de trafico intracelular de la NT han reportado que la internalizacién del
complejo NT/NTS1 implica: 1) El ligando es dirigido en forma intacta a un
compartimiento no acidico identificado como “Trans-Golgi Network” (TGN)
(Vandenbulcke et al., 2000). 2) El receptor es dirigido predominantemente al lisosoma

para su degradacién mas que para su reciclaje (Chabry et al., 1993), (Hermans et al.,



1997), aunque recientemente el grupo de la Dra. Forgez ha mostrado la presencia
intranuclear del NTS1, que al parecer se asocia con la sintesis del mismo (Toy-Miou-
Leong et al., 2004). 3) No hay evidencia de que la NT se dirija junto con el NTS1 al
lisosoma (Vandenbulcke et al., 2000); pero si se ha mostrado a la NT marcada con
granulos de plata dentro del niicleo (Castel et al., 1992b), atribuyéndole un papel en la
regulacion de la densidad de los receptores de la superficie celular (Vandenbulcke et al.,
2000), (Hermans et al., 1997). De manera relevante para la transferencia génica mediada
por poliplex, el conjunto de evidencias sefiala que la internalizacién de la NT evade la
degradacion lisosomal. Sobre esta base se sustenta el éxito del poliplex de NT para
transferir genes in vivo (Alvarez-Maya et al., 2001;Arango-Rodriguez et al.,

2006;Gonzalez-Barrios et al., 2006a).

1.4. Antagonistas especificos para los receptores NTRs
En la actualidad se cuenta con diferentes firmacos no comerciales antagonistas

especificos para NTS1 y NTS2 (Kitabgi et al., 1987), (Mazella et al., 1996), lo cuales
representaron una herramienta invaluable en la caracterizacién de la especificidad de
transferencia génica de NT-vector (Martinez-Fong et al., 1999;Alvarez-Maya et al.,
2001;Navarro-Quiroga et al., 2002;Arango-Rodriguez et al., 2006).

El primer antagonista descrito fue el SR48692, firmaco no peptidico, descubierto al
azar durante el escaneo de cientos de quimicos (Gully et al., 1993). El SR48692 tiene
mayor afinidad para el NTS1 (ICso = 5.6 nM) que para el NTS2 (ICsp = 300 nM),
diferencia que ha permitido distinguir el papel del NTS1 y ciertas propiedades
fisiologicas de la NT (Gully et al., 1993). Sin embargo el SR48692 cuenta con la
desventaja de su limitada solubilidad en soluciones acuosas, lo que dificulta su uso.
Recientemente el grupo de Sanofi desarrollé un antagonista mds soluble, el SR142948A
(Gully et al., 1997). Sin embargo, el SR48692 es mas utilizado para diferenciar a
ambos receptores en base a su afinidad (Gully et al., 1993). Por lo tanto la evaluacién de
la especificidad del NT-vector que se realizd en este trabajo se hizo con el antagonista
SR48692 por su mayor selectividad hacia el receptor NTS1.

La mejor herramienta para diferenciar entre los receptores NTS1 y NTS2 es un potente
farmaco antihistaminico la levocabastina que tiene mayor afinidad por el NTS2 que por
el NTS1 (Kitabgi et al., 1987), (Mazella et al., 1996). Se ha demostrado que 1 uM de
levocabastina bloquea completamente la unién de la NT a los NTS2, sin cambiar las

propiedades de unién del NTS1 (Yamada et al., 1998). Este efecto de todo o nada es una



manera simple y eficaz para diferenciar ambos receptores (Yamada et al., 1998),
(Kitabgi et al., 1987). EI desarrollo de antagonistas de los receptores de la NT han
favorecido de manera significativa el entendimiento de la interaccién de la NT con sus
receptores en diferentes especies de mamiferos (Kitabgi et al., 1985), incluyendo la
involucrada en el envio dirigido de genes (Arango-Rodriguez et al., 2006;Navarro-

Quiroga et al., 2002;Alvarez-Maya et al., 2001;Martinez-Fong et al., 1999).

1.5. Relacion de la NT con el sistema dopaminérgico
El conocimiento de la distribucién del NTS1 asociado a diferentes formas de transporte

intracelular ha sido fundamental para desarrollar diferentes modelos de transferencia
génica mediante el NT-poliplex. Una de las aportaciones de este trabajo fue la
factibilidad de enviar genes a las neuronas dopaminérgicas nigrales utilizando el
transporte retrogrado para la NT desde el nicleo estriado.

El transporte axonal retrogrado es un proceso activo mas lento (130 - 200 mm/dia) que
el anterégrado (400 mm/dia) y ambos dependen de la integridad de los microtibulos
(Johnston et al., 1986). Ensayos con radioisétopos en el estriado de la rata, han
mostrado que la mayoria de los receptores de NT estdn localizados en las terminales
axodnicas de las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales, por ello la via nigroestriatal
dopaminérgica es un modelo de eleccion para estudiar el transporte axonal retrogrado de
la NT desde el estriado hasta la SNc (Castel et al., 1992a), (Laduron, 1995). Faure y
colaboradores en 1995 mostraron el transporte axonal retrogrado de la NT mediada por
su NTS1 (Faure et al., 1995).

Inicialmente surgieron dos hipdtesis para explicar la internalizacion de la NT y su
transporte retrégrado. La primera hipétesis estd asociada a la degradacion de la NT en
los lisosomas o su reciclamiento en el reticulo endopldsmico rugoso (Castel et al.,
1994a). La segunda hipétesis propone que la NT unida a su receptor participa en la
regulacion de la expresion del gen de la tirosina hidroxilasa (TH), enzima limitante en la
sintesis de dopamina en la SNc (Laduron, 1995), (Burgevin et al., 1992a), (Castel et al.,
1992b). Estudios de inyeccién intraestriatal con [I'*]-NT indican que la acumulacién
de la marca radioactiva en la SNc se inicia después de dos horas de la inyeccidn,
detectandose el nivel mas alto a las 4 horas, y ausencia del marcaje después de 24 horas.
Estos datos muestran que el transporte retrégrado de la NT es mds rdpido que el descrito
para otras moléculas en otras terminales axdnicas (Johnston et al., 1986).

Aproximadamente el 13% del marcaje se detecta sobre los cuerpos celulares neuronales,



cubriendo principalmente el citoplasma, una gran proporcién de estos granos
citoplasmédticos son detectados sobre organelas identificadas claramente como el
reticulo endopldsmico rugoso, la mitocondria, lisosomas, aparatos de golgi o cuerpos
multivesiculares. Al asociar estos hallazgos con estudios de microscopia electrénica y
HPLC, se confirma que la NT es procesada en una variedad de vias intracelulares,
incluyendo degradacién en los lisosomas, reciclamiento en el reticulo endopldsmico
rugoso y aparato de golgi (Castel et al., 1994a). Un 35% del marcaje se presento en las
dendritas. Un 2% del marcaje se localizd en el niicleo, esta observacidon asocia al
transporte axonal retrégrado de la NT con la transmisiéon de informacién desde las
terminales nerviosas al cuerpo celular y la expresion de genes como respuesta a una
serie de eventos sindpticos distales (Castel et al., 1994b).

Diversas hipdtesis han surgido respecto a la localizacion de la NT en el nidcleo celular
de las neuronas dopaminérgicas. Una de ellas es que la NT puede alcanzar el cuerpo
celular y posteriormente se disocia de su receptor y se une a receptores especificos
localizados en la membrana nuclear. Se ha reportado la evidencia de sitios de unién de
alta afinidad de la NT en el nicleo de neuronas del cerebro medio (Beaudet et al.,
1998).  Por lo tanto, el complejo ligando-receptor puede entrar al nicleo y se puede
unir a proteinas de unién nuclear para participar en la expresion de diferentes genes.
Ademds, la asociaciéon de la NT con el niicleo se puede explicar por la escasa
degradacion de la NT. Un hallazgo que sustenta la accién fisioloégica de la
internalizacién nuclear de la NT es el incremento en la expresiéon del RNAm de la TH
(+39%) 4 horas post-inyeccion intraestriatal de NT, en las células de la SNc ipsilateral
del estriado inyectado, comparado con los controles estriados inyectados con solucién
salina. A su vez se correlacioné el tiempo de la expresion del RNAm de TH con la
presencia nuclear de NT en la SNc (Burgevin et al., 1992a;Burgevin et al., 1992b). Sin
embargo, no se puede excluir la posibilidad de que el efecto de la NT en la expresion
del RNAm de TH no sea directo, sino a través de otras moléculas mensajeras

producidas por la activacidn del receptor a NT en la superficie de la membrana celular.

1.6. Expresion regulable de genes mediante el sistema de
tetraciclina
Gossen y Bujard desarrollaron el sistema de expresion regulable de tetraciclina en sus

modalidades Tet-Off (1992) (Gossen and Bujard, 1992a) y Tet-On (1995) (Gossen et

al., 1995). EI sistema regulable de tetraciclina es considerado como una poderosa



herramienta genética que permite la expresion controlada y precisa del transgén ya sea
en células cultivadas o en animales transgénicos (Kistner et al., 1996). El sistema
regulable de tetraciclina involucra dos componentes subclonados en dos pldsmidos
diferentes. Un plasmido contiene el cDNA que codifica para el elemento regulador de
tetraciclina de procariontes (TetR) o para el elemento regulador transverso de la
tetraciclina (rTetR). El segundo pldsmido contiene el elemento de respuesta a la
tetraciclina y el promotor minimo de citomegalovirus (CMV) que dirige la expresion
del gen de interés (Presland and Fleckman, 2005).

En el sistema Tet-Off, la expresion del gen se activa cuando la tetraciclina (Tc) o
doxiciclina (Dc) es removida del medio de cultivo, mientras que el sistema Tet-On se
activa unicamente con la adicién de Dc. Ambos sistemas permiten una alta expresion
de genes de manera regulada en respuesta a diversas concentraciones de Tc o Dc. La
expresion lograda con el sistema regulable es comparable con la obtenida con
promotores constitutivos de mamiferos como CMV. A diferencia de otros sistemas
inducibles de expresion de genes en mamiferos, el sistema Tet posee un alto grado de
especificidad.

El sistema Tet se basa en la proteina represora TetR, la cual regula negativamente al
oper6n de resistencia a la tetraciclina en el Transposon Tnl0 presente en E. coli. El
bloqueo de la transcripcion de estos genes TetR se da por la unién de la secuencia del
operador tet (tetO) en ausencia de Tc. Tanto el TetR y el TetO son la base de la
regulacion y la induccidn de los sistemas regulables en mamiferos.

La proteina reguladora en el sistema Tet-Off se llama trans-activador controlado por
tetraciclina (tTA) y es una proteina de fusién (37 kDa) que contiene los a.a 1-207 de
TetR y 127 a.a del C-terminal del dominio de activacion VP16 del Herpes simples
(Triezenberg et al., 1988) (Figura 2). La proteina de fusidon actda como un activador
transcripcional. El tTA es codificado por el plasmido regulador pTet-Off, el cual posee
también un gen de resistencia a la neomicina que permite la seleccién de células
transfectadas establemente.

La proteina reguladora en el sistema Tet-On se llama trans-activador reverso controlado
por tetraciclina (rtTA) es una proteina de fusidon que contiene un represor reverso de Tet
(rTetR) que resulta de la mutacion de cuatro a.a en el TetR (Gossen et al., 1995), (Hillen
and Berens, 1994), (Gossen and Bujard, 1995) y el VP16. La proteina de fusién se

convierte en un activador transcripcional por la unién de la tetraciclina (Figura 2). La



proteina rtTA es codificada por el pldsmido regulador pTet-On, que también posee un
gen de resistencia a la neomicina.

El segundo pldsmido que contiene el gen de interés, tiene el elemento de respuesta a
tetraciclina (TRE). El sistema TRE consiste en 7 repeticiones de una secuencia de 42-
bp contenidas en el tetO, localizado corriente arriba del promotor minimo del CMV
(Pmincmv).  El Princmv carece del elemento amplificador asociado normalmente con el
promotor temprano inmediato al CMV. Debido a la pérdida del elemento amplificador
hay una minima expresioén del gen de interés desde el elemento TRE en ausencia de de
tTA o de rtTA.

Otro grupo de vectores regulables son los pTRE-tight a los cuales se les ha modificado
el elemento TRE (TRE,q) corriente arriba del Pyincmv (Pmincmva) para reducir la
expresion basal del gen de interés. Este sistema es de gran utilidad cuando se requiere
ausencia de expresion del gen de interés, como aquellas proteinas que son
extremadamente potentes o toxicas para la célula huésped.

Debido a que en esta tesis se utilizo el sistema Tet-On solamente se explicard su
funcionamiento. Los dos pldsmidos del sistema se deben expresar en la misma célula. El
pldsmido pTetOn expresan rtTA, la cual es inactiva en ausencia de Dc. Cuando Dc se
afiade al medio, ésta se une rtTA formando el complejo transcripcional que se une al
TRE del pldsmido que contiene el gen de interés bajo la regulacién de Ppincmva. Esta
unidn activa la transcripcion del pldsmido. Logicamente, la transcripcion se desactiva

cuando se retira la Dc (Figura 2).

A
Tet-Off
—— ) T —
Plasmido Regulatorio /
IpTet-offU I 4 @
+ Tc (or Dox)
" /Tc (or Dox)
tTA
Transcripcion
TRE  Pmincvm Gene X
B
Tet-On

rtetR

Plasmido Regulatorio @
PTet-On (&
- Dox
/ Dox

rtTA "
»x/@ Transcripcion

TRE  Pmincvm Gene X




Figura 2. Esquema de regulacién de la expresion de genes por el sistema pTet-Off (A) y pTet-
On (B). Panel A. El TRE es localizado corriente arriba del promotor minimo de citomegalovirus
(Pmincmv), €l cual es silente en ausencia de activacion. El activador de tetraciclina (tTA) se une
al TRE y activa la transcripcién del gen de interés en ausencia de Tc o Dc, por lo tanto, la
presencia de alguno de esos antibidticos inhibe la trascripcion debido a que se retira el complejo
tTA del elemento TRE. Panel B. El represor reverso TetR (rTetR) fue creado por el cambio de
cuatro aminodcidos invirtiendo la respuesta de la proteina a Dc, como resultado a estos cambios

el rtTA se une al TRE y activa la trascripcién en presencia de Dc.

1.7.1. Ventajas de los sistemas Tet
Los sistemas Tet-Off y Tet-On poseen varias ventajas sobre otros sistemas de

regulacion de la expresion de genes que funcionan en células mamiferas. La regulacién
por ambos sistemas es extremadamente precisa, el background del gen de interés es
minimo en la ausencia de induccidn, siendo mds bajo con el sistema pTRE o su
variante. No se observa ningin efecto pleiotrépico cuando se introduce en células
mamiferas. Las proteinas regulatorias procaridticas (TetR o rTetR, precursores
procarioticos tTA y rtTA) actian especificamente en sus secuencias blanco debido a que
estas secuencias regulatorias de DNA no estén presentes en genomas eucaridticos. El
sistema regulatorio Tet es altamente inducible y la respuesta se da rdpidamente, se ha
observado que la induccién puede ser detectada entre 30 minutos usando niveles del
inductor no toxicos, mientras que otros sistemas de induccién en mamiferos han
mostrado una leve induccién en varios dias o una inducciéon incompleta o una alta

induccién alcanzando niveles toxicos (Gossen and Bujard, 1993), (Yarranton, 1992).



