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1. DESARROLLO DE ESTRATEGIAS DE TERAPIA GENICA
PARA ENFERMEDAD DE CROHN

1.1. El gen: clonacidn del gen IL23R soluble humano en el

genoma viral

La secuencia del gen del receptor soluble de la IL23 humana fue publicada en el
articulo cientifico: Identification and expression analysis of alternatively spliced
isoforms of human interleukin-23 receptor gene in normal lymphoid cells and selected
tumor cells (Zhang et al., 2006). Los autores demostraron que al menos seis isoformas
de IL23R (denominadas IL23R1-6) se originaban de forma natural debido a splicing
alternativo, por delecion de diferentes combinaciones de exones (Figura 12). Algunas
de estas isoformas eran solubles y secretadas al exterior celular. Conociendo que en
algunos casos, como la IL6 i la IL2 (Jones, 2005; Witkowska, 2005), los receptores
solubles pueden actuar de forma agdnica o antagdnica durante la homeostasis celular
en un perfil tanto de normalidad como de enfermedad, los autores hipotetizaban que
las isoformas solubles de IL23R podrian tener una funcidn protectora para las células
cancerigenas. Dicho de otra manera, la produccién preferente de las isoformas
solubles observada en algunos tipos celulares tumorales, tales como carcinomas
pulmonares, podria proporcionar a las células tumorales una ventaja de supervivencia,

evitando la vigilancia y el ataque inmunolégico.

Asi pues, existian isoformas solubles naturales del IL23R que eran potencialmente
capaces de llevar a cabo una funcién bioldgica en la modulaciéon de la respuesta
inmune. Debido a ello, y a la implicacidon clave de la IL23 e IL23R en la via Th17, nos
propusimos clonar el cDNA de una de estas isoformas en un vector de terapia génica
con el objetivo de conseguir la expresiéon de IL23R soluble y analizar su potencial

terapéutico en un modelo animal de enfermedad autoinmune.

Asi pues, mandamos la secuencia de la isoforma 4 del IL23R humano (IL23R4) (nUmero
de acceso Gen-Bank: AY937255) a Eurofins MWG Operon para la produccion del gen

sintético. Ademas, con el fin de utilizarlo como control en nuestros estudios, la



secuencia completa del IL23R, es decir, el receptor transmembrana, nos fue facilitada

por los investigadores que habian publicado este articulo.
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FIGURA 12. Estructura gendmica y isoformas de splicing de IL-23R. El gen de IL-23R se
localiza en el cromosoma humano 1, y se compone de 12 exones. Seis isoformas de
splicing de IL-23R (IL-23R1-6) se pueden generar a través de splicing alternativo. Las
isoformas IL-23R1, 2, 3 y 4 no tienen exdn 7. Ademas, IL-23R2 tampoco contiene el
exon 5 (161 pb); a IL-23R3 carece del exdn 10 (total de 193 pb); y IL-23R4 no presenta
el exén 10 y la primera regién de 67 pb del exdn 12. Por su parte, IL-23R6 y IL23R5 no
contienen los exones 1-6, ademas de carecer de los exones 9 y 10, respectivamente.

A: secuencia de exdn eliminado por splicing. La traduccion coddn de iniciacion (ATG) y
el coddn de stop (flecha) se indican en el exdn 2 y el exén 12, respectivamente. La caja
lila indica el dominio transmembrana (TM).

(Adaptado de (Zhang et al., 2006).

1.2. El vector: generacion y produccion de los vectores virales

En la eleccion del vector apropiado para una estrategia de terapia génica varios
factores se tienen en cuenta, siendo uno de los mds importantes el tropismo del
vector. Histdoricamente, nuestro grupo ha estado interesado en el estudio de una
terapia génica eficaz para la Enfermedad de Crohn. Debido a ello, en un primer
momento, nos planteamos probar el potencial terapéutico del gen IL23Rs en un
modelo murino de Enfermedad de Crohn. Asimismo, los estudios de biotropismo
llevados a cabo por nuestro grupo con anterioridad revelaron que el vector viral
Ad5/40s es un buen candidato para una estrategia de terapia génica intestinal

(Rodriguez et al., 2013).



1.2.1. Adenovirus quimera Ad5/40S

Como ya ha sido comentado en la introduccidn, el Ad40 es un virus con un fuerte
tropismo intestinal. Sin embargo, su produccién in vitro es extremadamente ineficiente
y por este motivo se decidié trabajar con el virus quimérico Ad5/40s. Este vector estd
constituido casi en su totalidad por Ad5, excepto por la proteina fiber corta (FA0S) del
Ad40. Puesto que la proteina fiber es la que mayoritariamente determina el tropismo
del vector, el Ad5/40s conserva el tropismo intestinal del Ad40. Ademas, el resto del
genoma es del Ad5, lo que permite solventar problemas de bioseguridad pues, en
contraste al Ad40, las proteinas del Ad5 estdn ampliamente estudiadas y

caracterizadas.

No obstante, aunque la produccién del Ad5/40S era factible, también era larga y
costosa y la eficiencia obtenida no era todavia suficiente para permitir producciones
virales de titulacion elevada necesarias para el uso in vivo. Debido a ello, parte de la
tesis se dedicd al diseno y optimizacion de un protocolo que permitiera obtener
grandes cantidades de vector Ad5/40S en un periodo de tiempo mucho menor y con
menos costes. Por otra parte, también se disefié un protocolo de facil escalabilidad,

gue permitiera su produccion en biorreactores si fuera necesario.

El protocolo desarrollado fue publicado en la revista PLOS ONE y patentado (el articulo
y la patente se adjuntan a continuacion). También ha dado lugar a la elaboracion de un

capitulo de libro, que se adjunta en el apartado VIIl. Anexo.






1.2.1.1. Articulo: Efficient Amplification of Chimeric Adenovirus 5/40S Vectors Carrying

the Short Fiber Protein of Ad40 in Suspension Cell Cultures

Efficient Amplification of Chimeric Adenovirus 5/40S Vectors Carrying
the Short Fiber Protein of Ad40 in Suspension Cell Cultures

Marta Miralles, Maria Mercedes Segura, Meritxell Puig, Assumpcio Bosch, Miguel Chillon

Publicado en PLOS ONE, julio 2012

Resumen:

El Adenovirus humano 40 (Ad40) es una prometedora herramienta de terapia génica para
enfermedades intestinales. Dado que la produccion del Ad40 in vitro es extremadamente
ineficiente, se han desarrollado vectores adenovirales quiméricos 5/40S, portadores del la
proteina fiber corta del Ad40 en la capside del Ad5. No obstante, la productividad del Ad5/40S
es baja. Nosotros hipotetizamos que esta baja productividad es debido a la ineficiente entrada
del virus dentro de las células productoras durante la amplificacion. Con este fin, hemos
desarrollado una estrategia de produccion basado en el uso de células 211B (que expresan
fiber del Ad5) durante los pasos de amplificacion, ademas de mejorar la infectividad de
Ad5/40S aun mas afiadiendo polybrene durante las infecciones. Asimismo, se determiné el
tiempo 6ptimo de recogida del virus por medio de la evaluacidon del ciclo viral del Ad5/40S. La
estrategia de produccién desarrollada redujo significantemente el numero de ciclos de
amplificacion y la duracién total del proceso. Finalmente, para facilitar mas aun la produccién
del Ad5/40S, las células 211B fueron adaptadas a crecer en suspension, permitiendo asi el facil
escalado del proceso de produccion en biorreactores.






"PLOS @he

OPEN a ACCESS Freely available online

Efficient Amplification of Chimeric Adenovirus 5/40S
Vectors Carrying the Short Fiber Protein of Ad40 in
Suspension Cell Cultures

Marta Miralles®, Maria Mercedes Segura’, Meritxell Puig®, Assumpcié Bosch', Miguel Chillon**

1 Center of Animal Biotechnology and Gene Therapy (CBATEG), and Department of Biochemistry and Molecular Biology, Universitat Autonoma de Barcelona, Barcelona,

Spain, 2 Institut Catala de Recerca i Estudis Avancats (ICREA), Barcelona, Spain

Abstract

The human adenovirus 40 (Ad40) is a promising tool for gene therapy of intestinal diseases. Since the production of Ad40
in vitro is extremely inefficient, chimeric Adenovirus 5/40S vectors carrying the Ad40 short fiber on the Ad5 capsid have
been developed. However, Ad5/40S productivity is low. We hypothesized that low productivity was a result of inefficient
viral entry into producer cells during amplification. To this end, we have developed a production strategy based on using
211B cells (expressing Ad5 fiber) during amplification steps, while Ad5/40S infectivity is further improved by adding
polybrene during infections. In addition, the optimal harvesting time was determined by evaluating the Ad5/40S viral cycle.
The developed production strategy significantly reduces the number of amplification cycles and duration of the process.
Finally, to further facilitate Ad5/40S production, 211B cells were adapted to suspension thus allowing to easily upscale the
production process in bioreactors.
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Introduction

Human Adenovirus 40 serotype (Ad40) is an enteric adenovirus
of the subgroup F. This adenoviral serotype is an important
etiologic agent of gastroenteritis in children [1-3]. Due to its
enteric tropism, vectors derived from Ad40 constitute interesting
candidates for gene therapy of intestinal diseases such as Crohn’s
Disease. Initial attempts to grow Ad40 in HelLa or other cell lines
commonly used to isolate and propagate intestinal viruses from
patients stool samples were unsuccessful. This led to the idea that
Ad40 viruses were unable to grow n witro. However, subsequent
experiments revealed that Ad40 could grow in some cells, for
instance HEK293 cells, enabling its propagation in the laboratory
[4-6]. Although the Ad40 is able to infect HEK293 cells, its
production i wvitro is very inefficient, resulting in low titers in
comparison to other adenoviral serotypes [7,8].

