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TARGETING CELULAR UTILIZANDO RETROVIRUS RECOMBINANTES :

Un estudio «fundamental» y un modelo «aplicado»
(O... de como usar el mal para hacer el bien)

Resumen

La entrada de los retrovirus a la célula es mediada por interacciones especificas entre
la glicoproteina retroviral Env y moléculas de superficie celular expresadas en la membrana.
A la hora actual, muy pocos datos concernientes a la cuantificaciéon de este proceso son
disponibles. En una primera serie de experimentos, utilizando un sistema de expresion
inductible, hemos expresado diferentes cantidades de Env en la superficie de vectores
retrovirales derivados del Virus Moloney de la Leucemia Murina (MoMLV) y de vectores
lentivirales derivados de HIV-I. Estos vectores han sido utilizados para determinar su
capacidad de infeccidn. Los resultados muestran que pocas moléculas Env son suficientes
para infectar una célula. Sin embargo, incrementando la densidad de Env se acelera
claramente el proceso de infeccion. Ademas, a bajas concentraciones de Env expresadas en la
superficie viral los datos sugieren que estas moléculas podrian actuar en forma cooperativa.
Estas observaciones tienen importantes consecuencias con respecto a la mejor comprensién
del proceso natural de infeccidn retroviral, pero también a la hora de disefiar vectores
retrovirales aplicados a la transferencia de genes o terapia génica.

Por otro lado, con la idea de poner a punto un sistema de fargeting celular in vivo,
hemos disefiado un vector retroviral competente para la replicaciéon que permite infectar la
mayoria de las células del bazo de ratones Swiss recién nacidos, durante la primera semana de
infecciéon. Estos vectores seran utilizados proximamente para una primera serie de
experiencias de targeting . Estos resultados confirman un modelo de transduccién eficaz de
células del bazo de ratén en una ventana de tiempo determinada. No pudiendo todavia aplicar
estos vectores en clinica, resultan al menos interesantes para analisis de diferenciacién y
proliferacion de células hematopoyéticas en modelos animales, como asi también el estudio

del desarrollo y la evaluacion de diferentes moléculas que puedan interferir con este proceso.
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Objetivos

Mis objetivos de tesis son principalmente dos :

Por un lado, estudiar la influencia que tiene la abundancia de glicoproteinas Env
expresadas en la superficie retroviral sobre la capacidad de infeccién. Este parametro no solo
es importante para mejor comprender uno de los aspectos de la infeccion retroviral sino que
también lo es potencialmente para las aplicaciones en rargeting celular en un contexto de
transferencia de genes y/o terapia génica a la hora de disefiar vectores retrovirales. Este
trabajo sera primero validado utilizando vectores retrovirales derivados del oncoretrovirus de
tipo C MLV (Murine Leukemia Virus) y dos de sus Envs naturales, Env ecotropic (que solo
infecta células murinas) y Env amphotropic (que infecta células de diferentes especies, como
el hombre).

Luego, la idea es de llevar a cabo las mismas experiencias pero con vectores
lentivirales derivados de HIV-I y su Env de tropismo M, glicoproteina implicada en los
primeros estadios de la infeccion de HIV-I en el hombre. En efecto, conocer cuantas
moléculas de Env necesita HIV-I para infectar eficazmente una célula deberia contribuir a la
hora de utilizar anticuerpos neutralizantes para bloquear la infeccién. Ademas los vectores

lentivirales son cada vez mas utilizados en transferencia de genes con motivos clinicos.

Por otra parte, desarrollar un sistema de targeting celular en el ratén que pueda ser
utilizado para optimizar las estrategias de delivery de cantidades importantes de vectores
recombinantes ir vivo, lo cual es necesario en la mayoria de los protocolos de terapia génica.
Al mismo tiempo, se trata de desarrollar un sistema de targefing oncogénesis, por el cual
vectores retrovirales expresando un oncogén induciran la apariciéon de un tumor de manera
tejido especifica. Esto permitiria, en un contexto mas fundamental, de estudiar la oncogénesis
en diferentes tejidos, por distintos oncogenes o combinacion de oncogenes, durante diferentes

edades del raton.



Organizacion del manuscrito de tesis
Este manuscrito se divide en cuatro partes :

A- La primera consiste en un Estudio Bibliografico donde se desarrollan los 2 principales

temas concernientes a mi tesis, es decir, los vectores retrovirales y el targeting celular
utilizando vectores retrovirales. Ademas de una introduccion sobre los retrovirus, siendo estos
la base de todo mi trabajo. Durante mi tesis he trabajado principalmente con los vectores
retrovirales derivados de MLV y de HIV-I, por consecuencia este manuscrito trata sélo estas
dos familias de retrovirus. En el caso de los MLVs, he descrito mas en detalle el MLV de la
cepa Moloney (MoMLYV) dado que constituye el prototipo de los oncoretrovirus murinos de

tipo C.

B- La segunda describe los Materiales y Métodos utilizados en las experiencias teniendo en

cuenta, si se trata de los resultados presentados en la parte C o en la parte D.

C - La tercera parte se trata de los resultados obtenidos en un primer estudio fundamental
durante mi trabajo de tesis : Cantidad de glicoproteina Env y capacidad de infeccién. Aqui
se compara la capacidad de infeccion de particulas retrovirales derivadas de MLV y de HIV-I
con la densidad de glicoproteinas Env en la superficie retroviral. Este trabajo ha sido realizado
in vitro con vectores no competentes para la replicacién y he utilizado las glicoproteinas Env
gp70 de MoMLV amphotropic (que posee un tropismo por células murinas y por otras
especies, como el hombre) y ecotropic (que solo infecta células murinas) y la glicoproteina
Env ADS8 gp120 de HIV-I que posee un tropismo M, es decir, que infecta principalmente
macréfagos y monocitos utilizando el receptor CD4 y el coreceptor CCRS. En lo que respecta
a HIV-I, la colaboracién con el equipo del Dr. Pierre Corbeau, en el Instituto de Genética

Humana de Montpellier, fue fundamental para concretar lo producido.

D- La cuarta y ultima parte se trata también de otra serie de resultados, Targeting celular in
vivo, y aborda, como su titulo lo explicita, el estudio del targeting celular in vivo utilizando
retrovirus recombinantes. Mds precisamente nos interesamos en la puesta a punto de un
primer modelo de oncogénesis utilizando el targeting celular. Estas experiencias fueron
conducidas primero in vitro para corroborar y probar nuestros instrumentos y estrategias de

trabajo y luego in vivo en ratones. Principalmente he utilizado vectores competentes para la



replicacién derivados de Akv MLV, otro de los oncoretrovirus de tipo C y la glicoproteina
Env del ASLV-A (d4vian Sarcoma Leukemia Virus type-A ) que reconoce de manera
especifica un receptor celular en la superficie de diferentes células de ave, como el pollo. Este
trabajo ha sido posible gracias a la colaboracién estrecha con los grupos del Dr. Finn Skou

Pedersen en Aahrus, Dinamarca y del Dr. Claude Bagnis en el Instituto Paoli Calmette en

Marseille, Francia.



Introduccion General

Introduccion General
1- La terapia génica

La terapia génica puede ser definida como la transferencia de un nuevo material genético
a las células de un individuo, con el objetivo de conferirle un beneficio terapéutico 1, 2].

Las ventajas de esta nueva tecnologia sobre la farmacologia convencional son varias: (1)
trata o elimina las causas de la enfermedad, mientras que la mayoria de las drogas elimina los
sintomas; (2) puede ser tejido-especifica permitiendo de esta manera una accion localizada, y
un efecto biolégico mas sutil; (3) la accidn terapéutica puede ser sostenida en el tiempo.

La primera transferencia de un gen (gen marker) en el hombre fue realizada en 1990 (3] y
la primera tentativa de corregir un déficit genético fue hace ya 10 afios [4]). Actualmente, es
una de las areas de investigaciéon médica que se desarrolla mas rdpidamente y promete en un
futuro la posibilidad de curar una gran variedad de enfermedades y transtornos como el
cancer, infecciones virales severas como el SIDA, deficiencias genéticas (mucovisidosis,
hemofilia B), transtornos cardiovasculares, isquemias, enfermedades neuronales
degenerativas (Parkinson, Alzheimer), enfermedades autoinmunes (artritis reumatoidea), etc.,
para las cuales hoy en dia no existe un tratamiento o tratamiento satisfactorio [5-8].

Debido a la gran variedad de transtornos posibles a ser tratados por la terapia génica,
existe un amplio rango de estrategias que estan siendo investigadas en el mundo entero por
diferentes laboratorios. Los criterios tenidos en cuenta por estas estrategias pueden ser

clasificados en distintos grupos de una manera mas o menos arbitraria:

- segun el sistema de transferencia del gen terapéutico : Existen tres categorias: Los vectores
virales, los vectores no virales y los métodos fisicos. Numerosos virus han sido adaptados
como vectores : los retrovirus (oncoretrovirus, lentivirus), los adenovirus, los adenovirus
asociados (AAV), los virus herpéticos, y los poxvirus. Los métodos no virales se basan, en
general, en la injeccién del ADN desnudo o en complejos de lipidos catiénicos o polimeros

policatiénicos. El método fisico mas utilizado es la electroporacion.



Introduccion General

- segun el modo de administracion del gen terapéutico : La mayoria de los protocolos en
curso o siendo evaluados utilizan una estrategia denominada ex vivo, es decir que extraen
células del paciente, las cuales son modificadas genéticamente y luego reimplantadas de
manera autéloga en €] mismo paciente. Por otra parte, el sistema in vivo, es decir, la injeccién
directa de vectores en el paciente, podria constituir una estrategia ideal en terapia génica, dado
a su simple concepto y a que presentaria varias ventajas, como la reduccién de Ios costos
financieros y los efectos secundarios de los transplantes. Esta estrategia es aun poco utilizada,

pero varios grupos trabajan para optimizarla.

- segun el tipo celular o el gen terapéutico que debe ser transferido : Es claro que en la
mayoria de los casos se buscard expresar un gen terapéutico en las células que sufren una
patologia. En otros, se buscara transferir un gen en células que actuaran como « fabricas de
produccién » de proteinas terapéuticas, que actuaran luego, por ejemplo, sobre un érgano o
tejido a distancia (una hormona) o neutralizando un virus en la via sistémica (un anticuerpo).
Un otro caso importante es el de la destruccidn de células cancerosas mediante la

transferencia de un gen tdxico a estas ltimas.

- segln el efecto buscado: Siguiendo el razonamiento del punto anterior, en ciertas
situaciones se buscara la muerte de las células genéticamente modificadas (y eventualmente
de sus células vecinas), como las células cancerosas o ciertas células infectadas por diferentes
virus. En otras, se debera preservar las células genéticamente modificadas, por ejemplo si se
quiere corregir una carencia genética o si se quiere obtener durante largos periodos de tiempo

una produccion sistémica de una proteina « medicamento ».

- seguin el tiempo de expresion del transgén : Por 1ultimo, segin el efecto deseado, la
expresion del transgén podra ser transitoria, por ejemplo algunas horas o algunos dias es
suficiente para eliminar células tumorales. En estos casos el uso de vectores adenovirales o
sintéticos es apropiado. Contrariamente, si se debe corregir un déficit genético o si se trata de
un tratamiento antiviral, solo la expresiéon durante largos periodos de tiempo es eficaz. Para

este dltimo caso los retrovirus recombinantes son actualmente los vectores mas apropiados.
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Actualmente, los mejores resultados en transferencia de genes se obtienen con los
vectores virales. 75% de los protocolos clinicos utilizan los vectores retrovirales, luego la
lipofeccion y los adenovirus. Es preciso destacar que se debe continuar a mejorar todo los
tipos de vectores ya que es necesario una diversidad, dado que cada uno presenta su
combinacién de ventajas e inconvenientes como la capacidad de encapsidacién, de
integracion del transgén en el genoma celular, la eficiencia de la transferencia del transgén en
diferentes tipos celulares, del titulo viral, de la inmunogenecidad, de la produccién a gran
escala, etc. En conclusién, a una enfermedad puede corresponderle uno o varios tipos de

vectores, aumentando de esta manera la posibilidad de una solucién terapéutica.

2- La tecnologia de los retrovirus recombinantes

Los vectores retrovirales son los mas utilizados en transferencia de genes y en terapia
génica. Su caracteristica principal es la de permitir la integracion estable del transgén en el
genoma celular. Es por eso que son fundamentales en protocolos que precisen una expresion
durante largos periodos de tiempo del gen terapéutico. Ademas, pueden ser producidos a
relativamente altos titulos infecciosos sin generar retrovirus competentes para la replicacion,
ser resistentes al complemento humano (propiedad indispensable para una aplicacion in vivo),

sin olvidar que poseen un tropismo muy variado.

Los primeros vectores virales utilizados en transferencia de genes fueron derivados de
un grupo de retrovirus que infectan al ratén, los MLV —Murine Leukemia Virus -. Hoy en dia
siguen siendo los mas utilizados. Una de las limitaciones de los vectores MLV es que sélo
pueden integrarse en el genoma de las células infectadas cuando estas ultimas se encuentran
en fase de proliferacion. Sin embargo, recientemente se han desarrollado vectores derivados
de lentivirus como HIV — Human Immunodeficiency Virus -, que pueden integrarse de manera
eficaz, permitiendo la transferencia estable del transgén en células que no se dividen, salvo

excepciones (linfocitos T quiescentes, ciertos hepatocitos), incluso in vivo [9, 10].

11
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Los vectores retrovirales son retrovirus modificados, en los cuales los genes
requeridos para la replicacion (gag, po! y env ) son remplazados por €l o los genes de interés
(transgén). La informacién genética retenida en la estructura de los vectores debe incluir: (1)
Los LTR (Long Terminal Repeats ) necesarios para la expresion del genoma viral (pueden ser
usados también para la transcripcion del transgén) y la integracidn del provirus en el genoma
de las células infectadas; (2) la sefial de la transcripcion inversa en el genoma viral ; y (3) la
sefial de encapsidacidn (y) del genoma retroviral que permitira la entrada de]l ARN gendmico
(que contiene el transgén) en las nuevas particulas retrovirales formadas en lineas celulares

llamadas de empaquetaje que sirven como «fabrica» de vectores retrovirales [11].

Durante mi trabajo de tesis nos hemos propuesto a estudiar, por un lado, la relacién
entre la capacidad de infeccion y la densidad de la glicoproteina Env en la superficie de
particulas retrovirales MLV y HIV. Esta ultima, es la responsable del tropismo viral, es decir,
del reconocimiento especifico del receptor celular que permite la entrada a la célula. Este
tema ha sido abordado desde un punto de vista fundamental para mejor comprender una de las
etapas tempranas de la infeccion retroviral, pero los resultados aqui presentes tiene ademas
una implicacién importante a la hora de producir y de mejorar los vectores retrovirales en un
contexto de terapia génica. Por otro lado, en una segunda parte, desde un punto de vista mas
aplicado, hemos desarrollado y puesto a punto un sistema para lograr un targeting celular
especifico in vivo utilizando retrovirus recombinantes, es decir para redirigir la infeccién
retroviral hacia un tipo celular determinado. Més precisamente nos interesamos en la puesta a

punto de un primer modelo de oncogénesis utilizando el targeting celular.

La terapia génica es vivida como un suefio por los investigadores, los médicos y los

pacientes, pero también por industriales y grandes grupos econémicos...

Bienvenidos a la dura realidad cientifica.
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A- EstudioBibliogrdfico

1- LOS RETROVIRUS

Este capitulo esta consagrado principalmente a la descripcion de los oncoretrovirus
MLVs, mas precisamente al Virus de la Leucemia Murina Moloney (MoMLV) y al Virus de

la Inmunodeficiencia Humana de tipo 1 (HIV-I) [12, 13].

1.1 - Clasificacion

Los retrovirus forman parte de una gran familia de virus de ARN, con envoltura y
caracterizados por su estructura viral y su forma de replicacién. Su nombre proviene de la
estrategia de replicacién de su genoma en las células huesped. Esta iltima consiste en la
conversién a partir de una molécula de ARN en ADN lineal y doble cadena, gracias a una

polimerasa codificada por el propio retrovirus.

Existen varias formas de clasificar los retrovirus. Una de ellas, divididos en dos
grupos, es segun la organizacién y complejidad de su genoma, los retrovirus de genoma
simple y los de genoma complejo. Todos los retrovirus poseen al menos tres dominios
mayores que codifican para las proteinas virales : Gag, Pol y Env (Figura 1). Los retrovirus de
genoma complejo poseen, ademas, varias regiones que codifican para diferentes proteinas
reguladoras, traducidas por ARNs mensajeros provenientes de un splicing diferencial (Figura
2).

Otra forma de clasificar los retrovirus es segun criterios evolutivos, utilizando
sobretodo 1a secuencia del gen pol. De alli derivan siete géneros de donde se destacan tres

grandes grupos : los oncoretrovirus, los lentivirus y los spumavirus [14] [15).
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Los oncoretrovirus. Este grupo contiene cinco de los siete géneros y reagrupa los
retrovirus que poseen un potencial oncogénico. Se encuentran en una gran variedad de clases
de vertebrados y cada género esta caracterisado por diversos retrovirus. En la tabla siguiente

se encuentran los géneros con un ejemplo representativo.

Género Ejemplo
Avian sarcoma and leukosis viral group Rous sarcoma virus
Mammalian B-type viral group Mouse mammary tumor virus
Murine leukemia-related viral group Moloney murine leukemia virus
Human T-cell leukemia- bovineleukemia viral group Human T-cell leukemia virus
D-type viral group Mason-Pfizer monkey virus

Los lentivirus. Estos retrovirus de genoma complejo se encuentran en diferentes
clases de mamiferos (BIV en bovinos, FIV en felinos, EIAV en equinos, SIV en monos y
HIV-I y HIV-1I en humanos). Su caracteristica es la de provocar una enfermedad o sindrome
luego de la eliminacion de células y ciertos tejidos del huesped. El mas conocido es el Virus
de la Inmunodeficiencia Humana de tipo 1, agente causante del Sindrome de la
InmunoDeficiencia Adquirida (SIDA) en el hombre [16] [17. 18).

Mucho menos se conoce sobre los spumavirus. No parecen ser el origen de ninguna
enfermedad conocida. Son de genoma complejo y el prototipo es el Human Foamy Virus

(HFV).
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1.2 - Estructura y composicion de la particula retroviral

Las particulas retrovirales MLV y HIV-I son esféricas y tienen un diametro de entre
80 y 110 nm (Figura 3, www.virology.net). Estan constituidas de un core viral
(nucleocapside) que protege el ARN gendmico, recubierto de una membrana de bicapa
lipidica donde se encuentran ancladas las glicoproteinas Env. Los viriones MLV maduros
presentan un core central y denso de forma esférica o icosaédrica (morfologia de tipo C) y los

HIV maduros un core en forma de cono (Figura 3C).

Las particulas retrovirales estan compuestas de 65% de proteinas, 35% de lipidos y
entre 1 y 2% de ARN. Dos tercios de este ultimo corresponden al ARN gendémico y el resto se

trata de ARNs de transferencia y pequeiios ARNSs celulares.

Entorno al ARN genémico se encuentran todas las proteinas codificadas por el
retrovirus : las proteinas de estructura MA (matriz), CA (capside), NC (nucleocapside) y
gpEnv (glicoproteina de envoltura o Env), y las proteinas enzimaticas PR (proteasa), RT
(transcriptasa inversa), IN (integrasa) (Figura 3A). Su membrana fosfolipidica proviene de la
membrana plasmatica de la célula infectada, enriquecida en colesterol y en esfingolipidos. La
proteina MA se encuentra entre la glicoproteina Env y la nucleocapside. La proteina CA
forma el core retroviral. Dentro del core, la NC se une fuertemente al ARN viral, acercando
las dos moléculas de ARN genémico. La glicoproteinas Env son expresadas en la superficie
del virion en forma de trimeros o tetrameros. Los viriones HIV contienen ademas la proteina

accesoria Vpr y la proteina p6.
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1.3 - Genoma Retroviral

El genoma viral de los retrovirus varia entre 7 y 12 Kb y esta compuesto de dos
moléculas de ARN simple cadena con polaridad positiva [13, 15]. Estas ultimas se unen por
puentes hidrogenos en la extremidad 5°. Ademas, en esta extremidad se encuentra un ARNt
(lys para MLV y pro para HIV-I) que sirve de primer para la sintesis de la primera cadena de
ADN viral durante la transcripcion inversa.

El ARN gendémico de todos los retrovirus contiene los tres genes gag, pol y env que
codifican para todas las proteinas de estructura y enzimaticas, es decir, que actuan en trans
durante el transcurso del ciclo viral (Figura 1 y 2). Los productos de estos genes, bien que son
especificos a cada retrovirus, poseen caracteristicas comunes.

El gen gag codifica para las proteinas de estructura de la particula viral. En el caso de
MOoMLYV se trata de MA, CA, NC y la proteina ppl2. En el caso de HIV-I, gag no codifica
para ppl2 pero si lo hace para otras proteinas : p2, pl y p6. El conjunto de estas proteinas se
obtiene luego del clivaje proteolitico del precuror Gag (PrGag).

El gen pol contiene la informacion genética para las enzimas virales : PR, RT e IN.

El gen env codifica para el precursor de la glicoproteina Env, constituida de una
subunidad SU (de superficie) y una subunidad TM (transmembranaria).

Existen igualmente numerosas secuencias no codificantes en el ARN gendémico
retroviral que son indispensables para el éxito del ciclo replicativo, actuando en cis (Figura 1
y 2).

En la extremidad 5’ se encuentran : la region « leader » que contiene la regién R, la
region US, la secuencia PBS (Primer Binding Site), el sitio dador de splicing (SD), la regién
E/DL, una secuencia IRES (Internal Ribosome Entry Site) y una secuencia CTE (Constitutive

Transport Element).
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La region R permite el primer salto replicativo durante la transcripcién inversa y
contiene la sefial de poliadenilacion AAUAAA, que es silenciosa en posicion 5 del genoma
viral.

La region US sirve de matriz para el comienzo de la transcripcion inversa y posee en
su extremidad 3’ una secuencia repetida IR, que constituye, junto a la secuencia IR presente
en la regién U3, el sitio de integracién del provirus al ADN celular .

La secuencia PBS permite, gracias a su union al ARNt, el comienzo de la
transcripcion inversa.

