D26
INIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO =

1

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
IZTACALA

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

MAESTRIA EN NEUROQCIENCIAS

Iransferencia génica mediada por el vector
NGF-Poli-L-lisina en cultives celulares

T E S TS

Que para obtener el grado de

Maestro en Neurociencias

presenta

Biol. Victor Gonzalez Bernal

Tuter: Dr. Daniel Martinez-Fong
CINVESTAV.IPN

Junio 2001



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



El presente trabajo se desarrollo en el laboratoric # 56 del
departamento de Fisiologia, Biofisica y Neurociencias del Centro
de Imvestigacidén y Estudios Avanzados (CINVESTAVY) del
Instituto Politécnico Nacional, bajo la tutela del Dr. Daniel
Martinez-Fong, profesor titular de este departamento, v bajo 1a
revision de la Maestra en Ciencias. Laura Colin Barengue
(UNAM), del Dr. Benjamin Floran Gardufie (UNAM-
CINVESTAYVY), del Dr. Juan M. Mancilla Dfaz (UNAM) y el Dr.
Arturo Pifa Calva (ENCB-IPN).



iNDICE.

AGRADECIMIENTOS
RESUMEN
1. INTRODUCCION.
1.1 VECTORES VIRALES.
1.1.1. Adenovirus.
1.1.2. Virus Asociades a Adenovires.
1.1.3. Retrovirus,
1.2, VECTORES NO VIRALES,
1.2.1. DNA desnudo.
1.2.2. Quimera RNA/DNA,
1.2.3. Lipidos catidénicos (lipoplex).
1.2.4. Moléculas conjugadas (poliplex).
1.3. TRANSFERENCIA DE GENES EN EL SISTEMA NERVIOSO.
1.4. EL FACTOR DE CRECIMIENTO NERVIOSG (NGF).
1.4.1. Caracteristicas del NGF.
L.5. RECEPTORES A NGF.
1.5.1. Receptores a las neurotrofinas.
1.5.2. Vias de sefiglizacién.
1.5.3. Endocitosis activada por receptor.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.
3. HIPOTESIS.

4. OBJETIVO GENERAL.
4.1. OBJETEVOS, PARTICULARES,
5. MATERIAL Y METODOS,
5.1. LINEAS CELULARES.
5.2. CONSTRUCCION DEL VECTOR GENICO DE NGF.
5.3. FORMACION DEL POLIPLEX NGF.
5.4. ENSAYO DE INTERNALIZACION,
5.5. ENSAYO DE EXPRESION.
6. RESULTADOS.
6.1. CONSTRUCCION DEL VECTOR DE NGF.
6.1.1, Conjugacién del SPDP a la poli-L-lisina del radical -SH
altamente reactivo.
6.1.2. Formacién del conjugade NGF-SPDP,
6.1.3. Formacién dei conjugadoe NGF-poli-1-lisina, el veetor de
NGF.
6.2. CAPACIDAD DEL VECTOR NGF PARA UNIR DNA
PLASMIDICO,
6.3. INTERNALIZACION DEL POLIPLEX DE NGF.
6.4. EXPRESION DEL POLIPLEX DE NGF.
7. DISCUSION.
8. CONCLUSIONES.
REFERENCIAS.

i
o
4]

=
T

R R N I



A mis Padres:
Aurora y Rafuel.

Gracias por su eterno e incondicional amor, paciencia y apoyo.

A mi Hermano:
Dr. Antonio Gonzdlez Bernal.

Por su siesmpre incaicuiable complicidad, apoyo y ejemple fraterno.

Aspectos que siempre me ham impulsade pare alcanzar las pocas, pero

substanciosas e importantes, meias de mi vida.

—



A mi familia:
Tios, tias, primos y primas, que aun alejados fisicamente, siempre juntos

ewn la eternidad.

A mis sobrinos:

Peor gue nunce claudiguen en alcanzar lo que gquieren de la vida.

Para los que ya no estdn :

Gabriel (tie), Juan (tio), Francisco {tia), Sergio (fin), Radi (prime) y
Francisco (primo); quienes por desgracia no podrdn leer este trabajo, reflejo de
que todo es posible alcanzar cuands se quiere.

Rogelio (tic), por ser parte de momentos excelentes en mi historia como

ser humano.

Con especial recuerdo y carific



A mis “viejos” amigos y sus esposas:
Gerarde y Ximena, Jorge Eduarde y Carmen, Juan Manuel y Margarita.
A ellas: Gracias por su afecto, el cual espers que siempre se mantenga,
Para eilos: Que no se pierdan los suefios de nuestros afios de estudiantes y
de comparieros en el trabajo.

;i Siempre Juntos!l.

A mis companieros y amigos:
Erick y Brenda.
Gracias por los buenos momentos durante esta etapa, y que los malos,

gueden en el pasado.

=



A los que trabajan por la Ciencig: Laboratorio # 56, del Depio. De Fisiologia,
Biofisica y Neurociencias. CINVESTAV.

Dra. Bertha Alicie Leén €., Dra. Tkury Abvapez M, Dr. José G. Sotelo., M
en C. Olga Villegas., M en C. Fernando Boarron., M en C. Juan A. Gonzdlez B. y
M en C. Ivan Navarro-Q.

Con profundo agradecimiento por el conocimients, los consejos y los

regaiios de los profesionales, que siempre ensefian aigo de la ciencia.

Con especial agradecimiento para:

Disesiador Grifico: Ignacio Araoz, por su auxilio siempre oportuno en los
momentos dificiles.

Sra. Maria de J. Quintanilla. 4 quien agradezco muchisimo ef apoyo en
fos escritos, copias y desde luego, por los momenios de constructiva charla y

sabidurin.,



Con enorme gratitud al Dr. Daniel Mortinez-Fong.

De quien, sin su valioso conocimiento, no hubiese sido posible realizar este
trabajo y desde luego, por la oportunidad de trabajar en el Laboraiorio #56, del
Departamento de Fisislogia, Biofisica y Neurociencias, del CINVESTAV.

Gracias.



Para la Biologia... "El orgenismo se distingue de todos los productos inorgdnicos
en que posee un plan funcional, esto es, que en 6l todas las diversas partes esidn
ordenadas de tal modo que sus funciones se encadenan unas con otras, Segin un
plan, y de este modo facilitan la funcion total del organisme ...Para entenderias,
es necesario descomponer sus partes vivas e investigar las funciones de érganos

v tejidos para conocer el plan total.”

UEXKULL.
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LISTA DE ABREVIATURAS.

BDNF= Bran -Derived Neurctrophic Factor (Factor Newrotrofico Derivado del Cerebro}.
CMV= Citomegalovirus

CUNTEF= Ciliar Neurotrophic Factor (Factor Neurotréfico Ciliar).

FGF= Fibroblastic Growth Factor (Factor de Crecimiento Fibroblastico).

IC-2= Inmunoglobutin C-2.

ILGF=Insulin Like Growth Factor (Factor de Crecimiento Parecido a la Insulina).
IP3= Inositol Phosphatydil 3 (Fosfatidil Inositol 3).

Kb=Kilo bases.

Kd= Kilodaltons (10 ° Daltons).

NFx—p= Nuclear Factor «—f (Factor Nuclear Kappa-beta).

NG F= Nerve Growth Factor (Factor de Crecimiento Nervioso).

NT3= Neurotrophin 3 (Neurotrofina-3)

N'T4 = Neurotrophin 4 (Neurotrofinas-4 v 3 asociadas, denominadas NT-4)

NT 6= Neurotrophin 6 (Neurotrofina-6).

PLC-y1= Phospholipase C-y! (Fosfolipasa C-gi).

S¥40= Simian Virus 40.

TGFB= Transforming Growth Factor B (Factor Transformante Beta).

TH= Tirosina Hidroxilasa.

Trk= Tropomyosin recepior-kinase.



£l otjetivo del presente trabajo. fize la construccién de un vector no viral para transferir genes
a lineas celulares para su posterior uso en neuronas del sistema nervioso central (SNC). a través de
receptores para el factor de crecimiento nervioso {NGF, por sus siglas en ingles). aprovechando su
propiedad de endocitosis. METODO. La construceion del vector génico se logrd uniendo al NGF la
poli-l-lisina a través del entrecruzador bifuncional N-succinimidil-3-(2-pridildithiojpropicnato
{SPDP}. Los derivados de SPDP fueron purificados por cromarografia liquida de exclusion molecular.
Se utihzd el microensayo de retencion para demostrar la capacidad del vector de NGF de unir DNA
plasmidico {pGreen Lantern-1) La transferencia gémca mediada por el s ector de WGF se demostrd en
la linea celular N1E-115 (neuroblastoma), uthzando como control negativo a las células 1-929
(fibroblastos). Por microscopia confocal se evaluaron los ensayos de mternalizacion, realizades con
doble tincidn fluorescente utilizando la fluoroceina permesable de membrana calceina AM (verde) v
voduro de propidio (rojo), el cual se intercala en el DNA. v los ensayos de expresion. reaiizados con
doble marca fluorescente utilizando la expresion de la proteina verde fluorescente (verde) v la
contratincion celular con yodurs de propidio (rojo) RESULTADGS. El conjugade NGF-poli-L-lisina, el
vector, file capaz de unir DNA plasmidico formando complejos conecidos como poliplexes. Las
celulas L-929, que carecen de receptores especificos para el NGF (TrkA v p73). fileron incapaces de
intemnalizar y expresar el pGreen Lanterm-1 transfendo por el vector de NGF. Por el contrario. las
células N1E-115 fueron capaces de intemalizar el pGreen Lantern-1 transferido por el vector de NGF
¥y consecuentemente expresar la proteina verde fluorescente, codificada en gen reportero del plamido.
ConcLUsion, Los resultados obtenidos apoyan la capacidad del vector de NGF para transferir genes
w1 vitro. y abren la posibilidad de aphcarlo en el envio de genes terapduticos a neuronas que expresen

receptores a NGE enel SNC.



En la actualidad. algunos métodos terapéuticos de patologias humanas no han dado
los resultade que se esperaban. En respuesta a la necesidad de tratamientos més efectivos.
la genética molecular moderna ha respondide aportande herramientas nuevas. sin
precedentes, enfocadas a tratar las enfermedades atacando directamente a los genes que
presenten algun defecto por mutacidn. mactivacion o delecion [Mountain., 2000].
Resultados recientes, obtenidos con técnicas de transferencia de genes, han logrado la
aceptacion amplia por parte de la comunidad meédica y cientifica del concepto de “terapia
génica . en especial para desordenss de la medula 6sea {Cavazzana-Calvo, 1999, Hatada er
af, 20003, higado [Bustos ef af, 2000; Chen e af, 2000], para algunos tipos de cincer
[Sutten ef al., 2000; Feldman y Libutt, 2000], deficiencias de enzimas circulantes {Culver
ef al, 1990; Ram er o/, 1994; Shen ef @i, 2000], hormonas [Martin e/ «f . 2000 Monshita
el al., 2000], factores de coagulacién [Dahlback. 2000: Kav ef af . 2000] v patologias del
sistema nervioso central [Hagihara er af, 2000; Shi y Pardridge. 2000].

La transferencia génica o transfeccidon pareciera ser un metodo sencillo y al alcance de
investigadores v personal médico especializado; sin embarge, la carencia de vectores
génicos eficientes, inocuos v con alta selectividad para las poblaciones celulares afectadas,
na demorado el uso rutinaric de la terapia génica. Hasta el momento, el abordaje maés
efective de terapia génica utiliza técnicas de recombinacion de DNA para convertir los
virus patogenos en vectores de genes terapéuticos con €l propésito de corregir fenotipos

pateldgicos [Takenaka er of, 2000; Wilcox er al, 2000} . No obstante, desde ia década
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virus.

