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En este trabajo de tesis se explotrd el uso de vectores lentivirales (LVs) pseudotipados con proteinas
del virus de Sarampion (MV-LVs) y Nipah (NiV-LVs) y re-direccionados a través de nanobodies
especificos contra receptores de células dendriticas, con el proposito de cargar a estas células con un
antigeno y activarlas. En una primera instancia se produjeron MV-LVs que resultaron poco eficientes
en la transduccion de células dendriticas derivadas de médula 6sea de raton (mBMDCs). En vista de
estos resultados, se realizd un seguimiento del proceso de generacion de los Vs, desde la transfeccion
hasta la transduccion de células. A partir de este andlisis, se clonaron los nanobodies a nuevos
plasmidos para generar MV-LVs y NiV-LVs, logrando producitlos con titulos comparables a los ya
publicados. Utilizando estos vectores, se transdujeron mBMDCs in-vitro con eficiencias similares a las
obtenidas con el VSV-G-LV. Aunque en un principio no se pudo verificar la especificidad de estos
vectores debido a que la exposicion a LVs afect6 la deteccion de los receptores blanco, posteriormente
se probo el correcto re-direccionamiento de los vectores anti-CD11b y anti-MHCII. Si bien no se pudo
comprobar el re-direccionamiento del vector anti-CD11¢, varios experimentos apoyaron la hipotesis
del correcto targetingde este LV. Una vez comptrobada su capacidad de transduccion in-vitro, se
exploro de forma preliminar, el proceso de transduccion en un modelo murino in-vivo. En este sentido,
se lograron transducir in-vivo células de la cavidad peritoneal de ratones C57BL/6, aunque los
cambios en la expresion de los receptores blanco no permitieron concluir sobre la especificidad de la
transduccion. Por otro lado, se avanzo en la generacion de un plasmido para la expresion dual de
transgenes, de forma de incluir, ademas del antigeno de interés, un elemento activador en la célula
blanco. Para esto altimo, se incluyeron formas truncadas del gen que codifica para la quinasa NIK,
un activador de NFxB, que una vez empacado en particulas lentivirales, se utilizé6 para transducir
células THP-1. Como se esperaba, la version truncada de la NIK que carece de los dominios de

inhibicién y regulaciéon negativa, produjo una potente secrecion de citoquinas pro-inflamatorias.
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Los lentivirus son virus pertenecientes a la familia Retroviridae, caracterizados por la integracion
estable de su material genético en la célula huésped. Dentro de esta familia, los lentivirus se distinguen
especialmente por infectar tanto células en division como células que no se dividen'?. Este género viral
obtiene su nombre debido al largo (o lento) periodo de tiempo entre la infeccion y el inicio de la
enfermedad’. Se han encontrado lentivirus presentes en felinos, ungulados y de mayor importancia
para la salud, en primates tanto no humanos como humanos, entre los que se destaca el virus de

inmunodeficiencia humana tipo 1, o HIV-1 por sus siglas en inglés®.

El genoma lentiviral (ver figura-1) de HIV-1 consiste en dos copias de moléculas lineales de ARN
simple cadena de sentido positivo. Posee un tamafio de aproximadamente 9.3 kb y cada hebra de ARN
incluye tres grandes genes estructurales: gag, pol y env. La proteina precursora gag es cortada
proteoliticamente y genera las proteinas de la matriz (MA, p17), de la capside (CA, p24), de la
nucleocapside (NC, p7) y una pequefia proteina, p6. El gen po/ codifica para la proteasa viral (PR,
p12), la retrotranscriptasa (RT, p66) y la integrasa (IN, p32); mientras que env, tal como lo indica su
nombre, codifica para la glicoproteina de la envoltura gp160, que es procesada durante la maduracion
del virion para generar la subunidad de superficie gp120 (SU) y la subunidad transmembrana gp41
(TM). Ademas de los genes estructurales, el genoma viral codifica para las proteinas regulatorias, tat
y rev, asi como las proteinas virulentas vif, vpr, vpu y nef, llamados también accesorias, debido a que
no son esenciales para la replicacion. El genoma viral estd flanqueado por dos repetidos terminales
largos (LTRs) que son requeridos para la retrotranscripcion, la integracion y la transcripcion viral.
Las sefiales de dimerizacion y empaquetamiento del genoma (¥) se encuentran entre el 5-LTR y el
gen gag. Cada virion, de aproximadamente 100 nanémetros (nm), contiene las proteinas derivadas de

gag, pol y env, las proteinas accesorias, y dos copias de ARN genémico viral™.
rev

—
gag PR/RT/IN
MA/CA/NC/p6
tat

- 1
| LR




Figura-1. Esquema del genoma de lentiviral. El genoma, con un total de nueve genes, se encuentra flanqueado por dos LTRs
en sus extremos. De 5' a 3' se encuentran los genes estructurales gag (codificante de MA, CA, NC y p6), pol (codificante de
PR, RT e IN) y env (codificante de SU y TM). A su vez, el genoma codifica para las proteinas regulatorias tat y rev y las

proteinas accesorias vif, vpt, vpu y nef. Adaptado de www.abmgood.com.

Brevemente, como se muestra en la figura-2, la infeccion por HIV-1 es iniciada mediante la interaccion
de gp120 con su receptor primario CD4 (expresado en células T) y con su co-receptor CXCR4
(expresado en células T) o CCR5 (de expresion en monocitos, macroéfagos, células dendriticas y
linfocitos T activados). En cuanto se da la unién, se sostiene que gp41 sufre cambios conformacionales
para facilitar la fusiéon con la membrana celular’®®, desencadenando la entrada viral, aunque se
también se ha reportado que HIV-1 podria entrar via endocitosis’®. Una vez dentro de la célula, la
particula se desencapsida, liberando el genoma viral y las proteinas, al citoplasma. La RT convierte el
ARN en ADN doble hebra, el cual luego es importado al nucleo e integrado en el genoma celular
mediante la IN, formando lo que se conoce como el provirus. Una vez integrado el ADN proviral, los
LTRs flanqueantes regulan la transcripcion y poliadenilacion de los ARN mensajeros (ARNm) virales.
El 5-LTR actia como promotor y activador de la transcripcion mediada por la ARN polimerasa 11
celular. Por su otra parte, el 3-LTR estabiliza los transcriptos mediando su poliadenilacion.
Inicialmente se da una transcripcion basal independiente del factor Tat, la cual es ineficiente,
generando ARNm virales que son cortados multiples veces mediante splicing, generando asi
transcriptos cortos. Estos transcriptos de pequefio tamafio codifican para las proteinas no
estructurales Tat, Rev y Nef que facilitan las siguientes etapas. La proteina Tat, recién sintetizada, se
une al extremo 5' de los ARNm y acta como transactivador y amplificador de la transcripcion de los
ARNmMm codificantes para las proteinas estructurales. Mientras tanto, Rev, también recién sintetizada,
se une a su sitio de reconocimiento (RRE) en los transcriptos virales enteros o cortados una vez para
facilitar su exportacion del nucleo hacia el citoplasma. Los transcriptos exportados con un corte
generan las proteinas Env, Vif, Vpr y Vpu, mientras que aquellos que no sufrieron splicing son usados
para la traduccion de gag y pol y como ARN gendémico para el ensamblado de nuevos viriones. Los
genomas virales exportados junto a las proteinas se ensamblan y brotan de la membrana celular.
Luego de liberadas las particulas, la multimerizacion de gag y gag-pol activa la PR que convierte a los

vitiones inmaduros en viriones maduros e infectivos®®.
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Figura-2. Ciclo de replicacion de HIV-1 con fusion en la membrana plasmatica. Tras la union del virion al receptor y co-
receptor, se induce la fusién y consecuente desencapsidacion (uncoating) del virion, liberando el contenido viral hacia el
citoplasma. La RT retrotranscribe (reverse transcription) el ARN viral a ADN doble hebra, formando el complejo de pre-
intregracion (PIC), el cual es luego integrado (integration) al genoma celular. Este ADN proviral es transcripto
(transcription) y exportado (RNA export) al citoplasma para ser traducido (translation), generando los componentes para
que se pueda ensamblar (assembly) un nuevo virion, que finaliza el ciclo al brotar (release) de la célula y madurar

(maturation). Adaptada de Barré-Sinoussi et al., 2013.

1.2.1. Generalidades

Los virus son pardsitos obligatorios, los cuales entregan eficientemente su material genético a la célula
huésped. Se puede tomar ventaja de esta propiedad y mediante técnicas de clonaje molecular, remover
los genes patogénicos presentes en el material genético viral y reemplazarlos con genes de interés’, de
esta manetra generando un vector que trasmite la informaciéon deseada. Se han generado vectores
génicos basados en virus derivados de varias especies virales, incluyendo adenovirus'’, virus adeno-
asociados'', baculovirus'?, herpes virus'", y retrovirus, incluyendo los lentivirus', entre otros. Sin
embargo, los vectores lentivirales, en su mayoria basados en HIV-1, son una de las herramientas
génicas mas utilizadas hoy en dia'. Esto es, en parte debido a su habilidad para entregar su material
genético tanto a células que se dividen como células que no, integrandose irreversiblemente en el
genoma celular, por su baja inmunogenicidad'’, debido a su incrementada bioseguridad'” y porque su

tropismo puede ser modificado incorporando glicoproteinas heterélogas'®.



En contraste a los vitrus de los cuales derivan, los vectores son deficientes en replicacion, debido a que
la informacién genética indispensable para el ensamblaje de nuevos viriones no estd empaquetada en
las particulas. De esta forma cada LV es capaz de transferir anicamente su informacion genética a
una sola célula blanco en un proceso llamado transduccion, que se diferencia del proceso de infeccion
. . ., 19 . < ot
causado por los virus competentes en replicacion”. La capacidad de transduccion tipicamente se
cuantifica a través del denominado “titulo” que caracteriza a una dada preparacién de LVs. Este titulo
se obtiene, generalmente, estimando el nimero de células blanco transducidas en funciéon de la
expresion del gen de interés (transgen) que porta el LV y tipicamente se expresa en unidades
transductantes por mililitto (TU/mL). Es importante notar que dependiendo de la linea celular
utilizada el titulo puede variar significativamente para una misma preparacion de LVs, o si se usan
distintas proteinas de membrana en su supetrficie. Alternativamente, es posible cuantificar el namero
de particulas virales utilizando instrumentos como el Nanosight. También se utilizan métodos de PCR
. . . . « .. » . .
cuantitativa que miden por ejemplo la “actividad” de la transcriptasa reversa, y esto se calibra contra

alguna medida directa de cantidad particulas por volumen de muestra.

1.2.2. Desarrollo de sistemas para la generacion de LVs

Generalmente, como se indica en la figura-3, la produccién de LVs conlleva una primera etapa de
transfeccion de las células productoras con diferentes plasmidos (que varian de acuerdo a la
generacion de los vectores). Posteriormente, los LVs se ensamblan y brotan de la célula productora
acumulandose en el sobrenadante celular, de donde son purificados/concentrados. Estas particulas
son capaces de transducir una célula blanco, en donde el gen codificado puede ser transcripto, y en

caso de tratarse de una proteina, traducido®.
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Figura-3. Esquema general de produccion de vectores lentivirales y transduccion de la célula blanco. Se divide en 4 etapas:
1-Transfeccion, 2-Ensamblaje, 3-Transduccion y 4-Transcripcion y sintesis. Para generar LVs, se transfectan células
productoras con los plasmidos codificantes para todos sus componentes. Las particulas se ensamblan en la célula y brotan
de la membrana celular, de donde se recuperan para transducir una célula blanco. Dentro de la célula, el material genético
del vector se integra al genoma y es transcripto y traducido (en caso de ser una proteina) para generar un producto. Adaptada

de www.mirusbio.com.

Los LVs se han ido desarrollando a lo largo del tiempo, desde los vectores de primera generaciéon a
los vectores de cuarta generacioén, clasificandose de acuerdo a su nivel de bioseguridad.
Particularmente, se ha prestado atencion a limitar la posibilidad de desarrollo de lentivirus capaces

de replicarse (RCLs) mediante el sistema de split-genome o division del genoma'’.

La primera generacion (ver figura-4) de LVs, es referida a aquellos vectores que dividieron el sistema
en tres plasmidos. La produccion de estos primeros vectores deficientes en replicacion fue lograda a
través de la transfeccion transitoria de células productoras HEK293T con: i) plasmido de
transferencia, ii) plasmido de empaquetamiento y iii) plasmido codificante de la envoltura. El primero
contiene el transgen o gen deseado, con su expresion dirigida por un promotor heterélogo interno,
ademas de elementos esenciales como los LTRs, la secuencia sefial ¥ y RRE*. El plasmido de
empaquetamiento expresa todos los genes virales de HIV-1 a excepcion de env, es decir, gag, poly las
proteinas regulatorias/accesorias desde un promotor de fuerte expresion. El tercer plasmido,
codificante de la envoltura, consiste en un promotor fuerte que dirige la expresion de la/las proteina/s

insertas en la membrana viral'.

Debido a que la envoltura de HIV-1 reconoce el CD4 humano como principal receptor, los primeros
vectores derivados de HIV-1 fueron capaces de transducir solamente células humanas que expresaran
el receptor CD4. Debido a la restriccion de transduccion con el uso de esta envoltura, se desarrolld
por primera vez en 1993, un vector retroviral derivado del virus de leucemia murina (MLV) que
acarreaba en su membrana la glicoproteina G del virus de estomatitis vesicular (VSV-G). El uso en
los vectotres virales de proteinas de membrana diferentes a la del virus original se denomina
pseudotipado, y en el ejemplo mencionado el LV equipado con VSV-G en su envoltura, fue capaz de
transducir distintos tipos celulares, y ademas en distintas especies, debido al amplio tropismo y
variedad de ligandos reconocidos por su envoltura®. De esta misma forma, posteriormente, se logrd

la produccion de vectores derivados de HIV-1 pseudotipados con VSV-G*.
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Figura-4. Esquema de vectores lentivirales de primera generacion. Consta de tres plasmidos: 1) el de empaquetamiento
(packaging plasmid) que codifica para las proteinas gag, pol, tat, rev y las accesorias, expresadas desde un promotor
heterblogo; 2) el plasmido codificante de la envoltura (envelope) con expresion dirigida desde un promotor fuerte; 3) el
plasmido de transferencia (transfer) que contiene el gen deseado con expresion desde un promotor heterélogo, ademds de
contener los LTRs, y los elementos RRE y W' . Contiene ocho de los nueve genes originales de HIV-1. Adaptado de

www.abmgood.com.

En los vectores de segunda generacion, esquematizados en la figura-5, se emplea un sistema similar
al de primera generacion. Si bien también esta basado en tres plasmidos, su bioseguridad se encuentra
aumentada, dado que todas las proteinas accesorias (vif, vpr, vpu y nef), que son importantes para la
virulencia del HIV-1 pero no para su replicacion, son eliminadas del plasmido de empaquetamiento
#23_ De esta manera, al reemplazar también la envoltura de HIV-1 por la de VSV-G, los vectores de

segunda generacion contienen solo cuatro de los nueve genes originales de HIV-1: gag, pol, tary rev.

rev
|

pol I
gag PR/RT/IN oo
packaging plasmid m MA/CA/NC/p6 ! | RRE | !
tat
envelope m/ — polyA

transfer [UE] |R US g W/RRE promoter Transgene U3 IR Us
5LTR 3'LTR

Figura-5. Esquema de vectores lentivirales de segunda generacion. Consta los mismos tres plasmidos que los de primera
generacion, a excepcion del plasmido de empaquetamiento, el cual no codifica para las proteinas accesorias. Contiene cuatro

de los nueve genes originales de HIV-1. Adaptado de www.abmgood.com.

Los vectores lentivirales convencionales integran el transgen, flanqueado por dos LTRs, en el genoma
celular. Estos LTRs transcripcionalmente activos pueden llegar a inducir recombinacién homéloga
entre el genoma del vector y el genoma wild-type (wt) de HIV-1. Esta situaciéon se puede dar
particularmente en individuos infectados con HIV*. A su vez, el virus wt puede actuar como un virus

helper y generar viriones que lleven el transgen, esparciendo la transduccion mas alla de la célula



17, Alternativamente, otro efecto indeseado es la activacion de genes celulares cercanos

blanco inicia
al sitio de integracion, ya que debido a que los LTRs poseen tanto tegiones promotoras como
activadoras, la integracién de los mismos puede activar genes celulares como proto-oncogenes™. Es
por estas razones, que los vectores SIN (por sus siglas en inglés, selfinactivating) han sido
desarrollados. El genoma de un vector estandar estd flanqueado por dos LLTRs que contienen tres
regiones: U3, R y U5 donde U3 acttia como promotor y activador. La duplicacion de los L'TRs ocurtre
durante la transcripcion reversa en las células transducidas, en donde U3 del 3'-LLTR es copiado y
transferido al 5-L'TR. De esta forma, si parte de U3 en el 3'-LLTR es eliminado, esta eliminacion se
transferird luego al 5'-LTR, resultando en la inactivacion transcripcional del LTR en el provirus. En
efecto, mediante la eliminacion de 299 pares de bases del 3-LL'TR, Yu y colaboradores, fueron capaces

de generar un vector retroviral SIN derivado de MLLV®. De la misma manera, este sistema fue aplicado

a vectores basados en HIV-1 desarrollando un vector SIN de origen lentiviral®.

Por su parte, a partir de los vectores de transferencia SIN, se desarrollaron Vs de tercera generacion
(ver figura-6). En estos, adicionalmente a la remocion de parte del U3 en el 3-LTR, la region U3 del
5'-LTR en el vector de transferencia fue reemplazada por un promotor viral fuerte como el promotor
de Citomegalovirus (CMV). Consecuentemente, la transcripcion del genoma lentiviral se vuelve Tat-
independiente, y este gen pudo también se removido. Sumado a esto, el elemento Rev es proporcionado
en un plasmido separado, ademas de gagy pol*'. Por ende, los LVs de tercera generacién poseen
solamente tres de los nueve genes originales de HIV-1 y son generados a partir de cuatro plasmidos

distintos.

Si bien los vectores SIN fueron desarrollados posteriormente a los LVs de segunda generacion, estos

se pueden usar con este sistema.

gag PR/RT/IN

W polyA
packaging plasmid BEGIREEE MA/CA/NC/p6
envelope — polyA

regulatory GGG rev —polyA
Yl romoter SRR U5 (/RRE | promoter m, |
5'LTR with no U3 AU3 3'LTR

Figura-6. Esquema de vectores lentivirales de tercera generacion. Tat es eliminada del sistema y se agrega un plasmido
separado codificante de rev. A su vez, el vector de transferencia se transforma para ser se/f~inactivating o SIN. Contiene tres

de los nueve genes originales de HIV-1. Adaptado de www.abmgood.com.



Mas recientemente, en 2017, se desarroll6 lo que podria ser llamado un sistema de cuarta generacion.
Brevemente, estos LVs destacan debido a que varias sefiales esenciales como lo son ¥ y RRE se
encuentran fuera del backboneviral, downstream del 3'-1.TR. Estas sefiales, si bien estan presentes en
el ARN viral, son perdidas al ser retrotranscripto y por ende no son copiadas al provirus, aumentando
atn mas el nivel de bioseguridad. A su vez se demostr6é que este vector, llamado L'TR1, es capaz de
expresar el transgen significativamente mds temprano en el tiempo que los vectores convencionales,

ademas de sostener una expresion mas prolongada™.

Los vectores lentivirales son capaces de transmitit la informacion desde su genoma hacia una célula
blanco, en lo que podemos llamar delivery de genes. Dentro de lo que son sus aplicaciones en

investigacion, estos vectores han sido ampliamente usados para generar lineas celulares que expresen

33,34

un transgen determinado de forma estable™, o contrario a esto, para realizar silenciamiento de

35,36

genes™. Los LVs son capaces de transducir células presentes en distintos 6rganos y tejidos por lo que

han sido vastamente utilizados en terapia génica. Entre estos se encuentran reportes de su uso en el

39 - 41 42,43 4445

sistema nervioso central (SNC)*"** higado™ *, musculo**, células epiteliales**, células del sistema

46,47

inmune** y médula 6sea™ "™, entre otras.

A continuacion, se describird brevemente sus aplicaciones y avances en la clinica.

1.3.1. Aplicaciones clinicas de los LVs

Ademas de su uso diario en el laboratorio, los Vs han sido ampliamente utilizados y aprobados
tanto para enfermedades genéticas, como infecciosas, habiendo actualmente varios ensayos clinicos

en desarrollo’.

En el afio 2003, se empezo6 el primer ensayo clinico en humanos usando un LV codificante para un
ARN anti-sentido contra el gen env de HIV-1. El estudio consistié de cinco pacientes catalogados
como resistentes a la terapia anti-HIV. El vector fue utilizado para transducir células T-CD4" ex-vivo,
tras lo cual fueron re-infundidas en los pacientes®. Tras los buenos resultados de este estudio, otros

dos ensayos clinicos se realizaron alcanzando un total de 65 pacientes en terapia. Cabe destacar que



no se detectaron efectos advetrsos en ninguno de estos pacientes, siendo algunos monitoreados hasta

8 afios luego de la infusion de las células transducidas™.

Recientemente, ha habido avances muy importantes en el campo de la inmunoterapia aplicada al
cancer. En especial, con el uso de células T modificadas genéticamente. Hay varios ensayos clinicos
en progreso o recientemente finalizados utilizando células T autdlogas transducidas con LVs para
expresar un TCR especifico de un antigeno tumoral. Pot ejemplo, en noviembre de 2017, finalizé un
estudio de fase II en dos pacientes con cancer de eso6fago, los cuales fueron tratados con células T
expresando un TCR especifico contra el antigeno tumoral NY-ESO-1>*. De mayor interés para esta
tesis, en la seccion 2.3. se describird el uso de un LV codificante para NY-ESO-1 para el tratamiento

de sarcoma sinovial recurrente.

Otro estudio de fase I/II fue conducido con células T expresando un TCR anti-péptido derivado de
los antigenos NY-ESO-1 y LAGE-1, en donde se observaron mejoras en algunos de los pacientes con
mieloma multiple. Ademads, se encuentra en progreso, un estudio con 22 pacientes con melanoma
metastatico los cuales son tratados con células T modificadas para expresar un TCR anti-MART-17%""
Utilizando un método similar al reprogramado de TCRs en células T, altimamente se ha prestado
atencion al desarrollo de células CAR-T (del inglés: chimeric antigen receptor T cells). Estas células
son modificadas genéticamente ex-vivo con un LV que codifica para un receptor quimérico CAR, que
redirige a las mismas contra un cierto antigeno tumoral, al cual reconocen de manera TCR-
independiente, y permite la activacion de los mismos, aumentando su funcionalidad®. El primer éxito
en este campo fue cuando en 1989 se disefi6 un receptor quimérico anti-2,4,6-trinitrofenil (TNP) que
efectivamente dot6 a las células T con una especificidad determinada, siendo a su vez, capaz de
transmitir las sefiales de activacion y mantener sus funciones efectoras™. Desde la década de los 90
hasta hoy en dia, este campo de investigacion ha tenido un gran desarrollo, habiendo actualmente

varios estudios clinicos en progreso™.

Dentro de los estudios involucrando transducciones ex-vivo, se ha investigado el uso de células CAR-
T contra el marcador CD20 en pacientes con tumores malignos en células B. Los ensayos clinicos
utilizando estas células han demostrado tener una gran eficacia, con remisiones duraderas en un alto
porcentaje de pacientes con leucemia linfoide aguda (ALL)®". En otro estudio, 90% de los pacientes
con el mismo tipo de cancer lograron remision tras la administracion de células CAR-T derivadas de

células T-CD4 y células T-CD8%. Por otro lado, se han desarrollado estudios en pacientes con linfoma



no-Hodgkin usando células CD19-CAR-T rindiendo resultados promisorios®”. A su vez, intrinseco a la
terapia anti-células-CD19*, se estudi6 el efecto de este tratamiento sobre el sistema inmune humoral
de los pacientes. Se encontré que estos CAR-T pueden inducir remisiones completas, sostenidas en el
tiempo durante el cual los niveles de inmunoglobulinas (Igs) aumentan y que la mayotia de los
pacientes no necesité reemplazo de Igs**. Estos son solo algunos de los muchos ensayos clinicos que se
estan o fueron llevados a cabo, y que condujeron a la aprobaciéon por la FDA de las terapias

Kymriah™ and Yescarta™ basadas en células CAR-T contra el receptor CD19%.

Sumando a sus aplicaciones en células T, varios LVs han sido aplicados para el tratamiento de
enfermedades genéticas, particularmente en células CD34". Por ejemplo, se han aplicado para la
correccion de la deficiencia de la proteina ALD, causada por una enfermedad llamada
adrenoleucodistrofia ligada al cromosoma X (ALD-X). Para esto, células CD34" autélogas fueron

5. Otro estudio,

transducidas ex-vivoy re-inyectadas en los pacientes, resultando en mejoras notables
mostré que un paciente con B-talasemia, el cual era dependiente de transfusiones mensuales desde su
nifiez, logr6 la independencia de las mismas luego del tratamiento con un vector lentiviral codificante

para la B-globina®’.

Por otra parte, otro exitoso ensayo clinico fue realizado en 3 pacientes con sindrome de Wiskott-
Aldrich (WAS) caracterizado por mutaciones en el gen codificante de la proteina WASP que regula el
citoesqueleto. En este estudio, se transdujeron células madre hematopoyéticas (HSCs) de forma ex-
vivo con un vector codificante para WASP funcional antes de ser re-infundidas en los pacientes®.
Estos, tuvieron mejoras en el desempefio de sus funciones inmunes, aumento en el recuento de
plaquetas y un mejor desempefio clinico. Ademds, no se observé integracion del vector cerca de

oncogenes ni expansion clonal aberrante®.

A su vez, en 2010, nueve pacientes con leucodistrofia metacromatica o MLLD fueron tratados con un
LVs codificante para la proteina arilsulfatasa A (ARSA), que logré la expresion estable de dicha
proteina en HSCs, y en los primeros tres pacientes estudiados, impidi6 la manifestacion o el progreso
de la enfermedad entre los 7 y 21 meses de la prediccion del inicio de los sintomas”. Un estudio
posterior, tevel6 que todos los pacientes mostraban una progresiva reconstitucion de la actividad de
ARSA en células hematopoyéticas circulantes y en el fluido cerebroespinal. A su vez, se constatd una
prevencion de los sintomas o reduccion en la progresion de la enfermedad en 8 de los 9 pacientes

tratados’.
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Ademas de las modificaciones ex-vivo, los LVs también estan siendo aplicados in-vivo para fines
terapéuticos. Pacientes con degeneracion macular fueron tratados con una inyeccion subretinal de
LVs codificante para endostatina y angiostatina y aunque no se observaron cambios significativos en

las lesiones oculares, se comprobé una expresion robusta y sostenida del transgen”'.

La mayoria de las aplicaciones mencionadas anteriormente, tanto para la investigaciéon como para
ensayos clinicos ha usado LVs pseudotipados con VSV-G, punto que se discutird en la siguiente

seccion.

El tropismo de los virus envueltos esta dictado por las glicoproteinas (GPs) presentes en su membrana.
Basandose en esto, el blanco de los vectores retrovirales, incluyendo a los LVs, puede ser modificado
o alterado mediante un proceso conocido como pseudotipado. Como se obsetva en la figura-7, los Vs
pseudotipados consisten en particulas que llevan GPs foraneas insertas en su membrana, es decir, la
envoltura de estos vectores proviene de otro virus envuelto. Consecuentemente, estos vectores poseen
una nueva especificidad dada por las GPs heterdlogas. Actualmente, hay treportes de LVs

pseudotipados con envolturas de virus pertenecientes a diversas familias'®.

Pseudotipado

Transduccion

Célula blanco

Figura-7. Vectores lentivirales pseudotipados. Los L.Vs se puede pseudotipar con envolturas de virus foraneos, es decir, el
core lentiviral se rodea de envoltura de otro virus, formando una particula recombinante. Como consecuencia, estos Vs
pseudotipados son capaces de transducit células que expresen el receptor para el cual la nueva glicoproteina actia como

ligando.
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El primer paso en la transferencia génica mediada por LVs es la entrada a la célula blanco. Las
envolturas virales de los lentivirus contienen GPs, por ejemplo, la gp120/gp41 de HIV-1, que media
la fusion entre la membrana viral y la membrana celular directamente en la supetficie celular”. El
proceso de fusion es desencadenado inicialmente por el contacto entre gp120 y su receptor/co-receptor
celular, lo que induce cambios conformacionales en esta proteina y, subsecuentemente, en gp41. Los
cambios en gp41 exponen péptidos hidrofébicos fusogénicos que se insertan en la membrana de la
célula blanco y forma el poro de fusion al acercar las dos membranas”. Los lentivectores generados
con proteinas de la envoltura de otros lentivirus, entre ellas, gp160 (gp120/gp41), suelen rendir titulos
bajos. Es por esta razon, que se comenzaron a utilizar GPs derivadas de otros virus, incluidos los
retrovirus, para la generaciéon de nuevos vectores pseudotipados®*. Especificamente, este proceso es
posible, ya que la formacion de la capside lentiviral es independiente de la presencia de proteinas de
la envoltura, de hecho, las capsides ensambladas pueden formarse y brotar de la célula como capsides
“desnudas” (rodeadas de membrana celular pero sin proteinas virales insertas)’*. Por otro lado, el
proceso permite, que cualquier proteina transmembrana que se encuentre presente en el sitio de
brotamiento pueda ser incorporada en la particula y desplegada en su superficie. Usualmente, para
obtener vectores pseudotipados con alta capacidad de transducciéon (alto titulo), es de suma

importancia que la o las proteina/s de la envoltura estén expresadas en altos niveles’™.

1.4.1. Pseudotipado de Vs con VSV-G

Como se mencioné anteriormente, en 1993, debido al requerimiento para transducit nuevos tipos
celulares, se logré pseudotipar un vector retroviral con la proteina G del virus de estomatitis
vesicular®. Desde ese momento hasta la actualidad, el pseudotipado de LVs con VSV-G ha sido
ampliamente explotado para diversas aplicaciones tanto en investigacion como en clinica, como se
discuti6 anteriormente. El uso tan amplio del VSV-G para pseudotipar LVs y la alta tasa de
transduccion que permite, ha hecho a esta GP el estandar con el cual otras GPs usadas patra

pseudotipar son comparadas’.

El virus de estomatitis vesicular (VSV) es un miembro de la familia Rhabdoviridae, que se constituye
de virus envueltos, con ARN simple cadena de sentido negativo”. La proteina VSV-G presente en la
membrana viral consiste en un trimero, que al unirse a su ligando desencadena un proceso de
endocitosis mediada por receptor. De esta manera, la particula viral es internalizada y transportada

hacia compartimientos endosomales en donde se fusiona con la membrana endosomal y libera su
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7, Bsto ocurre ya que la acidificacién del endosoma produce

contenido hacia el citoplasma celular
cambios conformacionales (divididos en varias etapas) en la proteina de membrana, que finalmente
permiten el despliegue de un dominio hidrofébico que actia como péptido fusogénico, encargandose
de fusionar la membrana viral con la endosomal” ~”. Si bien todavia no se conoce del todo los
receptores reconocidos potr la glicoproteina G, el receptor de LDL y otros miembros de la misma

8081 explicando en parte, el tropismo que tiene esta proteina

familia parecen ser los blancos principales
por varios tipos celulares. Por otra parte, se ha propuesto a la fosfatidilserina (PS) como posible sitio
de unién para VSV debido a que la presencia de la misma inhibié la unién e infectividad del virus™.

Aunque esto fue cuestionado posteriormente®, la interaccion entre el VSVy la PS fue efectivamente

comprobada™.

Los LVs pseudotipados con VSV-G (VSV-G-LVs) son sumamente estables y permiten ser concentrados
por ultracentrifugacion rindiendo preparaciones de alto titulo®*®. Estas propiedades, tanto su amplio
tropismo como su alto titulo fueron explotados para lograr, entre otras cosas, la transduccion de
células muy resistentes a este proceso, como por ejemplo, las células neuronales®, o células primarias
del sistema nervioso central®®. A su vez, estos vectores se han utilizado para la transduccion de

células madres hematopoyéticas CD34" tanto de origen murino como humano®* !,

Sin embargo, el pseudotipado con VSV-G también posee varias desventajas. Por ejemplo, se ha
demostrado que los VSV-G-LVs derivados tanto de HIV-1 como del virus de inmunodeficiencia felina
(FIV) son inactivados por componentes del complemento presentes en el suero humano”. Ademas, la
expresion estable de la proteina VSV-G es contraproducente para la célula productora debido a la
alta citotoxicidad de la misma®. Por otra parte, si bien el amplio tropismo de estos vectores puede ser
considerado una ventaja, también puede ser contraproducente, pot ejemplo, cuando se busca dirigir
un vector hacia un determinado tipo celular. Efectivamente, cuando este fue administrado in-vivo por
via intravenosa (i.v.) en ratones BALB/c, se obsetvd expresion del transgen en varios 6rganos,
confirmando su amplia biodistribucién™. Estas desventajas han llevado a la exploracién de
alternativas como estrategia para supetrar las limitaciones del pseudotipado con VSV-G. Por ejemplo,
en un estudio, se logré peguilar (agregado de polietilenglicol) a la proteina G logrando reducir la
inactivacién por suero en un factor de 1000 veces”. Posteriormente, se logré generar mutantes de VSV-
G mediante una biblioteca de mutagénesis que fueron resistentes a la inactivacion por un panel de

suero humano y animal®™.
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Como otras alternativas, virus de distintas familias fueron utilizados para pseudotipar LVs, como por

ejemplo los paramixovirus, de importancia en esta tesis.

1.4.2. Pseudotipado con paramixovirus

La familia Paramyxoviridae se compone de virus envueltos que portan un genoma de ARN simple
cadena y sentido negativo. Todos los miembros de esta familia poseen dos proteinas de membrana: la
glicoproteina de union (hemaglutinina H, hemaglutinina-neuraminidasa HN, o glicoproteina G) y la
glicoproteina de fusion (F), encargada de la fusién de las membranas viral y celular’. Algunos
miembros de esta familia poseen una proteina transmembrana pequena (SH) adicional, y solo los
paramixovirus J codifican para una cuarta proteina de membrana (TM)” (ver figura-8). En los
paramixovirus, la interaccion entre la glicoproteina de unién y su ligando celular es suficiente para
desencadenar la fusion mediada a través de la proteina F, de esta manera permitiendo la entrada del
virus a la célula. Se considera que los virus de esta familia fusionan su membrana directamente con
la membrana celular a pH neutro, sin el requerimiento de endocitosis’®. Numerosos trabajos dedicados
a dilucidar el mecanismo de entrada de estos virus apoyan la teotia de que luego de la union del virus
a su ligando celular, la glicoproteina de unién sufre cambios conformacionales que desencadenan
cambios conformacionales en la proteina F, los cuales permiten el despliegue de un péptido de fusion

hacia la membrana celular®!'%.