El sitio dador de splicing (SD), en asociacion con el sitio aceptor de splicing (SA),
presente en la region 3’ del gen pol, permiten la generacion de los ARNm que codifican para
la glicoproteina Env.

La region E/DL contiene : la seuencia DLS (Dimer Linkage Structure) que permite la
dimerizacion de los dos ARNs virales ; la sefial de encapsidacién E o y necesaria para el
empaquetaje de los ARNs virales en los viriones.

La secuencia IRES permite la traduccién del ARNm independientemente del Cap.

La secuencia CTE, identificada en ciertos retrovirus, por ejemplo, en la secuencia
« Leader » de MoMLYV [19] permite, luego de su interaccion con ciertos factores celulares, la
exportacion nuclear de los ARNSs virales que no han sido sometidos al splicing.

La extremidad 3’ del genoma viral contiene igualmente secuencias que actuan en
cis : el sitio aceptor de splicing (SA) ; la secuencia PTT (Poly-Purine Track) que permite el
inicio de una cadena de ADN(+) durante la transcripcidn inversa ; y la regién U3. Esta tltima
contiene las secuencias que controlan la expresion del provirus (secuencias enhancers que
responden a numerosos activadores celulares de la transcripcién y secuencias promotoras
como CAAT y TATA box)(Figura 4). Ademas, U3 contiene en su regién 5’ la segunda
secuencia IR que permite la integracién del genoma proviral al genoma celular.

Durante el ciclo viral el genoma de ARN viral es transformado en doble cadena lineal
de ADN, la cual posee en sus extremidades secuencias repetidas llamadas LTR (Long
Terminal Repeat). Estas ultimas estan constituidas por tres regiones : U3, Ry US5. El sitio de
iniciacioén de la transcripcion del ADN proviral se encuentra en el primer nucleétido de la
region R del LTR 5’ y la secuencia poly(A) de terminacién de la transcripcion se encuentra en

laregion R del LTR 3°.
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Los oncoretrovirus de genoma simple (MLVs) contienen sélo estas informaciones, en
cambio los lentivirus de genoma complejo contienen secuencias suplementarias que codifican
para proteinas reguladoras del ciclo viral, como Vif, Vpr, Vpu, Tat, Rev y Nef en el caso de
HIV-I. Ademas, el genoma de HIV-I posee secuencias nucleotidicas suplementarias las cuales
interactuan con ciertas proteinas virales (Figura 2): la secuencia TAR (Trans-Activation
Response element) que interactua con la proteina Tat, activando la transcripcion del ADN
proviral integrado en el ADN celular ; la secuencia RRE (Rev Response Element) que se
encuentra sobre el gen env y donde la proteina Rev se une para permitir la exportacién hacia
el citoplasma de ciertos ARNm virales ; y finalmente la secuencia ¢PPT/CTS (central Poly-
PurineTrack / Central Termination Sequence), localizada en 3’ de pol. Constituye un segundo
lugar de inicio de la sintesis de ADN (+) durante la transcripcién inversa. Ademas, al final de
este proceso, permite la formacioén de una estructura de ADN triplex , llamada central DNA
Flap, que se encuentra implicada en la replicacién viral y en la importacién nuclear del

complejo de preintegracion del virus HIV-1.

1.4 - Ciclo Retroviral

El ciclo de replicacion de un retrovirus puede ser divido en 8 etapas (Figura 5): 1) la
entrada del retrovirus a la célula, 2) la transcripcion inversa, 3) la importacién al nucleo, 4) la
integracion del ADN proviral al ADN del genoma de la célula huesped, 5) la transcripcion del
provirus, 6) la sintesis de las proteinas retrovirales, 7) la formacion y salida de la célula de las

nuevas particulas, 8) la maduracién de las particulas virales [15].

1) La entrada a la célula : Antes de reconocer una o varias (el caso de HIV-I) moléculas en
la superficie celular (receptores) via la subunidad SU de la glicoproteina Env (gpEnv), los
retrovirus se adsorben de manera inespecifica a la membrana plasmatica. Luego, la
interaccion especifica Env-receptor provoca un cambio conformacional de la gpEnv que
conduce a la aparicidn y participacién del péptido fusidn, que se encuentra en la region N-

terminal de la subunidad TM, permitiendo la fusion de las membranas viral y celular.
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Dos vias de entrada han sido identificadas para los virus con envoltura : i) la fusién a
pH neutro (via independiente del pH), caracteristica de la mayoria de los retrovirus mamiferos
de tipo C, como los MLVs y de los HIV-I ; ii) la fusién a pH acido (via dependiente del pH),
caracteristica de los ortomixovirus como Influenza (virus de la gripe) o VSV (Vesicular
Stomatitis Virus). En este ultimo caso es el descenso del pH en los endosomas (pH 5
aproximadamente) que gatilla la fusion entre las dos membranas. En ambos casos la

nucleocéapside se encuentra en el citoplasma.

2) La transcripcién inversa : Es la reaccion enzimatica que permite la conversién del ARN
viral en ADN proviral. En general comienza en las primeras fases de la infeccién pero puede
debutar en la particula viral (transcripcion inversa endogena). La sintesis de ADN es iniciada
por la transcriptasa inversa (RT) a partir del ARNt unido a la secuencia PBS del ARN
gendmico viral (Figura 5), luego continua gracias a los « saltos » intra e intercadena de la RT
formando el ADN proviral simple cadena flanqueado por la secuencias repetidas LTR. La
segunda cadena de ADN (cadena +) es iniciada a partir de la secuencia PPT gracias a un
primer de ARN resultante de la actividad Rnase H de la RT. La tasa de error de la RT in vitro
y en condiciones fisiolégicas es de 10 - 10 errores por base incorporada, es decir, alrededor

de un error por genoma viral por ciclo replicativo.

3) La importacion del ADN proviral al nicleo : El nuevo ADN doble cadena y lineal es
transportado al nucleo por un complejo de preintegraciéon (CPI). El CPI contiene el ADN
lineal y las proteinas RT, NC, IN, MA. Los CPI de los retrovirus de tipo C contienen ademas
la proteina CA [20] , y HIV-I no tiene CA pero posee la proteina p6 y la proteina accesoria
Vpr. Esta distinta composicién entre los oncoretrovirus y los lentivirus otorga la diferencia en
cuanto a la capacidad de estos ultimos, de infectar células no proliferativas. Los CPI de los
lentivirus pueden pasar a través de ciertos poros de la membrana nuclear, en cuanto a los
oncoretrovirus necesitan de la dislocacion de esta altima, es decir, la entrada de la célula en

mitosis.
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4) Integracion del ADN viral en el genoma de la célula huésped : la integracion es un
proceso preciso mediado por la integrasa (IN) que necesita de las secuencias LTR afin de que
las secuencias IR sean accesibles y funcionales. El ADN es clivado por la integrasa en dos
nucle6tidos en ambas extremidades y este ADN sirve como precursor del ADN viral
integrado. Este es un fenomeno de recombinacién no homologa con ¢l ADN de la célula
huésped, y aparentemente no parece realizarse en secuencias nicleotidicas conservadas pero

si en regiones de cromatina « favorables ».

5) La transcripcion del provirus : es la ARN polimerasa II celular que transcribe el ADN
proviral en un solo ARNm. La transcripcion comienza en el primer nucleotido de la region R
del LTR 5’ y se termina luego del reconocimiento de la secuencia de poliadenilacion
AAUAAA de la region R del LTR 3’. El ARNm comlpeto es denominado ARN genémico.
Los ARNs genomicos retrovirales son sometidos a los mismos eventos que los ARNms
celulares : adicién de un Cap en 5° y de una cola de poly(A) en 3’ . Poseen tres funciones : i)
codifican para las proteinas Gag y Pol, ii) son sometidos al splicing para dar los ARNs
subgenomicos que codifican para Env y para las proteinas accesorias en el caso de los
lentivirus, iii) son encapsidados en las nuevas particulas virales. Todos los ARNs
subgenomicos presentan el mismo primer y ltimo exon no codificante (R-U5 de la LTR 5° y
U3-R del LTR 3’, respectivamente).

En el caso de HIV-I, el nivel basal de la transcripcioén del provirus es aumentado
gracias a la accion de la proteina transactivadora de la transcripcion Tat. La transcripcion de
los retrovirus puede ser estimulada igualmente por factores de transcripcion celulares que

posean sitios de accién en los LTR (Figura 4) [21].

6) La sintesis de las proteinas virales : para la traduccidn, los retrovirus utilizan la
magquinaria traduccional de la célula. En el caso de HIV-]l, ademés de la maquinaria de
exportacion extranuclear celular, la proteina Rev interviene llevando hacia el citoplasma los
ARNm que no han sufrido splicing. El ARN gendémico que codifica para los precursores Gag
y Gag-Pro-Pol y los ARNm que codifican para las proteinas accesorias de los lentivirus son
traducidos por ribosomas libres en el citoplasma. Los ARNm subgenémicos que codifican
para el precursor de la gpEnv son traducidos por ribosomas unidos a la membrana del reticulo
endoplasmatico. Las proteinas virales pueden sufrir modificaciones co- y posttraduccionales :

glicosilacidn, clivajes proteoliticos, miristilacion.
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7) Formacién y salida de las nuevas particulas virales : los precursores proteicos Gag y
Gag-Pro-Pol, las glicoproteinas Env expresadas en la superficie celular, los ARN gendmicos y
los ARNt celulares, homélogos a la secuencia PBS de los ARN genémicos, interactuan en la
membrana plasmatica para formar las nuevas particulas virales. La formacién de las particulas
sobre la membrana plasmaética es caracteristica de los retrovirus de tipo C y de los lentivirus.
Ciertas proteinas celulares pueden ser incorporadas en las nuevas particulas y en el caso de
HIV-I, Vpr es incorporada también.

El proceso preciso de formacidn y salida de las nuevas particulas virales no es todavia
bien comprendido, a pesar de los muchos trabajos publicados. Se sabe que este proceso es
dependiente del precursor Gag. En efecto, la interaccion entre los PrGag es suficiente para
permitir la salida de particulas no infecciosas, mismo en ausencia de otras proteinas virales y

del ARN viral [15].

8) La maduracién : La maduracién es primordial para obtener particulas infecciosas [22].
Esta consiste en un cambio estructural en el core de la particula viral que se hace mas
compacto (observado en microscopia electrénica). La proteasa viral tiene un rol central
clivando los precursores Gag y Gag-Pro-Pol, como asi también en los MLVs, la glicoproteina
Env en la region R, generando asi la proteinas virales bioldégicamente funcionales. La
maduracion concerne también los dimeros de ARN, que se van a estabilizar en presencia de la
NC, que ademas acelera la interaccién con los ARNt.

Las nuevas particulas virales que han salido de la célula y madurado podran realizar

un nuevo ciclo infeccioso.
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1.5 - Proteinas

Las proteinas codificadas por el genoma viral seran descriptas brevemente. La
glicoproteina Env (gpEnv), mas precisamente la de MLV, sera descrita mas en detalle debido
a su rol fundamental en la entrada de los retrovirus en las células y a su potencial utilizacién
en la puesta a punto de estrategias concernientes al targeting celular utilizando vectores

retrovirales, tema fundamental de esta tesis.

1.5.1- Las proteinas Gag y Gag-Pro-Pol

La mayoria de las proteinas estructurales y enzimaticas de los retrovirus poseen
propiedades analogas. Las proteinas derivadas de gag (MA, CA, NC, y ppl2 para MoMLYV, o
p2, pl y p6 para HIV-I) son las proteinas de estructura. La organizacién, en el PrGag y en el
virion, de las proteinas Gag mayores (MA, CA y NC) es bien conservada entre los retrovirus.
[13].

La proteina Gag es la sola proteina viral indispensable para el ensamblaje y la
liberacién de las particulas virales. El hecho de que la poliproteina Gag-Pro-Pol sea incapaz
de formar viriones en ausencia de Gag continua sin delucidarse. Gag participa al ensamblaje
desde la membrana celular y existen varias hipétesis de como el PrGag viaja hasta alli :
gracias a la intervencién de chaperoninas celulares ; por interaccién con proteinas del
citoesqueleto, la intervencién especifica de una proteina celular que reconoceria el dominio de
unioén a la membrana de Gag.

A la hora actual han sido identificados tres dominios del PrGag importantes para el
ensamblaje, la multimerizacion, la incorporacién de gpEnv y la salida al medio extracelular de
las nuevas particulas retrovirales : Los dominios M, I y L (23]. El dominio M dirige
especificamente la poliproteina Gag hacia la membrana plasmatica y permite su anclaje
(binding) en esta ultima. Se situa en la region MA. Deleciones en el dominio M impiden su
interaccion con la membrana y la salida de las particulas virales. A pesar de esto, existen
ciertos mutantes M de HIV-I que no pueden anclarse en la membrana, sin embargo las
particulas son correctamente formadas y salen sin problema de la célula. Este dominio,
ademas, ha sido implicado en la incorporacién de gpEnv de HIV-I . El dominio I permite la

interaccion Gag-Gag, las cuales son fundamentales para la formacién de nuevas particulas
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virales HIV-I [24]. Se situa en la extremidad N-terminal de NC. El dominio L (/ate) interviene
en la salida de las nuevas particulas de la célula. Son pequefios y se situan en el PrGag segin
el retrovirus. En MoMLYV se localiza en la region ppl2 de la proteina Gag (25] y en HIV-I en
la extremo N-terminal de la proteina p6 [26). L interviene en la separacion de los viriones de la
célula. En efecto, en ausencia de L las particulas se acumulan en la superficie celular. Ademas

p6 de HIV-I parece estar implicado en el tamafio de la particula de HIV-I [27).

1.5.2- Maduracién de Gag y Gag-Pro-Pol

La maduracién de los precursores Gag y Gag-Pro-Pol permite la individualizacién de
proteinas virales. Es la proteasa que va a actuar del extremo N-terminal del precursor PrGag
hacia el C-terminal, generando las proteina de matriz MA, de la capside CA, de la
nucleocapside NC y ppl2 en MoMLYV o p2, pl y p6 en HIV-1, y finalmente la proteasa PR, la
transcriptasa inversa RT y la integrasa IN (Figura 1 y 2).

La proteina de matriz MA, p15 en MoMLV y p17 en HIV-I corresponde al dominio
N-terminal del PrGag. Participa en el anclado del PrGag a la membrana plasmatica y permite
la incorporacién especifica de gpEnv 120 de HIV-1. Queda anclada en la membrana del
virién.

La proteina de la capside CA, p30 en MoMLV y p24 en HIV-I, participa en el
contexto del PrGag a la formacion de los viriones y al control del tamafio de estos. Luego de
la maduracién de la particula fuera de la célula es la que forma el core del virion, protegiendo
el complejo ribonucleoproteico. En HIV-I permite la incorporacion de la ciclofilina A
(CyPA), que interviene en las etapas precoces de la infeccién de HIV-I [28] . Se la encuentra

en el complejo de preintegracion (CPI) de los MLVs, pero no en los de HIV-I.

La proteina de la nucleocipside NC, p10 en MoMLYV y p7 en HIV-], es una pequeiia
proteina basica formando dos dedos de zinc que interactua con los acidos nucleicos. De esta
manera, es la responsable de la encapsidacion especifica de los ARN genémicos virales luego
del reconocimiento de la secuencia Y, como asi también de la multimerizacién del PrGag.
Interviene ademads en la compactacion y dimerizacién del ARN y en las etapas precoces de la

infeccidn, estabilizando el nuevo ADN sintetizado luego de la transcripcién inversa [29]
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La funcién de pp12 en MoMLV y de p2, pl y p6 en HIV-I no es bien conocida. Las
regiones p2, pl y p6 han sido implicadas en la cinética de clivaje del PrGag en HIV-I por la
proteasa y en la morfologia del virién [23]. p6 permite la incorporacién de Vpr.

La proteasa PR, pl4 en MoMLV y pl10 en HIV-, interviene en la formacién de las
nuevas particulas virales, clivando los precursores proteicos. No es conocido su mecanismo
de activacién. Reconoce secuencias hidrofébicas que poseen algunos residuos conservados y
es proxima a la familia de las proteasas asparticas.

Las proteinas Pol reagrupan a la transcriptasa inversa RT (p80 en MoMLYV y p66/51
en HIV-]), y la integrasa IN (p46 en MoMLYV y p32 en HIV-I). RT es la enzima implicada en
la transcripcidn inversa, es decir en la replicacion del ARN viral en ADN lineal, gracias a su
acividad de ADN polimerasa dependiente de ARN y del ADN, y de su actividad ribonucleasa
(Rnasa H). IN cataliza la reaccién de integracion del ADN proviral en el genoma de las
células infectadas. De esta manera permite que el material genético viral se mantenga de
manera estable en la células en divisidn, protegido de la degradacion y transcripto en nuevas
copias. IN forma dimeros. En HIV-I esta asociada a la importacién nuclear del CPI en las

células no proliferativas.
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1.6 — La glicoproteina Env

1.6.1- Estructura y sintesis

La glicoproteina Env (gpEnv) es un oligoheterodimero constituido por una subunidad
de superficie extracelular (SU, gp70 en los MLVs y gp120 en HIV-I) unida a una subunidad
transmembranaria (TM, pl5E en los MLVs, y gp4l en HIV-I) que permite el anclado del
complejo gpEnv en la membrana viral (Figura 6).

La gpEnv es sintetizada en forma de precursor proteico (Pr80 en MoMLV y Pr160 en
HIV-I) a partir de un ARNm que ha sufrido un evento de splicing, este precursor viaja a la luz
del reticulo endoplasmatico (RE) gracias a un péptido sefial. Una vez en el RE, la proteina
sufre diferentes modificaciones co- y posttraduccionales fundamentales para la adquisicion de
su estructura tridimensional funcional. Estas modificaciones son : el clivaje del péptido seiial,
N-glicosilaciones, la formacidn de puentes disulfuro, el repliegue (folding) del monémero Env
gracias a la interaccion de chaperoninas, y finalmente su oligomerizacién. La gpEnv de
MoMLYV posee 8 sitios de glicosilacion en la region SU y la de HIV-I 30 sitios repartidos en
toda la proteina [30]. El rol de las glicosilaciones no es bien conocido, pero ciertos trabajos le
atribuyen una importancia en la buena conformacion y el transporte de PrEnvs a la membrana
plasmatica [31-33]. Otros, muestran que no tienen efecto en la funcién bioldgica de las gpEnvs
de MLV y de HIV-I [34, 35].

Por intermedio de la TM, los precursores polipeptidicos forman trimeros que son
transportados del RE al aparato de Golgi. Esta es una etapa limitante en el transporte hacia la
membrana. De la misma manera, una vez oligomerizados, los PrEnv pueden interactuar con
sus receptores (sintetizados en la célula), limitando de esta forma su transporte eficaz. En
HIV-I, la proteina Vpu interactua con el dominio citoplasmatico de CD4 (receptor de HIV-I)
degradandolo, permitiendo asi a los PrEnvs oligomerizados de llegar a la membrana y ser
incorporados en los nuevos viriones [36]. No se ha encontrado ningiin mecanismo de este tipo
en otros retrovirus. Se sugiere entonces que la gpEnv debe ser expresada en exceso en
comparacion a su receptor, para asegurar su correcta llegada a la membrana.

El PrEnv es clivado en el Golgi por una proteasa celular que reconoce secuencias
consenso dibasicas entre las subunidades TM y SU. Luego de esto, TM/SU se asocian por
puentes disulfuro labiles, que podrian estar implicados en el proceso de fusion de membranas

[37]. El clivaje de TM/SU ha sido demostrado como primordial para la incorporacion eficaz de
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la gpEnv en las particulas virales, pero también para la adquisicion del poder de fusién de la
gpEnv [38-40]. Una vez maduros y oligomerizados, los TM/SU viajan a la membrana
plasmatica por la via de secrecién donde son incorporados en la particulas virales salientes. La
gpEnv no parece estar implicada en la correcta salida de las nuevas particulas virales de la
célula, ya que es posible obtener particulas virales « peladas » (bald), es decir, sin gpEnvs en

su superficie. Estas particulas no son infecciosas.

1.6.2 - Incorporacion

El mecanismo de incorporacién de las gpEnvs en la particulas en formacién no es bien
conocido. Sin embargo dos mecansimos son propuestos : el modelo de incorporacién activa y
el de incorporacidn pasiva [23].

El modelo de incorporacién activa ha sido propuesto para la incorporacién de la
gpEnv de HIV-1. Se basa en la interaccidn directa y especifica entre la cola citoplasmaética de
la TM de la gpEnv y la regién del PrGag que interactua con la membrana plasmaética (es decir
la proteina MA), permitiendo la incorporacién especifica de las gpEnvs en las particulas
virales. En efecto, las deleciones [41), y/o mutaciones [42, 43] en la MA de HIV-I bloquean la
incorporacién de gpEnvs en los viriones. Ademds, andlisis bioquimicos han demostrado una
interaccién directa entre MA y el dominio citoplasmatico de gpEnv de HIV-I [44]. Por otra
parte, los viriones con mutaciones puntuales de la proteina MA de MoMLYV no presentan un

déficit de incorporacién.

El modelo de incorporacién pasiva parece ser caracteristico de la mayoria de los
MLVs y en ciertos casos de HIV-I. Se basa en la hipotesis de que interacciones entre las
proteinas submembranarias y las proteinas expresadas en la membrana impedirian el
movimiento de estas ultimas a través de la superficie celular. Como las gpEnvs no interactuan
con proteinas submembranarias, estas podrian llegar a los sitios de salida de las nuevas
particulas. Esta teoria se ve reforzada gracias a la posibilidad de « pseudotipar » (producir un
retrovirus con la gpEnv de un otro retrovirus o virus) los MLVs con diversas proteinas
heter6logas como la proteina G de VSV [45), la gpEnv de GALV [46], de RSV [47], de SFV
(48), del virus de Influenza, de paramyxovirus SV5 [49], de HTLV-I [50], del EBOLA [51] y de

HIV-I luego de modificaciones en el dominio citoplasmatico (52, 53].
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Independientemente de la via de incorporacién (activa o pasiva), pareciera existir
sitios especificos de « salida » denominados microdominios rafts, que presentan una

composicion proteica y lipidica particular.