En la actualidad. los vectores para ei envio de genes se pueden clasificar en dos tipos
principales: en vectores virales ¥ no virzles.

En estos momentos nc se cuenta con el vector ideal, razén por la que se sigue

trabajande en esta perspectiva,

LI VECTORES VIRALES

Una gran variedad de virus patolégicos se han adaptado como vectores [Robbins ef a/ .
1998], siendo los mas utilizados los adenovirus. los virus adeno-asociados v los retrovirus.
Esfuerzos substanciales se han invertido para la utiizacidn de los poxvirus para vacunas
génicas y del virus del herpes simple para transferencia génica a células neuronales [Krisky

etaf, 1998, Robinson ef af . 1999; Sanda ef af | 1999]

1.1.1. Adenavirus

En una amplia variedad de tipos celulares, los vectores adenovirales realizan la
transferencia génica de manera mas eficiente en comparacidn con otros sistemas virales.
especialmente in vivo. Este tipo de vectores puede transferir genes tanto a células en
proliferacion como a células diferenciadas [Nakanishi, er @/, 2000] Posterior al envio. se
alcanzan altos mveles de expresion del transgén pero de cardcter transitorio, debido
probablemente, a la falta de integracion del transgén en el genoma huésped o a la
inactivacion del mismo por razones de seguridad celular [ Yeh v Perricaudet, 1997].

Los vectores adenovirales ne son la eleccién para corregrr enfermedades créuucas, pero

son adecuades cuande se busca obtener efectos agudos como la muerte de célunias

()



1. induccidn de la respuesta inmune {1 ef al, 1959] v
correccién de algunas enfermedades agudas [Morrison et o, 2000].

Frecuentemente se reportan mejoras sighificativas en la especificidad de transferencia y
duracidn de la expresién del transgén de vectores adenowiraies, en sspecial. e} uso de
elementos proemotores especificos de tejido en lugar de promotores virales como el
promotor temprano del citomegalovirus (CMV) o el promotor del virus SV40 que, aungue
potentes. son inactivados con facilidad [Chen ef af . 2000] Sin embargo. la limitacién mas
importante de los vectores adenovirales es la tendencia a desencadenar una fuerte respuesta

inmune e inflamatoria.

1.1.2. Virus Asociados a Adenovirus (Virus Adeno-Asociados)

Los vectores adeno-ascciados (VAA), son capaces de integrar ef transgén en el
cromosoma de las células blanco, aunque de manera peoco cficiente v azarosa.
predominando las formas no mtegradas por largo plazo [Balague er of | 1997]. Los vectores
adenc-asociados, cemparado con otros vectores virales, proveen una expresion transgénica
sostenida in vive La expresién de genes homdlogos se ha detectado dos afios después de su
inyeccidn en ratones v varios meses después en perros [Donahue ef of . 1999 Linden v
Woo, 19993, primates ¥ humanos {Conrad et al , 1996, Wagner. 1598].

La principal desventaja de los vectores adeno-ascciados, se relaciona con el tamafio del
Inserto {transgén) v su elaboracidon. Estos vectores no pueden empaguetar Insertos
superiores a £.5 Kb v log procesos de elaboracidn requicren el uso de virus coadyuvantes
(usualmente adenovirus). los cuales ocasionan problemas de titulacion baa, contaminacién

frecuente v costos elevados.



Ahora gue el proceso de elaboracion se ha mejorade al incrementr el rendimiento de
vectores libres de virus coadyuvantes [Ferrari e al, 1997; Matsushita ef al, 1998], los
protocolos terapéutices basados en vectores adeno-asociades seguramente seran de uso
clinico rutinano en los sigutentes afios. Si hien, los eventos moleculares v los
requerimientos para la integracion del transgén alin se desconocen, su expresién sostenida
es la princpal ventaja de los vectores adeno-asociados gue los hace atractivos en el

tratamiento de enfermedades crdnicas.

1.1.3. Retrovirus

Los wectores retrovirales, a semejanza de los vectores adenovirales. producen la
integracion del transgén en el genoma de las células blance. lo que conduce a una expresidn
transgénica mds prolongada perc a mveles muy reducidos [Naldimi e o/, 1996). Esta
expresion transgénwca cesa dentro de los dias o semanas posteriores a la transfecaién Su
corta duracion. al parecer, se debe a la metilacién del ransgén en la vecindad del promotor
¥ a la insercion del transgén en sitios de cromatina condensada. donde es inaccesible a la
madquinaria de trascripcion [Kurnyama ef a/, 1998], El pro-virus refroviral entra al nucleo
solo durante la mitesis. asi que la iransfeccidn se restringe a células en proliferacidn, lo que
ha sido la mayor desventaja de los vectores retrovirales [Jafee ef o/ | 1993].

Los vectores retrovirales son ineficientes para la transferencia gémica a muches tipos
celulares 1 vivo, debido a2 su répida inactivacion por la activacién del sistema del
complemento del sistema inmune humano [Marin ef @f, 1996]. Sobre la base de sus
propiedades, la aplicacidn mas adecuada de los vectores retrovirales se dirige hacia los

abordajes terapéuticos ex vivo, puesto que las células culiivadas son mas susceptible a la



transieccidn y expresan el producio del transgén en forma sostenida v a niveles elevados
{Hausser er g/, 2000].

Hasta la fecha. el vector retroviral con probada eficiencia para lograr una transduccién
estable en células diferenciadas, incluyvendo neuronas del sistema nervioso central. estd

basado en el virus del SIDA [Naldini et o/, 1996].

1. 2. VECTORES NO VIRALES

Los vectores virales son eficientes en transferir genes i vivo, especialmente el vector
retroviral originado del virus del SIDA [Naldint et af, 1996], sin embargo, la preocupacion
concemniente a la seguridad en el uso de estos vectores en seres humanos convierte a los
sisternas no virales en una alternativa atractiva. El éxito de la terapla génica dependera de
vectores capaces de enviar genes de modo selectivo. eficiente v con minima toxicidad,

Los vectores no virales tienen la particularidad de ser construides de manera simple vy
econdmica, su unlizacion es sencilla y segura, y tienen menor probabilidad de inducir
respuesta inmune especifica [Kouraklis, 1999] En la actualidad. los esfuerzos de los
investigadores se han enfocado en aproximar la eficiencia de los vectores no virales a la de
los vectores virales {Wagner e al, 1992a; Wagner et ol . 1992b; Chan y Jans, 1999,
Midoux y Monsigny, 1999; Navarro-Quiroga y Martinez-Fong. 2000 (en prensa)].

Una variedad de sistemas no virales de transferencia génica estd disponible para ser
utilizada en diferentes escenarios clinicos. Denwro de esas variedades se encuentran:
inyeccidn de DNA desnudo, quimeras RNA/DNA, lipidos catiomicos (liposomas). 3

moléculas conjugadas (poliplexes).

o



La transferenciz de DNA desnudo coasiste en inyectar el DNA plasmidico
(conteniendo el gen de interds), o bombardear mucroparticulas forradas de DNA
plasmidico, dentro del tejido que se desea modificar genéticamente Afin no se conoce con
precision el mecanismo de captura del DNA plasmidico administrado por inyeccidn, siendo
probable que el rompimiento parcial de la membrana plasmatica favorezea la entrada del
DNA al citoplasma y que los sistemas de importacion nuclear se encarguen de transportarlo
al nucleo [Wolff er @/, 1990]. Mientras gue. con el bombardeo de microparticulas de DNA
plasmidico, se logra por azar introducir microparticulas en el nicleo.

De las dos wvariedades de transferencia de DINA desnudo, el bombardeo de
microparticulas vtilizando la pistola de genes ha dado mejores resultados. va que se jogra
que el DNA plasmidico entre al nicleo directamente, evadiendo ia via endosomaslisaosoma,
la cual representa la principal fuente de degradacion del DNA exdgeno [Yang ef of . 1990].
Sin embargo, se ha reportado que la inveccidn intramuscular de! DNA plasmidico seguida
por eleciroporacion, resulia en altos niveles de expresion génica [Ruizzuto et ol 19991,

Con el fin de mejorar la expresion génica, se ha dado proteccion al DNA desnudo
incluyéndolo en microesferas a base de biopolimeros naturales, como la gelating y el
quitosan [Roy er af, 19991, Resultados obtenidos por la admumstracién via intratraqueal.
wntramuscular o intra-gdstrica de estas microesferas, han sugerido que esta variedad de
DNA desnudo pudiera usarse como vacunas.

El abordaje de DNA desnudo se ha utilizado en el tratamiente de tumores de piel y en
inmunizaciones {vacunas de DNA) [Tornaletti y Pfeifer, 1996]. En este ultimo caso, se

S

transfiere ¢l gen que cedifica para el antigeno a células musculares o a células del sistema

inmune, como las células dendriticas [Shroff er of , 1999: Hadzamonis y O'Neill. 1999, un



tipe de céluly presentedora de antigeno & los linfocltos T (nombrada asi por estar
considerablemente ramificada). Ejemplos de este tipo celular, son las células de Langerhans
(encontradas en la piel). v las células dendriticas foliculares (que se encueniran en ¢l teyido

linfode).

L2.2. Quimera RNA/DNA

La molécula quiméi‘ica de RNA/DNA, es una construceidn disefiada para que se alinie -
en registro perfecto-, con un blanco del genoma especifico. a excepeidn de un par de bases.
las cuales, se parean incorrectamente en la regiéon de estiramiente pentamerico del DNA El
nucledtido desigual es reconocido por el sistema enzimatico de reparacion de DNA. que al
tratar de repararlo, produce la alteracién disefiada en la secuencia del DNA end6geno del
gen blanco Esta estrategia novedosa se pretende aplicar en la correccion de enfermedades
genélicas a lravés de la reparacion desigual del gen blance [Cole-Strauss er al., 1996].

Debido al tamafio relativamente pequefic del oligonucledtido RNA/DNA, los requisitos
para su transferencia i vivo por vectores son menos severos. Log oligonuclediidos pueden
formar complejos con lipidos catidnicos ¢ con polimeros a través de interacciones
electrostaticas [Meidan ef «l, 2000], o puede encapsularse en liposomas neutros o
anionicos [Welz ef af, 2000]. Una molécula ligando tamhién puede ser inciuida para
favorecer la especificidad de transferencia [Kozu er a/ . 1996].

Esia tecnologia ha temdo éxito en corregir, in vifro, mutaciones cromosormales
especificas de varios genes. Ademds, la transferencia mediada por lipoplex del
oligonucledtido RNA/DNA especifico a ratas con sindrome de Crigler—Najjar, condwo a
cambios genotipicos en aproximadamente 30% de los hepatocitos y a la consecuente

ién del nivel sérico de la bilimrubing [Kren er af, 1995]. Sobre iz base de esios



hallazgos, se ha propuesic que la delecion o la adicidn de nucledtidos en la secuencia del

gen blaneo, pudieran ser utilizadas en la correccidn de maiformaciones congénitas.