Attachment protein
(HN, H, or G)
Matrix protein Lipid Bilayer
Fusion (F) protein
RNA + replication

SH protein
machinery

Figura-8. Estructura general de los paramixovirus. Estos son virus de ARN envueltos, que llevan insertos la proteina de
uniéon (H, HN o G), la proteina de fusion F, y algunos miembros poseen otra pequefia proteina transmembrana SH. Adaptada

de Chang et al., 2012).
Hay numerosos reportes de LVs pseudotipados con las GPs de paramixovirus. No obstante, a los

efectos de esta tesis, nos vamos a centrar en el pseudotipado de lentivirus por dos paramixovirus muy

conocidos: el virus del Sarampion (MV) y el virus del Nipah (NiV).
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1.4.2.1. Pseudotipado con MV

El virus del sarampién es un virus altamente patogénico que pertenece al género Morbillivirus, de la
familia Paramyxoviridae. En su membrana se encuentran insertas las proteinas de union H
(transmembrana tipo II) y la de fusion F (transmembrana tipo I), capaz de mediar fusiéon directamente
con la membrana plasmatica. De acuerdo al receptor de entrada a la célula, el MV puede ser dividido
en las cepas wild-type (MV,,) vy las cepas de vacunacién y manejadas en el laboratorio (MV,)"".
Ambas cepas comparten como ligandos celulares al receptor inmune SLAM, también llamado
CD150', y al receptor epitelial nectina-4'"*'*. Adicionalmente, la MV, reconoce a la proteina

105

reguladora de complemento CD46 como ligando ™, encontrada en todas las células nucleadas. Esto

es debido a que el virus fue adaptado al crecimiento el lineas celulares para su uso en el laboratotio,
lo que resulté en un proceso de adaptacion, que permitié el uso de CD46 como receptor de entrada'.
En los humanos, SLAM esta expresado en linfocitos B y T activados, timocitos, células dendriticas
maduras, monocitos y macréfagos, lo que explica el tropismo de este virus por células del sistema

106

inmune y la inmunosupresion causada tras la infeccion ™. Por otra parte, la nectina-4 es un receptor

de adhesion perteneciente a la superfamilia de las inmunoglobulinas. Este se puede encontrar, entre
103,104

otros, en células epiteliales del sistema respiratorio, las cuales el virus utiliza para diseminarse

El uso de Vs pseudotipados con MV se discutird mas adelante en la seccion 2.1.1.

1.4.2.2. Pseudotipado con NiV

El virus del Nipah constituye un virus zoonético perteneciente al genéro Henipavirus de la familia
Paramyxoviridae. Este posee un tropismo extremadamente amplio siendo capaz de infectar
murciélagos, caballos, cerdos, hamsters, perros y gatos ademads de humanos'”’. Como en otros
miembros de esta familia, la envoltura del NiV se caracteriza por poseer dos glicoproteinas, la de
union G (transmembrana tipo II) y la fusiéon F (transmembrana tipo I). La proteina G cumple la
funcion principal de interaccionar con los ligandos celulares, pero ademas de esto, es requerida para
inducir la fusion de las membranas mediada por F directamente sobra la membrana plasmatica'”.
Actualmente se conocen dos receptores celulares que interaccionan con la glicoproteina G, efrina-
2110 " expresado ampliamente en varios tejidos, y efrina-3"", expresado preferencialmente en

determinadas regiones del CNS. El uso de Vs pseudotipados con NiV se discutird mas adelante en

la seccion 2.1.2.
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1.5.1. Targeting de LVs

Numerosas envolturas virales pueden y han sido usadas para pseudotipar LVs y mediar la
transferencia génica preferencialmente hacia ciertos tipos celulares. Sin embargo, esta estrategia no
permite elegir libremente el receptor de entrada del LV a la célula, y es por ello, que se han explorado
estrategias para modificarlo. Mientras que estas envolturas confieren diversos tropismos, su
especificidad depende del reconocimiento de ligandos dictado por la proteina de union, que ha ido
evolucionando y siendo seleccionada para infectar determinados tipos celulares, logrando diseminarse

18,112

y propagarse entre poblaciones™ “. Tomando las propiedades ofrecidas por la posibilidad de
pseudotipado, durante los Gltimos afios, varios grupos han desarrollado métodos para dirigir o re-
dirigir LVs a células determinadas mediante la ingenietia de las proteinas de la envoltura,

modificando fisicamente las mismas para cambiar su receptor de entrada, proceso conocido como

targeting .

Dentro de las estrategias utilizadas, se incluye el pseudotipado de vectores con proteinas de envolturas
modificadas, o la utilizaciéon de dominios de unién, esto es proteinas heterdlogas que se unen
especificamente a un ligando en la célula de interés, y que muchas veces corresponden a fragmentos

de anticuerpos'’

. Como se muestra en la figura-9, la logica detras de este enfoque es simple; primero,
el reconocimiento de receptores nativos por parte de la proteina de union es destruido mediante
mutaciones en los residuos de contacto, y segundo, se agrega un dominio de uniéon con capacidad de

"2 En la literatura, varios

unirse con alta afinidad a la porcion extracelular del receptor blanco
dominios de union han sido explorados, desde anticuerpos anclados a la membrana a scFvs, DARPins

y de especial interés para esta tesis, nanobodies.
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Figura-9. Estrategia de re-direccionamiento de vectores lentivirales. Primero se muestra el pseudotipado de LVs con una
proteina de unién, en donde su cola citoplasmatica (circulo verde pequefio) ha sido truncada. El reconocimiento de la
proteina de unién por su ligando natural (motivo azul) es eliminado mediante una mutacién puntual, resultando en un
“«. » . . - . . . > . .
receptor “ciego”, o sin capacidad de reconocimiento. Posteriormente, se adiciona un dominio de unién (triangulo gris) que

confiere una nueva especificidad de uniéon. Adaptada de Buchholz et al., (2009).

Los primeros intentos fueron realizados sobre vectores retrovirales. Efectivamente, mediante el
agregado de scFvs al N-terminal de proteinas de envoltura retrovirales, fue posible alcanzar la union
especifica del vector a su receptor blanco y por lo tanto su re-direccionamiento. Sin embargo, estos

vectores fallaron en la capacidad de promover la fusiéon con la célula'*

. En los retrovirus, la proteina
de la envoltura es responsable tanto de mediar la unién como de mediar la fusion y la manipulacion
de la misma para modificar su tropismo muchas veces afecta la funcionalidad del dominio de fusion
y por tanto la capacidad de transduccion. Ademas, el dominio de union y el de fusion participan en la
trimerizacion de la GP, lo cual agrega complejidad adicional'”. Un claro ejemplo de fracaso fue la
generacion de un vector lentiviral que desplegara en su membrana la proteina G del VSV mutada y
fusionada a un scFv. Si bien se observo la incorporacion de la proteina G quimérica en LVs, los titulos
del vector fueron considerablemente menotes a aquellos pseudotipados con VSV-G, probablemente

por una actividad fusogénica disminuida''®.

Basados en esta experiencia, vatrios estudios lograron el eficiente re-direccionamiento de LVs en

sistemas en donde la actividad fusogénica y la uniéon con el receptor celular se encuentran separadas,

lo que se describira mas adelante en la seccion 2.2.
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1.5.2. Vias de entrada a la célula

Intrinseco a las GPs de la envoltura, los Vs podran entrar a la célula por distintas vias, que dependen
del mecanismo que desencadena la fusion. Generalmente, se distinguen dos vias principales: la via
endocitica mediante fusion con membranas endosomales y la via no endocitica mediante fusion con

la superficie celular.

Brevemente, como se muestra en la figura-10, una de las vias de entrada de los virus es mediante
fusion directa con la membrana plasmatica a pH neutro (B). Ejemplos de estos virus son los retrovirus
o paramixovirus. En ambos casos, la fusion es mediada por el reconocimiento del receptor, es decir,
cuando se da la interaccion con el receptor celular, se producen cambios conformacionales que son
transmitidos a los dominios o proteinas de fusion, que finalmente desencadenan los mecanismos de
fusion (especificos de cada tipo de proteina) con la membrana plasmatica. En cambio, otros vitus,
como los vesiculovirus, necesitan ser endocitados para mediar la fusiéon (A). Este proceso puede ser
dependiente o independiente de la unién a un receptor celular y ocurre al pH de un compartimiento
endosomal dado. Se ha visto que existen numerosas vias de entrada (y mecanismos de fusion) dentro
de la via endocitica, por ejemplo, mediante la fusién con membranas de endosomas tempranos o

tardios, que puede ser, por ejemplo, dependiente del pH o de enzimas lisosomales' """,

Viral entry pathways
A Receptor mediated B
endocytosis Receptor
ol mediated .
@E\ signaling 5 O
L me
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Figura-10. Diagrama esquematico de las vias de entrada de los virus a una célula tras la union a su receptor. En el panel A,
se describe la via endocitica. En este caso, tras el contacto del vitus con su receptor celular, se desencadena un proceso de
endocitosis mediada por receptor que provoca la internalizacion de la particula viral. Algunos virus se fusionan con

endosomas tempranos (virus azul con capside rosa) o tardios (virus anaranjado con capside gris). En el panel B se muestra
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un virus que al reconocer su receptor, sufre cambios conformacionales que desencadenan la fusion directamente con la

membrana plasmdtica, liberando su contenido al citoplasma celular. Adaptada de Grove et al., (2011).

Las vias de entrada de los distintos virus, y su necesidad de ser endocitados o no, es de particular
interés a la hora de elegir el pseudotipado para el re-direccionamiento de LVs utilizando dominios de
union. Esto es porque la eleccion del receptor rarget, que dirige la via de entrada a la célula (endocitica
o0 no), dictara que pseudotipado mejor se adapta. Es decir, si dicho receptor es endocitico, se necesitara
pseudotipar los LVs con las GPs de un virus que medie la fusion mediante la via endocitica, en cambio,
si el receptor no es endocitico, se deberd pseudotipar con una envoltura viral que medie la fusion en

la membrana plasmatica'"”’.

Ademas de los anticuerpos convencionales, los camélidos y algunas especies de peces cartilaginosos

120, Como se

presentan anticuerpos mono-dominio, caracterizados por la ausencia de la cadena liviana
observa en la figura-11, el sitio de unién al antigeno estd formado tnicamente por el dominio variable
de la cadena pesada, llamado VHH (o nanobody en su forma recombinante) en los camélidos. No

obstante, la afinidad de union a los antigenos, se mantiene similar a la de los anticuerpos

WY

Conventional IgG Heavy chain-only VHH/Nanobody
antibody (15 kDa)

convencionales'!,

Figura-11. Diagrama esquematico de las estructuras de un anticuerpo convencional comparado con un anticuerpo de cadena
pesada de llama. El anticuerpo convencional estd formado por dos cadenas pesadas (azul oscuro) y dos cadenas livianas
(azul claro), y el sitio de unién estd formado por los dominios VH y VL. En cambio, los anticuerpos de cadena pesada de
llama estdn compuestos solamente por dos cadenas pesadas (azul oscuro), las cuales poseen un dominio variable (VHH),

encargado del reconocimiento del antigeno. Adaptada de cores.ukb.uni-bonn.de.

Una ventaja esencial desde el punto de vista de su obtencion, es que la preparacion de bibliotecas de
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expresion en fagos (phage display) de nanobodies se realiza con gran eficiencia'®. En el caso de los

anticuerpos convencionales, el apareamiento original de la cadena pesada y la liviana se pierde
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facilmente en las etapas de amplificacion y clonado por lo que la probabilidad de encontrar el mismo
apareamiento es muy baja, perdiendo asi la especificidad original de los anticuerpos. En cambio, para
los nanobodies, debido a su naturaleza de cadena simple, la especificidad del anticuerpo mono-
dominio original se mantiene, por ende, se facilita su seleccion. Es por esta razoén que la biblioteca
de nanobodies puede ser varios 6érdenes menor a la de anticuerpos convencionales e igual mantener

1'%, Por otro lado, el dominio VHH tiene alta similitud

la representacion del repertorio inmune origina
con el dominio variable de la familia VH3 de la cadena pesada de anticuerpos humanos, por lo que
su inmunogenicidad seria muy baja. Sumado a esto, se han desarrollado estrategias para humanizar
12 de los 14 aminodcidos que difieren entre los VHHs de llama y el VH humano'*'**, Adicionalmente,
otra propiedad interesante de los nanobodies es la existencia de un CDR3 largo y altamente flexible,
lo que facilita la interaccion con epitopes concavos como los que se encuentran generalmente en

' Finalmente, las caracteristicas de plegamiento independiente de los nanobodies

receptores celulares
hacen que puedan ser fusionados a otras proteinas sin alterar su funcionalidad'**'*. Otra posibilidad
de los VHHs es la sencilla generacion de construcciones biespecificas o bivalentes en la que se fusionan

dos VHHs con igual o distinta especificidad, siendo estos totalmente funcionales'’.

Debido a estas razones, los nanobodies son una interesante alternativa para ser utilizados como
dominio de unién a células en sistemas de re-direccionamiento de LVs. Por ejemplo, estos fueron

% punto que se discutird en la seccién 2.3. Otra demostracion del

usados para el rargeting de APCs
empleo de nanobodies en el re-direccionamiento de lentivectores lo constituye el uso de un VHH anti-
VEGFR2 en un SINDV-LV'?. Particularmente, en este estudio, se insert6 el nanobody en el sitio de

union de la proteina E2 del SINDV. Este vector fue capaz de transducir preferencialmente células

HEK293T/KDR (VEGFR2") con un porcentaje off-targetde 1-2%"'>.

1.7.1. Vacunas y células dendriticas

La vacunacion es el método mas efectivo de prevenir infecciones. En las vacunas convencionales, la
formulacion del antigeno se administra en el sitio de inoculacién donde promueve la activacion de las
células de la inmunidad para dar inicio a la respuesta protectora. En esta situacion, el antigeno debe
ser captado por las DCs lo cual ocurre mediante procesos como la pinocitosis, o la fagocitosis mediada
por receptores de reconocimiento de patrones asociados a patéogenos (PRRs) o de fragmentos del

complemento. En gran medida, la eficacia de la vacunacion dependera de coémo ocurre esta captacion
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y la activacion de las DCs. Los LVs con tropismo por estas células han sido postulados como formas
alternativas y potencialmente mas directas de “cargar" antigenos y activar las DCs, y ha sido uno de

los temas de estudio de esta tesis.

Las vacunas se pueden clasificar en dos tipos principales, preventivas o terapéuticas; mientras que las
primeras son disefiadas para bloquear la infeccion, las segundas estan desarrolladas para erradicar la

causa de infeccion'®

. De la misma manera, la respuesta del sistema inmune puede ser clasificada en
dos grandes tipos, la inmunidad innata y la adaptativa, y a su vez, dentro de la altima se pueden
encontrar la inmunidad humoral y la celular’'. La inmunidad humoral, se refiere a la proteccion
mediada por anticuerpos, mientras que la celular se centra principalmente en la accién de los
linfocitos T. La inmunidad generada por una vacuna eficiente, probablemente seria una combinacion
de una fuerte respuesta de anticuerpos con una fuette respuesta celular. A lo largo de la histotia, han
habido numerosos éxitos en el campo de la vacunologia, como contra la vituela, hepatitis B, tétanos
y sarampioén, entre otros'*>'>, Sin embargo, muchos otros intentos han fracasado, como el caso de HIV
y cancer, aunque numerosos ensayos clinicos y desarrollos novedosos estan siendo llevados a cabo'**'%°,
En algunos casos, estos fallos podrian estar asociados a que la mayoria de las vacunas suelen
promover la generacion de anticuerpos protectores y células B de memoria, pero fallan en la

136

generacion de una respuesta celular T-CD8" robusta', y justamente el tipo de respuesta T-CD8" es

especialmente requerida en infecciones por patégenos intracelulares (por ejemplo, HIV) o en cancer'”".

En la generaciéon de una respuesta inmune adaptativa eficiente las células dendriticas tienen un rol
esencial, debido a que son las encargadas de activar a los linfocitos T virgenes. L.as DCs inician y
dirigen la respuesta del sistema inmune, siendo capaces de integrar las sefiales provenientes del

138

sistema inmune innato y transmitirlas a las células del sistema inmune adaptativo *°. El proceso de
tomar un antigeno, degradarlo y cargarlo en moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) se conoce como presentacion de antigenos, y su tol es critico para la generacion de una
respuesta inmune protectora, tanto humoral como celular. Mediante este proceso, las DCs inducen y

regulan la inmunidad contra patdégenos y promueven la tolerancia a antigenos propios y

microorganismos comensales'” (ver figura-12).
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Figura-12. Induccién de respuestas T. En ausencia de infeccion (panel de la izquierda), las DCs participan en la tolerancia
de células T mediante presentacion de antigenos propios, sin co-estimulacion (carencia del ligando B7), a células T, lo que
induce muerte, anergia o funciones regulatorias de los mismos. En cambio, durante una infeccién (panel de la derecha), los
estimulos inflamatorios inducen la expresion de las moléculas de co-estimulacion B7(1 y 2) que activan a la DC a través de
CD28, promoviendo la expresion de receptores para quimioquinas que provocan la migracion de las DCs maduras a los

6rganos linfoides donde interaccionan con los células T, activandolos. Adaptada de Summers deLuca et al., (2012).

Brevemente, ante la presencia de un estimulo inflamatotrio, por ejemplo, derivado de un patdégeno, las
DCs sufren un proceso conocido como maduracion, el cual estd asociado con grandes cambios
morfolégicos y funcionales que inducen la capacidad de estas células de activar células T'*. Los
estimulos inflamatorios son detectados por las DCs a través de PRRs, entre los que se encuentran los
receptores transmembrana tipo-Toll (TLRs) y tipo lectina-C (CLRs), ademas de complejos
citoplasmaticos como los receptores tipo RIG-1 (RLRs) y los receptores tipo NOD (NLRs)'"'. En
cuanto se da el reconocimiento de un estimulo inflamatorio por parte de los PRRs, se activan cascadas
de vias de sefializacion intracelulares que tienen como consecuencia la regulacién de la transcripcion
de genes asociados a la inflamaciéon, como las citoquinas pleiotropicas interloquina (IT)-1, IL-6 y el

)'*'. Estas DCs activadas y maduras se caracterizan por la alta

factor de necrosis tumoral alfa (TNF-q
expresion de las moléculas MHCI y MHCII en su membrana, ademas de moléculas accesorias y co-
estimulatorias, como CD80 (B7,), CD86 (B7,), CD40, ICAM-1, ICOS-L ,4-1BB-L y OX40-L que son
necesarias para la interacciéon con linfocitos T (ver figura-13). A su vez, se caracterizan por un
incremento en la presentacién de antigenos y secrecion de citoquinas y quimioquinas especificas'”'*.
Estas DCs maduras, migran a los 6rganos linfoides donde presentan péptidos derivados de antigenos

a linfocitos T para iniciar una respuesta inmune. Mas en detalle, existen dos vias principales por las
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cuales las DCs pueden presentar antigenos peptidicos a células T-CD8" a través del MHCI o T-CD4*
a través del MHCII. La carga de antigenos en el MHCI es generalmente de péptidos endogenos, es
decir, presentes en el citosol de las DC. No obstante, estos péptidos pueden tanto provenir de proteinas
propias degradadas o de proteinas de patdgenos intracelulares como los virus y algunas bacterias. Por
otra parte, los péptidos cargados en el complejo de MHCII son generalmente exégenos, derivados de
antigenos presentes en las vias endociticas'**'*. Sin embargo, mediante un proceso conocido como
presentacion cruzada, es posible que se carguen antigenos exdgenos, internalizados por distintas vias,

en moléculas de MHCI.

Ox40L OX40

CD80 N cD28

L 4
CD4 or 8

DC MHC | or H‘ T

A

\
Peptide \CD3 N

y 1 —Y \

CD86 CD28

N

4-1BBL  4-1BB

Figura-13. Esquema resumido de co-estimulacion de células T. Ademas de la interaccion entre MHCI/MHCII en la DC con
TCR-CD8/CD4 en los linfocitos T, para la cotrecta activacion de los linfocitos, se tiene que dar lo que se conoce como co-
estimulacion. Esta se da por interaccion entre moléculas co-estimulatorias en DCs (por ejemplo: OX40-L, CD80, CD86 y 4-
1BBL) y receptores co-estimulatorios en linfocitos T (por ejemplo: OX40, CD28 y 4-1BB, respectivamente). Adaptada de

www.immunology.org.

1.7.2. Vias de activaciéon de NF-xB

La compleja via de sefializacion que acompafia la activacion de las DCs ha sido foco de atencion
debido a la posibilidad de intervenir en la misma utilizando vectores que pudieran modular su
activacion ejerciendo una funcién como adyuvante, definidos como componentes que ayudan a la

activacion del sistema inmune y aumentan la capacidad de proteccion'*.

De entre los complejos de factores de transcripcion que regulan la expresion de genes tras la activacion
de los PRRs, uno de los mas estudiados es el factor nuclear kB (NF-xB). Se ha demostrado que la
eficiente presentacion de antigenos por las DCs en un contexto inflamatotrio es dependiente de NF-

kB, ya que el bloqueo de la activaciéon por este factor induce una disminucion en la expresion de
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MHCII, asi como de CD80, CD86 y CD40 y una baja en la secreciéon de citoquinas pro-inflamatorias
como IL-12 y TNF-g'*.

La familia de factores inducibles de NF-kB incluye a los miembros NF-xB1 p50, NF-xB2 p52, RELA
(también llamado p65), RELB y c-REL. NF-xB1 p50 y NF-kB2 p52 son producto de los precursores
p105 y pl100, los cuales contienen una tregion que funciona como inhibidores de NF-xB. La
degradacion proteasémica de p105 y p100 resulta en las proteinas p50 y p52. Se conocen dos vias de

activacion de NF-«xB: la via canonica y la no canédnica. La primera media la activacion a través de

NF-xB1 p50, RELA y c-REL, mientras que la segunda lo hace a través de NF-kB2 p52 y RELB"**'*",

Brevemente, como se muestra en la figura-14, la via canonica es desencadenada por una gran variedad
de receptores inmunes que activan la quinasa TAK1. Esta quinasa activa el complejo trimérico IKK
(formado por IKKa, IKKf e IKKy) mediante fosforilacion de la subunidad IKKf. Una vez activado
el complejo IKK, este fosforila miembros de la familia de inhibidores de kB (IkB), como IxkBa o la
molécula tipo-IkB p105, que cumplen la funcion de secuestrar a los miembros de NF-xB en el
citoplasma. IxkBa se asocia con dimeros de p50 y miembros de la familia REL (RELA o c-REL),
mientras que p105 se asocia con monémeros de p50 o REL (RELA o c-REL). Al ser fosforilados, IxBa
y p105 son ubiquitinizados y degradados en el proteasoma, resultando en la translocacion nuclear de
los miembros canodnicos de NF-kB, que se unen a elementos especificos en el ADN en forma de dimetos
de p50-p50, p50-RELA o p50-c-REL, siendo capaces de activar la transcripcion de genes

10147 Por otro lado, la via no canénica estd basada en el procesamiento de p100, una

especificos
molécula tipo IkB que, predominantemente, aunque no exclusivamente, regula RELB. Esta via,
responde a un conjunto de miembros de la superfamilia de receptores de TNF (TNFR) que activan la
quinasa inductora de NF-xB (NIK), de vital importancia. En células no estimuladas, la activacién no
canénica de NF-xB estd limitada debido a la degradacion proteasomal de la NIK que es

"8 Tras el estimulo celular, la NIK

continuamente ubiquitinada por la ubiquitin:NIK E3 ligasa
fosforila y activa IKKa, que consecuentemente fosforila a p100, desencadenando la degradacion
selectiva del mismo, generando la subunidad p52 y liberando al factor RELB, que son traslocados al

nucleo para dirigir la transcripcion de genes' '™,
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PRRs, cytokine receptors, TNFR superfamily
antigen receptors, etc. members
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Figura-14. Vias de activacion de NFkB. La activacion de NFkB puede darse principalmente por dos vias: la canonica y la
no canonica. La primera es dependiente de la activacién del complejo IKK mediante la quinasa TAKI1, que
consecuentemente induce la degradacion de los inhibidores de kB, permitiendo la liberacion y subsecuente asociacion de sus
componentes p50, RELA y ¢-REL que migran al ntcleo y dirigen la transcripcion de genes asociados a la activacion. Por
otra patrte, la via no candnica es dependiente de la quinasa NIK que fosforila principalmente IKKa que provoca la
generacion de p52 y liberacion de RELB, que se traslocan al ntcleo y actian como factores de transcripcion para genes

especificos. Adaptada de Sun et al., (2017).

Sin embargo, a pesar de que existen dos vias de activacion de NF-xB definidas, se ha demostrado
entrecruzamiento entre ellas. Particularmente, se ha observado que si bien el sustrato principal de la

¥ Por lo tanto, la nocién de

enzima NIK es IKKq, ésta también es capaz de interaccionar con IKKf
que NIK no es requerida para la activacion por la via canonica es engafiosa, ya que se ha demostrado
que la NIK es necesaria para la sefializacion de receptores que activan ambas vias. En esta linea de
pensamiento, se demostré el rol de la NIK en la amplificacién de sefiales bajo la activacion de la via

canédnica. A su vez, se reporto que la sobre-expresion de NIK induce la via canoénica de activacion de

NF—KB1SO‘151.

1.7.3. Targeting a células dendriticas

Por las razones mencionadas anteriormente, y por el hecho de que las DCs son células presentadoras

de antigeno muy eficientes, es que en los Gltimos afios se ha recurrido al rargeting de dichas APCs
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como método de vacunacion para aquellos casos en donde las vacunas convencionales no han rendido

buenos resultados'?

. Especialmente, el rol critico de las DCs en la activaciéon de linfocitos T-CD8" las
hace un blanco muy atractivo para la vacunacion contra patégenos intracelulares o enfermedades en
donde la inmunidad humoral generalmente generadas por las vacunas convencionales, aunque
complementaria, no es suficiente'®’. Logicamente, la molécula de superficie elegida para el target
deberia ser lo mas especifica posible de células dendriticas. Aunque hay distintos marcadores
utilizados para diferenciar DCs de otras poblaciones, como CD11c, pero también DC-SIGN, Clec9A
y DEC205, ninguno de ellos es completamente exclusivo de DCs. Sin embargo, el alto nivel de
expresion de estas moléculas de supetficie sobre las DCs apoya su uso como forma de

direccionamiento!>>!%,

La légica de direccionar los antigenos a células dendriticas se basa en la concomitante disminuciéon
en la dosis necesaria para inducir respuesta, lo cual contribuitia a disminuir los efectos off-rarget
reduciendo el riesgo de reacciones adversas, como respuestas autoinmunes, induccion de tolerancia o
el sindrome de secrecion de citoquinas sistémico'™. En este sentido, el co-direccionamiento del
antigeno con el adyuvante es de suma importancia ya que por ejemplo, la activacion de APCs a través
de estimulos de TLRs en ausencia de suficiente cantidad de antigeno puede inducir respuestas
autoinmunes, o la sobre-estimulacion de ciertos tejidos no fagociticos puede inducir la secrecion de
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citoquinas de forma sistémica y la consecuente destruccion de 6rganos ™. Por otro lado, se ha visto

que el suministro de antigeno en ausencia de co-estimulacion en un modelo de re-direccionamiento de
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antigenos a DCs puede inducir tolerancia en lugar de proteccion'™.

Si bien se han reportado varios enfoques para el re-direccionamiento de antigenos a DCs, como lo es
el uso de anticuerpos anti-DCs conjugados a antigenos', una de las principales alternativas es el
uso de vectores virales'”’, y de mayor interés en esta tesis, de lentivectores que expresen en su
membrana un dominio de unién a un receptor celular junto a una proteina de fusion, lo que se

discutird en la seccion 2.3.
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En esta seccion se discuten antecedentes relacionados al pseudotipado con paramixovirus debido a

que en esta tesis se trabajo con formas modificadas de las GPs de MV y NiV para pseudotipar LVs.

2.1.1. Pseudotipado con MV

Dentro de la familia paramyxoviridae, el pseudotipado con MV fue extensamente explorado. En 2008,

se demostrd que la cepa Edmonston (Ed) perteneciente al grupo de MV, podia ser utilizada para

pseudotipar LVs. Este grupo realizé un screening de distintas mutantes de H y F con distinto largo de
la cola citoplasmatica, observando que los vectores con mayor titulo se generaron cuando se
truncaban 18 aminodcidos de la cola citoplasmatica de H (HcA18) y 30 de la de F (FcA30). Estos MV -

LVs fueron exitosos en la transduccion de varias lineas celulares como las HT1080, HEK293T, A-431

v A3.01"%,

En el mismo afio, un grupo francés gener6 MV -LVs. Estos LVs mediaron una transferencia eficiente
en células CD46" y/o SLAM", entre las que se encuentran las HEK293T, Jurkat, Raji y B95. A su vez,
los MV,-LLVs superaron a los VSV-G-LVs en la transduccion de linfocitos T primatios pre-

estimulados con IL-7 y de linfocitos T quiescentes'”.

Posteriormente, el primer grupo que logré generar los MV, Vs, demostré que también era posible el

pseudotipado de Vs con las envolturas de los MV

wtd

confirmando a su vez, que estos vectores
conferian mayor especificidad debido a la falta de reconocimiento del receptor ubicuo CD46. Estos
vectores rindieron titulos de hasta un orden mayor que los MV -LLVs y y permitieron la discriminacion
entre células SLAM y SLAM™. A suvez, los MV_,-L.Vs permitieron la transduccion de células epiteliales

del tejido respiratorio, PBMCs y de un cultivo primario de linfocitos B primarios con mayor eficiencia

que los VSV-G-LVs'®.
El grupo francés demostré luego, que los MVy,-LLVs eran también capaces de mediar la transferencia

génica a linfocitos B no estimulados, sin causar activacion, entrada al ciclo celular ni cambios

fenotipicos. A su vez, estos LVs también permitieron la transduccion de células B-CLL, un tipo celular
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161 Por otra parte, se comprobd
bl

que se mantenia resistente a la transduccion por LVs hasta el momento
que los MV ;-LVs transducen eficientemente las células dendriticas derivadas de monocitos (MDDCs)
utilizando los receptores SLAM, CD46 y DC-SIGN, en contraparte a los estudios realizados con VSV-
G-LVs, que rindieron bajas eficiencias. A su vez, estos vectores no indujeron la expresion de
marcadores de activaciéon o maduraciéon en las MDDCs, demostrando su potencial aplicacion'®,
Recientemente, los MV-LLVs demostraron transducitr el 100% de un cultivo de células humanas
CD34"estimuladas por citoquinas y hasta un 70% de células sin estimular. Mds interesantemente, estos

permitieron la correccion genética de anemia Fanconi en células derivadas de pacientes'®.

2.1.2. Pseudotipado con NiV

Debido al caracter altamente patogénico de este virus y el requerimiento de un laboratotrio con alta
bioseguridad para su manejo y estudio, en 2010, se generaron LVs pseudotipados con las proteinas G
y F del NiV (NiV-LVs). Estos fueron capaces de reconocer y mediar transduccion en células U87,
HOS74X4 y HEK293T'", En estudios posteriores, se tom6 provecho de la afinidad del orden de
picomolar de la proteina G de NiV por el receptor efrina-B2. Se logré optimizar el titulo de los NiV-
LVs mediante el truncamiento de la cola citoplasmatica de F y el uso de G sin modificar. Estos LVs
lograron transducir células madres de origen neural, hematopoyético y embrionario. Ademas, se
comprobdé su eficiencia in-vivo, al inyectar ratones por via intravenosa y detectar transduccioén en

1, En el mismo afio, se demostré que para poder producir NiV-LVs con alto titulo

bazo y pulmones
es necesario tanto el truncamiento de la cola citoplasmatica de F como de G. A su vez, se observd que

estos LVs podian transducir células primarias endoteliales como las HUVEC'®.

La modificacién de los LVs ha permitido la exploracion de un sinfin de propiedades ofrecidas por
estos vectores, entre las que destaca su uso en re-diteccionamiento. Uno de los primeros éxitos de
targeting de 1.Vs hacia células especificas lo constituye el desarrollo de un vector derivado de HIV-1
pseudotipado con la envoltura del virus Sindbis modificada con la adicién del dominio ZZ de union
a receptores Fc de la proteina A (SINDV-ZZ). De esta forma, se puede agregar un anticuerpo
monoclonal (mAc) a eleccion y realizar targeting del ligando reconocido por el mAc. Este enfoque
demuestra flexibilidad a la hora de elegir el target celular debido a que se puede realizar con cuantos
mAc se disponga. El SINDV-ZZ-LV fue capaz de transducir en su mayoria a células CD4" cuando se

le agrego un mAc-anti-CD4'®’. Posteriormente, el mismo grupo, continué investigando variantes
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mutadas del SINDV y logré indentificar la llamada m168 que presentd un tropismo enddégeno minimo
(es decir minimos efectos off-target). Al SINDV-m168-LV se le agregd un mAc-anti-glicoproteina-P y
se utilizo el vector para demostrar targeting in-vivo a células de melanoma metastatico'® y
posteriormente se us6 el mismo sistema para realizar targeting a células CD133", ABCG2" y/o HLA-
171, Sin embargo, de acuerdo a los autores, una limitacién de esta tecnologia seria su uso en personas

inmunocompetentes, las que tendrian concentraciones normales de anticuerpos circulantes que

podrian competir con el mAc por la unién al dominio ZZ en el LV'®,

Como el virus del SINDV posee dominio de unién y fusién en la misma proteina, la manipulacion del
mismo puede afectar su capacidad de fusion. Es por esta razén que se comenzaron a explorar opciones
en la que la generacion de especificidad en la particula viral no influya sobre su potencial fusogénico.
Por ejemplo, en 2006 se describié un lentivector que llevaba inserto en su membrana, por una parte,
una proteina de origen viral con actividad fusogénica pero deficiente en union, y por otra parte, un

70171 Este grupo, utilizo la

mAc modificado mediante el agregado de una regién transmembrana
proteina del SINDV competente en fusion, pero deficiente en union y en su lugar, un anticuerpo anti-
CD20 como molécula generadora de especificidad. Este vector fue exitoso en la transduccion de
linfocitos B primarios in-vitro y fue capaz de transducir células CD20* luego de la inyeccion
. .. 70,171 : :
intravenosa en ratones, con minimos efectos off-target”'”'. En contraparte a los intentos anteriores,
una ventaja importante de este modelo es que la proteina de fusion mantiene su actividad biologica
, . . . 115 . .,
completa por lo que los titulos de los vectores no se ven disminuidos' . Luego, este sistema se expandio
tanto a otros ligandos celulares, como a otros dominios de unién, ya que se demostro el targeting in-
vivo de linfocitos T-CD3" y de células CD117" al incorporar en los vectores, un mAb-anti-CD3 y el

factor de células madres respectivamente' ' .