1.6.3 - Maduracion

Una vez incorporada en las particulas virales, la gpEnv es capaz de reconocer su
receptor en la célula rarget. Pero una maduracién es todavia esencial en las gpEnvs de los
retrovirus de mamiferos de tipo C para adquirir un poder de fusién. Esta consiste, en el
momento de la salida de la célula o ya en las particulas libres, en el clivaje de 16 aminoacidos
del extremo C-terminal de la TM (péptido R, p2R en MoMLV) [54], por intermedio de la
proteasa viral (Figura 6). Una vez maduro, el complejo gpEnv, presente bajo la forma de
homotrimero, es capaz de reconocer su receptor especifico y de gatillar la fusion entre las dos
membranas (Figura 7). No se conoce como el péptido R regula el poder de fusion, pero es
claro que su presencia inhibe la fusiéon de las gpEnvs de los MLVs, por consecuencia su
infecciosidad [55. 56]. No se ha puesto en evidencia una maduracion de este tipo en el

dominio TM de la gpEnv de HIV-I.

1.6.4 - Rol de la glicoproteina Env en la entrada a la célula

La glicoproteina Env es fundamental para el éxito de la infeccién; fija la particula viral a
la célula, permite la fusion de las membranas viral y celular, liberando asi la capside en el
citoplasma. A continuacion se detallan los dominios funcionales de la gpEnv de los MLVs
debido a su utilizacién en las estrategias de targeting celular implicadas directamente en esta

tesis.
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inserta en la membrana celular.
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1.6.4.1- La glicoproteina Env de MLV

Dominio de unién al receptor : Los dominios de unién al receptor viral en la superficie
celular han sido localizados en la region N-terminal de la SU. Esta contiene las regiones
hipervariables VRA, VRB y PRR (proline rich region) (Figura 6). Esta region es capaz de
plegarse de manera auténoma y de reconocer su receptor [57-59]. Experiencias realizadas con
quimeras de la subunidad SU demuestran que en el caso de los retrovirus MLV's amphotopic y
ecotropic (ver 1.8-Tropismo) la regién que contiene VRA y VRB (RBD, Receptor Binding
Domain) es suficiente y eficaz para el reconocimiento del receptor, pero en los virus MLVs
polytropic, xenotropic y 10A1, ciertas secuencias suplementarias localizadas en PRR son
necesarias para una eficaz interaccion con los receptores.

En el caso de los MLV's amphotopic y ecotropic , el tropismo ha sido atribuido a la region
hipervariable VRA y VRB [57, 60-63]. Ademas, la mutacidon de residuos criticos en este
dominio afecta la union al receptor sin afectar la incorporacidn de las gpEnv en la particulas
[64-67). VRA y VRB difieren en su secuencia y tamaiio entre los diferentes grupos de MLVs.
VRA posee un rol predominante en la eleccion del receptor y VRB estaria implicado en la
estabilizacién de la interaccion Env-receptor [60]. VRA y VRB estan intimamente asociados.
Esto sugiere que una alteracion significativa entre la distancia que los separa o en las
secuencias de uno o de otro, no seria bien tolerado por el resto de la gpEnv. Esto ha sido
confirmado por distintas experiencias queriendo modificar la gpEnv para redirigir el tropismo
hacia otra célula [68]). Es por esto que conocer la estructura tridimensional de gpEnv es una
ventaja para construir nuevas gpEnv quimeras en un contexto de rargeting celular (ver 3- Los

Vectores Retrovirales y el Targeting Celular).

Dominios implicados en la fusién : La subunidad SU : La interaccién de RBD con el
receptor viral provoca cambios conformacionales en el complejo Env, que permite la
« aparicion » del péptido fusion situado en el extremo N-terminal de la TM, y que conduce a
la fusion de las dos membranas viral y celular. Los detalles moleculares de la fusién no son
bien conocidos, mismo si se han identificados varias regiones localizadas a lo largo de la
gpEnv que participan en este proceso.

En el extremo N-terminal de la SU de los MLVs se encuentra un péptido conservado,
centrado en una histidina, implicado en eventos de post-binding [64, 69, 70]. La delecién o

mutacion de esta histidina impide la fusién, sin modificar el reconocimiento y la unién al
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receptor viral. La infecciosidad de estos virus mutantes puede ser restablecida si al momento
de la infeccién se agregan fragmentos solubles de la SU wild type.

La region rica en prolina, PRR, se encuentra entre el RBD y el dominio C-terminal de la
SU. Es critica para la estructura y la funcién de la gpEnv (65, 71). Mutaciones o deleciones en
esta regién desestabilizan la interaccidn entre TM y SU, favoreciendo el shedding (presencia
de SU soluble en el sobrenadante viral) de esta ultima, lo cual se traduce en una pobre
eficiencia de infeccién.

El dominio C-terminal de la SU interactua con la TM mediante interacciones fragiles
(Figura 6) [37]. Se ha demostrado la existencia de un puente disulfuro labil entre la secuencia
conservada CWLC del dominio C-terminal y la regién CX¢CC del ectodominio de la TM en
la gpEnv de los MLVs (37, 72]. Este puente disulfuro es primordial para el folding correcto y el
transporte de la gpEnv a la membrana plasmatica. La secuencia conservada CWLC parece ser
un sitio activo reconocido por enzimas celulares implicadas en las reacciones de intercambio

de grupos disulfuro [37].

Dominios implicados en la fusién : La subunidad TM : se divide en tres regiones : el
dominio extraviral (ectodominio), el dominio transmembrana y el dominio citoplasmaético.

Dominio extraviral (ectodominio) : contiene en su extremo N-terminal el péptido fusion
responsable del comienzo del proceso de fusidn [73, 74). Del hecho que este péptido posea
varia analogias con el péptido de fusion de la gpEnv del virus de Influenza (hemaglutinina,
HA), se ha propuesto que el proceso de fusiéon entre membranas de los MLVs debe ser
parecido al de HA [75]. El modelo es el sigueinte : bajo la forma no activa, el péptido fusién se
encuentra « escondido » en la estructura tridimensional de la HA. Luego de la unién con el
receptor viral, la proteina gpEnv sufre cambios conformacionales que exponen al péptido
fusién, pudiendo penetrar en la membrana plasmatica para permitir la fusion de las dos
membranas [76, 77). Trabajos recientes sobre las proteinas de fusion de diferentes virus (MLV,
HIV, SIV, HTLV, Ebola, etc.) revelan ademds que se producen rearreglos importantes en la
region del ectodominio proxima a la membrana viral.

Dominio transmembrana : permite el anclado de gpEnv a la membrana viral. La
substitucion de ciertos residuos (Pro617) en esta region de la gpEnv de MoMLYV reduce el
poder de fusion, por ende, la eficiencia de infeccion [78). Este dominio permite la transmision
de sefiales hacia el ectodominio de 1a TM , luego de la « activacién » de la gpEnv cuando es

clivado el péptido R, durante la etapa de maduracién.
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Dominio citoplasmatico : en los MLVs contiene determinantes que controlan la fusién.
El mas caracterizado es el péptido R (o p2E de 16 aminoacidos) situado en el extremo C-
terminal de la subunidad TM. Su clivado permite a la particula viral ser competente para la
fusién y la infeccion [55, 56, 79]. Luego del clivado se produciria una reorganizacion del

dominio transmembrana y del ectodominio de la TM : una estructura de « profusion » [80].

1.6.4.2- La glicoproteina Env de HIV-I

Para HIV-], la biosintesis, la estructura y la funcién de las subunidades TM y SU son
similares a las de los MLVs [13]. HIV-I entra en la célula gracias a un mecanismo de dos
etapas, pero contrariamente a los MLVs [81], HIV-I necesita de dos moléculas receptoras (un
receptor y un coreceptor) en la superficie de la célula (Figura 8). Existe una gran variabilidad
de secuencias entre las subunidades SU entre los diferentes isolados de HIV-I, todos
reconociendo CD4 como receptor. Esto sugiere que una regiéon conservada de la SU debe
permitir la interaccién con CD4 y que una regién variable daria el tropismo de la particula
viral luego del reconocimiento de un coreceptor especifico. En efecto, HIV-I interactua con la
molécula CD4 por intermedio de regiones conservadas C3 y C4 de la SU [82-84]. Esta
interaccién es indispensable ya que permite rearreglos conformacionales en la SU que expone
de esta manera la region hipervariable V3, implicada en el reconocimiento del coreceptor (85-
87). La unién de la SU en dos etapas gatilla, como en los MLVs, una cascada de seiiales en la
gpEnv, que finaliza con la activacién del proceso de fusion entre las membranas viral y

celular.

1.6.5 - Rol de la célula en la entrada de los retrovirus

La activacion de gpEnv es primordial, pero no suficiente para llevar a cabo el proceso
de fusion entre membranas. Numerosos trabajos sugieren la participacion activa de la célula
en la etapas precoces de la entrada del virus por intermedio de los receptores virales. Las
homologias estructurales y fisiologicas que existen entre los receptores y entre las diferentes
gpEnvs de los retrovirus mamiferos de tipo C permiten proponer para estos retrovirus, un

mecanismo comun de activacidn de la fusion y de la entrada del virus a la célula.
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Existe cierta heterogeneidad en los receptores virales MLVs expresados en la
superficie celular, y solo una pequeiia fraccion de estos son funcionales 58, 88). Esto sugiere
que un mecanismo de reagrupamiento de receptores podria llevarse a cabo para permitir una
cooperacién entre estos y lograr la infeccion [89]. Estudios recientes muestran que una
reorganizacion del citoesqueleto de actina y de microtibulos, con los cuales los receptores
interactuan, existe luego de la unién del virus a su receptor y este evento podria participar en
la entrada de virus MLVs ecotropic y amphotropic estimulando la agregacién de los
receptores, la internalizacién, y el transporte de los virus unidos a los receptores [90, 91].
Ademads, la entrada de los retrovirus en las células depende de la densidad de superficie de
receptores retrovirales, que varia con el estado fisioldgico de la célula, y con el medio

extracelular.

1.7 - Proteinas accesorias

Las proteinas accesorias son expresadas por todos los lentivirus, a veces con ciertas
diferencias [13, 92, 93]. Salvo Tat y Rev, las proteinas accesorias (Nef, Vif, Vpr, Vpu) no
parecen ser primordiales para la replicacion viral en la mayoria de los sistemas de cultivos
celulares. Sin embargo, su alto grado de conservacién indica que deben cumplir un rol crucial
in vivo. Varios trbajos demuestran su interaccion con la célula huesped.

Tat (transactivator), es una proteina de 14 kDa en HIV-I y es el transactivador mayor
de la transcripcidn del provirus a partir del LTR. Activa el complejo de transcripcion de la
ARN pol II a nivel de la iniciacion, de la elongacion y durante la progresion de la
transcripcion. Se fija a la secuencia TAR localizada en la region R del LTR. En su ausencia
no se detecta la replicacion viral.

Rev, de 19 kDa en HIV-I interviene luego de la transcripcién del provirus, asegurando
el transporte del ARNm viral (ARN gendmico) y de los ARNm que han sufrido un evento de
splicing (Vif, Vpu-Env, Vpr) del nicleo hacia el citoplasma. Para realizar esto, Rev se une a
la secuencia RRE localizada en el gen env [94, 95]. Rev parece, ademads, estabilizar estos
transcriptos. Una tercera funcion atribuida a Rev es la de aumentar la asociacién de los
polisomas a nivel de los ARNm conteniendo la secuencia RRE, favoreciendo asi la
traduccion. Estudios de mutagénesis demuestran que Rev es fundamental para la replicacién

viral.
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Vif (viridn infectifity factor), proteina basica de 23 kDa en HIV-I se encuentra
asociada a la poliproteina Gag. Su sintesis depende de la presencia de Rev y actua en los
ciclos tardios de la infeccién. Su presencia permite aumentar entre 50 a 100 veces la
infecciosidad del virus y este efecto depende de la c€lula productora del virus y no de su
célula rarget. Ademas, es indispensable en la células llamadas no permisivas (macréfagos,
linfocitos perifericos...) para permitir la replicacién de HIV-I.

Vpr (viral protein r), otra proteina basica de 15 kDa en HIV-I. Su sintesis depende
también de Rev. Se encuentra en los viriones gracias a su interaccién con la proteina p6 del
PrGag. Interviene en la fase precoz de la infeccién y se acumula en el nucleo. Esta implicada
en la importacion al nicleo por el complejo CPI en las células no proliferativas. Detiene las
células en G2/M e induce la apoptosis [93].

Vpu (viral protein u), proteina fosforilada de 16 kDa en HIV-I1. Se sintetiza tarde en el
ciclo viral. Se asocia sobretodo a las membranas internas de la célula bajo forma de
oligomeros. Se le atribuyen dos funciones : degrada la molécula CD4 en el RE facilitando la
maduracién y el transporte de la gpEnv de HIV-I hacia la membrana plasmética y facilita la
movilidad del PrGag.

Nef, de 27 kDa en HIV-I es predominante en e] citoplasma. Se asocia a la membrana
plasmética y es incorporada en los viriones. Actua al menos en tres dominios :i) induce la
regulacion negativa de la molécula CD4 y de las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase I (MHC-I) [96], ii) afecta las vias de sefializacion de los linfocitos

T [97] y iii) aumenta la infecciosidad viral participando a la formacion de los viriones [93, 96]
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1.8 — Tropismo

1.8.1 - Los MLVs

Los oncoretrovirus murinos utilizan para entrar en las células diferentes moléculas de
superficie celular de estructura muy parecida. En algunos casos, la funcién natural del
receptor puede ser perturbada por la interaccién con la particula viral.

Los MLVs han sido separado en grupos segin el receptor celular utilizado,
determinado luego de llevar a cabo experiencias de interferencia. Estas ultimas se tratan de la
observacion de que la infeccién de una célula por un oncoretrovirus puede impedir la
reinfeccion por un otro oncoretrovirus. Si esto sucede, entonces estos dos retrovirus se los
clasifica en el mismo grupo, salvo excepciones. Bien que existen fenémenos de interferencia
cruzada o no reciproca que sugieren cierta ambiguidad, los oncoretrovirus murinos pueden ser

clasificados en 6 grupos seguin su tropismo [98].

-los virus ecotropic (MLV-E), son virus exégenos. Sélo infectan células murinas y de
pequefios roedores. Se incluye en este grupo la cepa Moloney (MoMLV), Friend (F-MLV) y
Rauscher (R-MLV). Estos reconocen un transportador de aminoacidos catidnicos
independientes de sodio (mCAT-1) en la superficie celular [99, 100]. MCAT-1 es una molécula
de 67 kDa que atraviesa 14 veces la membrana. Su funcion de transportador puede disociarse
de su funcién como receptor viral [98, 101]. Sélo aquellas moléculas mCAT-1 que son poco o
no glicosiladas se unen eficaizmente a las particulas ecotropics (Figura 8).

- los virus amphotropic (MLV-A), son virus exégenos. Son capaces de infectar, a la
vez, células murinas y no murinas, como las células humanas. Incluyen a la cepa 4070A.
Reconocen un transportador de iones de fosfato inorgéanico, Pit-2, dependiente de sodio y que
se expresa de manera ubiquitaria [102, 103). Pit-2 atraviesa 10 veces la membrana plasmatica
(Figura 8). El bucle 2 de Pit-2 une la region VRB de los virus amphotropic y los bucles 4y 5
unen VRA (81, 104). La unidn de la particula a Pit-2 afecta su funcion de transportador.

- los virus de la cepa 10A1, derivan de una recombinacién entre los virus
amphotropic y un gen env endégeno, y pueden utilizar Pit-2. Ademdas pueden también
reconocer Pit-1, que es un transportador de iones de fosfato inorganico dependiente de sodio

que tiene un 62% de homologia con P1t-2 [105, 106) (Figura 8).
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-los virus xenotropic (MLV-X), son virus endégenos que infectan sélo células no
murinas. La molécula XPR que atravesaria entre 7 y 8 veces la membrana ha sido identificada
como el receptor de estos retrovirus [78, 107). Pero no se excluye que otras moléculas puedan
servir de receptores.

- los virus polytropic (MCF-MLYV, mink cell focus-forming virus) son retrovirus
endégenos. Afectan las células murinas y de otras especies. Provienen de una recombinacién
entre los MLV-E y de elementos env enddgenos presentes en el genoma murino y aparentado
con los env xenotropic. XPR ha sido identificada como el receptor en las células humanas [78,
107).

- Los retrovirus MDEV (mus dunni endogenous virus), es un retrovirus endégeno
de una cepa de raton asidtico. Pareciera que utiliza un receptor diferente al de los otros
retrovirus [108].

La caracterizacion del complejo gpEnv/receptor para cada oncoretrovirus es
fundamental. Segun el tropismo de las gpEnvs, podran ser utilizadas para la generacion de
vectores para la transferencia de genes. Los complejos gpEnv/receptor de los retrovirus MLVs
ecotropic y amphotropic son los mejores caracterizados. Es por esto que son los mas
utilizados como vectores y sus gpEnvs son utilizadas para fabricar Envs quimeras con el
propésito de redirigir el tropismo (y la infeccidn) de las particulas virales hacia otro tipo
celular. De esto se trata las estrategias de targeting celular (ver 3- Los Vectores Retrovirales y

el Targeting Celular).

1.8.2 - El virus de la inmunodeficiencia humana

La patogénesis del virus de HIV-] en el hombre es conocida cada vez mas y esta
caracterizada por provocar el SIDA. El HIV-I es un virus reciente, y en el estado actual del
estudio en los HERVs (human endogenous retrovirus) ninguna secuencia homoéloga se ha
detectado.

Los retrovirus HIV-I, como asi también el HIV-2 y el SIV, reconocen la molécula
transmembranaria CD4 como receptor [82, 83], pero necesitan la presencia de una segunda
molécula, llamada coreceptor, para que la infeccion sea posible. Al parecer los coreceptores
han sido inicialmente los verdaderos receptores primarios, del hecho de su estructura. La

unién a CD4 seria el resultado de una evolucidn reciente del virus. Ciertos retrovirus son
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capaces de entrar en células CD4’, pero con una capacidad de infeccion disminuida. La
molécula GalC ha sido propuesta como candidata de receptor en este tipo de células [98].

CD4 (60 kDa) esta constituida por 4 dominios extracelulares de tipo inmunoglobulina
(Figura 8) y es expresado en un gran numero de células hematopoyéticas, como los linfocitos
T, los monocitos, los macréfagos y las células dendriticas. Esta molécula cumple un rol
primordial en la activaciéon de los linfocitos T CD4+ via su receptor T (TCR). HIV-I
interactua con el bucle 1 de la CDA4.

Numerosos receptores de quimiokinas de tipo CXC o CC (segin la cantidad de
cisteinas en el extremo N-terminal) son utilizados como coreceptores por los lentivirus [109].
A pesar de la gran diversidad de receptores de quimiokinas disponibles, todas las cepas de
HIV-I detectadas en los primeros estadios del SIDA, llamadas de tropismo M o macrofagico
(o no inductoras de syncitya, NSI), utilizan el receptor CCRS, del cual su ligando natural es el
MIP-1o. (macrophage inflammatory protein-10.), MIP-18 y RANTES. Estas cepas infectan
los macroéfagos y los linfocitos T entre otras. La importancia de CCRS en la iniciacién del
proceso de infeccion por HIV-I ha sido demostrada luego de la identificacién de individuos
resistentes a la infeccion. Estos pacientes no expresan CCRS en la superficie celular, luego de
una delecidon de 32 pb en el gen del receptor CCRS [110]. En un estadio mas tarde de la
infeccion por HIV-I, aparecen las cepas de tropismo T o linfocitario (o inductoras de
syncitya), asociadas a una progresién acelerada de la enfermedad. Estas cepas son
caracterizadas por su poder de replicacion en lineas celulares T de laboratorio y en células T
primarias. Su coreceptor mayor es €] CXCR4, del cual su ligando natural es el factor SDF-1a
(stroma-derived factor-1). En estos estadios existe ademads, cepas de tropismo mixto,
capaces de replicarse en macréfagos o linfocitos T, utilizando CCRS o CXCRA4.

Los receptores de quimiokinas poseen una masa molecular de alrededor 46 kDa y
atraviesan 7 veces la membrana. estan asociados a las proteinas G. CCRS esta asociado
constitutivamente con CD4, mientras que la cantidad de CXCR4 asociada con CD4 aumenta
con la presencia de gpl120. La interaccién CD4/CCRS se realiza entre el segundo bucle de
CCRS y los dos primeros dominios de CD4 [111].Los sitios donde se fijan las particulas

virales se encuentran en general en el extremo N-terminal de los coreceptores (Figura 8).
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Los lentivirus tienen un tropismo bien definido, y como con los oncoretrovirus MLVs, es
posible modificarlo, generalmente mediante el pseudotyping (ver 2- Los Vectores
Retrovirales) . Estos virus son cada vez mas utilizados para generar vectores para la

transferencia de genes.
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2- Los Vectores Retrovirales

Los retrovirus poseen todas las funciones para replicarse en las células animales,
integrarse en el genoma de la célula huesped, expresandose gracias a esto, de manera estable
durante el transcurso de las divisiones celulares. Estas caracteristicas, como asi también el
descubrimiento de los retrovirus que llevan secuencias provenientes de proto-oncogenes
celulares (retrovirus oncogénicos), han motivado la utilizaciéon de estos virus para el
desarrollo de vectores de transferencia de genes. En efecto, los retrovirus oncogénicos
sugieren que los retrovirus son capaces de adquirir con el transcurso del tiempo una secuencia
celular, sin perder su poder infeccioso. Por consecuencia, es fuertemente probable que acepten
otros tipos de secuencias codificantes en su genoma. Numerosos trabajos muestran que es
posible suprimir grandes regiones del genoma retroviral. Mientras que estas deleciones dejan
al virus no competente para la replicacion, el aporte en frans mediante un virus auxiliar de las
funciones virales indispensables para la replicaciéon permiten de restablecer la propagacion
del virus « deleteado ». Este principio de aportar en trans todas las proteinas virales
necesarias y suficientes para la generacion de viriones infecciosos constituye la base de la

estrategia de produccién de vectores virales.