On the other hand, vectors derived from adenovirus type 5
(Ad5) are widely used in human clinical trials (Journal of Genetic
Medicine Website, www.wiley.co.uk/genmed/clinical). Ad5 first
interaction with the host cell is through the binding of the fiber
protein and the coxsackievirus and adenovirus receptor (CAR).
Since CAR 1is widely distributed on the cell surface of many cell
types, AdS vectors display a broad tropism [9-12]. In order to
restrict vector tropism, chimeric Ad5 vectors containing the fiber
protein of other adenoviral serotypes have been developed [13,14].
In fact, the possibility of infecting host cells by CAR-independent
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entry pathways is an interesting tool to limit the characteristic
broad tropism of Ad5 viruses [15]. For instance, it has been
described that Ad40 contains two different fibers: a long one
(F40L) and a short one (F40S) [10,16,17]. Only the long fiber
binds CAR while the short fiber is believed to be responsible for
the enteric tropism [18]. In this regard, the generation of chimeric
Ad5/40S mutants (Add capsid with the I'40S protein) has shown
to ablate CAR binding while conferring a novel tropism to Ad5
viral vectors, and thus, intravenous administration of Ad5/40S
vectors resulted mainly in liver and spleen transduction, as shown
by the presence of viral DNA and transgene expression in these
organs, while the virus was hardly detected in the intestine [15].
However, and contrary to the reduced affinity of Ad5/41S vectors
for human intestinal epithelium [19], when given directly into the
gastrointestinal tract by rectal administration in vivo, chimeric
Ad5/40S vectors mantain the enteric tropism [20].

Interestingly, Lu and collaborators [21] have recently reported
efficient amplification of Ad41 vectors (another enteric adenovirus
of the subgroup F) by using a new producer cell line expressing
E1B535K from Ad4l. However, although genomes from both,
Ad40 and Ad41 viruses have been sequenced, the oncogenic
potential of their proteins is unknown. Since there is leaky
expression from viral genes from recombinant adenovirus vectors
[22], the use of Ad40 and Ad41 as gene therapy vectors in humans
should be restricted for biosafety reasons.
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To address both, the difficulty of Ad40 vector production and
the biosafety concerns, the use of chimeric Ad5/40S vectors,
combining the capsid structure of fully characterized Ad5 vectors
and enteric tropism mediated by the F40S fiber proteins, is
attractive. Various production protocols to amplify chimeric Ad5
vectors including the short fiber proteins F40s and F41S have been
reported [7,8] [23-25] Unfortunately, although the production of
the chimeric adenoviral vector Ad5/40S in vitro is more efficient
than that of wild type Ad40, the purity and the productivity per
cell is still not sufficient to achieve the desirable viral titres. In this
work, we describe the development of a new production protocol
that allows fast and scalable production of Ad5/40. The pro-
duction strategy has been optimized by 1) studying the Ad5/40S
viral cycle to determine the optimal harvesting time, ii) using the
211B cell line for vector amplification, iii) adapting the producer
cell line to grow in suspension culture and low serum media, iv)
improving infection conditions using polybrene, v) reducing the
production time.

Results

Adaptation and Characterization of 211B Cells to
Suspension Culture

In order to address the inefficient infection of Ad5/40S vectors
in HEK-293 cells, we selected 211B as producer cells. This cell line
derives from HEK-293 cells and constitutively expresses the fiber
protein from Ad5 (F5) [26,27]. Ad5/40S production in 211B cells
will generate mosaic virions containing both F5 and F40S fiber
proteins. Fiber mosaicism should improve the infectivity of the
Ad5/40S virions during the amplification cycles by allowing
a more efficient entry mediated by CAR-F5 interaction on 211B
producer cells.

Adherent 211B cells were routinely cultured in DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) media supplemented with
10% fetal bovine serum (FBS). To allow scalability of the process
[28], we adapted the 211B cell line to grow in suspension and low
protein medium. To this end, culture medium DMEM containing
10% FBS was sequentially substituted by a serum-free growth
medium (SFMII) in the presence of a low dose of FBS (1% FBS or
0.5% FBS) or no FBS at all. Addition of 0.5% FBS allowed better
cell growth and viability in comparison with cultures grown in the
absence of FBS, while addition of 1% of FBS led to the formation
of large cell aggregates (data not shown). The cells newly adapted
to low-protein suspension conditions were named 211BS. 211BS
cells were transferred into shake flasks at a density of 7x10” cells/
ml and kept in suspension at 110 rpm. After 18 serial passages,
adapted cells grew individually or in small aggregates of 4-5 cells,
and up to a density of 2.5x10° cells/ml.

To determine the kinetics of growth of 211BS cells, cells were
seeded in triplicate at 3.5%x10° cells/ml. Viability and cell density
were evaluated daily. As observed in the growth curve (Figure 1A),
the viability of 211BS cells was over 80% during exponential cell
growth. Cells grow to high densities (~2.5x10° cells/ml) in batch
mode. The W (growth constant) was 0.0148 (Figure 1B) implying
a duplication time of 46.83 hours.

Once 211BS cells were adapted to grow in suspension and low
serum concentrations (0.5%), we proceeded to demonstrate that
the mosaic-chimericAd5/40S vectors produced with these cells
(displaying both F40S and F5 fibers on the capsid) could infect cell
lines expressing the CAR receptor better, and thus produce better
yield when propagated on such cells. For this purpose, 293F cells
(CAR-expressing cells) were infected with different concentrations
(30, 100 and 300pp/cell) of Ad5/40S vectors (Figure 2). Results
have shown that mosaic/chimeric Ad5/40S generated in 211BS
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Amplification of Chimeric Ad5/40S in Suspension

cells infected 4 to 5 times more the 293F cells (p-value <0.001)
than chimeric Ad5/40S, regardless the condition used, indicating
that the presence of Ad5 fibers helps mosaic vectors to infect 293F
cells.

Polybrene Improves Chimeric Adenovirus 5/40S Infection
in 211BS Cells

Cationic polymers such as polybrene are well known enhancers
of retrovirus and lentivirus vectors gene transfer efficiency [29-31].
Polybrene increases retrovirus transduction by enhancing re-
ceptor-independent virus adsorption on target cell membranes.
We hypothesized that addition of polybrene during amplification
cycles would also facilitate the entry of Ad5/40S particles into
producer cells. In fact, cationic polymers like polybrene were also
reported to Interact with negatively charged Ad5 capsids
facilitating their interaction with the cell membrane [32]; [33].
However, when adenovirus particles have a more neutral charge,
as it happens to CAV-2, cationic molecules (including polybrene)
do not interact well to virions [34]. Of note, the tail and shaft
domains of the F40S protein have a high content of basic amino
acids, which results in a pI of 9.1 compared to a plI of 6.1 for Ad5
fiber protein (pI values were calculated by the EMBL WWW
Gateway to Isoelectric Point Service). Based on the above, the
overall negative charge of Ad5/40S particles should be lower than
that of Ad5 particles. Therefore, it was unclear whether polybrene
would have an effect on the chimeric adenovirus entry to target
cells.

To test the effect of polybrene on chimeric adenovirus infection,
293F and 211BS cells were infected with increasing MOI’s of
Ad5/40S-CMV-GFP, in presence or absence of polybrene (9 pg/
ml or 0 pg/ml, respectively). The percentage of infected cells and
the level of the GFP expression per cell were determined by FACS
analyses. As observed in Figure 3, polybrene significantly enhances
both, the percentage of infected 293 and 211BS cells (A-D, E-P)
and the gene expression per cell (C, D), while cell viability seems to
be not affected.

Study of Ad5/40S Viral Cycle in 211BS

Ad5/40S produced by 211BS cells are expected to have both,
F5 and F40S proteins (mosaic-chimeric Ad5/40S) whereas Ad5/
40 produced by 293F cells should only display F40S on their
surface (chimeric Ad5/40S) (Figure 4A). In order to maximize
productivity of Ad5/40S, we envisioned a production scheme in
which amplification of the chimeric vector is performed in 211BS
(Figure 4B). However, in order to obtain pure chimeric (not
mosaic) Ad5/408S particles, the last step of amplification needs to
be performed in 293F cells.

We had previously reported that chimeric adenovirus Ad5/40S
had a viral cycle between 48 and 60 hours [20]. To more
accurately determine the optimal harvesting time, a more precise
analysis of Ad5/40S viral cycle was performed. In this study, viral
titers were measured every 4 hours between 44 and 64 hours post-
infection. In addition, we worked at a low MOI (0.5) to avoid
saturation and displacement of the curve associated to the entry of
several particles per cell, which may accelerate the virus cycle. As
it can be observed in Figure 5, at a MOI of 0.5, the main
production peak is at 56 hours post-infection.