2.2.1. Targeting mediante la modificaciéon de GPs de MV

Si bien los SINDV-LVs descriptos anteriormente demostraron ser eficientes para el direccionamiento
“a medida” de LVs, una gran desventaja de este modelo es el requerimiento de la endocitosis de la
particula viral. Esto ocurre debido a que la fusién del SINDV se dispara a pH dacido luego de ser

endocitado™*

y por tanto solo los receptores endociticos podtrian utilizarse como blancos.
Contrariamente, en los paramixovitus la fusion es pH-independiente y ocurre directamente sobre la
membrana celular. Ademas poseen dos glicoproteinas separadas con funciones especificas de union y

de fusion ' esto altimo permite eliminar o modificar la especificidad de unién original, sin introducir

modificaciones en la proteina que lleva adelante el proceso de fusion.
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Por primera vez, en 2008, se demostré que LLVs con las proteinas H y F del MV . podian ser utilizadas
para conferir especificidad y delivery especifico de genes a determinadas células blanco. El grupo
aleman que trabajo en este tema, realizoé un screening de 15 mutantes de H y 2 mutantes de F a las
que se le removieron aminodcidos de la cola citoplasmadtica, logrando identificar aquellas que mejor
se expresaron en la membrana, llamadas Hmut (HcA18) y F30 (FcA30) respectivamente'™. Para
realizar targeting, se utiliz6 una variante de H previamente descrita que posee mutaciones en 4
aminodcidos (Y481A, R533A, S548L, F549S), las cuales eliminan el reconocimiento de los receptores
SLAM y CD46'™. A esta proteina, de ahora en mas, Hmut, se le fusioné en su extremo C-terminal el
factor de crecimiento epidérmico (EGF) o un scFv-anti-CD20, resultando en las construcciones MV-
Hmut"“"-LV o MV-Hmut*"V“P*_LLV. Ambos fueron testeados contra células CHO-SLAM y CHO-
CD46 para descartar la transduccion mediante los receptotres nativos y a su vez se constato la correcta
transduccion de células CHO-EGFR (con expresion del receptor de EGF) utilizando el MV-Hmut"“"-
LV y la transduccion de CHO-CD20 y HT1080-CD20 utilizando el MV-Hmut*"V P LV"¥,
Adicionalmente, el MV-Hmut*"™"“P*_LV fue testeado versus las lineas celulares K-562 (de origen
mieloide, CD20") y Daudi (linfocitos B, CD20"), constatando la insignificante transduccién de la
primera, de 0,3% vs 20,6% de transduccion en células Daudi. A su vez, se comprobd que este vector
fue capaz de mediar la transferencia génica de un gen suicida casi exclusivamente a células CD20*
cuando se mezclaban en una relacion 1:1 de CD20":CD20". En otro experimento, se comprobo la
eficiente transducciéon del MV-Hmut™V“P*_LV en cultivo primario de linfocitos B humanos,
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demostrando ser mas efectivo que los VSV-G-LVs™. Dos afios mdas tarde, el mismo sistema fue

utilizado contra los targets CD105 de células endoteliales'™, CD133 en células

I2ITHT8 v GluA presente en neuronas, alcanzando alta eficiencia y especificidad en

hematopoyéticas
los tres casos, y en el caso de células GluA*, superando al VSV-G-LV'”. A su vez, este sistema se utilizo
para generar un MV-Hmut*" P51V que fue capaz de transducir especifica y exclusivamente a células
T-CD8" utilizando como transgen TCR-anti-tirosinasa. Estos linfocitos T-CD8* modificados con los
LVs, interesantemente, no solo fueron capaces de matar células de melanoma expresando el antigeno

tirosinasa, sino que lo hicieron en forma mas eficiente y reproducible que las mismas células

. . . Q
modificadas con otros LVs convencionales'”.

Si bien los scFvs probaron ser exitosos, como alternativa a estos, se exploto el uso de otros dominios
de union. Con el uso de DARPins especificas de Hetr2/neu fusionadas a Hmut, el grupo aleman fue
capaz de transducir células Her2/neu" casi exclusivamente, en contraposicion a los vectores de VSV-

G-LVs'™. Se demostré que el nivel de incorporacion de las DARPins en los vectores fue mayor que el
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alcanzado por los scFv anti-Her2/neu y anti-CD20. A su vez, al ser directamente comparado con un
scFv-anti-Her2/neu (4D5), dos de las DARPins que reconocen el mismo dominio del receptor y con
similar afinidad, mediaron la transferencia génica entre 10 y 30 veces mejor que el fragmento de
anticuerpo'™. Mas tarde, el mismo grupo generé MV-LVs con la incorporaciéon de una DARPin

18 Este MV-HmutP*RCP* 1.V demostroé transducir in-vitro células Molt4.8

especifica de CD4 humano
(CD4") y un cultivo primario de PBMCs con transduccién exclusiva de células CD4". Se demostro, a
su vez, que este fue capaz de transducir células CD4" en modelos de ratones injertados con PBMCs
humanas y en un modelo de raton humanizado. Ademads, se constatd su potencial en aplicaciones de

terapia génica al demostrar la incorporacion de distintos transgenes en contextos de infecciéon por

HIV-1, cancer y de generacion de linfocitos T regulatorios'®'.

2.2.2. Targeting mediante la modificacion de GPs de NiV

Si bien los MV-LVs probaron ser exitosos en la transferencia génica especifica de multiples tipos
celulares, estos vectores rinden titulos moderados y son parcialmente susceptibles frente a anticuerpos
neutralizantes inducidos en la vacunacion, por lo que dificultaria su aplicacion repetida en terapia
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génica . Aunque esto ultimo no resultd ser un problema al usar LVs pseudotipados con la envoltura

del virus de Tupaia (TPMV), los titulos fueron todavia menores'®.

Para poder superar los problemas de los sistemas de MV- y TPMV-LVs, el grupo aleman, desarrolld
por primera vez en 2016, LVs pseudotipados con la envoltura del NiV para realizar targetingcelular'™.
En este trabajo, se generaron y caracterizaron distintas variantes de las proteinas G y F del NiV con
la cola citoplasmatica truncada, encontrandose, que las proteinas que mejor se lograron expresar en
la membrana fueron F22 (FA22) y GA34. A su vez, se fusion6 GA34 a una DARPIn especifica contra

45 como de F22 en las particulas

EpCAM y se comprobé la eficiente incorporacion tanto de GA3
lentivirales y la transduccion de células CHO-EpCAM. Como GA34™“* todavia poseia la capacidad
de reconocimiento de sus ligandos naturales, se analizaron distintas mutaciones en residuos de
contacto que permitieron identificar una GA34 mutante para 4 aminodacidos (E501A, W504A, Q530A,
E533A), denominada Gmut, en la que los niveles de reconocimiento de efrina-2 y efrina-3 (sus ligandos
nativos) eran despreciables. Utilizando esta construccion se observé transduccion especifica de células
CHO-EpCAM sin obtener transduccion de células CHO-efrina-2 y CHO-efrina-3'". A su vez, este
sistema se expandi6 efectivamente hacia otros targets como CD8 humano utilizando un scFv, CD20
humano con otro scFV con y Her2/neu con una DARPin (ya utilizados con MV-LVs).

Interesantemente, los NiV-LVs rindieron entre 10 y 100 veces mayor titulo que sus contrapartes en

MV-LVs, a excepcion de NiV-Her2/neu, para el cual se comprobé que la causa de esto era la distancia
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entre el sitio de union de la DARPin en Her2/neu y la membrana. Para investigar esto, se generaron
NiV-LVs contra dos receptores extracelulares largos como el CD117 y GluA4, pudiendo comprobar
que la transferencia génica era mas efectiva cuanto mas cerca de la membrana se encontrara el sitio
de unioén del dominio al receptor'™. En particular, este sistema demostré ser superior al de los MV-
LVs en varios aspectos. Se demostré que los NiV-LVs no son neutralizados por suero de distintos
donantes y que son al menos 10000 veces menos susceptibles a las Ig humanas que los MV-LVs. Es de
hacer notar que la poblacion humana estd vacunada contra MV. Ademas, los preparados de NiV-LVs
demostraron de 3 a 5 veces mds namero de particulas totales que sus contrapartes de MV y que en 10°
particulas testeadas, todos los NiV-LVs rindieron mayor ntiimero de unidades transductantes (aquellas

particulas capaces de transducir) que los MV-LVs'®.

Recientemente, en 2018, LLVs armados con GPs modificadas de NiV se usaron para transducir
linfocitos T-CD8" y generar células CAR-T in-vivo. Este estudio utiliz6 un modelo de ratones
trasplantados con células sanguineas humanas, en los cuales se inyectaron NiV-LV por via
intraperitoneal y se comprobé la posibilidad de reprogramar células T in-vivo al poder generar CAR-
T anti-CD19 dentro del raton. A pesar de que se observaron efectos advetsos, este reporte constituye

el gran potencial que presentan los NiV-LVs para terapia génica'®.

En 2008, se demostro el targeting de DCs utilizando un LV pseudotipado con la envoltura del SINDV
modificada. En este trabajo, se mut6 el sitio de union del SINDV al hepardn sulfato pero se mantuvo
su especificidad natural por el receptor DC-SIGN'. Este SINDV-LV fue capaz de transducir
especificamente células HEK293T modificadas para expresar DC-SIGN humano o murino, petro
incapaz mediar transduccion sobre la linea parental. Luego se comprobé la transduccion de células
DC-SIGN" en un cultivo mixto de médula 6sea de ratéon, demostrando tener poco efecto off-targety
la preferencia de transducciéon por las células dendriticas derivadas de médula 6sea de ratdon
(mBMDCs). Adicionalmente, mBMDCs transducidas con el SINDV-LV para expresar el antigeno
OVA fueron co-cultivadas con células T-CD4" OT-1 y T-CD8" OT-II para evaluar su capacidad de
presentacion de antigeno. Luego del co-cultivo, los linfocitos T-OT-1 demostraron tenet un fenotipo
efector, ademas de secretar interferén gamma (IFN-y), mientras que en los OT-11, si bien se observo
expresion de marcadores de activacion y secreciéon de IFN-y, ésta no fue tan pronunciada como la de
los T-CD8". En cambio, cuando el antigeno OVA se direccioné a la via de presentacion de MHCII se

4+186

observo un aumento en la estimulacion de los T-CD . En ensayos in-vivo, se demostrd la

inmunizacion de ratones el SINDV-LV y la subsecuente aparicion de células T especificas del antigeno
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con fenotipo efector, ademas de un titulo de anticuerpos especificos alto. Para testear esto mas a
fondo, ratones inyectados con el tumor E.G7 (caracterizado por la expresion de OVA) fueron
inmunizados con el SINDV-LV posterior a la inyeccion del tumor y solamente en los ratones tratados
se observo la desaparicion del tumor. Mediante este trabajo, Yang y colaboradores, demostraron que

los Vs pueden efectivamente realizar delivery de antigenos a DCs, siendo capaz de estimular tanto

respuestas T-CD4" como T-CD8*'™.

Recientemente se reportd el uso de un vector lentiviral llamado LV305 en un estudio clinico de

%7 Este vector consiste en un LV de tercera generacion, de

pacientes con sarcoma sinovial recurrente
integracion deficiente, codificante para el antigeno tumoral NY-ESO-1, que es redirigido al receptor
DC-SIGN mediante el uso de la envoltura del SINDV. La terapia con LV305 incremento
significativamente la respuesta T-CD8" especifica contra células NY-ESO-17, asi como también
ejercid efectos sobre la avidez de la respuesta. Estos cambios han durado dos afios post-terapia lo que
muestra que la estrategia también resulto eficiente para la generacion de memoria. A los 24 meses de
la terapia, la regresion del tumor fue del 84.8% por debajo de la linea de base, y hasta ahora se
mantiene controlado. En este reporte se demostrd por primera vez que la inmunoterapia basada en

la inyeccion in-vivode un LV re-direccionado a DCs es capaz de generar respuestas fuertes, duraderas

y seguras, con alta correlacion clinica'®’.

Otro grupo desarrollé un sistema en donde se exptresaba, por una parte, una version de VSV-G
competente en fusion pero deficiente en union (VSV-GS), y por otra parte un nanobody con una region

% Bstos LVs fueron capaces de mediar la transduccion especificamente a mBMDCs

transmembrana
y macrofagos murinos, pero no a fibroblastos, linfocitos B o linfocitos T del mismo origen. A su vez,
en un modelo in-vivo, la especificidad se mantuvo y se observo que estos vectotres fueron mas eficientes
en la transduccion de DCs que los VSV-G-LVs. De la misma manera, estos vectores mediaron la
transduccion de DCs y macrofagos de origen humano in-vitro y en una suspension de células de
nodulos linfaticos humanos. En comparacion, la transduccion de células de origen humano fue mejor

que la de origen murino'®, un efecto que muchas veces se observa debido a que los genes usados en el

ensamblado de los 1.Vs provienen de virus especificos de humanos como el HIV.

Tanto el sistema basado en el SINDV como el basado en VSV-GS requieren que el rarget celular sea
un receptor con capacidad endocitica (ver figura-15), ya que ambos virus poseen mecanismos de fusion
tras la endocitosis. Teniendo esto presente es interesante hacer notar que también se logré la

transduccion de DCs y otras APCs mediante el uso de scFv-anti-MHCII fusionados a la GP de
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envoltura del MLV-A'®. Este vector (MLV-A*""MLLY) fue capaz de transducir mBMDCs in-vitro.
Para analizar su potencial in-vivo, se inyecto el MLV-A*""" LV subcutdneamente en ratones
C57BL/6 pero no se observaron células transducidas en el ganglio drenante, posiblemente pot el bajo
titulo del vector y el limitado volumen de inyeccion. Como alternativa, células aisladas del nodulo
linfatico fueron transducidas con este vector demostrando la transduccién de células MHCIT".
Posteriormente, se inmunizaron ratones con el MLV-A*""M LY codificante para OVA y 12 dias
después se midio la secrecion de IFN-y por parte de los esplenocitos, demostrando que la estimulacién

por este vector era mejor que el control con MLV-A sin modificar y comparable a la inducida por el

VSV-G-LV'.

Luego, este grupo fusioné el mismo scFv-anti-MHCII a la proteina Hmut del sistema de MV'®,
Utilizando este nuevo vector, llamado MV-Hmut*™™ ™MLV, se lograron transducir mBMDCs con
eficiencia similar a los VSV-G-LVs. Posteriormente, se examiné la capacidad de este vector de
transducir esplenocitos ex-vivo, logrando la transferencia génica en linfocitos B, DCs y mactréfagos.
Para examinar su uso in-vivo, se inmunizaron ratones con MV-Hmut™"VM LV codificantes para

OVA y se demostré la generacion de una respuesta T-CD8" a relativamente bajas dosis del vector'®.

VSV-G- : SVGmu- : SCFUMVG-  ©  Vsv-GSand
pseudotyped : pseudotyped ) pseudotyped : nanobody
. ) pseudotyped

. MHCAI
* DCSIGN

DCligand

L5

Plasma membrane fusion

Endosomal fusion

Endosomal fusion Endosomal fusion

p 2

multiple cell types : DCs : APCs/DCs . DCs

Figura-15. Representacion del modo de entrada de distintos pseudotipados de LVs y su uso en APCs/DCs. A, B y D:
Pseudotipado con VSV-G, SINDV y VSV-GS respectivamente, mecanismo de fusion tras ser endocitado. C: Pseudotipado

con MV, mecanismo de fusién pH-independiente sobre la membrana plasmatica. Adaptada de Norton et al., (2016).
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Como se mencion6 anteriormente, los adyuvantes son potentes inductores de la respuesta inmune,
logrando mejorar los efectos protectores inducidos por las vacunas. Aunque se ha demostrado que las
vacunas basadas en LVs son capaces de inducir respuestas T-CD4" y T-CD8", los LVs ofrecen la
posibilidad de co-expresar el antigeno con un adyuvante lo que podria potenciar, mejorar y dirigir la

respuesta.

Con este objetivo, se investigod el uso de distintos activadores del sistema inmune en el co-delivery con
antigenos a células dendriticas. De importancia para esta tesis, en 20006, se investigo el potencial de la
quinasa NIK en la activacion de células dendriticas en contexto de la presentacion de antigenos'.
Para esto, se utilizdé un vector adenoviral codificante para NIK co-expresada con un antigeno
(AANIK). En este estudio, se demostr6é que la sobre-expresion de NIK fue capaz de activar la via de
activacion de NFxB tanto canénica, como la no canoénica en células dendriticas humanas. En
concordancia con este resultado, el AANIK (pero no los vectores control) indujo la secrecion de
citoquinas pro-inflamatorias como TNF-q, 11.-6, IL.-12, I1.-15 ¢ 11.-18, sugiriendo la posible induccion
de respuestas tipo Th1. También se indujo la expresion de quimioquinas como IL-8, MIP-1a/3, MCP-
1 y MCP-3. AANIK fue a su vez, capaz de regular la expresion de los marcadores co-estimulatorios
MHCI, MHCII, CD80 y CD86, ademas de inducir la expresion de CD25. Similarmente, estos efectos
fueron vistos en células dendriticas murinas. Mds interesantemente, en modelos murinos, el AANIK
fue capaz de inducir tanto una respuesta humoral como celular contra el antigeno, demostrando su
capacidad para aumentar la funcién de presentacion de antigenos in-vivo. A su vez, la sobre-expresion
de NIK aumenté la respuesta de anticuerpos especificos (con cambio de clase a IgG2a) y fue capaz de

. . L 9
inducir respuestas T-CD8" especificas'”.

Otro antecedente de relevancia para esta tesis, es que previamente en la Catedra de Inmunologia del
Instituto de Higiene se desarroll6 un método para la seleccion de nanobodies contra receptotes
celulares mediante phage display. De esta manera, se aislaron nanobodies especificos contra
receptores presentes en células dendriticas como CD11c (MR31 y MR33), CD11b (V36) y MHCII (N11).
Estos VHHs estan altamente caracterizados, con afinidades descriptas del orden nanomolar y se
conoce parcialmente los sitios de union a dichos receptores'”'. Si bien CD11b y MHC 11 son receptores

celulares de mas amplia expresion en distintos tipos celulares, CD11¢c es un marcador de células
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dendriticas y es un blanco muy atractivo desde el punto de vista del delivery de antigenos a estas
células. Por ende, estos nanobodies podrian ser excelentes candidatos para usarlos en el re-

direccionamiento de LVs.

Este proyecto comenzo6 en el marco de una colaboraciéon con la Prof. Mary Collins (investigadora
principal de los articulos 188" y 189'¥ citados en esta tesis) financiado por un proyecto ANII URU-
UK (PR-UK-ID-2015-1-2), en la que se plante6 el uso de nanobodies como dominio de unién para
redirigit MV-LVs a células dendriticas. En el marco de este proyecto, se realiz6 una pasantia de
investigacion en el laboratorio de la Prof. Collins, en la cual se nos cedieron los plasmidos codificantes
de HmutA18 y FA30 de MV, el p8.91 y el pSIN-SFFV-GFP. Posteriormente, se amplié esta
colaboraciéon con el Prof. Christian Buchholz (investigador principal de los articulos 112'% 114"
1588 160", 175'°,176'°, 179" 180", 181" 18282 184'% 185" 192"y 193" citados en esta tesis)
financiado por un proyecto de Movilidad e Intercambios Académicos de CSIC (CSIC-MTA417). En el
matrco de esta colaboracion, se realizd una segunda pasantia en donde se exploté el pseudotipado y
re-direccionamiento a través de NiV-LVs. Mediante un MTA, el Dr. Buchholz nos cedi6 los plasmidos

codificantes de H de MV (p44) y G (p66 y p70) y F (F22) de NiV.

2.6.1. Objetivo general

Explorar el uso de nanobodies como potenciales elementos para modificar el tropismo celular de

vectores lentivirales utilizando las células dendriticas como blanco.

2.0.2. Objetivos especificos

1. Producir MV-LVs y NiV-LVs con rendimientos similares a los obtenidos por otros grupos y
verificar su capacidad de transduccion en mBMDCs.

2. Comprobar la especificidad conferida por los distintos nanobodies empleados.

3. Explorar el uso de variantes de la fusion H/Gmut""" utilizando distintos espaciadores que
puedan conferit mayor flexibilidad para la unién del nanobody y por tanto aumentar el
porcentaje de transduccion.

4. Explorar el uso de fusiones de Hmut con dos nanobodies en tandem para aumentar la

avidez y mejorar la transduccion.
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Explorar el potencial de transducciéon in-vivo de los LVs re-direccionados en un modelo
murino.
Desarrollar un plasmido de exptresion dual que codifique para un elemento activador del

sistema inmune.
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Buffer fosfato salino (PBS) 10X: 2 g KCI, 11 g Na2HPO4 y 80 g de NaCl en agua destilada c.s.p. 1
litro, pH=7.5.

Flow Cytometry Buffer Wash (FCB-Wash): 1 % seroalbimina bovina (BSA), 0,03 % azida de sodio, 25
mM HEPES, en PBS c.s.p 250 mL, pH= 7 4.

Flow Cytometry Buffer Fix (FCB-Fix): FCB-Wash + 10% paraformaldehido.

PBS-EDTA-Tripsina: PBS 1x,0,5 mM EDTA, 0,05% Tripsina. Filtrar por 0,22 um en cabina de cultivo
celular.

PBS-Sacarosa 20%: PBS 1x, 20% sacarosa. Filtrar por 0,22 um en cabina de cultivo celulat.
Polietilenimina (PEI): Para solucién stock 1 mg/mlL: Disolver polvo (#23966, Polysciences Inc) en
agua MiliQ. Ajustar pH=7,0 con HCl y esterilizar mediante filtracion (0,22 pm).

Buffer de lisis (BL) 2x: 1 mL Tris-HCl 1M pH=7 4, 500 pL. KCL 1M, 25 pL Triton X-100, 4 mL glicerol
en agua destilada c.s.p 10 mL.

Kinetic Buffer (KB): 0,1 %BSA, 0,02% Tween 20, 0,05% Azida de sodio en PBS 1%

Sustrato para la enzima peroxidasa (PO) — revelado de ELISA: TMB (3,3, 5,5’-tetrametilbencidina):
200 pL solucion 6 mg/mL de TMB (#T2885, Sigma Aldrich) en dimetilsulfoxido (DMSQO), 50 pL de
H,0, 1% y 12,5 mL de buffer acetato 0,1 M pH=5,5.

Luria Bertani broth (LB): #1.3152, Sigma Aldrich.

Luria Bertani agar (LB agar): #1.3027, Sigma Aldrich.

Super Optimal broth with Catabolite repression (SOC): 20 g triptona, 5 g extracto de levadura, 0,5 g
NaCl, en agua MiliQ c.s.p. 1 L, pH=7,0. Luego de autoclavar, agregar 10 mL MgCI2 1M y 20 mL de
glucosa 1 M previamente filtrados.

Dulbecco’s Modified Eagle Medium HPSTA (DMEM-HPSTA): #DMEM-HPSTA, Capricorn. 4,5 g/L
de glucosa, L-glutamina estable y piruvato de sodio.

Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640): #1.0498, biowest. L-glutamina estable.

Minimun Essential Medium Eagle alpha modification (MEM-Alpha): #36450, STEMCELL. Con

nucleo6sidos.
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Los LVs utilizados en esta tesis fueron producidos utilizando un sistema de segunda generacion, con

un vector de transferencia de tipo SIN.

Para la generacion de VSV-G-LVs se utilizaron tres plasmidos: (i) plasmido codificante para la
envoltura VSV-G, pMDG.2, (ii) plasmido de empaquetamiento p8.91, y (iii) plasmido de transferencia
pSIN-SFFV-GFP o pSIN-DP-SFFV/CMV.

Para aquellos vectores pseudotipados con proteinas de MV o NiV se utilizaron cuatro plasmidos, (i)
plasmido codificante para la hemaglutinina mutada (MV-Hmut o MV-p44) o glicoproteina G mutada
(NiV-p66 o NiV-p70), (ii) plasmido codificante para la proteina de fusion MV-F30 o NiV-F22, ademas
del (iii) p8.91 y (iv) pSIN-SFFV-GFP, mencionados antetriormente.

El plasmido de empaquetamiento p8.91 contiene los genes codificantes para la poliproteina gag-pol
de HIV-1, ademas de codificar para los elementos reguladores tat y rev. Gag-pol dara lugar a la
formacion de la capside y matriz del lentivirus, ademas de codificar para las enzimas necesarias para
sus funciones como lo son la RT, IN y PR. Por otra parte, el plasmido de transferencia contiene la
sefial de encapsidacion y el gen deseado, flanqueado por los dos LTRs. En el caso del pSIN-SFFV-
GFP, la expresion de la Green Fluorescent Protein o GFP en la célula blanco estd mediada por el
promotor fuerte SFFV, mientras que el plasmido pSIN-DP-SFFV/CMYV, al tratarse de un plasmido de
promotor dual, expresa una primet proteina desde el promotor SFFV y otra segunda desde el promotor
CMV. A su vez, como lo indica su nombre, estos son vectores SIN (self~-inactivating), es decir, se
inactivan luego de insertos en el genoma celular. Por Gltimo, como se muestra en la figura-16, la
expresion de los plasmidos que codifican para las proteinas de la envoltura de los LVs estan dirigidos
pot el promotor fuerte CMV. Si bien MV-Hmut y MV-p44 codifican para la hemaglutinina mutada,
una de las diferencias entre ellos se basa en que el segundo es un plasmido optimizado, con algunas
secuencias distintas con respecto al MV-Hmut; ademads, el segundo posee un linker flexible (G,S)’ entre
la proteina H y el dominio de unién. De la misma manera, el NiV-p66 y el NiV-p70 codifican patra la
proteina G mutada y se diferencian debido a que el primero posee el linker flexible (G,S)* entre la

glicoproteina G y el dominio de union.
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MV-Hmut.VHH-MR33
6733 bp

MV-p44.VHH-MR33

6888 bp

VHH-
SxpgMR33 VHH-MR33
| 6xHis | (G

NiV-p66.VHH-MR33 NiV-p70.VHH-MR33

6711 bp 6669 bp

Figura-16. Esquema de plasmidos codificantes para H de MV y G de NiV fusionados al nanobody MR33. MV-Hmut y MV-
p44 codifican para la proteina H de MV mutada de manera que no reconozca sus ligandos naturales. MV-p44 posee un
linker flexible (G,S)’ entre Hmut y el VHH-MR33 mientras que MV-Hmut carece del mismo. Por su parte, NiV-p66 y NiV-
p70 codifican para la proteina G del NiV mutada y se diferencian en que el primero contiene el linker flexible (G,S)* entre
Gmut y el VHH MR33 mientras que el segundo no. Las cuatro proteinas estan bajo la expresion del promotor CMV y
contienen un tag de 6xHis en sus extremos. Ademds, codifican para el gen de resistencia a ampicilina que les permite ser

seleccionados cuando se preparan en cultivos de bacterias.

Los plasmidos MV-Hmut, pSIN-SFFV-GFP, p8.91 y MV-F30 fueron generosamente cedidos por la
Prof. Mary Collins. Por otra parte, los plasmidos MV-p44, NiV-p66, NiV-p70, y NiV-F22 fueron

cedidos por el Prof. Christian Buchholz.
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3.2.1. Clonaje de VHHs monovalentes al plasmido MV-Hmut

Como se mencioné anteriormente, los nanobodies utilizados para el re-direccionamiento de L.Vs
fueron seleccionados por el Dr. Rossotti previamente al inicio de este trabajo. Entre ellos se
encuentran los nanobodies anti-CD11c (MR31 y MR33), anti-MHCII (N11), anti-CD11b (V36) y como
control negativo se utiliz6 el nanobody T3, anti-toxoide tetanico (especificidad irrelevante en el

contexto de este trabajo).

Para clonar los nanobodies se amplificaron los genes codificantes mediante PCR utilizando la enzima
Pfu (Thermo Scientific) y siguiendo el protocolo como lo indica el proveedor. Para ello, se utilizaron
los cebadores FWD-Smal y REV-Spel (ver tabla-1), que se encuentran flanqueados por las enzimas
Smal (Thermo Scientific) y Spel (Thermo Scientific) en sus extremos 5’ respectivamente. El FWD-
Smal es capaz de hacer annealing en todos los genes de VHHs debido a que comparten la secuencia
en su extremo 5. Por su parte, el REV-Spel se une a la secuencia conservada en el extremo 3’ de los
VHHs y ademaés codifica para una secuencia de detecciéon que consiste en seis aminodcidos histidina
(6xHis). Se realiz6 una PCRs utilizando como molde los vectores pINQBtH6-VHH codificantes para
las secuencias de los nanobodies MR31, MR33, N11, V36 o T3. Los productos de PCR se limpiaron
mediante un kit de purificacion (Qiagen) y se digirieron con las enzimas de restriccion Smal y Spel en
dos etapas. Primero se digitié con Smal durante 4 horas a 30°C, luego se limpi6 la digestion utilizando
el mismo kit mencionado anteriormente y se procedié a digerit con Spel durante 4hs a 37°C. Los
productos de digestion se corrieron en un gel de agarosa 1% vy se purificaron mediante un kit de
extraccion de gel (Thermo Scientific). Luego se ligaron al plasmido MV-Hmut previamente digerido

scFv-MHCII

con las mismas enzimas (originalmente MV-Hmut - generado en el laboratorio de la Prof.

Collins). Para realizar la ligacion se utiliz6 una relacion de 3:1 (inserto:vector) y se incubd a 22°C
durante una hora con la enzima T4 ligasa (Thermo Scientific). Para detener la reaccion, se incub6 a

65°C por 10 minutos.

Cebadores Secuencia
FWD-Smal 5- AAAAAAA CCCGGG AAG ATG GAA CCA ATG CGG
CCC AGC CGG CCATGG CCC AGG TGC AGC TGG TG -3'
REV-Spel 5- AATAGAA ACTAGT GTG GTG GTG GTG GTG GTG
TGA GGA GAC GGT GAC CTG GGT CC -3’

Tabla-1. Secuencia de los cebadores utilizados para la amplificacion de los VHHs monovalentes. Subrayado se marcan los
sitios de restriccion de las enzimas utilizadas pata la digestion y clonaje. E1 FWD-Smal se une a nucleédtidos conservados en
el 5" de la secuencia de los VHHSs. Por otra parte, el REV-Spel se une a nucleétidos conservados en el extremo 3’ de los

VHHs, y ademas agrega una cola de 6xHis.
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3.2.2. Clonaje de VHHs bivalentes (BiVHHs) al plasmido MV-Hmut

Se generaron los constructos bivalentes anti-CD11¢c (MR31-MR31) y anti-CD11b (V36-V36). Ademas,
se generd una construccion biespecifica anti-CD11c¢c/anti-CD11b (MR31-V36). Para generar las
construcciones biespecificas y bivalentes se realizaron PCRs por separado para cada VHH. Le
llamamos VHH-1 al primer nanobody desde el extremo 5’ de la secuencia, y VHH-2 al segundo. Se
utilizé6 como molde el vector pINQ-BtH6-VHH y los cebadores Bi-VHH1-REV y Bi-VHH2-FWD
descriptos en la tabla-2. Ambos cebadores codifican para un Zinker flexible (G,S)* el cual conecta los
dos VHHs. Para amplificar el VHH-1 se utiliz6 el cebador FWD-Smal (descripto previamente en la
tabla-1) y el Bi-VHH1-REV. Para la amplificacion del VHH-2 se utilizaron los cebadores Bi-VHH2-
FWD, y el REV-Spel (descrpito previamente en la tabla-1). Una vez amplificados ambos VHHs, se
purificaron y se realizo6 una teaccion de fill-in sin cebadotes, en la cual ambos productos de
amplificacién hacen annealing por la region (G,S)* que comparten en comun. Posteriormente, se tomo
este molde y se realizé una segunda PCR con los cebadores FWD-5-Overlap y REV-6-Overlap (ver
tabla-2) que hacen annealing en el extremo 5’ del VHH-1 y 3" del VHH-2 respectivamente. Esta
reaccion de amplificacion permite obtener los productos correspondientes a los VHHs
biespecificos/bivalentes. Estos fueron cargados en un gel de agarosa 1% y se purificaron los
fragmentos de aprox. 800 pares de bases (pb) mediante el kit de extraccion de gel (Thermo Scientific).
Estos insertos ya purificados fueron utilizados para la ligacion con el plasmido MV-Hmut siguiendo

el mismo protocolo descripto anteriormente.

Cebadores Secuencia
Bi-VHH1-REV  5-TGA GCC TCC ACC AGA GCC ACC TCC T GAG GAG ACR
GTG ACC TGG GTC C -3'
Bi-VHH2-FWD 5'- GGA GGT GGC TCT GGT GGA GGC TCA ATG GCC SAG
GTG CAG CTG SWG SAG TCK GG -3'
FWD-5-Overlap 5'- AAA AAAA CCCGGG AAG ATG GAA CCA ATG CG -3’
REV-6-Overlap 5'- A ATA GAA ACTAGT GTG G1G GTG GTG GTIG GTG -3'

Tabla-2. Secuencia de los cebadores utilizados para la construcciéon de los VHHs biespecificos y bivalentes. Subrayado en los
cebadores Bi-VHH-REV y Bi-VHH-FWD se encuentra la secuencia codificante para el linker flexible (G,S) Por otra parte,
en los cebadores FWD-5-Overlap y REV-6-Overlap se subrayan los sitios de enzima para Smal y Spel respectivamente.

Adicionalmente, en el REV-6-Overlap se destaca la secuencia de 6xHis en itdlica.
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3.2.3. Clonaje de VHHs monovalentes a los plasmidos MV-p44, NiV-p66 y NiV-p70.

Antes de poder clonar los nanobodies a los plasmidos MV-p44, NiV-p66 y NiV-p70, se inserto el sitio
Notl en los plasmidos MV-Hmut""" generados previamente. Para ello, se digirieron los MV-Hmut"""
con las enzimas de restriccion BstEII (New England Labs, NEB) y Sphl (NEB) durante 2h a 37°C.
Simultaneamente se digirié en las mismas condiciones el vector MV-p44, el cual contiene un sitio Notl
entre los sitios de corte de BstEII y Sphl. Posteriormente, se cargaron los productos de digestion en un
gel de agarosa 1% vy se purifico el backbone de los plasmidos MV-Hmut""" y un fragmento de 232 pb
correspondiente a la digestion del plasmido MV-p44. Luego, se ligd dicho inserto con los plasmidos
MV-Hmut"" en una relacién 3:1 (inserto:vector). Esto se realizé utilizando el mismo procedimiento
descripto anteriormente. Posteriormente, se digirieron tanto los plasmidos MV-p44, NiV-66 y NiV-
p70) como los vectores MV-Hmut """ (NotI) con las enzimas Sfil y Notl en buffer CutSmart (NEB). Se
incubaron primero durante dos horas a 37°C y luego se aument6 la temperatura a 50°C y se incubo
dos horas mas. Luego, se cargaron los productos en un gel de agarosa 1% vy se purificaron los
backbones de los vectores MV-p44, NiV-p66 y NiV-p70 y los VHHs provenientes de los vectores MV-
Hmut""(Notl). Estos productos fueron ligados y posteriormente transformados siguiendo los

procedimientos ya desctiptos.

3.2.4. Clonaje de VHHs bivalentes a los plasmidos MV-p44, NiV-p66 y NiV-p70.

Para el caso de los bivalentes (BiVHH), se realizé6 una PCR con la enzima Pfu (como lo indica el
fabricante) con los cebadores detallados en la tabla-3, utilizando como molde los plasmidos MV-
Hmut""" | El FWD-Bi-VHH hace annealing en el sitio Smal presente en los MV-Hmut""" mientras
que el REV-Bi-VHH se une a la region 3’ de los VHHs y agrega el sitio NotI al usarse para amplificar.
Los productos de PCR se purificaron y digirieron con las enzimas Sfil (upstream del sitio Smal en los
productos de PCR) y Notl y luego se clonaron a los plasmidos MV-p44, NiV-p66 y NiV-p70 siguiendo

el protocolo descripto antetiormente.