1.2.3. Lipidos cationices {lipoplex)

Los lipidos catidnicos (liposomas), son capaces de encapsular DNA v entrar a 1z célula
por endogitosis. cualidades que ha permitido su utilizacion como vectores génico sintéticos
conocidos genéricamente come lipoplexes [Wheeler er ol . 1996; Lee ef of . 1996; Felgner
et al, 1997, Felaner, 1997]

Para prevenir la degradacién asociada a la via endocitica. se han adicionado a los
lipoplexes péptidos virales fusogénicos. gue inducen el rompimiento del endosoma antes de
fusionarse con el lisosoma [Wagner ef al., 1991; Saeki er o/ . 1997]. Para dirigir el transito
citoplasmdtico del DNA exdgeno al micleo s¢ han adicionado. ademas, pépndos con
sefiales de direccionamiento nuclear [Namuki er @/, 1998]. Finalmente, se han incluido en
el DNA transfenido por liposomas elementos del virus de Epstein Barr (orif v EBNA-1),
para prolongar la estancia del transgén en células en mitosis [Kaneda et af, 1999], No
cbstante las modificaciones implementadas en los vectores liposomales, todavia no se han
logrado resultados consistentes in vivo. pues la eficiencia de transfeccidn depende de la ruta
de administracién y de las caracteristicas del tejdo

Numerosos grupos de investigacién han realizado considerables esfuerzos en mejorar
la especificidad de transferencia en los lipoplexes. La adicidn de un ligando, cuyo receptor
estd en la superficie celular blanco. aunado a la incorporacidon de polimeros (como
polilisina o protamina), para estabilizar al lipoplex, parecen mejorar la especificidad de

transieccion {Gae v Huang, 1996]



Ln modelos animales, los lipoplexes se han utilizado para el ratamiento de cancer v
fibrosis cistica pulmonar {Gao er al.. 1993, Caplen er al, 1995: Cao er al., 1998], sin

embargo. la eficiencia de este tipo de vectores necesita mejorarse para que tengan una

aplicacién rutinaria en la clinica.

1.2.4. Molécuins conjugadas {poliplex)

Ofra clase de vectores sintéticos conocidos como poliplexes [Felgner er /. 1997]. han
sido desarrollados uniendo quimicamente un higando, el cual sufre internalizacion via su
receptor. con polimeros catidnicos como la polietlenimina (PEI) [Boussif er al, 1995],
espermiding o polihsina [Demeneix, ef al, 1998; Zauner er al. 1998). Los poliplexes
poseen cualidades que los hacen adecuados para utilizarse en la terapia génica. Estos
sistemas. comparados con los lipoplexes, son mas eficientes en condensar DNA v realizan
transferencias especificas por lo que también son conocidos como sistemas de cnvio
dingido de genes [Cristiano, 1998].

La polietilenimina favorece la transferencia de genes en ausencia de componentes
fusogénicos, debido a su probable propiedad de tabicar el endosoma ix vive Sin embargo.
este polimero manifiesta toxicidad celular la cual depende de la 1soforma y es directamente
proporcional al peso molecular {ramificada ¢ lineal) [Fischer er af, 1999]

La polilisina ha sido et polimero més utilizado en la generacidn de vecteres sintéuicos
por carecer de efectos idxicos severos. Vectores de este tipo se han utlizado en
transferencia génica a células en mitosis activa m vitro [Midoux er @/, 1993; Martinez-
Fong ef af, 1994), e m vivo, utilizande vias endociticas lisosomales [Wu v Wu, 1988, Wu

efal . 1989].
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endociticas no lisosomales para transferir genes a células de origen neural in vitro
[Martinez-Fong ef al. 1999; Martinez-Fong v Navarro-Quiroga, 2000]. e inclusive. a
celulas diferenciadas w2 vivo como sen las neuronas dopaminergicas de la sustancia nigra
[Alvarez-Maya ef al, 1999: 20017, cuya degeneracion causa la enfermedad de Parkinson
[Madrazo ef af . 1991: Drucker-Colin er al, 1999]. Este hallazgo, abre la posibilidad de
utitizar ef vector de neurotensina en el traramiento de enfermedades neurodegenerativas
asociadas a sistemas dopaminérgicos v censtituve el punto de partida para el desarrollo de
otros vectores génicos que transiten vias endociticas no lisosomales. En este sentido. ¢l
objetivo de la presente tesis fue construir otro vector génico, utilizando la propredad de
endocitosis del factor de crecimiento nervioso (INGF), conocida por evadir ¢l lisosoma
tJohnson et al, 1978].

No obstante su corta existencia. los poliplexes ya han demosirado capacidad de
transferir genes de interés terapéutico in vitrg [Kollen er al. 1999, ¢ n vivo [Wu v Wy,

1591 Wueral, 1991 Wilsoner al . 1992].



1.3. TRANSFERENCIA DE GENES EN EL SISTEMA NERVIOSO

Los avances en la transferencia de genes terapéuticos han motivado su aplicacién en el
tratamiento de enfermedades neurcdegenerativas v algunas patologias neurolégicas. Los
abordajes propuestos son tan diversos como las patologias que pretenden corregir, algunos
gjemplos son: la sobre-expresiton de factores de crecimientio. de factores antioxidantes o de
moléculas anti-apoptdticas [Bowers ef af, 1997, Raymon ef af, 1997); la eliminacion o
disminucién de la proliferacion de células neoplésicas por sobreexpresidn de proteinas vy
factores antangicgénicos [Carter ef af, 1999]; por bloqueo de productos wanscripcionales
estimulantes de la nutosis mediante RNAm anusentido o por expresién de proteinas de
reemplaze que compensen la pérdida de la funcidn originada por mutacion {Haque v
Isacson, 19971,

La terapia génica del SNC es compleja y requiere de la integracion de diferentes areas
del conocimiento, como la virologia, las neurociencias. la neurocirugia, la inmunologia v la
genéiica molecular, Los principales obstéculos a los que se enfrenta la transferencia de
genes al SNC son: la heterogeneidad y alto grade de diferenciacién de los tipos celulares; la
labilidad y la naturaleza irreemplazable de los circuitos neuronales ya establecidos; el
acceso limitado; la restriccidn volumétrica, v la presencia de la barrera hematoencefilica.

Hasta el momento, los vectores que mas se han utilizado en la transferencia génica al
SNC. por aplicacidn local, son los vectores virales [Short er of. 1990}, los lipoplexes
[Wolff, 1990; Jiac er a/, 1993] ¥ las manipulaciones ex wvo, utilizando transplantes de
células modificadas genéiicamente [Bankiewicz, 1997: Ridet ef al., 1999]. Con menor
frecuencia, se ha utilizado la aplicacion de DNA desnudo y poliplexes [Huckett e o/,
1990; Wagner ef af, 1992b: Schwartz ef al., 1996: Moelling, 1998; Alvarez-Maya et af,

1999 {en prensa); Martinez-Fong ef ¢..1999: Martinez-Fong y Navarro-Quiroga. 2000].

1



Ninguna de los abordajes anteriores ha cumpiido con odos los objetivos propuestos
para la transferencia ideal de genes. por lo tanto. ain permanece el reto de establecer (o
encontrar), una nueva metodologia que permita el envio de genes con capacidad terapéutica
contra el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas. El objetivo principal de csta tesis

respoende al reto.
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La familia de las neurotrofinas representa un grupo de factores troficos que ejercen
efectos sobre el crecimiento, diferenciacidn v sobrevivencia de las células que consituyen el
sistema nervioso central y periferico [Piontek er al., 1999: Janiga er al.. 2000]. Dentro de
£stos se encuentra ¢l factor de crecimiento nervioso (NGF). el factor neurotrofice derivado
del cerebro (BDNF). la neurofrofina-3 (INT-3). las neurotrofinas-4 y 5 (homodimeros
asociadas de forma no-covalente como una forma biolégicamente activa ¥ conocida como
NT-4}. v la neurotrofina-6 (NT-6). Estos factores tréficos son producides v liberades por
lag células blanco. sitio final de la inervacidn. v ejercen su efecto sobre diferentes grupos de
neurconas embrionarias. cuya dependencia se restringe a lo largo del desarrollo [Franke et
al., 2000]. Gracias a sus efectos tréficos. las neurotrofinas han side propuestas como
agentes terapéuticos para el tratamiento de desordenes neurodegenerativos v de dafio
nervioso, ya sea en forma individual o en combinacién con otros factores troficos de otras
familias como el factor neurctrofice ciliar {CNTF), el factor de crecimiento parecido a la

insulina {ILGF), el factor de crecimuento fibroblastico (FGF) y el factor transformante beta

(TGEP) {Janiga et al.. 2000].

1.4.1. Caracteristicas del NGF

El NGF se aisla v purifica de la glandula submaxilar de raton como un complejo
precursor pentamerico denomirade78. que esta constituido de 2 subunidades o de ~26.600
Da c¢/u; una subunidad dimérica f de ~13.259 Da c/u. v dos subumdades v de ~26.000 Da
c/u [Thoenen v Barde, 1680] (Fig. 1). Este precursor presenta. por si mismo, propiedades

cicatrizantes ademés de los efectos neurotroficos v neurotropicos [Li et al., 1980; Levi-
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taicint, 1587]. También las subunidades o y v tenen alguna acuvidad fisioisgica; la
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subunidad y tiene una actividad como esteropeptidasa arginina-especifica v bioquea la
inhibicién por comacte de los fibroblastos de la pared embrionaria. mientras que la
subunidad o parece no temer alguna actividad anzimartica detectable. sm embargo.
funcionalmente, parece tener la propiedad de proteger al B-NGF de ia degradacién
enzimatica y de regular la actividad tanro de By v [Varon y Raiborn, 1972]

La subunidad dimerica B, es la responsable de los efectos neurotréficos una vez que se
han disociado las subunidades « y v [Greene ef al., 1971], quedando compuesto por dos
cadenas mondmericas (la forma fisiologicamente activa), de 118 a a. cada una. con un peso
molecular de 26,500 Da . similar a la proinsulina.. Su analisis muestra la presencia de seis
residuos de cisteina, gracias a los cuales se forman tres puentes disulfure intracadenarios
permitiendo conformar fa estructura terciaria de la molécula. La perdida de cualquiera de
estos puentes, resulia en ia perdida de la actividad tanto de la molécula dimenca como en el
mondmero [Thoenen v Barde, 19801(Fig. 2).

Si bien el NGF es esencial para el desarrollo y el mantenimiento de neurcnas
simpaticas ¥y de un subgrupo de neuronas sensoriales maduras y en desarrollo, también se
ha ubicado en el SNC en donde parece ser esencial para las neuronas colinérgicas basales
del cerebro anterior [Hallbddk ef af., 1988], atribuvendosele otras funciones no neuronales
que son gjercidas en el sistema endocrino e inmune [Levi-Montaleini. 1987, Zapf, 19941,

Para una gran diversidad de neuronas sensibles al NGF, la principal fuente de este
factor es su propio campo de inervacién Por ejemplo. las neuronas sensoriales simpaticas
tienen dos dreas blanco de inervacidn, la primera corresponde al érgano terminal periférico.

mientras que la segunda. estd localizada dentro del SNC. existiendo entonces una



dependencia critica de los Grganos blanco para su sopbrevivencia duranie el desarrolio y para
establecer la inervacion.