2. Planteamiento del problema

Nuestro grupo desarrolld el NT-poliplex para transferir genes terapéuticos a tipos
celulares especificos mediante la endocitosis del NTS1. Recientemente reportamos la
capacidad del NT-poliplex de transferir el gen neurotréfico GDNF a neuronas
dopaminérgicas de ratas hemiparkinsonianas. Evidencias anatémicas, bioquimicas y
funcionales, apoyan fuertemente el potencial del NT-poliplex en la terapia neurotréfica
(Gonzalez-Barrios et al., 2006a). A su vez, experimentos en curso exploran la
potencialidad y funcionalidad del NT-poliplex en la terapia génica del neuroblastoma en
ratones Nun-nuRb. No obstante, a las destacadas ventajas de nuestro vector como son:
su especificidad, eficiencia, duracién prolongada de la expresion del transgén, y su
versatilidad para aplicarlo en dos diferentes modelos animales de terapia génica, se
desconocian las propiedades biofisicas del mismo como son: la relacién molar éptima
de los componentes del NT-poliplex que producen la méxima eficiencia de transfeccion
para cada uno de los pldsmidos de interés, el efecto de la transfeccion en la viabilidad
celular, la capacidad del NT-poliplex para transferir dos diferentes plasmidos
simultaneamente, los cambios fisicos que ocurren por la interacciéon entre sus
componentes y su estabilidad cuando se somete a cambios drasticos de acidez. A su vez,
se ha reportado que la expresion continua de factores neurotréficos induce efectos
citotoxicos en las neuronas, por ello quisimos regular la expresion del transgén
mediante dos acercamientos, el primero fue con un elemento transcripcional endégeno
el promotor del gen del transportador de dopamina humano (hDAT) que reguld la
expresion del transgén BDNF-flag in vivo, y el segundo se logrd con el sistema
regulable pTet-On - pTRE-Tigh y algunas construcciones quiméricas derivadas de este
sistema, las que fueron ensayadas en células en cultivo. Finalmente, al haber
determinado la proporcion de los componentes del NT-vector que producen
nanoparticulas solubles que puedan ser internalizadas de manera eficiente e inocua,
quisimos diseflar una estrategia que permitiera desarrollar el NT poliplex auto-
ensamblado con el objetivo de simplificar la sintesis quimica del NT-vector original y

superar su eficiencia de transfeccion.



3. Objetivo General

Por esta razon, los objetivos principales de esta tesis fueron:

1.

3.

Caracterizar las propiedades biofisicas del NT-poliplex que determinan su
condensacion en nanoparticulas solubles para ser internalizadas de manera
eficiente e inocua.

Regular la expresion del transgén por elementos transcripcionales endégenos y
por construcciones transcripcionales quiméricas.

Disefiar la estrategia para el auto-ensamblaje del vector génico de neurotensina.

4. Objetivos especificos

Caracterizar las propiedades biofisicas del NT-poliplex que determinan su condensacion

en nanoparticulas solubles para ser internalizadas de manera eficiente e inocua.

1.

Determinar la proporcién y contribucion de los componentes del NT-vector para
su masa molecular.

Determinar los cambios en el patrén electroforético ocurridos por la interaccion
de los componentes del NT-poliplex.

Determinar por microscopia electronica de transmisién los cambios fisicos del
pDNA en los pasos secuenciales de la formacion del NT-poliplex.

Valorar el efecto del pH en la estabilidad del NT-poliplex

Determinar la relaciéon molar 6ptima de los componentes del NT-poliplex que
producen la maxima eficiencia de transfeccion para cada uno de los pldsmidos de
interés.

Estudiar la capacidad del NT-poliplex para transfectar dos diferentes plasmidos
simultdneamente.

Asociar el efecto de diferentes relaciones molares del NT-poliplex con la

viabilidad celular.

Regular la expresiéon del transgén por elementos transcripcionales endogenos y con

construcciones transcripcionales quiméricas.

1.

2.

Evaluar la efectividad del promotor del gene del transportador de dopamina
humano (hDAT) para regular la expresion del transgén BDNF-flag in vivo.
Evaluar el sistema regulable pTet-ON - pTRE-Tigh en células en cultivo.



Diseifiar la estrategia para el NT-poliplex auto-ensamblado

1.

Determinar la concentracion molar 6ptima de los componentes del NT-poliplex
auto-ensamblado.

Determinar los cambios en el patrén electroforético ocurridos por la interaccion
de los componentes del NT-poliplex auto-ensamblado.

Determinar por microscopia electrénica de transmision los cambios fisicos del
pDNA en  los pasos secuenciales de la formacion del NT-poliplex auto-
ensamblado.

Evaluar la especificidad de transfeccion del NT-poliplex auto-ensamblado.

Estudiar la eficiencia de transfeccién del NT-poliplex auto-ensamblado.



5. Materiales y Métodos

5.1 Sintesis del NT-vector: [*°l]-NT-[°H]-PF-SPDP-PLL

Para la sintesis del NT-vector se utilizaron los siguientes péptidos marcados radio-
activamente: la ['*I]-NT (ELYENKPRRPYIL) con una pureza >90% y una actividad
especifica = 2000 Ci/mmol, 10 pCi (Amersham Pharmacia;Buckingamshire, UK) y el
[*H]-PF (GLFEAIAEFIEGGWEGLIEGCAKKK), con una pureza del 96% y actividad
especifica = 4.5mCi/mmol, 10 uCi (Synpep Corp.,Dublin, CA, USA). Ambos péptidos
se unieron de forma simultdnea a PLL de masa molecular (MM) de 48 KDa, la cual
posee 328 grupos aminos potencialmente reactivos (Sigma, St. Louis MO, USA). Se
utiliz6 el método de entrecruzamiento bifuncional con N-succinimidil 6-3[3-(2-
piridilditio)propionamido] hexanoato (LC-SPDP; Pierce Chemical Co, Rockford, IL,
USA).

La sintesis del NT-vector es un proceso que consiste en cuatro pasos secuenciales
realizados a temperatura ambiente: 1) formacion del conjugado PLL-SPDP-SH, 2)
formacién del conjugado [1251]—NT—SPDP, 3) formacién de [3 H]-PF-SPDP, 4) formacién
del NT-vector ([1251]—NT—[3H]—PF—SPDP—PLL) a partir de los conjugados obtenidos

previamente con el SPDP.

5.1.1 Formacion del conjugado PLL-SPDP-SH

Se disolvieron 20 mg de PLL (48 KDa) en 1 mL de una solucién balanceada de fosfatos
(PBS; 17.42 mM de Na2HPO4, 2.58 mM KH2HPO4, 150 mM NaCl, | mM EDTA, pH
7.2). Se mezclé con 7.5 mg de LC-SPDP disueltos previamente en 30 uL de dimetil
sulféxido (DMSO). La mezcla de 1a PLL con el LC-SPDP se incubé durante 30 minutos
en agitacion constante. Finalizado este periodo, el conjugado resultante (PLL-SPDP) se
purificé en una columna Econo-Pac 10DG (Bio-Rad Laboratorios; Hercules, CA, USA)
equilibrada con PBS. Se recolectaron fracciones de 1 mL; de cada fraccién se tomé una
alicuota que se diluy6 1:5 con PBS para determinar la absorbancia a 215 y 280 nm. La
columna Econo-Pac 10DG permite la elusiéon de moléculas < 6000 Da, por lo tanto el
conjugado de PLL-SPDP (52043 Da) se obtiene en el volumen del primer pico (3-7
mL), mientras que el SPDP libre (425.5 Da) y la N-hidroxisuccinimida (114 Da)

liberada como producto de la reaccién eluyen en el segundo pico (7.5-15 mL). Por lo



tanto, las fracciones que corresponde al primer pico se recolectaron y concentraron en
un volumen de 1 mL, mediante un concentrador por vacio (Heto).
Para generar el conjugado altamente reactivo, el PLL-SPDP-SH, 12 mg de dithiothreitol
(DTT) se disolvieron en 0.5 mL de PBS y se adicionaron a 1 ml de la solucién PLL-
SPDP. La mezcla se incub6 durante 30 minutos con agitacion constante. Al final de la
incubacién, una alicuota de la mezcla de la reaccién se diluy6é 1:10 para medir la
absorbancia a 343 nm, longitud de onda que detecta a la piridina-2-tiona liberada
durante la reaccion. De esta forma se determind la eficiencia de la conjugacion en la
reaccion, mediante la siguiente férmula:
C = (Abs 343 nm/E343 nm) x FD
Donde:
C = concentracién de la piridina-2-tiona;
Abs 343 nm = absorbancia de la piridina-2-tiona a esta longitud de onda;
E 343 nm = coeficiente de extincién molar a 343 nm (8.08 x 10* cm™ M'l)

FD = factor de dilucion

El conjugado PLL-SPDP-SH se purificé posteriormente en una columna Econo Pac 10
DG equilibrada con PBS, recolectando fracciones de 1 mL. Cada fraccion se diluyé 1:5
con PBS para determinar la absorbancia a 215, 280 y 343 nm. Teniendo en cuenta el
rango de separacion de esta columna, el conjugado PLL-SPDP-SH (50613 Da) eluye en
el volumen del primer pico (2-6 mL) y la piridina-2-tiona (110 Da) eluye en el segundo
pico (9-14 mL). Las fracciones del primer pico se recolectaron y concentraron a un

volumen de 1 mL.

5.1.2 Formacion del conjugado [125]]-NT-SPDP

La actividad especifica (2000 Ci/mmol) de la ['*I]-NT se disminuy6 a 1673 uCi/mmol
por la adicién de 10 mg de NT. La cantidad total de [1251]—NT (1797 Da) se disolvié en
1 mL de PBS y se mezclé con 5 mg de LC-SPDP disueltos previamente en 30 uL de
DMSO. La mezcla de reaccién se incubd durante 30 minutos en agitacion constante.
Finalizada la incubacién, el conjugado NT-SPDP se purific6 en una columna de
Sephadex G-10 (Pharmacia Fine Chemicals AB, Uppsala, Sweden) equilibrada con
PBS. Se recolectaron fracciones de 0.25 mL; alicuotas de cada fraccién se diluyeron
1:15 con PBS para determinar la absorbancia a 280 nm. La capacidad de elusién del

Sephadex G-10 es <700 Da, por lo tanto el conjugado NT-SPDP (2419 Da) eluye en el



volumen del primer pico (5-7 mL), mientras que el SPDP libre (425.5 Da) y la N-
hidroxisuccinimida de (114 Da) eluyen en el segundo pico (7.5-10 mL). Se
recolectaron las fracciones que corresponden al primer pico y se concentraron a 1 mL.
La radioactividad del [125

40%;, PerkinElmer; Boston MA, USA).

I] se midi6 en un contador y Packard Cobra II (eficiencia del

5.1.3 Formacion del conjugado [3H]-PF-SPDP

La actividad especifica (4.5 mCi/mmol) del [3H]—PF se disminuyé a 3.37 mCi/mmol por
la adicion de 2 mg de PF. Una cantidad de 8 mg de [3 H]-PF (2695 Da) se diluyeron en
1 mL de PBS y se mezclaron con 2.5 mg de LC-SPDP, disuelto previamente en 30 uL
de DMSO. La mezcla se incubé durante 30 minutos con agitacién constante.
Finalizado este periodo de incubacion, el conjugado de la [*H]-PE-SPDP se purificé en
una columna de Sephadex G-15 (Pharmacia Fine Chemicals AB, Uppsala, Sweden)
equilibrada con PBS. Se recolectaron fracciones de 0.25 mL; una alicuota de cada
fraccion se diluy6 1:15 con PBS para determinar la absorbancia a 280 nm. La capacidad
cromatografica del Sephadex G-15 es < 1500 Da; por lo tanto, el conjugado [*H]-PF-
SPDP (3317Da) eluye en el volumen del primer pico (5-8 mL), mientras que el SPDP
libre (425.5 Da) y la N-hidroxisuccinimida (114 Da) eluyen en el segundo pico (8.75 -
12.5 mL). Se recolectaron las fracciones que corresponden al primer pico y se
concentraron a un volumen de 1 mL.

Alicuotas diluidas 1:12.5 fueron analizadas en un contador [ Beckman LS6500
(eficiencia del 40%; Beckman Coulter; Fullerton, CA, USA) para determinar la cantidad
de [’H]-PF.

5.1.4 Formacion del NT-vector a partir de los conjugados previos

Los tres conjugados con SPDP obtenidos previamente se mezclaron e incubaron durante
8 horas con agitacion continua. Al finalizar este periodo, se tomd una alicuota de la
mezcla de la reaccion y se diluy6 1:10 par medir la absorbancia de la piridina-2-tiona a
343 nm. En base a su absorbancia se determiné la eficiencia de la reaccion de

conjugacion mediante la formula:

C = (Abs 343 nm/E343 nm) x FD (Férmula descrita en el numeral 5.1.1.)



Finalmente el conjugado ['*I]-NT-[*H]-PF-SPDP-PLL se purificé en Biogel Al.5m
(Bio-Rad Laboratorios; Hercules, CA. USA) utilizando como fase mévil un buffer de 2
M de guanidina en 10 mM de HEPES, a pH de 7.4. Se recolectaron fracciones de 1 mL;
alicuotas de cada fraccién se diluyeron 1:3 con PBS para medir la absorbancia a 215
nm. A su vez, se realizaron diluciones 1:50 para ser analizadas tanto en un contador Yy
como en uno P para determinar la concentracion de ['*°I]-NT y el [°H]-PF,
respectivamente. El cromatograma mostré dos poblaciones moleculares de conjugado
['*°I]-NT-[H]-PE-SPDP-PLL, las cuales fueron recolectadas y reducidas
individualmente a un volumen final de 1.3 mL, utilizando una cdmara concentradora
bajo atmésfera de N, (Amicon Corporation Lexington, MA, USA). Al finalizar el
proceso de concentracion, el NT-vector se sometié a sucesivas didlisis con PBS para
células (8.1 mM Na,HPOy4, 1.2 mM KH;POy4, 138 mM NaCl, 2.7 mM KCI, pH 7.4) y se
esterilizo por filtraciéon (membrana hidrofilica de 0.22 uM). En cada una de las dos
poblaciones recolectadas del conjugado [1251]—NT—[3 H]-PF-SPDP-PLL se cuantific la
concentracién de ['*1]-NT y de [’H]-PF. La concentracién de la PLL se determiné
mediante espectrofotometria a 215 nm. El NT-vector se almacené a -70°C en pequefias

alicuotas, permaneciendo estable por un periodo de 1 afio.

5.2. Sintesis del vector sin ligando (PF-SPDP-PLL)

El vector sin ligando PF-SPDP-PLL denominado ‘“untargeted” contiene todos los
componentes del NT-vector exceptuando la NT. EI vector “untargeted” se sintetizd
conservando la misma proporciéon de los componentes del NT-vector y se purificd

siguiendo todo el procedimiento descrito en el numeral 5.1, exceptuando el paso 5.1.2.

5.3. Plasmidos

En los diferentes experimentos se utilizaron los siguientes plasmidos.

El pEGFP-N1 (4.7 kbp), codifica para la proteina verde fluorescente (GFP) bajo el
control del promotor del CMV (Clontech, Palo Alto, CA, USA), (Figura 3A).

El pECFP-Nuc (4.8 kbp), codifica para la proteina cian fluorescente (CFP) bajo el
control del promotor del CMV (Clontech, Palo Alto, CA, USA), (Figura 3B).

El pDAT-BDNF-flag (10.597 kbp), codifica para el BDNF-flag bajo el control del
promotor hDAT el cual fue obtenido de la clonaciéon de 854 bp de BDNF-flag en
EcoRV-Sall de pDAT-EGFP, (Figura 3C).



El pDAT-EGFP (10.45 kbp), codifica para la GFP bajo el control del promotor hDAT
(transportador de dopamina humana), el cual fue obtenido mediante la clonacién de
6250 bp del extremo 5'-flanking de la region regulatoria del hDAT en Eco4711I/BglII
de

pEGF-P1 (Clontech, Palo Alto, CA, USA), (Figura 3D).

El pTRE-Tight-DsRed?2 (3.3 kbp), codifica para la proteina roja fluorescente (DSRED?2)
bajo el control del promotor minimo del CMV (Ppincmva) (Clontech, Mountain View,
CA, USA), (Figura 4A).

El pTet-On (7.37 kbp), codifica para la proteina (rtTA) bajo el control del promotor del
CMV (Clontech, Mountain View, CA, USA), (Figura 4B).

El hDAT-6250 pTet-On (13.054 kbp), codifica para la proteina (rtTA) bajo el control
del promotor hDAT , construido por el Dr. Michael J. Bafién, (Figura 4C).

El 3xNBRE pTet-On (7.391 kbp), codifica para la proteina (rtTA) bajo el control del
promotor 3xNBRE (3 elementos de respuesta a Nurrl, en tandem), construido por el Dr.
Michael J. Banén, (Figura 4D).