Cebadores Secuencia
FWD-Bi-VHH  5- CAC AGT CA CCCGGG AAG ATG GA -3'
REV-Bi-VHH 5'- AAA AA GCGGCCGC TGA GGA
GAC AGT GAC CTG GGT CC -3'

Tabla-3. Secuencia de los cebadores utilizados para el clonaje de los VHHSs biespecificos y bivalentes a los vectores p44, p66
y p70. En el FWD-Bi-VHH se encuentra subrayado el sitio de unién del cebador a los VHHSs en el vector MV-Hmut. En el

REV-Bi-VHH se encuentra subrayado el sitio de union Notl que se agrega durante la amplificacion de los VHHS.
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3.2.5. Transformacion, expansion y purificacion de plasmidos

Los plasmidos generados fueron amplificados mediante su transformacion en bacterias siguiendo dos

protocolos (dependiendo del laboratorio donde se realizo):

(i) Para la transformacién de bacterias por electroporacion se utilizo la cepa de E.coli DH5¢ (Thermo
Scientific) debido a que es una cepa EndA- |, RecA- por lo que no posee endonucleasas ni recombinasas.
Para esto se tomd 1 pL del producto de ligaciéon o del plasmido correspondiente (independientemente
de la concentracion) y se electroporaron en 25 ul. de células electrocompetentes DH5¢. Posteriormente
se agreg6 1 mL de medio de recuperacion SOC y se incubaron durante 45 minutos a 37°C en agitacion.

Luego se realizaron diluciones seriadas y se plaquearon en placas de LB-agar-Ampicilina.

(ii) Para la transformacién de bacterias por choque de calor, se utilizé la cepa bacteriana Top10
competentes (Thermo Scientific). Se tomaron 2-5 pL. del producto de ligacién y se incub6 20 minutos
en hielo-agua con 20-50 pl. de bacterias. Luego se tealiz6 el shock potr calor a 42°C durante 42
segundos e inmediatamente se colocaron por dos minutos en hielo-agua. Posteriormente se agregaron
200 uL de SOC y se incubaron durante 30-45 minutos a 37° C en agitaciéon. Finalmente se tomaron

100 pL de la mezcla y se plaquearon en LB-agar-Ampicilina.

Para generar pequefias cantidades de plasmido para digestiones y clongjes, se tomé una colonia
transformada y se la incubd overnight (ON) a 37°C, con agitaciéon en 3-4 mL de LB-Ampicilina. Al
dia siguiente, se centrifugo el cultivo a 5000g por 5 minutos y se realizdé la extraccion de ADN
plasmidico (ADNp) utilizando el kit de mini-prep (Qiagen). A modo de generar stock para las
transfecciones, se tomé una colonia transformada y se la incub6 8 horas en 3-4 mL de LB-Ampicilina.
Posteriormente, se tom6 una alicuota de este cultivo y se lo incub6 ON a 37°C y con agitacion en 250-
500 mL de LB-Ampicilina. Al dia siguiente, se centrifugé el cultivo durante 20 minutos a 5000g y se

extrajo el ADNp mediante el kit maxi-prep endo-free (Qiagen o Thermo Scientific).

Las células HEK293T (ATCC; CRL-3216) fueron cedidas generosamente por el Dr. Hugo Peluffo del
Institut Pasteur de Montevideo. Las lineas celulares J774A.1 (ATCC, TIB-67) y RAW264.7 (ATCC, TIB-
71) se mantenian ya en stock en la Catedra de Inmunologia. Las células THP-1 (ATCC, TIB-202) y
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HT-29(GFP) (derivadas de la transfeccion de HT-29, ATCC HTB-38 con el plasmido pNF-»xB-htGFP)
fueron cedidas por la Dra. Ana Ferreira y la Dra. Ana Hernandez, respectivamente. Por otra parte,
las lineas celulares CHO-anti-His (generada por transfeccion de la linea celular CHOK1 ATCC-CCL-
61 con el plasmido pDisplay-3D5, codificante para un anticuerpo anti-His) y HT1080-anti-His
(generada por transfeccion de la linea celular HT1080 ATCC-CCL-121 con el pDisplay-3D5) fueron
obtenidas del laboratorio del Prof. Christian Buchholz. La linea celular JAWSII fue cedida
amablemente por el Dr. Michael Muhlebach del Paul-Ehtlich-Institut.

Los medios utilizados para el cultivo de cada tipo celular se detallan en la tabla-4, a continuacion:

Medio de cultive
DMEM-HPSTA

Suplementos
+ 1X Ab/Am + 10% SFB

= 1X Ab/Am + 10% SFB Inactivado
=+ 10% SFB + 50 pg/ml. Hygromicina
+10% SFB + 1 pg/ml. Puromicina

= 10% SFB =1 pg/ml. G418
RPMI 1640 = 1X Ab/Am =+ 10 % SFB Inactivado

+ 30 ng/ml. GM-CSF + 50pM B-ME

= 1X Ab/Am =+ 10 % SFB Inactivado

= 0,5 ng/ml. GM-CSF

+ 1X Ab/Am + 10% SFB Inactivado
+ 10mM HEPES + 0,25 % sobrenadante ]558

= 1X Ab/Am =+ 10% SFB Inactivado

MEM-Alpha + 1X Ab/Am = 20% SFB + 4mM L-glut

Nombre
DMEM-Completo
DMEM-Inactivado
DMEM-G418
DMEM-Puromicina
DMEM-G418
RPMI-BMDCs-1
RPMI-BMDCs-A
RPMI-BMDCs-U

RPMI-THP

MEM-JAWSII

Células/Linea Celular
HEK293T
T74A.1 y RAW264.7
HT-29(GFP)
CHO-anti-His
HT1080-anti-His
mBMDCs (Inglaterra)
mBMDCs (Alemania)
mBMDCs (Uruguay)

THP-1

JAWSII

=+ 5 ng/ml. GM-CSF + 1 mM Piruvato de Sedio

Tabla-4. Descripcion de los medios utilizados para el cultivo de células eucariotas. Se detalla el medio base y los suplementos

agregados para el cultivo de cada tipo celular.

3.3.1. Lineas celulares

Brevemente, las células HEK293T, J774A.1, HT-29(GFP), HT-1080-anti-His y CHO-anti-His, fueron
cultivadas en sus respectivos medios (ver tabla-4) hasta alcanzar una confluencia de 70-90%, tras lo
cual fueron incubadas con PBS-Tripsina-EDTA durante 3-5 minutos a 37°C en estufa de cultivo con
5% CO, para su disgregacion. Luego la tripsina se neutralizé con el mismo volumen de medio
conteniendo SFB al 10% y se realizaron pasajes a nuevas botellas para el sub-cultivo. Por su parte, las
células RAW264.7 y JAWSII se mantuvieron hasta alcanzar una confluencia de 70-90% vy luego se
utilizé un scrapper para despegar las células adherentes en el mismo medio. Se tom6 un volumen

determinado de medio con células y se realizaron pasajes a nuevas botellas. En el caso de las THP-1,
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al tratarse de células en suspension, se cultivaron hasta al alcanzar una concentracion de 8x1075-
1x1076/mL de medio, tras lo cual se tom6 una alicuota de cultivo y se la transfirié6 a nuevas botellas

para ser sub-cultivadas.

3.3.2. Generacién y cultivo de mBMDCs

Se utilizaron tres protocolos para la generacion de mBMDCs, debido a que cada laboratotio tenia

seteado su produccion como de detalla a continuacion:

3.3.2.1. Generacion de mBMDCs (NIBSC)

Se aislaron fémures y tibias de ratones C57/BL6 y se lavaron con PBS-0,1% SFB. Se cortaron los
extremos de los huesos y con una jeringa se perfundieron con 5ml de PBS para extraer la médula 6sea.
Esta se centrifug6 durante 5 minutos a 350g y luego se resuspendi6 en 10 mL PBS-10% RBC, tras lo
cual fue incubada por 10 minutos en hielo. Se realizaron dos lavados mediante centrifugacion a 300g
y posterior resuspension en PBS y finalmente se resuspendio el pellet en 12 ml. de RPMI-BMDCs-1
(ver tabla-4). Se sembraron placas de 6-pocillos con 2 mL cada uno. Al tercer dia se realizé un cambio
de medio y al sexto dia se colectaron las células no-adherentes y parcialmente adherentes. Se

centrifugaron a 350g durante 5 minutos, se contaron y posteriormente se sembraron para su uso.

3.3.2.2. Generacion de mBMDCs (PEI)

Las mBMDC s utilizadas durante la pasantia en Alemania fueron generadas con ayuda de la Dra.
Martina Anzaghe del Paul-Ehtlich-Institut siguiendo el protocolo detallado a continuacion.
Brevemente, se aislaron ambos fémures y tibias de ratones C57BL/6 y se esterilizaron durante 30
segundos en 70% etanol (v/v). Luego se cortaron los extremos de los huesos y utilizando una jeringa y
una aguja 25G cargada con 3-4 mL de PBS, se perfundieron los huesos y se expulsé la médula 6sea.
Esta fue resuspendida por pipeteo intenso y se centrifug6 durante 6 minutos a 500g. Posteriormente
se descart6 el sobrenadante y se resuspendio6 el pelleten 1.5 mL de RBC-lisis buffer (Sigma) y se incub6
durante un minuto a temperatura ambiente. Luego se volvio a centrifugar en las condiciones
descriptas anteriormente y se resuspendio el pelleten 10 mL de RPMI/ratén. Se contaron las células
y se ajustod la concentracion a 551076 células en 5 ml de RPMI -BMDCS-A por botella de cultivo T-25

(Greiner). Las células se mantuvieron en estufa de cultivo por 8 dias y se realizd6 cambio de medio

46



conteniendo el factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) al dia 34 y 7.

Al octavo dia se realizé un conteo de células totales y se sembraron para su uso.

3.3.2.3. Generacion de mBMDCs (Catedra de Inmunologia)

Las mBMDC s utilizadas en Uruguay fueron generadas por la Lic. Yamila Martinez, utilizando el
protocolo a continuacion. En resumen, se aislaron fémures y tibias de ratones C57BL/6 y se limpiaron
con etanol 70% durante 2-3 minutos. Luego se lavaron con PBS y se cortaron las epifisis para ser
perfundidos utilizando una jeringa 24G con 5 mL de PBS de modo de obtener la médula. Se
resuspendié la médula en RPMI y se contaron las células. Luego se sembraron en cantidad de 3x10°6
precursores en 10 mL de RPMI-BMDCs-U + 1% sobrenadante J558 en placas de Petri. Se realizaron
cambios de medio al dia 3, 6 y 8 utilizando el mismo medio. Al décimo dia, las células fueron
cosechadas y centrifugadas a 300g durante 5 minutos, tras lo cual el peller se resuspendié en un

volumen conocido de RPMI-BMDCs-U y se sembraron para su uso.

Se sembraron 4x10"5 células en placas de 12-well. Al dia siguiente se transfectaron con 0,8 pg del
plasmido codificante para la respectiva proteina de envoltura haciendo uso del reactivo
polietilenimina (PEI). Esta agente transfectante es un polimero catidnico que actia condensando el
ADN en particulas cargadas positivamente, que interaccionan con distintos residuos anidnicos sobre

la supetficie celular, tras lo cual son introducidas a la célula mediante endocitosis.

Para transfectar, se diluy6 el volumen correspondiente a 0,8 pg de ADN en 53 pl. de DMEM sin
aditivos. Por otra parte, se tomaron 3 pl. de PEI 10mM vy se lo agreg6 a 50 pl. de DMEM sin aditivos.
Se tomo6 el PEI-DMEM vy se lo agreg6 sobre PEI-ADN e inmediatamente se vortexe6 la mezcla y se
incubé durante 30 minutos a temperatura ambiente. Durante la incubacién, se cambié el medio de
las células por 400 pL. de DMEM-15% SFB vy luego se agregé la mezcla PEI-DNA (aprox. 110 pL) al
pocillo. Se homogeneiz6 mediante pipeteo o movimiento en cruz. Entre 4 y 6 h post-transfeccion se

realiz6 un cambio de medio a 1 mL. DMEM-Completo.
A las 48 h post-transfeccion se analizo la expresion por citometria de flujo. Para ello, se retir6d el medio

de las células y se lavo x2 con FCB-Wash mediante centrifugacion a 400g y 4°C por 5 minutos. Luego

se incub6 con 100 pL la una dilucién 1/100 del anticuerpo anti-His-PE (Miltenyi Biotec) durante 30
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minutos a 4°C en oscuridad. Posteriormente se realizaron dos lavados con FCB-Wash, como ya se
describio, y se resuspendi6 la muestra en 100 pL. de FCB-Fix para cargar en el citometro. Los datos

fueron analizados utilizado el software FCS Express (DeNovoSoftware).

3.5.1. Produccién a gran escala

3.5.1.1. Produccion de VSV-G-LVs y MV-LVs (NIBSC)

Un dia previo a la transfeccion, se sembraron 5x10° células HEK293T en placas de 15 cm (Greiner) en
DMEM-Completo. Al dia siguiente, se transfectaron utilizando el reactivo FuGENE-6 (Promega)

siguiendo el protocolo descripto a continuacion:

(i) Para LVs pseudotipados con VSV-G: 3,75 ug del plasmido de transferencia pSIN-SFFV-GFP, 2,50

pg del plasmido de empaquetamiento p8.91 y 2,50 ug del pMDG.2.

(ii) Para LVs pseudotipados con MV: 3,75 ug del transgen pSIN-SFFV-GFP, 25 ug del plasmido de
empaquetamiento p8.91, 2,5 pg de MV-F30 y 2.5ug de MV-Hmut""",

Se tomé un tubo y se agregaron 500 pL. de medio Opti-MEM (Thermo Scientific). Sobre este medio se
agregaron 45 pl. del reactivo FuGENE-6 teniendo cuidado de no tocar las paredes del tubo y se incubo
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Luego se agreg6 la cantidad correspondiente de ADN
sobre el Opti-MEM/FuGENE-6 y se incub6 durante 15 minutos. Mientras tanto, se cambi6 el medio
de las células por 18 ml. de DMEM-Completo. Al terminar la incubacion, se agreg6d la mezcla de
ADN/reactivo transfectante mediante goteo sobre las placas. Al dia siguiente, se cambi6 el medio por
18 mL. de DMEM-Completo y se dej6 hasta las 48 o 60 h post-transteccion, donde el medio fue recogido
y filtrado por 0,45 uM. Cabe destacar que se tratd de transfectar a altima hora de un dia, y realizar el
cambio de medio a primera hora del dia siguiente. Para concentrar los LVs se utiliz6 el protocolo a

continuacion:

(i) Para LVs pseudotipados con VSV-G: Centrifugacion a 22000g durante 2 h a 4°C.

(i) Para LVs pseudotipados con MV: Centrifugacion durante 24 h a 4500g y 4°C

48



Posteriormente, se descartd el sobrenadante y se resuspendié el pellet en 100 pul. de PBS frio, que se

alicuoté y se guardo a -80°C.

3.5.1.2. Produccion de VSV-G-LVs, MV-LVs y NiV-LVs (PEI)

Se sembraron 2x10"7 células HEK293T en frascos de cultivo T-175 en 25 ml. de DMEM-Completo.
Al dia siguiente se transfectaron (siempre y cuando las células sembradas se encuentren en un 70-80%
de confluencia) utilizando el reactivo PEI con 35 pg de ADN total, siguiendo el protocolo detallado a

continuacion:

(i) Para LVs pseudotipados con VSV-G: 17,5 pg del plasmido de transferencia pSIN-SFFV-GFP o
pSIN-DP-SFFV/CMV-(NIK), 12 pg del plasmido de empaquetamiento p8.91 y 6,13 pg del pMDG.2.

(ii) Para LVs pseudotipados con MV: 15,17 pg del transgen pSIN-SFFV-GFP, 14,44 ug del plasmido
de empaquetamiento p8.91, 4,04 ug de MV-F30 y 1,35ug de MV-p44 ",

(iii) Para LVs pseudotipados con NiV: 15,17 ug del transgen pSIN-SFFV-GFP, 14,44 ug del plasmido
de empaquetamiento p8.91, 3,85 ug de NiV-F22 y 1,54 ug de NiV-p66""" 0 NiV-p70'HH,

Se tomo un tubo estéril y se prepard el mix ADN-DMEM al agregar los pl. de ADN necesarios en un
volumen final de 2300 pl. de DMEM sin aditivos. Se vortexe6 brevemente el mix. Luego se tomé un
segundo tubo estéril y se prepar6 la mezcla PEI-DMEM. Para 35 pg de ADN, se utilizaron 140 pl. de
PEI 10mM. Se tomaron los 140 pl. de PEI y se agregaron a 2200 pl. de DMEM sin aditivos; luego se
vortexe6 brevemente. Para preparar el mix de transfeccion, se agregd rapidamente PEI-DMEM sobre
ADN-DMEM, se vortexe6 durante 15 segundos y se incub6é 30 minutos a temperatura ambiente.
Durante la incubacion, se cambi6 el medio de las células por 10 mI. de DMEM-15% SFB, y finalizados
los 30 minutos, se agrego el mix de transfeccion (aprox. 4,7 ml) mezclando por agitaciéon en cruz o
por pipeteo. Entre 4 y 6 h post-transfeccion (o al dia siguiente) se cambié el medio a 18-20 mL de
DMEM-Completo. Se colocaron las células en estufa de cultivo a 37°C y 5% CO,. Entre 36 y 48 h post-
transfeccion se recogio el sobrenadante (conteniendo particulas lentivirales) y se filtré por 0,45 pm.
Luego de filtrado se dividi6 el volumen en tubos para ser concentrados mediante centrifugacion. Para

concentrar los LVs se utiliz6 el protocolo a continuacion:
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(i) Para LVs pseudotipados con VSV-G: Centrifugacion a 22000g durante 2 h a 4°C.

(ii) Para LVs pseudotipados con MV o NiV: Se agregdé suavemente en el fondo del tubo 4,5-5,5 mL de
PBS-Sacarosa 20% v se centrifugé durante 24 h a 4500g y 4°C.

Una vez finalizada la centrifugacion se descarto el sobrenadante y se dejo el tubo boca abajo durante
5 minutos sobte una toallita de papel para permitir que se seque. Luego, se agregaron 100 -200 pl. de
PBS pre-enfriado y se resuspendio el pellet por pipeteo. Luego se colocaron los tubos en agua-hielo y
agitacion lenta durante 1-2 hs. Posteriormente se terminé de resuspender el pellet por pipeteo y se

alicuot6 en pequefios volamenes (10-30 pL.) que fueron conservados en freezer a -80°C.

3.5.2. Produccion a pequefia escala

Se sembraron 1,6-2x1076 células HEK293T/pocillo en placas de 6-pocillos (Greiner) en 2 mlL de
DMEM-Completo. Al dia siguiente se transfectaron (siempre y cuando las células sembradas se
encuentren en un 70-90% de confluencia) con 1,92 pg de ADN total, siguiendo el protocolo detallado

a continuaciéon:

(i) Para LVs pseudotipados con VSV-G: 0,96 pg del plasmido de transferencia pSIN-SFFV-GFP o
pSIN-DP-SFFV/CMV-(NIK), 0,63 ug del plasmido de empaquetamiento p8.91 y 0,34 pug del pMDG.2.

(i) Para LVs pseudotipados con MV: 0,83 ug del transgen pSIN-SFFV-GFP, 0,79 ug del plasmido de
empaquetamiento p8.91, 0,22 pg de MV-F30 y 0,07 pg de MV-Hmut""" 0 MV-p44'HH,

(iii) Para LVs pseudotipados con NiV: 0,83 pg del transgen pSIN-SFFV-GFP, 0,79 ug del plasmido de
empaquetamiento p8.91, 021 ug de NiV-F22 y 0,08 ug de NiV-p66*™ o NiV-p70VH,

Para transfectar, se diluy6 el ADN en 130 pl. de DMEM sin aditivos y se agregaron 8 pl. de PEI 10mM
a 120 pL. de DMEM sin aditivos. Se tom6 el PEI-DMEM vy se agregd sobre el ADN-DMEM, tras lo
cual se vortexedé inmediatamente por 15 segundos. La mezcla se incub6é durante 30 minutos a
temperatura ambiente, mientras se realizé un cambio de medio a las células por 800 ul. de DMEM-
15% SFB. Una vez finalizada la incubacion, se agrego la mezcla a las células y se homogeneizé. A las
36-48 h post-transfeccion se recogio el sobrenadante conteniendo particulas lentivirales y se utilizo

para transducit las células blanco.
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Para titular, es decir, medir las unidades transductantes por mililitro (TU/mL), se utilizaron dos
métodos. El primero, llamado titulacion por transduccion se realizé directamente mediante
transduccion de células susceptibles y posterior medicion de la cantidad de células que expresan el
transgen (en nuestro caso, expresion de GFP por citometria). El segundo método, llamado RT-qPCR,
es una medida indirecta que cuantifica la actividad de la transcriptasa reversa presente en la
preparacion de LVs a través de una PCR cuantitativa. El valor obtenido permite estimar la cantidad
de TU/mL si se dispone de una curva de correlacion entre el Ct obtenido de la qPCR y las TU/mL..
Este método se utilizo6 al principio de este trabajo, cuando no se poseia una linea celular susceptible a
la transduccion con los MV-LVs; para ello, se utilizd una correlacion generada con el VSV-G-LV. Es
de hacer notar que el titulo de una preparacion hace referencia a las TU/mL respecto a la poblacion
de células diana de interés, y como veremos, muchas veces es muy inferior al namero total de particulas
de vectores lentivirales presentes en la preparacion, debido a que no todas las particulas generadas

tienen la capacidad de transducir las células blanco.

3.6.1. Titulacién por transduccion

Este método se basa en la capacidad de los LLVs de transducitr determinados tipos celulares y se
cuantifica midiendo la expresion del transgen que acarrea el vector lentiviral. Consecuentemente, este
método nos informa sobre la cantidad de particulas capaces de transducir por mililitro de muestra, es
decir, cuantifica las unidades transductantes por mililitro (TU/mL). En nuestro caso, el transgen es
GFP, y la expresion de esta proteina fue cuantificada por citometria de flujo. A su vez, se utilizaron

dos protocolos de transduccion: (i) transduccion estatica y (ii) transducciéon por spinfection.

(i) Transduccion estdtica

La transduccién estatica se utilizé en células adherentes o semi-adherentes. Se incubaron las células
con los LLVs durante 2 horas en estufa de cultivo. Posteriormente, se diluyo el vector por agregado del
medio correspondiente y se incubaron las células en estufa de cultivo durante 72 hs, después de las

cuales se realizé la citometria.

(ii)Transduccion por spinfection
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La transduccion por spinfection se utilizé tanto en células adherentes como en células crecidas en
suspension, si bien es un método usado principalmente para células en suspension. Se agregaron los
LVs alas células e inmediatamente fueron centrifugados durante 1h a 800g y 32°C. Una vez finalizada
la centrifugacion, se realizé un cambio de medio y se incubaron en la estufa de cultivo durante 72 hs,

después de las cuales se realizo la citomettia.

Para titular los VSV-G-LVs se utiliz6 la linea celular HEK293T. Para titular las construcciones de
MV-LVs y NiV-LVs se utilizaron las lineas celulares CHO-anti-His y HT1080-anti-His. Estas células
son susceptibles a todas las construcciones que portan VHHs, debido a que como se observa en la
figura-16, en el extremo C-terminal de cada proteina se expresa un rag de 6xHis. En este caso, las

particulas portadoras de Hmut/Gmut o

pueden reconocer al scFv anti-His expresado en ambas
lineas celulares como su receptor y mediar la transduccion celular. Para titular, se tomo una placa de
96-pocillos de fondo chato (NUNC) y se sembraron 4x10™4 células/pocillo en 100 uL. del medio
correspondiente. Al dia siguiente se realizaron diluciones seriadas de los LVs en DMEM-Completo
(siempre y cuando fuese necesario) y se agregaron 50-70 pL de las diluciones o de L'Vs sin concentrar
a los pocillos con células. Se procedié con la transduccién (estdtica o por spinfection) y luego se
agregaron 150-200 pl. del medio correspondiente. Se incubé el cultivo en estufa y a las 72 h post-
transduccion se realizé la citometria de flujo. Para ello, se incubaron las células de 3-5 minutos a 37°C

con 20 pL. de PBS-EDTA-Tripsina para su disgregacion. Luego se agregaron 100 pl. de FCB-Fix y se

cargd la muestra en el citometro.

El calculo del titulo viral expresado en TU/mL es:

(# de cél. GFP positivas/100) x (# de cél. sembradas)
volumen de LVs agregado (mlL)

Titulo (TU/mL) = x factor dilucion

Siendo “# de cél.” una abreviacién de nimero de células, y teniendo en cuenta que para el calculo se

utilizo la dilucién mas grande de aquellas que rindieron porcentajes de transduccion entre 5% y 20%.

Con las TU/mL se calculé la multiplicidad de infeccion o MOI, con lo que se cuantifica la cantidad

de particulas transductantes por namero de células. La MOI se obtuvo de la siguiente forma:

titulo (TU /mL)x volumen de LVs (mlL)
# de cél sembradas

MOI =
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3.6.2. Titulacion mediante RT-qPCR

Esta técnica, como se comentd anteriormente, nos permite calcular las TU/mL utilizando una
correlacion entre el valor de Ct obtenido de la qPCR y valores de TU/mL calculados para un vector

1", Este se basa

de referencia. Para esto se utilizdé un modelo descripto previamente por Vermeire et a
en la presencia y actividad de la enzima RT encapsidada en los viriones. Para ello, se agrega un ARN
foraneo, y en muestras donde hay presencia de RT, se retrotranscribird el ARN a ADN copia (ADNc),
el cual luego sera amplificado por PCR pudiendo medir la “actividad” de RT en la muestra. Si bien

este método no proporciona informaciéon directa sobre las TU/mL, se puede generar una curva de

correlacion con la titulacion por transduccion y de ésta estimar los valores de TU/mlL.

Como se muestra en la figura-17, en este ensayo, se toma el sobrenadante celular o LLVs concentrados
y se someten a una etapa de lisis en la que se libera la RT al medio. Luego se agrega al pocillo un ARN
foraneo proveniente del fago MS2 (se utiliza este ARN debido a que el mismo no tiene una etapa de
ADN por lo que disminuye las posibles interferencias) y cebadores especificos para este ADN. Ademas,

se agrega el mix de PCR conteniendo dNTPs, MgClI2, buffer y SYBR green (Thermo Scientific).

Viral supernatant MS2 cDNA

+ MS2RNA m\
P SN
3B i 2@~

N ¢ _ + SYBRGreenl __3
% lysis @ Master mix ‘
@ SYBR Green | gPCR
‘ (RY) + MS2 primers —
~
(R4 N <
<

Figura-17. Descripcion esquematica de los pasos para la titulacion de LVs por RT-qPCR. En primera instancia, se toma una
alicuota del sobrenadante viral y se realiza un paso de lisis (lysis) en el cual la RT viral se libera al medio. Luego se agrega
un ARN (por ejemplo, de MS2), cebadores especificos y un master mix de qPCR y si de haber RT se retrotranscribira el ARN
a ADNc y se amplificarda por sucesivos pasos de PCR. Adaptada de Vermeire et al., (2012).

Especificamente, se tom6 una placa de 96-pocillos MicroAmp (Applied Biosystems) y se realizé la lisis
del LVs con el BL (descripto en la secciéon Buffers y Soluciones). Se depositaron 5 plL directos o de una
dilucion de Vs en pocillos de la placa y se incubaron con 5 pl de BL durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Se detuvo la reaccion mediante adiciéon de 190 pl. de agua destilada de calidad biologia
molecular. Posteriormente, se tomo otra placa de 96-pocillos MicroAmp y se realiz6 el mix para la

PCR en un volumen final de 25 pl./reaccion. Para este volumen se usaron 0,5 pM de cebadores

53



especificos para el ARN MS2 (ver tabla-5), 3,5 pmol de ARN MS2 (Sigma), 0,02 U/uL. de Ribolock
RNAse Inhibitor (Fermentas) y 12,5 ul. de SYBR Green (Thermo Scientific).

Cebadores Secuencia
FWD-RTgqPCR 5-TCC TGC TCA ACT TCC TGTCGA G -3'
REV-RTgqPCR 5'- CAC AGG TCA AAC CTC CTA GGA ATG -3'

Tabla-5. Secuencia de los cebadores utilizados para amplificar el cAADN de MS2 en la RT-qPCR. La secuecia se obtuvo de

Vermeire et al., 2012).

Se utiliz6 un equipo de PCR Applied Biosystems 7500 HT y se sigui6 el protocolo detallado a

continuacion en la tabla-6:

Etapa Tiempo Temperatura (°C)
Retrotranscripcion 20 minutos 42
Activacion inicial de Taq 15 minutos 95

Ciclado de 3 etapas:

Desnaturlizacion 10 segundos 95

Union de cebadores 30 segundos 60

Extension 15 segundos 72
Nuamero de ciclos 40 ciclos

Tabla-6. Protocolo de la RT-qPCR patra la deteccion de RT en muestras con LVs. La etapa de tetrotransctipcion ocurre a
42°C durante 20 minutos, y luego se activa la polimerasa Taq durante 15 minutos a 95°C. Posteriormente se realizan 40

ciclos de PCR en 3 etapas: desnaturalizacion (10s a 95°C), union de los cebadores (30s a 60°C) y extension (15s a 72°C).

Posteriormente, los datos fueron analizados utilizando el software SDS v.1.4.1 (Applied Biosystems).

Para ello se utilizé el equipo BLItz (Fortebio) que mide en tiempo real interacciones moleculares. Se
tomo un chip de estreptavidina (ForteBio) y se lo dejo hidratar por 10 minutos en kinetic buffer (KB).
Posteriormente, debido a que todas las soluciones usadas son en KB, se realiz6 una linea de base
inicial en kinetic buffer durante 30 segundos(s). Luego se sembraron 4 pL de una soluciéon a 20 ug/mL
del VHH-76 anti-CD11b, realizando su cargado durante 120s, y se lavo durante 30 segundos en KB.

La segunda etapa de cargado se realizé con 4 uL de una solucion a 20 ug/mL de la proteina
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CD11b/CD18 (R&D) durante 120s. Luego se lavé durante 30 segundos en KB y se incub6 con 4 pL de
los LVs re-direccionados con el VHH-36 (anti-CD11b) o con el VHH-T3 (anti-TT) durante 150s, tras
lo cual se realiz6 una etapa de disociacion en KB durante 120s con el fin de comprobar si la uniéon es

estable. En la figura-18, a continuacion, se detalla un esquema del ensayo.

NG

Bt Receptor

blanco
ST

Figura-18. Esquema representativo de BLItz con LVs. Sobre un chip de estreptavidina (ST) se cargé un VHH-1 (VHH-76)
biotinilado (Bt). Luego se cargd el receptor blanco (CD11b/CD18) reconocido por el VHH-1 y posteriormente se incubé el
LV acarreando la fusion Hmut""2, La unién de cada componente genera una sefial que es captada por el equipo en tiempo

real.

Se utilizé el equipo Nanosight NS500 (Malvern Instruments, Worcestershire, UK). Este instrumento
permite caracterizar nanoparticulas proporcionando informacion detallada sobre su concentracion y
tamafio. Se tomo6 una alicuota del barch a utilizar y se realizaron diluciones de 1/3000 y 1/10000 en
PBS, con el cual previamente se sete6 un blanco. Luego se inyect6 la una dilucion de cada muestra y
para cada una se realizaron 4 medidas de 90 segundos a 25° C. Los datos se analizaron utilizando

el software NTA2.3 (Malvern Instruments, Worcestershire, UK).

En la tabla-7 a continuacion, se detallan los anticuerpos utilizados en los ensayos de citometria de

flujo y su dilucion de uso para los experimentos in-vitro.
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Clon Antigeno Fluoroforo Dilucion Referencia

93 CD16/CD32 - 1/100 eBioscience, #14-0161-82
GG11-8F3.5.1 His6x PE 1/100 Miltenyi Biotec, #130-098-810
M1/70 CD11b PerCP-Cy5.5 1/100 eBioscience, #45-0112-82
M5/114.5.2 MHCII PE 1/200 eBioscience, #12-5321-82
N418 CD11c PE 1/300 eBioscience, #12-0114-82
HL3 CDl11c APC-Cy7 1/100 BDBiosciences, #561241

Tabla-7. Anticuerpos de citometria de flujo utilizados en experimentos 7n-vitro. Se describe para cada anticuerpo, el antigeno

al cual reconocen, el clon, el fluoréforo al cual estan conjugados, la dilucién de uso y la compaiiia de donde se obtuvo.

Previamente a los ensayos de union, se comproboé la expresion de los distintos receptores en las células
blanco. Para esto, se despegaron/disgregaron las células de las botellas en donde se encontraban
(siguiendo el método explicado anteriormente para cada tipo celular) y se tomaron 4x10"5 células por
marcaje. Estas fueron centrifugadas a 300-400g por 5 minutos y 4°C y luego resuspendidas en 500 pL.
de FCB-Wash. Se lavaron mediante el mismo ciclo de centrifugado y resuspension en FCB-Wash
durante dos rondas. En el altimo lavado se resuspendieron las células en 100 pl. de una dilucion del
anticuerpo anti-CD16/CD32 (en caso de ser necesitado) y se incubaron durante 30 minutos a 4°C.
Posteriormente se lavd 2 veces y finalmente se resuspendio el pellet en 100 pl. de las diluciones
correspondientes (detalladas en la tabla-7) de los anticuerpos anti-CD11b, -CD11¢ y -MHCII. Se
incubaron 45 minutos a 4°C y posteriormente se centrifugaron dos veces a 300-400g para ser lavadas
en las condiciones mencionadas anteriormente. En el tltimo lavado, se resuspendieron en 100 plL de
FCB-Fix y fueron cargadas en el citbmetro de flujo para su andlisis (utilizando el software FlowJo o
FCS Express). Una vez comprobada la expresion de los receptores, se procedié a realizar los ensayos
de union. Para ello, se tomaron 50 pl. de una dilucion de los distintos Vs y se agregd a 2x1075 células
blanco. La mezcla de células y LVs se centrifugo durante 1 h a 850g y a 4°C. Para lavar, se resuspendiod
el pelleren 500 pl. de PBS y se centrifug6 a 300g. El lavado se repitioé x2. Posteriormente se agregaron
100 pL una dilucién del anticuerpo anti-His-PE (ver tabla-7), se lavo y se resuspendié finalmente en
100 pL. de FCB-Fix para ser cargado en el citdmetro de flujo. Es de suma importancia destacar que
durante todo el proceso la muestra se conservd a 4°C para evitar internalizacion de las particulas

virales ya sea por endocitosis o por fusion de las membranas.

Para transducir las células blanco mBMDCs, J774A.1, RAW?264.7, JAWSII y THP-1 se tomé el volumen

de LV necesario y se procedié con la transduccion estatica o por spinfection siguiendo el protocolo

56



detallado anteriormente. Luego de 72 horas, las células fueron lavadas x2 con 500 pl. FCB-Wash y
centrifugadas a 300-400g durante 5 minutos. Luego, se incubaron durante 30 minutos a 4°C con la
dilucién de uso del anticuerpo anti-CD16/CD32 (detallado en la tabla-7) para bloquear los receptores
Fc. Posteriormente se lavo x2 como fue indicado anteriormente y se procedio a tefiir las células con
los distintos anticuetrpos de marcaje (ver tabla-7) mediante incubacion a 4°C por 45 minutos y en
oscuridad. Una vez finalizada la incubacion, se lavo la muestra x2 y el pellet se resuspendio en 100 pL
de FCB-Fix para ser cargado en el citometro. El andlisis de citometria se realizo6 utilizando el software

FlowJo o FCS Express.