Esta interaccion entre el cuerpo celular neurcnal v su campo de inervacién es de
particular importancia durante el desarrollo temprano. cuando las neuronas estan todavia en
diferenciacién v crecimiente activo. Durante esta etapa. las neuronas son capaces de
realizar ajustes compensatorios de acuerdo con el volumen de sus blances por cambios que
corresponden al numero y tamario celular [Harper y Davies, 1990: Davies et af . 1991]

Con la edad, la dependencia del blanco de inervacidn disminuye gradualmente
alcanzando una completa independencia después de que la inervacidn se ha estabilizado en
el estadio tardio del desarrollo, no obstante, algunas neuronas atn requieren del blanco
peniférico para mantener su funcidén y, a menudo, para su sobrevivencia [Davies ef af .
19911

Los estudios mas recientes sobre el NGFE se han enfocado en el papel que juega en la
patologia. En ratones carentes de NGF o de su receptor, se han observado severos defectos
sensoriales como la pérdida de actividad nociceptiva ¥ termoceptiva {Crowley er al . 1994
Barbacid. 1994]. También se ha descubierto que el NGF es esencial para el desarrollo v
mantenimiento de neuronas sensoriales de didmetro pequefic y fibras nerviosas
autondémicas que expresan el receptor tirosina kinasa A (TrkA). el cual a su vez. es
disfuncional en la polineuropatia diabética sensoric-motora [Thomas. 1993]. En modelos de
diabetes experimental, se ha observado una dismunucién de los mveles de NGF los cuales
correlacionan con hipealgesia, por lo que se requieren estimulos nociceptivos mas intensos
para inducir el dolor [Hellweg et al., 1991, Lewin y Mendell, 1993]. En consecuencia. se
ha demostrado que la aplicacion de NGF exogenoe previene o nvierte algunos frastornos

tipicos de la diabetes expenimental v de la polineuropati
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4 Anand er of., 15967, mientras que conirariamente, el exceso de NGF produce
hiperalgesia o disminucidn del umbral doloroso [Lewin y Mendell, 1993]
La intencién de esta tesis es. entonces, explotar por primera vez al NGF como

molécula directriz de poliplexes. constituyendo una nueva funcidn del NG,

Subumdad
N
o] [~
b Dittrie20 - f§ —=
C~d
N4
ubunidad

73 de PMA30,000.
\ S

Fig. 1. Precursor pentamerico 7S, del NGF. La formacion del B—NGF la cual exhibe
toda la actividad biologica se presenta cuando se separan las subunidades pareadas a v
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Fig. 2. Componente mondmerico de |z subunidad B activa de! NGF representada como
una cadena de 118 aa. Tres puentes covalentes unen los grupos sulthidrilo de las
cisteinas. Como en otras protelnas, la secuencia da ongen a una estructura
tridimensional especifica que se origina como consecuencia de una serie de

interacciones débiles de los aminoacidoes
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15 RECEPTORES A NGF

EINGF afecta a varies niveles la funcidn celular, desde [a membrana plasmatica, hasta
la regulacién de la trascripeidn génica ¥ la apoptosis [James ef al.. 2000: Eggert e al.
2000; Rosini er af. 2000]. Algunos cambios. en la fisiologia o morfologia celular. son
aparentes segundos después del tratamiento con el NGI. mientras que otros. se manifiestan
vanos dias despuds de su exposicion [Bush et af. 1991 Auffray er of . 1996]. Esta
diferencia en las latencias del efecto del NGF. se debe a que la unién a sus receplores
conduce a la activacion de varias rutas de sefalizacién intracelular. incluyendo la

endocitosis del complejo NGF-receptor

1.5.1. Receptores a las neurotrofinas

La sensibilidad de las neuronas para las neurotrofinas es gobernada por la expresion de
dos clases de receptores de superficie celular [Sutter er al., 197971, El receptor p75 o LANR.
es de baja afinidad (Kd = - 10 ® M) v es ¢! receptor comtin a todos los miembros de esia
familia, mientras que los receptores tirosina kinasa (Trk}. son de alta afinidad (Kd = ~107t
M) v son especificos para cada neurotrofina [Barbacid. 1994, Chac vy Hempstead. 19951,

Asl, los receptores Trk son proteinas monornericas de aproximadamente 140 kDa v se
pueden reconocer tres dominios en su estructura que incluven. a) un domnio extraceiular,
dende se localizan: el sitio de unidn, una regidn parecida a inmunoglobulinas C-2 (IC-2) ¥
regiones ricas en residuos de leucina y cisteina; b) uno transmembranal. y ¢} uno
citoplasmatico. donde se encuentra ¢l sitio catalitico tipo tirosina kinasa (Fig. 3).

Para las neurotrofinas. se han descrito tres tipos de receptores Trk (Trka. TrkB

TrkC), los cuales son especifices para los distintos miembros de la familia.



DOMINIG
- EXTRACELULLR

DOMINIO INMUNOGLUDULINA-C2
RESIDUOS DE LEUCING Y CISTEINA

MEMERANA
- CELTLAR

DOMINIG
INTRACELULAR

Fig. 3 Representacidn esquematica del receptor Trk La subfamilia se distingue por presentar un
dominio extracelular con repeticiones ricas en residuos de leucina y cisteina 3 dominios como
inmunoglobulina-C2. El corte tallo citoplasmadtico, con el dominto tirosina kinasa, se presenta en el
dominio intracelular el cual al autofosforilarse da mmicio a la cascada de sefializacion para la

diferenciacion, supervivencia y desarrollo de las neuronas
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Asi, el NGF activa egpecificamente al receptor TrkA, Inicialmente descrite como una
glicoproteina producto del proto-oncogén humano gpl40 [Kaplan ef af., 1991; Klein er o/ ,
1991a], mientras que el BDNF v NT-4 comparten el receptor TrkB [Klein ef ¢/.. 1991b;
1992], v la NT-3 activa especificamente el TrkC. sin embargo, también pueden unirse al
TrkA v TtkB, pero con menor afinidad que la que exhibe para unirse al TrkC [Klein ef af..
1991b; Lamballe ef af.. 19917 En estudios recientes i vivo se ha demostrade que, cuando

el receptor p73 estd ausente. NT-3 tiene la habilidad de substitr al NGF v activar al

receptor TrkA . (Fig. 4).

Ademds de estos receptores "clasicos”, existen isoformas de los receptores TrkB v
TrkC, los cuales carecen de la regidn catalizadora tirosina kinasa [Barbacid. 1995]. Estos
receplores también se encuentran en vias neurales en desarrollo a lo largo del cuerpo 3 no
se conoce con exactitud la funcidn que media las formas no-cataliticas de esos receptores.

Las cuatre neurotrofinas se unen al recepior de baja afinidad p75, primer receptor
reurotrotico identificado, que pertenece a la familia de receptores para el factor de necrosis
tumoral (TNF} v a la superfamilia Fas/f APO/CD95 [Johnson et af , 1986, Smith ef .,
19941, y difiere del receptor Trk por no tener ninglin dominto citoplasmatico del tipo
tirosina kinasa [Chao v Hempstead, 1994; Greene y Kaplan, 1995; Segal v Greenberg,
1996]. Caracteristicamente. este receptor contiene cuatro repeticiones ricas en cisteina

cargadas negativamente y un dominio citoplasmarico Umico. el cual es altamente

conservade entre las especies (Fig. 5).
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Fig 4 Interacciones Neurotrofina/Receptor El NGF se une z! receptor de alta afinidad TrkA, el
BDNF y NT-4 (neurotrofinas mas relacionadas desde el punto de vista filogerético) se unen al

T AT
i

kB, la NT-3 se une dnicamente TrkC, pero en condiciones especificas puede unirse al receptor

TrkA Todas estas neurotrofinas se unen con el recepter p75 con similar afinidad, pero con diferente

cinética.
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4, &l papet de esie receptor €s ain poiémico, pues se ha deserito que
puede estar relacionado tanto en la promocién como en la desregulacidn de la respuesta
neurotréfica. Se ha demostrado que confribuye con el receptor Trk para conformar un sitio
de alta afinidad {con una Kd = ~ 107* M) para su respectiva neurotrofina [Mahadeo ef ai.,
1694], indicative de que existen interacciones fisicas v funcionales enire ambos recepiores
[Chao v Hempstead, 1995; Bibel et o/ . 1999], ademas se postulan como una moelécula
reclutadora con la capacidad de arrestar a la neurotrofina. confinindola cerca de la
superficie celular para su posterior unién a los receptores de alia afinidad [Graham, 20007,
v como moiécula modificadora, la cual puede incrementar la especificidad neurotréfica del
Trk {Chao y Hempstead, 1993].

Aunque carece del dominio catalitico intracelular tipo tirosina kinasa, el receptor p75
incrementa los niveles de ceramida intracelulares v promusve las actividades del factor de
trascripeion NFxfy de c-jun N-terminal kinasa (JNK) [Carter ef af., 1996; Casaccia-
Bonnefil ¢f al., 1996].

Reciprocamente, al parecer puede inhibirse lz sefializacidn mediada por p73 por la
activacion de TrkA. aunque el mecanismo de esta whibicidn es adn increrto [Kaplan y

Miller. 1997].
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Fig. 5. Representacion esquematica del receptor p75 3e puede observar las 3 repeticiones
ricas en cistelna (-}, en ¢! dominio extracelular y un dominio citoplasmatico tnico (diferente
al dominto trocinas kinasa del receptor Trk), v el cual es alfamente conservado. Este receptor
se une. con la misma afinidad, a todos los miembros de la famtlia de las neurotrofinas v su

forma de accion atn esta en discusion.,



1.5.2. Vias de sefiafizacidn

Se ha descrito con claridad varias vias de sefializacion que median el efecto de las
neurotrofinas en la diferenciacion celular.

Para el caso de los receptores Trk, la unién del ligando induce la dimerizacion del
receptor que conduce a la activacidn de la actividad catalitica del sitio tirosina kinasa y a su
autofosforilacién. Al menos tres proteinas adaptadoras She v sus isoformas especificas N-
She, fosfolipasa C-yl (PLC-v1) ¥ la fosfotirosina fosfatasa SHP (She-conteniendo tirosina
fosfatasa-1), se asocian directamente con el dominio tirosina kinasa del Trk activado por
NGF [Kaplan v Stephens. 1994: Segal y Greenberg, 19961. El acople de estas proteinas con
la tirosina fosforilada del Trk, conduce a la activacion rapida de las vias de fosfatidil
inositol 3 kinasa (IP3-K). de Ras, de la serina‘treonina cinasa B-raf v de la proteina cinasa
activada por mitogeno (MAPK) [Jaiswal et al., 1994, Vossler e/ af., 1997]. Estudios
funcionales han demostrado que la via She en armonia con PLC-y1, estan involucradas en
la elongacién y mantenimiento de las neuritas y en ia supervivencia celular [Stephens er al..
1994] (Fig. 6.

A diferencia de las otras neurotrofinas, las anomalias del receptor TrkA han sido bien
relacionadas con ciertas enfermedades humanes. El gen que codifica para TrkA se deseribid
originalments como un oncogén en ¢l cancer de colon vy sus translocaciones son comunes
en el carcinoma papilar tiroideo [Martin-Zanca et af., 1986, Bongarzone er ol., 1989]
Recientemente se establecid que una mutacion en el gen de TrkA es la causa de la
insensibilidad congénita para el dolor en el sindrome de anhidrosis {indo ef al., 1996], el

cual se parece estrechamente al fenotipo de los ratones deficientes de TrkA.



Las vias de sefizlizacién activadas por p73, a diferencia de las vias del TrkA que
median las acciones de supervivencia y desarrolle neuritico, juegan un papel crucial en la
apoptosis por mecanismos gue incluven: la regulacidn de la actinidad de la
esfingomielinagz, la produccion de ceramida v la activacidn del Factor Nuclear w—B (NF-
«B) {Cassacia-Bopeffil e af., 1996]. En muchos cases, la via del p75 da inwie a la
apoptosis. pero la respuesta especifica observada varia dependiendo del tipo de
neurotrefina, receptor Ttk presente y tipo celular [Carter y Lewin, 1997; Dechant v Barde.

1997].
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Fig. 6. Vias de sefializacion para el NGF en donde se observa la ruta de sefializacidn para la

diferenciacion, sobrevivencia y la apoptosis celular reguladas por el receptor Trk y p75,

respectivamente.
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De especial relevancia para esta tesis, es la propiedad del NGF de endocitarse a través
de su receptor, proceso que dari ornigen a los eventos de sefializacién inictados desde la
membrana plasmatica. hasta el niicleo celular para los posteriores resultados de desarrollo v
sobrevivencia neuronal.