El Empty-Tet (7.391 kbp), consiste en el pTet-On ligado después de corte del promotor
CMV (Figura 4E).
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Figura 3. Esquema de los plasmidos. A) El pEGFP-N1 (4.7 kbp), codifica para la
proteina verde fluorescente (GFP) bajo el control del promotor del CMV. B) El
pECFP-Nuc (4.8 kbp), codifica para la proteina cian fluorescente (CFP) bajo el control
del promotor del CMV. C) El pDAT-BDNF-flag (10.597 kbp), codifica para el BDNF-
flag bajo el control del promotor hDAT. D) El pDAT-EGFP (10.45 kbp), codifica para
la GFP bajo el control del promotor hDAT.
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Figura 4. Esquema de los plasmidos. A) El pTRE-Tight-DsRed2 (3.3 kbp), codifica

para la proteina roja fluorescente (DsRed2) bajo el control del promotor minimo del
CMV (Puincmva)- B) El pTet-On (7.37 kbp), codifica para la proteina (rtTA) bajo el
control del promotor del CMV. C) El hDAT-6250 pTet-On (13.054 kbp), codifica para
la proteina (rtTA) bajo el control del promotor hDAT. D) El 3xNBRE pTet-On (7.391

kbp), codifica para la proteina (rtTA) bajo el control del promotor 3xNBRE (3

elementos de respuesta a Nurrl, en tandem). E) El Empty-Tet (7.391 kbp), consiste en

el pTet-On ligado después de corte del promotor CMV.



5.4. Formacion del complejo pDNA-PK

La mutante de la proteina Vpl del virus SV40 (MAPTKRKGSCPGAAPNKPK) fue
sintetizada por Synpep (Corp., Dublin, CA, USA) con una pureza del 90%. El PK posee
carga neta positiva, permitiéndole su unién electrostitica al pDNA (polianién) para
formar asi el complejo pDNA-PK. Tanto la solucién del PK como del pDNA se
diluyeron con medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM; Gibco, Invitrogene Co.,
Grand Island, NY, USA) libre de suero. La soluciéon de PK se adiciond gota a gota a la
solucién del pDNA y la mezcla se agité de forma constante durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente a la solucién que contiene el complejo pDNA-

PK se adicioné suero bovino fetal al 1% (SBF), mezclando levemente.

5.5. Formacion del NT-Poliplex

El complejo NT-poliplex fue formado a concentraciones constantes de pDNA (6 nM),
PK (5 uM) y 1% de SBF, y a concentraciones crecientes del NT-vector (de 162 nM a
204 nM). El pDNA, el PK y el NT-vector se disolvieron individualmente en DMEM
libre de suero, conservando las siguientes proporciones: 3 partes de pDNA, 1 parte de
PK, y 2 partes del NT-vector. La formacion del NT-poliplex se realizé siguiendo los
siguientes pasos: 1) la solucion de PK se adiciona gota a gota a la solucién del pDNA;
la mezcla se agita suavemente a 900 rpm durante 30 minutos; 2) Se adiciona 1% de SBF
a la solucion pDNA-PK y se mezcla rdpidamente; 3) a continuacidn se adiciona gota a
gota la solucion que contiene el NT-vector y se incuba durante 30 minutos con agitacion

continua (900 rpm). Todos los procedimientos son realizados a temperatura ambiente.

5.6. Geles de retardo y retencion electroforética

Se utilizaron los microensayos de retardo y retencidn electroforética para determinar la
relacién molar éptima de los componentes del NT-poliplex original y auto-ensamblado.
Para seleccionar la relacién molar entre el pDNA y el PK que produjera polifecciones
eficientes, se incubaron concentraciones constantes del pDNA (6 nM) con
concentraciones crecientes del PK durante 30 minutos a temperatura ambiente y con
agitacion constante. Al final de la incubacion las diferentes mezclas se sometieron a
electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, a 80 V por 1 hora, y el corrimiento del pDNA
se revel6 con bromuro de etidio (10 ug/ml en TAE). Se seleccion6 la primera relacion
que mostré un claro retardo electroforético con respecto al pPDNA control (sin PK). Esta

relacion se conoce como la relacién Optima del transgén-PK segin lo establecieron



nuestros trabajos previos (Navarro-Quiroga et al., 2002), (Arango-Rodriguez et al.,
2006), (Gonzalez-Barrios et al., 2006a). A continuacién se incubd esta relacién éptima
en forma constante (6 nM con respecto al pDNA, 5 uM de PK) con concentraciones
crecientes del NT-vector, con la finalidad de encontrar la relacién Optima de la
formacién del NT-poliplex. Las mezclas se incubaron durante 30 minutos a temperatura
ambiente y con agitacion constante. Al final de la incubacion, las diferentes mezclas se
sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, a 80 V por 1 hora, y el
corrimiento del pDNA se evidencié con bromuro de etidio (10 pg / ml en TAE). Se
seleccion6 aquella relacion en la que se observd claramente la retencién del poliplex en
el pozo. Esta relacién se conoce como la relaciéon optima del NT-poliplex como lo
hemos establecido en trabajos previos (Navarro-Quiroga et al., 2002), (Arango-
Rodriguez et al., 2006). Las bandas fueron fotografiadas con una cimara Kodak EDAS
290 (Kodak Co.; Rochester, NY, USA).

5.7. Efecto del pH en la estabilidad del NT- Poliplex

Después de formar el NT-poliplex a la relacion molar de 1:26 y a pH 7.4 se dividi6é en
varias alicuotas que se sometieron a electroforesis en carriles aislados que contenian
buffer a diferente pH. Para esto se fabricé una cdmara de diez carriles separados que
permitié el corrimiento individual de las muestras bajo el mismo campo eléctrico (80 v).
Alicuotas del mismo volumen se colocaron individualmente en mini-geles de agarosa al
0.8% formados con buffer de corrimiento TAE (40 mM TRIS acetato y 1 mM EDTA) a
diferente pH (7.2, 6.9, 6.6, 6.3, 6.0, 5.7, 5.4, 5.1, 4.8 y 4.5). Al final de la electroforesis,
los bandas se tifieron con bromuro de etidio (0.5 pg/mL) y se fotografiaron con una
camara Kodak EDAS 290 (Kodak Co.; Rochester, NY, USA) para analizar el patrén de
migracion del pDNA.

5.8. Andlisis del NT- Poliplex por microscopia electronica

Rejillas de cobre de 100 mayas se cubrieron con una solucién al 2% de formvar-
cloroformo y posteriormente se sometieron a un proceso de sublimacién con Victawet
(SPI-Chem TM West Chester,PA,USA). Se analizaron las siguientes muestras: 1)
pDNA, 2) el complejo pDNA-PK, 3) el complejo anterior incubado con 1% de SBF y el
4) complejo final NT-poliplex formado a diferentes relaciones molares del complejo
pDNA-PK y del NT-vector . Todas las muestras contenian concentraciones constantes

de pDNA (6 nM) y PK (5 uM) y se prepararon como se describié en el numeral 5.4.



Cada muestra se mezcl6 de forma individual v/v con 1.5% de acetato de uranilo disuelto
en agua. Se deposité una gota de la muestra en la rejilla durante un minuto, la cual se
sec6 posteriormente desde un extremo de la rejilla. Esta se lavé dos veces con agua
destilada, adicionada con una pipeta pasteur y se dejé secar totalmente. Las muestras se
examinaron con un microscopio electrénico de transmisién JEOL JEM-2000EX (JEOL,

Ltd; Tokio, Japan) con un objetivo de apertura # 4 y un voltaje de aceleracion de 80 kv.

5.9. Expresion in vitro de genes reporteros transfectados por el
NT-poliplex

Los estudios de expresion in vitro tanto para el NT-vector tradicional como el auto-
ensamblado, se realizaron en la linea celular de neuroblastoma murino N1E-115,
conocida por expresar exclusivamente el receptor NTS1 (Amar et al., 1985). Las células
se cultivaron con DMEM suplementado con 10% de SBF y penicilina-streptomicina
(100 pg/mL de cada uno), se mantuvieron en cultivo a 37 °C bajo una atmédsfera de 5%
CO,. La eficiencia de transfecciéon y cotransfeccion del NT-poliplex se determind
utilizando los pldsmidos pEGFP-N1 y pECFP-Nuc. Los ensayos de transfeccion se
realizaron cuando las células presentaban un 50% de confluencia en pozos de 1-mm de
didmetro (48 h post-siembra a partir de un in6culo de 12500 células). En este punto se
les adiciond el NT-poliplex formado a diferentes relaciones molares. Después de 24
horas de transfeccion, el medio se diluyé 1:2 con medio fresco suplementado y las
células se incubaron por un periodo adicional de 48 h (periodo de expresion). Al
finalizar este tiempo, las células se lavaron una vez con PBS para ser fijadas con
paraformaldehido al 4% durante 10 minutos. En seguida, las células se lavaron 3 veces
con PBS (5 minutos cada lavado) para ser tefiidas con yoduro de propidio (1 puM)
durante 3 minutos. Después de 3 periodos de lavado (5 minutos cada uno) con PBS se
agregd Vectashield (Vector Laboratories; Burlingame, CA, USA) a las laminillas y se
sellaron. La fluorescencia en las células se analiz6 con el objetivo 20 X del microscopio
Leica DMIRE2 (Leica Microsystems; Wetzlar, Germany), usando los siguientes filtros:
K3 para la GFP; TX2 para el yoduro de propidio, y BGR para CFP, GFP y el yoduro de
propidio. Las imagines se digitalizaron con una cdmara Leica DC300F camera (Leica

Microsystems; Nussloch, Germany).



5.10. Ensayo de viabilidad celular

Para evaluar el posible efecto citotéxico del NT-poliplex in vitro se realizé el estudio
colorimétrico de viabilidad celular basado en la conversion enzimdtica del tetrazolio
(MTT; (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil  tetrazolio). Roche  Diagnostics
Corporation; Indianapolis, IN, USA) a formazan (Mosmann, 1983). Las células N1E-
115 fueron sembradas en platos de 4 pozos y fueron transfectadas con diferentes
relaciones molares del NT-poliplex, como se describi6 en el numeral 5.9. Al finalizar el
periodo de expresion, se adicion6 el MTT a una concentracion final de 0.5 mg/mL y
posteriormente las células fueron incubadas durante un periodo adicional de 4 h. Al
terminar este periodo se adiciond la solucién de solubilizacién (10% SDS, 0.01 M HCI),
la cual se dej6 toda la noche. El volumen total de cada uno de los pozos con las
diferentes transfecciones se colocé en pozos respectivos de un plato de ELISA para
determinar la absorbancia a 595 nm. El control negativo fueron células no expuestas al

NT-poliplex, sometidas a las mismas condiciones experimentales.

5.11. Sistema regulable

Se utiliz6 el sistema pTet-On y pTRE-Tigth-DsRed2 (Clontech, Mountain View, CA,
USA). Para tener el sistema completo se hizo la transfeccién simultinea de ambos
plasmidos en la linea celular de neuroblastoma humano SK-N-AS.

El plasmido pTet-On bajo el promotor minimo del CMV (Ppincmva), hDAT o 3xNBRE,
produce rtTA y el plasmido pTRE-Tigth bajo la regulacién de un promotor silente Prign
produce el gen reportero, la proteina DsRed2. Los transgenes no se expresaran en
ningtn tejido a menos que haya el complejo activador de trascripciéon compuesto por la
proteina rtTA y la Dc, un derivado no téxico de Tc. Por lo tanto, se realizé un estudio
dosis-respuesta para determinar la concentracion efectiva de la Dc.

Los estudios de expresion de los pldsmidos del sistema regulable se realizaron en la
linea celular de neuroblastoma humano SK-N-AS, que se sabe producen Nurrl y a las
que se les comprob6 la presencia del receptor NTS1. Las células se cultivaron con
DMEM suplementado con 0.1 mM de aminoicidos no esenciales, 10% de SBF y
penicilina-streptomicina (100 pg/mL de cada uno), se mantuvieron en cultivo a 37 °C
bajo una atmésfera de 5% CO,,

Se utiliz6 lipofectamina (Lipofectamine 2000 Invitrogen life Technologies. U.S.A) para

evaluar la funcionalidad de los plasmidos en las células SK-N-AS, sembradas 24 horas



antes de la lipofeccién a una densidad de 2.5x10* células en pozos de 1 mm de
didmetro. Los lipoplex fueron formados uniendo los pldsmidos en un volumen de 50 uLL
de DMEN y mezcldndolos posteriormente con 50 puL de lipofectamina, obteniendo la
concentracion final especificada en la Tabla 1. Después de una incubacién de 20
minutos a temperatura ambiente, las soluciones de los lipoplexes correspondientes a los
componentes del sistema regulable fueron adicionados a las células, como se indica en

la Tabla 1.

Tabla 1. Grupos de lipoplexes del sistema regulable pTetOn-pTRE-Tight-DsRed2

Grupo Plasmido que codifica para rtTA Plasmido que codifica para DsRed2
1 pTet-On 0.25pug pTRE-Tight-DsRed2 0.1 ug
2 hDAT-6250 pTet-On | 0.4 ug pTRE-Tight-DsRed2 0.1 ug
3 3xNBRE pTet-On 0.25png pTRE-Tight-DsRed2 0.1 ug
4 Plasmido vacio-Tet 0.4 ug pTRE-Tight-DsRed2 0.1 ug

Seis horas posteriores a la lipofeccién se adicioné Dc (1 pug/mL) a las células. Veinte
cuatro horas posteriores a la lipofeccion se retir6 el medio y se adicioné 300 pL de
medio de cultivo fresco conteniendo 1 pg/mL de Dc y las células se incubaron por un
periodo adicional de 24 h (periodo de induccién de la expresion). Al finalizar este
tiempo, las células se lavaron una vez con PBS para ser fijadas con paraformaldehido al
4% durante 10 minutos. En seguida, las células se lavaron 3 veces con PBS (5 minutos
cada lavado) para ser tefiidas con 1 uM de Hoesch durante 5 minutos. Después de 3
periodos de lavado (5 minutos cada uno) con PBS se agregd Vectashield (Vector
Laboratories; Burlingame, CA, USA) a las laminillas, y se sellaron. La fluorescencia en
las células se analiz6 con el objetivo 20 X del microscopio Leica DMIRE2 (Leica
Microsystems; Wetzlar, Germany), usando los siguientes filtros: TX2 para la DsRed2 y
BGR para DsRed2, y Hoesch. Las imagines se digitalizaron con una camara Leica
DC300F camera (Leica Microsystems; Nussloch, Germany).

Como se describié en el numeral 5.6, se utilizaron los microensayos de retardo y
retencion para determinar las relaciones molares 6ptimas para la formacién de los NT-
poliplex con cada uno de los pldsmidos del sistema regulable, manteniendo constante la
concentracién de pDNA (6 nM).

La formacién de los diferentes NT-poliplex para los plasmidos del sistema regulables se

realiz6 siguiendo los pasos detallados en el numeral 5.5.




Los ensayos de polifeccion se realizaron en la linea celular SK-N-AS a una confluencia
de 50% en pozos de 1-mm de didmetro (48 h post-siembra a partir de un inéculo de
12500 células). En este punto se cotrasfectaron con los pldsmidos del sistema regulable
formados a diferentes relaciones molares. Después de 6 horas se adicioné 1 pg/mL de
Dc. Después de 24 horas de transfeccion, el medio se diluyé 1:2 con medio fresco
suplementado y las células se incubaron por un periodo adicional de 48 h (periodo de
expresion). Al finalizar este tiempo, las células se lavaron una vez con PBS para ser
fijadas con paraformaldehido al 4% durante 10 minutos. En seguida, las células se
lavaron 3 veces con PBS (5 minutos cada lavado) para ser teflidas con 1 uM de Hoesch
durante 5 minutos. Después de 3 periodos de lavado (5 minutos cada uno) con PBS se
agregd Vectashield (Vector Laboratories; Burlingame, CA, USA) a las laminillas y se
sellaron. La fluorescencia en las células se analiz6 con el objetivo 20 X del microscopio
Leica DMIRE2 (Leica Microsystems; Wetzlar, Germany), usando los siguientes filtros:
TX2 para la DsRed2y BGR para DsRed2, y Hoesch. Las imagines se digitalizaron con

una cdmara Leica DC300F camera (Leica Microsystems; Nussloch, Germany).