Los ratones de la cepa C57BL/6 o BALBc fueron obtenidos del bioterio de Facultad de Medicina con
edad de 6-8 semanas y se mantuvieron en el bioterio del Instituto de Higiene hasta su uso. Tanto para
la inyeccion como para el procesamiento de los ratones, se recibié ayuda de la Dra. Cecilia Casaravilla.
El protocolo utilizado se cotresponde al numero 865 de los protocolos de la CEUA, Facultad de

Quimica.

Brevemente, los ratones se inyectaron por i) via i.p. con 200 pL. de LVs conteniendo 1x10°6 TU/mL o
con 200 pL de PBS como control o ii) via intravenosa con 100 pL. de LVs conteniendo 1x10°6 TU/mL
o con 100 pl. de PBS como control. Entre 5 y 8 dias mas tarde, los ratones se sacrificaron utilizando
isofluorano y se obtuvieron i) las células de la cavidad peritoneal y/o de los ganglios mesentéricos o
ii) el bazo. Para obtener las células de la cavidad peritoneal, se realizé un corte con un bisturi, teniendo
cuidado de no perforar el peritoneo. Se tomo una jeringa con aguja 25G, se cargd con 5Sml. de DMEM-
0,2% SFB y se inyectd en la cavidad peritoneal, homogeneizando mediante movimientos suaves.
Posteriormente se succiondé el liquido de la cavidad peritoneal y se realizé un segundo lavado de la
misma forma; ambos se juntaron en un tuvo falcon de 10 mL, que se mantuvo a 4°C. Luego se abrio
la cavidad petritoneal del ratéon utilizando un bisturi y se obtuvieron i) los ganglios mesentéricos o ii)
el bazo, que se conservaron en 1 mlL. de DMEM-02%SFB a 4°C. Estos se machacaron y disgregaron
sobre una malla de serigrafia que permite el pasaje de células y se resuspendieron en 2 mLL de DMEM-
0,2% SFB. Posteriormente, tanto las células de la cavidad peritoneal como las de ganglio/bazo y se
centrifugaron a 350g durante 7 minutos a 4°C. El pellet se resuspendié en 3 ml. de FCB-Wash y se
repiti6 el paso de lavado. En el caso del bazo se lisaron los globulos rojos con Buffer RCB (Sigma
Aldrich) como lo indica en el manual y luego se repitieron los pasos de lavados detallados

anteriormente. Luego, se tomdé una alicuota de 10 pL. de células y se mezclaron con 10 pL de la tinta
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AOPI para ser contadas utilizando el instrumento Cellometer (Nexcelom). Posteriormente, las células
se centrifugaron en las condiciones mencionadas anteriormente y se resuspendieron un volumen de
FCB-Wash de tal manera que quedaran en una concentracion de 1x1076 células/100 uL.
Posteriormente, se tom6 una placa de 96-pocillos fondo en V (Greiner) y se depositaron 100 pL de
cada muestra por pocillo. La placa se centrifug6 como se describié anteriormente y las células se
incubaron durante 20 minutos a 4°C con 25 pL. de suero normal de rata. Este paso es crucial debido a
que se bloquean los receptores Fc. En paralelo, se procedié a realizar el mix de tincion necesatio
(utilizando los anticuerpos detallados en la tabla-8) y, finalizada la se agregd 25 pL. del mix de
anticuerpos a las células. En caso de los controles sin tincion, se agregaron 25 pl. de FCB-Wash. Las
células se incubaron durante 45 minutos a 4°C y en oscuridad y luego se centrifugaron dos veces para
ser lavadas. Finalmente, se resuspendio el peller en 100 pl. de FCB-Fix y se cargaron en el citbmetro.

El andlisis de citomettia se realiz6 utilizando el software Flow]o.

Clon Antigeno Fluoroforo Dilucion Referencia
N418 CDl11c BV421 1/200 BioLegend, #117343
17A2 CD3 APC 1/100 BioLegend, #100236
BMS8 F4/80 PE-Cy7 1/100 BioLegend, #123114
6D5 CD19 APC-Cy7 1/100 BioLegend, #115530
M1/70 CD11b PerCP-Cy5.5 1/100 eBioscience, #45-0112-82
M5/114.5.2 MHCII PE 1/200 eBioscience, #12-5321-82
GL-1 CD86 BV421 1/200 BioLegend, #105031
16-10A1 CD80 PE 1/200 eBioscience, #12-0801-82

Tabla-8. Anticuerpos de citometria de flujo utilizados en ensayos realizados in-vivo. Se describe para cada anticuerpo, el
antigeno al cual reconocen, el clon, el fluoréforo al cual estan conjugados, la dilucién de uso y la compaiiia de donde se

obtuvo.

Se disefio un gen sintético, llamado DP-SFFV/CMYV, que contiene, como se muestra en la figura-19,
una secuencia irrelevante flanqueada por los sitios de enzima BamHI y Xhol, bajo la accién del
promotor SFFV y una segunda secuencia itrelevante flanqueada por los sitios Spel y Sall, bajo la
expresion del promotor CMV. A su vez, este gen posee un sitio para Nhel en su extremo 5’. La
secuencia del promotor SFFV, asi como las secuencias downstream y upstream al mismo fueron
obtenidas del plasmido pSIN-SFFV. De la misma manera, las del promotor CMV se obtuvieron de un

plasmido genérico (addgene). Este gen se sintetiz6 utilizando el servicio de Gene Synthesis (opcion
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Custom Gene Synthesis) de General Biosystems. Como parte del servicio se cloné dicho gen por

digestion con los sitios Kpnl y Stul al vector pUC57 y se liofilizaron 5 pg en un tubo eppendorf.

(8) Nhel (1091) End
(6) KpnI (1086) Stul
(0) Start ‘BamHI (427) Xhol (604) ‘Spel (862) (1078) Sall
L 1l
2501 5007 7501 10007

| SFFV promoter > CMV promoter >

DP-SFFV/CMV
1091 bp

Figura-19. Esquema representativo de la secuencia del gen DP-SFFV/CMYV. Este contiene dos sitios de clonaje pata
proteinas, uno entre los sitios BamHI y Xhol, bajo la expresion del promotor SFFV, y el segundo, flaqueado por los sitios
Spel y Sall que se encuentra bajo la expresion del promotor CMV. A su vez, en el extremo 5’ contiene un sitio para Nhel y

se encuentra flanqueado por los sitios Kpnl y Stul que fueron utilizados pata su clonaje en el vector pUC57.

El plasmido pUC57 con el gen DP-SFFV/CMYV clonado se resuspendié en 100 pl. de agua calidad
biologia molecular. Se tomé una 1 pL. del mismo vy se utiliz6 para transformar bacterias DH5¢ (Thermo
Scientific) como se describi6 anteriormente. Las bacterias se plaquearon en placas de agar-Ampicilina
(resistencia proporcionada por el pUC57) y se crecieron ON a 37°C. Al dia siguiente se realiz6 una
mini-prep (Qiagen) y el ADNp resultante se digiri6 con las enzimas Nhel y Sall en dos etapas. Primero
se digiri6 con Nhel durante 1 hora a 37° C en buffer Tango 1X. Luego de terminada la incubacioén,
se llevod a una concentracion 2X del buffer Tango y se agregé la enzima Sall. La mezcla se incub6 por
una hora mds en las mismas condiciones. Simultaneamente, se realizé6 la misma digestiéon con el
plasmido pSIN-SFFV-GFP. Tanto el inserto (gen sintético) del pUC57 como el backbone del pSIN-
SFFV-GFP fueron cargados en un gel de agarosa 1X y putrificados mediante un kit de extraccion de
gel (Thermo Scientific). Como resultado, se obtuvo por un lado el gen sintético y por el otro lado el
plasmido pSIN (con la secuencia de SFFV-GFP eliminada). Posteriormente, se ligaron ambos
productos utilizando las mismas condiciones mencionadas antetiormente y se produjo una

preparacion de ADN plasmidico de este nuevo plasmido llamado pSIN-DP-SFFV/CMV.

El plasmido pcDNA3-NIK fue generosamente cedido por el Prof. Wallach (The Weizmann Institute
of Science, Israel). Este codifica para la secuencia completa (947 aminodcidos) de la quinasa NIK. Se

realizaron una serie de PCRs para clonar el gen y versiones truncadas del mismo en el plasmido pSIN-
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DP-SFFV/CMV utilizando los cebadores descriptos en la tabla-9. Los cebadores FWD (NIK1 y
NIK329) contienen los sitios de corte para BamHI y Spel y la secuencia consenso Kozak, de suma
importancia para la traduccién de las proteinas. Por otra parte, los cebadores REV (NIK747 y
NIK947) contienen los sitios de digestion para Xhol y Sall. Para generar la version completa,
denominada NIKq, se utilizaron los cebadotres FWD-NIK1 y REV-NIK947. Para generar las
versiones truncadas NIKf, NIKg y NIKy se utilizaron los pares FWD-NIK1/REV-NIK747, FWD-
NIK329/REV-NIK747 y FWD-NIK329/REV-NIK947 respectivamente. Por otra parte, se utilizaron
los cebadores FWD-DUAL-GFP y REV-DUAL-GFP (ver tabla-9) para amplificar el gen de GFP desde
el vector pSIN-SFFV-GFP. Los productos de PCR se limpiaron mediante un kit de purificacion de
PCR vy se digirieron con las enzimas BamHI/Xhol (generando los productos llamados BX) o con las
enzimas Spel/Sall (generando los productos llamados SS). Para la digestion BX se utilizo el buffer G
(Thermo Scientific) y el doble de la concentracion requerida de Xhol. La mezcla fue incubada durante
4 horas a 37°C. Para la digestion SS, primero se digirié durante 2 horas con Spel en buffer Tango 1X
a 37°C y luego se adicion6 buffer Tango hasta una concentracion 2X y se agregé el doble requerido
de la enzima Sall. La mezcla fue incubada por dos horas mas a 37°C. De forma paralela se digirio el
pSIN-DP-SFFV/CMYV para generar ambas versiones, BX o SS. Los productos de digestion se cargaron
en un gel de agarosa 1X y se purificaron por un kit de extraccion de gel. Posteriormente, los productos
BX 0 SS de la NIK y sus versiones truncadas se ligaron con el pSIN-DP-SFFV,,/CMV o el pSIN-DP-
SFFV/CMV generando los vectores pSIN-DP-SFFV(NIK)/CMV o pSIN-DP-SFFV/CMV(NIK).

Cebadores Secuencia
FWD-NIK1 5~ AA AAA GGATCC ACTAGT GCCACCATGG
CAG TGA TGG AAA TGG CCTG-3’
FWD-NIK329 5-AA AAA GGATCC ACTAGT GCCACCATGG
AGA AGT TTT CTG TGG AGG AAT ACC TAG-3’
REV-NIK747 5’-AA AAA CTCGAG GTCGAC TTA GGA
GGA CAG AGG TAA GGG TTC C-3’
REV-NIK947 5-AA AAA CTCGAG GTCGAC TTA
GGG CCT GTT CTC CAG CTG-3’
FWD-DUAL-GFP 5-AA AAA GGATCC ACTAGT GCCACCATGG
TGA GCA AGG GCG AGG-3’
REV-DUAL-GFP 5’- AA AAA CTCGAG GTCGAC TTA
CTT GTA CAG CTC GTC CAT GCC-3’

Tabla-9. Cebadores utilizados para la amplificacion de NIK y sus versiones truncadas. Los cebadores FWD (1,329, y DUAL-
GFP) contienen los sitios de enzima para BamHI y Spel subrayados en la secuencia. Ademaés, en negrita-italica se encuentra
la secuencia consenso de Kozak, que fue afiadida junto con el ATG de inicio de la proteina. Los nameros 1 y 329 hacen
referencia al nimero del primer aminodcido codificado en la NIK. Por otra parte, los cebadores REV (747, 947 y DUAL-
GFP) contienen los sitios de restriccion para las enzimas Xhol y Sall, subrayados en la secuencia. Ademas, codifican para
un codén stop (secuencia TTA, leida TAA). Los nimeros 747 y 947 de los cebadores para NIK hacen referencia hasta al

numero del ultimo aminodacido codificado.
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Las mBMDCs y los THP-1 fueron transducidos de forma estatica y por spinfection respectivamente y
se cultivaron durante 6 dias post-transduccion. Los sobrenadantes fueron recolectados al dia 6 y de no
ser usados en mismo dia, se mantuvieron en el freezer a -80°C. Se prepararon diluciones de los mismos

y se sigui6 el protocolo determinado por cada kit comercial. Se cuantificé I1L-12 para las mBMDCs e

IL-1pB, IL-6, IL-8 y TNF-a para las células THP-1.

Generalizando, se sensibilizé6 una placa de fondo chato de 96-pocillos (Greiner) con la diluciéon
correspondiente para cada anticuerpo de captura (indicada en el kit). Para ello, se depositaron 100
uL/pocillo de la dilucién del anticuerpo y se incubé ON a 4°C. Luego se descarté el liquido y se lavo
2x con 300 pL. de PBS-BSA 0,2%-Tween 0,05% (Buffer lavado). Luego se incub6 la muestra, un control
negativo o un estandar durante una hora en agitacién y a temperatura ambiente. Una vez finalizada
la incubacion se lavé 2x y se procedio a incubar con 100 pl./pocillo de la diluciéon del anticuerpo de
deteccion en las mismas condiciones. Cabe destacar que algunos kits sugerian la incubacion de la
muestra y el anticuerpo de deteccion simultaneamente durante dos horas en agitacion y a temperatura
ambiente. Los anticuerpos de deteccion utilizados se encuentran conjugados a biotina por lo que luego
de realizar dos lavados con el buffer de lavado se procedié a la incubacion con estreptavidina-
peroxidasa durante una hora a temperatura ambiente, y en agitacion y oscuridad. Posteriormente se
realizaron dos lavados y se revelo la muestra utilizando el sustrato (descripto en la seccién Buffers y
Soluciones). La reaccion se detuvo con 50 pL de dcido sulftrico y luego se midi6é la absorbancia

utilizando el equipo Fluostar.
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Para generar los plasmidos codificantes para las fusiones Hmut""™, los genes de los VHHs fueron
amplificados mediante PCR utilizando como molde los vectores pINQBtHG6-VHHs, generados por el
Dr. Rossotti, tal y como se indica anteriormente en la seccion 3.2.1. A su vez, para la amplificacion de
los BiVHHEs, se sigui6 el protocolo detallado en la seccion 3.2.2. Los insertos codificantes para los
VHHs (o su versién BiVHHSs) fueron clonados en el vector MV-Hmut generando los vectores MV-
Hmut®"V" que se secuenciaron utilizando el servicio de secuenciacion de Cambridge University. Una
vez comprobado el correcto clonaje de todos los nanobodies, se propuso producir los MV-Hmut®/VHH.
LVs de acuerdo al protocolo utilizado en el laboratorio de la Prof. Collins, detallado en la secciéon
3.5.1.1. Brevemente, se transfectaron células HEK293T con los plasmidos p8.91, pSIN-SFFV-GFP,
FA30 y MV-Hmut®""" (utilizando una relacién 1:1 de MV-F30: MV-Hmut®V""), A las 48 h post-
transfeccion, los LVs fueron concentrados por centrifugacion. Simultaneamente, se generd un VSV-
G-LV patra ser utilizado como control positivo, tanto de transfeccion como de transduccion. Para ello,
se co-transfectaron células HEK293T con los plasmidos p8.91, pSIN-SFFV-GFP y pMDG.2 y se
concentraron los LVs por ultracentrifugacion como se indica en la seccion 3.5.1.1. El siguiente paso
luego de la produccion de LVs es cuantificar el namero de particulas obtenidas en cada preparacion.
Para ello, como se ha mencionado, existen principalmente dos métodos, aquellos que cuantifican las
particulas totales, independientemente de su funcionalidad, y aquellos que cuantifican las particulas
capaces de transducir. Sin embargo, para luego transducir células blanco con una MOI controlada, se
debe conocer el titulo de aquellas particulas capaces de mediar la transduccion. Para ello, se
transducen células susceptibles con diluciones seriadas del LV y se cuantifica la expresion del transgen
en las células transducidas, obteniendo un valor de las unidades transductantes por mililitro de
muestra (TU/mL). Sin embargo, al momento no se poseian células que fueran susceptibles (y de facil
cultivo) a la transduccion por los distintos MV-Hmut®V" .1V, por lo que recurrimos a la generacion
de una curva de correlacion entre el método de titulacion por RT-qPCR (descripto en la seccion 3.6.2)
y la titulacién por transduccion de células utilizando el VSV-G-LV. Para ello, por una parte, se
transdujeron células HEK293T con diluciones seriadas del vector concentrado, y a las 72 h se analizé
la expresion del transgen GFP mediante citomettia de flujo. Luego se calcul6 el titulo (en TU/mlL) del

vector y se realizaron diluciones conocidas que fueron tituladas mediante RT-qPCR, generando de
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esta manera la cutva de correlacion entre ambos métodos. Como se observa en la figura-20, tras el

ajuste, existe una muy buena correlaciéon entre ambos métodos, presentando un R*=0,997.

y=-3.293 log (x) + 36.92

25= R2= 0.997
20+

-

O
15+
1c ] ] ] ] 1
1%x10%  1x10* 1x10° 1x10® 1x107 1x108

TU/mL

Figura-20. Curva de correlacion entre el Ct y las TU/mL. Dicha curva se realizé utilizando un VSV-G-LV. Para ello, se
realizaron diluciones conocidas de un vector previamente titulado por transduccion de células HEK293T, las cuales fueron
tituladas por RT-qPCR. De esta forma se genero una correlacion entre el valor de Ct obtenido de la RT-qPCR vy el valor en
TU/mL obtenido de la cuantificacion por transduccion de células. Se realiz6 un ajuste de los datos con escala

semilogaritmica.

Es de notar, que los LV pseudotipados con VSV-G poseen muy buena capacidad de transduccion y
por tanto el uso de esta curva para titular nuestras preparaciones, asume que nuestras preparaciones
de LVs poseen una relacion similar entre la actividad de RT y TU/mL, lo cual como veremos mds
adelante no es necesariamente asi. Utilizando esta curva de correlacion, se titularon los ocho MV-
Hmut®"Y".LVs mediante RT-qPCR vy se interpolaron los valores correspondientes de TU/mlL (ver
figura-21). Sorprendentemente, no se observaron diferencias notorias entre los MV-Hmut®VHH_[Vs,
donde el titulo mas bajo es de 3,9x10° TU/mL (BiVHH-V36-V36) y el mas alto es de 7,0x10° TU/mlL
(VHH-N11).
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Figura-21. Titulaciéon de los MV-LVs por RT-qPCR. Se observan los titulos de los MV-LVs expresados en TU/mL, calculados
a partir de la extrapolacion de los valores de Ct con la curva de correlacion detallada en la figura-20. Se realizaron por lo

menos 3 producciones independientes para cada LV.

Si bien el titulo del VSV-G-LV calculado por transduccion de células HEK293T alcanza las 10°
TU/mL (resultado no mostrado), es de esperar que los MV-Hmut®V"1_IVs presenten titulos menores.
Por una parte, el nimero menor de particulas totales (0 mds precisamente la menor actividad de RT)
se puede deber a que la expresion de la proteina MV-F22 en las células productoras genera la

', Por otra parte, durante la

formacion de sincitios que afecta la capacidad de produccion de LVs
generacion de los mismos, se utiliza un plasmido adicional (ya que posee dos proteinas de membrana)
en comparacion con la produccion de VSV-G-LVs. Por ende, para que se produzcan particulas
funcionales en el primer caso, una misma célula productora debe transfectarse con cuatro plasmidos
(menor probabilidad), mientras que en el segundo caso debe transfectarse con tres. Durante la
produccion de VSV-G-LVs se pueden producir particulas no transductantes, por ejemplo, por falta de
incorporacion del transgen (las cuales no serian detectadas) o por falta de incorporacion de la proteina
VSV-G en la particula. Sumado a estas dos posibilidades, en el caso de los MV-LVs, se pueden producir
particulas con falta de una de las dos proteinas de membrana, o con una relacién de los plasmidos
MV-F30:MV-Hmut®V'" que afecte su capacidad de transducciéon, por lo que es de esperar que las
unidades transductantes sean menotes. No obstante, los titulos calculados fueron muy similares a los
obtenidos con el MV-Hmut*""™ "LV publicado previamente por el grupo de la Prof. Collins, por lo
que se concluyo que el proceso de transfeccion y generacion de los MV-Hmut®VPH-1.Vs habia sido
eficiente. Por esta razon, se propuso determinar la capacidad de transduccion de los LVs en células

blanco.

Para comprobar la funcionalidad de los LVs producidos, se propuso transducir células blanco y
cuantificar la expresion de GFP. Para ello, se generaron mBMDCs a partir de ratones C57BL/6
(protocolo detallado en la seccion 3.3.2.1) y se fenotiparon por citometria de flujo, confirmando la
expresion de los receptores target CD11c y CD11b (resultados no mostrados). Debido a que se poseian
varias construcciones contra el mismo receptor, a modo de reducir la cantidad de Vs con los cuales

trabajar, se eligié transducir las mBMDCs con los MV-Hmut"""-L.Vs anti-CD11c (MR31), anti-CD11b

64



(V36) y anti-toxoide tetdnico (T3) como control negativo. Ademas del control de mBMDCs sin
transducit, la construccion con el VHH-T3 se utilizo6 como control negativo de los LLVs ya que posee
una especificidad irrelevante en el contexto de este trabajo. El uso de este control era de suma
impottancia para comprobar que la fusion de los VHH-MR31 y -V36 a Hmut era capaz de medir la
transduccion, mientras que la fusion con un VHH con especificidad irrelevante (T3), no daba lugar a
este proceso. Como control positivo se utilizé6 un VSV-G-LV, el cual ya se conocia que era capaz de

% decidimos utilizar una MOI=10, teniendo en cuenta

transducit mBMDCs. Basados en la literatura
los titulos calculados anteriormente (ver figura-21). En la figura-22, a continuaciéon, se muestra el

porcentaje de células GFP* (células transducidas) para cada LV.
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Figura 22. Transduccion estatica de mBMDCs a una MOI de 10. Se transdujeron mBMDCs y a las 72 horas se cuantifico la
expresion de GFP mediante citometria de flujo. Como control negativo se utilizaron células sin transducit y como control
positivo se utilizé el VSV-G-LV. Se usaron las construcciones anti toxoide tetanico (MV-Hmut"""_LV), anti-CD11¢c (MV-

Hmut""HMRLLY) y anti-CD11b (MV-HmutVHHV3.1V),
Como se observa en la figura-22, y para nuestra sorpresa, ninguno de los MV-Hmut"""-LVs fue capaz

de transducir las mBMDCs. Contrariamente, el VSV-G-LV transdujo las mBMDCs muy

eficientemente, alcanzando un 239% de células GFP*. Si bien en el caso del MV-Hmut"""V LV se
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observa un 9,0% de células GFP", la intensidad de expresion de GFP es notablemente menor en
comparacion a la generada por el VSV-G-LV. Este fenémeno, en el cual aparentemente hay células
transducidas pero las mismas no expresan niveles altos del transgen, se denomina
pseudotransduccion'’'”®. Esto sucede cuando el LV es capaz de entrar a la célula blanco, pero no de
integrarse al genoma y por ello no hay expresion del transgen. Cuando el LV brota de la célula puede
llevar en su interior proteinas que se encuentren sobre-expresadas en el citoplasma de la célula
productora, por ejemplo, GFP. Si el LV entra a una célula (o es captado inespecificamente) liberara
su contenido al citoplasma celular, entre las cuales se puede encontrar GFP. Consecuentemente, se
genera una sefial positiva, y generalmente de baja intensidad, que a su vez esta caracterizada por ser

de corta duracién.

En funcion de estos resultados negativos se decidi6 revisar los distintos pasos que precedieron este
experimento. Desde la generacion de los Vs hasta la transduccion de células, se pueden definir varias
etapas, entre ellas, la transfeccion de las células productoras, generacion de los Vs, concentracion de
los mismos, unién de estos a la célula blanco y transduccién (integracion al genoma). Por una parte,
en vista de los resultados, se habia asumido que el proceso de transfeccion era exitoso debido a que se
realizé de forma paralela (v utilizando los mismos reactivos) que para las preparaciones de VSV-G-
LV. A su vez, se concluydé que los MV-Hmut"""-LVs estaban siendo generados debido a que se
cuantificaban por RT-qPCR, por lo que asumia que las etapas de transfeccion, generacion y
concentracion de los LVs estaba siendo llevada a cabo de forma correcta. Finalmente, cabia la
posibilidad de que la etapa de unién a las mBMDCs fuese la que estaba fallando. En este sentido,
cabe recordar que la cuantificacion por RT-qPCR no propotciona informaciéon sobre la viabilidad (o
funcionalidad) de las particulas, y por tanto era posible que los LVs no estuviesen acarreando
cantidades suficientes (posiblemente debido a la baja expresion) de las proteinas de rargeting
Hmut"". De ser asi, las particulas se podrian generar, pero no ser capaces de unirse (ni transducir) a
la célula y posiblemente la pseudotransduccion observada con el MV-Hmut""" LV se podria haber

generado por captacion inespecifica de las particulas.

De modo de revisar las distintas etapas, inicialmente se procedié a cuantificar la expresion de las

VHHs

fusiones Hmut sobre la membrana de células HEK293T transfectadas, ya que la sobre-expresion

estas proteinas y su incorporacion a la particula durante el brotamiento de las mismas, son pasos
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limitantes para definir el potencial de transduccion de los LVs. Para ello se transfectaron células
HEK293T con cada una de las construcciones, y a las 48 hs, se midieron los niveles de expresion en la
membrana a través del revelado con un anticuerpo anti-His-PE (ver figura-23). Cabe recordar que
todos los VHHs llevan en su extremo C-terminal (extremo expuesto al exterior celular) un ragde 6xHis.
Ademas de las construcciones con los VHHs, se incluy6 un control de expresion del plasmido MV-
p11PARPRCDY yitilizada y generada en el laboratorio del Prof. Buchholz. Dicho plasmido (MV-p11)

codifica para la proteina Hmut (en este caso fusionada a una DARPin anti-CD4) y también contiene

un tag 6xHis en su extremo C-terminal.
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Control pll Hmut Hmut
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Figura-23. Expresion de Hmut""" sobre células HEK293T. Se transfectaron células HEK293T y 48 h mas tarde se cuantifico

la expresion de las proteinas de fusion Hmut"""

mediante citometria de flujo utilizando un anticuerpo anti-His (reconoce el
tag 6xHis). Como control negativo se utilizaron células sin transfectar y como control positivo se transfectaron células para

la expresion de p11PARPnCDY
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Como se observa en la figura-23, todas las construcciones alcanzaron niveles de expresion muy altos
(mayores al 91,2%) y muy similares al control positivo con MV-p11PA8PnCD4 (98 804) Fsto indica que,

contrario a lo que se ha reportado con algunos scFv'*

, todos los nanobodies testeados permiten una
alta expresion fusionados a Hmut, por lo que surgen como un dominio de unién muy eficiente a ser
incorporado en fusiones con Hmut, probablemente debido a su pequefio tamafio y capacidad de
plegamiento independiente. De todas formas, mientras que la MFI (Intensidad de fluorescencia
promedio) de las células Hmut" en el control positivo es de 7384, nuestros vectores presentan MFI
menores que van desde 3114 a 5034. Esto podria deberse, por un lado, a que el plasmido pl1 se
encuentra optimizado y permite una mejor expresion de la proteina o que simplemente esta DARPin
anti-CD4 en su fusion con Hmut es mejor expresada sobre la membrana celular. De todas formas, se

IVHH testeadas fue de muy buen rendimiento.

consider6 que la expresion de todas las Hmut®
En resumen, hasta este momento, se conocia que nuestras particulas virales se estaban generando en
niveles comparables a los ya publicados (de acuerdo a la titulacién por RT-qPCR) y que las proteinas

Hmut®VHH

estaban siendo sobre-expresadas en la membrana, por lo que es de pensar que éstas
estaban siendo incorporadas en las particulas lentivirales. Para comprobat esto, se tomd como modelo
el MV-Hmut"""YV*_ LV y se realiz6 un ensayo de interferometria de biocapa (BLItz) para evidenciar la
presencia de la proteina de uniéon en el LV evaluando su capacidad de uniéon a su ligando. Para ello,
como se indica en la seccion 3.7, sobre un chip de estreptavidina se capturé a la proteina CD11b/CD18
mediante la uniéon del VHH-76" (anti-CD11b) que reconoce un epitope diferente y no solapado al

VHH-V36, y luego se incub6 con particulas de MV-Hmut"""V*-LV (anti-CD11b) o de MV-Hmut""*"

B_LV (anti-TT) como control negativo.

Como se observa en la figura-24, tanto el cargado del VHH-76"" al chip de estreptavidina como el
cargado de CD11b/CD18 se dio de forma eficiente, ya que se registré6 un aumento de sefial. En la

VARV TV, se observa que al incubar este LV se registré un

figura-24a, correspondiente al MV-Hmut
aumento en la sefial que indicé su union a CD18/CD11b, mientras que cuando se incub6 con el MV-
Hmut"""™_LV (figura-24b) no se observé uniéon. Respecto a la disociacion MV-Hmut""" VLV la
misma ocurre de forma lenta como cabe esperar teniendo en cuenta la alta afinidad del VHH-V36.
Mediante este sencillo ensayo, se obtuvo informacion muy valiosa que confirmd, por lo menos para el

caso del MV- Hmut"""_LV, que la proteina Hmut""*"*

estaba siendo incorporada en la particula
y era capaz de unirse a su ligando, por lo que la incapacidad de transduccion, al menos en cierta

medida, deberia ser por otra causa.
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Figura 24. Ensayo de union por BLItz. Para ello se utilizé un chip de estreptavidina (previamente hidratado en buffer KB)
que fue cargado con 4 pL de una solucién a 20 pg/mL del VHH-76 biotinilado (VHH-76) durante 120s, tras lo cual se
realiz6 un lavado con buffer KB. Posteriormente, en las mismas condiciones, se cargé la proteina CD11b/CD18 y luego del
lavado, se incub6 durante 150 segundos con a) MV-Hmut""V*_LV ¢ b) MV-Hmut""" .1V, Por altimo, se realiz6 una etapa

de disociacién en buffer durante 120 s.

En conclusion, y extrapolando los resultados obtenidos para el MV-Hmut""""*_LLV a los otros LVs,
podriamos confirmar que las proteinas de rargeting no solo estaban siendo sobre-expresadas en las
células productoras, sino que también estaban siendo incorporadas al LV y permitian la unién a su
ligando, potr lo que deberian de ser capaces de transducir las células blanco. En este sentido, y
habiendo explorado ya las distintas etapas en la generacion de LVs, surgi6 la idea de que quizas el
titulo de los MV-Hmut®V"".I.Vs calculado por RT-qPCR estaba siendo sobre-estimado por lo que la
transduccion de mBMDCs pudo haber sido realizada a una MOI mucho mds baja de lo estimado,
resultando en la ineficiencia de transduccion. Como se ha comentado, el valor obtenido por RT-qPCR
se utilizé6 como una aproximacién para estimar el titulo de los vectores, asumiendo que la actividad
de RT en nuestras preparaciones indicaba una capacidad de transduccion similar a la de los VSV-G-
LVs en células HEK293T. Esto implica asumir una similar eficiencia de produccion de particulas
lentivirales y de capacidad de transduccion que seguramente llevaron a sobreestimar su titulo. Por
otra parte, para que los MV-LVs sean capaces de fusionar su membrana con la de la célula blanco,
tiene que haber una relacion 6ptima entre las dos proteinas de membrana, F30 y Hmut, la cual, hasta
el momento, estaba siendo de 1 a 1, basados en el protocolo de produccion utilizado en el laboratorio

de la Prof. Collins.
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Para corroborar las dos hipotesis anteriores, es decir, comprobar el bajo titulo de los LVs y explorar
otra relacion de F30:Hmut para la generacion de MV-LVs, decidimos generar nuevas preparaciones
de MV-Hmut"""V**_LV siguiendo el protocolo de produccién del grupo del Prof. Buchholz, y titularlo

directamente mediante transducciéon de células.

VHHV36_1V, se sigui6é un nuevo protocolo el cual se encuentra

Para producir el nuevo batchde MV-Hmut
detallado en la seccion 3.5.1.2. Brevemente, en diferencia al protocolo utilizado anteriormente, la
relacion de F30:Hmut utilizada en este experimento (y a partir de este momento) es de 3:1. A su vez,
para concentrar los LVs se utilizé un colchon de sacarosa 20%, el cual permite amortiguar el choque
de las particulas con el fondo del tubo durante su concentracion por centrifugacion, y potr ende,
permite mayor recuperacion de particulas viables, es decir, obtencion de titulos mayores.

VHHV36_1V, debido a que se conocia que este LV fue capaz

Como modelo, se eligi6 generar el MV-Hmut
de unirse a su ligando (CD11b/CD18) en el ensayo de BLItz. Asimismo, para disminuir la variabilidad
de las distintas preparaciones de mBMDC, se opt6 por utilizar como células blanco dos lineas celulates
de macrofagos murinos (J774A.1 y RAW264.7) con alta expresion del receptor CD11b. A su vez, y no
menos importante, se dispuso también de una linea celular denominada HT1080-anti-His. Estas
células expresan en su membrana un scFv anti-His'”* que puede actuar de receptor celular, el cual
interacciona con el tag6xHis que acarrean las fusiones de Hmut"™ en su extremo C-terminal. De esta
forma, todas las construcciones que posean el rag 6xHis podrian ser tituladas sobte esta linea celular
independientemente de la especificidad del VHH. Con estas herramientas, se propuso analizar si el
VHH-V36 era capaz de mediar la transduccion en células CD11b", y compararla con la transduccion
mediada a través del 6xHis. A su vez, las células HT1080 son de origen humano, lo que resultd
interesante para comparar, ya que se ha visto que las lineas de origen murino son mas resistentes a la

transduccion por vectores derivados del HIV-1”, por lo que la eficiencia de transduccién podria ser

menor.