Vector Ad5/40S Production with the Optimized Protocol

To confirm the strength of the developed production strategy,
suspension growing 211BS cells were infected with Ad5/40S-
CMV-GFP at a MOI of 1 in the presence of polybrene. At 56
hours post-infection cells were harvested, lysed by freeze-thaw and
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Figure 1. Characterization of 211BS cells. (A) Cell growth curve and viability of suspension-adapted 211BS cells. (B) Duplication time of the

suspension-adapted cell line.
doi:10.1371/journal.pone.0042073.g001

cell debris was removed by centrifugation. The resulting lysate was
used to infect 4x10% 293F cells. Fifty six hours post-infection, cells
were harvested and centrifuged to separate cell pellet and
supernatant. Since the Ad5/40S-CMV-GFP virus contains the
Death Protein (ADP) gene, which may facilitate virus release into
the supernatant by cellular lysis [35], supernatants were concen-
trated by ultrafiltration using a hollow fiber utrafiltration system.
Subsequently, adenovirus particles from both, the cell pellet and
the concentrated supernatant were purified by CsCl gradients
followed by gel filtration. Viral titers in physical particles and
infectious particles have an average yield of 0.85x10'? pp and
3.8x10° IU, for the original protocol, and 1.75x10'? pp and
6.9%10° IU, for the optimized protocol (Table 1), with an average
productivity around 250pp/cell. As observed in Figure 4C, the
number of viral amplification steps required is considerably lower
in the optimized protocol vs. the original protocol; which translates
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into the reduction of consumables and time needed for vector
production.

Discussion

One of the key factors for successful gene therapy is to have
a vector that efficiently and selectively infects target cells, thereby
minimizing the side effects associated with transgene expression in
unwanted cells. Previous results reported by our group showed
that chimeric Ad5/40S vectors display a marked intestinal tropism
likely attributable to the Ad40 short fiber protein [20]. These
chimeric vectors could be used for gene therapy of diseases
affecting the gastrointestinal tract. However, Ad5/40S vectors
cannot be efficiently amplified, probably because of the absence or
low abundance of the primary receptors for F40S in the permissive
producing HEK-293 cells, resulting in poor virus production.
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doi:10.1371/journal.pone.0042073.9002

In order to improve Ad5/40S viral titers, we have designed an
optimized production strategy using 211B producer cells. These
cells constitutively express F5, and therefore upon infection with
Ad5/40S, fiber mosaic virus particles (displaying both F5 and
F40S on their capsids) are formed. The 211B cell line was
originally used to retarget non-Ad5 or fiberless-Add particles in
order to easily and rapidly change their tropism in vivo [26]. In
this work, we have used this retargeting strategy to facilitate re-
entry of the mosaic-chimeric Ad5/40S virions during amplifica-
tion steps, through interaction between the F5 fiber protein of the
virus capsid and the CAR receptors on 211B producer cells. An
attractive aspect of this dual strategy is its flexibility, since it can be
used to amplify any chimeric Ad5 vector by substituting the I5
protein with the fiber protein from another serotype, especially
when the chimeric vector does not efficiently infect permissive
HEK-293 cells.

To further facilitate the entry of Ad5/40S particles into
producing cells we have also added polybrene during amplification
cycles. One of the major advantages of polybrene is that it can be
added directly to the media, as it does not require previous
formation of complexes with pure adenovirus particles, thus

@ PLoS ONE | www.plosone.org

avoiding the need for purification of the vector during the
amplification process. Of note, polybrene-mediated enhancing
effects on adenovirus infection are only observed when using
Freestyle serum-free medium, whereas SFMII medium completely
blocks the effect of polybrene (data not shown). Interestingly, the
same trend is observed with other cationic molecules such as
polyethilenimine (PEI) used for transient transfection [36],
suggesting the presence of compounds in SFMII serum-free
medium that may counteract with cationic polymers (lL.e.
negatively charged polymers such as heparin or dextran sulphate
typically added to commercial media to keep cells in suspension).
Last we have also analyzed the viral cell cycle of chimeric Ad5/
40S vectors and determined 56 hours after infection as the most
appropriate time to stop the production process and harvest the
virus.

In summary, a new chimeric Ad5/40S production procedure
has been developed in this work. The strategy is based on the use
of cultures in suspension to allow the scalability of the production
process, as well as, on increasing chimeric Ad5/40S infectivity
towards producer cells and consequently, allowing a higher
productivity per cell, from an initial amplification factor per step

July 2012 | Volume 7 | Issue 7 | e42073
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Figure 4. Diagrams of the chimeric amplification process. (A) Comparative diagram of Ad4, Ad40, chimeric Ad5/40S and mosaic-chimeric Ad5/
40 vectors. N.T: Not Tested. (B) Amplification strategy of Ad5/40S vectors. The first amplification step is performed by infecting 211BS cells with the
chimeric Ad5/40S and polybrene. Intermediate steps are performed also in 211BS cells by using mosaic-chimeric Ad5/40S and polybrene. Last step is
performed in 293F cells to obtain chimeric Ad5/40S vectors. (C) Comparative diagram of duration and cell-scale.

doi:10.1371/journal.pone.0042073.g004

of x3—4 up to x20-25 times as observed now. This allows
reducing the number of amplification steps, which carries several
advantages such as minimization of total processing time of virus
production, reduction of consumables, and most importantly, it
decreases the risk of generating replication competent virions by
recombination of vector sequences with E1 sequences present in
the cells used for production.

Materials and Methods

Virus Stock Generation

Ad5/40S-GFP-CMYV was obtained from Dr. Hirofumi Hamada
(Sapporo Medical University). Adherent HEK-293 cells (Q-
BIOgene, Montreal, Canada) were grown in DMEM medium
(E15-810, PAA laboratories, Linz, Austria) supplemented with
10% fetal bovine serum (FBS) (PAA laboratories, Linz, Austria)
and Penicillin (100 U/ml)/Streptomycin (0,1 mg/ml) (PAA labo-
ratories, Linz, Austria). Viral stocks were generated by infection
and sequential amplification in HEK 293 cell cultures grown in
15-cm plates until 30 plates were reached. Virus was purified by
two consecutive rounds of CsCl isopycnic density ultracentrifuga-
tion and desalted using a Sephadex PD-10 column (Amersham
Biosciences, Uppsala, Sweden) as previously reported [37]. In
order to facilitate cloning of therapeutic genes into the Ad5/40S
genome, we have adapted the procedure in bacteria and
constructed a new plasmid (pER F40S) carrying the Ad5 genome
but with the IF40S gene instead of the F5 gene.

211B Adaptation to Suspension Culture

Adherent 211B cells [27] were cultured in DMEM supplemen-
ted with 10% FBS and Penicillin (100 U/ml)/Streptomycin
(0,1 mg/ml). For adaptation to suspension culture and low protein
conditions, this culture medium was gradually substituted

throughout 8 culture passages with SFMII (11686-029, GIBCO),

supplemented with 4 mM Glutamine (PAA laboratories, Linz,
Austria), Penicillin (100 U/ml)/Streptomycin (0,1 mg/ml) and 1%
Pluronics (24040-032, GIBCO). 211B cells in suspension (termed
211BS) were then transferred to 125 mL polycarbonate shake
flasks at a density of 8x10° cells/ml and kept in suspension by
agitation in an orbital shaker at a speed of 110 rpm, 37°C and 5%
CO,.

Growth kinetics of 211BS cells was evaluated in two in-
dependent experiments from passages 20 and 30. Cells were
seeded at a density of 3.5x10° cells/ml in shake flasks containing
20 ml of cell suspension. The experiment was run in triplicate.
Viable and dead cells were counted daily for a period of 12 days.
The specific growth constant (1) corresponds to the slope of the
fitted line during the exponential growth phase. The cell culture
doubling time (td) was calculated as td = In 2/p.

Effect of Polybrene on Ad5/40S Infectivity

211BS cells were seeded at a density of 1 x10° cells/ml in a final
volume of 1 ml per well in 24-well plates and infected with Ad5/
40S-CMV-GIFP at two different MOT’s (0.5 or 0.05). Control cells
were not infected. Infections were performed in the presence or
absence of polybrene (9 pug/ml, as previously described [32,38]
(n=4) in Freestyle serum-free medium (12338-018, Invitrogen)
supplemented with Penicillin (100 U/ml)/Streptomycin (0,1 mg/
ml) and 1% Pluronics (24040-032, Invitrogen). Cell cultures were
supplemented with 0.5% FBS 4 hpi and harvested 30 hpi. After
fixation with 2% paraformaldehyde, the percentage of GFP
expressing cells was determined by FACS analysis (FACSCanto,
Cytometry Service of Institute of Biochemistry and Biotechnology
of UAB).