2.1- Construccion de vectores retrovirales

Los vectores retrovirales derivan de retrovirus wild type luego de la delecién de parte
de su genoma viral. Esta delecién hace que el retrovirus sea incapaz de replicarse (defectivo o
no competente para la replicacion), y a su vez deja lugar para la introduccion del transgén, ya
que la capacidad de encapsidacion de los retrovirus varia entre 8 y 12 kb. Entonces, los
vectores retrovirales son particulas virales que vehiculizan un gen de interés (transgén) en
lugar de su genoma viral. Solo las funciones virales primordiales para la integracién y la
expresion estable del transgén en la célula rarget son conservadas. Es decir, que el vector de
transferencia corresponde a un ADN proviral donde sélo las secuencias que actuan en cis han
sido conservadas (Figura 9). Las proteinas de estructura (Gag, Env), las enzimas retrovirales
(PR, RT, IN) y las proteinas accesorias en el caso de los lentivirus, son aportadas en trans

para generar particulas virales infecciosas (Figura 10).
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El sistema de transferencia de genes se basa generalmente en una infeccion « tnica » :
s6lo el vector de transferencia (que codifica el trangén) debe ser encapsidado en los viriones
para que la célula infectada integre sdlamente el transgén en su genoma y no las secuencias
nucleotidicas que codifican para las funciones aportadas en trans. Es debido a esto que la
células transducidas (infectadas por un vector viral) expresan el transgén y son incapaces de

generar nuevos viriones (Figura 9).

Existe la posibilidad de recombinacién entre la construccién que codifica para las
proteinas en trans y el vector de transferencia, y/o entre este ultimo y secuencias endogenas,
produciendo de esta manera retrovirus competentes para la replicacién (RCR). Para evitar o
disminuir este riesgo, las funciones aportadas en trans estan separadas en varios plasmidos.
En general los genes gag-pol (construccion para la produccidn de particulas virales), el gen
env (que codifica para la proteina Env), y los genes que codifican para las proteinas accesorias
(en lentivirus) son aportados en diferentes plasmidos, ademas del plasmido vector retroviral,
aumentando de esta manera el nimero de recombinaciones necesarias para la restitucion de un
virus wild type (Figura 10). En ciertas experiencias la construccién de vectores competentes

para la replicacion es utilizada en transferencia de genes (ver D- Targeting celular in vivo)

Finalmente, los vectores retrovirales son producidos en cultivos celulares mediante un
sistema de transfeccion de uno (vector de transferencia) o varios (vector de transferencia , de
la proteina Env, de los genes accesorios, de Gag-Pol) plasmidos segun la disponibilidad de la
lineas celulares de empaquetaje (Figura 10). El transgén y todas las proteinas virales son
aportadas bajo la forma de ADN listo para ser transcripto. La generacioén de los vectores
retrovirales es sensiblemente diferente entre los vectores derivados de oncoretrovirus (MLVs)

y de lentivirus (HIV-I).

2.2- Produccion de vectores retrovirales derivados de los MLVs

Para los vectores derivados de los MLVs existen dos categorias de vectores de
expresion : los vectores con un solo transgén o con dos o mas transgenes (Figura 11) [11].
Independientemente de la gpEnv que dirige el tropismo de los vectores, varios trabajos han
sido realizados con el objetivo de encontrar la combinacién de secuencias reguladoras mas

favorable para la expresion del transgén (transgenes) en distintos tipos celulares rarget.
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A pesar de que existen numerosas combinaciones posibles, las mas frecuentes
son las siguientes :

Para los vectores de expresion de un transgén derivados de MoMLYV :

Los vectores LTR han sido los primeros debido a su simple estructura . La region U3
del LTR 5’ permite la regulacion de la expresidn del trangén en las células transducidas
(Figura 11). LTR de MoMLYV no posee una expresion especifica de tejido. Ademas, en ciertos
tipos celulares se observa una baja expresion del transgén [112], y a veces una atenuacion de la
expresion del mismo con el transcurso del tiempo [112, 113]. Esta inactivacién se correlaciona
con una metilacion en residuos de citosina en elementos reguladores del retrovirus [114, 115].

Los vectores con promotor heterélogo interno han sido construidos de manera a
disponer de una importante flexibilidad de elecciéon de secuencias promotoras (fuerte
actividad constitutiva, promotores tejido-especificos) (Figura 11). Sin embargo, se han
detectado fendmenos de interferencia entre los promotores internos y el LTR 5°. Debido a
esto se han construido vectores con deleciones en la secuencia U3 del LTR 3°, obteniendo de
esta manera, luego de la transcripcion inversa, LTR 5’ no transcripcionales (selfinactivating
vectors, SIN). Otra ventaja de estos vectores SIN es que se elimina el riesgo de activacién
accidental de genes celulares por intermedio de la regiéon U3 del provirus. Pero una desventaja
de los SIN es que luego de la delecion de la TATA box los titulos virales obtenidos son bajos.
En efecto, pareciera ser que la regién U3 del LTR 3’ tiene un rol primordial en la maduracion

de la extremidad 3’ del ARN viral.

Para los vectores de expresion de varios trangenes se describen 4 estrategias :

Los vectores LTR con splicing alternativo, los dos transgenes se transcriben bajo el
control de la LTR 5’ (Figura 11). La expresién del segundo transgén se realiza luego de un
splicing alternativo utilizando los sitios virales dador (SD) y aceptor (SA) de splicing del gen
env del virus wild type. La proporcion de ARNm del segundo transgén es baja con respecto a
la del primero y depende de la eficiencia del splicing. Esta eficiencia varia entre los diferentes

tipos celulares.
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Los vectores LTR y promotor heterélogo interno. En este caso los dos transgenes
se transcriben bajo el control de dos promotores diferentes. Existe una gran flexibilidad en la
eleccién del promotor y de sus combinaciones : LTR / promotor interno (el mas usado),
promotor interno 1/ promotor interno 2. Los transgenes pueden estar en la misma orientacién
(« cabeza a cabeza ») o en sentidos opuestos (« cabeza a cola »). El limite mas importante es

la interferencia potencial entre los dos promotores.

Los vectores LTR y la secuencia IRES. Aqui los transgenes se transcriben bajo el
control de un sélo promotor (LTR o promotor heterélogo interno)(Figura 11). La insercién de
una secuencia IRES (internal ribosome entry site) entre los dos trangenes permite la
traduccidn del segundo transgén, gracias a la entrada de los ribosomas en esta secuencia. La
utilizacion de esta secuencia no asegura una expresion equivalente de los dos transgenes.
Esto depende del tipo celular y de la secuencia IRES utilizada. La primera identificada se
encuentra en los picornavirus [116, 117]. Al parecer existe una competicién entre los factores

de transcripcion por las dos vias posibles de traduccién.

Las proteinas de fusion. Aqui los dos transgenes son fusionados en fase lo cual

permite una expresiéon equivalente (Figura 11).
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2. 3- Lineas de empaquetaje

Los vectores retrovirales derivados de los oncoretrovirus pueden generarse a partir de
sistemas de produccion transitorios o estables. En un contexto de protocolos clinicos es de
interés contar con sistemas estables de produccion de vectores . Esto permite de : i) eliminar
el riesgo de recombinaciones entre los plasmidos codificantes para las diferentes proteinas
aportadas en frans y el plasmido vector retroviral, ii) « standarizar » los protocolos de
produccidn de vectores, haciendo que los controles de bioseguridad sean mas pertinentes, 1ii)
producir los vectores a grandes escalas para experiencias preclinicas en modelos animales, y
estudios clinicos.

Actualmente son disponibles varias lineas de empaquetaje derivadas del retrovirus
MoMLYV [118-123]. Estas expresan constitutivamente o de manera inductible los genes gag-pol
de MoMLV y un gen env de tropismo variado, segin la linea celular (MLV-A, MLV-E,
GALV, HA, LCMV, RDI114, 10A1l, MDEV, SNV, VSV-Q, etc.). Segun el Env utilizado,
cada linea de empaquetaje posee sus ventajas para producir vectores que infectaran mas
eficazmente diferentes tipos celulares. Por ejemplo GALV para las células hematopoyéticas o
linfocitos T. Pero es la glicoproteina G del rabdhovirus VSV (vesicular stomitits virus) que
posee un mayor tropismo, ya que reconoce un (o mas) receptor (no identificado aun) que se
expresa de manera ubiquitaria en muchos tipos celulares. Al parecer se trataria de fosfolipidos
anionicos. Ademas, G posee una estructura estable lo cual permite la ultracentrifugacién
(concentracion) de las particulas virales, obteniendo de etsa manera titulos infecciosos
elevados [124, 125). Pero debido a la toxicidad de esta glicoproteina, sélo permite ser
expresada en las lineas de empaquetaje de manera transitoria [118, 122].

En general las lineas de empaquetaje generan particulas con titulos virales superiores a
10® particulas infecciosas por mililitro (p.i/ml), pudiendo alcanzar los 10* a 10° luego de

aplicar técnicas de concentracion de sobrenadantes virales.
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2.4- Construccion y produccion de vectores retrovirales derivados de HIV-I

La estrategia es la misma que para los vectores derivados de los MLVs : formas de
ADN proviral codificando para las funciones auxiliares de HIV-I o para el transgén. Durante
la corta historia de estos vectores tres generaciones han visto la luz, mejorando
progresivamente su eficiencia y su bioseguridad.

Primera generacion, en este sistema de produccién de vectores derivados de HIV-I,
las particulas virales eran generadas luego de la expresion de las proteinas Gag, Pol, Vif, Vpr,
Vpuy, Tat, Rev y Nef a partir de sefiales transcripcionales heterdlogas y « pseudotipadas » con
la glicoproteina G de VSV, codificada por un otro plasmido (Figura 12) (126, 127).

Segunda generacién, sélo los genes gag, pol, tat y rev son expresados para la
construcciéon de particulas virales. La ausencia de los genes accesorios no afecta las
produccién viral y los vectores son mas seguros en términos de aplicacion clinica. Vif'y Vpu
no parecen necesarios para la produccién de viriones infecciosos a partir de células 293T [19]
y Nef, que favorece la infecciosidad de los vectores HIV-I (MLV-A), no tiene ningtn efecto
sobre los HIV-I (VSV-G). Probablemente esto se deba a la diferencia en cuanto a la manera
de entrar de VSV-G, por endocitosis y fusién con los endosomas [10, 19]. Sin embargo Vpr
parece ser importante para la transduccion eficaz de macréfagos (10).

En la primera y segunda generacion de sistemas de produccién de vectores
derivados de HIV-], el vector posee las secuencias que interactuan en cis y necesarias para la
transcripcidn, encapsidacion, transcripcion inversa e integracion, es decir, la LTR 5°, la
secuencia « leader », el SD, alrededor 360 pb de gag (conteniendo una parte de la secuencia
de encapsidacion), una parte del gen env conteniendo la secuencia RRE y el SA, un promotor
intemno, el transgén y la LTR 3’ (Figura 12).

Tercera generacion, aqui los genes tar y rev han sido « deleteados » de la
construccion de empaquetaje para hacer el sistema de producciéon Tat independiente y mas
seguro (Figura 12) (128]. La expresion del transgén independiente de Tat ha sido posible luego
de remplazar la region U3 del LTR 5’ del vector por secuencias enhancer/promotor de un
promotor constitutivo (LTR RSV, hCMV). Estos vectores han demostrado su poder de
infeccion, in vivo, en neuronas diferenciadas [128]). La bioseguridad de los vectores Tat
independientes ha sido mejorada gracias al aporte de la proteina Rev en un plasmido

suplementario o generando selfinactivating vectors (SIN), estrategia ya utilizada con los
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MLVs (Figura 12). Sélo las secuencias de U3 necesarias y suficientes para la integracién (53
nt) y la sefial de poliadenilacién son conservadas en estos vectores. La eficiencia de estos
ultimos ha sido demostrada in vivo transduciendo las neuronas de la retina [129, 130].
Probablemente los vectores utilizados en terapia génica seran aquellos que sean SIN y Tat
independientes al mismo tiempo. Estos ultimos han sido ya descriptos y demostrado su
eficiencia in vitro e in vivo en fibroblastos, células epiteliales, endoteliales y hematopoyéticas

(128, 131-133).

Por el momento todos los sitemas dependen de la produccién de Rev, que
exporta el ARN de gag-pol y el ARN « vector » hacia el citoplasma para ser encapsidados o
traducidos. Pero ya se estudian sistemas Rev independientes. La idea es de remplazar la
secuencia RRE (donde se une Rev) por una secuencia de exportacion nuclear constitutiva,
como por ejemplo la secuencia CTE del virus de mono Mason-Pzifer (M-PMV). El objetivo
es de disminuir las homologias con las secuencias del vector. Estos vectores son Rev
independientes pero sus titulos infecciosos disminuyen de entre 0.5 y 2 logaritmos con
respecto a los Rev dependientes [134, 135].

La produccién de vectores derivados de lentivirus ( HIV-I, SIV) es en general
lograda mediante cotransfecciones transitorias de células 293 T, obteniendo titulos infecciosos
de 10" a 10° p.i/ml segin el método de concentracién [136, 137]. Se utiliza comunmente para
« pseudotipar » los vectores lentivirales la glicoproteina G de VSV o la gpEnv de MLV-A,
transcripta bajo el control del promotor heterélogo hCMV. Pero se pueden producir vectores
HIV-] expresando la glicoproteina natural de HIV-I gp120 (ver C- Cantidad de glicoproteina
Env y capacidad de infeccién) pero obteniendo titulos de 2 a 3 logaritmos menos infecciosos.
Una estrategia para producir lineas de empaquetaje estables, sabiendo que VSV-G y ciertas
proteinas de HIV-I son tdéxicas para la célula, es de hacer expresar rev y VSV-G bajo el
control de promotores inductibles. Estas lineas producen, al menos durante 7 meses, vectores

con titulos de 10° p.i./ml [138).
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2.5- Aplicaciones clinicas : Limites de los vectores retrovirales

Los vectores retrovirales han sido desarrollados para la transferencia de genes debido
principalmente a tres caracteristicas mayores : i) su capacidad de encapsidacion de alrededor
10 kb ; ii) su integracion estable y precisa en el genoma celular ; iii) no expresan ninguna
secuencia que codifique para las proteinas virales en las células transducidas, evitando todo
reconocimiento y destruccion por los linfocitos T citotdxicos de estas ltimas.

Los primeros vectores retrovirales fueron derivados del oncoretrovirus MoMLV. Su
incapacidad para infectar células que no se dividen constituye un limite importante para la
utilizacién en transferencia de genes in vivo, ya que la mayoria de la células targets que
presentan un interés terapéutico (neuronas, hepatocitos, miocitos, stem cells hematopoyéticas,
etc.) no se dividen o lo hacen raramente. Debido a esto, recientemente se han desarrollado
vectores derivados de lentivirus HIV-I, HIV-2, SIV, FIV, EIAV, que pueden transducir
células diferenciadas o que no se dividen. Actualmente muchas preguntas surgen acerca de la
bioseguridad de estos dltimos y de la eleccion del vector lentiviral a utilizar [139, 140]. Las
construcciones de empaquetaje derivadas de HIV-I utilizadas hoy en dia, presentan una
delecion del 60% del genoma viral y son 4 los plasmidos que aportan los diferentes elementos
de produccién, contra 3 en MLVs, aumentando asi el nimero de recombinaciones necesarias
para la reconstitucion del virus wild type. Otra estrategia utilizada para evitar el riesgo de
recombinacién es la produccién de hibridos como, HIV-I/HIV-2 [141] o SIV/HIV-I [142].
Estos vectores son eficaces como los no hibridos y el principio es el de encapsidar un vector
de transferencia de genes derivado de HIV-I o HIV-2 en particulas derivadas de SIV o HIV-1L.
Los vectores lentivirales selfinactivating (SIN) ofrecen una garantia mas de bioseguridad.

Ademas de la preocupacion de la bioseguridad, otros limites de la tecnologia de los
vectores retrovirales en la transferencia de genes con propdsitos clinicos son : i) sus titulos
virales relativamente bajos o modestos (10° p.i./ml luego de concentrar contra 10" p.i./ml de
las adenovectores) ; ii) a veces los kb disponibles a encapsidar en las particulas retrovirales no
son suficientes con respecto al (o a los) transgén (es) que se quiere transferir (8 a 12 kb contra
25 kb en los herpesvectores) ; iii) algunos tejidos no pueden ser infectados por los retrovirus o
son refractarios a la infeccion ; iv) en ciertos casos es dificil de concentrar las particulas
virales sin perder infecciosidad, ademas de ser costoso econémicamente ; v) la regulacién de

la expresion del trangén no es todavia eficaz ; vi) no existe ain estrategias verdaderamente
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eficaces de rargeting celular. Por estas razones, numerosos laboratorios académicos y
privados, como asi también industriales trabajan para mejorar esta tecnologia y hacerla

eficiente, real, poco costosa, conveniente y segura.
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3- Los Vectores Retrovirales y el Targeting Celular

El rargeting celular utilizando vectores retrovirales es un tema de investigacion central
en la terapia génica y en la biotecnologia. Como se ha dicho antes, a pesar de la ventajas de
los retrovirus como vectores de transferencia de genes, importantes carencias tecnoldgicas
deben aun mejorarse. Por ejemplo, el hecho de que varios tipos celulares, de interés
terapéutico, no son infectables o son refractarios a la infeccion retroviral. Ademas, es
imposible actualmente redirigir la infeccién retroviral hacia ciertos tipos celulares especificos.
Es por estas razones que nace el fargeting celular utilizando vectores retrovirales, es decir

tratar de redefinir la especificidad de infeccion de los retrovirus [143, 144].

Hoy en dia, dos grandes estrategias de fargeting celular utilizando vectores
retrovirales, no exclusivas, han sido desarrolladas: i) La primera consiste en producir vectores
de transferencia permitiendo una expresion tejido-especifica, y/o inductible, del transgén, de
acuerdo al enhancer/promotor elegido para transcribir este ultimo; ii) la segunda consiste en
modificar el tropismo de los vectores retrovirales con el objetivo de redirigir la unién hacia un
otro receptor celular especifico. Este capitulo detalla s6lamente la segunda, es dectr, las
diferentes estrategias (ver 3.2 - Estrategias) desarrolladas para lograr un reconocimiento y una
entrada especifica de los vectores retrovirales en un tipo celular especifico, luego de una
interaccion con una molécula de superficie celular determinada. Las glicoproteinas Env de los
oncoretrovirus murinos MLVs ecotropic (MLV-E, infecta s6lo células murinas) y
amphotropic (MLV-A, infecta la mayoria de células de mamifero, como células humanas) y
de los oncoretrovirus aviarios SNV (no infectan células humanas) son las mas utilizadas para

extender o restringir su tropismo natural [145].



A- EstudioBibliogrdfico

3.1 - Aplicaciones potenciales del targeting celular utilizando vectores

retrovirales en terapia génica

Los retrovirus penetran en la célula luego del reconocimiento de la gpEnv a un
receptor en la superficie celular. La redefinicion del tropismo retroviral implica entonces, por
un lado, la identificacion de marcadores de superficie celular competentes para la entrada del
virus en la célula, y por otro, el desarrollo de métodos eficaces de union entre los retrovirus y
estos nuevos receptores.

Las aplicaciones posibles de esta tecnologia pueden dividirse en dos aspectos:

1 - Mejorar la infeccién in vitro de poblaciones celulares homogéneas donde el receptor
natural es limitante o incompetente para la infeccién. La transferencia de genes en
hepatocitos, linfocitos T y stem cells hematopoyéticas, es por ejemplo poco eficaz, mismo con
concentraciones altas de viriones. Infectar a través de una molécula diferente al receptor
natural permitiria entonces aumentar los rendimientos terapéuticos de protocolos de terapia
génica que implican etapas ex vivo.

2 - Lograr un verdadero targeting celular. In vitro, por ejemplo, una aplicacién importante
seria la inmortalizacién de tipos celulares poco representados en poblaciones celulares
complejas, utilizando vectores que expresen oncogenes. A partir de biopsias de pacientes, se
podrian establecer modelos celulares de patologias humanas. In vivo, las técnicas de targeting
celular harian posible la administracion directa de retrovirus recombinantes en pacientes para
llevar un gen terapéutico en un érgano o tejido especifico. Ademas, esta tecnologia seria util
en numerosas aplicaciones fundamentales, por ejemplo, en un contexto de tumorigénesis o
desarrollo. En efecto, se podrian llevar genes especificos a cualquier tejido en cualquier

momento de la vida del animal.
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3.2 - Estrategias

Varias estrategias pueden utilizarse para redefinir el tropismo de un retrovirus (Figura
13). La primera consiste en remplazar la gpEnv de un retrovirus por la de un otro retrovirus o
virus (pseudotyping). Otra consiste en unir covalentemente o no, en la superficie de los
viriones, agentes que presenten una afinidad por distintos marcadores de superficie celular
diferentes al receptor natural. Por ultimo, modificar genéticamente la gpEnv. A pesar de que
esta ultima es probablemente la mejor debido a su potencial y flexibilidad, las dos primeras
han permitido, por un lado, mejorar la infeccion in vitro, y por el otro, la identificacion de
moléculas membranarias permisivas para la infeccion.

A continuacién se describen las distintas estrategias en un contexto de los MLVs
debido a que estos son los mas utilizados para la transferencia de genes en el hombre. Sin
embargo, en ciertos casos los vectores derivados de los retrovirus humanos o aviarios seran

considerados debido a su creciente importancia.

3.2.1 - Pseudotyping

El principio de pseudotyping de vectores retrovirales es facilmente realizable desde un
punto de vista técnico, ya que solo se trata de remplazar el gen env wt, por otro gen env, en las
lineas de empaquetaje. El limite se encuentra en la capacidad de los retrovirus en incorporar
proteinas heterélogas (ver 1.6- La glicoproteina Env). La mayoria de los pseudotyping
realizados hoy en dia han sido mas que nada para mejorar la infeccién celular in vitro y no
para llevar a cabo targeting celular. Los ejemplos mas cldsicos son el hecho de "pseudotipar”
vectores retrovirales con VSV-G o la glicoproteina de GALV que permiten una mejor
transduccién de numerosos tipos celulares comparados con los vectores que expresan la
gpEnv de MLV-A. Un resultado interesante de transferencia de genes in vivo y realizando
targeting celular gracias al pseudotyping, es el obtenido con vectores MLVs expresando la
gp120 de HIV-I. Estos vectores son capaces de transducir especificamente células CD4+ (53,
146). Un ejemplo de la extension de esta estrategia ha sido la de incorporar en la superficie de
vectores MLVs los receptores de HIV-1 (CD4 y CCR5 o CXCR4). Estos ultimos son capaces

de transducir células infectadas por las cepas HIV-I tropismo M o T respectivamente [147, 148]
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3.2.2 - Adaptadores moleculares

La utilizacién de adaptadores moleculares biespecificos permitié demostrar por la
primera vez que es posible de realizar targeting celular via una molécula de superficie elegida
arbitrarianiente [149, 150). Estos agentes "puente" fueron utilizados para infectar células
humanas con vectores MLV murinos. Estaban constituidos de un anticuerpo anti-virus
asociado a un anticuerpo anti-molécula de superficie (citokina u hormona). También es
posible utilizar 1a MHC clase I o I, el receptor de la EGF o de la insulina, sin embargo la
eficiencia de infeccion es muy baja. Otras moléculas, como el receptor de LDL, de la
galactosa, etc., no permiten la infeccidn retroviral [149]. Esta observacién sugiere que una
unién eficaz a un receptor no es suficiente para garantizar una infeccioén celular. Esta nocién

es confirmada por la modificacién genética de Env [151].