En resumen, utilizando el nuevo protocolo, se generé el MV-Hmut""" VLV y el MV-p11PARPCEPAT |
utilizando este altimo como control positivo tanto de transfeccion como de transduccion. Ambos
fueron concentrados en colchon de sacarosa 20% vy luego se realizo un ensayo de transduccion estatica

en células HT1080-anti-His. Para cada transduccion se utilizaron 50 yL de distintas diluciones de los
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LVs correspondientes y como control negativo se usaron células HT1080-anti-His sin transducir. Los
resultados se detallan en la figura-25, en donde se puede observar que la transduccion con el MV-

H mu tVHH—V3()

-LV (figura-25b) fue aproximadamente 20 veces menos eficiente que la del control positivo
(figura-25a). A la dilucion mas concentrada (1/50), el porcentaje de transduccion con nuestro vector
fue de 2,0%, frente a un 42,2% del vector control, y la MFI alcanzada también fue inferior (no
mostrada). A pesar de ello, esta fue la primera vez desde el inicio de este trabajo en donde se constatd
transduccién per se (y no pseudotransduccién), en donde claramente se distingue una poblacién GFP*
que se diferencia de las células no transducidas. A su vez, se confirma que la transduccion a través del
6xHis es también viable en nuestras construcciones, por lo que, a partir de este momento, la titulacion

mediante transduccion de células HT1080-anti-His fue utilizada como método para titular todos los

LVs y poder comparar los titulos en condiciones similares.
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Figura 25. Transduccion de células HT1080-anti-His. Para ello, previo a la transduccion, se sembraron 4x10* células. Al dia
siguiente, para transducit se utilizaron 50 pL de tres diluciones (1/50, 1/100 y 1/500) del MV-Hmut""V3*_[V y del control
positivo MV-HmutP*fFPLLV v 72 h después, se cuantifico la expresion del transgen por citometria de flujo. Como control

negativo se utilizaron células sin transducit.

VHH-V36

De forma simultanea, utilizando el MV-Hmut -LV, se transdujeron las dos lineas celulares de

macréfagos murinos CD11b™*, J774A.1 (figura-26a) y RAW264.7 (figura-26b). Como control negativo

se utilizaron células sin transducir.
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Figura 26. Transduccion de lineas celulares de macréfagos murinos con el MV-Hmut"V*_LV. Un dia previo al ensayo, se
sembraron a) 4x10* células J774A o b) 4x10* células RAW264.7, y al dia siguiente, se transdujeron con 50 pL de una dilucion
1/50 del MV-Hmut""™Y*LV, A las 72 hs, se cuantific6 la expresion de GFP por citometria de flujo. Como control se utilizaron

células sin transducir.

Como se observa el la figura-26, el MV-Hmut "V

-LV demostrd6 ser capaz de transducir ambas lineas
celulares murinas con una eficiencia similar a la observada en las células HT1080-anti-His (humanas).
Este resultado confirmé que dicho LV es capaz de mediar el proceso de transduccion a través del
reconocimiento de CD11b mediado por el VHH-V36. En las células J774A.1 se puede observar un

2.2% de transduccion, mientras que este porcentaje es de 1,0% en las células RAW?2064.7.

Como se mencion6 anteriormente, para calcular el titulo de los vectores, nos basamos en la
transduccion de las células HT1080-anti-His. Teniendo en cuenta que se usaron 50 pL de la dilucion
1/50 y se obtuvieron 2,0% de células transducidas en un total de 40000 células, podemos aplicar la

VHH-V36

formula descripta en la seccion 3.6.1 y calcular el titulo del MV-Hmut -1V, el cual nos da un

valor de 8,0x10° TU/mL. Realizando cdlculos similares, se desprende que el titulo del MV-p11°A8n
PLLV es de 34x10" TU/mL (en base a dilucion 1/500), aproximadamente un orden y medio mayor
que nuestro vector. Este resultado fue inesperado, debido a que la produccion de ambos vectores fue
en simultaneo, utilizando el mismo protocolo, los mismos reactivos (a no ser por el plasmido
codificante de Hmut) y calculados por transduccién de las mismas células. A su vez, ya se habia

VHHV36 se expresaba con niveles similares a la de la construccion

demostrado que la fusion Hmut
p11PARPEDS "N obstante, este resultado constatéd que efectivamente el titulo de nuestro vector era
bajo. Una de las diferencias entre ambos vectores es justamente es plasmido MV-p11, que codifica la

DARPin-CD4, el cual se trata de una versiéon optimizada (generada en el laboratorio del Prof.
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Buchholz) del plasmido MV-Hmut, que probablemente le permita al vector control alcanzar mayores

titulos, como ya ha sido demostrado.

Por otra parte, con respecto a la hipotesis planteada anteriormente de la posible sobre-estimacion del
titulo de los MV-Hmut"""-LLVs calculados por RT-qPCR, suponiendo que el nuevo protocolo de
produccioén, y en particular que la centrifugacion utilizando un colchén de sacarosa 20%, permite la
obtencion de titulos mayores, se podria pensar que previamente se estaban obteniendo titulos todavia
menores al obtenido (8,0x10° TU/mL). De ser este el caso, cuando se realizé la transducciéon de las
mBMDCs con los distintos MV-Hmut"""-L.Vs, se podria haber transducido con una MOI de por lo

menos un orden menor a la que se pensaba, lo que podria explicar el fracaso.

De todas formas, para definir si los bajos porcentajes de transduccion eran simplemente por el hecho
del bajo titulo del LV, decidimos repetir la transduccion de estas lineas celulares utilizando una mayor

cantidad de LVs.

Al aumentar la cantidad de particulas lentivirales utilizadas para transducir, se debetria de ver un
aumento en el porcentaje de células transducidas, a menos que la transduccion no dependa solo del
titulo del vector. Haciendo uso del titulo recién calculado para nuestro vector (8x10° TU/mL), se
transdujeron las tres lineas celulares con MOI conocidas y se compararon con los respectivos controles
positivos. Especificamente, se transdujeron células con una MOI=1 (correspondiente a 50 uL de vector

concentrado) o de 0,5 (correspondiente a 50 uL de una dilucion 1/2).

En la figura-27, se observa el resultado de transduccion de las HT1080-anti-His. Como control positivo
se muestra la transducciéon previa correspondiente a la dilucion 1/100 con el MV-p11PARPCRA Y que
se corresponde con una MOI de 0,4, y como control negativo se utilizaron células sin transducir. Como
se puede notar, efectivamente al aumentar la cantidad del vector MV-Hmut""" 5LV (MOI=0,5), se
registra un aumento notable en el porcentaje de transduccion (23,8%), siendo igual de eficiente que el
control positivo (25,0%) a MOI muy similares. En este sentido, se puede concluir que nuestro vector

tiene la misma capacidad de transducciéon que el vector control sobre las células HT1080-anti-His.
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Este resultado es el esperado teniendo en cuenta que el titulo se definié en base a la transduccion de
estas mismas células, pero indica que la produccion de particulas activas es al menos 25 veces infetrior
a la alcanzada para MV-p11P*Pn PV Lamentablemente no se realiz6 en su momento, pero
hubiera sido interesante cuantificar el nimero total de particulas generadas en ambas preparaciones
para conocer si el problema radica en que se producen menos particulas lentivirales o que su

concentracion es similar pero hay problemas con su capacidad de transduccion.

Control MV-p11PARPiIn-CO4_1\/  MV-HmutVHH-V36- Ly
262,1 262,1 MOI 0,4 262,1 1 MOI 0,5
—. 196,86 196,6 196,6
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Figura 27. Transduccion estatica de células HT1080-anti-His con el MV-Hmut"""V3.LV a una MOI de 0,5. Previo a la
transduccion, se sembraron 4x10* células. Al dia siguiente, estas células se transdujeron utilizando 50 uL de una dilucién 1/2
del MV-Hmut""™V3.1V, 72 h después, se cuantificé la expresion del transgen por citometria de flujo. Como control negativo
se utilizaron células sin transducir y como control positivo se muestra el dot plot correspondiente a la dilucion 1/100 de la

figura-25a (MV-p11PARPnCD4_[ ),

De la misma forma, se realiz6 la transduccion sobtre ambas lineas celulares murinas a efectos de
comprobar si la transduccion mediada a través del VHH también se veia aumentada al aumentar la
MOIL. En este caso, se utiliz6 como control de transduccion el VSV-G-LV, ya que se habia mostrado

199200 Como control

que ambas lineas celulares eran susceptibles a la transduccion con este vector
negativo se utilizaron las células sin transducir. En la figura-28, se observa la transduccién con el
VSV-G-LV a una MOI de 0,025 y con el MV-Hmut""""*_LLV a una MOI de 1. En estas condiciones se
detectd un 2,0% de transduccion en las células J774A.1 (figura-28a) y un 1,2% de transduccion en las
células RAW?264.7 (figura-28b). A la misma MOI, el VSV-G-LV alcanzo6 porcentajes de transduccion
entre 50 y 60% en ambas células (datos no mostrados). Solo cuando se transdujeron ambas lineas
celulares con el VSV-G-LV a una MOI de 0,025 se observaron porcentajes de transduccion

VHH-V36

comparables. Esto indica que el rendimiento del MV-Hmut -V en estas células fue, a grandes

rasgos, 40 veces menot que el alcanzado con el VSV-G-LV.

74



a Control VSV-G-LV MV-HmutVHH-V36_ v

262,1 262,1 MO|=0,025 262,1 MO|=1,0
1966 196,6 196,6
o
3 GFP+ GFP+ GFP+
= 0,10% 1.70% 1,97%
= 131,1 131,1 131,1
I
w
'S
65,5 65,5 65,5
0 L T T T T 0 Lo T T T T 0 Lo T T T T
100 10 10° 10 10 100 10 10°  10° 10 100 10 10° 10° 10°
b Control VSV-G-LV MV-HmutVHH-V36_ Ly
262,1 262,1 MO|=0,025 262,1 MO|=1,0
1966 196,6 196,6
2
S GFP+ GFP+ GFP+
X131 0.03% 131,1 1.39% 131,1 1.21%
T — :
&
I
65,5 65,5
0 Ly T T T T 0 T T T T 0 T T T T
10 10 10° 100 10 10* 10 10° 10° 10 10 10 10° 107 10
»
L
GFP+

Figura-28. Transduccion estatica de las lineas de macrofagos murinos a una MOI de 1 utilizando el MV-Hmut"HHV3. LV,
Un dia previo al ensayo, se sembraron a) 4x10* células J774A o b) 4x10* células RAW264.7, y al dia siguiente, se transdujeron
con la MOI indicada utilizando 50 pL. de la dilucién correspondiente. Al tercer dia post-transduccion, se cuantificod la
expresion de GFP por citometria de flujo. Como control positivo se utilizé un VSV-G-LV y como control negativo se usaron

células sin transducir.

Sorprendentemente, al aumentar el nimero de particulas utilizadas para transducir ambas lineas
celulares, no se detectd6 un aumento en el porcentaje de células GFP" en comparacion con los
resultados hallados anteriormente (ver figura-26). Dada su funcién, el receptor CD11b es altamente
endocitico/fagocitico™, por lo que si la particula es endocitada (debido a su unién a este receptor),
esto podria interferir en la fusion del vector a través de F, especialmente en los macréfagos. Esto es
debido a que se ha visto que los macréfagos fagocitan rapidamente®” y debido a la consecuente
acidificacion del pH, podtia impedir que se fusione debido a que, como se desctibi6 en la seccion 1.5.2.,
estos lentivectores utilizan un mecanismo de fusiéon a pH neutro. Para corroborar esta teoria, se
deberia haber bloqueado la endocitosis y observado si el porcentaje de transduccion aumentaba. Sin
embargo, parece improbable que al aumentar 50 veces la cantidad de LV a utilizar no se observe al
menos un minimo aumento en el porcentaje de células transducidas, por lo que probablemente la

causa de este problema era otra.
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En resumen, por una parte, se sabia que las fusiones de Hmut"™ estaban siendo sobre-expresadas en
la célula productora, y el proceso de transfecciéon estaba siendo eficiente (ya que los controles se
comportan como lo esperado). Por otra parte, se sabia que en el caso del MV-Hmut"""V*-LV las
particulas se estaban generando (aunque con un titulo un orden mas bajo de lo calculado
inicialmente), y que eran capaces de transducir células HT1080-anti-His con igual eficiencia al MV-
p11PARPRCRATV cuando eran comparadas en las mismas condiciones. No obstante, la transduccion
mediada a través del VHH-V36 no mejor6 al aumentar la cantidad de LVs. En este sentido, se podtia
pensar que quizds el contacto entre el nanobody V36 y el receptor CD11b es de cierta forma ineficiente
(si bien se habia constatado union a través del BLItz), por ejemplo, debido a que el sitio de union del
VHH a su antigeno podtia estar poco accesible. Cabe recordar que la proteina H es una proteina
transmembrana de tipo 11, es decir, su N-terminal se encuentra en el citoplasma y su C-terminal hacia
el espacio extracelular. Por esta razon, la fusion con otra proteina, en este caso, un VHH, debe hacerse
sobre su extremo C-terminal. Sin embargo, el sitio de reconocimiento del antigeno en los VHHs se
encuentra hacia su extremo N-terminal, por lo que la fusiéon con una proteina transmembrana de tipo
1T podria generar un efecto de impedimento estérico que dificulte la union del VHH a su antigeno, v,
pot ende, la transduccion. En el caso contrario, el tag 6xHis se encuentra hacia el extremo C-terminal

del nanobody, por lo que este se encuentra mucho mds expuesto para set reconocido.

Resumiendo, tenemos problemas vinculados al bajo titulo que rinden los vectores y a la probable
union ineficiente entre los VHHSs y sus ligandos. Para tratar de mejorar estas condiciones, se decidié
clonar los VHHSs a nuevos plasmidos (generados por el grupo del Prof. Buchholz), que no solo podrian
permitir alcanzar mayores titulos, sino que le podrian dar mayor movimiento al VHH, lo que podria

mejorar su unién a los receptores celulares.

Para resolver las dificultades mencionados anteriormente, se decidi6é clonar los nanobodies a un nuevo
plasmido codificante para Hmut, denominado MV-p44. Este plasmido deriva del MV-p11 que es la
base del MV-p11PARPnCPLT Y v ]q Gnica diferencia con el mismo es que posee un linker flexible (G,S)’
entre la proteina Hmut y el elemento de union, lo que en nuestro caso podria resultar en un mejor
acceso al sitio de unién de los VHHs. A su vez, este plasmido ha sido optimizado para generar LVs
con titulos muy superiores (hasta 10’ TU/mL) a los alcanzados con el plasmido Hmut-MV usado hasta

el momento. A través de la colaboracion con el Prof. Buchholz, también apatecié la posibilidad de
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incluir el uso de vectores pseudotipados con el NiV (que acarrean las proteinas Gmut y FA22 en su
membrana). En algunos casos, estos NiV-LVs rindieron resultados significativamente mejores que los
MV-LVs y permitieron alcanzar mayores titulos'™. A su vez, como se mencioné durante la
introduccion de este trabajo, los NiV-LVs son mucho mds resistentes a la neutralizaciéon por suero
humano que los MV-LVs, lo que es importante en el contexto de la terapia en humanos'™. En
particular, se utilizaron dos plasmidos codificantes para la proteina Gmut, el NiV-p66 que posee un
linker flexible (G,S)* entre la proteina y el elemento de unién y el plasmido NiV-p70 que no posee
linker. Si bien la construccion sin linker flexible si se incluy6é para el pseudotipado con NiV-LV, esto
se realizd porque estos son los vectores que alcanzan mayores titulos, y aunque fuese improbable,
podria haber una diferencia en la transduccion mediada por el 6xHis (la cual se usa para determinar
el titulo de los vectores) entre los NiV-p66""-LVs y los NiV-p70V""-LVs. De esta manera, se
analizaron todas las construcciones en un mismo experimento y se eligié la mejor construccion de
forma empirica para cada VHH, tomando como critetio, por una parte, el porcentaje de transduccion
en células HT1080-anti-His (que es un reflejo del titulo del vector) y, por otra parte, el efecto de la

presencia o no de un linker flexible entre las proteinas Hmut/Gmut y los VHHs.

Para ello, los nanobodies monovalentes anti-CD11c (MR31 y MR33), anti-MHCII (N11) y anti-CD11b
(V36) fueron digeridos de los vectores MV-Hmut y clonados a los vectores MV-p44, NiV-p66 y NiV-
p70 como se indica en la seccion 3.2.3. Una vez generados los plasmidos correspondientes, se utilizaron
para producir los MV-p44"".LVs y los NiV-p66/p70"""-LLVs en pequefa escala, siguiendo el
protocolo indicado en la secciéon 3.5.2. Los sobrenadantes sin purificar fueron utilizados para
transducir de forma estatica las células HT1080-anti-His y realizar un screening para determinar
rapidamente a cudl de las tres envolturas, ya sea MV-p44, NiV-p66 o NiV-p70 funcionaba mejor cada

uno de los nanobodies.

En la figura-29, se observan los porcentajes de transduccion de los distintos vectores. A grandes rasgos,
comparando los NiV-LVs, la presencia del linker flexible (comparacion entre NiV-p66 y NiV-p70) no
afecta significativamente la capacidad de transduccion mediada por el 6xHis, como era de esperar
dada su posicion en el extremo C-terminal de la proteina. No obstante, el uso de un pseudotipado u
otro si modifico la capacidad de transduccion del vector de forma dependiente del VHH. En
particular, el nanobody MR31 rindi6 resultados notablemente mejotes en su version MV-p44),
alcanzando un 37,4% de transduccion (figura-29a) por lo que se eligio esta version como su condicion
optima. Contrariamente, tanto el VHH-MR33 como el -V36 rindieron mejores resultados en sus

versiones de NiV-LVs. En el primer caso, se nota una mejoria al utilizar al plasmido NiV-p66,
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alcanzando un 362% de transduccion (figura-29b), por lo que se continud trabajando con esta
construccion. Cabe destacar que el nanobody N11 no pudo ser clonado en el momento del experimento
en los plasmidos MV-p44 o NiV-p70 por lo que se trabajé Gnicamente con su version en el plasmido
NiV-p66 (figura-29c), que de todas maneras alcanzé un 18,6% de transduccion, resultados similares a
los observados con el NiV-p66"""V_LV (figura-29d). En este tltimo caso, si bien la version NiV-p70
alcanzoé un porcentaje de transduccion levemente mayor que la NiV-p66 (32,8% vs 27.7%), se continud
trabajando con el NiV-p66 debido a la hipétesis de que el linker flexible podria mejorar el

reconocimiento mediado por el VHH.

a VHH-MR31 b VHH-MR33

NiV-p70
NiV-p66
MV-p44
L] L] L] L] L] L]
o » ® o S ®
%GFP+ cells %GFP+ cells
c VHH-N11 d VHH-V36
Il Static
- NiV-p70
. MV-p44:
L] L] L} L] L]
° " ® o " »
%GFP+ cells %GFP+ cells

Figura-29. Screening de la proteina de envoltura optima para cada VHH. Para ello se produjeron los MV-LVs y los NiV-LVs
acarreando el a) VHH-MR31, b) VHH-MR33, c) VHH-N11 0 d) VHH-V 36 en formato de pequefia escala, y los sobrenadantes
sin purificar se utilizaron para transducir células HT108-anti-His de forma estatica. 72 horas después se cuantificé la

expresion de GFP mediante citometria de flujo.

Realizando cdlculos estimativos, el titulo de los vectores sin purificar es del orden de 1,0-1,5x10°
TU/mL, a excepcion de la construccion con el VHH-N11 que tiene un titulo levemente menor, de
7,0x10* TU/mL. Esto fue un buen indicativo de que, al concentrarlos, se podrian alcanzar titulos

184

similares a los publicados pot el grupo del Prof. Buchholz . Para poder corroboratlo, a continuacion,

se generaron batches independientes de los LVs elegidos y se caracterizaron.
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Siguiendo el protocolo utilizado en el laboratorio aleman (ver seccion 3.5.1.2), se generaron batches
independientes de los cuatro vectores seleccionados en el screening anterior: el MV-p44VHHMBLL Y e]
NiV-p66VHHMP TV el NiV-p66 "MLV y el NiV-p66V" VLV, los cuales fueron posteriormente

titulados mediante transduccién estatica de células HT'1080-anti-His.

En la figura-30, se observan los resultados de las titulaciones de al menos tres batches independientes
de cada LV. Tres de los LVs testeados, aquellos acarreando los VHH-MR31, -MR33 y -V36, alcanzaron
titulos promedio de 3,6x10" TU/mL, 2,7x10" TU/mL y 1,6x10” TU/mL, respectivamente, que, si bien
son mds bajos que los alcanzados con otros vectores publicados, se encuentran dentro de lo aceptable.
Cabe destacar que, anteriormente, en el caso del VHH-V306, el titulo obtenido por transduccion de
células HT1080-anti-His fue en el orden de 10° TU/mL, por ende, en este caso hubo un aumento de
aproximadamente dos 6rdenes. En conclusion, utilizando los nuevos plasmidos optimizados, pudimos
alcanzar titulos similares a los obtenidos con el control positivo (MV-p11PARPCPAL Y seccion 4.4),
excepto para el LV modificado con el nanobody N11 que rindié un titulo promedio menor, de 5,0x10°
TU/mL. Esto podia esperarse, debido a que ya en el screening previo se habia visto que esta
construccion era la que mediaba menor transducciéon vy, por ende, menor titulo. En particular, y
contrario a lo reportado, no se notaron diferencias entre los titulos obtenidos para los NiV-LVs y para
el inico MV-LV, es mas, siendo hasta menor el titulo del NiV-p66"""™"-LV. Sin embargo, se ha visto

que esto es muy dependiente del dominio de unién utilizado''*%,
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Figura-30. Titulo promedio de los LVs seleccionados. Se realizaron producciones independientes de cada vector y fueron
tituladas por transduccion de células HT1080-anti-His. Para ello, se sembraron 4x10* células y al dia siguiente se transdujeron
con distintas diluciones de los vectores concentrados. Tres dias después se analizo la expresion del transgen GFP mediante

citometria de flyjo.

Habiendo caracterizado el titulo biologico de los LLVs, nos propusimos caracterizar uno de los batches
de cada LV utilizando el equipo Nanosight. Para ello, se sigui6 el protocolo indicado en la seccion 3.7.
En particular, esta herramienta nos proporciona informaciéon sobre la cantidad de particulas totales
(unidades transductantes y no transductantes) en la muestra, asi como el tamafio promedio de las

mismas. Los resultados del andlisis por Nanosight se detallan en la tabla-10, a continuacion.

LV Tamaio (nm) Conc. (particulas/mL) Conc. (TU/mL) TU/10"5 particulas
MV-pag HEMRST 149 4/ 43 4,5+/-0,7El1 3,6 +/-1,3 E07 8,00
NiV-p66VHHMRSS 133 4720 7.7 +/- 0,7 E11 2,7 +/-1,2 E07 3,51
NiV-p66 " HNIT 126 4+/-1,3 6,7 +/-0,5E11 5,0 +/- 3,0 E06 0,75
NiV-p66"HHY¢ 137 4/-29 8,7 +/- 1.1 E11 1,6 +/- 0,8 EO7 1,84

Tabla-10. Caracterizacion por Nanosight. Para ello, se realizaron diluciones de los Vs en PBS y se inyectaron en el equipo.

Los datos de concentracion y tamafio de las particulas se analizaron utilizando el software NTA2.3.

Como se obsetrva en la tabla-10, el tamafio de las particulas derivadas del NiV ronda los 130 nm, muy

similar a los datos publicados por el Prof. Buchholz'*

, mientras que aquellas pseudotipada con MV
son levemente mayores. Observando el tamafio promedio de las particulas, surge la pregunta de por
qué cuando se filtran los LVs se usa un filtro de 0,42 um y no uno de 0,22 um, sin embargo, se observéd

que existen agregaciones de particulas que alcanzan hasta los 500 nm, las cuales podtian ser

funcionales, y se perderian al disminuir el tamafio del poro.

Por otro lado, analizando la concentracion de particulas totales en las muestras, se observa que en
todos los casos su valor se encuentra en el orden de 10" particulas/mL con pocas variaciones, siendo
en los tres NiV-p66'""-LVs ligeramente mayor que en el MV-p44""_LV. No obstante, si se compara
el titulo de particulas totales vs el titulo de TU/mL, se puede notar que, en el mejor de los casos, el del
MV-p44VHHMBLT g grandes rasgos, solamente 1 de cada 12000 particulas producidas es capaz de
mediar transduccion en células HT1080-anti-His. Asi mismo, para el NiV-p66*"""™ LV y el NiV-

6VHHVILV, esta relacion es de 1 en 30000 y 1 en 50000 respectivamente. En el peor de los casos, con

p6
el NiV-p66*"" ™MLV, esta relacion asciende un orden siendo de 1 en 130000. Para visualizarlo mejor,
se muestra el valor de TU/10° particulas, que nos permite concluir que puede haber diferencias de

hasta un orden con tespecto a las unidades transductantes, como ya se habia observado en los titulos
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anteriormente. Especificamente, es interesante notar como dentro del mismo sistema (NiV) se notan
diferencias dependiendo del VHH utilizado. Si bien, hay distintas causas que pueden incidir en la
generacion de particulas no viables, los resultados hallados fueron de gran sorpresa y contrarios a los
publicados, en donde se reportaron que en igual cantidad de particulas, se hallaban mas TU en los
NiV-LVs que en los MV-LVs'®. Si bien es importante destacar que, en nuestro caso, solo se analizé

un MV-LV, pot lo que no se podria generalizar el resultado.

Previamente a la transduccion de mBMDCs, se quiso demostrar que los LLVs eran capaces de unirse a
los receptores correspondientes en la membrana celular. Como se coment6 antetiormente, la etapa de
union es una de las limitantes para que se pueda dar el proceso de transduccion. Para demostrar la
union de los LVs a la célula, como células control se incluyeron las HT1080-anti-His, para las cuales
ya se habia comprobado que la transduccion era eficiente utilizando los cuatro LVs. Para realizar el
ensayo, se tomaron 4x10° células (ya sea mBMDCs o HT1080-anti-His) y se centrifugaron (como se
indica en la seccién 3.8) con aproximadamente 10° particulas totales de LVs. Esta centrifugacion
permite aumentar el contacto entre los LVs y las células. En la figura-31, se detallan los resultados
correspondientes al ensayo de unioén sobre las células HT1080-anti-His. Como control negativo se
utilizaron células sin LLVs y como control positivo se incluyeron dos LLVs generados por el laboratorio
aleman, el MV-p11PARP P vy el NiV-p66*™“PLV. Durante todo el ensayo se mantuvo una
temperatura de 4°C para impedir la fusion de los LVs con las células o la posible endocitosis. Para
revelar la presencia de los LVs se utilizé un anticuerpo anti-His-PE (ver tabla-7, seccion 3.9), el cual

reconoce el rag 6xHis presente en todas las construcciones utilizadas.

A grandes rasgos, todos los Vs demostraron union a las HT1080-anti-His, sin embargo, es muy
notorio que aquellos pseudotipados con NiV se unen en mayor medida (aproximadamente 52-86% de
células positivas), mientras que los pseudotipados con MV alcanzan valores de aproximadamente 10-
16%. Curiosamente, el MV-p44""MHMLL V- que posee los mayores titulos de transducciéon en estas
células, fue el vector que presenté menor porcentaje de union, detectandose un 9,8% de células His”,
y ademas con baja intensidad de fluorescencia. En forma similar, el porcentaje de unién del control
MV-p11°PARPCPLT Y | que transduce muy eficientemente estas células, fue también de los mas bajos, de
6VHH—

15,9%, y con baja intensidad de fluorescencia. Por otra parte, dentro de los NiV-LVs, el NiV-p6

MLV y el NiV-p66Y""V*-LLV demostraron no sélo el mayor porcentaje de union, siendo de 86,3% y
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80,8% respectivamente, sino que la intensidad de fluorescencia es mucho mayor a la obsetrvada con
los MV-LVs. Similarmente, el control NiV-p66™™ %LV demostré uniéon con intensidad similar a
nuestros vectores, aunque con un menor porcentaje (61,3%). En tanto, si bien el porcentaje de union

del NiV-p66"""™NLLY (51,9%), es similar al del control, se observa que la intensidad de unién es

levemente menor.
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Figura-31. Ensayo de unién de LVs sobre las HT1080-anti-His. Se tomaron 5x10° células y se centrifugaron a 800g y 4°C
durante una hora junto con 10° particulas totales. Luego, se realizaron dos lavados con el FCB-Wash v se tifieron con un

anticuerpo anti-His-PE. El porcentaje de union se analizé mediante citometria de flujo.

Dado que las células HT1080-anti-His se crecieron con el antibiotico de seleccion es de suponer que
el 100% de las células en cultivo expresan el anti-His en su membrana. De ser asi, resulta extrafio que
no se alcance el 100% de unién para ninguna construccion teniendo en cuenta que se us6 una relacion
de 200 particulas por célula. Aunque no se profundizé6 en este aspecto, esto podria indicar que en cada
preparacion muchas de las particulas carecen de la proteina de union o de suficiente densidad de dicha
proteina como para asegurar la uniéon y/o deteccion con el anti-His-PE. Aunque esto podria
correlacionarse con la capacidad de transduccion de cada preparacion de LVs, la relacion no parece
ser directa. En efecto, al parecet, los NiV-LVs, que se sabe expresan una mayor densidad de proteinas
de envoltura en su superficie'®, pueden detectarse sobre la superficie celular en forma mas eficiente
que los MV-LVs, pero estos ultimos presentaron una mayor capacidad de transduccion de las células

HT1080-anti-His.
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Teniendo en cuenta lo hallado en cuanto a la unién de los LVs a las células, se realizé el mismo ensayo
sobre mBMDCs. Para ello, se generaron mBMDCs de acuerdo al protocolo detallado en la seccion
3.3.2.2, y luego se analiz6 la expresion de los receptores CD11c y CD11b por citometria de flujo, los
cuales, cabe recordar, son reconocidos por los nanobodies MR31/MR33 y V306, respectivamente. Las
mBMDC s resultaron positivas para la expresion de los dos receptores, siendo 95,0% CD11c* y 98,0%
CD11b" (resultados no mostrados). El porcentaje de MHCII no pudo ser analizado debido a que en el

momento de realizacion de este experimento no se poseia un anticuerpo anti-MHCIL.

Control MV-p44VHH-MR3L |y NiV-p66VHH-MR33_|
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Figura-32. Ensayo de uniéon de LVs sobre las mBMDCs. Se tomaron 5x10° células y se centrifugaron a 800g y 4C durante una
hora junto con 10® particulas totales. Luego se realizaron dos lavados con el FCB-Wash y se tifieron con un anticuerpo anti-

His-PE. El porcentaje de unién se analizé6 mediante citometria de flujo.

Como se observa en la figura-32, al usar mBMDC se destaca el alto porcentaje de unién del NiV-
p66 VMBI LY v el NiV-p66Y"" LV, siendo de 91,6% y de 99,0% respectivamente. Teniendo en
cuenta que las mBMDCs son 95,0% CD11c" y 98,0% CD11b", se concluye que se alcanzé la maxima
capacidad de unién para estos vectores. En cuanto al NiV-p66V"" ™MLV, se detecté un 47,5% de union
a las mBMDC s, y similar a lo ocurrido en las HT1080-anti-His, la intensidad de unién es menor que
en los otros NiV-LVs. En tanto, basados en los resultados anteriores, como era de esperar la deteccion

del porcentaje de union del MV-p44“V"*™MELLY fue menor (34,2%) que con los NiV-LVs. En términos
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globales, es interesante notar que, con estas células, usando los NiV-LVs, si se alcanzaron porcentajes
de union cercanos al 100%, lo cual indica que las HT1080-anti-His no son una poblacién homogénea,

y no todas expresan el scFv anti-His.

A grandes rasgos, la union de los vectores a las mBMDCs fue claramente mejor que la union a las
HT1080-anti-His, pero en menor o mayor medida, todos los LVs fueron capaces de unirse. No
obstante, si se tiene en cuenta la diferencia que existe entre la cantidad de particulas totales y las
TU/mL (ver tabla-10), y sabiendo que se utiliz6 en el orden de 10® particulas totales en el ensayo, se
puede deducir que las particulas capaces de transducir (HT1080-anti-His) fueron en realidad, en el
mejor caso, alrededor de 10*. Realizando calculos, surge que cada 1 célula se agregaron 0,025 unidades
transductantes. Sin embargo, en el caso del NiV-p66""™MF LV y el NiV-p66"""V* LV, se observa
mas del 90% de uniéon. Esto indica, que, dentro de las particulas no funcionales, se encuentran L.Vs
que acarrean las proteinas de rargetingen su membrana (tanto Hmut"™ como Gmut"""), aunque por
distintas razones, pot ejemplo, falta de la proteina F no son capaces de fusionarse, o por falta del

transgen no se detectan como unidades transductantes.

A pesar de los valores de unién relativamente menores para el caso del MV-p44 MBIV esta es la
primera vez desde que se comenzaron a usar estos vectores en donde probamos que el reconocimiento
de los receptores celulares mediado por el VHHSs se da de forma eficiente, quizas por la presencia del
linker flexible entre las proteinas Hmut/Gmut y los nanobodies. En resumen, se generaron vectores
que se producen con alto titulo y que se unen muy eficientemente a sus ligandos, por lo que a
continuacion se decidié transducir mBMDCs, con la esperanza de obtener mejores resultados que los

que se obtuvieron al comienzo de este trabajo.

Sabiendo que los LLVs testeados permiten que el VHH reconozca y se una a su ligando en mBMDCs,
se decidi6 realizar un ensayo de transduccion estatica a una MOI de 10 (calculada en funciéon su
capacidad de transducit HT1080-anti-His). Como referencia, se incluyé como control el VSV-G-LV,
el cual ya habia demostrado ser eficiente en la transduccion de mBMDCs. Los resultados de por lo

menos 3 ensayos independientes para cada LV se muestran en la figura-33.
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Figura-33. Transduccion de mBMDCs. Un dia previo a la transduccién se sembraron 4x10* células. Al dia siguiente, se
transdujeron en forma estatica con los LVs correspondientes a una MOI=10. 72 hotas luego tecolectaron las células y
aquellas transducidas con el LV anti-CD11c y anti-CD11b se marcaron con los anticuerpos cotrespondientes (ver tabla-7,
seccion 3.9) siguiendo el protocolo indicado en la seccion 3.9. Tras el marcaje, las células se analizaron por citomettia de
flujo. Este grafico es resultado de al menos tres ensayos independientes para cada LV. Para determinar la significancia se

aplico el test no paramétrico Kruskal-Wallis con post-test de Dunn en donde *=P<0,05 y **=P<0,01.

Como se puede obsetrvar en la figura-33, independientemente del receptor reconocido por el VHH, los
tres Vs pseudotipados con NiV son capaces de mediar la transduccion en mBMDCs. Si bien no se
observan diferencias estadisticamente significativas, si es notorio una tendencia de aumento clara
frente al MV-p44"HH MLV con el cual, en promedio, se alcanzé solamente un 1,6% de transduccion.
Cabe destacar que, de todas maneras, cual pseudotipado funciona mejor depende en gran parte del

184,192

elemento de uniéon y sus propiedades biofisicas , aunque en general, los MV-LVs rinden menores

%, Por otra parte, el NiV-p66 """ ™MLV también anti-

porcentajes de transduccion que los NiV-LVs
CD11c, alcanzé en promedio un 9,4% de transduccion, aproximadamente 6 veces mejor que el LV
acarreando el VHH-MR31. A su vez, entre todos los LVs testeados, este fue el que permitié una mayor
transduccion de mBMDCs (aunque no estadisticamente significativa), comparable a la observada con
el VSV-G-LV (16,0%). En menor medida, aunque no estadisticamente significativo, el NiV-p66"H N
LV y el NiV-p66*""""*_ L.V también fueron capaces de transducir las mBMDCs, rindiendo porcentajes

promedio muy similares de 7,0% y 6,0% respectivamente.