La endocitosis del NGF es un proceso rapido que se lleva a cabo a través de su receptor
de alte afinidad {TrkA). e involucra la formacion de wvesiculas endeciticas forradas de
clarina v a-adaptina [Johnson et al, 1978; Grimes er «l, 1996] La rapidez de
internalizacién de este receptor fue demostrada en ensayos realizados en células PC12, en
donde se observaron pequefias vesiculas situadas muy cerca de la membrana plasmatica, [as
cuales. contienen al receptor TrkA fosforilado. el cual mantiene la activacidn confinua de
las proteinas de sefializacion {como ¢l segundo mensgjero PLC-y1), a lo largo del transporte
[Grimes ef al., 1996].

El NGF es endocitade en las terminales sinapticas, en donde el compleje ligando
receptor es transportado retdgradamente a lo largo del axdn hasta el cuerpe celular por ¢l
sistema de microtubulos que utilizan a ia dineina como protefna motora [Heidemann er ai..
1981: Schwab er al., 1982; Valle er al., 1988: Ehlers er o/, 1995] (Fig. 7). Estudios
morfolégicos del transporte axonal retrégrado del NGE. acoplado covalentemente a la
peroxidasa de rabano fuerte, revelaron la presencia de lisosomas secundarios marcades con
la peroxidasa en el cuerpo celular y en las dendritas de neuronas simpdéticas del ganglio
cervical superior. mientras que vesiculas lisas de 100-1530 nm de didmetro ¥ tibulos de 43-
60 nm de didametro del reticulo endoplasmico liso, marcados con la percxidasa, se ubicarcn

en axones, cuerpe celular v dendritas de neuronas adrenérgicas de nervios simpdticos



[Schwab y Thoenen, 197

=

Schwab, 1577]. Estos resuitados permitiercn establecer que las
membranas de estos organelos, derivadas parcialmente de la membrana plasmatica,
probablemente engloban complejos NGF-TrkA activos a lo largo del transporte axonal
[Ehlers ef af., 19935, Schwab er af, 1982], Esto implica que el NGF, manteniendo su
capacidad de activar al TrkA, induce eventos de sefializacion atn después de que ha sido
internalizado, empacado en las vesiculas v transportado a io largo del axdn [Grimes ef af .
1996; Galle ¥ Letourneau, 1998: Huang er al.. 1599].

Una vez que el complejo NGF-TrkA se encuentra en el cuerpo celular, la informacidn
relactonada con su localizacién nuclear es contradictoria, Estudios de autoradiografia por
microscopia electrdnica cuantitativa realizada en celulas PC12 (feocromocitoma), localizan
al NGF nternalizado en compartimientos membranales citoplasmaticos, pero no aportan
evidencias de alguna transferencia al nacleo [Schwab, 1977; Schwab v Thoenen. 1977:
Claude er af., 197%: Schwab er al., 1979]. Sin embargo, estudios de fraccionamientc
celular, como de autoradiografia e inmunoflourescencia con microscopia de luz, realizados
también en célulag PCL2, aportan evidencias de localizacion del NGF. tanto en la
membrana nuclear como en la cromatina [Marchisio er af, 1980: Yankner v Shooter,
19791,

Estos estudios demuestran que el receptor TrkA es el responsable de la endocitosis dei
NGF, sin embargo para el caso del receptor p75, la informacidon disponible es
contradictoria; por ejemplo, se ha documentado gque este receptor wternaliza al NGF en
células neuronales que lo expresan de forma natural, pero en células cuya expresion es de
modo ectdpico, no se ha observado mternalizacion [Kakle v Hertel, 1992, Curtis et al..
19937

Los resultados de los experimentos realizados en neuronas sensoriales muestran que el

()
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recepior p7l, esté implicado esenciaimente en el transporte axonal retrogrado (aungue
también se ha advertido un transpoerte de forma anterograda como el observado en el nervio

clatico). de algunocs de los factores neurotroficos como ¢l BDNF v la NT-4. pero no en &l

p7> para transportar el NGF, también se ha descrito en neuronas simpaticas aungue no se
ha confirmado por completo [Kimpinski ef a/.. 1999,

Sin embargo. no solo en células nerviosas se ha determinado la presencia de aste
receptor. En células de melanoma. las cuales expresan unicamente el receptor p75. se ha
demostrade la inrernalizacién del NGF, su transporte al nucleo v su umon especifica al
receptor de NGF de la cromating, un mecanismo que propone su utilidad para inhibir el
crecimiento melanocitico [Rankowicz-Szulezynska, 1993, Rankowicz-Szulczynska er ol |
1988; 1989]. Por ensayos de wnmunoprecipitacidn, también se ha sugendo la presencia de
un receptor para ¢l NGF en el nieleo de células SKBr5 de carcinoma de seno, informacion
que puede ser utilizada para disefiar un tratamiento contra este tipo de cancer [Rakowicz-
Szulczynska, 1993].

Asi, la internalizacién del NGF por el receptor TrkA o por el receptor p75. parece ser

una proptedad estrictamente regulada por el entorno en donde se expresan [Hosan

o

¥
Shooter, 1987; Kahle v Herter, 1992: Johanson ef «f., 1993; von-Bartheld er af.. 1996].
Toda esta informacidn permite establecer al receptor TrkA como el principal responsable
de la internalizacién del NGF, dejando al receptor p75 como un activader del proceso de
apoptosis a través de la acuvacién de seflales de transduccidn de cinasas cutoplasmaticas, la
hidrélisis de esfingomielina v la transcripeién de factor NF-xB [Dobrowsky ef a/.. 1994,

Wood. 1995, Canossa et af.. 1996, Voltone et af . 1993 Carter ef af.. 1996]
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El presente trabajo, responde a la busqueda de solucicnar la incapacidad de los
vectores génicos. via receptor, de transfectar células diferenciadas, las cuales. para fines de
esta tesis, son consideradas como aquellas células incapaces de dividirse o ser inducidas a
mitosis.

El analisis cuidadoso de la ruta que siguen los transgenes internalizados via receptor.
ha revelade que existen dos obstaculos responsables del fracaso de esos sistemas para
transfectar células diferenciadas. El primero, es la degradacion del transgén en los
lisosomas, destino final de las moléculas que son endociiadas |Wattiaux e af, 2000], El
segundoe, es la ineficiencia de los sistemnas de importacion nuclear de DNA exdgeno. fa cual
se debe a que este ipo de DNA carece de sefiales de direccionamiento nuclear [Collas er
al, 1997; Moroianu, 1999; Jans ef af, 20001,

Para superar el primer ¢bstacule, se han wtilizado estrategias que mejoren la eficiencia
de la transferencia génica via receptor. Por ejemplo. la realizacidn de una hepatectomia
para inducir la regeneracion del higado, procedimiento que favorece la expresion de los
transgenes en los hepatocitos remanentes por mecanismos aun no aclarados [Wu ef af.
1689: Wu et af, I. 1991; Chowdhury er o/. 1993], el uso de adenovirus defectivos en
replicacion para inducir el rompimiento de los endosomas que contienen el DNA
plasmidico en fransito [Wagner er gf, 1992b; Cristiano ef ol , 1993; Curiel, 19931 o ¢l
empieo de cloroquing, para neutralizar el pH acidico de los lisosomas [Martinez-Fong et
al, 1994; Midoux v Monsigny. 1999]. Sin embargo, el uso de procedimientos que apovan
la transferencia génica mediada por receptor. tiene las siguientes desventajas en relacion

con su aplicacion en la terapia génica o en la transferencia de genes de interés fisioldgico.

v
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En primer lugar, la mutilacién de un drgano regenerabie {como el higado), para inducir
mitosts en las células de la porcion remanente, invalida las conclusiones sobre el papel que
Juega un gen. objeto de estudic, en un mecamsmo fisiolégico. Fl caso todavia es mads
dramético cuando la mutilacion del Srgeno acomparfia la tansferencia génica con fines
terapéuticos; no se debe inducir un mal para curar otro En segundo lugar, la fusién de dos
sistemas de transferencia génica. como el caso de los adenovirus con el vector que utiliza la
endocitosis mediada por el receptor de galactosa hepético. resulta en adicidn de las
desventajas de ambos sistemas y en un procedimiento mas complicado, En tercer lugar. el
uso de farmacos para neutralizar el pH acidico de los lisosomas. al parecer. no ha dado
resultados consistentes 1 vivo. Ademés. estos fdrmacos se pueden evitar si el DNA
plasmidico, fuera rescatado oportunamente antes de que la acidez del endosoma sea critica
para inducir la precipitacion del pohiplex.

Recientemente se ha demostrado, e vitro, que la unidn covalente de secuencias de la
seflal de direccionamuiento nuclear del antigeno T del virus V40 & la poli-L-lisina, aumenta
la eficiencia de transfeccion mediada por el recepior de transferring [Chan y Jans, 1969].
Aunque efectivo en células en mitosis, la adicién de sefiales de direccionamiento nuclear
sélo funcionaria en células diferenciadas (que no se dividen), si se evade primero la
degradacién lisosomal.

Por sus cualidades de endocitarse, el NGF parece ser la solucidn para transfectar
células diferenciadas, si se utilizara como molécula directriz del veactor génico. Las
evidencias expermentales muestran que, en condiciones fisiologicas, el NGF es
internalizade via receptor por el cuerpe neuronal y por las terminales axénicas, en este
Ultimo caso, es ranspertado retrégradamente desde la terminal sindptica al cuerpo celular

g

[Heidemann ef o/ 1981: Schwab er gl 1982; Ehlers ef ¢l 1995, Grimes e o/, 1956] Una



ocalizado en ia vecindad del nicleo v se ha deserito ia
posibilidad de trasportarse al niicleo celular {Yankner y Shooter, 1979: Marchisio ef «/.
1980). La presencia de receptores TrkA en la membrana nuclear v en la cromatina apoya
esta posibilidad {Yankner v Shooter, 1979; Marchisio ef a/, 1980]. Scbre la base de estas
evidencias se puede concluir que el transporte intracelular del NGF evade la ruta lisosomal
¥ termina en ¢l niicleo ceiular.

En consecuencia. el NGF como molécula directriz del vector. tendria la capacidad de
conducir al transgén por la ruta no lisosomal hasta el nicleo. aumentando de esta manera
las probabilidades de que el gen entrara en contacto con la maquinaria transcripcional v se
expresara. Es fundamental asegurar que el transgén llegue al nacleo de la célula blanco para
conseguir niveles de expresion efectivos en la terapia gémica, por tanto. la primera
aproxumacion serfa construir el vector de NGF-Polilisina y probar su funcionalidad en
cultivos celulares para, en una segunda aproximacién. aplicarse en neuronas del sistema

colindrgico central, uno de los escasos nicleos cerebrales con mayor concentracidn de

receptores a NGF Por tal motivo se plantea ia sigwiente hipotesis de trabajo.
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=



v e g 1

Puesto que el NGF es internalizado por endocitosis mediada por receptor, entonces se
prepone que el NGF unido a ta poli-L-lisina, constituira un vector para el envio dirigido de

genes a células que no se reproducen vy que expresen los receptores a NGF.

4. OBJETIVO GENERAL

Contribwir al desarrollo de vectores génicos capaces de transferir genes a células
diferenciadas, como son las neuronas del SNC, a través de rutas no lisosomales como la
que transita el NGF. comprobande su aplicacién en lineas celulares que presenten y

carescan de los receptores para esta neurotrofina.

4.1. OBIETIVOS PARTICULARES
1. Construcedn del vector gémico uniendo el NGEF a la poli-L-lisima a través del

entrecruzador bifuncional SPDP.

&

Demaostrar que el vector de NGF es capaz de unir DNA plasmidico.