Analysis of Ad5/40S cell cycle in 293 F cells
293F cells (11625-019, Invitrogen, Paisley, UK) were grown to
a density of 1x10° cells/ml in 125 mL shake flasks and infected

3.0x10% 4
» 2.5%x10% -
3
5 2.0x10%6 4
Q
=
S 1.5x10% o
a.
S 1,0x10% -
=)
5.0x1005 4
0.0' T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Time (hours)

Figure 5. Virus cell cycle of mosaic-chimeric Ad5/40S vectors. 211BS cells were infected with Ad5/40S-GFP at MOI=0.5. Samples were
collected every 4 hours between 44 h and 64 h post-infection. Productivity is measured in total infection units produced per 10° cells.

doi:10.1371/journal.pone.0042073.9005
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Table 1. Comparative table between the original and newly
optimized protocols.
Original Optimized
protocol protocol
(n=5) (n=8)
Time in obtaining harvest 15 days 6 days
Number of amplification steps 5 2
Number of cells 2x108 2x108
Necessary growth medium 180 mL 200 mL
Titration (Infection Units in 293 cells)  3,8x10° IU 6,9%10° IU
Titration (Physical Particles) 0,85x10'2 pp 1,75%10'? pp
doi:10.1371/journal.pone.0042073.t001

with mosaic-chimeric Ad5/40S at a MOI of 0.5. The culture
medium was replaced with fresh medium 8 hpi. Cells were
transferred to 6-well plates (2 ml per well) and maintained at
a speed of 110 rpm at 37°C and 5% COg. At various points post-
infection, cells were harvested (n=15) and frozen at -80°C. Cell
pellets were lysed by 3 freeze-thaw cycles and lysates titered. At 48
hours cells were fixed with 2% paraformaldehyde and the
percentage of GIP expressing cells was assessed by FACS analyses.

Vector Production Using the Optimized Protocol

211BS cells were grown to a density of 1x10° cells/ml in
125 mL shake flasks (25 ml working volume) in Freestyle serum-
free media supplemented with Penicillin (100 U/ml)/Streptomy-
cin (0,1 mg/ml) and 1% Pluronics. Cells were infected with Ad5/
40S-CMV-GFP at a MOI of 1. The infection was performed in
presence of polybrene (9 pg/ml). Cell cultures were supplemented
with 0.5% FBS 4 hpi and the percentage of GFP positive cells was
estimated by fluorescence microscopy 30 hpi. Cell cultures were
harvested 56 hpi and frozen at —80°C. Cells were lysed by 3
freeze-thaw cycles, centrifuged at 1620 xg for 5 min to remove cell
debris.

The last amplification cycle was performed in 293F cells grown
to a density of 1 x10° cells/ml in 1L-shake flasks (200 ml working
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Final purified viral stocks titers (physical particles/ml) were

determined by optical density at 260 nm (1 OD260 unit=1x10"?
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1.2.1.2. Patente: Método para la producciéon de adenovirus mosaico
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1.2.2. Adenovirus 5

Paralelamente al desarrollo de un protocolo optimizado para el Ad5/40S, y con el
propdsito de estudiar los efectos de la expresién de IL23R4 y IL23R1 se clonaron estos

genes en el genoma del Ad5.

Las secuencias génicas de |IL23R1 e [IL23R4 (transmembrana y soluble,
respectivamente), fueron clonadas por ligacién mediante enzimas de restriccién en el
pldsmido lanzadera p6600. Posteriormente, por recombinacion homodloga mediada por
secuencias del genoma adenoviral, fueron clonadas en el plasmido pKP1.3, que
contiene el genoma del adenovirus 5 (Figura 13). Las construcciones positivas fueron
amplificadas y recomprobadas. Finalmente fueron digeridas por Pacl para linearizar el
genoma del Ad (aspecto imprescindible para permitir la replicacion del genoma
adenoviral en células HEK293), asi como para eliminar las secuencias bacterianas OriP

el gen de la resistencia a la Ampicilina.
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FIGURA 13. Esquema de la estrategia de clonacién de las secuencias IL23R4 y IL23R1 en
el genoma del Ad5.

MCS: multicloning site. pA: secuencia de poliadenilacion. CMV; promotor
citomegalovirus. ITR: secuencias inverted terminal repeat.



A continuacidn, las células permisivas HEK293 se transfectaron con el genoma
linearizado y se permitieron 3-4 ciclos de amplificacién para generar un pre-stock viral,

hasta su produccion final y posterior purificacién y titulacién (Figura 14) .
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FIGURA 14. Produccion de los Adenovirus portadores de los genes IL23R1 e IL23R4. a)
Comprobacion mediante enzimas de restriccion de los plasmidos portadores del genoma
adenoviral con el gen clonado. b) Transfeccion de los plasmidos linearizados en células
HEK293 y amplificacién del virus. c) Purificacion del virus mediante dos gradientes de
densidad de CsCl (primero discontinuo, segundo continuo) y una columna de exclusidn por
tamafio. d) Titulaciones de los Ad5 producidos, portadores de los genes IL23R4 (soluble) e
IL23R1 (transmembrana) humano.

Una vez generados los diferentes vectores virales se comprobd la correcta
transcripcién de los genes clonados. Para ello, se infectaron células Jurkat (linea celular
derivada de linfocitos humanos) con las siguientes combinaciones de virus:

- Ad5-CMV-GFP (10.000 pp/cell)

- Ad5-CMV-GFP (5.000 pp/cell) + Ad5-CMV-IL23R1 (5.000 pp/cell)

- Ad5-CMV-GFP (5.000 pp/cell) + Ad5-CMV-IL23R4 (5.000 pp/cell)

- Células sin infectar.
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FIGURA 15. Analisis de expresion del transgen en Ad5-CMV-IL23R1 y Ad5-CMV-IL23R4. Comprobacidn
de la expresidn del gen marcador GFP por citometria de flujo en a) células Jurkat y en b) células T CD4+
murinas. c) Disefio de los oligonucleétidos utilizados en la PCR. d). El resultado de la PCR revela que los
virus son funcionales y que las secuencias IL23R1 e IL23R4 se expresan correctamente tanto en células
Jurkat como en células T CD4+ purificadas de ratén infectadas con Ad5-CMV-IL23R1 y Ad5-CMV-IL23R4.



A los 3 dias post-infeccién se cuantificé la expresion del GFP mediante citometria de
flujo (Figura 15.a). Posteriormente, se realizd la extraccion de mRNA y la
retrotranscripcién hacia cDNA y se analizé por PCR la expresion de IL23R1 e IL23R4
mediada por los virus Ad5-CMV-IL23R1 y Ad5-CMV-IL23R4 (Figura 15.d). Los
oligonucleétidos disefiados (Figura 15.c) reconocen secuencias comunes entre IL23R1

e IL23R4, de manera que pueden ser utilizados para amplificar ambos genes.

La expresion de IL23R1 e IL23R4 en células T CD4+ murinas también fue comprobada.
Para ello, se infectaron linfocitos CD4+ purificados de ratédn con Ad5-CMV-GFP, Ad5-
CMV-IL23R1 o Ad5-CMV-IL23R4 (10.000 pp/cell). Al igual que las muestras anteriores,
3 dias mas tarde se comprobd la expresién de GFP (Figura 15.b), se procedié a la
extraccion del mRNA vy la retrotranscripcidon hacia cDNA, y finalmente, se llevé a cabo

la PCR con los mismos oligonucleétidos (Figura 15.d).

1.2.3. Virus adenoasociados

Ademas de la generacion de los vectores adenovirales portadores de las secuencias

IL23R1 e IL23R4, se decidié clonar también estos genes en vectores adenoasociados.
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FIGURA 16. Esquema de los plasmidos necesarios para la produccion de AAV mediante el
sistema de triple transfeccion en células HEK293. El plasmido pGV es portador del genoma
del AAV2 y un cassette de expresién con un MCS en el que se clona el transgen mediante
digestion/ligacién con enzimas de restriccion. El plasmido Rep/Cap es portador de los genes
responsables de la replicacidon y encapsidacion, y es diferente para cada serotipo, cambiando
este plasmido puede escogerse el pseudotipo de AAV que se formara. El plasmido helper
contiene las secuencias adenovirales necesarias para la produccion del AAV.

MCS: multicloning site. pA: secuencia de poliadenilacion. ITR: secuencias inverted terminal
repeat.



Se transfectaron células permisivas HEK293 mediante el sistema de triple transfeccion
(Figura 16) con el plasmido portador del transgen en el genoma AAV, el plasmido
portador de los genes adenovirales necesarios para la amplificacion del AAV, y el
pldsmido portador de las secuencias Cap y Rep del AAV9. Los virus fueron purificados
por ultracentrifugacion en gradiente de iodixanol, se titularon mediante la técnica de

picogreen, y se almacenaron a -802C hasta el momento de su uso in vivo (Figura 17).

a) PGV-CMV b)
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FIGURA 17. Produccion de los virus adenoasociados (AAV) portadores de los genes IL23R1
e IL23R4. a) Comprobacién mediante enzimas de restriccion de los plasmidos portadores
del genoma AAV con el gen clonado. b) Comprobacidn de la ausencia de recombinacién por
las secuencias ITR, mediante doble digestidn con los encimas Cfr9l y Asel. c) Transfeccién de
los plasmidos en células HEK293. d) Purificacion del virus mediante gradiente de densidad
de iodixanol, utilizando un colector de fracciones. e) Titulaciones de los AAV9 portadores de
los genes IL23R4 (soluble) e IL23R1 (transmembrana) humano.