Para poder verificar que efectivamente se estaba dando el proceso de integracion del transgen al
genoma de las mBMDC s, y por lo tanto descartar eventos de pseudotransduccion, la expresion de GFP
se siguio hasta los 8 dias post-transduccion, tras lo cual se analizaron las células por microscopia de

fluorescencia. Para ello, se utilizaron las células transducidas que no pudieron ser despegadas de los
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pocillos de la placa de cultivo al momento de realizar la citometria de flujo. Es por esta razon, y debido
a que las mBMDCs no se dividen, que en las imdgenes se observa una baja densidad de células. Cabe
destacar que, en las condiciones de cultivo utilizadas, las mBMDCs se adhetian fuertemente a la placa
de cultivo y era muy dificultosa su recuperacion para la citomettia. En la figura-34 se observa una
serie de fotos correspondientes a una de las transducciones realizadas, en donde se muestran imagenes
del campo claro, que nos permite observar todas las células, imagenes de fluorescencia, en donde se

observan las células GFP?, y la combinaciéon de ambas (Campo claro + GFP).

Campo claro GFP Campo claro + GFP

Control

Niv_p66VHH—MR33_LV Mv_p44VHH—MR31_LV

NiV-p66VHH-N1L |y

NiV-p66VHH-V36.Lv
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Figura-34. Evaluacion de la expresion del GFP en mBMDCs al dia 8 post-transduccion mediante microscopia de
fluorescencia. Para ello, las mBMDCs transducidas con los distintos LV que no pudieron ser despegadas del pocillo debido
a su fuerte adherencia, fueron cultivadas hasta el dia 8 post-transduccion, cuando se obtuvieron las imagenes. Se observan
imagenes correspondientes al campo claro, en donde se distinguen todas las células, imagenes de fluorescencia en donde se

obsetvan las células GFP* y la combinacién de campo claro + GFP.

En las imagenes correspondientes al control sin transducit, como es de esperar, no se observan células
GFP positivas. En cuanto a las fotos correspondientes a la transducciéon con el MV-p44VHHMBLL v
posiblemente no se detecten células GFP* (con alta intensidad) debido a que, en promedio, el
porcentaje de transduccion de este vector fue de tan solo 1,6%. Contrariamente, en aquellas mBMDCs
transducidas con los tres NiV-LVs si fue posible evidenciar la expresion de GFP con alta intensidad
atn a los 8 dias posteriores a la transduccion, descartando que la misma se deba a artefactos de
pseudotransduccion. En resumen, el uso de nuevos plasmidos para la generacion de los vectores, y en
especial la inclusion de los NiV-p66¥""-LVs dio frutos y permitié la transduccién (de forma estable)

de mBMDCs.

Si bien se comprobé que las mBMDCs son transducidas pot los distintos LVs, debido a que el objetivo
de utilizar estos vectores es el re-direccionamiento, es de interés analizar si las células GFP*
corresponden a las células diana de interés: es decirt, es importante verificar que la transduccion es on-
target. En este sentido, en la figura-35, se observan dot plots representativos, en donde se grafica
CD11¢/CD11b vs GFP. Para este momento, no se pudo contar con un anticuerpo anti-MHCIT por lo

que los graficos correspondientes al NiV-p66"""™ "LV no fueron incluidos.
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Figura-35. Representacion de dot plots correspondiente a un experimento de transduccion de mBMDCs. En la parte supetrior
de la imagen se observan los graficos correspondientes a las transducciones con los vectores re-direccionados a CD11¢ (MV-
pA4VHIMRSL_T v v NiV-p66VHHMRET V) y el respectivo control de expresion de dicho receptor. En la parte inferior, se observan

los graficos de transduccion con el NiV-p66¥V"H Y.LV (anti-CD11b) y el control de expresion de CD11b.

Como se observa en la figura-35, es importante destacar que la expresion de GFP es de alta intensidad
en los tres casos mostrados, lo que muestra la principal diferencia con el primer ensayo de
transduccion de mBMDCs (figura-22), en donde solamente se observo pseudotransduccion. No
obstante, llama la atencién que mayoritariamente las células GFP+ son negativas para el receptor
que supuestamente medi6 la transduccion, lo que sugeriria una transduccion off-target. Sin embargo,
esta interpretacion no es tan directa porque el porcentaje de células que expresan dicho receptor baja
significativamente luego de la transduccion. En efecto, como se muestra en la parte superior de la
imagen, el control de células sin transducir marcadas con un anticuerpo anti-CD11c¢ da lugar a un
95,0% de marcaje, pero en el grafico a su derecha, correspondiente al MV-p44"H*™MOLLY  podemos
observar que el ntimero total de células son CD11c¢"* se redujo a 27,3%, v en el caso de NiV-p66*™"
MRV a solamente un 0,6%. Un fenémeno similar también se observé en relacion al receptor CD11b,

donde el 98,0% de las células son CD11b+ al comienzo, pero luego de la transduccién con NiV-p66“HH
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V¥ LV se reducen a un 70,6 % con una importante reduccién en la intensidad de la marca (parte

inferior de la figura-35).

Analizando mds en detalle, pareceria que cuanto mayor es el porcentaje de transduccion, mayor es la
reduccion del receptor diana. Una de las posibles razones para explicar estos tresultados totalmente
sorpresivos podria setr que la interaccion de los LVs con los receptores CD11c y CD11b provoca la
endocitosis de los mismos y por ende una disminucioén en su expresion. Alternativamente, teniendo en
cuenta los resultados hallados anteriormente, especificamente que, en el mejor de los casos (el del MV-
p44VHAMSLT N “hay 1 particula transductante cada 12000 particulas no transductantes y que dentro
de aquellas no funcionales igualmente se encuentran particulas capaces de unirse a los receptores
target, se podria pensar que la disminucion del marcado de los receptores es generada por la
competicion de miles de particulas que, si bien no se fusionan, se unen y bloquean la unién del
anticuerpo comercial utilizado durante la citometria. En este sentido, es importante destacar que se
conoce que el anticuerpo comercial anti-CD11c¢ (clon N418) y el anti-CD11b (clon M1/70) compiten
pot la unién a dichos receptores con los nanobodies MR31 y V36 respectivamente. Si bien no se tienen
datos del epitope reconocido por el VHH-MR33 (anti-CD11c), a partir de este resultado, se piensa que
el mismo también reconocetia un epitope solapado (o el mismo) al del N418. Esta teoria cobra aun
mas fuerza cuando consideramos que para la transduccion de las mBMDCs se utilizé una MOI de 10.
Esto indica que, por ejemplo, para el caso del MV-p44V"HMPLLY | se transdujeron 4x10* células con
4,8x10” particulas totales. Este nimero asciende atin mas en el caso de los NiV-LVs, en donde la
relacion entre unidades transductantes y no transductantes es mayor (ver tabla-10, seccion 4.7).
Particularmente, en el caso del NiV-p66"""™MP LV y el NiV-p66V"HV*_ LV se transdujeron 4x10*
células dendriticas con 1,2x10" y con 2,0x10" particulas totales, respectivamente. En el caso de los
NiV-LVs, esta cantidad de particulas es dos veces mayor a la que se habia usado previamente en el
experimento de union, en donde ya se habia detectado union de las particulas a mas del 90% de las

células.

A su vez, como se coment6 anteriormente, es muy probable que la menor densidad de proteinas en la
envoltura de los MV-LVs disminuya este efecto, ya que quedarian receptores libres para ser
reconocidos por el anticuerpo comercial, como se observa en el caso del MV-p44VHHMBLLy,
Contrariamente, la alta densidad de proteinas en la envoltura de los NiV-LVs, provoca que haya
menos receptotres disponibles para la union de los anticuerpos cometciales, hasta hacer desaparecer
la sefial completamente, como en el caso del NiV-p66VH"™M 1LV, Sin embargo, probablemente, en el

caso del NiV-p66V"HY_ LV, como la expresion de CD11b en las mBMDCs era de gran intensidad (ver
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figura-35, Control CD11b), la disminucién de la sefial, si bien fue drdstica, no fue completa. De ser
correcta esta teoria, los eventos categorizados como off-rarget en realidad setian on-trarget, y se
estarian detectando asi debido al fendémeno de union de las particulas. No obstante, para comprobar
que los LVs testeados son unicamente capaces de unirse a sus receptores blanco y, por ende, de
transducir solamente células que lo expresen, se realizé un ensayo de transduccién incluyendo un LV
que acarreara el VHH-T3, el cual reconoce al toxoide tetdnico, es decir posee una especificidad

irrelevante para este trabajo.

Como se observo anteriormente, tras la transduccion con LVs, la deteccion de los receptores diana no
fue posible en todos los casos, lo cual arroja dudas sobre la especificidad de la transduccion. Para
disiparlas, se planteo6 realizar un ensayo de transduccion incluyendo un control negativo y a su vez
medir distintos receptores expresados en la membrana de las mBMDCs para verificar cuales variaban
segun el vector utilizado. Para realizar esto, se incluy6é un LV control el cual acarrea el VHH-T3, que
reconoce el fragmento TetC del toxoide tetanico. Previamente, se clon6 el VHH-T3 a los vectores MV-
p44, NiV-p66 y NiV-p70 como se indica en la seccion 3.2.3. Utilizando estos vectores, se transfectaron
células HEK293T y con el sobrenadante se realizé un screening en células CHO-anti-His (ver figura-
36) similar al realizado anteriormente para determinar con cudl vector continuar. Estas células
también expresan un scFv anti-His en su membrana de la misma forma que las HT1080-anti-His, y se
utilizaron porque no se disponia de las células HT1080-anti-His para este experimento. Como se puede
observar en la figura-35, solo se detectaron células GFP* (7,3%) para el pseudotipado con MV.
Lamentablemente, no se observé transduccion con los NiV-VHH-T3, pero sin ahondar en este fallo,

se continuo trabajando con el MV-VHH-T3 como control negativo.

VHH-T3
NiV-p70
NiV-p66
MV-p44
I L] 1
N o K

%GFP+ cells
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Figura-36. Screening de la condicion 6ptima el VHH-T3. Pata ello se produjo el MV-LV y los NiV-LVs acarreando el VHH-
T3 en formato de pequefia escala, y los sobrenadantes sin purificar se utilizaron para transducir células CHO-anti-His de

forma estatica. 72 horas después se cuantifico la expresion de GFP mediante citomettia de flujo.

Una vez confirmada la funcionalidad del MV-p44""* LV, el mismo se utiliz6 junto con el NiV-
p66VHHMRET N v el NiV-p66""" VLV para transducir mBMDCs (generadas siguiendo el protocolo
indicado en la seccion 3.3.2.3.) a una MOI=10. En la figura-37, como era de esperar, se observa que el
MV-p44""H LV no es capaz de transducir las mBMDCs a una MOI=10. En tanto que, en
concordancia con lo observado anteriormente, tanto el NiV-p66V"H™ LV como el NiV-p66YHHY-
LV fueron capaces de transducir las mBMDCs rindiendo porcentajes de transduccion de 10,5% y 7,0%
respectivamente. La inclusion de este control negativo, y el hecho de que no haya sido capaz de
transducitr las mBMDCs, nos permite concluir que efectivamente el proceso de transduccion es VHH

dependiente y nos permite validar los resultados hallados hasta el momento.

mBMDCs

15+

%GFP+ cells

Figura-37. Transducciéon de mBMDCs. Un dia previo a la transduccién se sembraron 4x10* células. Al dia siguiente, se
transdujeron en forma estatica con los LVs correspondientes a una MOI=10. 72 horas luego se realizo la citometria de flujo

para detectar no solo la presencia del transgen GFP, sino también los receptores rarget.

Habiendo confirmado que la fusiéon con el VHH-T3 no media transduccion en las mBMDCs, se
analizo6 la expresion de los receptores CD11¢, CD11b y MHCII en las células transducidas mediante
citometria. De esta forma, buscabamos determinar si la desaparicion de sefial para un receptor era
especifica al VHH que se utilizara, lo que nos permitiria concluir que la unién a la célula (y por ende

también la transduccion) se da especificamente por el receptor en cuestion.
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En la figura-38, se detallan los histogramas de la expresion de CD11c, CD11b y MHCII para las
mBMDCs control o transducidas con los distintos LLVs. Como control de tinciéon se utilizaron
mBMDCs sin marcar (linea gris oscura sélida). A su vez, como control de expresion, se compara con
el histograma correspondiente a las células marcadas sin transducir (linea gris clara punteada). Como
se observa, cuando se transduce con el MV-p44""™ LV la expresiéon de los tres receptores se
mantiene muy similar a la del control sin transducir, como era de esperar, ya que este vector reconoce
un ligando no presente en las mBMDCs. En cambio, como ya se habia observado, la transduccién con
el NiV-p66"""™MP LV provoca una disminucion en la deteccion de CD11c, que hace que las células se
detecten como CD11c’, similates a las del control de tincion. Sin embargo, la expresion de CD11b y de
MHCII se mantienen comparables a la del control sin transducir. De la misma forma, el nico receptor
afectado por la transduccién con el NiV-p66"""V LV es CD11b, ya que tanto CD11c como MHCII

se mantienen similares al control sin transducir.

En vista de estos resultados, por una parte, se confirma que la transduccion es VHH-dependiente, es
decir, solamente se da este proceso cuando la proteina Hmut/Gmut se fusiona a un VHH que reconoce
y se une a un receptor celular. No obstante, hubiese sido interesante producir los NiVV* . LVs y
analizar también su capacidad de transduccion de mBMDCs. Sin embargo, por cuestiones de tiempo
esto no se pudo realizar. Por otra parte, podemos confirmar que efectivamente tanto el NiV-p66¥H"
MRB_LV como el NiV-p66"" VLV son capaces de ser re-direccionados a un target especifico y que

este proceso depende tnicamente de la especificidad conferida por los VHHs. Esto se deduce del hecho

que solamente aquel receptor reconocido por el VHH es el que se ve disminuido en la citometria.
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Figura-38. Expresion de receptores target tras la transduccion de mBMDCs con LVs. Para ello, se marcaron células con los
anticuerpos detallados en la tabla-7 y se realizé una citometria como se indica en la seccion 3.10. En la imagen se detallan
los niveles de expresion de los receptores CD11c (verde), CD11b (azul) y MHCII (anaranjado) en mBMDCs transducidas con
distintos LVs. Como control de tincion se muestran mBMDCs sin matcar (linea gris oscura sélida) y como control de

expresion se muestran mBMDCs sin transducit marcadas con los distintos anticuerpos (linea gtis clara punteada).

En resumen, hasta el momento se sabe que los Vs son capaces de transducir células dendriticas
uniéndose a ellas a través de los VHHSs especificos. Sin embargo, cuando se analizan los graficos de
expresion de receptores vs GFP en células transducidas, aparecen eventos off-target. A continuacion,
se decidi6 comprobar la hipotesis que dichos eventos off-rarget se deben a que las moléculas de los

receptotes blanco son reconocidas por la enorme cantidad de particulas no transductantes que, al ser
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incapaces de fusionarse, se mantienen unidas hasta las 72 h post-transduccion, impidiendo asila unién

de los anticuerpos comerciales durante el proceso de tincion en la citometria de flujo.

Asumiendo que la disminucion en la deteccion de los receptores blanco se debia al bloqueo de los
mismos pot la union de los Vs a la célula, cabia demostrar que los mismos petrsistian en la superficie
celular al momento de realizar la citometria. Para esto se transdujeron mBMDCs nuevamente y se
analizé la presencia de LVs en la membrana a las 72 h post-transduccion (figura-39). Cabe destacar
que cuando los LVs se fusionan con una célula, la membrana viral pasa a formar parte de la
membrana celular, por ende, también lo hacen sus proteinas de membrana, por lo que eventualmente
al incubar con un anti-His-PE se podtian detectar las proteinas correspondientes a L.Vs fusionados.
No obstante, para este experimento se considera que la contribucion de este efecto es despreciable
debido a que, como se discutié anteriormente, en el mejor de los casos hay 10* mds particulas no
transductantes que aquellas que si transducen. A su vez, probablemente al tercer dia de transduccion,

muchas de esas proteinas ya hayan sido ya degradadas.

En este experimento, como se observa en la figura-39a, en el control de mBMDCs sin transducir se
detecta un 61,1% de células CD11c*. En el grafico contiguo se detallan las células transducidas con el
MV-p44"HH MOV “en donde si bien se observa una reduccion en el porcentaje de células CD11c*
(48,6%), esta no es tan drdastica como se habia observado anteriormente (ver figura-34). En cuanto al
marcado con anti-His, apenas se detecta un 2,2% de células His", lo que nos indicaria que casi no hay
LVs unidos. Sin embargo, cabe recordar que la deteccion de MV-LVs con anti-His puede ser engafiosa
(ver figura-31 y figura-32), por lo que la interpretacion de estos resultados es dificultosa. De forma
similar, en las células transducidas con NiV-p66YV""™ LV si bien hay notoriamente menos células
CD11c" (15,2%) que en el control sin transducir (61,1%), esta reduccién no es completa como habia
sido observado en casos anteriores (ver figura-35 y figura-38). De todas formas, si es notable la
reduccion en la intensidad de expresion de CD11c. A pesar de que aparentemente la union de los LVs
a CD11c fue menos eficiente en este ensayo, para el NiV-p66""HM5 [V se detectéd un 15,8% de células
His*. En la figura-39b, se detallan los graficos correspondientes al control sin transducir marcado con
CD11b y a las mBMDCs transducidas con el NiV-p66"""V*_LLV. Como se muestra, en el control hay
un 98,2% de células CD11b*. En concordancia con lo que ya se habia observado, al transducir con el

NiV-p66HV_LV se detecta una reduccion en el porcentaje de células CD11b*, que en este caso paso
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a ser 77,2% (similar a lo observado en la figura-35), en las cuales es notoria la reduccién en la

intensidad de fluorescencia. Sorprendentemente, en estas células se observa un 63,8% de células His™.
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Figura-39. Deteccion de LVs unidos a mBMDCs a las 72 h post-transduccion. Para ello, se transdujeron mBMDCs con los
LVs detallados a una MOI=10. 72 horas luego, se marcaron las células con a) anti-His y anti-CD11c o b) anti-His y anti-

CD11b y se analizaron por citomettia de flujo como se indica en la seccion 3.10.

Para el caso de los vectores anti-CD11¢, pareceria ser que la union de los LVs a la célula fue mas
ineficiente que en los casos anteriores, lo que podria explicar el hecho de que la reduccion en CD11c

no fue tan marcada como se habia observado previamente. Si bien no se esperaba detectar un gran
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porcentaje de unién de LVs en las mBMDCs transducidas con el MV-p44""* MLV "este no era el
caso para el NiV-p66""# MLV el cual habia demostrado una fuerte capacidad de union. Es de
extrafiar que habiéndose detectado un 15,2% de células CD11c* se detecté solamente un 15,8% de
células His", lo que quiere decir que hay un gran porcentaje de células que es negativo para ambos,
por lo que quizds el marcaje con anti-CD11c¢ o con anti-His no fue eficiente. Para confirmar y calcular
este porcentaje habria que haber realizado un doble marcado entre CD11c y His, pero esto no se pudo
realizar debido que ambos anticuerpos estan marcados con el fluoréforo PE. Los resultados parecen
ser mds concordantes para lo que ocurre con el receptor CD11b, dado que para el NiV-p66YHHV 5LV
se detecta un gran potcentaje de células con particulas unidas en su supetficie, lo que apoyaria nuestra
hipotesis anterior. Otra conclusion que se desprende de estos resultados es que mas alla de que los
VHHs vy el anticuerpo comercial compitan por la unién al epitope, la deteccion del receptor blanco
(probablemente debido a la densidad de proteinas en los LVs) es altamente dependiente del
pseudotipado utilizado, por ejemplo, en el caso del MV-p44""*™MPLLYV en donde el porcentaje de
células CD11c" es siempre mayor al del NiV-p66¥HH 5Ly,

6V LV se concluye que una notable cantidad de

En resumen, especialmente para el NiV-p6
particulas contintan unidas a las células luego de 72 horas de cultivo, por lo que efectivamente
podrian estar bloqueando la deteccion de los receptores blanco por parte de los anticuerpos
comerciales. En parte, la unién de los LVs a un alto porcentaje de células se mantiene en el tiempo de
cultivo debido a que las mBMDCs no se dividen. En cambio, si se usase una linea celular capaz de
dividirse, probablemente el efecto de uniéon se “diluiria” a medida que las células se irian replicando,

pot lo que los eventos off-target podrian desaparecer. Es por esta razéon que se propuso transducir

una linea celular y comprobar si este era el caso.

Para comprobar la hipotesis mencionada anteriormente, se utilizé la linea celular murina JAWSII,
compuesta de células dendriticas inmaduras y monocitos. Contrariamente a las mBMDCs, estas
células si son capaces de dividirse. No obstante, es importante destacar que su cultivo es dificultoso y
la tasa de division es mucho menot que en otras lineas celulares. Justamente por esta razon, el ensayo
se realizé en dos tiempos; una tanda de células se evaluo al dia 3 post-transduccion, como se habia
evaluado para las mBMDCs y otra al dia 7 post-transduccion. De esta forma esperdbamos observar

que a medida que las células se fuesen replicando, el efecto off-target desapareciera. Si bien hubiese
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sido mejor evaluar el mismo cultivo de células al dia 3 y luego al dia 7, esto no se realizo6 para evitar
perturbar las células, pot ejemplo, al despegarlas para tealizar la citometria. Al tratarse de células
inmunes, al ser de cierta forma perturbadas, podrian modificar la expresion de ciertos receptores y
afectar la comparacion de los resultados. Antes de realizar el ensayo planteado, se comprobé que las
células fuesen susceptibles a la transduccion con los distintos vectores. Para ello, se realizd6 un
fenotipado de las JAWSII mediante citometria, en el que se observo que las mismas se marcaban con
los anticuerpos anti-CD11c, -CD11b y -MHCII (tesultados no mostrados), por lo que se comprobé su

potencial de ser transducidas por los vectotres desarrollados.

En la figura-40, se detallan los dotr plot (GFP vs receptor blanco) correspondientes a la transduccion
de JAWSII analizados al dia 3 y 7 post-transduccion. Este experimento se realizé utilizando los cuatro
vectores con los que se venia trabajando, y en todos los casos se incluyo un control de JAWSII sin
transducir marcadas con el anticuerpo comercial correspondiente, tanto al dia 3 como al dia 7. Sin
embargo, debido a que entre de las células sin transducir al dia 3 y al dia 7 no se observaron cambios
en la expresion de ninguno de los tres receptores, a modo de facilitar la visualizacion de los datos,

solamente se detalla el control correspondiente al séptimo dia.

En la figura-40a, se observan los graficos correspondientes al control de células marcado con un anti-
CD11c y las células transducidas con los vectores MV-p44""HMOLLY v NiV-p66V"H M2 LV, En el
control CD11c se detecta un 39,0% de células CD11c” con una intensidad de expresion relativamente
baja; esto no es de extrafiar debido a que anteriormente se han reportado resultados similares en

cuanto la expresion de distintos marcadores en estas células™.

En el grafico correspondiente a las
células transducidas con el MV-p44""HMOLLV v analizadas al dia 3, se observa un porcentaje de
transduccion del 2,0%, que debido a la baja en la deteccion de CD11¢c (17,7%) respecto al control
(39,0%) aparecen como eventos off-target. Al analizar el grafico correspondiente al dia 7, se observa
que, en concordancia con lo que se esperaba, el porcentaje de células CD11c¢” aumentéd a un 27,3%,
probablemente debido a la replicaciéon celular y la reduccion en el porcentaje receptores bloqueados
por LVs. Sin embargo, para nuestra sorpresa, a este tiempo ya no se detectan células GFP*, por lo que
se podria pensar que quizds los pocos eventos GFP* observados anteriormente se debian a
pseudotransduccion, es decir, simplemente transferencia de proteina. Por otra parte, en las JAWSII
transducidas con el NiV-p66V"™M5_LV y analizadas al dia 3 post-transduccién, se observa un 24,0%
de células CD11c*, para nuestra sorpresa, y contrario a lo que se habia observado previamente, este

es un porcentaje mayor al observado con el MV-p44"V"*™MBLLY. No obstante, se destaca que se detecta

un 10,1% de células transducidas, de las cuales hay un 5,8% off-targety un 4,3% on-target. Esto nos
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indica, que ya a las 72 h hubo replicacién celular, y debido a eso comienzan a apatecer los eventos on-
target. Al dia 7, se muestra un aumento en la deteccion de CD11¢, que pasa a ser del 31,6%. En cambio,
como ya se observé para el MV-p44VHHMOLLY se detecta una reduccion en el porcentaje de las células
GFP" totales, que pasa a ser del 5,1%, de las cuales la mitad es off-targety la otra mitad on-target.
Este resultado fue desalentador, ya que indicaria que los eventos realmente son off-target, sin
embargo, si calculamos la relacion off-target.on-target, al dia tres, esta es de 1,3:1, mientras que al dia
siete es de 1:1. Si bien esta es una ligera disminuciéon, quizas, si se cultivaran mas dias, setia posible
notar una diferencia mayor; se recuerda que la tasa de division de estas células es lenta. A su vez,
debido a que la intensidad de expresion de CD11c es baja, la definicion entre células CD11c¢"y CD11¢
es engafiosa, pot lo que se podria estar subestimando el porcentaje de eventos on-target. Otro efecto
que se observa en las células transducidas, es que si bien el porcentaje disminuye (probablemente por
desaparicion de eventos de pseudotransduccion), la intensidad de expresion al dia 7 es mayor, lo que
podria deberse a la acumulacion de GFP en el tiempo. A su vez, se destaca que en el caso del vector
NiV-p66""*™M " si bien el porcentaje de transduccion fue del 10,1%, muy similar al obtenido en
mBMDCs (ver figura-33), considerando que el porcentaje de células CD11c¢" en las JAWSII es muy
inferior al de las mBMDCs y que el vector es capaz de realizar targeting especifico a células CD11c",
se podria decir que la eficiencia de transduccion fue mayor en la linea celular. Esto no es de extrafiar,
debido a que se encuentra reportado que las células inmortalizadas son mucho mas permisivas a la

transduccién por LVs que las células de origen primario, como por ejemplo células B primarias™.

Por otra parte, en la figura 40-b, se detallan los graficos correspondientes al control sin transducir
marcado para MHCII y la transducciéon con el vector anti-MHCII, NiV-p66Y""™N"LV. En el control
se observa un 23,0% de células MHCII" las cuales lo expresan con alta intensidad. Sorprendentemente,
al transducir estas células con el NiV-p66V"" 'LV no se detecté una disminucion en la expresion (ni
en la intensidad) de MHCII, las cuales son 23,4%*. Consecuentemente, se observa un 4,1% de células
GFP" en donde la mayoria (2,4%) es on-target. Al dia 7, se observa que el total de células GFP* es
también MHCII". Similar a lo observado anteriormente, el porcentaje total de células transducidas
disminuye, pero la intensidad de exptresion de GFP aumenta. Esta es la primera vez que se analizo la
expresion de MHCII en células transducidas con este vector, y también es la primera vez en donde se
observa que no hay una reduccion en la deteccion del receptor. Esto podria deberse a que quizas, el
VHH-N11 y el anticuerpo comercial anti-MHCII (Clon M5/114.5.2) reconocen epitopes distintos no
solapantes, pot lo que la union del LV a la célula no entorpece la deteccion del receptor,

contrariamente a lo que pasa con los nanobodies anti-CD11c¢ y anti-CD11b.
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Por otro lado, en la figura-40c, se muestra el control sin transducir para CD11b y la transduccion de
JAWSII con el NiV-p66"""Y**-LV. A diferencia de lo observado para CD11c, en el control se detecta
un 91,2% de células CD11b* con una alta intensidad de expresién. Sin embargo, en concordancia a lo
observado anteriormente, en las células transducidas con el NiV-p66""" "LV se detecté una
disminucién en el marcaje con el anti-CD11b, que en este caso pasdé a ser del 27,0% al dia 3.
Consecuentemente, el 52% de células transducidas es CD11b". No obstante, al dia 7, la expresion de
CD11b se ve recuperada y llega a ser similar (88,4%) a la del control sin transducirt; esto a su vez hace
que las células transducidas antes detectadas como CD11b, ahora se detecten como células CD11b",

pot lo que se confirmaria que efectivamente este vector es capaz de realizar rargeting a CD11b.

En resumen, este experimento nos permitié comprobar, tanto en el caso de CD11b como de MHCII,
que los vectores efectivamente son capaces de realizar targeting, y que el efecto off-target es en
realidad un artefacto. Por otra parte, en el caso de los Vs anti-CD11c, si bien no se pudo comprobar
definitivamente que los eventos off-target desaparecen, si se confirmé una aparicion de eventos orn-
target. Probablemente, como se coment6 antetiormente, esto se vio dificultado por el hecho de la baja
intensidad de expresion de CD11c en las JAWSII, lo que dificulta la definiciéon de células marcadas de
las no marcadas. A su vez, contratio a CD11b, a los 7 dias no se detecté una recuperacion total en el
porcentaje de células CD11c", por lo que esto también podria estar incidiendo en el resultado. Cabe
recordar que el cultivo de JAWSII estd compuesto de células dendriticas inmaduras y monocitos, los
que probablemente tengan tasas de replicacion distintas, lo que podtia explicar la aparicion de ciertos
receptores antes que otros. No obstante, sabiendo que el sistema del NiV permiti6 el targeting tanto
en el caso del VHH-N11 como en el del -V36, y conociendo que el VHH-MR33 es especifico de CD11¢
(v que solamente este vector se ve reducido en el marcaje por citometria, ver figura-38), se podria

suponet que este vectot si es re-direccionado, pero en el modelo usado no se puede diferenciar.
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Figura-40. Transduccion de JAWSII con LVs y anadlisis por citometria al dia 3 y al dia 7 post-transduccion. Para ello, se

sembraron 4x10* células JAWSII y al dia siguiente se realiz6 una transduccién estatica a MOI=10 con los LVs
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correspondientes. Al tercer o al séptimo dia se recolectaron las células y se tifieron para su andlisis en citometria como se

indica en la seccioén 3.10.

Hasta este momento se trabajé con los nanobodies monovalentes. No obstante, fue de interés
comprobar si la fusion de dos nanobodies en una construccién bivalente (BiVHH) aumenta la
capacidad de transduccion de los LVs. En este sentido, se generaron las construcciones bivalentes anti-
CD11c (MR31-MR31), anti-CD11b (V36-V36) y la construccion biespecifica anti-CD11¢c/anti-CD11b
(MR31-V36). Si bien, teniendo en cuenta los resultados anteriores podemos considerar que el VHH-
MR33 seria un mejor candidato para los BiVHH (por lo menos en su version NiV-LV), al momento
del clonaje de estas construcciones no se conocian estos resultados. Para ello, se clonaron los
nanobodies siguiendo el protocolo indicado en la seccion 3.2.4. y utilizando estos plasmidos, se
generaron los Vs correspondientes en pequefia escala como se detalla en la seccion 3.5.2. De forma
similar al screening realizado previamente para las construcciones monovalentes, se tomé el
sobrenadante sin purificar de los cultivos y se realizd una transduccion estatica en células CHO-anti-

His (que eran las disponibles en oportunidad de este experimento).
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Figura-41. Screening de la condicion o6ptima para los Bi-VHH. Para ello se produjeron los MV-LVs y los NiV-LVs acarteando
el @) BiVHH-MR31-MR31, b) BiVHH-MR31-V36 o c) BiVHH-V36-V36 en formato de pequefia escala, y los sobrenadantes
sin purificar se utilizaron para transducir células CHO-anti-His de forma estdtica. 72 horas después se cuantifico la expresion

de GFP mediante citometria de flujo.

Como se observa en el grafico correspondiente a la figura-41, los tres BIVHHs testeados tienen una
mayor capacidad de transduccion en su version MV-p44. A su vez, como era de esperar los porcentajes
de transduccion son muy similares entre ellos, siendo de 14,5%, 13,0% y 17,0% pata a, b y c,
respectivamente. En cuanto a los NiV-LVs, todos presentan una transducciéon menor al 5%; como se
habia observado previamente para el VHH-T3 (ver figura-36), la eficiencia de transduccion de estas
células con NiV-LVs parece ser mucho menor que cuando se usan las células de origen humano
HT1080-anti-His, lo que podria explicarse debido a la menor susceptibilidad de las células de roedor'”.
La etapa siguiente que hubiese sido de gran interés seria la de comparar su potencial de transduccion
frente a los nanobodies monovalentes en mBMDC o lineas celulares de macrofagos, para verificar si
el aumento de avidez mejora la capacidad de transduccion. Lamentablemente, por la dindmica de los
experimentos, y debido a cuestiones de tiempo y prioridad, la caracterizacion posterior de los BiVHHs
no se pudo realizar. En su lugar, se considerd pertinente avanzar sobre el andlisis del potencial de

transduccion in-vivode los LVs ya caracterizados previamente.

Habiendo comprobado que los LLVs son capaces de transducit mBMDCs y células JAWSII in-vitro, y
que, en cierta medida, son capaces de ser re-direccionados, fue de interés analizar su potencial en un
ensayo de transduccion in-vivoen ratones. Para esto inicialmente se exploraron modelos para estudiar
la transducciéon. Para ello, se planted utilizar las cepas de ratones C57BL/6 y BALB/c. El uso de
ambas cepas se justifica debido a que existen reportes que indican una diferencia en la duracion y el
nivel de expresion del transgen®”. Para setear el modelo inicialmente se utilizé el vector de referencia
VSV-G-LV, pot su tropismo amplio y alta eficiencia de transduccion. Cabe destacar que para todos

los ensayos in-vivo se utilizo6 el transgen GFP.
En una primera instancia, se prepararon VSV-G-LVs siguiendo el protocolo indicado en la seccion

3.5.1.2. Posteriormente, se tomaron 3 ratones de cada cepa, los cuales fueron inyectados por via

intravenosa con 1x10° TU en 100 pL de PBS o 100 pL. de PBS como control. Al dia 5 post-inyeccion,
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los ratones fueron sacrificados. Como se indica en la seccion 3.11, se obtuvo el bazo, el cual fue

procesado, vy los esplenocitos resultantes se analizaron pot citometria de flujo.

En la figura-42 se muestra a modo representativo el andlisis para un ratén de cada cepa. Como se
observa, y comparando con los respectivos controles negativos, se concluye que no hay células
transducidas en ninguna de las cepas. Si bien esto resulto sorpresivo al principio, es probable que la
baja cantidad de particulas usadas no sean suficientes para observar transduccion, ya que es muy
posible que el VSV-G-LV, debido a su amplio tropismo, haya transducido otros tipos celulares antes
de llegar al bazo. Si bien se encuentra reportado la inyeccién de al menos 10" TU totales™*”, la eleccion
de inyectar 1x10° TU totales se basé pensando en la futura inyeccion con los NiV-LVs. Cada dos
frascos T-175 de produccion de NiV-LVs se obtienen 100 uL con un titulo de 10" TU/mL, que seria
suficiente para la inyecciéon de un ratéon con 10° TU. Suponiendo que se inyectan 4-5 ratones, se
prepararian 8-10 frascos de produccion por LV, por lo que resultaria muy dificil aumentar un orden
las TU totales manteniendo un volumen inyectable, ya que una vez que los LVs se resuspenden en PBS

no se pueden re-concentrar.
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Figura-42. Andlisis de esplenocitos de BALB/c y C57BL/6 inyectados con 1x10° TU de VSV-G-LV. Al dia 0, tres ratones de

cada cepa fueron inyectados con 1x10° TU en 100 pL de PBS o 100 pL de PBS por la vena de la cola. Al dia 5, los ratones
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fueron sacrificados y se extrajeron los esplenocitos (ver seccion 3.11), los cuales fueron analizados para verificar la expresion

de GFP. A modo representativo se muestra el raton 1 (R1) para cada cepa.