3.2.4 - Union de agentes quimicos

La redefinicion del tropismo retroviral también fue obtenida uniendo quimicamente la
lactosa al vector MLV, logrando la infeccion de hepatocitos via el receptor de la galactosa
[152). Sorpendentemente, la infeccion via el mismo receptor pero utilizando los adaptadores
moleculares no es posible [149], lo que sugiere que la manera de interactuar de los retrovirus

con la molécula de superficie celular es un parametro critico para la infeccion.

3.2.5 - Modificacion genética de Env

Al dia de hoy, tres estrategias han sido desarrolladas para modificar la especificidad de
la unioén de los Envs retrovirales. La primera consiste en agregar un nuevo dominio de unién a
la SU, la segunda, a modificar sutilmente 1a SU, y la tercera a substituir porciones importantes

de la SU que contienen el dominio natural de unién por otros péptidos "ligantes".
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Adicién de nuevos dominios a la SU. Diversos polipéptidos han sido fusionados al
extremo N-terminal de la SU ecotropic de MoMLV: citokinas, factores de crecimiento [151],
fragmentos de la heregulina [52], diferentes scFv (minianticuerpos) dirigidos contra
marcadores de superficie celular [144, 153-157). Las quimeras (alrededor de 50 diferentes) son
en general bien expresadas, establemente incorporadas en los viriones y permiten una unién
especifica de las particulas retrovirales a las moléculas de superficie elegidas. Sin embargo,
una verdadera infeccidn se obtiene en muy pocos casos : scFv anti el receptor LDL-R [157],
scFv anti MHC I [155], scFv anti un antigeno carcinoembrionario [154]. Cabe destacar que la
infecciosidad usando estas quimeras es baja (entre 10% y 10* p.i./ml), posiblemente debido a
que la adicién del dominio de unién no permite correctamente, en ciertos casos, la actividad
de fusion aportada por gpEnv [158]. Ademas, la presencia de un ligando en la posiciéon N-
terminal de la SU ecotropic no afecta la infecciosidad de la gpEnv recombinante en las células

murinas.

Modificaciéon sutil de la SU (Figura 14). La idea aqui es de perturbar lo menos
posible la estructura general de las moléculas Env a través de una « cirugia genética » fina.

Un pequefio péptido de 16 aminoacidos conteniendo un motivo que se une
especificamente a las integrinas, fue insertado en el dominio de unidén del Virus de la
Leucemia y del Sarcoma Aviario (ALSV) en una region, que segin analisis informaticos,
podria tolerar la insercién de polipéptidos [159]. Se logré una infeccién poco eficiente de
células humanas.

Otras estrategias parecidas se llevaron a cabo con la gpEnv de MLV, sin obtener una
verdadera infeccion debida al targeting. Pero la determinacion reciente de la estructura
tridimensional de la SU de HIV-I y del extremo N-terminal de la SU de los MLVs [160],
deberia ayudar enormemente al desarrollo de este tipo de modificaciones. Se debe sefialar que
muchos de los cortos péptidos lineales muestran una baja afinidad por sus ligandos cuando se
los expresa en proteinas heterélogas, ya que su contexto tridimensional es diferente al de sus

proteinas originales.
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Substitucion de dominios de la gpEnv de MLV-E y de SNV (virus aviario de la
necrosis del bazo) (Figura 14). La region de la SU ecotropic de MoMLV ha sido remplazada
por diversos motivos de unién : la eritropoyetina (EPO) [161], 1a heregulina [162], CD4 ([163].
Una vez mas, se logra un bajo rendimiento de infeccion de células humanas. Ademas, la
coexpresion de un Env wild type es necesaria, sin conocerse aun los motivos. Se sugiere que
la incorporacion de las glicoproteinas quimeras en las particulas virales se ve favorecida por
la presencia de Env wild type que induce un correcta oligomerizacién. Otras quimeras que
remplazan el motivo N-terminal de Env de MoMLYV son incapaces de redirigir la infeccion
(I1-2-Env, EGF-Env). Un estudio detallado revela que estas quimeras no se encuentran
presentes en la superficie celular, requisito primordial para la incorporacién en las particulas
virales. Esto puede deberse, o bien a un déficit en el transporte de la molécula hacia Ia
membrana, un problema en la asociacion entre la TM y la SU quimera, o no puede descartarse
una degradacién en la periferia celular. Todo esto para sefialar que la modificacion genética
de Env puede tener otras consecuencias y no solo en su capacidad de unién al receptor.

La subsitucion de diferentes dominios de la SU de los vectores retrovirales derivados
de los SNVs por distintos scFv ha sido utilizada para infectar células humanas.
Sorprendentemente, la Env de los SN'Vs tolera mejor las modificaciones estructurales que la
Env de los MLVs. La substitucién completa de la SU, es decir, la fusion scFv-TM es tan
eficaz para el targeting como la substitucion de ciertas zonas de la SU [164, 165]. Aqui también

la cocxpresion, en la superficie viral, con un Env wild type es necesaria.
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3.2.6 — Modificacion genética de Env amphotropic

Las experiencias con las quimeras Env ecotropic indican que se debe explotar mejor el
potencial de fusion disponible en la parte wild type de Env. Dado el gran poder de fusién de
los Envs amphotropic, se han desarrollado tres estrategias de fargeting celular utilizando estos

ultimos.

La infeccion preferencial (Figura 15). La adicién N-terminal de diversos ligandos en
el Env amphotropic conduce a observaciones similares a las obtenidas con las quimeras Env
ecotropic. Sobretodo que los viriones se pueden unir a una molécula de superficie, pero
también a su receptor natural, infectando la célula via este ultimo [151]. En lo que respecta al
targeting se han obtenido resultados interesantes con un Env amphotropic quimera construido
insertando en N-terminal un anticuerpo recombinante (scFv) dirigido contra un antigeno
tumoral (HMWMAA, High Molecular Weight Melanoma-Associated Antigen) que se expresa
en las células de melanomas a altas densidades. Estos viriones pueden infectar células que
expresan solamente el recepetor amphotropic, pero de manera interesante, infectan mucho
mejor las células que expresan las dos moléculas. No se obtiene una infeccién targeting pero
al menos una infeccion preferencial que depende del grado de expresion de los dos receptores

[155). Estos trabajos abren nuevas perspectivas para aplicaciones originales.

Targeting inverso. El objetivo es el mismo que en el targeting directo, es decir, de
infectar un solo tipo celular que se encuentra en poblaciones celulares complejas. La
diferencia es que aqui los viriones se asociaran a todos los tipos celulares infectando uno o
pocos tipos.

Esta estrategia se basa en la observacidn de que los virus que expresan las quimeras
EGF-Env amphotropic, pueden infectar células humanas solamente si estas no expresan o lo
hacen en bajas cantidades el receptor EGF. No se conocen ain los mecanismos. Aqui la
infeccién se hace via el receptor amhpotropic.

Por lo que concerne a las aplicaciones de esta estrategia, ciertas terapias anticancerosas
constituyen una buena eleccidn. Por ejemplo, la transferencia de genes de resistencia a drogas
anticancerosas (mdr) en las stem cells hematopoyéticas. La transferencia se realiza ex vivo en

células de la médula 6sea y luego se reimplanta en los pacientes. A continuacién se trata al
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paciente con quimioterapia, que en condiciones normales destruyen todo el sistema
hematopoyético. Pero gracias a esta estrategia y a que las células cancerosas expresan muy a
menudo cantidades importantes de receptor EGF, solo las células hematopoyéticas sanas son

transducidas con el vector de resistencia a drogas.

Targeting en dos etapas (Figura 15). Se basa en la observaciéon de que viriones
expresando quimeras derivadas del Env amphotropic pueden ser « secuestrados » en la
superficie celular por la nueva molécula de membrana elegida para el targeting. Primero los
viriones se unen a la molécula rargeting (etapa especifica) y luego un mecanismo auxiliar se
activa para permitir la infeccion por la via natural de la entrada de los viriones a la célula.

Estas moléculas quimeras presentan un sitio especifico de clivaje proteolitico por una
proteasa de membrana entre el ligando y el extremo N-terminal del Env amphotropic.
Entonces : 1) el virus se une al receptor farget. Esto favorece la interaccién con la proteasa de
membrana que cliva y libera el dominio de unién al receptor amphotropic, ii) la glicoproteina
amphotropic « liberada » reconoce su receptor y el virus penetra en la célula [166]. La
aplicacion de esta estrategia se basa entonces en la expresion de proteasas membranarias en la
superficie de las células rarget. Las proteasa MMP [167] y plasmina han sido utilizadas con

éxito para infectar, mediante el targeting en dos etapas, células humanas.

3.2.7 = Conclusién

La redefinicion del tropismo retroviral se ha logrado en ciertos modelos de estudio.
Sin embargo los rendimientos de infeccién son bajos y ninguna experiencia de targeting
verdadero (infeccion de una célula particular en una poblacién compleja) ha sido publicado.
Se debe mejorar aun mucho esta tecnologia antes de realizar aplicaciones eficaces in vivo, en
el animal o en el hombre.

Las limitaciones y los fracasos pueden clasificarse en dos grupos : las limitaciones en
las células productoras y aquellas que intervienen luego del reconocimiento del receptor por

las particulas retrovirales. En el primer caso, visto y considerando la biologia compleja de las
gpEnvs [98], no es sorprendente que las modificaciones, aunque sean sutiles, sobre esta

molécula pueda alterar su biosintesis, su transporte y/o su incorporacién en las particulas
virales. Resta esperar mejores estudios sobre la estructura/funcién de las diferentes gpEnvs,

como asi también la determinacién de sus estructuras terciarias y cuaternarias. En segundo
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lugar, la identificacién de marcadores de superficie aptos no sélamente para unir particulas
virales, sino también para permitir la penetracion eficaz en la célula, es esencial para el futuro
del rargeting celular. La entrada a la célula es un proceso multietapas donde intervienen
muchos factores y el desarrollo de métodos que permitan una mejor unién al receptor o
coreceptor y que preserven el potencial de fusion de los Envs modificados, constituyen una
base incontornable para el desarrollo de estrategias de targeting celular utilizando vectores

retrovirales.
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B - Materiales y métodos

1- Plasmidos, vectores de expresion y plasmidos provirales

Todas las manipulaciones y preparaciones de ADN recombinante y las
transformaciones y cultivos de bacterias transformadas fueron realizadas por métodos
establecidos, compilados en el manual de Sambrook et al. [168]. Algunos protocolos fueron

modificados parcialmente y se detallan mas adelante.

C1 - Cantidad de glicoproteina Env y capacidad de infeccién

- Los vectores de expresion marker pRL-TK que codifica el gen de la luciferasa renilla y

pEGFP-CI que codifca para la proteina EGFP se obtuvieron de Clontech.

- pUHC-13-3 codifica el gen de la luciferasa firefly bajo el control del operador/promotor tet.

- pUHD-15-1 expresa el transactivador tTa regulable por la tetraciclina (o su analogo : la

doxiciclina) [169].

- Las secuencias de los Envs ecotropic y amphotropic de MLV fueron amplificadas por PCR
a partir de los plasmidos FBEMOSALF y FB4070ASALF, respectivamente [151]. Luego
fueron clonados entre los sitios Eco R y Xbaly Sac Il y XbaI localizados downstream de la
secuencia del operador tet en el plasmido pUHD-10-3 [169] para dar los vectores de expresion

inductibles por la tetraciclina, PM361 y PM377, respectivamente.
- El plasmido de empaquetaje CMVARS.9 [10] codifica los genes gag, pol, tat, y rev de HIV-1.
- El vector lentiviral y plasmido de empaquetaje pNL4-3.HSA .R+E- codifica todos los genes

de HIV-I excepto env y ademas transduce el gen marker HSA (CD24 de ratén) que se expresa

en la superficie de las células transducidas bajo el control de la LTR de HIV-I [170]
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- El plasmido CD286 es un vector lentiviral que contiene la secuencia flap de HIV-I. Este
vector, derivado de HIV-I, transduce la EGFP bajo el control del promotor hCMV. La
construcciéon fue derivada del plasmido pHR-CMVlacZ [126) reemplazando lacZ por el gen de
la EGFP.

- La secuencia del cDNA del Env de tropismo « M » AD8 gp120 de HIV-I fue clonada a
partir del plasmido pCMVAD8env [126] entre los sitios Eco Rl y Xba I localizados
downstream de la secuencia del operador tet en el plasmido pUHD-10-3 [169] para dar el

vector de expresidn Env inductible por la tetraciclina, PM636.

D1 - Targeting celular in vivo

- El vector retroviral competente para la replicacion AkvU3-EGFP es isogénico al AkvBi-
EGFP descripto en Jespersen et al. 99 [171], salvo que la secuencia del spacer de la regién 3’
d e ] I R E S
AAAAACACGATTGCCGCGTGTGGCCTCGAACACCGAGCGACCCTGCAGCCGCGG
TCGACATGGTGAGC ha sido cambiada por el spacer
AAAAACACGATAATACCATGGTGAGC propuesto por Morgan et al.[172], donde i) letras
italicas corresponden a la secuencia de EGFP, ii) letras subrayadas corresponden a codones de
iniciacién o a codones de iniciacién mutados, iii) letras en negrita corresponden a las
secuencias spacer, y iv) el resto corresponde al elemento IRES derivado del virus de la
encefalomiocarditis (EMCV). La produccién de retrovirus AkvU3-EGFP se describe en
Jespersen 99[171].

- El vector AkvU3-EGFP fue digerido con la enzima de restriccion Cel II de manera a retirar
el cassette IRES-EGFP y en su lugar fue clonado utilizando el mismo sitio de restriccion el
cassette IRES-v-Ha-Ras proveniente de un plasmido intermediario construido en el

laboratorio para dar el vector competente para la replicacién AkvU3-v-Ha-Ras.

- pKZ261 es un vector de expresion de tv-a (que posee ademas un triple tag HA) bajo el
control del hCMVp en el vector pBR322. El plasmido pw120 contiene el promotor distal
LCK en el vector pUC19. Para la construccion de un vector de expresion tv-a bajo el control

del promotor T especifico LCK (PM466) : i) se digiere pCDNA3 con Bgl II y Bam HI para
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retirar el hCMVp ; ii) se clona LCKp a partir del plasmido pw120 en el lugar dejado por el
hCMVp en el sitio unico de restriccion de pCDNA3 Not I; iii) se clona finalmente el cDNA
de tv-a a partir del plasmido pKZ261 entre los sitios unicos de restriccion Not I y Xba I de
pCDNA3.

2- Lineas celulares

- TelCeb 6 derivade TE671  human rhabdomyosarcoma cells [119]. Producen particulas
retrovirales bald (sin Env) derivadas de MLV, llevando el gen marker nls-f-galactosidasa.

- Las lineas NIH3T3.tv-a y TE671.tv-a fueron transfectadas de manera estable con el
plasmido pKZ261 y expresan de manera constitutiva el receptor tv-a en su superficie celular.

- Tel A 'y 3A2B6 son lineas estables derivadas de TelCeb 6 que expresan los Envs
amphotropic y ecotropic respectivamente.

- Las lineas celulares derivadas de ratén: fibroblastos NIH 3T3 y Mus dunni, y mioblastos
C2Cl12 y las lineas celulares derivadas del hombre: keratinocitos A431, linfocitos T H9 o
Jurkat y fibroblastos 293T fueron obtenidas del ATCC.

- 293T TetON fueron obtenidas de Clontech y expresan de manera estable el complejo de
proteinas rtTA (reverse tetracycline-controlled transactivator).

- HOS RS5 es una linea de fibroblastos humanos que expresa de manera estable las moléculas
de superficie CD4 y CCRS5 y fueron obtenidas de Clontech.

- QT6 es una linea celular proveniente de codorniz que expresa naturalmente el receptor
especifico del ASLV-A, receptor tv-a y fueron donadas por el laboratorio de C. Bagnis en
Marseilla, Francia.

- Las células derivadas de TE671, Mus dunni, BOSC 23, NIH 3T3, HOS RS, 293T y 293T
TeTON fueron cultivadas en medio DMEM (Gibco/BRL), C2C12 en 1:1 mezcla de HAM-
F12 (Eurobio) y DMEM y A431, H9 y Jurkat en medio RPMI 1640 (Gibco/BRL). Todas con
suplemento de 10% de suero fetal bovino inactivado (salvo 293T TeTON: TeT System
Approved Fetal Bovine Serum, Clontech), 2 mM de glutamina, 100 ug/ml de estreptomicina y
100 unidades/m! de penicilina. QT6 fue cultivada en medio 199, 1% suplemento suero de

pollo y 10% de suero fetal bovino inactivado.
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3- Transfecciones

Todas las transfecciones transitorias y estables se llevaron a cabo utilizando el método

de precipitacion por fosfato de calcio [168).
C3 - Cantidad de glicoproteina Env y capacidad de infecciéon

- Los plasmidos pRL-TK y pEGFP-C1 fueron utilizados para la normalizacién de la

transfeccion de los experimentos con transfecciones transitorias.

- En los experimentos con MLV, 2x10° células por pozo (in 6 well culture plates, Nunc)
fueron transfectadas usando 2 ug del plasmido relevante mas 0.1 ug de pRL-TK. Para obtener
células productoras de virus expresando de manera inductible los Envs amphotropic y
ecotropic, las células TelCeb 6 fueron transfectadas de manera estable con el plasmido
pUHD-15-1 y clones individuales fueron seleccionados. Estos clones fueron tranfectados de
manera transitoria con el pldsmido pUHC-13-3 para determinar su capacidad de induccién o
represion por la doxiciclina. El clon celular Tell79.9 fue elegido como el mejor para
responder de manera doxiciclina dependiente. Este dltimo fue transfectado de manera estable
con los vectores Env de expresioén ecotropic y amphotropic PM361 y PM377 para dar los

clones celulares CPM64 y CPM79, respectivamente.

- En los experimentos con HIV-I, 2x10° células por pozo (in 6 well culture plates, Nunc)

fueron cotransfectadas usando 3 ug del plasmido relevante mas 1 ug de pEGFP-C1.
En todos los casos, 15 horas después de la transfeccién las células son lavadas 3 veces

con PBS (0.15 M NaCl, 0.001 M NaPO4, pH7) y se agrega medio conteniendo

concentraciones diferentes de doxiciclina.
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4- Analisis de Facs e immunoblotts contra la glicoproteina Env gp70 o gp120

C4 - Cantidad de glicoproteina Env y capacidad de infeccién

- La expresion de Env en la superficie celular fue cuantificada utilizando analisis de
citometria como se describe en Lavilette et al.[71], usando el anticuerpo monoclonal 83A25

[173] dirigido contra la gp70 de MLVs o el anticuerpo 2G12 dirigido contra la gp120 [174]

- La cuantificacion por immublotts de las gpEnvs asociadas a los viriones se realizé de la
siguiente manera: 1.2 ml de sobrenadante de cultivos conteniendo los viriones fue llevado a
una concentracion final de CaCl2 de 10 mM; luego de dejar precipitar los viriones durante 30
minutos a temperatura ambiente se centrifuga a 15000 x g durante 1 minuto y se resuspende

en 10 ul de electrophoresis loading buffer.

- La cuantificacién por immublotts de las gpEnvs asociadas a las células se realizé de la
siguiente manera: se lavan las células con PBS, se lisan en una solucién triplex (50 mM Tris-
HCI pH8, 150 mM NacCl, 0.2% NaN3, 0.1% SDS, 1% NP40, 0.5% Na deoxicolato, 2mg/ml
leupeptina) durante 30 minutos a 4°C. Se extrae el nicleo del pellet luego de centrifugar a
15000 x g durante 10 minutos. Se mide la concentracién de proteina total y se cargan en gel

para electroforesis 75 ug.

- Las muestras de proteinas virales y celulares se fraccionan en un gel SDS 10%
poliacrilamida y luego son tranferidas a membranas de nitrocelulosa (Schleicher and Schuell)
y la inmunodeteccién se realiza como se describe en Marin et al [155] utilizando un anticuerpo
de cabra anti-gp70 (Quality Biotach Inc) o un anticuerpo de oveja anti-gp120 (SITBON). En
los extractos de particulas virales se normaliza utilizando un anticuerpo monoclonal (R187b)
[175] anti-p30%*® de MLV o un anticuerpo monoclonal anti-p24 (p55 N2-4) de HIV-I (NIH
Aids Reagent Program). El software NIH IMAGE fue utilizado para cuantificar la cantidad de

proteina inmunodetectada.
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S- Titulos virales

CS - Cantidad de glicoproteina Env y capacidad de infeccion

Los titulos virales fueron determinados por duplicado usando sobrenadantes de cultivos de
células productoras de virus cultivados durante 24 horas en confluencia con diferentes

concentraciones de doxiciclina.

Anadlisis de titulos virales de los vectores retrovirales que codifican LacZ

Para los titulos determinados sobre las células NIH 3T3, A431 y C2C12, estas tltimas
son cultivadas en placas (Nunc) de 12 pozos (2x10* células por pozo). 24 horas mas tarde, el
medio es cambiado y remplazado por 1| ml de medio conteniendo diluciones seriadas de
particulas retrovirales MLV, mas 8 ug/ml de polibreno (Sigma). La infeccién se lleva a cabo
overnigth y luego el medio es remplazado. 48 horas mas tarde se realiza una coloracion X-gal
(Eurobio) y se cuentan las unidades formadoras de colonias (ufc/ml), que se distinguen por su
color azul [155], utilizando un microscopio de contraste de fase.

Para infectar las células T no adherentes H9 se utilizé el método de la fibronectina
detallado en Dardalhon et al. [176).