~]

3. Demostrar que el vector NGF es capaz de internalizar el DNA plasmidico en forma
especifica, en células que expresen el receptor para el NGF, como las células N1E-

115,

Lo

Demostrar la expresién del gen reportero contenido en el plasmido internalizado via

el vector de NGF en esta misma linea celular

[95]
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5.1. LINEAS CELULARES

Se utilizan las lineas celulares N1E-115 de newrcblastoma murine v 1-929 de origen
fibroblastico. las cuales se cultivan en medio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM:
GIBCC-BRL). suplementado cen 10% de suero fetal bovino (FBS), 1% de L-glutamina y
1% de antibidticos y antimicético cuya composicién v concentraciones iniciales son:
penicilina. 10.000 upg/ml, estreptomicina. 25 ug/ml: anfotericina B, 0 83% (en solucién
salina). Las lineas celulares se mantienen a 37°C. en una incubadora (NuAure, Inc.) con

atmosfera de 0 CO5. §3%/5%.

5.2. CONSTRUCCION DEL VECTOR GENICO DE NGF

Para la construccién del vector de genes se utiliza el entrecruzador bifuncional V-
Succinimidyl 6-[3"-(2-pindildithio)-propionamido] hexanocate (SPDP) [Carlsson er af,
1978; Cumber ef al, 1985; Jung er ¢/, 19811, para unir la unidad B del NGF (~13,259 Da)
a la poh-L-lisina (44,700 Da) siguiendo el método descrite por Martinez-Fong y Navarro
Quiroga (2000). Brevemente, se afiaden 30 ul de una solucion 156.7 mM de SPDP en
dimetilsulféxido (DMSO) a 1 ml de una solucidn 0.32 mM de poli-L-lisina en PBS bajo
agitacidn constante. La mezcla de reaccidn se incuba durante 30 min. a temperatura
ambiente v con agitacion. Los productos de la reaccidn se separaran por cromatografia de
exclusién molecular utilizando una columna Econo Pac 10 DG, equilibrada con PBS. Las
fracciones cromatograficas gue contenian el conjugade poli-L-lisina-SPDP se juntan v se
concentran a un velumen de 1 mi en un microconcentrador al vacle (HETO). Enseguida ¢l

SPDP-peli-L-lisina se reduce a SH-SPDP-poli-L-lisina en presencia de 36 mM de



ditiotreriol (DTT), durante 30 minutos, & temperatura ambiente v en agitacién constante. El
conjugado SH-SPDP-pol-L-lisina se purifica en una columna de Econo-Pac 10 DG.
equlibrada con PBS y las {racciones que lo contienen se concentran a 1 m! en el
microconcentrador HETO.

En forma paralela, se afiaden 30 pl de una selucién 7.05 mM de SPDP en DMSO a | ml
de NGF (0.1 mg/mi de PBS) y la mezela se incuba durante 30 min a temperatura ambiente
con agitacion constante. El conjugado NGF-SPDP se purifica en una columna Econo Pac
10 DG y las fracciones que lo contienen se concentran a un volumen de | ml utilizando el
microconcentrador HETO.

Para obtener el vector de genes se hace reaccionar la poli-L-lisina-SPDP-SH (volumen
= 1 ml) con el NGF-SPDP (volumen = lml) durante 24 horas, a temperatura ambiente v
con agitacion constante El conjugado resultante {el vector) se purifica por cromatografia de
exclusion molecular en  Biogel A-1.5m (1.5 X 45 cm. lecho de la resina) unlizando
guanidina 2M en Hepes 0.01 M, pH 7.4, como fase moévil. Las fracciones que contienen el
conjugade NGF-SPDP-poli-L-lisira se juntan y se concentran a un volumen de 1 ml en una
camara de Amicoén {membrana 10 PM} con N, gaseoso. La solucidn que contiene el
conjugado NGF-SPDP-poli-L-lisina se dializa varias veces con cambios de PBS, a 4°C, se
esteriliza por filtracién en una membrana de 0 22 um v se almacena a —20°C hasta su uso

(Figura 8).
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El DNA plasmidico se une electrostiticamente al vector de NGF para formar un
complejo conocido ¢omo polipiex siguiende el procedimiente descrito previamente
{Martinez-Fong y Navarro Quiroga, 2000). En turncs separados, se incuba 6 nM de DNA
piasmidico con concertaciones crecientes del vector de NGF durante 3¢ mir a temperatura
ambiente. formandose poliplexes a diferentes relaciones molares {1:0. 1-3. 1:3.5, 114, 1.4.5
1'5. 1.5 5, 1:6 y 1:6.5: DNAvector). Alicuotas de cada relacidn se somete a electroforesis
en gel de agarosa al 08% a 80 volts por 90 munutos (gel de retardo). El patrdn
electroforético del DNA se revela tifiendo el gel con bromuro de eudio (05 pgml) ¥ se
fotografia con ayuda del sistema de andlisis de imagenes Eagle Eve (Stratagene, La joya.

CA).

5.4. ENSAYO DE INTERNALIZACION

Las células N1E-113 y L-929 se siembran a 60% de confluencia sobre cubreob)etos de
vidrio (1 x Icm) recubiertos con gelatina al 2 % y alojados en pozos de cajas multipozos
El DNA plasmidico del poliplex, formado a la relacion molar dptima, se marca con ! uM
de yoduro de propidio 10 mirutos antes de ser afiadido a las células previamente incubadas
en presencia de 1 uM de calceina AM durante 20 min. Después de 30 minutos de
incubacion, se retira la solucion del poliplex, las células se lavan tres veces con PBS, v se
fijan con paraformaldehido al 4% en PBS. Los cubreobjetos se montan sobre portaobjetos
utihzando medio protector de la fluorescencia (Vectashield, Vector Laboratories) para ser
analizadas en el microscopio confocal utilizando el objetivo de Inmersién en aceite 60X, a

las condiciones de excitacién/emision (Ex/Em) fijadas en 488/522 nm (canal verde) y



568/585 nm (canal rojo). Usualmenis se obtienen 10 a 20 secciones Opticas consecutivas de
I-um de intervalo en la serle z. Las imdgenes resultantes se proyectan en un plano
bidimensional v se sobreponen sobre la pantaila del monitor asignando el color verde para

calcelna, ¥ el rojo para el yedure de propidio.

5.5. ENSAYO DE EXPRESION

Cuarenia y ocho horas previas a los ensayos de polifeccion, se siembran 30.000 a
60.000 células sobre cobreobjetos de vidrio (1 cm?) en cajas de 4 pozos. Sobre 1a base de la
relacion molar dptima calculada en el gel de retardo se preparan el peliplex de NGF con el
plasmido pGreen Lantern-1 en medio sin suero y se adiciona a los cultivos celulares
adecuados. Después de 2 horas de incubacion. se adiciona suero fetal bovino para alcanzar
una concentracién del 10% el medio de polifeccién y se prosigue la incubacion hasta
completar 24 horas. A este tiempo se retira el medio de polifeccion, se agrega medic fresco
suplementado y se continta la incubacion de las ¢lulas por 58 a 62 horas adicionales. Al
término de la wcubacidn, las células se lavan con PBS y se fiian con paraformaldehido al
4% en PBS Después de contratefiir las células con 2.5 uM de yoduro de propidio, se
montan en portachietos utilizando medio protector de la fluorescencia (Vectashield, Vector
l.aboratories) para ser analizadas en el microscopio confocal utilizando el objetivo de
inmersién en aceite 60X, a las condiciones de excitacion /emision (Ex/Em) fijadas en
488/522 nm {canal verde) v 568/585 nm {canal rojo). Usualmente se obtienen 10 a 20
secciones opticas consecutivas de I-um de intervalo en la serie z. Las imdgenes resultantes
se proyectan en un plano bidimensional y se sobreponen schre la pantalla dei monitor
asignando el color verde para la proteina verde fluorescente, y el rojo para el voduro de

propidio.
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Formecion dei conjugado NGF-SPDP-Poii-L-Lisina.

. PP G)]
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Fig.8. Etapas para la sintesis del vector NGF-Poli-L-hsma, La solucidn con el vecter se dializa
varias veces con cambios de PBS a 4° C, se esteriliza por filtracidn en membrana 022 mm v se
almacena hasta su uso posterior Los asteriscos representan los sitics de rompimiento para la

liberacion de los grupos; N-Hidroxisuccinimida y pirdina 2-tiona.
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6.1. CONSTRUCCION DEL VECTOR DE NGF
6.1.1. Cenjugacion del SPDP ¢ la poli-L-lisina y generacion del radical —-SH altamente
reactiva

El primer paso para la construccion del vector, consiste en acoplar al SPDP la poli-L-
lisina utihizando las propiedades de adhesion de este entrecruzador bifuncional. Asf. el
conjugado (poli-L-lisina-SPDP) se obtuvo mediante la substitucion del enlace éster del
residuo N-hidroxisuccinimida (INHS) det SPDEP por el grupo amine primario de la poli-L-
lisina. La separacidén cromatografica en Eccno-Pac DGO reveld dos poblacicnes
moleculares. la primera a 215 nm con Ipico de absorvancia, y la segunda, a 280 nm con 2
picos de absorvancia (Fig 9). El primer pico de absorbancia a 280 nm. corresponde a
conjugados de alto peso molecular mayores al limite de exclusion molecular (>6,000 Da), v
se debe a la presencia del conjugado poli-L-lisina-SPDP, va que la poh-L-lisina no absorbe
a esa longitud de onda. mientras que el segundo pico, corresponde al SPDP ne conjugado v
al grupo NHS liberado en la reaccidn.

E! segundo paso. consiste en la generacion del radical sulfihidrilo (-SH) eliminando
el grupo 2-piridil disulfuro del! conjugado. Esta reaccion se logrd por reduccidn del
conjugado poli-L-lisina-SPDP con DTT. La punficacidn en Econo-Pac DGIO0 reveld tres
poblaciones moleculares; la primera poblacion visible a 215 nm corresponde al conjugado
poli-L-lisina-SPDP-SH (primer pico), mientras que la segunda y tercera poblacion, visibles
a 280 ¥ 343 nm, muestran un picc que corresponde a la piridil-2-tiona ¥ DTT liberados

durante la reduccion del conjugade poli-L-iisina-SPDP (Fig. 10).
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8.1.2. Formacidn del conjugado NGF-SPDP

El conjugado NGF-SPDP se obtuvo haciendo reaccionar al grupo éster del residuo
NHS del SPDP con los grupos aminos primarios del NGF v se purificé en una columna
Econo-Pac DG 10. El cromatograma muestra dos picos de absorbancia a 280 nm que
corresponden a 2 poblaciones de moléculas de diferente pesc molecular {Fig. 11). El
primer pice (fracciones 3 a 6) corresponde a los complejos formados por NGF vy SPDP
{(NGF-SPDP). Fl segundo (fracciones 7 a 15} cerresponde al SPDP gue no reacciond y a la

grupo NHS liberado en la reaccidn (Fig. 11).

CONJUGADO NGF-SPDP.

D.0Q. a 280 nm

o 2 4 & g 10 12 14 16 i8

Yolumen de elucién

Fig. 11. Cromatograma de purificacién del conjugado NGF-SPDP en Econo-Pac DGLE. Fase mévil

= PBS de cromatografia.
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L3, Formacion dei conjugade NGF-poli-L-iising, el vector de NGF

Al mezelar el conjugado NGF-SPDP con el comugado poli-L-lisina-SPDP-SH se
establece una reaccidn esponténea entre el radical —SH de la peli-L-lisina v el grupo 2-
prridil disulfuro de! NGF-SPDP. forméndose un nueve enlace disulfuro (8-8) entre el
NGF-SPDP vy la poli-L-lisina-SPDP-SH.