5.12. Formacion del NT-poliplex auto-ensamblado

El NT-poliplex auto-ensamblado utiliza los mismos componentes bdsicos que el
poliplex original pero sintetizados en linea con la PLL. 1) Como ligando, la NT se uni6
a una cadena de 30 lisinas (ELYENKPRRPYIL); a este péptido se le llamo Lisinazp-NT.
2) Como motivo fusogénico, el PF HA2 se uni6 a una cadena de 20 lisinas
(GLFEAIAEFIEGGWEGLIEGCAKKK), a este péptido se le llam6 PF-Lisinay. 3)
Como NLS se wutilizé el PK de la proteina Vpl del virus SV40
(MAPTKRKGSCPGAAPNKPK) sin ninguna modificacion. Todos los péptidos fueron
sintetizados por la compaiia Synpep Corp. (Dublin, CA, USA) a una pureza de 93.9%
para la Lisinaz)-NT y 92.7% para el PF-Lisinayy.

5.12.1. Auto-ensamblaje del NT-poliplex

El proceso de auto-ensamblaje del NT-poliplex se realizO mediante 4 pasos
consecutivos de condensacién: 1) union electrostatica entre el PK (5 uM) con el pDNA
(6 nM), procedimiento descrito en el numeral 5.4; 2) precondensacién del complejo
DNA-PK mediante la adicién de 1% SBF, concentracion final descrito en el numeral
5.4.; 3) mayor grado de condensacion del complejo DNA-PK-SBF, mediante la adicion
de la mezcla (1:1) de Lisinay-NT (50 nM) y PF-Lisinayy (2700 nM), la cual se agitd



durante 30 minutos; 4) condensacion a formas toroides de ese complejo por la
suplementacién con PLL(472.2 nM), a este complejo se le llamé NT-poliplex auto-
ensamblado. Todos los componentes del complejo fueron preparados en medio DMEN

libre de suero, a temperatura ambiente.

5.12.2. Internalizacion del NT-poliplex auto-ensamblado

La internalizacién del NT-poliplex auto-ensamblado se analizé en la linea celular N1E-
115, sembradas como se describié en el numeral 5.9. Cuarenta y ocho horas post-
siembra, las células fueron incubadas con calceina AM (1uM) durante 45 minutos. En
seguida se afiadié el NT-poliplex auto-ensamblado, previamente tefiido con yoduro de
propidio (10 uM) y formado en su relacién molar 6ptima para el pGFP. Posterior a los
30 6 45 minutos de incubacion, las células fueron lavadas 3 veces con PBS,
posteriormente fijadas con paraformaldehido al 4% durante 10 minutos y finalmente
lavadas 3 veces con PBS. Las ldminas son montadas con Vectashield.

La especificidad de la transferencia génica por el NT-poliplex auto-ensamblado se
determiné por estudios de bloqueo; 1) bloqueo del dominio de unién del receptor de
NT por un concentraciéon saturante de NT (1 pM) o por el SR-48692 (100 nM),
antagonista no peptidico de los receptores de NT (Labbe-Jullie et al., 1998),(Yamada et
al., 1995), el cual se adicion6 30 minutos previos a la adicién del NT-poliplex auto-
ensamblado. 2) bloqueo de la formacién de las vesicula de clatrina por sacarosa 0.45 M.
Las células fueron analizadas en un sistema de imagen confocal equipado con un ldser
de kriptén-argén (Bio-Rad MRC-600, Watford, UK). La fluorescencia fue detectada
con el objetivo 60X en las condiciones Ex-Em de 488-522 nm (canal verde) y Ex-Em
568-585 nm (canal rojo). Se obtuvieron 10 a 20 secciones Opticas consecutivas de 1 um
de intervalo en la serie z. Las imagines resultantes se proyectan en un plano
bidimensional y se sobreponen sobre la pantalla del monitor designando el color verde

para la fluorescencia de la calceina y el rojo para la del yoduro de propidio.

5.12.3. Expresion génica por el NT- poliplex auto-ensamblado

Los estudios de expresion in vitro para el NT-poliplex auto-ensamblado, se realizaron
en la linea celular de neuroblastoma murino N1E-115 como se describe en el numeral

5.9.



La eficiencia de transfeccién del NT-poliplex auto-ensamblado se determiné utilizando
el plasmido pEGFP-N1. El procedimiento de transfeccion es idéntico al utilizado por el

NT-poliplex original, procedimiento descrito en el numeral 5.9.

5.13. Animales

Los estudios in vivo se realizaron en ratas macho de la cepa Wistar (210-230 g de peso).
Los animales se mantuvieron en condiciones ambientales constantes, 23 °C, ciclo de
luz- oscuridad de 12-12 h, con alimento y agua ad libitum. Todos los procedimientos
fueron realizados de acuerdo a la “Guia para el cuidado y uso de animales de
laboratorio”, aprobado por el Comité para el Uso y Cuidado de los Animales de
Laboratorio (CICUAL-CINVESTAYV). Se realizé el mayor de los esfuerzos para

minimizar el sufrimiento de los animales y para reducir el nimero de animales usados.

5.14. Transferencia de genes a neuronas dopaminérgicas in vivo

Cada animal experimental se anestesié con una dosis de hidrato de cloral de (350
mg/kg, i.p.) y se colocd en un aparato estereotdxico (Modelo 51600, Stoelting; Wood
Dale, ILL, USA) con la barra incisora a 3.3 mm, abajo de la linea interaural. Para
proteger el motivo de unién del NT del poliplex de la degradacion enzimatica, se utilizé
kelatorphan (50 mM), un inhibidor de endopeptidasas in vivo (Castel et al., 1990).
Posterior a la trepanacién craneal, se inyectaron en la SNc 2 uLL de NT-poliplex (30 nM
pDAT-EGFP y 600 nM del NT-vector). Para el estriado se inyectaron 4 puL del NT-
poliplex (30 nM pDAT-BDNF-flag y 1350 nM del NT-vector). El flujo de la
microinyeccion fue de 0.1 pL/min usando una bomba de microperfusion (Stoelting;
Wood Dale, IL, USA). Las coordenadas esterotixicas para la SNc fueron AP, - 4.9
desde bregma; ML, + 2.0 mm desde la linea media; DV, - 6.0 desde la superficie de la
corteza. Para el estriado las coordenadas fueron AP, - 0.3 mm desde bregma; ML, + 4
mm desde la linea media; DV, - 5.5 mm desde la dura madre.

Se realizaron 3 experimentos controles para explorar la especificidad de la NT como
molécula acarreadora para la transferencia de genes: 1) bloqueo del dominio de unién
del receptor de NT con 1 uM de SR-48692, antagonista no peptidico especifico del
receptor de NT (Gully et al., 1993), 2) Transferencia de genes mediante el poliplex
“untargeted”, 3) inyeccion del complejo pDNA-PK. El bloqueo con el SR-48692 se
realiz6 inyectdndolo tanto antes como de forma concomitante con la solucién del NT-

poliplex. El poliplex “untargeted” y el complejo pDNA-PK fueron formados en la



relacion molar 6ptima e inyectados en las mismas condiciones que el NT-poliplex. El
nimero de animales ensayados para cada condicioén fue de dos. A todos los animales
post-cirugia se les inyectd penicilina benzathine (300,000 Ul/kg, im) para prevenir

algin tipo de infeccion.

5.15. Inmunofluorescencia indirecta

La expresion in vivo del transgén se evalué a diferentes tiempos después de la
inyeccion; a los 21 dias en el estriado y 90 dias después en la SNc. Al finalizar el
tiempo de estudio a los animales experimentales se les anestesié profundamente, para
ser perfundidos transcardialmente con 50 mL de PBS y posteriormente con 50 mL de
paraformaldehido al 4% en PBS. Se obtuvieron los cerebros y se colocaron en una
solucién de paraformaldehido al 4% durante 24 h a 4 °C para su fijacion. Finalizado
este tiempo se colocaron en soluciones crecientes de sacarosa en PBS (10%, 20% y
30%) a una temperatura de 4 °C. Al termino de este tratamiento, los cerebros fueron
cortados a 45 pm en el plano coronal o en el sagital utilizando un criostato Leica SM 100
(Leica Microsystems; Nussloch, Germany). Se realiz6 una inmunofluorescencia doble a
los cortes estriatales y mesencefdlicos para demostrar la expresion del BDNF-flag y la
GFP en la neuronas TH inmunoreactivas. Los cortes se permeabilizaron con una
solucién de tritén al 0.1% en PBS haciendo 3 incubaciones de 10 minutos cada una. El
bloqueo de sitios inespecificos se realizd con una solucion de tritén al 0.1% en PBS
conteniendo suero de caballo al 10%, durante 60 minutos. Finalizado este tiempo se
lavo tres veces con PBS-0.1% triton; cada lavado de 5 minutos. Posteriormente los
cortes fueron incubados durante toda la noche a 4 °C con los siguientes anticuerpos
primarios: 1) anti-tirosina hidroxila monoclonal hecho en ratén (1/6000, Sigma-Aldrich
Co., St. Louis, MO, USA), 2) anti-flag policlonal hecho en conejo (1/400, Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), o 3) anti-GFP policlonal hecho en conejo (1/60;
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA ). Después de la incubacién con el
anticuerpo primario los cortes fueron lavados 3 veces x 10 minutos con PBS-0.1%
tritén para continuar con la incubacién de 2 horas, a temperatura ambiente, con los
siguientes anticuerpos secundarios 1) IgG (H+L) anti-ratén rodaminada (Rho) hecho en
burro (1/60; Jackson ImmunoResearch; West Grove, PA, USA), 2) IgG fluoresceinada
(FITC) anti-conejo hecho en cabra (1/60; Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA).
Posteriormente los cortes fueron lavados con PBS 3 veces de 5 minutos cada lavado y

montados en un portaobjetos. Después de agregar Vectashield los cortes fueron



cubiertos con cubreobjetos de vidrio. Las células se analizaron en un microscopio
confocal equipado con ldser de krypton-argon (Bio-Rad MRC-600, Watford, UK). La
fluorescencia se detect6 a las siguientes longitudes de onda Ex-Em 488-522 nm para el
canal verde y 568-585 nm para el canal rojo. Se realizaron de 10 a 20 secciones Opticas
(1 pm) consecutivas en la serie z. La proyeccion total de los cortes se realizé en el
plano bidimensional usando el tono vede para el FITC y tono rojo para Rho. Como
control negativo se utilizaron secciones de cerebro procesadas bajo las mismas
condiciones experimentales para la inmunofluorescencia indirecta, pero en ausencia del

anticuerpo primario.

5.16. Analisis estadistico

Todos los valores fueron expresados como la media + SEM. La diferencia entre las
medias fue establecida por la prueba de ANOVA unifactorial. Cuando la prueba de
ANOVA mostré una diferencia estadisticamente significativa, la comparacién entre
medias se analizé mediante una prueba de Dunnett’s. La significancia fue considerada a

P < 0.05.



6. Resultados

6.1. Determinacion de la proporcion de los componentes del NT-

poliplex

6.1.1. Proporcion de los componentes del NT-vector

Se utilizé [*’I]-NT-SPDP, [H*]-PF y una cantidad conocida de PLL para determinar el
nimero de moléculas de los componentes del NT-vector y su contribucién a su MM
media, datos mostrados en la tabla 2.

La Figura 5 muestra los pasos cromatograficos de la purificacién de los componentes
del NT-vector, conjugados con el entrecruzador bifuncional SPDP. El cromatograma de
la purificacién del conjugado PLL-SPDP en biogel P2 muestra dos picos de absorbancia
a 280 nm (Figura 5A). De acuerdo al limite de exclusion de la resina (< 6000 Da), el
primer pico (volumen 3-7 mL) corresponde al conjugado de PLL-SPDP (52,043 Da), y
el segundo pico (volumen 7-15 mL) corresponde a la elusién de los componentes de
baja MM tales como el SPDP libre y la N-hidroxisuccinimida, producto de la

conjugacion.

Tabla 2. Proporcién y contribuciéon de los componentes del NT-vector en su masa molecular

(MM)

Contribucién del

Propor-
Componentes MM Concentracién y NT-vector en su
cién
MM
nmol/
Daltons mg/mL MM %
mL
['“IINT 1797 0.1540 85.7 1 1797 1.5
[’HIFP 2695 0.9230 342.5 4 10780 9.1
PLL 48000 6.2500 130.2 2 96000 81.3
Cuatro
residuos de 201 0.8153 4056.2 47 9525 8.1
SPDP

Masa molecular 118102 100



La Figura 5 muestra los pasos cromatograficos de la purificacién de los componentes
del NT-vector, conjugados con el entrecruzador bifuncional SPDP. El cromatograma de
la purificacién del conjugado PLL-SPDP en biogel P2 muestra dos picos de absorbancia
a 280 nm (Figura 5A). De acuerdo al limite de exclusion de la resina (< 6000 Da), el
primer pico (volumen 3-7 mL) corresponde al conjugado de PLL-SPDP (52,043 Da), y
el segundo pico (volumen 7-15 mL) corresponde a la elusién de los componentes de
baja MM tales como el SPDP libre y la N-hidroxisuccinimida, producto de la
conjugacion.

Posteriormente el conjugado PLL-SPDP es reducido con DTT a un conjugado altamente
reactivo PLL-SPDP-SH, el cual fue purificado como el conjugado original. El
cromatograma de la purificacién del conjugado PLL-SPDP-SH en biogel P2 muestra
dos picos de absorbancia a 215 nm (Figura 5B). El primer pico (volumen de 2-6 mL)
corresponde a la elusién del conjugado PLL-SPDP-SH (50,631 Da) y el segundo pico
(volumen de 9-14 mL) que se sobrepone con las absorbancias a 280 y 343 nm,
corresponden a la piridina-2-tiona liberada durante la reaccién. En esta sintesis la
eficiencia de conjugacion fue del 32% determinada por la medicién de la concentracion
de la piridina-2-tiona.

El cromatograma de purificaciéon del conjugado ['*I]-NT-SPDP en Sephadex G10,
muestra dos picos de absorbancia a 280 nm y un solo pico de radioactividad de [1251], el
cual se sobrepone con el primer pico a 280 nm (Figura 5C). De acuerdo al limite de
exclusiéon de la resina (< 700 Da), el primer pico (volumen 5-7 mL) corresponde al
conjugado de [1251]—NT—SPDP (2,419 Da), como lo demuestra la presencia de [1251].

El cromatograma de purificacién del conjugado [*H]-PE-SPDP en Sephadex G15,
muestra dos picos de absorbancia a 280 nm y un solo pico de radioactividad de [*H], el
cual se sobrepone con el primer pico a 280 nm (Figura 5D). De acuerdo al limite de
exclusién de la resina (< 1,500 Da), el primer pico (volumen 5-7 mL) corresponde al
conjugado de ['°I]-NT-SPDP (3317 Da), como lo demuestra la presencia de [*H].

La eficiencia de unién del ['*’I]-NT-SPDP, [’H]-PF-SPDP con la PLL-SPDP-SH fue
del 26% calculada a través de la concentracion de la piridina-2-tiona liberada en la
reaccién. El monitoreo de la purificacion del conjugado ['*°I]-NT-[*H]-PF-SPDP-PLL
en Biogel A-1.5 m se realizé por espectrofotometria a 215, 280 y 343 nm, asi como por
centellometria del ['*I] y [*H]. El cromatrograma a 215 nM muestra dos picos que

contienen ademas la radioactividad [1251] y [3 H] (Figura SE). En base a la calibracién de



la columna, los conjugados con MM >1500 kDa eluyen en el primer pico (volumen 28-
35 mL), los conjugados cuya MM estdn entre 11000 kDa (volumen 36 mL) y los
conjugados de 67 kDa eluyen en el segundo pico (volumen 62 mL). En nuestras
condiciones los conjugados con MM > 300 kDa (volumen < 46 mL) no son funcionales
como vectores para la transferencia génica (Martinez-Fong and Navarro-Quiroga,
2000), (Martinez-Fong et al., 1999). Mientras que los conjugados dttiles y mas
eficientes eluyen en el rango de volimenes elusién de 51 mL (198.5 kDa) a 62 mL
(42.5 kDa), los cuales tienen una MM media de 102.5 kDa segtn la extrapolacion en la

curva de calibracion.
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Figura 5. Conjugacién de [*I]-NT y [’H]-PF con la PLL usando el entrecruzador bifuncional
LC-SPDP. La reaccidén involucra cuatro pasos secuenciales.