En las experiencias de cinética, la infeccion se lleva a cabo durante diferentes periodos

de tiempo, y no overnight, y luego se lava 3 veces con PBS frio antes de agregar 1 ml de

medio de cultivo.

Analisis de titulos virales de los vectores lentivirales que codifican la EGFP

Para los titulos determinados sobre las células HOS RS, estas ultimas son cultivadas en
placas (Nunc) de 96 pozos (2x10* células por pozo). 24 horas mas tarde, el medio es
cambiado y remplazado por 200 ul de medio conteniendo diluciones seriadas de particulas
lentivirales HIV-I, mas 8 ug/ml de polibreno (Sigma). La infeccién se lleva a cabo overnigth 'y

luego el medio es remplazado. 24 horas mas tarde se cuentan las unidades formadoras de
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colonias (ufc/ml), bajo microscopio fluorescente, gracias a la autofluorescencia de la proteina
EGFP.

DS - Targeting celular in vivo

Los titulos virales fueron determinados por duplicado usando sobrenadantes de

cultivos de c€lulas productoras de virus cultivados durante 72 horas en confluencia.

Para los titulos determinados sobre las células Mus dunni, estas tltimas son cultivadas
en placas (Nunc) de 96 pozos (2x10° células por pozo). 24 horas mas tarde, el medio es
cambiado y remplazado por 200 ul de medio conteniendo diluciones seriadas de vectores
retrovirales AkvU3-EGFP o Akv MLV, mas 8 ug/ml de polibreno (Sigma). La infeccién se
lleva a cabo overnigth y luego el medio es remplazado. 24 horas mas tarde se cuentan las
unidades formadoras de colonias (ufc/ml). En el caso de AkvU3-EGFP, se utiliza un
microscopio a fluorescencia, gracias a la autofluorescencia de la proteina EGFP. En el caso de
Akv MLV se utiliza un analisis de inmunofluorescencia indirecta [173], utilizando un
anticuerpo monoclonal 83A25 dirigido contra la glicoproteina Env de MLV y un anticuerpo

secundario acoplado al fluorocromo FITC (Sigma).

6- Citometria de flujo
C6 - Cantidad de glicoproteina Env y capacidad de infeccién

Las células HOS RS transducidas con los vectores lentivirales HSA (CD24) fueron
identificadas utilizando un anticuerpo anti-CD24 (M1/69 Becton Dickinson Pharmingen) de
rat6n conjugado al fluorocromo phyicoerytrine (PE). La expresion de CCRS en las células
HOS R5 se identificé utilizando un anticuerpo de ratén anti-CCR5 (2D7/CCRS Becton
Dickinson Pharmingen) y un anticuerpo secundario anti IgG de ratén conjugado al
fluorocromo FITC (SIGMA). Las células fueron incubadas 30 minutos a 4°C con el
anticuerpo especifico y luego lavadas 2 veces en PBS antes del analisis de citometria. Para la
separacion de particulas lentivirales de la gp120 soluble provenientes del shedding se
utilizaron columnas de concentracién Vivaspin 20 ml 1x10° MWCO PES (Sartorius). El

sobrenadante filtrado conteniendo las particulas lentivirales y la gpl20 soluble fue
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centrigugado a 3000 rpm durante S minutos en las columnas. Los viriones son recuperados en
el filtro (200 ul) y la gp120 soluble en el sobrenadante. Los primeros son utilizados para
infectar HOS RS y llevar a cabo andlisis de immunoblotts utilizando un anticuerpo anti gp41

(TM del Env de HIV-I) (240 NIH Aids Reagent Program) que solo se expresa en los viriones.
D6 - Targeting celular in vivo

Las células mononucleares provenientes del bazo fueron purificadas luego de
sacrificar los ratones 1, 4, 7, 12, 30 y 60 dias luego de la infeccidn (injeccion). Para esto, el o
los bazos se ponen en una placa de petri con 10 ml de medio RPMI. Se utiliza una jeringa y
una pipeta para disgregar los esplenocitos. Las células se centrifugan a 490 x g, 18°C, 5
minutos y el pellet es resuspendido en medio RPMI mas una solucién de lisis de eritrocitos
(32x10° M EDTA, 0.15 M NH,4C], 0.01 M KHCO3). Luego de centrifugar 490 x g, 18°C, 5
minutos, las células se incuban a 37°C, 5% CO2 durante 2 horas, para separar las cé€lulas
adherentes, en general macrofagos y células dendriticas. Las células en suspension se
centrifugan en una solucién de 8 ml de medio HBBS (Hank’s Balanced Salt Solution,
BioWhittaker Europe) mas 4 ml de Ficoll (Ficoll-Paque™ plus, Amersham) a 330 x g durante
20 minutos, 18°C y los linfocitos se recuperan de la interfase. Finalmente son lavados 2 veces
con PBS y 2 veces con medio RPMI antes de incubarlos con sus anticuerpos especificos. Para
identificar el fenotipo y el porcentaje de los diferentes linfocitos se utilizaron anticuerpos
monoclonales especificos anti-raton conjugados con el fluorocromo PE: anti-CD3 (T), anti-
CD19 (B) y anti-PAN NK (NK) (Pharmingen) en células provenientes de ratones infectados y
no infectados. Las células infectadas se detectaron gracias a la autofluorescencia de la EGFP.
Las células fueron incubadas 30 minutos a 4°C con el anticuerpo especifico y luego lavadas 2

veces en PBS antes del analisis de citometria.

7- Viremia

D7 - Targeting celular in vivo

La viremia sanguinea se determiné infectando, por duplicado y con diluciones seriadas
de suero proveniente de los ratones, las células Mus dunni. Luego se cuenta en el microscopio

fluorescente las unidades formadoras de colonias (ufc/ml) por autofluorescencia directa de la
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EGFP o en andlisis de inmunofluorescencia indirecta [173], utilizando un anticuerpo

monoclonal 83A25 dirigido contra la glicoproteina Env de MLV.

8- Infeccion retroviral de ratones

D8 - Targeting celular in vivo

Los ratones NIH swiss fueron obtenidos de CERJ (Francia). Los grupos
experimentales comprenden camadas individuales de entre 14 y 18 ratones. Los animales se
quedan con su madre hasta las tres semanas de edad. Tres camadas fueron utilizadas para la
infecciéon. Se infectan ratones de 3 o 4 dias de edad. Dos fueron injectadas
intraperitonealmente con 100 ul de AkvU3-EGFP (1x10° UCF/ml) y otra con Akv
MLV(1x10° UCF/ml). Finalmente se utilizé otra camada no infectada como control.

Un grupo de ratones de cada camada fue sacrificado los dias 1, 4, 7, 12, 30 y 60 luego
de la infeccion. Primero se los sangré para determinar la viremia y luego el bazo es extraido

para realizar analisis de citometria y preparar ADN para andlisis de PCR.

9- PCR

D9 - Targeting celular in vivo

El ADN es purificado de las células del bazo [177). La amplificacién por PCR se
realiza en 25 ul de Buffer PCR conteniendo 100 a 400 ng de ADN purificado del bazo, 25
pmol de cada primer, 0.2 mM dNTPs y 0.5 U de AmpliTaqGold DNA polymerase
(PerkinElmer). Luego de una activacion de 9 minutos a 94°C, la reaccion se lleva a cabo
durante 40 ciclos (1.2 minutos a 94°C, 1.2 minutos a 60°C, 3 minutos a 72°C). Los 40 ciclos
son seguidos de una incubacién de 7 minutos a 72°C. Los primers utilizados coinciden con las
secuencias localizadas fuera del cassette IRES-EGFP, en la region 3’ del gen env (posicion
7562 a 7590) y en la regiéon U3 (posiciéon 8185 a 8213). Estos dos primers amplifican un
fragmento de ADN de 651 pb del genoma wild type de Akv y un fragmento de 1983 pb del
AkvU3-EGFP.
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10 - Estrategia para clonar la glicoproteina Env de ASLV-A gp85
(pseudotyping)

D10 - Targeting celular in vivo

Estructura de ENV ecotropic de Akv MLV en la region de recombinacién:

4 Péptido leader

Stop Pol clivado gp70 Akv MLV

TGG GGC CCC CTA ATT GTC CTT CTG ATT CTC GGA GGG GTC AAC CCC GTT ACG TTG GGA AAC
ACC CCG GGG GAT TAA CAG GAA GAC |[TAA GAG CCT CCC CAG TTG GGG CAA TGC AAC CCT TTG

W G P L I \Y L L L //f// G \Y N P v T L G N

Zona hidrofébica

Estructura de ENV de ASLV-A en la regién de recombinacién:

Péptido leader

clivado gp85

(™

ATT CTC ATC ATT [GGT GTC TTG GTC CTG TGT GAG GTT ACG GGG GTA AGA GTC GAT GTT CAC
TAA GAG TAG TAA¢wCA CAG AAC CAG GAC ACA CTC CAA TGC CCC CAT TCT CAG CTA CAA GTG

I L I I G v L /j///},, c E \Y T G v R A D v H

Zona hidrofdébica
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Recombinacién en los dominios hidrofébicos de los péptidos leader

Vector AkvU3-EGFP:

SspI NotI

e pol | IRES

] env EGFP e

SspI/ stop

// pol >

// | env ecotropic / 7 | —etNoTI

| 78N

)
]
[]
[]
1
]
'
]
'
start Env zoha clivado gp70 stop Env

—————— o e o —

" ]
fragmento PCR 1

(AUG) hidrofBbica
1
1
1
:_ —
iprimer 1 primer ?
| (S8pT) !
)
[}
]

Vector Env gp85 de ALSV-A:

L

I // pol >
1/

/
! env ALSV-A /
start—Env rave| crvado gyG:* / top Env
3 Y . l ’ .
(splicing aceptor) hidrpidbica /]

[]
] :
! [}
—
/ ' . s H
| primer 3 primer 4 |
(NotI),
i
1
]
1

H fragmento PCR 2 '

65



B- Materiales y Métodos

mezcla de fragmentos 1 y 2 en PCR

Desnaturalizacién / hibridacidén

polimerizacién

Amplificacién PfuIl + Taq

L J
A i L
Primer 4

Clonado en plasmido intermediario

Digestidén SspI/NotI y clonado en AkvU3-EGFP
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C - RESULTADOS

Cantidad de glicoproteina Env y capacidad de infeccion

INTRODUCCION

Como ya se ha comentado, la glicoproteina Env cumple un rol primordial en la entrada
del retrovirus a la célula, no solo porque es la responsable del reconocimiento especifico del
receptor en la superficie celular, sino porque también es la mediadora de la fusion entre las
dos membranas celular y viral. Proceso que permite la entrada de la capside al citoplasma. Sin
embargo, el primer evento de la infeccidn es la etapa de adsorcién que se realiza

AN

independientemente de la presencia de Env en la superficie viral [178, 179].

No se han realizado estudios para determinar el nimero de moléculas Env expresadas
en una particula MLV wild type. Sin embargo, a fines de los 80, utilizando técnicas de
microscopia electrénica combinadas a analisis de imagen rotacional por computadora, dos
laboratorios independientes [180-182] sugieren que son 72 los trimeros de gp41/gp120 (knobs o
proyecciones) que se expresan en condiciones « normales » en la superficie de HIV-I, es decir

216 moléculas gp120 por virién.

Los aspectos cuantitativos de la infeccién celular por los retrovirus MLV o HIV-I han
sido poco estudiados. Anadlisis de la cinética del binding de las de moléculas Env de MLV
solubles o de viriones a las células [59, 183-186] sugieren que la unién de MLV es
esencialmente debida a interacciones multivalentes no cooperativas. Los viriones deberian
expresar muchas copias de Env, en su forma de oligémero, para unirse a las células, que
deberian expresar muchas copias del receptor [59]. En lo que respecta a HIV-1 muy pocos
trabajos han sido publicados, [187-189] los cuales utilizando modelos matematicos y midiendo
la cinética de infeccién usando moléculas CD4s (solubles) para inhibir el binding entre las

particulas lentivirales y las células demuestran que HIV-I precisa de multiples moléculas de
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gp120 para mediar una infeccién eficaz (mas del 50% de las moléculas presentes en su

superficie)

Antes de mi llegada al laboratorio en octubre 1997, el laboratorio de Marc Piechaczyk
habia demostrado que es posible construir moléculas Env quimeras constituidas por un
minianticuerpo (scFv) fusionado a la glicoproteina Env ecofropic de MLV, a fin de redirigir la
infeccién hacia células humanas [155]. Sin embargo la capacidad de infecciéon de estos
vectores es baja. Al llegar al laboratorio nos preguntamos cual o cuales podrian ser las
razones mecanisticas de esta pobre capacidad de infeccién. Una primera, o parcial respuesta
fue aportada por Georgios Karavanas (manuscrito en preparacion), estudiante del laboratorio,
y es que la actividad de fusién de las moléculas quimeras es reducida con respecto a las
moléculas wild type Env. Ademas, observamos que la incorporacién de las moléculas scFv-
Env en las particulas retrovirales es poco eficaz (Figura 1). Luego de esta observacion,
decidimos estudiar la hipétesis de que el hecho de disponer de particulas retrovirales con
pocas Env en la superficie podria influir directamente también con los resultados de baja
capacidad de infeccidén. Es por eso, y dado que los aspectos cuantitativos de la infeccion
celular por los retrovirus ha sido poco documentada, que quisimos determmar la influencia de
la densidad de Env wild rype en la superficie retroviral de los MLV y de los HIV-I y su
capacidad de infeccion. Con este objetivo, desarrollamos en un primer modelo, un sistema de
produccién de particulas virales expresando cantidades variables de Env MLV ecotropic y
amphotropic y cuantificamos luego su capacidad de infeccién. Inesperadamente, nuestros
resultados suguieren que una pocas moléculas Env son suficientes para infectar una célula
[190]. Ademas, muestran que existe un umbral donde una determinada cantidad de Env es
requerida para obtener una infeccién eficiente y que a pesar de incorporar mas moléculas de
Env no se mejoran los titulos virales. Todo esto contradice la idea admitida corrientemente de
que se necesitan de un gran numero de interacciones no cooperativas para obtener una

infeccién eficaz en los MLVs.

En la medida de que estos resultados replantean ciertas interpretaciones sobre las
etapas precoces de la infeccién por MLV, nos propusimos en un segundo modelo, a extender
estas experiencias utilizando la glicoproteina Env de HIV-I gp120 de tropismo M (utiliza el
coreceptor CCRS), incorporandola en diferentes cantidades en vectores lentivirales. Como se

explicara a lo largo de este capitulo, obtuvimos resultados similares a los de los vectores
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MLV (Bachrach et al.2001 en preparacién). Ademés en experiencias paralelas nuestros
resultados sugieren que un mayor nimero de moléculas de gp120 expresadas en los viriones y

en contacto con la superficie celular favoriza la activacién del promotor LTR de HIV-I.
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RESULTADOS

Capacidad de infeccion de viriones que expresan diferentes cantidades de Env MLV

amphotropic en transfecciones transitorias

Para determinar como la cantidad de Env influye en la capacidad de infeccién de los
MLYVs utilizamos primero transfecciones transitorias para producir poblaciones homogéneas
de viriones expresando diferentes cantidades de Env. La linea celular TelCeb 6 produce
particulas retrovirales no infecciosas (sin Env o bald) derivadas de MoMLYV, que expresan el
gen marker B-galactosidasa [119]). Estas células fueron transfectadas de manera a expresar
constitutivamente el transactivador transcripcional tTA (clon celular Tell179.9), que es
regulado negativamente por la doxiciclina (Dox) y luego, transfectadas de manera transitoria,
en presencia de diferentes concentraciones de Dox, con el plasmido PM377, que expresa el
gen env amphotropic bajo el control del operador tet (que responde al transactivador tTA)

(Figura2).

Los experimentos de immunoblotts utilizando un anticuerpo especifico anti-MLV Env
fueron realizados en duplicado para determinar la abundancia de Env en las células
transfectadas y en las particulas virales liberadas en el sobrenadante de cultivo. En los dos
casos, la cantidad de Env varia segin la concentracién de Dox (variacién no lineal) (Figura
3Aa, 3Ab). En paralelo se llevaron a cabo analisis de citometria de flujo de las células
transfectadas, para determinar la expresion célula a célula de Env asociado a la superficie
celular (Figura 3B). En las diferentes condiciones utilizadas (10 y 100 ngDox/ml), la gran
mayoria de las células (mds del 80%) se encuentran en picos homogéneos de fluorescencia,
mientras que el remanente, que corresponde probablemente a células no o pobremente
transfectadas, muestran baja o nada de fluorescencia. Estos resultados demuestran la
expresion homogénea de Env en la superficie de cada célula transfectada. Ademas, el ratio de
fluorescencia entre estos picos (2.3) es comparable al ratio de la abundancia de Env (2.5)
determinada por inmunoblotting, confirmando que la acumulaciéon de Env es Dox

dependiente.
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Para determinar el titulo viral de los viriones infecciosos liberados en el sobrenadante
de los cultivos celulares, estos ultimos fueron utilizados para infectar (por cuadriplicado)
fibroblastos murinos NIH3T3 (Figura 4A). En la figura 4B se comparan los titulos virales de
cada poblacion retroviral con la abundancia de Env, determinada utilizando los immunoblotts
dirigidos contra las particulas virales (ver Materiales y Métodos). Una primera observacién
interesante es que no existe una relacion lineal entre la cantidad de Env y la capacidad de
infeccion. A bajas concentraciones de Dox (0 — 1 ngDox/ml) (mucho Env), una variacién de
10 veces en la cantidad de Env no afecta significativamente el titulo viral, indicando la
existencia de un umbral, por el cual, una mejor incorporacién de Env, no mejora la capacidad
de infeccién. A altas concentraciones de Dox (100 — 1000 ngDox/ml) (poco Env) un
incremento de 2 veces de moléculas de Env resulta en un incremento en el titulo viral de 10
veces, sugiriendo la posibilidad de una cooperacion entre las moléculas de Env a bajas
densidades. A condiciones intermedias de Dox (1 — 100 ngDox/ml), las variaciones de Env
estdn asociadas a las variaciones en el titulo viral, favoreciendo la idea de que multiples

interacciones Env-receptor mejoran la infeccién.

Capacidad de infeccion de viriones que expresan diferentes cantidades de Env MLV

amphotropic y ecotropic en transfecciones estables

Luego quisimos investigar si con otro Env de MLV (ecotropic) observabamos los
mismos resultados. Para esto, la linea Tel179.9 fue transfectada de manera estable por los
vectores Env ecotropic y Env amphotropic bajo el control del operador tet, de donde
derivaron los clones celulares CPM64 y CPM79, respectivamente. Como en la experiencias
anteriores, CPM64 y CPM79 fueron cultivadas con diferentes concentraciones de Dox y luego
los sobrenadantes fueron utilizados para infectar por triplicado las células NIH3T3 y para
cuantificar la glicoproteina Env asociada a los viriones (Figura 5A-B y 6A-B,
respectivamente). Los analisis de citometria también muestran una expresién homogénea de

Env en la superficie celular segun las condiciones utilizadas (data non shown).
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Es interesante resaltar que la caida en la abundancia de Env observada entre 0 y 0.1
ngDox/ml fue mas dramatica que en las transfecciones transitorias. La razén no fue
investigada pero podria reflejar una respuesta diferencial a tTA entre los genes asociados o no
a la cromatina. Sin embargo, los resultados esenciales no cambian, ya que : i) a bajas
concentraciones de Dox (0 y 0.1 ngDox/ml)(mucho Env), una variacién de entre 50 y 80
veces en la cantidad de Env ecotropic y amphotropic, respectivamente, no cambia el titulo
viral. ; 1i) a concentraciones intermedias, una reduccion de Env resulta una reduccién de la
capacidad de infeccion y iii) a altas concentraciones (poco Env) un efecto de sinergia es
nuevamente observado. En el caso del Env ecotropic, un incremento de 2 (entre 10 y 1 ng
Dox/ml) o 3 (entrel y 0.1 ng Dox/ml) veces en la abundancia de Env resulta en un incremento
del titulo viral de 30 o 10 veces, respectivamente (Figura 5B). De la misma manera, con el
Env amphotropic, entre 100 y 10 ngDox/ml o entre 10 y 1 ng Dox/ml resulta en un
incremento de 10 o 40 veces del titulo viral, respectivamente (Figura 6B).
Desafortunadamente, la sensibilidad del sistema tetraciclina (data non shown) no permite
abolir por completo la infeccion, es decir, inhibir por completo la expresiéon de Env en las
células y su consiguiente incorporacion en las particulas virales, al menos en estas lineas
celulares. Sin embargo, los bajos niveles de infeccién a altas concentraciones de Dox son
claramente Env dependientes, debido a que particulas no infecciosas fueron detectadas en

experimentos paralelos utilizando Tel179.9 como fuente productora de viriones.
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Capacidad de infeccion de viriones que expresan diferentes cantidades de Env MLV

amphotropic y ecotropic en varios tipos celulares

Luego determinamos si este efecto era dependiente del tipo celular utilizado para
infectar. En una serie de experimentos, sobrenadantes de cultivos de CPM64, crecidas bajo
diferentes concentraciones de Dox fueron utilizados para infectar C2C12 (linea de miocitos de
ratén) (Figura 7A). En otra serie de experimentos, bajo las mismas condiciones pero
utilizando sobrenadantes de CPM79 se infectaron A431 (linea de keratinocitos humanos) y
H9 (linea de linfocitos T humanos) (Figura 7B). El mensaje final de estos experimentos es
similar a los experimentos llevados a cabo con NIH3T3. La sola diferencia notable es que las

células A431 y H9 son menos sensibles a la infeccion.