Tras el fracaso de la inyeccion intravenosa, se teste6 la inyeccion de VSV-G-LV de forma
intraperitoneal. Debido a que luego se utilizaria el VSV-G-LV como control positivo para un eventual
ensayo de transduccion in-vivo con los NiV-LVs, y teniendo en cuenta lo comentado anteriormente,
se volvio a utilizar 1x10° TU totales a modo de poder definir si en la concentracion de inyeccion de los

NiV-LVs era posible visualizar eventos de transduccion con el VSV-G-LV.

Para ello, se inyectaron 4 ratones de cada cepa con 1x10° TU de VSV-G-LV en 200 pL de PBS y 2
ratones control de cada cepa con 200 puL de PBS. A modo de determinar el tiempo éptimo post-
inyeccion para el andlisis por citometria, se utilizo6 un disefio experimental en donde se evalué la
transduccion al dia 5 y al dia 8 post-inyeccion. Por ende, se evaluaron 2 ratones inyectados (y un
control) al dia 5 y lo mismo al dia 8, para ambas cepas. A su vez, para determinar de forma preliminar
que poblaciones celulares eran transducidas, las células se marcaron para CD11c, CD11b, MHCII y
F4/80 utilizando los anticuerpos detallados en la tabla-8 (secciéon 3.11). El procedimiento detallado

del procesamiento de los ratones se encuentra descripto en la seccion 3.11.
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Figura-43. Andlisis de células de la cavidad peritoneal de a) BALB/c y b) C57BL/6 inyectados con 1x10° TU de VSV-G-LV
o PBS. Al dia 0, cuatro ratones de cada cepa fueron inyectados con 1x10° TU en 200 pL de PBS por via intrapetitoneal y dos
de ellos (control) fueron inyectados con 200 pL de PBS. Al dia 5, dos de los ratones inyectados con LV y un control fueron

sacrificados y se obtuvieron las células de la cavidad intraperitoneal, los cuales fueron marcadas con los anticuerpos anti-
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CDl11c, -CD11b, -MHCII y -F4/80 detallados en la tabla-8 y analizadas por citometria de flujo (ver seccion 3.11). Los tres

ratones restantes fueron analizados de la misma forma al dia 8 post-inyeccion.

En la figura-43a, se muestran los resultados correspondientes a los ratones BALB/c. Como se obsetva,
tanto en el R1 como el R2 (5 dias post-inyeccion) se detectan células transducidas, que se corresponden
a un 0,6% y 5,1% de las células totales, respectivamente. Si bien la diferencia en la eficiencia de
transduccion entre ambos ratones es notoria, se podria decir que la poblacion transducida parece ser
la misma. No obstante, en los ratones R3 y R4 analizados al dia 8 post-inyeccion (R3 y R4), no se
detectaron células transducidas, lo que se podria deber a la eliminacion de las células transducidas o
a una migracion de las mismas. Por otra parte, en la figura-43b se muestran los graficos
correspondientes a los ratones C57BL/6. Como se observa en los graficos supetiores correspondientes
al dia 5, ambos ratones R1 y R2 presentan células transducidas siendo del 7,4% y 2,8% del total de
células, valores similares al R2-BALB/c. Contrario a lo observado para los ratones BALB/c, en los
C57BL/6 se sigue detectando la misma poblacion de células transducidas al dia 8 post-inyeccion, con

porcentajes similares a los del dia 5, siendo de 4,4% y 2,6% para los ratones R3 y R4.

Analizando mas en detalle las poblaciones de células transducidas, como se muestra en la figura-44,
tanto en los ratones BALB/c (a) como en los C57BL/6 (b) se transduce casi exclusivamente la

poblacion F4/80", correspondiente a los macrofagos grandes de la cavidad peritoneal (LPM, del
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inglés, large peritoneal macrophages)™”, que no es de extrafiar debido a su alta expresion del receptor

de LDL, el cual es uno de los ligandos de la proteina G del VSV*’. Como se comenté anteriormente,
en el caso de los ratones BALB/c, dicha poblaciéon ya no se detecta al dia 8. Se ha reportado, que tras

la estimulacion con tioglicolato, la poblacion de macrofagos desaparece de la cavidad peritoneal, ya

206

sea por migracion, adherencia al peritoneo o debido a que mueren por sobre-activacion™. A su vez,

se ha reportado que el mismo fenémeno ocutrre en las primeras horas en un modelo de infeccion

1208

intraperitoneal™. Por ende, la activacion de los macrofagos podria explicar su desaparicion en el caso

200,208
> a

de los ratones BALB/c. De todas formas, en nuestro caso, a diferencia de lo reportado
migraciéon aparece en forma mds tardia. Probablemente, el menor potrcentaje de transduccion

observado en el R1-BALB/c pueda deberse a que este proceso de migracion ya comenzo al dia 5.
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Figura-44. Andlisis de células de la cavidad peritoneal de a) BALB/c y b) C57BL/6 inyectados con 1x10° TU de VSV-G-LV
o PBS. Al dia 0, cuatro ratones de cada cepa fueron inyectados con 1x10° TU en 200 pL de PBS por via intrapetitoneal y dos

de ellos (control) fueron inyectados con 200 pL de PBS. Al dia 5, dos de los ratones inyectados con LV y un control fueron
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sacrificados y se obtuvieron las células de la cavidad intraperitoneal, los cuales fueron marcadas con los anticuerpos anti-
CDl11c, -CD11b, -MHCII y -F4/80 detallados en la tabla-8 y analizadas por citometria de flujo (ver seccion 3.11). Los tres

ratones restantes fueron analizados de la misma forma al dia 8 post-inyeccion.

En resumen, para evitar perder células transducidas debido al fenémeno observado anteriormente,
para el futuro ensayo se eligio utilizar el modelo de inyeccion intraperitoneal en ratones C57BL/6.
Ademas, el uso de este modelo permite monitorear la transduccion hasta el dia 8, lo que proporciona

informacién de la duracion de expresion del transgen in-vivo.

Una vez que se definié que modelo utilizar, se decidi6 realizar un experimento preliminar para evaluar
el potencial in-vivodel vector NiV-p66YVHH M2V, Si bien este el tinico vector del cual no se confirmé
completamente su re-direccionamiento a células CD11c”, resultd el mas interesante por el simple
hecho de que CD11¢, aunque se encuentra expresado en otras células, se considera un marcador de
células dendpriticas. A su vez, hasta nuestro conocimiento, no hay reportes de re-direccionamiento de

LVs a células CD11c¢" en el contexto de un modelo de vacunas.

En este ensayo, se utilizaron 4 ratones por grupo, los cuales fueron inyectados por via intraperitoneal
con 200 pL de PBS (control), o con 1x10° TU de VSV-G-LV o de NiV-p66"""™ LV en 200 uL de
PBS. Al dia 8 post-inyeccion, los ratones fueron sacrificados y, segan se indica en la seccion 3.11, se
obtuvieron las células de la cavidad peritoneal. A modo de definir las posibles poblaciones
transducidas, las células se marcaron con los anticuerpos anti-CD3, -CD19, -F4/80, -CD11c¢, -CD11b,
-MHCII (ver tabla-8) para su posterior andlisis por citometria de flujo. A su vez, las células fueron
marcadas con los anticuerpos anti-CD80 y -CD86 para analizar si la transduccion con LVs genera un
aumento en dichos marcadores de activacion. De forma paralela, se obtuvieron los ganglios
mesentéricos para investigar la posible migracion de células transducidas desde la cavidad peritoneal
hacia los ganglios mesentéricos drenantes. Estos fueron procesados (ver seccion 3.11) y marcados de

la misma forma que las células peritoneales.
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Figura-45. Analisis de las células de la cavidad peritoneal de ratones C57BL/6 inyectados con LVs o PBS. Cada raton se
inyect6 con 200 pL de PBS (control), 200 pL de 1x10° TU de VSV-G-LV, o0 200 pL de 1x10° TU de NiV-p66""" MLV, q)
Grafico que detalla el porcentaje de células transducidas para los tres grupos. Para determinar la significancia se aplicé el
test no paramétrico Kruskal-Wallis con post-test de Dunn en donde *=P<0,05 y ***=P<(,0001. b) Dot plot CD11c vs GFP
y F4/80 vs GFP de las células de la cavidad peritoneal para un ratén representativo de cada grupo. c) Expresion de CD11c
en poblacién F4/80" para un raton representativo de cada grupo; como control se muestra el control marcado solamente

con F4/80.

En la figura 45a, se detalla el porcentaje de células transducidas patra los ratones de los tres grupos.
Como se observa, y en concordancia con lo hallado anteriormente, el VSV-G-LV es capaz de
transducir en promedio, un 4,0% de las células de la cavidad peritoneal. Cabe destacar que para este
grupo se muestran solo tres ratones debido a que en un ratébn no se observo transduccion,
probablemente debido a una falla en la inyecciéon. Por otro lado, se destaca que el NiV-p66YHHMR?.
LV también es capaz de transducir células peritoneales, si bien, aunque esperable, el porcentaje de

transduccion es significativamente menot, siendo en promedio del 0,1% de las células totales.

Para definir qué poblacion celular se encuentra transducida en cada caso, en la figura-45b, se
muestran los dor plot CD11c vs GFP, para definir si células transducidas con el NiV-p66VH 2LV
son CD11c*, y F4/80 vs GFP debido a que previamente se habia observado que la poblacién de la
cavidad peritoneal preferencialmente transducida por el VSV-G-LV son las células F4/80". Como se
muestra, en el control PBS se observa un 1,7% de células CD11c¢" del total de células. En cuanto al
ratén inyectado con VSV-G-LV, se observa un 2,3% de células CD11c*, las cuales no son transducidas
por este vector. De forma similar, y para nuestra sorpresa, las células CD11c* (1,8%) en el raton
inyectado con el NiV-p66""" ™.V tampoco se encuentran transducidas. Analizando mas en detalle,
parece ser que la poblacion transducida por el VSV-G-LV y el NiV-p66"""™MLV es la misma, lo que
se confirma al observar los graficos de F4/80 vs GFP. Para ambos casos, se ve que casi la totalidad
de células transducidas corresponde a la fraccion F4/80", lo que resulté desalentador. Sin embargo,
cabe destacar que para el VSV-G-LV, también se encontraron células transducidas dentro de la
fraccion CD3", correspondiente a células T, y CD19" correspondiente a células B (resultado no

mostrado).

Teniendo en cuenta el posible efecto de disminucion de la expresion de CD11c¢ que se obsetvo in vitro,
investigamos si dentro de las células definidas como F4/80" es posible encontrar células CD11c* que
pierdan la expresion de este receptor luego de la transduccion. En la figura-45c, se detalla como
control (SS F4/80) células marcadas tnicamente para F4/80. Si bien en los tres grupos se detectan

células CD11c*, aproximadamente esta poblacién doble positiva es apenas el 0,02% del total de
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células, por lo que no podria explicar el 0,1% de transduccién observado con el NiV-p66Y"H ™MLY,
Teniendo en cuenta el fendmeno de desaparicion de CD11c observado para este vector, cuantificamos
en promedio el total de células CD11c" en los tres grupos, aunque no se detectaron cambios notorios.
Sin embargo, al calcular la MFI para la poblacién CD11c”, se observa una ligera disminucién en los
ratones tratados con el NiV-p66V"H M2 LV en relacién al control (resultado no mostrado). En
resumen, si bien se observé transduccion con el NiV-LV, no se pudo confirmar la especificidad por
CD11c, y se podtia concluir que la poblacion celular transducida es la de macréfagos LPM. No

9
206,20), lo que

obstante, en este sentido, se ha reportado que los LPM (F4/80™) también expresan CD11c¢
hace presumir que es esta poblacion la que resultd transducida y pot tanto que vector si es capaz de
realizar targeting. Suponiendo que la transduccion haya sido on-rarget, es probable que la
transduccion de macrofagos, pero no de células dendriticas (CD11¢™) haya sido favorecida por la gran
representacion de los primeros dentro de las células de la cavidad peritoneal (15-20%). Si bien este
experimento preliminar no nos permitié confirmar el re-direccionamiento del NiV-p66 "™ LV si
se comprobo que este vector es capaz de transducir células in-vivo. Quizas el modelo elegido no fue el

mas indicado para visualizar transduccién de células CD11c®, y en un futuro seria interesante

optimizar el modelo de inyeccion intravenosa y andlisis de esplenocitos.

Por otro lado, como se habia comentado anteriormente, las células de la cavidad peritoneal también
fueron analizadas para los marcadores de activacion CD80 y CD86. Habiendo definido que en ambos
casos la poblacion transducida es la de LPM, se seleccionaron estas células para comprobar si las
mismas expresaban marcadores de activacion. Se decidié hacer un andlisis de la poblacién completa
(y no solo las células transducidas) debido a que es probable que aquellas células que no estén
transducidas igual hayan detectado la presencia de particulas, por ejemplo, por captacion mediante
pinocitosis. En la figura-46, se muestra la expresion de CD80 en los LPMs de los distintos grupos.
Como control se utilizaron células sin marcar (SM). En el raton inyectado con PBS se observa un 0,6%
de células CD80", muy similar al porcentaje observado en el raton inyectado con el VSV-G-LV (0,5%).
Por otra parte, en el ratéon tratado con el NiV-p66 M5 LV se distingue un 0,1% de células CD80".
Debido a que el porcentaje de células marcadas con CD80 en los ratones inyectados con LVs es igual
(o menor) al ratén tratado con PBS, se concluye que los Vs no son capaces de activar las células, al
menos en las condiciones testeadas. A su vez, dentro de los dos grupos tratados con LVs, al analizar
especificamente aquellas células transducidas, no se encontré que las mismas expresaran CD80

(resultados no mostrados), por lo que confirma que el bajo nivel de inmunogenicidad de estos vectores.
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Figura-46. Expresion de CD80 en la poblacion F4/80". Se seleccioné la poblacion F4/80" de la cavidad peritoneal,
correspondiente a los LPMs y se analizé la expresion del marcador de activacion CD80. Como control de tincion se agregaron

células sin marcar (SM). Se muestra de forma representativa un ratén de cada grupo.

Por otro lado, como se coment6 anteriormente, también se analizaron las poblaciones celulares
obtenidas de ganglios mesentéricos para evaluar una posible migracion de las células transducidas
desde la cavidad peritoneal hacia los ganglios drenantes. Sin embargo, en ninguno de los casos se
pudieron detectar células GFP* en los ganglios, lo que afirma la teoria de que los LVs no son capaces
de activar las células transducidas. Contrariamente, en un modelo de vacunas utilizando LVs re-
direccionados, la activacion de la célula transducida es de suma importancia para generar una
respuesta inmune contra el transgen, ya se ha visto que la ausencia de una sefial de activacion puede

155

llevar a una respuesta tolerogénica en lugar de una protectora . En base a estas observaciones, nos
propusimos explorar el disefio de un vector que pudiese acarrear a la célula blanco, tanto el transgen
codificante para el antigeno como otro transgen que pudiese tener un efecto de activacion de la célula

presentadora.

Debido a la carencia de muchos LLVs de activar el sistema inmune para generar una respuesta potente
y duradera, se propuso disefiar un plasmido de expresion dual, en el cual un promotor dirigiese la
expresion del antigeno y simultdneamente otro promotor dirigiese la expresion de una proteina
activadora de NFkB. Para ello, se disefié y se mandé a sintetizar un gen, en el cual la expresion de

ambos transgenes estuviesen bajo el control de los promotores SFFV y CMV. A modo representativo,
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en la figura-47 se muestra el gen denominado DP-SFFV(Ag)/CMV (Act) en donde el antigeno (Ag) esta
bajo control del promotor SFFV y el activador (Act) bajo control del promotor CMV. Una vez obtenido
el gen sintético, se clond dentro del vector pSIN siguiendo el protocolo indicado en la seccion 3.12 y

se generd el plasmido dual pSIN-DP-SFFV/CMV.

d SFFV promoter >— Antigeno H CMV promote;>ﬂ Activador NFkB :

DP-SFFV(Ag)/CMV(Act)
1091 bp

Figura-47. Esquema representativo del gen sintético DP-SFFV/CMV. El promotor SFFV dirige la expresion del antigeno

(Ag), mientras que el promotor CMV dirige la expresion del activador de NFgB (Act).

Para comprobar la funcionalidad de ambos promotores, se clono la secuencia codificante para GFP
en ambas posiciones siguiendo el protocolo indicado en la seccion 3.13, de esta forma generando los
plasmidos pSIN-DP-SFFV(GFP)/CMV o pSIN-DP-SFFV/CMV(GFP), los cuales fueron transfectados
en células HEK239T. A las 48 horas post-transfeccion se observo la expresion de GFP a través de
microscopia de fluorescencia. Como se muestra en la figura-48, se concluye que ambos promototes
son funcionales debido a que permiten, en cierta medida, la expresion de GFP, aunque es nototrio que
el promotor CMV promueve una expresion mucho mayor. El resultado no fue el esperado, dado que
el plasmido de transferencia (pSIN-SFFV-GFP) utilizado en los experimentos previos dirige la
expresion de GFP través del promotor SFFV en forma muy eficiente. Si bien no tenemos evidencias al
respecto, una posibilidad es que durante la construccion de nuestro plasmido se hayan modificado

secuencias cercanas al promotor que pudieron afectar su funcion.

SFFV(GFP)
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Figura-48. Expresion de GFP en el plasmido pSIN-DP-SFFV/CMV dirigida por el promotor SFFV o CMV. Patra ello, se
transfectaron células HEK293T con el plasmido correspondiente, y 48 h luego se observd al microscopio de fluorescencia.

La exposicion fue de 1.5 segundos.

A pesar de la diferencia de expresion entre ambos promotores, se decidié continuar utilizando este
plasmido, debido a que es probable que el activador de NFxB igual ejerza sus funciones de activacion
en menores concentraciones, por lo que podria clonarse bajo el control el promotor SFFV.
Contrariamente, es de suma importancia que el antigeno se sobre-exprese.

Basados en reportes anteriores' "'’

, elegimos la quinasa NIK como proteina activadora de NFkB.
Esta es una proteina que principalmente acttia en la via no canénica de NFkB, sin embargo, al ser
sobre-expresada es capaz de activar la via canénica'™?'!. Para clonar la NIK, se partié de la secuencia
completa obtenida del plasmido adenoviral AANIK, y se amplificaron cuatro productos que fueron
clonados en ambas posiciones del plasmido pSIN-DP-SFFV/CMYV, como se indica en la seccion 3.13.
Basados en un trabajo en donde se describié el minimo fragmento soluble activo de la NIK en ensayos
in-vitro™’, nos propusimos generar distintas versiones de esta proteina y evaluar su capacidad de
activar células. En la figura-49a, se observa la estructura completa de la NIK, en donde se distinguen
principalmente cuatro dominios de importancia, i) el de unioén al factor celular TRAF3, que ubiquitina
a la proteina para su degradacion, ii) el dominio de regulacion negativa o NRD, iii) el dominio quinasa
y iv) el dominio no catalitico de unién a factores celulares, que es necesario para la unién de los
sustratos. Teniendo en cuenta la estructura de la proteina y los antecedentes mencionados, se
amplificaron cuatro productos denominados NIK-a (a), NIK-f (b), NIK-¢ (c) y NIK-y (d), los cuales
tedricamente deberian exhibir capacidades de actividad distintas debido a la presencia o ausencia de

los dominios indicados.
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Figura-49. Imagen representativa de la estructura de los fragmentos de la NIK. En la parte a) se muestra un esquema de la
estructura completa de la quinasa NIK (imagen obtenida de Liu et al., (2012)), a la cual denominamos NIK-q. b) Estructura
del fragmento denominado NIK-B, que carece del dominio no catalitico de union a factores celulares. ¢) Estructura del
fragmento denominado NIK-g, el cual solo posee el dominio quinasa y un fragmento del dominio NCR. d) Estructura del

fragmento denominado NIK-y, el cual carece del dominio de regulacion negativa y de union a TRAF-3.

A continuacion, se decidio evaluar el poder de activacion de los fragmentos de la NIK en mBMDCs.
Para ello se utiliz6 un LV que acarreara las versiones de pSIN-DP-SFFV(NIK)/CMV o pSIN-DP-
SFFV/CMV(NIK). A modo de poder obtener titulos altos del vector para permitir realizar varios

ensayos, se decidi6 utilizar un VSV-G-LV.

Para ello, se utilizaron mBMDCs generadas a partit del protocolo indicado en la seccion 3.3.2.3, las
cuales fueron transducidas con sobrenadantes sin purificar de la producciéon de los VSV-G-LVs (ver
seccion 3.5.2). A las 72hs, se recogieron los sobrenadantes y se analizaron por ELISA para IT.-12 como

se indica en la seccion 3.14. Como resultado se obtuvo que ninguna de las construcciones realizadas
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fue capaz de inducir la secrecion de IL-12 (resultados no mostrados). En concordancia con este
resultado, las mBMDCs transducidas se analizaron por citomettia para la expresion de los marcadores
CD40, CD80 y CD86, los cuales no resultaron estar aumentados frente al control (resultados no

mostrados).

Una razon de este fracaso podria ser que, al tratarse de una proteina de origen humano, no estuviese
actuando tan eficientemente en células murinas. Por esta razon, se propuso volver a producir los
distintos VSV-G-LV(NIK) en pequefia escala y transducir células HT-29(GFP) utilizando el
sobrenadante sin purificar. Estas son células reporteras que contienen una construccion por la cual
frente a la activacion de NFxB se induce la expresion de GFP*?, En este caso, se generaron los ocho

LVs correspondientes a las cuatro versiones de la NIK bajo el control del promotor SFFV o del CMV.
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Figura-50. Evaluacién de la activacion en HT-29(GFP) transducidas con los diferentes VSV-G-LV(NIK). Para esto, se
generaron los LVs correspondientes acatteando las versiones de la NIK ya sea bajo la expresion de SFFV o de CMV.
Utilizando el sobrenadante sin purificar se transdujeron células HT-29(GFP) y se evalué la activacion a las 72hs mediante
citometria de flujo. Para determinar la significancia se aplicé el test no paramétrico Kruskal-Wallis con post-test de Dunn

en donde *=P<0,05 y ***=P<0,0001.

En la figura-50, se detallan los resultados de la transducciéon de las HT-29(GFP) con los VSV-G-
LV(NIK). Debido a que ambos vectores codificantes para NIK-f3 presentaron un porcentaje de células
GFP" (1,7%) igual (y sin significancia estadistica) al porcentaje basal de las células sin transducir (no
mostrado), esta construccidon se consideré como el control negativo. Recordando la estructura de la
NIK-B (ver figura-49), observamos que esta construccion (B) tiene truncado el dominio de union a
ligandos celulares a la vez que tiene intactos los elementos de regulacién negativa (sitio de unién a

TRAF-3 y dominio NRD), por lo que es esperable que no genetre activacion. Cabe destacar que la NIK
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en estado basal se sintetiza en un estado activado, pero estd siendo ubiquitinizada y degradada
constantemente”'!. En cuanto a la NIK-q, se observa una minima tendencia de aumento respecto a
NIK-B, si bien no significativa, en el porcentaje de células GFP*en ambos casos (3,1%), lo que podria
indicar que es capaz de inducir cierta activacion, sin embargo, es probable que la degradacion
constante de la proteina no permita que se observan cambios cuando es expresada en mayor
concentracion. A su vez, es posible que el gran tamafio de esta proteina (947 aminodcidos) dificulte el
empacamiento de este transgen en la particula viral, por lo que se producirian menos particulas
transductantes. Justamente, se ha visto que al aumentar el tamafio del transgen, la eficiencia de
empacamiento, y por ende, de produccioén de particulas viables es menor*”. Es probable que, por esta
razon, al haber transducido las células con sobtenadante sin cuantificar, el namero de particulas
viables para el caso de la NIK-o haya sido menot. Por otro lado, en concordancia con lo esperado, la
NIK-¢ fue capaz de inducir activacion en las HT-29(GFP), siendo la diferencia con NIK-B de alta
significancia. Cabe tecordar que esta construccion contiene el dominio quinasa y una porcion
truncada del dominio de unién a factores celulatres, y ya fue reportada como activa en ensayos de
fosforilacion in-vitrd'’. Resulta interesante que al utilizar esta construccion si se observa una
diferencia significativa en el porcentaje de células GFP" entre la expresion por SFFV y por CMV, la
cual es el triple para CMV (8,6% vs 23,8%). Por otra parte, la NIK-y demostté ser la construccion que
exhibe un mayor poder de activacion, rindiendo en ambos casos un 40,0% de células GFP*. Este
resultado concuerda con la teoria, debido a que esta construccion posee el dominio quinasa y el
dominio de union a factores celulares completo, pero carece de los elementos de regulacion negativa.
Interesantemente, el nivel de activaciéon alcanzado por la expresion con el SFFV no mejor6 al ser
expresada en mayor medida por el CMV. Esto nos indica que, por un lado, se alcanzé un tope de
activacion mediada por NIK (al menos, en las concentraciones determinadas por la MOI de
transduccioén), y, por otro lado, confirma que se puede utilizar el plasmido pSIN-DP-SFFV/CMYV para
la expresion de este activador y un antigeno, ya que, a pesar de la menor expresion mediada por el

primer promotor, este fragmento es igualmente capaz de inducit activacion.

En resumen, comprobamos que el fragmento de NIK denominado NIK-y es capaz de activar células
de origen humano, y que su expresion bajo control del promotor SFFV (de menor potencia) es
suficiente para alcanzar el nivel de activacion esperado. A continuacién, para aproximarnos a un
modelo de induccién de activacion, decidimos analizar el potencial de activacion de esta construccion

en células del sistema inmune.
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FSC-H (x 1000)

Debido a que el desarrollo del vector dual se baso en la necesidad de activar las células inmunes que
a su vez expresan el antigeno deseado, se analiz6 la activacion de una linea celular de monocitos

humanos (THP-1) utilizando la construccion NIK-y.

Sin embargo, para poder obtener una transduccion con altos niveles, antes nos planteamos generar
un VSV-G-LV(GFP) y determinar el porcentaje de transduccion a distintas MOL. Para ello, se produjo
el VSV-G-LV(GFP) de acuerdo al protocolo indicado en la seccion 3.5.1.2 y se transdujeron células
THP-1 a MOI de 5, 10 y 20 mediante spinfection (ver seccion 3.6.1.). En la figura-51 se observan los

dot plot correspondientes a la transduccion en las distintas condiciones y un control sin transducit.
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Figura-51. Transduccion de THP-1 con el VSV-G-LV(GFP). Para ello, se generé el VSV-G-LV siguiendo el protocolo
detallado en la seccion 3.5.1.2 y luego se transdujeron células THP-1 a MOI de 5, 10 y 20 mediante spinfection (centrifugacion
a 800g durante 1 hora a 32°C). 72 h luego se evalu6 la transduccion por citometria de flujo. Como control se utilizaron células

sin transducit.

Como se muestra en la figura-51, a una MOI=5 ya se observa un 93% de transduccion, que apenas
mejora a MOI de 10 y 20. Probablemente, la alta eficiencia de transduccién del VSV-G-LV en estas
células se deba al protocolo de spinfection (o spinoculation), que se ha demostrado especialmente
eficiente en la transduccion de células en suspension®®. Habiendo determinado que una MOI=5 era
suficiente para transducit mas del 90% de los THP-1, se generaron de forma paralela los vectotes
VSV-G-LV(CMV-GFP) y el VSV-G-LV(SFFV-NIK-y). Debido a que no se pudo titular la produccién
del VSV-G-LV(SFFV-NIK-y), para el ensayo de transduccion se calculé una MOI=5 con el VSV-G-

LV(CMV-GFP) y se agreg6 el mismo volumen del vector acarreando la NIK-y. Se considerd que el
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titulo de produccion del VSV-G-LV(SFFV-NIK-y) nunca va a ser mayor al obtenido para el VSV-G-
LV(CMV-GFP), en parte debido a que el tamafio del transgen es el doble. Por lo tanto, se procedi6é a

transducir THP-1 con iguales volamenes del VSV-G-LV(CMV-GFP) y el VSV-G-LV(SFFV-NIK-y).

Para determinar si el VSV-G-LV(SFFV-NIK-y) era capaz de mediar activacion e inducir la secrecion
de interloquinas pro-inflamatorias, se realizé6 una transduccion en las condiciones mencionadas
anteriormente y 6 dias después se recolecto6 el sobrenadante, el cual fue analizado por ELISA para IL-
1B, IL-6, IL-8 y TNF-a, como se indica en la seccion 3.14. Como controles se utilizaron por un lado

células sin transducir, y por otro, células transducidas con el VSV-G-LV(CMV-GFP).

IL-1p IL-6
50 * 200~ *
I * 1 I 1
40+ —
150+
Y E
£ £ 1004
2 20- 2
104 50-
C T 1 c I I
o) Q - O Q
Q@b\ C’Q é@b\ OQ
IL-8 TNF-a
* *
I 1
1000~ ' —_—
800-
- 600+
E
2 400-
200-
c L QI | | 1
o) A O g

Figura-52. Medicién de ILs en células THP-1 transducidas con el VSV-G-LV(NIK-y). Para ello, se transdujeron 2x10* células
THP-1 mediante spinfection (ver seccién 3.6.1) con iguales volimenes de ambos vectores. Al dia 6 post-transduccion se
recolectaron los sobrenadantes y fueron analizados por ELISA para IL-1f, IL-6, IL-8 y TNF-qa. , como se indica en la seccion

3.14. Como controles se utilizaron células sin transducir (Medio) o un VSV-G-LV(GFP). Para determinar la significancia se

aplico el test no paramétrico Kruskal-Wallis con post-test de Dunn en donde *=P<0,05.
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Como se obsetva el la figura-52, no se detecta secrecion de ninguna IL en las células sin transducir.
De forma similar, en el caso del VSV-G-LV(CMV-GFP), no se detectan niveles de IL-1f ni IL-8 y se
detecta en promedio apenas 3,3 pg/mLy 3,6 pg/mL de IL-6 y TNF-q, respectivamente. En cambio, la
transduccion de THP-1 con el VSV-G-LV(SFFV-NIK-y) induce la secrecion de las cuatro ILs
analizadas, detectandose en niveles significativamente superiores a los de VSV-G-LV(CMV-GFP). Si
bien en la IL-6 el cambio entre GFP y NIK-y no es estadisticamente significativo, si se observa una
clara tendencia de aumento y probablemente al realizar mas medidas se genere significancia. Estos
resultados indican que el vector por si mismo no es capaz de inducir una respuesta inflamatotia, y
justamente por eso, se concluye que los efectos observados son directamente por acciéon de la NIK-y,
la cual es capaz de inducit una respuesta pro-inflamatotia en estas células, asociada a la activacion
de NFkB. Hubiese sido interesante analizar las células por citometria de flujo para CD80 y CD86,

entre otros marcadores de activacion, sin embargo, no se poseian anticuetrpos anti-humanos.

En resumen, se logr6 generar un vector de expresion dual para permitir la co-expresion de un antigeno
y un activador de NFxB, en nuestro caso, un fragmento de la quinasa NIK llamado NIK-y. A su vez,
se determin6 que la expresion de este transgen desde el promotor SFFV (el mas débil en nuestra
construccion) es suficiente para activar células de origen humano como las HT-29(GFP) y los THP-1,
por lo que el antigeno podria ser clonado bajo en control del promotor CMV. A futuro, seria
interesante realizar experimentos de transduccion in-vivo con LVs generados utilizando el DP-
SFFV(NIK-y)/CMV(Ag) como plasmido de transferencia para demostrar si aquellas células
transducidas son capaces de madurar, migrar a los ganglios y generar una respuesta contra el Ag

diana.
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En este trabajo de tesis se planted el uso de nanobodies para el re-direccionamiento de vectores
lentivirales (LVs) a células dendriticas en un modelo de vacunas. En resumen, como conclusion, se
logté cumplir la mayoria de los objetivos planteados en este trabajo. En este sentido, a pesar del
fracaso inicial y las constantes dificultades, se logr6 producir LLVs que fueron efectivos en la
transferencia génica a mBMDCs y que demostraron, a excepcion del anti-CD11c¢ del cual no se pudo
concluir, ser re-diteccionados a los receptores rarget. A su vez, se demostrd de forma preliminar su
capacidad de transduccion en un modelo in-vivo utilizando ratones C57BL/6. De forma paralela, se
desarrollé un vector de transferencia codificante para un activador de NFxB que resulto ser eficiente
en la activacion de células y permitio la induccion de la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias en
un modelo in-vitro. No menos importante, este proyecto gener6 una colaboracion entre nuestro grupo
e investigadores del instituto NIBSC de Inglaterra y del PEI de Alemania. Consecuentemente, este
trabajo permiti6 la transferencia de la tecnologia para la generacion de LVs desde estos dos institutos

hacia nuestro grupo, la cual actualmente estd siendo utilizada para dos proyectos.

Como resultado de este trabajo se generaron herramientas que permitirian continuar explorando el
potencial de los nanobodies como elementos para modificar el targeting de los vectores lentivirales.
Ha quedado pendiente, la comparacion de la transduccion de mBMDCs con los vectores acarreando
BiVHHSs (tanto en sus versiones de MV-LVs como NiV-LVs) frente los que acarrean VHHs
monovalentes para comprobar si los primeros pueden dat lugar a una mayor capacidad de
transduccion y que puede ocurrir cuando se utilizan BiVHHs con dos especificidades distintas (ej.
CD11¢-CD11b). Dado que en general el porcentaje de células transducidas es modesto, setia
importante trabajar en la optimizacion del modelo in-vivo, en particular reintentando la via de
inyeccion intravenosa que involucra poblaciones celulares mas faciles de estudiar experimentalmente
y mds cercana a las estrategias de inmunizacion convencionales. Para esto serd necesario optimizar y
escalar la cantidad de LLVs a producir. En relacién a esto altimo, seria muy interesante analizar la
capacidad del vector pSIN-DP-SFFV/CMV codificante para NIK-y de activar y madurar células

dendriticas en un ensayo in-vivo, y en una etapa postetior, realizar inmunizaciones de ratones con LVs
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codificantes para NIK-y y un antigeno como modelo usando el vector pSIN-DP-SFFV/CMV. En este
sentido, en el grupo poseemos el gen codificante para el antigeno [i-OVA, fusion de péptidos de OVA
a la cadena invariante (1i) de MHCII, en el cual la cadena li dirige parte del antigeno a la via de
presentacion del MHCII dando una respuesta con un mejor balance CD4/CDS8 que la sola expresion
citosolica del antigeno. Este sistema, seria particularmente atil acoplado a un modelo de cancer en
ratones con tumores que expresan OVA (EG.7-OVA), en el cual los animales se tratarian con un LV
anti-CD11c acarreando el transgen pSIN-DP-SFFV(NIK-y)/Ii-OVA y se analizatia la respuesta anti-

tumoral.
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