A) Conjugacién de la PLL con el LC-SPDP.

B) Reduccioén del conjugado PLL-SPDP con DTT para producir PLL-SPDP-SH.

C) Conjugacién de la ['*T]-NT con el LC-SPDP.

D) Conjugacién del [*H]-PF con LC-SPDP.

E) Unién de ['*I]-NT-SPDP y [’H]-PE-SPDP con PLL-SPDP-SH para la sintesis del vector-
NT.

6.1.2. Analisis electroforético del NT-poliplex

Los diferentes grados en la condensacion del pDNA (pEGFP-N1) causada por la
interaccidon secuencial de los componentes del NT-poliplex se refleja en el patrén
electroforético de la migracién del plasmido (Figura 6). Se utilizé el marcador de MM

(1 Kpb) no para medir el tamafio del DNA sino como referencia para medir el grado de



retardo que va presentando el pDNA al interactuar con cada uno de los componentes en
la formacion del NT-poliplex. El patron electroforético del plasmido pEGFP-N1 (6 nM)
sirvié de comparacién de los cambios en la movilidad de los complejos resultantes en la
formacion secuencial del NT-poliplex (Figura 6 linea 2). La interaccion electrostética
de PK (5 uM) con el pDNA (6 nM) retardé las bandas que corresponden a 3 y 6 kpb del
marcador del DNA (Figura 6 linea 1), lo que sugiere la formacion del complejo pDNA-
PK (Figura 6 linea 3). La adicién de 1% de SBF retard6 la migracién del complejo
pDNA-PK (Figura 6 linea 4) al nivel entre 8 y 10 kbp del marcador de MM del pDNA.
Finalmente, la interaccion electrostitica del NT-vector (204 nM) con el complejo
pDNA-PK-SBF para formar el NT-poliplex, produjo un retardo en la migracion

electroforética (Figura 6 linea 5).

pDNA + PK + SBF

pDNA + PK
[l N T-Poliplex

§<z':
=3

Figura 6. Electroforesis de la interaccion de los componentes del NT-poliplex. La fotografia
de migracién electroforética del pEGFP-N1 (6nM), marcado con bromuro de etidio, muestra
diferentes niveles de retardo cuando el pEGFP-NI1 es condensado por la adicién secuencial de
PK (5 nM), 1% FBS y el vector-NT (204 nM). Marcador de masa molecular (MMM) = 1kb.
pDNA = plasmido DNA. 0.8% de agarosa.

6.1.3. Anadlisis de microscopia electronica en la formacion del NT-
poliplex

La modificacion fisica del pPDNA debida a la interaccién secuencial de los componentes

en la formacién del NT-poliplex fue determinada por microscopia electrénica de



transferencia. La forma del pDNA (6 nM) es una red irregular o laxa (Figura 7A). Un
pequefio nicleo de condensacién en el pDNA se observé después de su unién
electrostética con el PK (6 uM) (Figura 7B). El complejo pDNA-PK se condensé en
unas estructuras ovoides o esféricas después de la adicién de 1% de SBF (Figura 7C).
La unién electrostatica del NT-vector, a una concentracién de 204 nM, con el complejo
del pDNA-PK-SBF caus6 su condensacion en estructuras toroides, cuyo didmetro oscild
entre 100 — 200 nM (Figura 7D). Adicionalmente, el nimero estructuras toroides

aumenté de manera proporcional a la concentracién del NT-vector (Figura 7E-H)

200nm 200nm w 200nm . 50nm

200nm

Figura 7. Microscopia electrénica de los pasos secuenciales de la formacién del NT-poliplex
con el pEGFP-N1. A) La microfotografia muestra la forma natural del pDNA solo (6 nM). B)
Condensacién inicial de pPDNA causada por la adicién de 6 pM de PK. C) Condensacién del
complejo pDNA-PK en la presencia de 1% SBF. D) Condensacién del complejo pDNA-PK-
SBF en nanoparticulas toroidales por la adicién del vector-NT en la relacion molar 6ptima
(1:34), forméandose asi el NT-poliplex. Las microfotografias de los paneles E-H muestran el
incremento en la cantidad de estructuras toroides por el NT-poliplex en funcién de la relacién
molar entre el pDNA y el vector-NT. Las relaciones molares fueron E) 1:15, F) 1:24, G) 1:34 y
H) 1:42.

6.1.4. Efecto del pH en la estabilidad del NT-poliplex

Mediante nuestros estudios electroforéticos hemos determinado que el NT-poliplex
electro-neutro no migra hacia ninguno de los dos electrodos (cdtodo - 4nodo), por lo
tanto no es visualizado en el gel de agarosa. Por lo tanto, el efecto del pH sobre la
estabilidad del NT-poliplex fue ensayado en NT-poliplexes formados a la relacion

molar 1:26, relacién menor que la relacién molar éptima (1:34), y asi poder identificar



cambios en el patrén electroforético. A relaciones menores de la 6ptima, el patrén
electroforético muestra una banda en el pozo del gel que corresponde al NT-poliplex
(Figura 6 linea 5) y una banda inferior que corresponde al DNA libre (Figura 8§B), como
lo corrobora la Figura 8A. La desaparicion de ambas bandas fue observada a pH 4.8, lo
que sugiere que este pH es un punto critico en la estabilidad del NT-poliplex. La Figura
8A nuestra que el patrén electroforético del pDNA control, solamente se afecté a pH 4.5

debido a la hidrdlisis acida.

A. DNA
72 69 66 63 6.0 57 54 51 48 45

B. Poliplex
72 69 6.6 63 6.0 57 54 51 4.8 45

Figura 8. Efecto del pH en la estabilidad del NT-poliplex. Alicuotas del pDNA (6 nM) y NT-
poliplexes formados a la relacién molar 1:26 a un pH de 7.4, fueron sujetos a electroforesis en
geles de agarosa al 0.8%, en una cdmara de corrimiento electroforético especial, la cual permite
realizar la electroforesis en carriles aislados que contienen el buffer de corrimiento
electroforético TAE con diferentes pHs, bajo un mismo campo eléctrico (80 V). A) Muestra el
andlisis electroforético del pDNA solo sometido a los diferentes pHs. B) muestra el corrimiento
de los NT-poliplex, sometidos a los diferentes pHs. Los nimeros indicados en la parte superior

del gel corresponden al pH de los buffers de corrimiento electroforético.

6.1.5. Determinacion de la relacion molar optima del NT-poliplex

Los ensayos de transfeccion con el pldsmido pEGFP-N1 (Figura 9A) y pECFP-Nuc
(Figura 9C) en la linea celular N1E-115 mostraron que la méxima eficiencia de
transfeccion se presenta a una relacion molar de los componentes del poliplex (pDNA-

PK:NT-vector). A esta relaciéon le hemos nombrado relacion molar 6ptima (Arango-



Rodriguez et al., 2006). La eficiencia de transfeccion fue del 42% para el pEGFP-N1 a
la relacién molar 6ptima 1:34 (Figura 9B), mientras que para el plasmido pECFP-Nuc
fue del 24% en la relacion molar 6ptima 1:27 (Figura 9D). Se observé una baja
eficiencia de transfeccién en las relaciones molares mds bajas o mds altas que la

relacion molar 6ptima (Figura 9B y D).

]

Figura 9. La relacion molar 6ptima de los componentes del NT-poliplex que producen la
maéxima eficiencia de transfeccion. A) Microfotografias de la expresion de GFP en células N1E-
115 incubadas con el NT-poliplex que contiene el pEGFP-N1 en las siguientes relaciones
molares 1:20 (c y d), 1:34 (e y f) y 1:42 (g y h), control negativo (a y b). B) La grafica muestra
la relacion entre la eficiencia de expresion de la GFP con las diferentes relaciones molares del
NT-poliplex. C) Microfotografias de la expresion de la CFP en las células N1E-115 incubadas
con el NT-poliplex que contiene el pECFP-Nuc en las siguientes relaciones molares: 1:21 (c y
d), 1:27 (e y f) y 1:42 (g y h), control negativo (ay b). B) La grafica muestra la relacion entre la
eficiencia de expresion de la CFP con las diferentes relaciones molares del NT-poliplex. La
fluorescencia fue observada con un microscopio Leica DMIRE2 usando un objetivo 20 X y el

filtro K3 para el GFP, el A para el CFP y TX2 para el yoduro de propidio.



En la relacién molar 6ptima tanto del pEGFP-N1 como del pECFP-Nun, el NT-poliplex

fue capaz de cotransfectar ambos pldsmidos (1:1, v/v) en la linea celular N1E-115

(Figura 10D). La proporcién de colocalizacién de CFP (Figura 10A) y GFP (Figura
10B) fue alrededor de un 50%.

Figura 10. Capacidad del NT-poliplex para transfectar dos diferentes pldsmidos
simultdneamente. Los pldsmidos pECFP-Nuc y pEGFP-N1 fueron transferidos a las células
NI1E-115 por el NT-poliplex en la relacién molar 6ptima. A) Expresion de la proteina cian
fluorescente. B) Expresion de la proteina verde fluorescente. C) Contra-tincién de las células
N1E-115 con yoduro de propidio. D) Sobre-posicion de las imagenes A-C. La fluorescencia fue
observada con un microscopio Leica DMIRE2 usando un objetivo 20X y el filtro K3 para el
GFP, el A para el CFP, TX2 para el yoduro de propidio y BGR para CFP, GFP y yoduro de
propidio.

6.1.6. Efecto del NT-poliplex en la viabilidad celular

Utilizando el ensayo colorimétrico MTT (Mosmann, 1983) se evalué en la linea celular
NI1E-115 la posible citotoxicidad del poliplex de NT formado a diferentes relaciones
molares con el pldsmido pEGFP-N1. Disminucién significativa (P < 0.005) en Ia
absorbancia del formazan (595 nm) solamente se produjo a relaciones mayores de 1:42
(Figura 11). Este resultado sugiere que a relaciones mayores de 1:42 el NT-poliplex

induce citotoxicidad.
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Figura 11. Efecto de diferentes relaciones molares del NT-poliplex sobre la viabilidad celular.
La viabilidad celular fue observada midiendo la absorbancia del formazan que resulta del
metabolismo enzimatico del MTT por la deshidrogenada mitocondrial. Las células control no
fueron expuestas al NT poliplex y el blanco fue el MTT (0.5 mg/mL en PBS). La media
S.EM fue obtenida a partir de cuatro experimentos independientes. * Diferencia
estadisticamente significativa desde el grupo control respectivo (P < 0.005, prueba de

Dunnett’s). C = control

6.2. Regulacion de la expresion del transgén

6.2.1. Regulacion por elementos transcripcionales endogenos

El promotor hDAT es hasta el momento el mds especifico para regular la expresion de
transgenes en neuronas dopaminérgicas (Bannon et al., 2001), (Sacchetti et al., 1999),
(Sacchetti et al., 2001). Debido a su alta especificidad, el promotor hDAT fue utilizado
para regular la expresion del transgén neurotréfico BDNF-flag (pDAT-BDNF-flag).
Esta construccion fue transferida por el NT-poliplex a neuronas dopaminérgicas de la
SNc en ratas adultas utilizando la via retrégrada (Figura 12A-C) como la somatica
(Figura 13A-C) de la NT (Arango-Rodriguez et al., 2006).

La inyeccién del NT-poliplex en el estriado ocasiond la expresion del transgén BDNF-
flag (Figura 12A) en las neuronas dopaminérgicas (Figura 12B) de la SNc ipsilateral
como lo demuestra la sobreposicion de las dos imédgenes (Figura 12C). El bloqueo del
dominio de unién del NTS1 mediante el antagonista no peptidico SR-48692 (1 uM)
previno la expresion del transgén causada por el NT-poliplex (Figura 12D-F).
Igualmente se observé ausencia de expresion del transgén cuando pDAT-BDNF-flag
fue transferido por el poliplex sin ligando (Fig., 12G-I) o cuando se inyectd solo el

complejo pDNA-KP (Fig., 12J-L). Estos resultados demostraron que los péptidos
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virales no participan en la entrada del poliplex de NT a la célula blanco. La ausencia de
expresion del transgén en el estriado (Fig. 14A-C) demostré la efectividad del promotor
tejido especifico hDAT, lo que apoya la utilizacion de elementos regulatorios

transcripcionales enddgenos para incrementar la especificidad de transfeccién del NT-

--

Figura 12. Envio dirigido del transgén pDAT-BDNF-flag a las neuronas dopaminérgicas de la

poliplex.

SNc por la ruta del transporte retrogrado de la NT. La expresion del transgén fue determinada
en la SNc después de la inyeccién ipsilateral del NT-poliplex con el pDAT-BDNF-flag en el
estriado. A) Muestra la expresion del transgén BDNF-flag en las neuronas dopaminérgicas TH
positivas de la SNc ipsilateral (B) después de la inyeccién del NT-poliplex en el estriado, como
lo demuestra la sobre-posicion de las dos imagenes (C). Los paneles D-F muestran que el
bloqueo del dominio de unién del NTS1 mediante el antagonista no peptidico SR-48692 (1 uM)
previne la expresion del transgén causada por el NT-poliplex. Igualmente se observd ausencia
de expresion del transgén cuando pDAT-BDNF-flag fue transferido por el poliplex sin ligando
(G-I) o cuando se inyect6 solo el complejo pDNA-PK (J-L). Los paneles A, D, G y J muestran
la inmunoreactividad contra el BDNF-flag. Los paneles B, E, H y K muestran la
inmunoreactividad contra TH. Las microfotografias C, F, I y L son la sobre-posicién de las
imdgenes. La inmunoreactividad para FITC del BDNF-flag fue detectada a 488-522 nm, EXEm, y
Rho de TH a 568-585 nm, ExEm. Las ilustraciones son representativas de dos experimentos

independientes. Barras de calibracién = 100 uM..
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La inyeccién del NT-poliplex en la SNc ocasioné la expresion del gen reportero GFP
(Figura 13A) en las neuronas dopaminérgicas (Figura 13B) de la SNc ipilateral como lo
demuestra la sobreposicion de las dos imdgenes (Figura 13C). El bloqueo del dominio
de unién del NTS1 mediante el antagonista no peptidico SR-48692 (1 uM) previno la
expresion de EGFP causada por el NT-poliplex (Figura 13D-F). Igualmente se observé
ausencia de expresion del transgén cuando pDAT-BDNF-flag fue transferido por el
poliplex sin ligando (Fig., 13G-I) o cuando se inyectd solo el complejo pDNA-KP (Fig.,
13J-L).

Figura 13. La inyeccién del NT-poliplex en la SNc¢ ocasioné la expresién del gen reportero
EGFP. A) Muestra la expresion del transgén EGFP en las neuronas dopaminérgicas TH
positivas (B) después de la inyeccién del NT-poliplex en la SNc, como lo confirma la sobre-
posicién de las dos imdgenes (C). El bloqueo del dominio de unién del NTS1 mediante el
antagonista no peptidico SR-48692 (1 uM) previno la expresiéon de EGFP causada por el NT-
poliplex (D-F). Igualmente se observé ausencia de expresion del transgén cuando EGFP fue
transferido por el poliplex sin ligando (G-I) o cuando se inyectd solo el complejo pPDNA-KP (J-
L). Los paneles A, D, G y J muestran la inmunoreactividad contra el EGFP. Paneles B, E, Hy
K muestran la inmunoreactividad contra TH. Las microfotografias C, F, I y L son la sobre-
posicion de las imagenes. La inmunoreactividad para FITC de la GFP fue detectada a 488-522
nm, ExEm, y Rho para TH a 568-585 nm, EXEm. Las ilustraciones son representativas de dos
experimentos independientes. Barras de calibracién = 100 uM. VT A= area ventral tegmental.