1.3. Estudio de tropismo celular en intestino

El epitelio intestinal tiene un tiempo de renovacién celular de tan solo unos dias, por
tanto las células epiteliales infectadas con un vector viral podradn expresar el transgen
un corto periodo de tiempo. Sin embargo, si la infeccién se produce en las stem cells
situadas en las criptas de Lieberkiihn, la expresién del transgen no solo perdurard mas
debido a la longevidad de estas células, sino que incluso podria producirse también en
las células hijas. Sin embargo, las stem cells son células bastante refractarias a la
infeccion con virus. Asi pues, decidimos realizar un estudio de tropismo celular en
intestino con una bateria de vectores virales administrados por via intrarrectal con el
fin de establecer si alguno de ellos era capaz de infectar eficientemente stem cell

intestinales.

Para ello, se realizd un disefio experimental basado en el uso animales ROSA26-lacZ y
vectores portadores de la secuencia Cre. Los ratones transgénicos ROSA26-lacZ tienen
implementado en su genoma un mecanismo de delecién molecular basado en el
sistema Cre-loxP. El reconocimiento de dos secuencias homologas llamadas loxP por
parte de la recombinasa Cre desencadena su actividad enzimatica, consistente en el
corte del DNA por las regiones loxP y posterior reasociacidon de los extremos cortados,
dando finalmente lugar a la escision de la regién comprendida entre las dos secuencias
loxP. En estos ratones, la delecién de la regién comprendida entre estas dos secuencias
da lugar a la expresién del gen B-Gal, silenciado hasta el momento. Por consiguiente, la
expresion de la recombinasa Cre en aquellas células infectadas con los vectores virales

originara la expresién de B-Gal (Figura 18).

Una condicién importante del disefio experimental reside en el andlisis del epitelio
intestinal transcurridas 2-3 semanas tras la infeccion intrarrectal, tiempo suficiente
para la expresidon del transgen en vectores adenoasociados y para la renovacién celular
completa del epitelio intestinal. De este modo, las células epiteliales transducidas, que
expresan B-Gal, se habran perdido. Sin embargo, si la infeccion se dio en stem cells, la
expresion de B-Gal, no solo continuard en éstas, sino que se dard también en aquellas

células epiteliales descendientes.
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FIGURA 18. Sistema de delecién molecular basado en el reconocimiento
Cre-loxP existente en los ratones ROSA26-lacZ. Tras la accidn enzimatica
de la recombinasa Cre, el gen B-Gal, silenciado anteriormente por una
region stop, puede expresarse.

En nuestro grupo no disponiamos del modelo murino ROSA26-lacZ, motivo por el cual
nos pusimos en contacto con el grupo del Dr. Paco Real del Programa de Patologia
Molecular del Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO). Establecimos
una colaboracién en la cual nosotros disenamos y generamos los vectores virales y
ellos los administraron en los ratones y obtuvieron las muestras de colon (n=4
ratones/vector viral). El analisis posterior del experimento se dio conjuntamente. Los
vectores virales representados en la Tabla 5 fueron generados y probados en el

estudio de tropismo.




AAV1-CMV-Cre

AAV2-CMV-Cre

AAV4-CMV-Cre

AAV6-CMV-Cre

AAV7-CMV-Cre

AAV8-CMV-Cre

AAV9-CMV-Cre

AAV10-CMV-Cre

Ad5-CMV-Cre

CAV-CMV-Cre

6,9 x 10" vg/ml
1,2 x 10" vg/ml
1,7 x 10" vg/ml
6,5x 10" vg/ml
3,4 x 10" vg/ml
2,9 x 10" vg/ml
9,4 x 10 vg/ml
5,4 x 10" vg/ml
8,9x 10" pp/ml

1,1 x 10" pp/ml

7,5 x 10™° [U/ml

2,2 x 10" [U/ml

TABLA 5. Listado de los vectores
virales generados para el experimento
de tropismo celular intestinal y titulos
de las producciones.

Desafortunadamente, ninguno de los vectores probados intrarectalmente infecté de
forma eficiente stem cells de las criptas de Lieberkiihn. El experimento fue realizado en
dos ocasiones. Cuando se observd tincion B-Gal, la sefial fue muy parecida a la
observada en muestras de ratones administrados con PBS, seguramente debido a la
actividad B-Gal contaminante de bacterias. Asi pues, si bien no podemos descartar que
algunos de los vectores probados infecten stem cells intestinales, de darse, la eficiencia

seria baja.

1.4. Modelo animal para Enfermedad de Crohn

El modelo murino de colitis aguda inducido por administracion de DSS (Dextran sodium
sulfate), es un modelo quimico ampliamente utilizado en la bibliografia para estudiar la
enfermedad inflamatoria intestinal (Okayasu et al., 1990). El DSS administrado
oralmente dafia la barrera epitelial del colon, dejando expuestos los tejidos

subyacentes e induciendo la respuesta inmune mediada por células T helper.

Ratones C57BL/6J recibieron DSS disuelto en el agua durante 5 dias. A los 8 dias los
animales fueron sacrificados y se extrajeron muestras de colon. A continuacién, se
realizé un andlisis del perfil de citoquinas presentes en el colon, para determinar si la

via del Th17 se encontraba exacerbada.
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FIGURA 19. Anilisis de citoquinas activadas en un modelo murino de colitis mediado
por ingesta de DSS.

Ratones con colitis inducida por ingesta de 3%DSS en agua durante una semana fueron
sacrificados a los 8 dias. Se extrajeron muestras de colon y se analizé la concentracién de
IL-1a, IL-5, IL-10, IL-6, IL-23 y GM-CSF con el kit FlowCytomix Pro. En los graficos se
representa la media y el error estandar (n=3-6). Todos los valores de significancia
estadistica eran p<0,05 (Test Student).

Los resultados expuestos en la Figura 19 mostraron que los ratones DSS tenian unos
niveles de IL-1a, IL-5 e IL-10 mas elevados (655.8 + 259, 1303.5 + 314 y 22.7 + 15.9,
respectivamente) que los ratones control sanos (87.5 + 36, 70 + 98 y 0.5 + 0.2).
Mientras que los animales sanos tenian unos niveles de IL-6, IL-23 y GM-CSF superiores
(202.5 + 286.4, 27 + 38.1y 26.5 + 37, respectivamente) a los animales DSS (26 + 28.4, 2
+2.1y 12.2 +13.3). Estos resultados nos indican que el modelo de colitis mediado por
DSS no presenta un perfil de citoquinas propio de Th17. Debido a ello, a pesar de ser
un buen modelo de inflamacién y destruccién del epitelio del colon y de haber
desarrollado vectores de tropismo intestinal, este modelo fue descartado ya que

nuestro principal objetivo era observar una inmunomodulacién de la respuesta Th17.






2. DESARROLLO DE ESTRATEGIAS DE TERAPIA GENICA
PARA ESCLEROSIS MULTIPLE

Los resultados expuestos anteriormente nos llevaron a descartar el modelo animal de
colitis inducido por DSS y buscar un modelo animal de enfermedad autoinmune donde
la respuesta Th17 estuviera afectada. Asi pues, optamos por el modelo murino de
Esclerosis Multiple llamado Encefalomielitis Experimental Autoinmune (EAE), en
concreto el modelo crénico no remitente. Este es uno de los modelos animales de
enfermedad mds antiguos y se encuentra ampliamente caracterizado, y segun la
bibliografia, este modelo, ademas de reproducir los sintomas clinicos tipicos de la EM,

tiene alterada la respuesta inmune de la via Th17.

A mitad de la tesis doctoral realicé una estancia de 3 meses el grupo de la Dra. Gitta
Stockinger, de la Divisién de Inmunologia Molecular del MRC National Institute for
Medical Research de Londres, un centro de reconocido prestigio en la investigacién de

la via del Th17.

El objetivo de la estancia era estudiar la interaccidn entre 1L23 e IL23R4 in vitro. Para
ello, nos propusimos analizar si la expresion de IL23R4 permitia bloquear la interaccion
de IL23 con su receptor natural IL23R, lo que se determinaria por marcaje intracelular
de STAT3 fosforilado (STAT3 se fosforila tras la unién de IL23 o IL6 con su receptor).
Para ello, se utilizaron células Jurkat, una linea estable derivada de linfocitos humanos.
Sin embargo, el marcaje intracelular es una técnica compleja de dificil optimizaciény a
pesar de numerosos experimentos no fuimos capaces de obtener resultados
aprovechables pues incluso el control positivo (incubacion con IL6) no se diferencio

nunca del background.

Se decidié entonces cambiar de tipo celular y se utilizaron linfocitos T CD4+ frescos
purificados de sangre humana. Sin embargo, al igual que con las células Jurkat,

tampoco fue posible poner a punto la técnica.



Como ultimo recurso se decidid repetir este experimento utilizando linfocitos T CD4+
murinos frescos pues a pesar de todo, los vectores iban a ser administrados a la vuelta

en Barcelona, en el modelo murino de EAE.