Cinética de la infeccion utilizando retrovirus que expresan diferentes cantidades de Env

MLYV amphotropic y ecotropic

Nos propusimos finalmente investigar como la abundancia de Env en la superficie
viral puede afectar la cinética de la infeccién celular por MLVs. Se llevaron a cabo
experiencias por duplicado, donde células NIH3T3 fueron expuestas durante diferentes
periodos de tiempo a sobrenadantes de cultivo provenientes de CPM64 y CPM79 cultivadas
en ausencia o con 0.1 ng Dox/ml. En paralelo, las variaciones de Env asociado a la particula
viral se determin6é por immunoblotts. En una fase inicial (0 a 20 minutos), un rdpido
incremento en el nimero de células infectadas se observd en los dos casos, indicando una
rapida unién de los virus a las células (ver [59, 179]) (Figura 8). En ausencia de Dox (méxima
cantidad de Env), el plateau de maxima infeccidn es alcanzado rdpidamente (entre 30 y 60
minutos), mientras que con 0.1 ng Dox/ml, donde 50 y 80 veces menos de Env ecotropic y
amphotropic esta asociado a las particulas virales, respectivamente, se alcanza el mismo
plateau de maxima infeccién (lo que es coherente con las Figura 5 y 6) pero mas lentamente
(alrededor de 120 minutos). Debido a que la adsorcidén a la célula es independiente de la
presencia de Env, es decir es eficaz con o sin Env [179], estos resultados sugieren que la
reduccion de Env asociado a la particula viral afecta principalmente una etapa post-adsorcion

en el proceso de infeccidn (ver Discusion).
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Capacidad de infeccién de vectores lentivirales derivados de HIV-I que expresan
diferentes cantidades de glicoproteina Env AD8 gp120 en su superficie

Luego de los resultados interesantes obtenidos con las particulas MLV nos propusimos
realizar el mismo tipo de experiencias pero utilizando vectores lentivirales derivados de HIV-I
y la glicoproteina Env gp120 AD8 que presenta un tropismo M, es decir que utiliza como
coreceptor la molécula CCRS5, ademas del receptor natural de HIV-I, CD4. Para estudiar
entonces como la cantidad de Env gp120 influye en la capacidad de infeccién de vectores
HIV-I, utilizamos un sistema sensiblemente diferente al utilizado con los MLVs. Para obtener
poblaciones homogéneas de viriones HIV-I expresando diferentes cantidades de Env gp120
ADS realizamos cotransfecciones transitorias, en presencia de diferentes concentraciones de
Dox, de la linea celular de fibroblastos humanos 293T TetON. Esta linea expresa de manera
estable y constitutiva el complejo de proteinas rtTA (reverse tetracycline-controlled
transactivator) que es regulado positivamente por la tetraciclina (o la Dox), es decir que en
presencia de la Dox activa el operador/promotor tet. En un primer momento las transfecciones
fueron realizadas con : un plasmido de empaquetaje de segunda generacion CMVARS.9
derivado de HIV-I, un plasmido « vector de expresiéon » CD286 que se trata de un vector
lentiviral derivado de HIV-I que transduce la EGFP bajo el control del promotor hCMV y el
plasmido « vector de expresion » PM636 que expresa la Env gpl120 ADS, bajo el control del
promotor/operador tet (que responde al transactivador rtTA) (Figura 9).

Los experimentos de immunoblotts utilizando un anticuerpo especifico anti-gp120 Env
fueron realizados en triplicado para determinar la abundancia de gp120 Env en las células
293T TetON transfectadas y en las particulas lentivirales liberadas en el sobrenadante de
cultivo. En los dos casos, la cantidad de Env varia segun la concentracion de Dox (variacién
no lineal) (Figura 10Aa, 10ADb). En paralelo se llevaron a cabo analisis de citometria de flujo
de las células transfectadas, para determinar la expresion célula a célula de gpl120 Env
asociado a la superficie celular (Figura 10B). En las diferentes condiciones utilizadas (10, 100
y 1000 ngDox/ml), la mayoria de las células transfectadas (mds del 40%) se encuentran en
picos homogéneos de fluorescencia, mientras que el remanente, que corresponde
probablemente a células no o pobremente transfectadas, muestran baja o nada de
fluorescencia. Estos resultados, como en las experiencias con MLV, demuestran la expresion

homogénea de gp120 Env en la superficie de cada célula transfectada. Ademas, el »atio entre
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los picos de fluorescencia (4.3 entre 1000 y 100 ng Dox/ml y 3 entre 100 y 10 ng Dox/ml) es
comparable al ratio de la cuantificacién de la abundancia de Env realizada a partir de
immunoblotts (4 entre 1000 y 100 ng Dox/ml y 3.4 entre 100 y 10 ng Dox/ml) (Figura 10B),

confirmando que la acumulacioén de gp120 Env es Dox dependiente.

Para determinar el titulo viral de los viriones infecciosos liberados en el sobrenadante
de los cultivos celulares, estos ultimos fueron utilizados para infectar (por cuadriplicado)
fibroblastos humanos HOS R5, que expresan de manera estable las moléculas CD4 y CCRS
en su superficie. En la Figura 11 se comparan los titulos virales de cada poblacién lentiviral
con la abundancia de gp120 Env, determinada utilizando los immunoblotts dirigidos contra de
las particulas virales (ver Materiales y Métodos). Una primera observacidn interesante es que
no existe una relacion lineal entre la cantidad de Env y la capacidad de infeccion. Similar a
los resultados obtenidos con los Envs ecotropic y amphotropic, a altas e intermedias
concentraciones de Dox (1000, 100 y 10 ng Dox/ml) (recordar que aqui se trata del sistema
TeTON y no TeTOFF como en los experimentos con MLV), una variacion de 6 veces en la
cantidad de gp120 Env no afecta significativamente el titulo viral, indicando de nuevo la
existencia de un umbral, por el cual, una mejor incorporacién de gp120 Env, no mejora la
capacidad de infeccién. Al menos con el serotipo AD8 estudiado y las células HOS RS. A
bajas concentraciones de Dox (entre 0 y 10 ng Dox/ml) un incremento de 2 veces de
moléculas de Env resulta en un incremento en el titulo viral de entre 10 y 100 veces, segun el
experimento, sugiriendo la posibilidad de una cooperacion entre las moléculas de gp120 Env
a bajas densidades. Utilizando concentraciones intermedias entre 0 y 10 ng Dox/ml no se han

podido obtener resultados que detallen o clarifiquen lo que sucede entre estos dos puntos.

Activacion diferencial del LTR de HIV-I entre particulas lentivirales derivadas de HIV-
I que expresan diferentes cantidades de glicoproteina Env AD8 gp120 en su superficie

En una segunda serie de experimentos quisimos determinar la influencia de la
abundancia de gp120 en la superficie retroviral con la activaciéon del LTR de H1V-I. Para este
proposito las linea 239T TeTON fue cotransfectada de manera transitoria con los siguientes
vectores : el plasmido « vector de expresion » PM636 que expresa la Env gp120 ADS, bajo el

control del promotor/operador tet y el vector lentiviral-plasmido de empaquetaje pNL4-
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3.HSA.R+E- que codifica todos los genes de HIV-I excepto env y ademas transduce el gen
marker HSA (CD24 de ratén) que se expresa en la superficie de las células transducidas bajo
el control de la LTR de HIV-I (Figura 12). Antes de la infeccién de las células HOS RS, los
vectores lentivirales fueron separados de la gp120 soluble proveniente del shedding utilizando
columnas de concentracién de 1x10° MWCO. Los viriones poseen un peso molecular de
1x10% y los antigenos virales de 1x10* a 1x10° [189]. A continuacién las células HOS R5
fueron infectadas overnight y en paralelo se llevaron a cabo andlisis de immunoblotts para
cuantificar la cantidad de gp120, esta vez utilizando un anticuerpo anti gp41 (TM del Env de
HIV-I) para confirmar la presencia en el concentrado lentiviral de gp120 unido inicamente a
los viriones. La Figura 13A muestra los analisis de citometria de flujo dirigidos contra la
proteina marker CD24. Como se puede apreciar el nivel de expresion (flourescencia) de
CD24 en la superficie de las células transducidas varia segun la cantidad de gp120
incorporada en los viriones (Figura 13B). En efecto, a mas gp120 en la superficie viral, mayor
expresion de CD24 (comparar ng Dox/ml (+/- Env) con fluorescencia (+/- CD24)), lo que
sugiere una mayor activacion del LTR de HIV-I. Estos resultados sugieren que un aumento en
la expresion de gpl20 en la superficie viral en el momento de la infeccién produce una
activacion del LTR de HIV-l en las células infectadas induciendo de esta manera la
transcripcion de los genes retrovirales. El mecanismo de este fendmeno seré estudiado en el
laboratorio en préximas experiencias. Estos resultados podrian explicar el porque del
"exceso" de incorporacion de gpEnv en la superficie viral, es decir, que estas glicoproteinas
no solo tendrian un rol primordial en la entrada a la célula, sino también en la activacién de su

LTR, al menos en los primeros estadios de la infeccion.

Activacion diferencial del LTR de HIV-I por la Env AD8 gp120 soluble

En una ultima serie de experimentos quisimos analizar si la activacion del LTR de
HIV-I en presencia de grandes cantidades de gp120 Env depende de que estas moléculas se
encuentren o no en la superficie viral. Para esto, las células HOS R5 fueron infectadas con
vectores lentivirales CD24 (separados de la gpl120 soluble) expresando pocas o muchas
moléculas de gp120 en su superficie (condicién 0 o 1000 ng Dox/ml respectivamente) (Figura
14). En paralelo se agregaron al cultivo lentiviral muchas o pocas moléculas de gp120 Env
proveniente del shedding (condicion 1000 o 0 ng Dox/ml, respecitvamente), luego del filtrado

por columna de 1x10° MWCO. Las experiencias se realizaron agregando la gp120 Env
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soluble 15 horas luego de la infeccion (Figura 14A) o junto con los vectores lentivirales
(Figura 14B). El analisis de los niveles de expresién de CD24 y del porcentaje de células
infectadas se determind mediante citometria de flujo (Figura 14A y B). Como en la
experiencia anterior, en todos los casos estudiados, el porcentaje de células infectadas y los
niveles de expresion de CD24 son significativamente diferentes bajo las dos condiciones, con
particulas expresando mucho o poco Env en su superficie. Entre 5-8% de células infectadas
con un mean de fluorescencia de 18-22 con particulas expresando poco Env (0 ngDox/ml).
30% de células infectadas con un mean de fluorescencia de 50-74 con particulas expresando
mucho Env (1000 ngDox/ml). Sin embargo, cuando grandes cantidades de gp120 soluble (+
gp120 soluble 1000 ng Dox/ml) es agregado en el medio 15 horas luego de la infeccion
(Figura 14A), se observa un incremento de entre 2 y 3 veces en la expresion de CD24. De 18
a 38 de mean de fluorescencia en la condicion 0 ng Dox/ml y de 74 a 206 en 1000 ng Dox/ml.
Este incremento esta directamente asociado a la cantidad de gpl120 Env ya que cuando se
agrega poco de esta molécula (+ gp120 soluble 0'ng Dox/ml) el incremento de la expresion de
CD24 no es significativo. Como la expresion de CD24 se encuentra bajo el control del LTR
de HIV-], estas experiencias suguieren que la activacion del LTR puede gatillarse también
mediante moléculas de gp120 solubles en contacto con la membrana celular.

Contrariamente, cuando la gpl120 Env soluble es agregada al mismo tiempo que los
viriones (Figura 14B) se observa una reduccion sinificativa en el porcentaje de células
infectadas en las dos condiciones estudiadas, ya que estas moléculas compiten por la unién al
receptor CD4 y coreceptor CCRS. En efecto, cuando se agregan grandes cantidades de gp120
Env soluble (+ gp120 soluble 1000 ng Dox/ml) se observa una reducciéon en el porcentaje de
células infectadas del 7.5% a 0.5% en condicién 0 ng Dox/ml y de 27% a 16% en condicién
1000 ng Dox/ml. Ademas, en este ultimo caso se observa una aumento de 1.5 veces en la
expresiéon de CD24 (de 50 a 73 mean de flourescencia), por lo cual, la gp120 soluble que
compite por la molécula CD4 podria también activar el LTR. Por otra parte, no se observa una
reduccion significativa en el porcentaje de células infectadas cuando se agregan pocas

moléculas de gp120 Env soluble (+ gp120 soluble 0 ng Dox/ml).
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DISCUSION y CONCLUSION

En el 4rea de la retrovirologia se asume comunmente que varias interacciones Env-
receptor no cooperativas son necesarias para una entrada eficaz del virus a la célula [188).
Inesperadamente, los trabajos llevados a cabo durante esta tesis muestran que en el caso de
retrovirus MLVs y HIV-I, pocas moléculas Env por particula viral permiten la infeccion de la
célula. Sin embargo, la reduccién de hasta 100 veces de moléculas Env expresadas en la
superficie viral de los MLVs y de 15 veces en HIV-I reduce dramaticamente, pero no
totalmente la infeccidn por los vectores derivados de estos dos retrovirus. La diferencia entre
los dos retrovirus (100 y 15) podria ser explicada segun varias posibilidades : Quizas los
MLYVs posean méas moléculas Env en su superficie que HIV-I y dada la diferente morfologia
entre los dos viriones esto seria posible. En efecto, aun no se conoce el numero de moléculas
Env que se expresan en los retrovirus wild type MLVs, mientras que estudios de microscopia
electronica combinados con analisis por computadora muestran que HIV-I posse entre 200 y
400 moléculas Env gp120 en su superficie [181). Por otra parte, si se asume que por analogia a
HIV-I, los MLVs incorporan un numero similar de moléculas Envs en sus membranas, podria
explicarse que los sistemas utilizados en cada experiencia (tetraciclina TeTOFF para los
MLVs y TeTON para HIV-I) no inducen con la misma intesidad (TeTOFF lo hace mucho
mas que TeTON-data non shown) la expresion del gen de interés (Env en este caso), al menos

en las lineas celulares utilizadas.

En acuerdo con los resultados de este trabajo, recientemente se ha demostrado que
solo un trimero de hemaglutinina es suficiente para gatillar la fusion del virus de la Influenza
con las células infectadas [191], como asi también fue propuesto que alrededor de 6 moléculas
CCRS son suficientes para formar el poro de entrada de HIV-I tropismo M [202] y que sélo 3
moléculas de CD4 son eficientes para activar los trimeros Env de HIV-I. Ademas,
Zavorotinskaya et al. [192] demuestran que la incorporacién en viriones MLV's de precursores
Env no procesados como moléculas predominantes (deficientes en el clivado proteolitico SU-
TM, por ende no pueden gatillar la fusion entre las membranas) junto con una minoria de Env

procesados, conservan parte de su poder infeccioso, indicando que una pocas TM maduras
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son suficientes para permitir la fusién entre el virus y la célula. Dado a que la interacciones
funcionales entre los heterodimeros SU-TM pueden ocurrir entre trimeros Env [74, 193], no se
puede descartar una cooperacion entre los Env no pocesados y los Env procesados. El trabajo
de McKeating et al. [189] utilizando analisis de cromatografia de exclusién para separar la
gpl20 de los viriones muestra, como nuestros resultados, que una gran pérdida de
infecciosidad puede deberse a una relativamente pequefia pérdida de moléculas gp120 Env

expresadas en la superficie viral.

Desafortunadamente, la sensibilidad del sistema utilizado no nos permiti6é lograr
condiciones de inhibicién total de la infeccion, por ende, de identificar de manera precisa el
numero minimo de moléculas Env necesarias para la infeccién. Ademas, cabe recordar que en
el caso de los vectores derivados de HIV-I se han utilizado para los analisis de infeccion,
fibroblastos tranfectados de manera estable con CD4 y CCRS, que no son las células
naturalmente infectadas por HIV-I. Seria interesante, entonces, llevar a cabo el mismo tipo de
experiencias con células primarias infectables naturalmente por HIV-I (linfocitos T,
macréfagos, etc.). Ademas de analizar que sucede con el la gp120 de tropismo T, que utiliza

comunmente el coreceptor CXCR4 y que aparece tardiamente en el curso de la infeccion.

Nuestros resultados demuestran que la eficiencia de infeccion es dependiente de la
densidad de Env hasta un cierto umbral, donde una mayor incorporacién de Env no mejora los
titulos virales independientemente del tipo celular utilizado. Ademas, sugieren la posibilidad
de una cooperacién entre las moléculas Envs cuando se encuentran incorporadas a bajas
densidades en las particulas virales. Sin embargo, para probar definitivamente la
cooperatividad se deberia poner a punto técnicas comparables a la citometria de flujo que
permitan determinar las pocas Envs incoporadas a nivel de cada particula viral, para excluir
formalmente que una fraccion de estas ultimas exprese significativamente altas cantidades de
Env pudiendo perturbar las conclusiones. Los mecanismos de cooperatividad pueden ser
explicados de varias maneras no excluyentes. Una primera posibilidad seria la existencia de
inteacciones funcionales entre los trimeros Env para recrutar varios receptores o para formar
mas eficientemente los poros de fusién luego de la unién del virus a uno o mas receptores.
Otro posible mecanismo seria que los mondémeros Env (un monémero es una asociaciéon TM-
SU) se disocien y asocien en la superficie viral : un incremento de Env favorizaria la

reasociacion de los monémeros, y en consecuencia una cooperacioén funcional entre trimeros.
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La idea de que los viriones puedan incorporar aparentes excesos de Env es interesante.
En nuestras experiencia con HIV-I nuestros resultados sugieren que un exceso de Env gp120
de tropismo M en la superficie viral permitiria una mejor induccién de la activacién del LTR
de HIV-I en las células infectadas, seguramente por una via de sefializacién celular
proximamente a ser estudiada en el laboratorio. En efecto, varios trabajos aportan suficientes
datos sobre la implicancia de gp120 en la activacidn de diferentes vias de sefializacion [203).
Intimamente asociado con nuestro trabajo, Popik W et al [204] demuestra la activacion de
ERK kinasas utilizando el mismo serotipo de Env que en este trabajo, la gp120 ADS. Esta
activacion podria ser de suma importancia en los primeros estadios de la infeccién natural de
HIV-I permitiendo la expresidn de sus proteina, por ende, una eficaz replicacion. Por otra
parte, el frecuentemente observado shedding que provoca una acumulacidon extracelular de
gp120 soluble, mientras que en in vivo se lo asocia a la activacién de la apoptosis, de la
secrecion de citokinas, de la modifcacién del funcionamiento de neuronas o macréfagos, etc.
[205-207] en nuestras experiencias pareceria competir por la uniéon a CD4 (y CCRS5) con las
particulas lentivirales a la célula. Este fendmeno ha sido observado en otros trabajos [187, 189].
Por ofra parte, en ciertas situaciones, quizas la incorporacién de grandes cantidades se realice
para compensar justamente los efectos del shedding de Env [194]. Sin excluir esta posibilidad,
nuestras experiencias con los MLVs son consistentes con la idea de que aumentando la
densidad de Env se acelera el proceso de infeccion. Los retrovirus se adsorben rapidamente a
las células independientemente de la presencia de moléculas Env y luego realizan un scanning
de la membrana celular en busca de sus receptores especificos [179]. Es posible que el atraso
en la unién de los viriones con reducida cantidad de Env en su superficie se deba simplemente
a la reduccion de la frecuencia de la union viral a su receptor durante la etapa de scanning.
Alternativamente, altas densidades de Env deberia resultar en un rdpida frecuencia de

encuentro con los receptores, en consecuencia, una entrada mas rapida a la célula.

Cabe destacar que todos estos experimentos fueron llevados a cabo in vitro con
vectores defectivos para la replicacién, no puede entonces descartarse que altas
concentraciones de Env sean necesarias para una eficiente replicacion in vivo. Los resultados
obtenidos con la gp120 de HIV-I y la activacion del LTR estan en acuerdo con esta hipétesis.
Por lo que respecta a la continuacion de estas experiencias el laboratorio ha comenzado a

estudiar el comportamiento de otros tipos de moléculas Env de diferentes retrovirus y/o de
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virus, como asi también en profundizar los aspectos cauntitativos de este andlisis (cudntas

moléculas Env de distintos retrovirus son realmente necesarias para infectar una célula).

Los vectores retrovirales derivados de MLVs y los lentivirales derivados de HIV-I son
muy utilizados en transferencia de genes en el laboratorio y en protocolos clinicos, a pesar de
esto, esta tecnologia presenta numerosas limitaciones. Mas especificamente, el desarrollo de
técnicas de rargeting celular basadas en la modificacion genética de Env ha encontrado serias
dificultades. Es posible redirigir la infeccién pero los rendimientos son muy bajos [143-145].
Estos bajos rendimientos son debido en parte a la pobre capacidad de fusién de los Env
modificados [195, 196). Ademas, es comun de pensar que la reducida incorporacién de los Env
modificados en los viriones es también una causa fundamental. Este trabajo muestra que no
deberia necesariamente ser el caso, especialmente cuando se realizan largas incubaciones
(horas) de los virus con las células, ya que la densidad de Env, al menos hasta un cierto
umbral, actua principalmente en la cinética de infeccion y tiene poco, o casi nada, de efecto en

el rendimiento final de la infeccion.
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Figura 2: Produccién de vectores amphotropic expresando diferentes cantidades
de Env mediante transfecciones transitorias de un vector regulable por la

doxiciclina
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Figura 3: Capacidad de infeccion de viriones que expresan diferentes cantidades
de Env MLV amphotropic en transfecciones transitorias

A: Cantidad de Env determinada en immunoblotts. (a) extractos celulares; (b) particulas virales: (¢)
particulas virales anti-gag p30 utilizado para normalizacion. Solo se presentan immublotts expuestos a cortos
periodos de tiempo. Exposicion a periodos mas largos de tiempo permiten visualizar Env a altas
concentraciones de Dox.

B: Analisis de citometria de flujo para determinar la expresion de Env en la superficie celular. Experiencias
llevadas a cabo con el anticuerpo monoclonal anti-Env 83A25.
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Figura 4 : Capacidad de infecciéon de viriones que expresan diferentes cantidades
de Env MLV amphotropic en transfecciones transitorias

A: Titulos virales determinados sobre las células NIH3T3. Estas tltimas son infectadas con diluciones
seriadas de particulas retrovirales MLV. La infeccion se lleva a cabo overnigth y luego el medio es
remplazado. 48 horas mas tarde se realiza una coloracion X-gal y se cuentan las unidades formadoras de
colonias (ufc/ml), utilizando un microscopio de contraste de fase.

B: Abundancia relativa de Env versus titulos virales. La abundancia de Env y el titulo viral en ausencia de

Dox fue considerado como 100%. La desviacion standard es representada por las barras de errores.
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Figura 5 : Capacidad de infeccion de viriones que expresan diferentes cantidades de
Env MLV ecotropic en transfecciones estables

A: Cantidad de Env determinada en immunoblotts. (a) particulas virales; (b) particulas virales anti-gag p30
utilizado para normalizacion. Solo se presentan immublotts expuestos a cortos periodos de tiempo.
Exposici6n a periodos mas largos de tiempo permiten visualizar Env a altas concentraciones de Dox.