La purificacién de!l conjugado NGF-SPDP-poli-L-lisina en Bio Gel A 1 3m reveld
claramente la separacion de dos poblaciones moleculares (Fig. 12). El primer pico es
polidisperso y corresponde a comjugados NGF-poli-L-lisina de diferente peso molecular.
que de acuerdo a la curva de calibracidn (Fig. 13) contiene conjugados en un rango de
2°000,000 a 100.000 Da. El segundo pico, visible también a 343 nm {fracciones 71 a 100),
corresponde a la piridina-2-tona liberada en la reaccidn v es un indicador de que la

reaccion de conjugacion se llevo a cabo.
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CONJUGADO NGF-POLI-L-LISINA, EL VECTOR DE NGF.
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Fig. 12. Cromatograma de purificacion del conjugado peli-L-lisina-NGF-SPDP- en Bio-Gel A 1.3
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Fig. 13. Calibracién de la columna de BioGel Al.5m con esténdares de diferente pesc molecular:
Azul de Bromofenol (692 Da), Citocromo C de Caballo (12,400 Da), Ovoalbumina (45.000 Da),
Albumina (66,000 Da) y Azul Dextran (2,000.000 Da), cuya lectura se realizo a 280 nm v su
patron de elucion se muestra en la grafica A. La gréfica B muestra la relacion semilogaritmica entre
¢l peso molecular v ¢l cociente Ve/Vo, donde Ve = volumen de los picos maximos v Vo = volumen

muerto.
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8.2. CAPACIDAD DEL VECTOR NGF PARA UNIR DNA PLASMIDICO

Para determinar la relacién optima DNA: vector NGF, se realizo un analisis
electroforético {(gel de retardo) de la migracidn del plasmido pGreen Lantern—1 después de
su incubacion con el vector de NGF Este se realizo preparando 9 wubos ependorf (G.500 nii)
con el vector diluido en medio de cultivo sin suero, con las siguientes concentracicnes
molares crecientes: 0.351, 0.409, 0. 468, 0.526, (.583. 0.643, 0.702 v 0.760 nM. las cuales
corresponden a las relaciones 1.3, 1°3.5, 114, 1:4.5. 1:5, 1155, 1:6 y 1 6 5 (DNA.vector).
respectivamente.

Por otra parte, se prepararon 10 tubos de 500 pl, a los cuales se les dispenso 4 ul de
DNA (235 nM). A cada wbo se le afiadio 2 pl de cada solucién del vector ¥ se mezclardon
en los tubos contenuendo el DNA por agitacién (30 minutos). Al termino, se afiade 1 5 ul de
buffer de carga, se mezclan v concentran en una microcentrifuga (3000 rpm). y se transfiera
el volumen total de cada tubo a sus respectivos pozos en un gel de agarosa (0 8 %),

El gel de retardo de la mugracién del plésmido pGreen Lantern—1 después de su
incubacion el vector de NGF, reveldé un retardo en su migracién dependiente de la
concentracion del vector, sugiriendo la formacion de complejos DNA plasmidico/vector
{poliplexes) de diferente tamafio molecular (Fig.14) Ademads, el andlisis electroforético
reveld que cuando se sobrepasa la relacion molar 1:6.5 hay ausencia de DNA en el pozo del
gel indicande la precipitacién del poliplex. El gel de retardo establece que hay un rango de
relacion molar entre el DNA plasmidico y el vector donde se forman poliplexes solubles v
probablemente funcionales {relacidén molar dptima), relaciones por abajo o por encima del

range optime ocasionan la ausencia de formacion de pohplexes v poliplexes insolubles.
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respectivemente, ¥ por ko tento mefectives. Bn consecuenciz, oS ensaves oo internalizesidn

¥ de expresitn se efectwaron con relaciones DNAfvector emire 1:4.5 v 115,

FA N NPT I I

— -y =y

Fig. 14. Gel de retardo. Se observa le migracidn electroforética dei DNA pesmidice (p0reen
Lantern-1), por Iz unidm electrostfiica del wvector NGF. Los nlmeros sobre los carriles
corresponden a las concentraciones (uM) del vector de NGF, gue fueron incubadas con una

conceriracién constante {6 nM) del plésmido pGreen Lantern 1.
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62, INTERMNALIZACION DR

Los ensayos de internalizacion se realizaron con el poliplex de NGF marcado con
voduro de propidio en células contratefiidas con calceina, v evidenciando la doble marca
fluorescente por microscepia confocal. Las células L-929 contratefiidas ceon caleeina (Fig.
15, A) mostraron ausencia de coloracidn roja en su interior (Fig. 13, B) sugiriendo ausencia
de internalizacion del poliplex de NGF (Fig 14, C). Por el contrario. las células N1E-115
contrateftidas con calceina (Fig. 15, D) mostraron la presencia de marcas fluorescentes rojas
(Fig. 15, E} en el niclec celular (Fig. 13, F) sugiriendo la internalizacion nuclear del

poliplex de NGF.



Célnlas 1.929

Células N1E-115

20 um

Fig. 15. Internalizacion del poliplex de NGF en lineas celulares. Los paneles A y D son
microfotografias confocales de las céiulas contratefiidas con calceina {3 M) tomadas 2 495/515

nm, excitacién/emisicn. Los paneles B v E son microfotografias confocaies det poliplex marcado

”

con vodure de propidio (10 uM} tomadas 2 493/620 nm, excitacién/emision en el mismo campo en

e

el que fueron tomadas las microfotografias en el canal verde. Los paneles C y F son la
sobreposicion de les imégenes tomadas en los canales vede y rojo del microscopio confocal
correspondientes a cada linea celular. Los panles B-F son cortes dpticos horizontales de T pm a

nivel del nacieo celular.
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4. EXPRESION DEL POLIPLEX DE NFG
En congruencia con los resultados de internalizacion. no se observé expresion de la
proteina verde fluorescente (Fig. 16.A) en las células [.-929 contratefiidas con vodure de
propidio (Figs. 16. B v ) cuando se utilizd el vector de NGF para transferir el plasmido
pGreen Lanterni
Paor el contrano. la expresién de la proweina verde flucrescente (Fig. 17. A) se observé
en las células N1E-115 contratefiidas con vodure de propidio (Figs 17, B v C). poniendo
de mamtiesto la capacidad del vector de NGF para transferir el plasmido pGreen Lanternl a
esta linea celular. La eficlencia de transfeccidn fue del 7.5 = 1 5%. considerando la

eficlencia de transfeccion como la proporcion de la poblacion celular que expresa

fuertemente el producto del gen transferido (Fig 17, C ¥ F).

Ln
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Células 1,929

100

Fig. 16. Falla del vecior de NGF en la transferencia de! del pidsmido pGreen Lantern] a células L.
928. Los paneles A, B ¥ C son imdgenes panoramicas, mientras gue los paneles B, E v F, sen

corcamisntos que mugestran oflulas que no expresan iz proteina verde flucrescente (GFP). Bl panel
A v D muestra la fluorescencia de GFP observeda e 488/522 nm, Ex/Em. El panel B y B muestra la
fluorescencia de las células corfratenidas con yoduro de propidic observada 2 558/585 nm, Ex/Em.
Los pangles T v F es la sobreposicién de las imagenes A v B. Todas las imégenes son proyecciones

de las secoiones horizontales en la serie-z.
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Celnlas NIE-115

00 prm w 160 pm

20 pm

Fig. 17. Expresién de la proteina verde fluorescente en células N1E-115 debida a !a transferencia
del plésmide pGreen Lanternl via el vector de NGF. Los pancles A, B y C son iméagenes
panoramicas, mientras que los paneles D, £ v F son acercamienios que muesiran una célula
expresando la protefna verde fluorescente (GFP). Los paneles A y D muestran la fluorescencia de
GFP observada 2 488/522 nm, Ex/Em. Los paneles B v E muestran la fluorescencia de las células
conteatefiidas con voduro de propidio observada a 568/585 nm, Ex/Em. Los paneles C v F son la
sobreposicion de las dos imagenes del lado izquierdo respectivamente. Todas las imagenes son

proyeceiones de Ias secciones horizontales en la serie-z.
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7. DISCUSION

Para hacer factible la transferencia de genes hacia diferentes regiones del cerebro. es
necesario considerar los siguientes aspectos: a} El disponer de vectores capaces de conducir
genes a poblaciones celulares especificas v dirigirlos hasta el nticleo celular, b) Una via de
administracién inocua, como la via sanguinea o infratecal, para la administracion de los
vectores génicos c) La obtencién de DNA versaules que contengan los genes apropiados.
bajo el conirol de promotores vy amplificadores especificos de tejido 5 bajo la regulacion de
elementos promotores inducibles. d) Una elevada eficiencia de ftransduccidén v uma
prolongada expresidon de los transgenes, en células que no estdn en division [Maidment et
al. 1996; Bilang-Bleuel er a/ ,1997] e) La disposicion de miveles apropiados del producto
transgénico para ef control terapéutico [Manome ef al. 1998: Ye er af, 1999]. 1) La
ausencia de wtegracién del transgén en el genoma huésped para evitar tanto las deleciones
0 muraciones v la aguvacién de protoncogenes, v g) La carencia de citotoxicidad y de
inmunogenicidad de parte del vector [Chirmule et af, 1999].

Tomando en consideracidn lo anterior v como alternativa a los vectores virales, en los
Qltimos afios se han estado desarrollande de manera exhaustiva vectores sintéticos tratando
de proporcionar altos niveles de expresién del transgen in wivo sin los riesgos de los
vectores virales [De Smedt er al, 2000] De los vectores sintéticos, ios complejos
moleculares formados por DNA plasmidico, unido a conyugados de poli-L-lisina
{poliplexes}, capaces de ser endocitados via receptor especifico celular, presentan varias
ventajas que los hacen atractivos para ser utilizados en humanos, por ejemplo; pueden
incorporar un DNA de mavor tamafio. proporcionan transferencia especifica y son seguros,

ya que no hay riesgo de inflamacién v posiblemente sean menos inmunogénicos [Wagner ef



ol . 199Za; Wagner et ai, 1992b; Ferkol er ai, 1993; Ferkol er @/, 1996; Hashida er al.,
1998: Kouraklis. 1999 1. Sin embargo, los sistemas de transferencia génica mediada por
receptor sole son efectivos en células que estdn en divisién celular o son susceptibles de ser
inducidas z mitosis [Wilke er al,, 1996]. Debido a esta limitacién crucial, los sistemas de
rransferencia génica mediada por receptor s6lo se han utilizado ampliamente i vitro e in
vivo para transfectar el higado [Wu erf af, 1987; Wu y Wu 1991, Plank ef a/, 1992:
Hashida ef af , 1998; Midoux et a/., 1999]. En este tltimo caso se requere la induccion de
la regeneracion hepatica por hepatectomia de mds del 30%. 10 minutos posterior a la
inyeccion del poliplex. para que el transgén se exprese en los hepatocitos remanentes [Wu
et al., 1989 Wueral, 1991 Chowdhury ef af., 1993]

El fracaso de los sistemas de transferencia génica mediada por receptor. se debe a que
se han utilizado rutas endociticas lisosomales para introducir el poliplex, como es ef caso de
la endocitosis acoplada al receptor de galactosa hepatico [Plank er @/ . 1992; Hashida er af .
19983, Recientemente se reportc que, utilizando la ruta endocitica no lisosomal de la
neurctensina, se pudo transferir genes reporteros a neuronas dopaminérgicas tn vivo
[Alvarez-Maya ef al, 2001] En consecuencia. ¢l presente trabajo responde a la necesidad
de explorar rutas endociticas no lisosomales. para transferir genes a células diferenciadas.
esto es, células que han perdido su capacidad mitdtica en aras de la especializacion. como
es el caso de las neuronas [Trubetskoy er ol . 1992; Gao y Huang, 1996: Kum ez af . 1997]

El NGF es una neurctrofina que actia sobre grupos neuronales muy sclectivos
localizados tanto zn el sistema nervioso central como en el periférico [Levi-Montalcini.
1987; Levi-Montalcim er «f, 1990]. Su accion neurotrofica la realiza a través de cascadas
de seftalizacion acopladas a los receptores TrkA v p75 [Jaiswal er o/, 1994; Cassacia-