En el transcurso de la colaboracién con la Dra. Stockinger se llegdé a la conclusién de
que, si bien los vectores virales portadores de los genes IL23R1 e IL23R4 humanos eran
utiles en la realizacién de pruebas de concepto in vitro con células humanas y en un
futuro uso clinico; para poder ver un mayor efecto en un modelo murino de
enfermedad, era preferible generar vectores portadores de estos mismos genes pero

en su version murina. En la siguiente seccidn se detalla como se construyeron.

Al igual que con los IL23R humanos en células CD4+ humanas, el marcaje intracelular
de STAT3 fosforilado utilizando IL23R murino en células CD4+ murinas tampoco
funciond. Llegados a este punto, se decidié parar esta linea de demostraciéon y se
procedid a estudiar la interacciéon de IL23R y IL23 mediante otras estrategias de

experimentacion in vitro, y con experimentacion in vivo.

2.1. Diseifio del IL23R soluble murino y clonacion en los

genomas virales

Asi como el IL23R soluble humano se encuentra de forma natural gracias a splicing
alternativo (IL23R4), el IL23R soluble de ratén (en adelante, IL23Rs) no habia sido
descrito en ningun articulo, por lo que se decidié disefarlo mimetizando el IL23R4

(zhang et al., 2006) (Figura 20).

En primer lugar, la secuencia génica y proteica de IL23R murino (en adelante, IL23R)
fue extraida del NCBI GenBank (NM_144548.1). Por analogia con el IL23R4, en el
disefio de IL23Rs se escogid la secuencia comprendida entre el coddn de inicio ATG del
exon 2 vy el inicio del exdn 9 (justo antes de la secuencia correspondiente a la region
transmembrana) (Figura 20). Ademds, ya que en el IL23R4 la secuencia incluia
finalmente un conjunto de aminodcidos pertenecientes al codén 12, se afiadié al
disefo de IL23Rs la misma secuencia de aminodacidos (LKEGSYC), por si ésta era

importante en su estabilidad o funcion (Figura 21).



Por otra parte se anadidé una diana Nhel al inicio y otra Notl al final para su facil
clonacién en el genoma de los vectores virales. Finalmente, la secuencia fue enviada a
Eurofins MWG Operon, donde se utilizaron algoritmos para una optimizacién de
codones para que la produccidon proteica fuera mas eficiente. La secuencia de DNA
final puede verse en la Figura 22. También se pidié la secuencia del IL23R para que

sirviera de control en nuestros experimentos.
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FIGURA 20. Comparacion de la estructura genoémica IL23R4 (humano) y IL23Rs
(murino) y esquema del disefio de IL23Rs basado en IL23R4. El gen de IL23Rs ha sido
disefiado por analogia a IL23R4.
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FIGURA 21. Esquema de la secuencia de aminoacidos de IL23R murino y IL23Rs
disefiado. Los aminoacidos en azul fueron afiadidos por analogia al IL23R4 humano.




IL23Rs murino clonado

1 gctagcatgtcacaccttacactccagcttcacgtggtgattgccctgta
51 tgtgcttttcagatggtgtcatggtgggataaccagcatcaattgctctg
101 gagacatgtgggttgaacctggggagatctttcagatgggtatgaacgtg
151 agcatttactgccaggaagcgttgaaacattgcagaccaaggaatctgta
201 cttctacaagaacggcttcaaagaggagtttgacataactcgcatcaaca
251 ggactacagccagaatttggtacaagggcttttctgagccacatgecctat
301 atgcactgcactgctgaatgtcctggtcattttcaggagacactgatttg
351 tggcaaagacatatcttctggacatcctccagatgcaccgagcaatctga
401 catgtgtgatctacgagtactccgggaacatgacttgcacttggaacaca
451 gggaaacccacctatatcgacacgaaatacatcgtccacgtgaagtcact
501 ggaaactgaggaagaacagcagtatctcgccagcagttacgtcaaaatct
551 ccaccgatagtctgcaaggcagtcgtaagtatctggtgtgggtccaagcc
601 gttaatagcctgggaatggagaacagccagcaactccacgtacacctgga
651 tgacatcgtgattcccagcgcatccatcatttcaagggctgagacaacaa
701 acgatacggtcccaaagaccattgtctactggaagtctaagaccatgatc
751 gagaaggtgttctgtgaaatgcggtacaaaacgaccaccaaccagacctg
801 gtcagtcaaggaattcgatgccaattttacctacgttcagcagtccgagt
851 tctatctcgaaccggactccaagtatgtgttccaggtacgatgtcaggaa
901 acaggcaagcgaaattggcaaccctggagctctcccttecgttcaccaaac
951 ctcacaggagactgggaaacggaattggcagccatggagcagtccctttg
1001 tgcaccaaacaagccagactgtatctcaggtgacagctaagtccagtcac
1051 gagcctcagaaaatggagatgctgagtgctaccatctttcgecggacatcce
1101 tgcatccggattgaaggagggctcctattgctgagtcgac

FIGURA 22. Secuencia del gen IL23Rs. En verde: diana para Nhel. En naranja: diana para

Notl. Subrayado en azul: codén de inicio (Met). Subrayado en amarillo: codén de stop.

2.2. Generacion y produccion de los vectores virales

Una vez recibidos los plasmidos de Eurofins MGW Operon con el gen IL23Rs e IL23R,
estos genes fueron clonados en el plasmido p6600 mediante digestidn con enzimas de
restriccion y ligacidn. Posteriormente fueron clonados en el genoma de Ad5 mediante
recombinacién de secuencias homdlogas (ver Figura 13). Ademads, también fueron
clonados en el plasmido pGV (ver Figura 16) para producir vectores AAV portadores de

estos genes.



Finalmente, los constructos virales se secuenciaron para asegurar la identidad de la
secuencia de los genes clonados. Para ello se utilizaron los oligonucledtidos de A a D
representados en la Figura 23. Estos oligonucleétidos, permitieron la secuenciacién
completa del cassette de expresion formado por el promotor (CMV), el transgen
IL23Rs 6 IL23R y la secuencia de poli-adenilacion. El resultado demostrd que los genes
habian sido correctamente clonados en los genomas virales y que no se habia

producido ninguna mutacién puntual.

sz PRI

Primer A (pos. 679-699, Fw): 5'- tgtcgtaacaactccgececa -3'
Primer B (pos. 705-724, Rv): 5'- cacgcctaccgeccatttge -3
Primer C (pos. 1954-1975, Fw): 5'- ctattgctgagtcgacgcggee -3’
Primer D (pos. 2171-2194, Rv): 5'- aacctcccacatcteccectgaac -3

FIGURA 23. Esquema representativo de los oligonucledtidos utilizados para la
secuenciacion de IL23Rs e IL23R clonados en el genoma de adenovirus y de AAV.
El sombreado indica la regién secuenciada por cada oligonucleétido, de forma
que entre los cuatro abarcan todo el cassette de replicacidn.

CMV: promotor del citomegalovirus.

pA: secuencia de poliadenilacidn.

Por ultimo, se generaron los siguientes vectores virales:

Ad5-CMV-IL23Rs murino 2,51x 10" 3,87 x 107
Ad5-CMV-IL23R murino 1,32 x 10" 2,42 x 107
AAV9-CMV-IL23Rs murino 2,97 x 10
AAV9-CMV-IL23R murino 1,78 x 10¥

TABLA 6. Listado de los vectores virales generados y titulos.



2.3. Estudio del tropismo en células T CD4+ purificadas de

diferentes pseudotipos de AAV y serotipos de Ad

En un proyecto de colaboracién en que nuestro laboratorio participaba se observé que
los vectores Ad5/40S infectaban monocitos muy eficientemente. Debido a que la EM
es una enfermedad autoinmune, decidimos realizar un estudio de tropismo de los
diferentes vectores virales de los que disponiamos en células del sistema inmune.
Aprovechando la estancia en el laboratorio de la Dra. Gitta Stockinger, donde la técnica
de purificacion de linfocitos T CD4+ se utilizaba de forma habitual, se decidié utilizar

estas células para el estudio.

Para ello, se extrajeron nddulos linfaticos y bazo de ratones C57bl/6) wt, y se
purificaron los linfocitos T CD4+. Posteriormente, los cultivos primarios de linfocitos T

CDA4+ se infectaron con:

- Ad5-CMV-GFP (5000 vg/cell).

- Ad5/40S-CMV-GFP (5000 vg/cell).
- AAV1-CMV-GFP (50000 vg/cell).

- AAV5-CMV-GFP (50000 vg/cell).

- AAV8-CMV-GFP (50000 vg/cell).

- AAV9-CMV-GFP (50000 vg/cell).