SNc = sustancia negra compacta. El asterisco muestra el dafio de la SNc por la inyeccién.
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_ _
Figura 14. Efectividad del promotor tejido especifico hDAT. El panel A muestra la ausencia
de expresion del transgén BDNF-flag en el estriado. El panel B muestra la inmunoreactividad
contra TH. El panel C es la sobre-posicién de las imdgenes anteriores. La inmunoreactividad
para FITC del BDNF-flag fue detectada a 488-522 nm, EXEm, y Rho para TH a 568-585 nm,

ExEm. Las ilustraciones son representativas de dos experimentos independientes. Barras de

calibracién = 100 pM.

6.2.2. Regulacion por construcciones transcripcionales quiméricas

La expresion desregulada de factores neurotréficos produce efectos deletéreos en el
sistema dopaminérgico in vitro e in vivo. Ademas de la regulaciéon por el promotor
hDAT, consideramos aplicar un elemento de control que permita encender y apagar la
transcripcion del transgén. Con este propdsito utilizamos el sistema pTet-On y pTRE-
Tight-DsRed2 en células de neuroblastoma humano SK-N-AS que se sabe produce
Nurrl (Michelhaugh et al.,, 2005) y a las cuales les comprobamos que expresan el
NTSI1. Se evalué la funcionalidad del sistema regulable formado por pTRE-Tight-
DsRed2 y pTet-On original (con el promotor CMV) y por el promotor hDAT (hDAT-
6250 pTet-On) o por 3 elementos de respuesta a Nurrl, en tandem (3xNBRE pTet-On).
En ausencia de Dc, las células SK-N-AS lipofectadas con los diferentes pares de
plasmidos (Tabla 2) no mostraron expresion de la DsRed2 (Figura 15). En contraste, la
administracién de Dc (1 pg/mL) fue capaz de inducir la expresion de la DsRed2, en
magnitud diferente dependiendo del promotor del pTet-On (Figura 15 A,E,LM).
Cualitativamente se observéo que el par de plasmidos que mostré la mayor eficiencia de
expresion fue pTet-On (0.25 pg) con pTRE-Tight-DsRed2 (0.1 ug) (Figura 14A).
Aunque la eficiencia de expresion fue baja, solamente el par de plasmidos con pTet-On
modificado con promotores tejido especifico que produjo expresion inducida por Dc fue
el 3xNBRE pTet-On (0.25 pg) con pTRE-Tight-DsRed2 (0.1 ug) (Figura 15E). El
grupo control negativo de la expresion formado por los pldsmidos Empty-Tet 0.4 ug
con pTRE-Tight-DsRed2 0.1 ug no se produjo expresiéon de la DSRED?2 inducida por
Dc (Figura 15M).



Figura 15: Induccién de la expresién de la proteina DsRed2 por la administracién de Dc (1
pg/mL) en la linea celular SK-N-AS. Se utilizé lipofectamina para transfectar el pldsmido
pTRE-Tight-DsRed2 que codifica para la proteina DsRed2 en combinacién con pTet-On (A-D),
3xNBRE-pTet-On (E-H), hDAT-6250-pTet-On (I-L), o pEmpty-Tet (M-P). Las
microfotografias en ausencia de Dc corresponden a los paneles C-D, G-H, K-L, y O-P. Las
microfotografias que muestran la induccién de la expresién por Dox son los paneles A-B, E-F,
I-J, M-NP. Las fotografias B, D, F, H, J, L, N, y P muestran los nticleos celulares tefiidos con
Hoesch. Las fotografias A, C, E, G, I, K, M, y O muestran las células que expresan la proteina
DsRed?2. Barras de calibracion = 50 uM.

Los geles de retardo y de retencion determinaron la relacién 6ptima tanto del PK como
del NT-vector respectivamente, para cada uno de los pldsmidos del sistema regulable

(Tabla 3).

14



Tabla 3. Grupos de poliplexes del

sistema regulable pTetOn-pTRE-Tight-DsRed2

utilizando 6 nM de pDNA.
Grupo Plasmido PK uM Vector nM Plasmido que codifica PK uM | Vector
codifica para rtTA para DsRed2 nM
1 pDATpTet-On 9 252 pTRE-Tight-DsRed2 7 126
2 3xNBRE pTet-On 7 198 pTRE-Tight-DsRed2 7 126
3 Plasmido vacio-Tet 7 216 pTRE-Tight-DsRed2 7 126

rTta = activador transverso de la tetraciclina; DsRed2 = proteina roja fluorescente; hDAT = transportador
de dopamina humano; 3xNBRE = 3 elementos de respuesta a Nurrl, en tandem.

A las relaciones molares Optimas, los experimentos de transfeccién con el poliplex y los

diferentes grupos del sistema regulable no mostraron expresién de la DsRed2 inducida

por Dc en ninguno de los grupos. Por el contrario, se observd que la transfeccién caus6

una alta citotoxicidad (Figura 16).

Figura 16. Imagen representativa de uno de los experimentos de transteccion con el poliplex y

los diferentes grupos del sistema regulable que muestra severa citotoxicidad. Induccién de la

expresion de la proteina DsRed2 por la administracién de Dc (1 pg/mL) en la linea celular SK-

N-AS. Se utiliz6 el NT-poliplex para transfectar el plasmido pTRE-Tight-DsRed2 que codifica

para la proteina DsRed2 en combinacién con pTet-On (A-B). Las microfotografias (C-D) son el

control, corresponden a células sin transfectar. Las microfotografias que muestran la induccién

de la expresion por Dox y en las que se observa severa citotoxicidad son el panel A-B. Las

fotografias A y C muestran los nticleos celulares tefiidos con Hoesch. Las fotografia B y D,

muestran la ausencia de expresion de la proteina DsRed2. Barras de calibraciéon = 50 uM
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6.3. Auto-ensamblaje del NT- poliplex

6.3.1. Relacion molar optima de los componentes del NT-poliplex
auto-ensamblado

La caracterizacion fisicoquimica del NT-poliplex de original demostré la cantidad de
moléculas de PLL para condensar el pDNA en estructuras toroides y de moléculas de
NT y PF para producir la transferencia génica (Tabla 1). Por lo tanto, el primer
experimento se planteé considerando la concentracion del péptido Lisinazp-NT que
saturard el NTS1 y que su aporte de PLL sumado a la del aporte del péptido PF-Lisinayg

condensard al pDNA, en estructuras toroides.

6.3.2. Analisis electroforético de la interaccion de los componentes
del NT-poliplex auto-ensamblado

Los cambios en el patrén electroforético del pPDNA que resultan de la interaccién de los
componentes del NT-poliplex reflejan el grado de condensacién observada por
microscopia electronica de transmisioén (Figura 18). La condensacién del pEGFP-N1 (6
nM) (Figura 17 linea 1) se logrd por la interaccion secuencial de 5 uM de PK (Fig. 17
linea 2), 1%SBF (Figura 17 linea 3) y concentraciones equimolares de Lisinaz-NT y
PF-Lisina,y de 6.4 uM (Figura 17 linea 5), de 3.2 uM (Figura 17 linea 6) o de 1.6 uM
(Figura 17 linea 7), en comparacién a la condensacién inducida por el NT-poliplex
original (Figura 17 linea 4). Sin embargo, la concentraciéon de 0.8 uM de ambos
péptidos produjo condensacion parcial del pDNA (Figura 17 linea 8) debido a que la
cantidad de cargas positivas que aportan las lisinas de ambos péptidos no son suficientes
para neutralizar las cargas de pDNA. De este resultado se deduce que es necesario el
aporte adicional de PLL para condensar adecuadamente el pDNA cuando se utilicen
concentraciones inferiores a 0.8 pM de ambos péptidos sintéticos, como lo demuestra la
Figura 17 linea 9). La adicién de 493 nM PLL a la cantidad aportada por ambos
péptidos a sus concentraciones inocuas produjo la retencion del pDNA (Figura 17 linea

9), comparandola con la del NT-poliplex original (Figura 17 linea 4).
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Figura 17. Electroforesis de la interaccion secuencial de los componentes del NT-poliplex
auto-ensamblado. La fotografia muestra la condensacién del pEGFP-N1 (6 nM) (carril 1)
mediante la interaccion secuencial de 5 uM de PK (linea 2), 1% de SBF (carril 3) y
concentraciones equimolares de Lisinazp-NT y PF-Lisinayy de 6.4 uM (carril 5), 3.2 uM (carril
6) y 1.6 uM (carril 7), en comparacién a la condensacién inducida por el NT-poliplex original
(carril 4). El carril 8 muestra la condensacion parcial del pDNA inducida por la concentracion
equimolar de 0.8 uM de ambos péptidos. La adicién de 493 nM PLL (42 KDa) a la relacion
molar 6ptima de los péptidos Lisinay-NT (50 nM) y PF-Lisinay, (2700 nM) logra la

condensacion adecuada del pDNA (carril 9).

6.3.3. Cambios fisicos del pDNA en Ia formacion del NT-poliplex
auto-ensamblado

Los estudios de TEM mostraron los cambios fisicos del pDNA inducidos por la
interaccidon secuencial de los componentes, en la formacion del NT-poliplex auto-
ensamblado. La forma del pDNA (6nM) es de red irregular o laxa (Figura 18A). Un
claro nticleo de condensacién en el pDNA se observé después de su unién electrostética
con el PK (6uM) (Figura 18B). El complejo pDNA-PK se condensé en unas estructuras
ovoides o esféricas después de la adiciéon de 1% SBF (Figura 18C). La uni6n
electrostatica de los péptidos Lisinay)-NT (50 nM) y PF-Lisinay (2700 nM) no produjo
la condensacién del complejo pPDNA-PK-1% SBF en estructuras toroides (Figura 18D).
Esta condensacion se logré por la adicion de 472 nM de PLL (Figura 18E).
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Figura 18. Microscopia electrénica de los cambios fisicos del pDNA durante los pasos
secuenciales de la formaciéon del NT-poliplex auto-ensamblado con el pEGFP-N1. A) La
microfotografia muestran la forma natural del pDNA solo (6 nM). B) Condensacion inicial de
pDNA causada por la adicién de 6 uM de PK. C) Condensacién del complejo pDNA-PK en la
presencia de 1% SBF. D) Condensacién parcial del complejo pDNA-PK-SBF inducida por la
unidn electrostatica de los péptidos Lisina,-NT y PF-Lisina,, a la relacién molar éptima (50 nM
: 2700 nM). E) Condensacion en nanoparticulas toroidales inducida por la adicién de 472 nM
de PLL a la relacién molar 6ptima de los péptidos. F) Acercamiento de nanoparticulas
toroidales formadas por el NT-poliplex auto-ensamblado. 6.3.4. Especificidad del NT-poliplex
auto-ensamblado

El estudio de microscopia confocal mostré la presencia de pDNA marcado con
ioduro de propidio a nivel del ndcleo celular a los 45 minutos de la adicion del NT-
poliplex auto-ensamblado a las concentraciones molares de 50 nM de Lisinayo-NT, 2,700
nM de PF-Lisinayy, 472 nM de PLL, 6 uM de PK y 6 nM de pEGFP-N1 (Figura 19 A-C).
Los experimentos de bloqueo del dominio de unién del NTS1 tanto con SR-48692 (500
nM) (Figura 19 D-F) como con 1 uM de NT (Figura 19 G-I), mostraron ausencia de
pDNA marcado con ioduro de propidio en el interior de la célula. La solucién hiperténica
de sacarosa (0.45 M), inhibidor de la polimerizaciéon de la clatrina (Heuser, 1989),
previno la endocitosis del NT-poliplex auto-ensamblado, marcado con yoduro de
propidio (Figura 19 J-L). Estos experimentos en conjunto apoyan la participacién del la

endocitosis mediada por el NTS1 en la internalizacion del NT-poliplex auto-ensamblado.
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Figura 19. Participacién de la endocitosis del receptor de alta afinidad a neurotensina en la
transferencia génica del NT-poliplex auto-ensamblado. Los paneles A-C muestran la presencia
de pDNA marcado con ioduro de propidio a nivel del nicleo celular a los 45 minutos de la
adicién del NT-poliplex auto-ensamblado a las concentraciones molares de 50 nM de Lisinay-
NT, 2,700 nM de PF-Lisina,, 472 nM de PLL, 6 uM de PK y 6 nM de pEGFP-N1. Los paneles
D-F muestran la ausencia de marcas de ioduro de propidio en el interior celular debida al
bloqueo del dominio de unién del NTS1 con SR-48692 (500 nM). Los paneles G-I muestran el
efecto del bloqueo del dominio de unién del NTS1 por 1 uM de NT. Los paneles J-L muestran
la presencia de las marcas de ioduro de propidio en la periferia celular debido a la inhibicion de
la endocitosis por una solucién hiperténica de sacarosa (0.45 M). Barras de calibraciéon = 100

uM.
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6.3.5. Eficiencia de transfeccién del NT-poliplex auto-ensamblado

La Figura 20 A muestra que la maxima eficiencia de transfeccion del NT-poliplex auto-
ensamblado, en la linea celular N1E-115, se obtiene con las siguientes concentraciones
molares de sus componentes: NT 50 nM, PF 2,700 nM y pK 6 uM y 472 nM de PLL.
La misma eficiencia de transfeccién se mantuvo en el rango de concentraciones de NT
de 5.3 — 50 nM manteniendo constante la concentracién de los otros componentes
(datos no mostrados). La méxima eficiencia del NT-poliplex auto-ensamblado fue

aproximadamente 50%, similar a la producida por NT-poliplex original (Figura 20 C).

Figura 20: Capacidad del NT-poliplex auto-ensamblado de transfectar células N1E-115. Los
paneles A-B muestran la maxima eficiencia de transfeccién del NT-poliplex auto-ensamblado
(NT 50 nM, PF 2,700 nM y pK 6 uM y 472 nM de PLL). Los paneles C-D muestran la maxima
eficiencia de transfeccién obtenida con el NT-poliplex original. B y D corresponde a la totalidad
de nucleos tefiidos con Hoesch. La fluorescencia fue observada con un microscopio Leica
DMIRE?2 usando un objetivo 20X y el filtro K3 para la GFP y el A para el Hoesch. Barras de
calibracién = 100 uM

7. Discusion

En este trabajo detallamos el procedimiento para la sintesis del NT-poliplex mejorado
por péptidos virales y determinamos la proporcién de sus componentes que permiten su
alta eficiencia de transfeccion tanto en células en cultivo como en el SNC. Concluimos

que una molécula de NT y cuatro moléculas de PF conjugadas con 2 moléculas de PLL
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producen una alta eficiencia de expresién del transgén in vivo e in vitro, lo cual es
adicionalmente determinado por una relacién molar especifica entre el pDNA y el NT-
vector. Bajo estas condiciones, el NT-poliplex se condensa en nanoparticulas con una
estructura particular (formas toroides) y un tamafio preciso que determinan su
endocitosis y la expresion del transgén, sin efecto citotéxico. En la relacién molar
Optima para cada plasmido, el NT-poliplex es capaz de cotransfectar dos diferentes
pldsmidos en la misma célula. Demostramos, ademds, una estrecha asociacién entre el
patrén electroforético de pDNA con los cambios fisicos observados por microscopia
electrénica que resultan de la interaccidn electrostitica de los componentes del NT-

poliplex.

7.1. Propiedades biofisicas del NT-poliplex

Previamente reportamos el célculo tedrico que predice la conjugacién de 5 moléculas de
NT ala PLL, usando como entrecruzador bifuncional al LC-SPDP, considerando que la
eficiencia de la reaccién fuera 100% (Martinez-Fong and Navarro-Quiroga, 2000). En
este trabajo la eficiencia final del SPDP fue de un 26%, por lo tanto la consideracion
tedrica podria predecir un promedio de 1.3 moléculas de NT unidas a la PLL. Usando
['*I]-NT determinamos 1 molécula en el conjugado con la PLL, resultado cercano a la
prediccion. La corroboracion de la exactitud del cdlculo tedrico garantiza que los
diferentes pasos de la sintesis descritos en este trabajo son tan precisos que
proporcionardn la concentracion de los motivos funcionales del NT-poliplex necesaria
para una transfeccién exitosa. En la relacién molar 6ptima, la concentracion de la NT
proporcionada por el NT-poliplex fue de 253 nM para el pEGFP-N1 y 745 nM para el
pDAT-EGFP, concentraciones mas altas que la constante de afinidad (Kd) de la unién
del NT al NTSI1 en las células N1E-115 (5 nM) (Cusack et al., 1991) y en las neuronas
dopaminérgicas in vivo (0.3 nM) (Boudin et al., 1998). Por lo tanto, con las
concentraciones de los componentes de NT-poliplex que se aportan a la relacion molar
Optima se garantizd la activaciéon de la endocitosis mediada por NTS1 (Arango-
Rodriguez et al., 2006).