Boneffil ef al. 1996 Meakin v Shooter, 1992; Kaplan v Stephers, 1994, Segal v
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Greenberg, 1996 Vossler er @i, 1997} Un creclene nimero de evidencias experimentales
apoyan fuertemente la idea de que el NGF pudiera teper tamhén una accidn fisioldgica
intracelular. gracias a que es capaz de internalizarse via receptor v evadir la degradacidn
lisosomal [Johnson er af , 1978: Johanson er al,, 1993; Grimes ef @/, 1996: von-Bartheld ef
al 1996, Hosang y Shocter. 1987, Kahle v Herter, 1992]. Aun maés, se ha sugerido la
presencia de receptores a NGF en la membrana nuclear, apovando fuertemente la 1dea de
que, para que el NGF fuera capaz de activar tales receprores. tuviera que tlegar intacto hasta
la membrana nuclear esadiendo. en consecuencia. el compartumiento lisosomal. principal
obstaculo a los sistemas de transferencia génica mediada por receptor [Schwab. 1977,
Claude er o/ . 1979, Schwab et a/, 1979; Marchisio e ¢/ . 1980: Schwab v Theenen. 1977;
Yankner y Shooter. 1979]. Basados en la caracteristica tinica de endocitesis del NGF. en
este frabajo se sintetizd el vector de genes constituido por la unidad B del NGF unida a
través del SPDP a la poli-L-lisina, y se probé su capacidad de transfecrar, via endecitosss. el
material gendtico a las lineas celulares que poseen recentores a NGF

Durante el proceso de sintesis del vector de NGF. la presencia de la piridina 2-tiona
detectada a 343 nm en el cromatograma del ditimo paso de purificacion reveid la
realizacidn de ia conjugacion del NGF a la poli-L-fisina (Fig. 11), yva que la inica fuente de
la pridina 2-tiona era el SPDP conjugado al NGF. Los resultados obtenidos en los ensayos
de retardo electroforéiico, permitieron establecer que el vector de NGF-SPDP-poli-L-lisina
fue capaz de acopiarse de modo electrostdtico al DNA plasmidico (pGreen Lantern-1),
siendo esta asociacién dependiente de la concentracion del vector (Fig. 13) La presencia de
la pindina 2-tiona durante la sintesis del vector de NGF vy la capacidad de unir

electrostaticamente DNA plasmidico. son indicadores de que el vector de NG cumple



metros establecidos para los vectores siniéticos, wilizando =l
entrecruzador bifuncional SPDP [Martinez-Fong y Navarro-Quiroga, 2000].

La mternalizacién, via receptor del vector de NGF, es respaldada por el hailazge de
que células carentes de receptores a NGF, como la linea celular L-929. son incapaces de
capturar el vector y de expresar el gen reportero. Por el contrario, las células N1E-115,
dende se ha sefialado la presencia del receptor de baja afinidad a NGF [Villegas. 1997,
Villegas ef af, 1998, se ha observado la presencia del DNA plasmidico en el nicleo de la
célula, sugiriende la internalizacién del vector de NGF Esta sugerencia recibe sélido apovo
por el hallazgo de que esta linea celular fue capaz de expresar el producto del gen reportero,
la proteina verde fluorescente, cuando el plasmido pGreen Lantern-1 fue transferido por el
vector de NGE  Sobre la base de estas evidencias. es posible mencionar que las ¢éhulas
N1E-115 también tengan el receptor de alta afinidad para el NGF Esta sugerencia puede
ser comprobada cuando sc disponga de anticucrpos comerciales para este tipo de receptor.

Estos resultados de internalizacion y expresion obtenidos en las células 1L-929 y
N1E-115, por medio de la iransferencia del plasmido pGreen Lantern-1 por el vector de
NGF, concuerdan con aquellos obtenidos con la transferencia del plésmido pSV2eat
mediada por el vector de NGF a las mismas lineas celulares [Villegas, 1997, Villegas ef
al,1998]. El uso del pGreen Lantern—1 tiene la ventaja de que. la expresion del transgen
{esto es, la proteina verde fluorescente), permite identificar per microscopia. fa poblacidn
celular que se transfecto, facilitando el calculo de la proporcion de ia poblacion que o
expresan. {o cual se considera como eficiencia de transfeccion. Por oiro lado, la expresion
de la cloramfenicol acetiltransferasa (CAT), permite el medir la actividad enzimatica. pero

ne permite conocer la eficiencia de transfeccién.
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Ademas, la eficiencia de transfeccion del vector de NGF esta ez el rango de la
reportada para los vectores de transferencia génica mediada por recepror [Midoux er al.,
1993; Martinez-Fong ¢t of, 1994; Kim ez af, 1997; Zauner e ¢l., 1998; Martinez-Fong et
al., 1999]. la funcionalidad del vector NGF i vitro permute sugerir que este vector pusde
ser utilizado para ensavar abordajes de clertos tipos de genes terapéuticos previo a la
transferencia /m vivo.

Esta funcionalidad del vector de NGF i vitro. constituye la base para considerar a
este nuevo abordaje, como un avance significativo para el envio de genes terapéuticos a
celulas especificas que expresen receptores a NGF. como lo pueden ser las neuronas del
sistema colinérgico central [Dreyfus, 1989; Knusel v Gao, 1996: Bigl v Schliebs, 1998:]. Es
un hecho aceptado que las neuronas que constituyen los diferentes nicleos del sistema
colinérgico central (neuronas del septum medial, banda diagenal de Breca, nticleo basal de
Meynert), presentan ambos tipos de receptores & NGF, tanto en el cuerpo neurcnal, como
cn las terminales axémicas [Levi-Montaleini er @, 1987; Korsching, 1993]. lgualmente se
conoce desde hace mucho tlempo que las newronas del sistema colinérgico central
degeneran en la enfermedad de Alzheimer [Bartus e ol , 1982; Toledano. 1988, Perry e
al., 1992]. La neurodegeneracion del sistema colinérgico central es tan caracteristica en la
enfermedad de Alzheimer, que muchos vestigadores la hen considerade como su
principal etiologia [Toledano, 1988; Bartus et of 1982, Coyvle er al 19931
Independientemente de tales especulaciones, es un hecho aceptado que el sistema
colinérgico central participa en funciones superiores del SNC en el individuo sano, como lo
son; la memoria, sprendizaje, transmusidn del sabor, calor y delor, la regulacién del ciclo
suefio / vigihia v en el movimiento voluntario [Neill y Grossman, 1970; Bammer, 1982:

Prado-Alcald er ol. 1984: Bartus ef . 1985; Fibiger, 1991}, v que su deterioro. si bien



pudiere no ser la causa de la enfermedad de Alzheimer. si explica gran parte de los
sintomas de la demencia asociada a esta patologia [Bartus ef al., 1932: Toledano, 1988:;
Perry et al, 1992]. Una vez probada su efectividad e inocuidad in vive, el vector de NGF
pudiera ser utilizado para sobre expresar genes que codifiquen para factores tréficos.
incluyendo el mismo NGF. en las neuronas colinérgicas del sistema central basandose en 1z
tendencia modema para detener la neurodegeneracion a través de factores woficos [Heftl es
al . 1989; Apfel, 1691, 1992: Meakin v Shooter, 1992, Sendtner et o/, 1992; Koliatsos e
al, 1993; Thoenen, 1993, Apfel er o, 1994; Chen ef of . 1994: Dieme! er of . 1994 Sango
et al, 1994: Brodski ef ¢/ . 2000; Ward y Hagg, 2000].

Aparte del sistema colinérgico central, también se ha descrito la presencia de
receptores a NGF en las mterneurcnas colinérgicas del estriado v en las neuronas
colinérgicas del ntclee pedunculopontine, las cuales inervan profusamente todos los
ganglios basales [Knusel ez af, 1988; Mesulam ef af, 1989: Van der Zee y Hagg, 1998;
Kokaia er ol 1998; Van Vulpen et a/, 1999]. Por lo tantp, el vector de NGF representa un
avance esperanzador en la busqueda de métodos para transformar el fenotipo de cierto tipo
de ¢élulas, como las neuronas colinergicas estriatales, ias cuales podrian ser modificadas
para producir dopamina por la fransferencia del cDNA de 1a tirosina hidroxilasa (enzima
limitante en la biosintesis de la dopamina), vy de este modo, poder ser utilizada en el
tratamiento de la enfermedad de Parkinson. En este caso, el vector de NGF seria una
alternativa atractiva al uso, por ejemple, de la transferencia del promotor de la tirosina
hidroxilasa combinado al gen reportero lac Z de Escherichuia coli. en un virus defectuoso de
herpes simple tipe-1 (HSV-1) amplicon (THlac) [Jin, 1996]; o bien, a los transplantes

cerebrales de céiulas modificadas ex vivo para expresar L-Dopa y Dopamina, para el



tratamiento de enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson {Kang,
1993].
Para alcanzar estas metas se requiere que la investigacion se oriente a mejorar la
ficiencia de transfeccidén y enconfrar vias de administracion inocuas. Ademds de estos
aspectos es fundamental conseguir la regulacidn de la expresion de los ransgenes. ya que
hasta el momento todos los sistemas de transferencia génica adolecen de esta capacidad
{Ghersa ef af, 1998, Kitamura, 1998; Harvey y Caskey, 1998]. Para simular condiciones
fisiolégicas con cualquier método de transfeccidn. es mds importante obtener la reguiacion
del transgén que lograr altos niveles de la expresion de los genes terapéuticos.

La inclusidn de nuevos mecanismos a la construccidn que permitan, por ejemplo, evitar
la degradacidn lisosomal. v dirigir el ansgen al nicleo celular. podrian mncrementar la
eficiencia de transfeccién [Navarro-Quiroga v Martinez-Fong, en prensal, y el uso de
promotores especificos de tejido y elementos reguladores. favorecerian la permanencia del
transgén v su expresion en forma regulada.

En resumen. consideramos que estos resultados in vifro, son avances prometedores en
la btsqueda de nuevos vectores génicos que pudieran tener una aplicacion en el futuro en el
tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas in vive. Si esta meta se alcanza, sera
posible llegar a los territerios en donde el desarrollo, perfeccionamiento y apircacion de
esta metodologia permutird curar no solo a las enfermedades neurodegenerativas. sino a

otras enfermedades que tenga como origen anormalidades de cardeter genético.



1. Se logré el acoplamiento del NGF y la poli-L-lisina ¥ su purificacidn per

J

cromatografia de exclusién molecular.

2. El conjugado NGF-SPDP-poli-L-lisina fue capaz de unir electrostaticamente DNA

plasmidico.

1ad

El NGE-SPDP-poli-L-iisina fue capaz de internalizar DNA plasmidico en las

células N1E-113, donde se ha evidenciado el receptor de baja afinidad para el NGF

4. El NGF-SPDP-poli-L-lisina fracasd en internalizar DNA plasmidico en las células
1.-929, conccidas por carecer de ambos receptores para el NGF

5. Las células NIE-1135 expresaron el gen reportero transierido por el NGF-SPDP-
poli-L-lisina.

6. Las células L-929 fueron incapaces de expresar el gen reportero transferido por el

NGEF-SPDP-poli-L-lisina.

Por lo tanto. estas conclusiones apoyan la funcionalidad in vifre del conjugado NGF-SPDP-
poli-L-lisina por lo que se puede considerar como un vector génico La sigulente ctapa es
explorar su funcionahdad in vivo. De resultar exitosa seria evidencia de que Iz utilizacidn
de rutas endociticas no lisosomales pueden ser utiiizadas para la transferencia de material

genético a células diferenciadas.
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