Antes de purificar Después de purificar

FIGURA 24. Comprobacién de la
purificacion de células T CD4+

0.18 99.9

Células T CD4+

A los 3, 4 y 5 dias post-infeccidn se cuantifico el porcentaje de células que expresaban

GFP (células infectadas) mediante citometria de flujo.
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FIGURA 25. Estudio del tropismo de vectores en linfocitos T CD4+ purificados de ratén. a) Infeccion
con Ad5 y dos lotes diferentes de Ad5/40S. b) Infeccién con AAV1, AAV5, AAVS y AAV9 portadores del
gen marcador GFP.Cuantificacién mediante citometria de flujo del porcentaje de células que expresan

GFP a dia 3, 4y 5 post-infeccion.
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Como se puede ver en la Figura 25.a, tanto el Ad5 como el Ad5/40S presentaron unos
porcentajes de infeccion elevados. En el caso del Ad5, acorde a su cinética
caracteristica, el nivel de infeccion mds alto se observa a dia 3, disminuyendo
ligeramente los dias posteriores. En cambio, el Ad5/40S presenté en ambos casos su
mayor porcentaje de infeccion a los 5 dias, coincidiendo con el estudio de ciclo celular
llevado a cabo en células HEK293 en esta tesis. Asi pues, el porcentaje de infeccién del
Ad5/40S fue mayor que el del Ad5, con unos porcentajes maximos de 42-51% a dia 5,

frente al 31% del Ad5 a dia 3.

Por otra parte, los virus adenoasociados AAV1, AAV5, AAV8 y AVV9, no infectaron las
células CD4+T purificadas de ratén. Ninguno de ellos presenté un porcentaje por

encima del background en ninguno de los 3 dias analizados (Figura 25.b).

Los resultados descritos demuestran que tal como pasaba con monocitos, los vectores
Ad5/40S infectan mas eficientemente células T CD4+, siendo los vectores mas
apropiados para infectar células del sistema inmune. No obstante, la creacién
posterior de una patente sobre el Ad5/40S restringio el uso de estos vectores para una
empresa farmacéutica. Por este motivo, nos centramos en el disefio de estrategias
basadas en la infeccion de otras células que sirvieran como productoras y secretoras

del factor soluble IL23Rs.

2.4. Interaccion in vitro entre IL23 e IL23Rs

Los vectores virales portadores del constructo IL23Rs se disefiaron con el objetivo de
que el receptor soluble fuera secretado por las células infectadas, y posteriormente,
gue éste se uniera a la IL23, inhibiendo su capacidad de activar el IL23R presente en las

células del sistema inmune.

2.4.1. Deteccion de IL23Rs secretado al medio extracelular

En primer lugar, se infectaron células HEK293, Jurkat y HelLa con vectores Ad5-IL23Rs y

Ad5-IL23R y posteriormente se analizé por Western-Blot la presencia de IL23Rs en el



medio extracelular. Desafortunadamente, la gran cantidad de proteinas presentes en
el medio de crecimiento de los cultivos celulares (contiene suero fetal bovino), sumado
a la poca especificidad del anticuerpo anti-IL23R utilizado, enmascararon los resultados
de la electroforesis con la aparicion de una gran cantidad de bandas inespecificas.
Debido a ello, se pasaron los medios por filtros Amicon de Millipore, pero los
resultados no mejoraron. Se decidié entonces incluir un FLAG-tag al inicio de la
secuencia génica de IL23Rs e IL23R por clonacion (Figura 26). FLAG-tag es un
polipéptido que se expresa unido a la proteina de estudio, su secuencia proteica es
corta (Figura 26) y no interfiere en la funcionalidad de la proteina de estudio. De los
diferentes Flag que existen, utilizamos el sistema 3xFlag de Sigma por su mayor
eficiencia. Tras la clonacién, se generaron nuevos vectores virales (Ad5 y AAV9)

portadores de Flag-IL23R y Flag-IL23Rs (Tabla 7).
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FIGURA 26. Estrategia de clonacion de la secuencia Flag en los genes murinos IL23R e
IL23Rs. Detalle de la secuencia génica y proteica de 3xFlag.



Ad5-CMV-Flag-IL23R 6,24 x 10" 9,36 x 10"
" " Tabla 7. Vectores virales
Ad5-CMV-IFlag-L23Rs 2,01 x 10 4,78 x 10 ,
hamometige e
AAV9-CMV-Flag-IL23R 1,19 x 10
AAV9-CMV-Flag-IL23Rs 1,32 x 10"

Se decidié detectar por Western-Blot la presencia de Flag-IL23Rs en las muestras
concentradas de medio extracelular de células infectadas utilizando el anticuerpo anti-
Flag, pero los resultados fueron similares a los anteriores. Por este motivo, se opté por

realizar una precipitacién con el Anti-Flag M2 Affinity Gel de Sigma.

Se cultivaron células Jurkat y se infectaron con Ad5-Flag-IL23R o Ad5-Flag-IL23Rs.
Como control se utilizaron células infectadas con Ad5-GFP. Pasados dos dias, los
sobrenadantes fueron concentrados e inmunoprecipitados. En esta ocasion, el analisis
por Western-Blot utilizando un anticuerpo anti-octaprobe (reconoce la secuencia
DYKDDDDK de Flag), revelé una banda positiva y del tamafio esperado en la muestra
de medio extracelular procedente de células infectadas con Ad5-Flag-IL23Rs. Esta
banda estaba ausente en el control (Ad5-GFP) y el medio procedente de las células

infectadas con Ad5-Flag-IL23R transmembrana (Figura 27).

FIGURA 27. IL23Rs es producido y secretado al medio extracelular en células Jurkat
infectadas con Ad5-Flag-IL23Rs. Western-blot con anticuerpo primario anti-
octaprobe. Muestras: medio extracelular de células Jurkat infectadas con Ad5-GFP
(Control), Ad5-Flag-IL23R (IL23R) o Ad5-Flag-IL23Rs (IL23Rs).



2.4.2. Andlisis de la interaccion IL23-IL23Rs in vitro

Los siguientes experimentos se realizaron con el fin de analizar la unién del IL23Rs con
la IL23 murina recombinante in vitro. En primer lugar, se realizaron varias co-
precipitaciones de Flag-IL23Rs purificado con IL23 utilizando el Anti-Flag M2 Affinity
Gel, pero los resultados no fueron positivos. Tras muchos intentos se llegd a la
conclusién de que las condiciones de ensayo de la precipitacion con Anti-Flag M2
Affinity Gel o bien no permitian la union de IL23 al receptor, o bien esta unién era débil
e IL23 se perdia en los lavados. De esta manera, se optd por cambiar la estrategia de
co-precipitacion, utilizando para ello un GST-tag en lugar del Flag-tag. Asi pues, se
clond el Flag-IL23Rs en un plasmido portador de la secuencia GST (Glutathione S-

transferase).

El plasmido GST-Flag-IL23Rs fue transfectado en células HEK293. A las 48h se realizé
una extraccién proteica y se purificd el IL23Rs mediante precipitacién con Glutation

Sefarosa 4B (Figura 28).
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130kDa = FIGURA 28. Comprobaciéon de la purificacion de
IL23Rs mediante precipitacion con Glutation
100 kDa = Sefarosa 4B.
. Control: Precipitacién del extracto proteico de
células transfectadas con un plasmido irrelevante.
70 kDa ===

GST-Flag-IL23Rs: Precipitacién del extracto proteico
de células transfectadas con el plasmido pGST-Flag-

55 kDa = IL23Rs.
Anticuerpo primario: anti-octaprobe.

Una vez purificado el IL23Rs, éste se incubé con IL23 y se realizé la co-precipitacidon con
Glutation Sefarosa 4B (esquema representativo en Figura 29). Los resultados
obtenidos tras el analisis por Western-Blot no fueron positivos. Mientras que la banda
correspondiente al IL23Rs era visible incluso con cantidades pequefias de muestra, la

banda correspondiente a la IL23 no se detectaba.
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FIGURA 29. Esquema de los experimentos de unién IL23-IL23Rs llevados a cabo
mediante co-precipitacion con una resina de afinidad. 1) Incubacién del GST-IL23Rs
con IL23. 2) Unidn de los complejos con la resina Glutathione Sepharose 4B y lavados
para descartar la IL23 no unida a IL23Rs. 3) Elucién de los complejos unidos por
exceso de glutation.

Finalmente, los experimentos por co-precipitacion fueron descartados pues requerian
de varios lavados para eliminar la IL23 no unida a IL23Rs, y era posible que la IL23 si
unida también se perdiera, en caso de que la unidn no fuera fuerte en estas
condiciones de ensayo. Por lo tanto, se optd por analizar la interaccion IL23-IL23Rs por
medio de la observacion de un cambio en la movilidad de IL23R por unidén a IL23,

mediante electroforesis en gel de acrilamida no desnaturalizante.

Para la realizacion de esta técnica se incubd IL23Rs purificado mediante precipitacién
con Glutation Sefarosa 4B con IL23 recombinante de ratén. Como control se utilizd
IL23Rs purificado sin incubar con IL23. Posteriormente se corrieron en el gel no
desnaturalizante. Como puede observarse en la Figura 30, aparece una banda clara en
el carril perteneciente a IL23+IL23Rs mientras que en el carril perteneciente a IL23Rs,
no aparece. El tamano de las bandas es muy dificil de predecir en este tipo de ensayos,
ya que tratandose de proteinas no desnaturalizadas, el peso molecular no es el Unico
factor determinante, también lo son la configuracidon tridimensional, el punto
isoeléctrico, la solubilidad de la muestra, etc. No obstante, la reproduccién del

experimento con las mismas condiciones proporciond el mismo resultado.
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FIGURA 30. Electroforesis no desnaturalizante (one-dimensional native
electrophoresis). GST-IL23Rs purificado por Glutation Sefarosa 4B se incubé con y
sin I1L23. Se observa una banda en la muestra IL23Rs + IL23.