La formacioén del alfa-hélice a pH 6.0 del PF derivado de la hemaglutinina es el
responsable de la propiedad anfifilica de la fusogenicidad (Swalley et al., 2004),
(Madhusoodanan and Lazaridis, 2003). El andlisis electroforético en gradientes
crecientes de acidez demostré que a pH 6.0 el NT-poliplex tiene un patrén de movilidad

similar al observado a pH fisiol6gico. Este resultado sugiere integridad y estabilidad
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del NT-poliplex a un pH en el que se dispara la fusogenicidad del PF. Usando [*H]
calculamos que el NT-vector contiene 4 moléculas de PF, lo que sugiere que por lo
menos esta cantidad induce la liberacion del NT-poliplex desde el endosoma
(Mastrobattista et al., 2002). A continuacién, el pDNA del poliplex puede ser
translocado al nicleo mediante la NLS de la proteina VP1 del virus SV40 (Ishii et al.,
1994;Aris and Villaverde, 2003) como previamente lo demostraron otros estudios de
nuestro grupo (Navarro-Quiroga et al., 2002).

La adecuada condensacién del pDNA en nanoparticulas toroidales (< 200 nm) a una
concentraciéon suficiente es una condicidn necesaria para obtener transfecciones
eficientes mediadas por el NT-poliplex (Demeneix et al., 2004). El andlisis de
microscopia electrénica mostré que estas caracteristicas son cumplidas por el NT-
poliplex en la relaciéon molar Optima. A pesar de la incrementada cantidad de
estructuras toroides presentes en la relacion molar de 1:42, la eficiencia de transfeccion
fue méds baja que la relacién 1:34. Este resultado podria ser explicado por la
competicion por el NTS1 entre el NT-vector libre y el NT-poliplex. Sugerimos, que el
exceso del NT-vector libre podria resultar después de la condensacidn total del pDNA
(6 nM) en la relaciéon molar 6ptima. Otra posible hipétesis para explicar la baja
eficiencia de transfeccién en la relacién molar 1:42 ha sido discutida por otros autores,
quienes atribuyen la baja eficiencia a la compactacion extrema del DNA que resulta de
altas proporciones de proteina: DNA (Hwang et al., 2001), (Fischer et al., 2004). Otro
factor que puede explicar la baja expresion del transgén es la citotoxicidad, como lo
apoya la disminucién de la viabilidad celular observada en la relacion molar 1:42.

El estudio de microscopia electrénica sugiere que tanto 6 uM de PK como 1% de SBF
causan condensacion parcial del pDNA antes de que el NT-vector induzca la aparicion
de las nanoparticulas toroidales, como se muestra en la figura 7 B y C. Este efecto de
precondensacién puede ser causado por la interaccion de las cargas electrostiticas entre
el pDNA (ani6n), el PK catiénico del SV40 y las proteinas catiénicas del SBF. La
adicién del suero estabiliza la estructura del poliplex eléctricamente neutro en
concentraciones fisiologicas de sales, evitando asi la rdpida formacién de grandes
agregados (Cotten and Wagner, 1993). Estas macroparticulas son generalmente poco
efectivas para liberar genes y pueden ser toxicas debido a la embolizacién que causan en
los vasos sanguineos del pulmoén (Pack et al., 2005). Sin embargo, hay datos
contradictorios en los que se reporta que la albimina del suero y otras proteinas

cargadas negativamente causan agregacion y pueden conducir a un rdpido aclaramiento
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del poliplex por las células fagociticas y por el sistema reticulo endotelial (Dash et al.,
1999). Mediante estudios de citometria de flujo (FACS) se ha observado que la
expresion de la GFP es reducida aproximadamente un 80% en presencia de 1% suero
(Medina-Kauwe et al., 2001a). Nosotros determinamos que el suero es mds efectivo si
se adhiere antes de colocar el NT-vector, debido a que en este punto hay méas cargas
anidnicas disponibles que permiten la unién de la proteinas catidnicas del suero, a su
vez quedando cargas anidnicas libres para la unién posterior del NT-vector.

Sugerimos que los ensayos de retencion electroforética del pDNA en geles de agarosa
es un procedimiento rdpido, simple y poco costoso, ttiles como una herramienta para
predecir la relacién molar 6ptima para el plasmido de interés (Martinez-Fong and
Navarro-Quiroga, 2000), (Navarro-Quiroga et al., 2002), (Martinez-Fong et al., 1994).
En este trabajo mostramos que el ensayo de retencién también refleja el grado de
condensacién del pDNA (6 nM) inducido por la interaccién electrostitica de los
componentes del NT-poliplex (Figura 6). Ademds, el ensayo de retencion fue util para
demostrar la sensibilidad del NT-poliplex a extrema acidez (Figura 8).

Basandonos en la relaciéon molar éptima, mostramos que el NT-poliplex es capaz de
transfectar dos diferentes pldsmidos en la misma célula. Esta propiedad estd en relacion
con la habilidad potencial de los vectores de genes basados en PLL para coliberar varios
plédsmidos, como se ha mostrado previamente en cultivo primario de neuronas (Collins
et al., 2003).

En este estudio, la especificidad de la NT como molécula directriz de la transferencia
génica fue demostrada por la incapacidad del NT-poliplex para transfectar cuando el
dominio de unién del NTSI1 es bloqueado por un antagonista no peptidico de la NT
(Gully et al., 1993). Ademds, la ausencia de expresion del transgén cuando el plasmido
fue liberado por el poliplex “untargeted” o con el complejo pDNA-PK dan soporte a la
especificidad del NT-vector y demuestran que el PF y el PK no son los responsables de
la entrada del plasmido a las neuronas dopaminérgicas in vivo. No obstante a esto, un
estudio reciente ex vivo ha mostrado que la simple adicion de PF a un complejo
denominado molossin PLL-DNA es capaz de transfectar el 100% de las células
endoteliales corneales sin la contribucién de la molécula directriz, la molossin (Collins
and Fabre, 2004). Las diferentes condiciones utilizadas en la preparacién de los
complejos con el DNA llevan a la formacion de particulas que varian en tamaifio, carga
y estabilidad del complejo/DNA, lo que favorece la atraccion con la superficie celular,

determina el mecanismo por el cual entra el complejo a la célula blanco para la
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liberacion exitosa del transgén (Collins and Fabre, 2004). Se ha demostrado que al
preparar los complejos en medios isotdnicos no idnicos como la dextrosa al 5%, las
particulas se hacen mds pequefios ~70 nm y mas electropositivos a diferencia de cuando
se preparan en medios que contienen sales como NaCl al 0.15 M, PBS o medio libre de
suero (Zhang et al., 2001) en lo que adquieren un mayor tamafio ~600 nm; esta
diferencia en tamafio ~70 nm vs. ~600 nm favorece la difusiéon mds rdpida del complejo
y determina el mecanismo mediante el cual entra el complejo a la célula.

Las propiedades intrinsecas del tipo celular, el mecanismo molecular de Ia
internalizacion, y las diferentes condiciones experimentales (in vitro vs. in vivo) pueden
ser factores que permiten o no la transferencia de genes por ciertos vectores no virales.
En adicién nosotros mostramos que el NT-poliplex inyectado en el estriado fue capaz de
transferir el gen BDNF-flag principalmente en las neuronas dopaminérgicas de la SNc
con una alta eficiencia. Sin embargo, se observd que algunas neuronas no
dopaminérgicas que estdn cerca a la SNc fueron inmunoreactivas para flag. Estos
hallazgos sugieren que las neuronas GABAérgicas nigrales que expresan el receptor
trkB (Arenas et al., 1996) pudieran haber capturado la proteina BDNF-flag liberada de
las neuronas dopaminérgicas transfectadas. El transporte retrégrado del NT-poliplex
desde el estriado a la SNc representa una ruta atractiva para la transfeccidn, evitando asi
el dafio mecénico de las neuronas dopaminérgicas que ocurre por la administracion
directa en el mesencéfalo. Un estudio reciente in vivo ha mostrado la liberacion de un
pDNA utilizando la via del transporte retrogrado desde la lengua a neuronas motoras
hipoglosales de ratones (Morris et al., 2004). La expresion especifica de este pladsmido
se atribuyd al uso de un promotor tejido especifico como fue la subunidad al del
receptor a glicina (GLy-R) el cual fue clonado en un pldsmido para dirigir la expresion
de la proteina EGFP, constructo denominado EGFP::GlyRal. A su vez, inyectaron el
pldsmido en el ndcleo central de la amigdala el cual recibe proyecciones del nicleo
parabranquial y tiene una alta densidad de receptores GlyR. En este caso observaron
expresion de la proteina en neuronas del nicleo parabranquial mas no en la corteza
insular, demostrando asi que esta secuencia promotora es suficiente para conferir
especificidad a la expresion del transgén. La diferencia con nuestros estudios in vivo en
los que al inyectar pDNA solo (datos no mostrados) o unido al PK (Fig. 12-13) no
obtenemos expresion del gen de interés se puede atribuir a la cantidad del pDNA

utilizado. Generalmente los autores que utilizan pDNA solo, inyectan localmente entre
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5-10 pg de pDNA, cantidad 6-12 veces mayor que la utilizada en nuestro modelo
experimental in vivo (0.8 pg). Otra diferencia radica en el mecanismo de
internalizacion, mientras que el pDNA desnudo entra a la célula por macropinocitosis a
través de vesiculas o por poros transitorios de la membrana celular,(Zhang et al.,
2004;Wolff and Budker, 2005), el NT- poliplex lo hace por endocitosis activada por
receptor (Martinez-Fong et al., 1999;Alvarez-Maya et al., 2001;Navarro-Quiroga et al.,
2002;Arango-Rodriguez et al., 2006).

En conclusion, el NT-poliplex debe cumplir con 4 condiciones para asegurar una
constante y alta eficiencia de transfeccion en células especificas: 1) debe tener suficiente
concentracion de NT para activar la endocitosis mediada por NTS1, 2) debe alcanzar
una adecuada condensacién que es obtenida en la relaciéon molar ptima entre el pPDNA
y el NT-vector, 3) debe contener un concentracién suficiente de PF para que rompa la
membrana endosomal y 4) debe contar con un PK que permita la translocacion hacia el
ndcleo del pDNA. La caracterizacion de las propiedades biofisicas de los componentes

del NT-poliplex podria ser la base para el desarrollo de otros vectores génicos.

7.2. Regulacion de la expresion del transgén

El control de la expresion de transgenes es esencial para evitar efectos deletéreos
causados por la excesiva expresion de genes no regulados (Croll et al., 1999), (Toniatti
et al., 2004). Existen reportes que indican que la sobre-expresion por largos periodos de
GDNF disminuye la expresion de TH en la SNc y en el VT A, asi como la sintesis de
dopamina en el nucleo estriado (Rosenblad et al., 2003). La excesiva expresion de
GDNF también provoca ramificaciones neuronales aberrantes en nucleos extra-
estriatales (Rosenblad et al., 2003;Georgievska et al., 2002). De igual manera, la
sobreproduccién de BDNF se ha asociado con deficiencias en aprendizaje e hiper-
excitabilidad en neuronas del hipocampo y corteza entorinal (Croll et al., 1999).
Recientemente se reportd que el NT-poliplex es un sistema eficiente para transferir el
gen neurotréfico GDNF-flag a neuronas dopaminérgicas de ratas hemiparkinsonianas
(Gonzalez-Barrios et al., 2006a). La expresion del GDNF-flag caus6 la recuperacién
anatémica, bioquimica y fisioldgica de los animales hemiparkinsonianos en un periodo
de 1 mes post-polifeccion (Gonzalez-Barrios et al., 2006a). Debido a la gran eficiencia
de transfeccién no podemos descartar que la desmedida expresion de GDNF-flag de

manera constante produzca efectos deletéreos.
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El promotor hDAT es hasta el momento el mas especifico para regular la expresion de
transgenes en neuronas dopaminérgicas (Bannon et al., 2001), (Sacchetti et al., 1999).
La potencia del promotor hDAT explica la alta eficiencia de expresion del transgén
neurotr6fico BDNF-flag en neuronas dopaminérgicas de la SNc, transfectadas tanto por
la via retrégrada como por la via somatica de la NT (Arango-Rodriguez et al., 2006). La
ausencia de expresion del transgén en células estriatales conocidas que también
expresan el receptor NTS1 (Mendez et al., 1997), demuestra la especificad del promotor
hDAT. Por lo tanto, con la incorporacién de elementos transcripcionales enddgenos
como el promotor hDAT para regular la expresion del transgén, hemos logrado
proporcionar un punto adicional de selectividad al NT-poliplex restringiendo la
expresion de transgenes a las neuronas dopaminérgicas.

La expresion prolongada del gen phDAT-EGFP por la transfeccion del NT-poliplex
puede ser debida al promotor hDAT. También el promotor constitutivo hEF-1a es capaz
de promover la expresion prolongada del hGDNF-flag atin en neuronas dopaminérgicas
bajo la influencia del estrés oxidativo inducido por 6-OHDA (Gonzalez-Barrios et al.,
2006a). Estos hallazgos sugieren que los promotores tejido especificos (hDAT) o
constitutivos (EF-1a) son mds efectivos que los promotores virales (Alvarez-Maya et
al., 2001) para prolongar la expresion del transgén cuando se usa el NT-poliplex para la
transferencia génica. Es posible que los promotores tejido especificos o constitutivos
evadan los mecanismos de inactivacion transcripcional (Sacchetti et al., 1999),
(Sacchetti et al., 2001), a diferencia de los promotores virales conocidos por dirigir la
expresion del transgén en un corto periodo (Beck et al., 2004). Estos promotores virales
son inactivados con el tiempo por metilacion en sitios especificos de las citosinas en los
dobletes CpG preferencialmente (Brooks et al., 2004).

La gran eficiencia de los elementos transcripcionales endégenos produce expresion del
transgén sostenida en la poblacion celular a la que se restringe la transfeccion. Por esto,
la tendencia actual de la terapia génica es controlar la expresion para evitar efectos
citotoxicos por la expresion prolongada del gen de interés. Los sistemas para la
regulacion de la expresion de genes actualmente disponibles presentan desventajas tales
como expresion basal del transgén, efectos inespecificos, y citotoxicidad del agente
inductor del sistema. Por eso, esta aplicacion se limita a ciertos tipos celulares y cuando
se requieren bajos niveles de expresion del gen de interés (Yarranton, 1992). Hasta la
fecha el sistema Tet ha mostrado ser el mdas exitoso ya que se activa por la

administracién de dosis no téxicas de la Dc o Tc, promoviendo la alta expresion del
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transgén, y se inactiva en ausencia de esos farmacos. Ademds, la activacién e
inactivacién del sistema ocurre de una forma rdpida comparado con otros sistemas
disponibles (Baron and Bujard, 2000). Recientemente la modificacion del sistema Tet
ha evitado la expresion basal del transgén en ausencia del inductor (estado inactivo), por
lo que se conoce como Tight (Gossen and Bujard, 1992b). Es ideal para aquellas
aplicaciones en las que la proteina transducida es potencialmente téxica en dosis
infimas.