B: Abundancia relativa de Env versus titulos virales. La abundancia de Env y el titulo viral en ausencia de
Dox fue considerado como 100%. La desviacion standard es representada por las barras de errores.
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Figura 6 : Capacidad de infeccion de viriones que expresan diferentes cantidades de
Env MLV amphotropic en transfecciones estables

A: Cantidad de Env determinada en immunoblotts. (a) particulas virales; (b) particulas virales anti-gag p30
utilizado para normalizacion. S6lo se presentan immublotts expuestos a cortos periodos de tiempo.
Exposicién a periodos mas largos de tiempo permiten visualizar Env a altas concentraciones de Dox.

B: Abundancia relativa de Env versus titulos virales. La abundancia de Env y el titulo viral en ausencia de
Dox fue considerado como 100%. La desviacion standard es representada por las barras de errores.
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Figura 7 : Capacidad de infeccion de viriones que expresan diferentes cantidades de
Env MLV amphotropic y ecotropic en varios tipos celulares

A: Titulos virales de particulas ecotropic determinados sobre células NIH3T3 y C2C12

B: Titulos virales de particulas amphotropic determinados sobre células NIH3T3, H9 y A431]

Las células son infectadas con diluciones seriadas de particulas retrovirales MLV. La infeccién se lleva a
cabo overnigth y luego el medio es remplazado. 48 horas mas tarde se realiza una coloracion X-gal y se
cuentan las unidades formadoras de colonias (ufc/ml), utilizando un microscopio de contraste de fase.
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Figura 8 : Cinética de la infeccién utilizando retrovirus que expresan diferentes
cantidades de Env MLV amphotropic y ecotropic

A: células CPM64 (ecotropic) fueron cultivadas en presencia de diferentes concentraciones de Dox. Los
titulos virales se determinaron infectando por duplicado células NIH3T3 durante diferentes periodos de
tiempo

B: células CPM79 (amphotropic) fueron cultivadas en presencia de diferentes concentraciones de Dox. Los
titulos virales se determinaron infectando por duplicado células NIH3T3 durante diferentes periodos de
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Figura 9: Produccion de vectores lentivirales «<EGFP » expresando diferentes cantidades
de Env gp120 mediante cotransfecciones transitorias
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Figura 10 :Capacidad de infeccion de vectores lentivirales derivados de HIV-I que
expresan diferentes cantidades de glicoproteina Env AD8 gp120 en su superficie

A: Cantidad de Env determinada en immunoblots. (a) extractos celulares; (b) particulas virales; (¢) particulas
virales anti-gag p24 utilizado para normalizacion. So6lo se presentan immublots expuestos a cortos periodos
de tiempo.

B: Analisis de citometria de flujo para determinar la expresion de Env en la superficie celular. Experiencias

llevadas a cabo con el anticuerpo monoclonal anti-Env 2G12. -



C- Cantidad de glicoproteina Env y capacidad de infeccion

6x104
5x104 S 9%Infecciéon
T B %Env

4x104

3x104

2x104

1x104

2.8x10? ﬁ

1000 100 10 0 ng Dox/ml

Figura 11 : Capacidad de infeccion de viriones lentivirales que expresan diferentes
cantidades de Env AD8 gp120 en cotransfecciones transitorias

Abundancia relativa de Env versus titulos virales. La abundancia de Env y el titulo viral en presencia de

1000 ng Dox/ml fue considerada como 100%. La desviacion standard es representada por las barras de
errores.
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Figura 12: Produccién de vectores lentivirales «LTR-CD24 » expresando
diferentes cantidades de Env gp120 mediante cotransfecciones transitorias
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Figura 13: Activacion diferencial del LTR de HIV-I entre particulas lentivirales derivadas de HIV-I
que expresan diferentes cantidades de glicoproteina Env AD8 gp120 en su superficie

A: citometria de flujo para detectar la transduccion de CD24 en HOS RS5. Estas tltimas son infectadas con
particulas lentivirales HIV-I desprovistas de gp120 soluble. La infeccion se lleva a cabo overnigth y luego
el medio es remplazado. 24 horas mas tarde las células HOS RS transducidas con los vectores lentivirales
HSA son identificadas utilizando un anticuerpo anti-CD24 de ratoén conjugado al fluorocromo
phyicoerytrine (PE).
B: immunoblots anti-gp41 para demostrar que las columnas 1x10¢ MWCO separan los viriones de la
gp120 soluble proveniente del shedding. El sobrenadante filtrado conteniendo las particulas lentivirales y
la gp120 soluble es centrigugado directamente en las columnas. Los viriones son recuperados en el filtro
(200 ul) y 1a gp120 soluble en el sobrenadante. La gp41 (TM del Env de HIV-I) solo se encuentra
asociada a los viriones.
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Figura 14: Activacion diferencial del LTR de HIV-I por la Env AD8 gp120 soluble

A: Analisis de citometria de flujo para detectar la transduccion de CD24 en HOS RS. 15 horas luego de la
infeccion se agregan diferentes cantidades de gp 120.

B: Analisis de citometria de flujo para detectar la transduccién de CD24 en HOS R5.

En el momento de la infeccion, junto con las particulas lentivirales, se agregan diferentes cantidades de
gp 120.
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D - RESULTADOS

Targeting celular in vivo

INTRODUCCION

Como ya se ha comentado en la introduccidn general, substituir el transplante de
células autdlogas luego de ser genéticamente modificadas ex vivo, como se realiza en muchos
protocolos de terapia génica, por una transferencia de genes directa en los pacientes es uno de
los desafios mayores de esta disciplina. Esta estrategia, sin embargo, presenta todavia varios
obstaculos importantes a resolver : uno de ellos es el desarrollo de técnicas eficaces de
targeting celular utilizando vectores retrovirales. Uno de mis objetivos de tesis fue de
desarrollar un sistema de targeting celular in vivo en el ratén, utilizando en una primera etapa
las condiciones mas favorables para demostrar la funcionabilidad del sistema. Se trata
entonces de una puesta a punto que en un futuro se tratara de mejorar para acercarse mas a la
posibilidad de una aplicacion concreta en clinica. En los resultados presentados a
continuacién se verd que hemos decidido trabajar en las siguientes condiciones
« favorables » : 1) utilizamos como célula farget, células T o B dado que son relativamente
abundantes y que se dividen activamente in vivo ; ii) utilizamos ademas, vectores competentes
para la replicacion (llamados maxivirus en el laboratorio ya que se trata del genoma wild type
de un retrovirus mas la insercién de un transgén), es decir, que si logramos la infeccién de una
o pocas células target, el vector podra replicarse, proliferar y salir para infectar otras células,
aumentando asi el titulo viral in vivo ; iii) los vectores expresan : 1- oncogenes potentes, lo
cual permite una puesta en evidencia extremadamente sensible del éxito de la infeccion
target, como asi también, en un contexto mas relacionado a la ciencia fundamental, de
estudiar la oncogénesis debida a diferentes oncogenes, combinacién de oncogenes u
oncogenes mutados, a diferentes momentos del desarrollo del animal ; 2- genes markers como

EGFP que permite un analisis rapido y cuantitativo por citometria de flujo.
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La idea de nuestro sistema experimental es la siguiente (Figura 1) : Se construyen
ratones transgénicos que expresen de manera tejido especifica (en las células T) el receptor
natural del Virus de la Leucemia y Sarcoma Aviario de tipo A (ALSV-A) (este virus no
infecta células murinas). Este receptor, conocido como tv-a, se expresa naturalmente en
ciertas células de aves como en el pollo, pero no en células murinas. Estos ratones seran
infectados por vectores retrovirales derivados de MLV, competentes para la replicacion, pero
« pseudotipados » con la glicoproteina Env de ALSV-A, EnvA, y expresando el oncogén v-
Ha-Ras o el gen marker EGFP. Solo las células que expresen tv-a en su superficie podran ser
infectadas por estos vectores. Como se detalla a continuacion en los resultados, durante mi
trabajo de tesis hemos logrado la construccién de estos vectores y validado su poder de
replicaciéon y transduccidn, tanto in vitro en diferentes tipos celulares como in vivo en el
sistema hematopoyético. Ademads, hemos demostrado el poder transformante in vitro y
oncogénico in vivo de los vectores v-Ha-Ras. Sin embargo, las verdaderas experiencias de
targeting celular in vivo no son presentadas en este manuscrito, ya que los ratones
transgénicos que expresan tv-a en las células T estdn siendo construidos en este momento por
el grupo austriaco de Mathias Muller, con quien colaboramos en estas experiencias. Pero
como se podra apreciar, todas las herramientas desarrolladas y la puesta a punto nos permiten
pensar seriamente que el targeting celular in vivo utilizando nuestra estrategia y nuestros

vectores retrovirales es posible.



D- Targeting celular in vivo

RESULTADOS

Diseiio y construccion de un vector EGFP competente para la replicacién

(maxivirus AkvU3-EGFP)

Para lograr nuestros objetivos nos propusimos primero desarrollar y analizar la
replicacién y la capacidad de transduccién de un vector murino competente para la replicacion
"simple". Es decir, que codifique para una proteina facilmente detectable y que conserve la
glicoproteina Env ecotropic natural. Dependiendo de los resultados de estos experimentos la
idea seria de adaptar, luego, nuestro vector "simple" a un vector performante para el targeting
celular, segin nuestro sistema experimental, ya explicado. Es decir, expresando un oncogén y
pseudotipado con la glicoproteina Env de ASLV-A. Para obtener este vector "simple",
aprovechamos que el grupo de Finn Skou Pedersen en Dinamarca, con quien colaboramos,
habia construido un vector competente para la replicacion, derivado del retrovirus ecotropic
Akv MLV, insertando un cassette traduccional IRES-EGFP en la region U3 del LTR, vector
AkvBi-EGFP [171]. El spacer entre la secuencia IRES y el codén de iniciacién del gen EGFP
de este vector, consistia en un polylinker con varios sitios unicos de restriccion. Para mejorar
la traduccién de la EGFP, este spacer fue cambiado, para nuestros estudios, por una secuencia
mas corta y muy parecida a la secuencia Leader endégena del virus EMCV wild type [172]
(Figura 2), generando de esta manera el vector AkvU3-EGFP. Este dltimo expresa la EGFP
hasta 10 veces mas que el vector AkvBi-EGFP. Para nuestros estudios in vivo con el vector
AkvU3-EGFP hemos utilizado como control el vector que codifica para Akv MLV wild type.
Cabe resaltar que estos vectores que han sufrido la insercién de un cassette en su regién U3
son inestables en el tiempo, y luego de varios pasajes celulares in vitro el cassette se
deleciona, perdiendo de esta manera la expresion del transgén. El grupo danés trabaja en el

presente para mejorar la estabilidad de este vector.
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Transduccion de EGFP in vivo utilizando AkvU3-EGFP

Nuestro primer desafio fue de determinar la capacidad de este vector para transducir la
EGFP in vivo, en ciertas células hematopoyéticas (linfocitos B, linfocitos T), debido a nuestro
interés ya comentado en la Introduccion de este capitulo. Para esto, ratones NIH swiss recién
nacidos de 3 o 4 dias de edad fueron infectados intraperitonealmente (IP) con 10* UFC de
AkvU3-EGFP vy las células del bazo fueron analizadas a diferentes momentos luego de la
infeccion (dias 1, 4, 7, 12, 30 y 60 postinfecciéon). En paralelo, células de bazos de ratones
infectados con Akv MLV fueron analizadas e utilizadas como control negativo de la
expresion de EGFP. 4 camadas fueron utilizadas por experimento, 2 fueron infectadas con
AkvU3-EGFP, 1 con Akv MLV y otra no infectada. Realizamos tres experimentos separados
obteniendo resultados similares. Por una cuestién de simplicidad se presentan aqui los

resultados de un solo experimento.

Luego de purificar las células mononucleares del bazo, la expresion de la EGFP fue
detectada por andlisis de citometria de flujo de células no adherentes (linfocitos) (Figura 3,
columna izquierda). Mientras que no se detectan células EGFP positivas un dia después de la
infeccion, mas del 50% de las células son EGFP positivas 4 dias postinfeccion y alrededor de
50% 7 dias postinfeccion. Luego del dia 7 el porcentaje de células EGFP positivas cae

abruptamente hasta niveles no detectables.

Para determinar que tipo celular fue infectado, utilizamos anticuerpos conjugados al
fluorocromo PE dirigidos contra diferentes marcadores de superficie especificos de las
distintas lineas de linfocitos: anti-CD3 (Linfocitos T), anti-CD19 (Linfocitos B) y anti-PanNK
(NK) (Figura 3, columna del medio). Como en ningin caso la suma de los porcentajes de las
células B, T y NK EGFP positivas da 100%, podemos concluir que otro tipos celulares no
reconocidos por los anticuerpos utilizados, fueron también infectados por AkvU3-EGFP. El
fenotipo de estas células no fue analizado. Curiosamente, durante los dias 4 y 7 postinfeccion
donde las células no adherentes del bazo infectadas son abundantes, no se observan células
adherentes EGFP positivas (Figura 3 , columna derecha).

Un claro ejemplo de la variacion entre los distintos animales de la transduccién de la

EGFP se observa en el ratén de la camada 1, analizado el dia 30 postinfecciéon. Al dia 12
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postinfeccion, la expresiéon de la EGFP habia decresido a alrededor de 1% de las células no
adherentes del bazo en las dos camadas estudiadas. Sin embargo, al dia 30, el ratén de la
camada 1 presenta 12% de sus células no adherentes del bazo como EGFP positivas, y

ademads es el inico animal que presenta células adherentes del bazo EGFP postivas (18%).

Infeccion de células T, B y NK del bazo utilizando AkvU3-EGFP

Los andlisis de citometria nos permitid, a continuacién, la cuantificacion del total de
las populaciones B, T y NK, como asi también de cada subpopulaciéon EGFP positiva. Los
histogramas en la Figura 4 muestran los porcentajes del total de las populaciones B, T y NK
(primera barra), de la populacién B, (segunda barra) de la populacién T, (tercera barra) y de la
populaciéon NK (cuarta barra) en animales no infectados, infectados con Akv MLV o
infectados con AkvU3-EGFP. Los analisis 1 dia después de la infeccidon no revelan ninguna
diferencia entre la populaciones B, T y NK de los ratones infectados o no infectados. Sin
embargo, las populaciones de B+T+NK de los ratones infectados con Akv MLV y AkvU3-
EGFP decrese el dia 4 (40-45%) y el dia 7 (30-35%) comparado con las populaciones de los
animales no infectados (60%), siendo las populaciones T y NK las mas afectadas. Mas
adelante las diferencias entre los animales infectados y no infectados desaparece, quizas con
un atraso en la populacién NK. Estos resultados no nos permiten concluir si estos nimeros
reflejan una baja en las células linfoides o un aumento en otro tipo de células atraidas por la

infeccion (macrofagos, células dendriticas, etc.).

En concordancia con la Figura 3, las células EGFP positivas abundan los dias 4 y 7

postinfeccion (barras grises).
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Viremia en ratones infectados con el maxivirus AkvU3-EGFP

La viremia (cantidad de virus que se encuentran en la circulacién sanguinea) fue
determinada por inmunofluorescencia directa de la EGFP o por analisis de
inmunofluorescencia indirecta (FIA) (ver Materiales y Métodos). En ambos casos es

expresada en UFC/ml en la Tabla 1.

No fue detectada la presencia de virus en sangre 1 dia después de la infeccion, ni en
los animales infectados con Akv MLV, ni con AkvU3-EGFP. Particulas virales que
incorporaron la secuencia EGFP fueron detectadas en sangre 4 dias postinfeccion y hasta 60
veces mas de este tipo de particulas fueron detectadas 7 dias postinfeccion, para luego caer
hasta niveles no detectables el dia 60 postinfeccién. Sin embargo, utilizando el analisis de FIA
la presencia de virus es detectada hasta el altimo dia del experimento en todos los animales
infectados. Para los animales infectados con Akv MLV, se utilizd el analisis de FIA, y se
detectaron a partir del dia 4, en todos los anlmales, y hasta el dia 60 postinfeccidn, niveles
constantes de particulas virales. Estos animales presentan entre 2 y 5 veces mas de viremia

que los animales infectados con AkvU3-EGFP.

Anailisis de PCR en células del bazo infectadas con AkvU3-EGFP

Para detectar la presencia de ADN proviral integrado en las células del bazo se
llevaron a cabo analisis de PCR. Para esto se utilizaron un par de primers que permiten la
amplificacion de una banda de 651 pb de la forma wild type de los provirus de Akv MLV y
una banda de 1983 pb de los AkvU3-EGFP (Figura 5). Los ratones no infectados (C: control)
presentan una banda correspondiente a una secuencia retroviral endégena que difiere del Akv
MLV en una mutacion puntual en la regiéon U3 (data non shown). En las muestras de ADN
provenientes de animales infectados con AkvU3-EGFP tres bandas fueron identificadas y
clonadas. La banda que migra mas rapidamente, encontrada en el primer dia luego de la
infeccion corresponde a la secuencia enddgena. Una banda que migra un poco menos
corresponde a la secuencia Akv MLV y la banda que migra mas lentamente a la secuencia

Akv MLV conteniendo el cassette IRES-EGFP. En los dias 4 y 7 postinfeccién la banda que
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contiene el cassette IRES-EGFP es la predominante, mientras que la banda Akv MLV lo es el
dia 12 postinfeccién. Los dias 30 y 60 solo se detecta esta ultima..Utilizando primers
especificos de EGFP y de env hemos amplificado bandas correspondientes a los tamafios
esperados del cassette IRES-EGFP. Sin embargo las bandas de los dias 30 y 60 no son tan
intensas como en los primeros dias luego de la infeccion, indicando que el nivel del vector
AkvU3-EGFP ha bajado o dicho de otra manera que el cassette se ha perdido o "deleteado”,
como en los experimentos realizados in vitro por el grupo de Pedersen. Luego de estos
andlisis podemos concluir que la "pérdida" del cassette IRES-EGFP dependiente del tiempo,
corresponde con los resultados obtenidos en los analisis de viremia y de citometria de flujo

(Tabla 1 y Figura 3).

Construccion y validacion del vector AkvU3-v-Ha-Ras

A pesar de que se produce una delecion del cassette IRES-EGFP (tanto in vitro como
in vivo) dependiente del tiempo y de la replicacion del virus, hemos demostrado la eficiencia
del vector AkvU3-EGFP para transducir en una ventana de tiempo, ciertas células
hematopoyéticas in vivo. Por esta importante razén consideramos que si logramos infectar una
o pocas células que expresen el receptor tv-a, en los primeros momentos de la infeccion
(entre los dias 4 y 7) con nuestro vector "pseudotipado” con la glicoproteina Env de ALSV-A,
es suficiente para demostrar que el targeting celular in vivo utilizando vectores retrovirales es
posible. Pero sin olvidar nuestro interés en la oncogénesis, decidimos a continuacion de
utilizar el vector AkvU3-EGFP como base para construir nuestro vector oncogénico, AkvU3-

v-Ha-Ras (Figura 6).

La construcciéon de AkvU3-v-Ha-Ras consistié simplemente en remplazar el cassette
IRES-EGFP del vector AkvU3-EGFP por un cassette IRES-v-Ha-Ras utilizando el sitio de
restriccion Cel II. Cabe recordar que se trata todavia de un vector ecotropic, es decir que
puede infectar diferentes tipos celulares murinos. Para demostrar el poder transformante in
vitro de este vector, se lo utilizé para infectar fibroblastos embrionarios NIH3T3 de ratén. Se
determiné luego por immunoblotts la expresion de v-Ha-Ras en estas células (Figura 7A) y se
observo mediante la tecnica de carencia de suero la aparicion de foci en las placas infectadas.

En paralelo se infectaron intraperitonealmente 2 camadas de ratones recién nacidos (de 3 o0 4
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dias de edad) NIH Swiss con 10* UFC de AkvU3-v-Ha-Ras. En los primeros dos meses luego
de la injeccién, el 60% de los ratones desarrolla un tumor, la mayoria de estos en el bazo
(Figura 7B). Cabe resaltar que Akv MLV es conocido como un retrovirus que induce tumores
B en ratones luego de 12 a 24 meses postinfeccion. Los ratones que han sufrido el desarrollo
de un tumor han sido sacrificados y las muestras de tumores, de suero y de diferentes tejidos
han sido guardadas y seran proximamente analizadas. Tanto para las experiencias in vitro
como in vivo el vector Akv MLV ha sido utilizado como control. Luego de estas experiencias
donde se demuestra el poder oncogénico de nuestra construccién, y mientras otra parte del
laboratorio interesada a la oncogénesis se dedica a estudiar y analizar mas en detalle los
aspectos anatopatologicos y moleculares de los tumores AkvU3-v-Ha-Ras, decidimos realizar
el « pseudotyping » de AkvU3-v-Ha-Ras y de AkvU3-EGFP con la glicoproteina Env gp85
de ALSV-A.

Pseudotyping de AkvU3-EGFP y de AkvU3-v-Ha-Ras con la glicoproteina
Env de ASLV-A

La ultima etapa para construir el vector destinado a las verdaderas experiencias de
targeting fue la de remplazar la glicoproteina Env ecotropic gp70 en el genoma wild type de
Akv MLV por la glicoproteina Env gp85 de ASLV-A que reconoce el receptor tv-a en la
superficie de células de diferentes aves (Figura 8). Este clonaje fue realizado por el
laboratorio de Claude Bagnis, en el Instituto Paoli Calmette en Marseille, con quien
colaboramos. Cabe destacar que se trata de una verdadera « cirugia molecular », ya que el
final del ORF del gen pol (integrasa) de Akv MLV comparte secuencias con el inicio del gen
env. La esrtrategia, disefiada en el laboratorio, se trata de la recombinacion entre los dos genes
env en la region hidrofébica (transmembranaria) de los péptidos « leader » de Env ecotropic
y Env ASLV-A. Es decir, que el péptido « leader » del vector definitivo tendra un dominio
quimera, el cual la regién hidrofébica estara compuesta de la mitad de aminoacidos del Env
ecotropic y la otra mitad del Env ASLV-A. La estrategia se encuentra esquematizada en
Materiales y Métodos.

Para demostrar la capacidad de infeccidn in vitro de estos vectores « pseudotipados »
con Env ASLV-A se infectaron , en un primer momento, las lineas NIH3T3 murinos o TE671

humanas expresando de manera estable el receptor tv-a (Figura 9B). Estas poblaciones
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