Utilizando lipofectamina como método de transfeccion comprobamos la funcionalidad
del sistema pTet-On y pTRE-Tight-DsRed?2, el cual fue capaz de activarse por Dc. Sin
embargo, la cotransfeccion de esos dos pldsmidos con el NT-poliplex causé severa
citotoxicidad. Es posible que la alta eficiencia de transfecciéon del NT-poliplex pueda
estar generando la sobre-expresion de la proteina tTA, la cual se ha reportado que, atin
en niveles bajos, es toxica debido a la presencia del dominio trans-activador VP16
(Shockett et al., 1995). Aunque el NT-poliplex permite la cotransfecciéon de dos
plasmidos de tamafio semejante en una misma célula (Arango-Rodriguez et al., 2006),
es probable que la cotransfeccion de dos pldsmidos de diferente tamafio molecular
conduzca al desarrollo de la citotoxicidad por algiin mecanismo aun no aclarado.
Ademéds de la regulacion dada por la administracién de Dc se puede otorgar otro punto
de especificidad al sistema regulable Tet-On, mediante la sustitucién del promotor
CMV del plasmido pTet-On por promotores especificos de tejido (Fitzsimons et al.,
2002;Gardaneh and O'Malley, 2004;Dumortier et al., 2005). De esta manera, a la vez
que se restringe la expresion del transgén al tipo celular deseado, también se puede
prolongar e incrementar la expresion del transgén por la respuesta del promotor a los
factores transcripcionales enddgenos. Nosotros evaluamos con lipofectamina la
funcionalidad del sistema pTet-On modificado con dos promotores tejido especificos
para las neuronas dopaminérgicas el pDATpTet-On y el 3xNBREpTet-On. De estas
dos construcciones, solamente el par de plasmidos 3xNBRE pTet-On (0.25 pg) con
pTRE-Tight-DsRed2 (0.1 pg) produjo expresion inducida por Dc aunque con baja
eficiencia. Atribuimos esta reducida eficiencia de expresion del transgén a los bajos
niveles de el factor transcripcional Nurrl en las células SK-N-AS, el cual es
indispensable para activar al elemento de respuesta 3XNBRE presente en ambos

promotores tejido especifico de neuronas dopaminérgicas.
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7.3. Auto-ensamblaje del NT- poliplex

Previamente demostramos que al menos tres motivos funcionales son necesarios para
que el NT-poliplex transfiera pPDNA especifica y eficientemente; estos son, el ligando
(NT), el motivo fusogénico (PF), y la sefal de localizacion nuclear (PK) (Navarro-
Quiroga et al., 2002). La principal conclusién que emerge de este trabajo es que los dos
péptidos quimeras (Lisinaz-NT y PF-Lisinayy) asi como el PK y el pDNA
suministrados individualmente fueron capaces de auto-ensamblarse por uniones
electrostiticas para formar el NT-poliplex. El NT-poliplex auto-ensamblado produjo
transfeccion especifica y eficiente comparable al NT-poliplex original.

La condensacion del pDNA en nanoparticulas toroides (50-100 nm) es una condicién
necesaria pero no suficiente para la transferencia génica via endocitosis mediada por
receptor (Conwell and Huang, 2005). La caracterizacién biofisica del NT-poliplex
demostré que las concentraciones de 5 uM de PK y 198 nM de NT-vector son
requeridas para condensar 6 nM de pEGFP-N1 en nanoparticulas toroides (Arango-
Rodriguez et al., 2006). Esto se debe a que esa concentraciéon del NT-vector provee
611.5 nM concentracién de PLL, principal factor condensante del pDNA (Martinez-
Fong and Navarro-Quiroga, 2000). El andlisis de microscopia electrénica revel6 que la
cantidad de PLL (30 K) proveida por las concentraciones funcionales de Lisinaz)-NT
(5.3-50 nM) y PF-Lisinayy (2700 nM) no pudo inducir la condensacién del pDNA en
nanoparticulas toroides (Figura 17D). Estas estructuras fueron inducidas solamente por
la adicién de 472.2 nM de PLL (40 kDa), como lo muestra la Fig. 17E. El orden de la
adicién de PLL afecta la eficiencia de transfeccion; los NT-poliplex auto-ensamblados
mas eficientes fueron producidos cuando la PLL de alto peso molecular fue afadida al
pDNA previamente condensado por la adicion de la mezcla de Lisinay-NT y PF-
Lisinay. La complementacién con PLL de alto peso molecular demerita la simplicidad
del NT-vector auto-ensamblado y lo asemeja al NT-poliplex original. Otros sistemas de
transferencia génica basados en péptidos quiméricos también requieren de otro
polication de mayor masa molecular como la protamina para inducir la correcta
condensacién del pDNA (Medina-Kauwe et al., 2001a), asi como de cloroquina para
inducir la adecuada liberacion del complejo del endosoma (Zeng et al., 2004).
Recientemente se han reportado otros sistemas de transferencia génica auto-
ensamblados capaces de transfectar de manera especifica y eficiente a células de la

retina (monensina), a células neuronales que expresan trakA, células que expresan el
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receptor a integrinas (Ad3-PBK10), entre otros. Estos hallazgos sugieren que atn
péptidos quimeras cortos como los de esos sistemas de transferencia génica pueden
proveer la PLL suficiente para condensar adecuadamente el pPDNA. La discrepancia en
el uso adicional de un policatién de alto peso molecular puede deberse a diferencias
metodoldgicas, al diferente nimero de motivos funcionales utilizados, a las propiedades
intrinsecas del tipo celular y al mecanismo de endocitosis involucrado. Por ejemplo, la
adiciéon de PF al complejo PLL-molosina-DNA contribuye a la formacién de
nanoparticulas neutras > 200 nm que pudieran internalizarse especificamente a través de
macropinocitosis. En contraste, ambos tipos de NT-poliplexes que se condensan en
particulas toroides < 100 nm se internalizan a través de la endocitosis mediada por
NTSI1.

El péptido ligando en linea con la PLL representa una gran ventaja con respecto al
ligando unido por enlace disulfuro a la PLL, porque se puede predeterminar con
precision la concentracion efectiva para activar al receptor. Nuestros resultados
demuestran que el NT-poliplex auto-ensamblado con el péptido Lisinaz)-NT en el rango
de concentraciones de 5.3 a 50 nM produjo la misma eficiencia de transfeccion
(alrededor de 50%). Este rango de concentraciones estd dentro de las concentraciones
fisiologicas de la activacion del NTS1 correspondiendo a la Kd del NTSI1 para las
células N1E-115 (5 nM) y a una concentracién 2 veces menor que la concentracion
saturante (1 uM) (Cusack et al., 1991). Solamente en este rango de concentracion, la
NT (I uM) o el SR-48692 (0.5 uM) bloquearon de manera competitiva la
internalizacién del NT-poliplex auto-ensamblado. De igual manera, el bloqueo de la
polimerizacién de la clatrina por sacarosa 0.45 M evitd la internalizacién del NT-
poliplex auto-ensamblado, apoyando asi la participacién de la endocitosis de NTS1
como en el caso del NT-poliplex original. Sin embargo, concentraciones mayores que
0.8 uM de péptido Lisinazo-NT en el NT-poliplex auto-ensamblado ocasionaron severos
efectos citotéxicos (datos no mostrados). Este resultado concuerda con el hallazgo de
que el NT-poliplex produce citotoxicidad a relaciones mayores que la relacion molar
6ptima. Es posible que la excesiva entrada de Ca** por la sobre-estimulacién del NTS1
sea el responsable de los efectos deletéreos en las células N1E-115 expuestas a
concentraciones saturantes del NT-poliplex. Otra posible fuente de citotoxicidad podria
ser el exceso de PLL provista por las concentraciones saturantes del NT-poliplex. Se
conoce que la PLL de baja y alta masa molecular tanto en su forma libre como unida al

pDNA, induce apoptosis en células cultivadas (Symonds et al., 2005).
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Hemos mostrado previamente que la inclusion de un motivo fusogénico y kariofilico
incrementa la eficiencia de transfecciéon del NT-poliplex. Utilizando [*H]-PF se
determind que el NT-vector efectivo (113 KDa) tiene 4 moléculas fusogénicas y su
concentracion aportada por el poliplex formado a la relacién molar éptima para pEGFP-
N1 (1:33) es de 198 nM (Arango-Rodriguez et al., 2006). Trabajos previos han
establecido que 6 uM de PK es la concentracién minima necesaria para causar un
retardo en el corrimiento electroforético de 6 nM de pDNA y para incrementar la
eficiencia de transfeccion del NT-poliplex. Sobre estas bases, las concentraciones del
péptido PF-Lisina,y y la del PK fueron utilizadas de manera constante en este estudio
para 6 nM del plasmido pEGFP-N1. En nuestras manos concentraciones mayores a las
utilizadas son citotoxicas (datos no mostrados). Estudios previos in vitro e in vivo han
demostrado que estos dos motivos no intervienen en la transferencia génica mediada por
el NTS1. Sin embargo, un estudio reciente ha demostrado que la sola adicién de PF al
complejo PLL-molosina-DNA es capaz de transfectar de manera especifica el 100% de
las células cultivadas del endotelio corneal, sin la participacién de la molécula ligando
la molosina (Collins and Fabre, 2004). Este hallazgo sugiere fuertemente que algunos
poliplexes pueden entrar a las células por otras vias endociticas diferentes a las
mediadas por receptor.

La sefial de localizaciéon nuclear de la proteina Vpl del virus SV40 (Ishii et al.,
1994;1Ishii et al., 1996), es un péptido de 20 a.a. contiene 4 lisinas que han permitido su
acople electrostitico al pDNA, como lo demostré el microensayo de retado
electroforético en geles de agarosa. La naturaleza catiénica del PK result6 ser de gran
utilidad para el auto-ensamblaje del NT-poliplex. Sin embargo, se ha reportado que
motivos cariofilicos unidos covalentemente al pPDNA no contribuyen al incremento de
la eficiencia de transfeccidn de otros sistemas no virales (Neves et al., 1999). Es posible
que el tipo de unién (electrostitica v.s. covalente) del PK al pDNA contribuya para
ejercer su funcion.

En resumen, nuestros resultados mostraron que utilizando el motivo de unién al receptor
y el PF en linea con una cadena de PLL es otra estrategia para formar el NT-poliplex. Al
igual que el PK, todos esos elementos pueden interaccionar de manera electrostitica con
el pDNA y auto-ensamblarse en el NT-poliplex. La adicion de PLL de alta masa
molecular para ayudar a la condensacion del pDNA en nanoparticulas toroidales reduce
el atractivo de la simplicidad del auto-ensamblaje. Si bien el vector auto-ensamblado

igual6 la eficiencia de transfeccion del NT-poliplex, no la superd. Estas limitaciones
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sumadas a los altos costos de la sintesis quimica de los péptidos quimeras hacen poco
atractivo la utilizacidn rutinaria del NT-poliplex auto-ensamblado para transfecciones in
vitro e in vivo, o para su utilizacién en modelos animales de terapia génica.
Seguramente la aplicacion de la tecnologia recombinante para el desarrollo de los
péptidos quimeras hard mds accesible su disposicion (Medina-Kauwe et al.,

2001b;Medina-Kauwe et al., 2001a), (Deshayes et al., 2005), (Dincer et al., 2005).
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8. Conclusiones

8.1. Caracteristicas biofisicas del poliplex de NT

Una molécula de NT y cuatro moléculas de PF conjugadas con 2 moléculas de PLL
producen una alta eficiencia de expresion del transgén in vitro e in vivo.

Existe una estrecha asociacion entre el patrén electroforético de pDNA con los cambios
fisicos observados por microscopia electrénica que resultan de la interaccion
electrostética de los componentes del NT-poliplex.

En la relacién molar 6ptima entre el pDNA y el NT-vector, el NT-poliplex se condensa
en nanoparticulas toroidales de un tamafio adecuado para que sea endocitado y ocurra la
expresion exitosa del transgén, sin afectar la viabilidad celular.

En la relaciéon molar 6ptima, el NT-poliplex es capaz de cotransfectar dos diferentes
plasmidos en la misma célula y puede transfectar plasmidos de gran tamafio (10.597
kbp).

El NT-poliplex tiene la ventaja de que su sintesis y su preparacion son féciles y de costo
reducido.

La caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas del NT-poliplex sirve como una
guia que ayuda a obtener constantes y eficientes transfecciones, como también

comprender su interaccidn con el sistema bioldgico.

8.2. Regulacion de la expresion del transgén

La incorporacién de elementos transcripcionales de tejido especifico como hDAT fue
capaz de regular la expresion del transgén in vivo, restringiéndola a las neuronas
dopaminérgicas.

La lipofeccién del par de plasmidos del sistema regulable (pTet-On con pTRE-Tight-
DSRed2) en la linea celular SK-N-AS, demostré la regulacion de la expresion del
transgén por elementos transcripcionales externos.

La lipofeccidon del par de plasmidos del sistema regulable con el elemento de respuesta a
Nurrl (p3xNBR-pTet-On) produjo induccién por Dc de la expresion de DSRED2,
aunque la eficiencia de transfeccion fue mas baja que la del sistema original (pTet-On
con pTRE-Tight- DSRed2).

La expresion del pTRE-Tight-Red bajo el control del phDAT 6250 pTet-On no produjo

expresion de la DSRed2 y present6 un efecto citotéxico posterior a la lipofeccion.



Es probable que las células SK-N-AS no expresen el factor de transcripcién Nurrl a
niveles suficientes para la activacion de los pldsmidos que contienen los promotores
tejido especifico.

Con el NT-poliplex no se logré6 la regulaciéon del transgén por elementos
transcripcionales externos. Por el contrario, se observo alta citotoxicidad posterior a la
polifeccion en las células SK-N-AS que pudiera ser ocasionada por la alta eficiencia de

transfeccion del NT-poliplex.

8.3. Auto-ensamblaje del NT- poliplex

El ensayo de retencion electroforético y el andlisis por microscopia electronica de
transmision mostraron que la aportacion de PLL por los péptidos quimeras en
concentraciones funcionales, no es suficiente para condensar el pDNA en estructuras
toroidales, lo cual se logra por la suplementacion de PLL de alto peso molecular.

La internalizacién del NT-poliplex auto-ensamblado es por endocitosis del NTS1.

El NT-poliplex auto-ensamblado iguald la eficiencia de transfeccion obtenida con el
NT-poliplex original.

El vector auto-ensamblado de NT no super? la eficiencia de polifeccién obtenida con el

vector tradicional de NT.
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CMV = Citomegalovirus
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EGF = Factor de Crecimiento Epidérmico
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GFP = Proteina verde fluorescente
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hnRNP-A1 = Ribonucleoproteina heterogénea

HRV2 = Rinovirus Humano 2

HRV14 = Rinovirus Humano 14

IP3 = Inositol 1,4,5-trisfosfato

Kd = Constante de afinidad

LC-SPDP = N-succinimidil-3-[2-[piridilditio]propionato
LDH = Lactato deshidrogenada

MM = Masa Molecular

MTT = (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolio bromuro)
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NLS = Seiial de Localizacion Nuclear



NLS" = Sefial de Localizacién Nuclear del Antigeno T del SV40
NPC = Complejo del Poro Nuclear

NT = Neurotensina

NTRs = Receptores de la Neurotensina

NTSI1 = Receptor de alta afinidad de neurotensina

PBS = Solucién balanceada de fosfatos

Pcvv = Promotor del citomegalovirus

pDNA = DNA plasmidico

PEG = Poly(ethylene glycol)

PF = Péptido Fusogénico

phDAT = Promotor del Transportador de Dopamina humano
PK = Péptido Kariofilico

PLC = Fosfolipasa C

PLL = Poli-L-lisina

P.incmv = Promotor minimo del CMV

Princmva = Promotor CMV minimo alterado

RAP = Proteina asociada a receptor

SBF = Suero Bovino Fetal

SMPB = Succinimidil-4-[p-maleimidofenil |butyrato

SNC = Sistema Nervioso Central

SNc = Sustancia Negra compacta

Tc = Tetraciclina

TEM = Microscopia de Transmisién Electronica

TGN = Trans-Golgi Network

TH = Tirosina hidroxilasa

tetO = Operador Tet

TetR = Elemento Regulador de Tetraciclina de los procariontes
TM = Trans-membranal

TRE = Elemento de respuesta a tetraciclina

TRE0a = Elemento TRE modificado

Trp = Triptofano rTetR = Elemento regulador reverso de la tetraciclina
rtTA = Trans-activador reverso controlado por tetraciclina
VTA = Area ventral tegmental

WGA = Aglutinina de Germen de Trigo
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