Anticuerpo primario: anti- IL23R. Gel de acrilamida no desnaturalizante de pH 7.

2.5. Estudio de distribucion celular de IL23R e IL23Rs

Con el fin de comprobar que la expresion proteica del IL23R murino se daba
correctamente en células infectadas con los vectores portadores de IL23R e IL23Rs, se
infectaron células HEK293 con los virus: Ad5-1L23R, Ad5-Flag-IL23R, Ad5-IL23Rs y Ad5-
Flag-IL23Rs, utilizando una MOI de 2. A los 2 dias post-infeccion las células fueron
fijadas con paraformaldehido 4% y se detectd la expresion de los receptores mediante
inmunofluorescencia con anticuerpos contra IL23R (anti-IL23R) y contra el péptido Flag

(anti-Flag y anti-octaprobe).

Las fotografias obtenidas mediante microscopia confocal revelaron que las células
infectadas con Ad5-IL23R expresaban eficientemente el receptor y que éste se
encontraba ubicado en la membrana (Figura 31). Estos resultados fueron reproducidos
utilizando los anticuerpos anti-Flag y anti-octaprobe (Figura 32). Por el contrario, como
se esperaba, las células infectadas con Ad5-IL23Rs expresan el receptor de forma
difusa y poco intensa en el citoplasma, no halldndose concentrado en la membrana

(Figura 33).



FIGURA 31. Estudio de la distribucion del IL23R expresado en células infectadas por Ad5-IL23R.
a—c) Inmunofluorescencia con anticuerpo anti-IL23R (verde) en células HEK293 infectadas con
Ad5-IL23R. Los nucleos estan tefiidos con DAPI (azul). 1-4) Detalles ampliados de la foto a),
donde puede observarse la sefial de IL23R mayoritariamente en la membrana celular.
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FIGURA 32. Estudio de la distribucion del IL23R expresado en células infectadas por Ad5-IL23R.
Inmunofluorescencia con anticuerpo anti-flag y anti-octaprobe (verde) en células HEK293
infectadas con Ad5-I1L23R murino. Los nulcleos estan tefiidos con DAPI (azul).

anti-IL23R anti-flag

FIGURA 33. Estudio de la distribucion del IL23Rs expresado en células infectadas por Ad5-
IL23Rs. Inmunofluorescencia llevada a cabo con anticuerpo anti-IL23R y anti-flag (verde) en
células HEK293 infectadas con Ad5-IL23Rs. Los nucleos estan tefiidos con DAPI (azul).



2.6. Analisis del potencial inmunomodulador del IL23Rs en un

modelo animal para Esclerosis Multiple (EAE)

2.6.1. Diseio experimental

Los estudios in vivo que se presentan en este apartado se han llevado a cabo en
colaboracién con la Dra. Carmen Espejo del Grupo de Neuroinmunologia Clinica del
Institut de Recerca de la Vall d’Hebron y del Centre d’Esclerosi Multiple de Catalunya

(Cemcat), que dirige el Dr. Xavier Montalban.

Como modelo experimental se ha utilizado la Encefalomielitis Autoinmune
Experimental (EAE), concretamente un modelo crénico no remitente. Para ello, los
ratones se inmunizaron con péptido 40-55 de la glicoproteina mielinica de los
oligodendrocitos (MOG). Ello genera una respuesta inmune contra este antigeno en el
SNC y provoca su destruccidn especifica, lo que conlleva la desmielinizacién del SNC y

con ello un déficit neuroldgico que limita y dificulta la movilidad de los animales.

La valoracién de la evolucién clinica se realiza haciendo caminar al animal sobre una
rejilla y calificdAndolo mediante una escala que permite valorar una pardlisis ascendente
gue se inicia con paresia de la cola del animal y que puede alcanzar la tetraplejia del
mismo (Tabla 8). Para evitar cualquier tipo de subjetividad involuntaria, todos los

experimentos in vivo y estudios posteriores se realizaron en ciego.

CRITERIOS DE EVALUACION EN LA ESCALA CLiNICA

0 No clinica
0,5 Paresia parcial de la cola
1 Paresia total de la cola
2 Paraparesia trasera
2,5 Paraparesia trasera severa
3 Tetraparesia leve
4 Tetraparesia moderada
4,5 Tetraparesia severa
5 Tetraplejia (criterio punto final)
6 Exitus

TABLA 8. Escala para la valoracién clinica de la EAE.



El nimero minimo de animales por grupo (la n de cada grupo) recomendado para el
seguimiento de los sintomas clinicos con la adecuada significancia estadistica es de 6
ratones. Ademas, fue necesario un incremento en la n por grupo que permitiera el
sacrificio de 3-5 animales a dia 14 post-inmunizacién, momento en que se establece la
enfermedad, con el fin de realizar los estudios inmunoldgicos e histopatolégicos y

poder continuar el seguimiento clinico con una n estadisticamente valorable.

Todos los experimentos incluyeron un grupo control positivo para la EAE (control
intrinseco del experimento que permite comprobar si la inmunizacion con MOGgg.s5 es
eficiente y por tanto si la incidencia de la enfermedad es al menos del 90%). También
incluimos un grupo control negativo del tratamiento (vehiculo) para cada vector
administrado (un vector del mismo serotipo portador de un gen irrelevante [GFP] o

ausencia de transgen [null]).

Ratones C57BL/6J

T

Dia 28-30
Inmunizacién Administracion Sacrificio de Sacrificio de los
con MOG,, 55 y || de toxina animales (n=3-5) animales y final
administracion || pertussis para estudios del experimento
de toxina inmunoldgicos e
pertussis histopatolégicos

Evaluacion clinica
diaria de los ratones

FIGURA 34. Esquema del disefio experimental general para los estudios in
vivo con ratones con EAE.

Se utilizaron ratones hembra de la cepa C57BL/6J de entre 7 y 9 semanas de edad.
Estos animales se inmunizan a dia 0 del experimento con el péptido MOGygs5Y se les
administra toxina pertussis (Figura 34). A dia 2 del experimento, a los animales se les

vuelve a administrar otra dosis de toxina. Entre una y dos semanas mas tarde



empiezan a aparecer los primeros sintomas de la enfermedad. Diariamente se realiza
la evaluacioén clinica de los sintomas siguiendo la escala de valoracion clinica (Tabla 8).
A dia 14, cuando la respuesta especifica frente a MOG4oss estd establecida, se
sacrifican de 3 a 5 ratones por grupo para el andlisis histopatoldgico e inmunoldgico. El
resto de animales se sigue evaluando diariamente hasta que finaliza el experimento, a

dia 28-30 post inmunizacién.

2.6.2. Efecto de la administracion de vectores virales en ratones con EAE

Con el fin de comprobar el potencial terapéutico del IL23Rs se utilizaron dos vectores
virales diferentes, el Ad5 y el AAV9, mediante dos rutas distintas de administracion:
sistémica o intraventricular. Se escogieron Ad5 y AAV9 por su alta eficiencia en infectar

higado y sistema nervioso, respectivamente.

En el primer experimento (Experimento 1), se administraron 5x10'°pp/ratén de Ad5-
CMV-IL23Rs o Ad5-CMV-GFP (tratamiento control) por la via intravenosa.
Paralelamente, se administraron animales con 9x10'°vg/ratén de AAV9-CMV-IL23Rs

por la via intraventricular, utilizando un virus AAV9-CMV-GFP en el grupo control.

Los vectores se administraron a dia 2 de experimento. Lamentablemente, los ratones
morian a los pocos minutos post-administracion, posiblemente debido a que la
inmunizacion de los ratones para inducir la EAE causa una hiperreactividad del sistema
inmune, que reacciona frente a las particulas viricas administradas causando la muerte
del animal. Posteriormente, rebajamos la dosis 1/10 en el caso de los adenovirus,
comprobando que ésta continuaba siendo letal (Tabla 9). De manera que se redujo de
nuevo hasta 5x10% pp/ratén (1/100 de la dosis inicial), que fue finalmente tolerada por
los ratones. En cuanto a los AAV, la dosis tuvo que ser reducida un 66% hasta 3x10%
vg/ratén. Sin embargo, a causa de las bajas dosis finalmente administradas no se pudo
observar ningun efecto en la sintomatologia clinica de la EAE (Figura 35). No obstante,
este experimento nos indujo a reconsiderar el momento de la administracion de los
vectores virales. En experimentos posteriores, la administracién se realizd como
minimo 3 dias antes de la inmunizacidn, tiempo suficiente para que las particulas

virales sean expulsadas del organismo por medio de la orina.
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FIGURA 35. Efecto de la administracion de vectores virales que codifican para IL23Rs en el curso
clinico de la EAE. Las dosis tuvieron que ser rebajadas para evitar la muerte de los animales
inmunizados. No existen diferencias en el seguimiento de la evolucion clinica de la enfermedad entre
los grupos tratados con Ad5 intravenoso (35.a.), o con AAV9 intraventricular (35.b.). En el grafico se
representa la puntuacién clinica diaria media para cada grupo. Las barras representan el error
estandar. 35.a) EAE: animales inmunizados con MOG y no tratados (n=5). Ad5 GFP: animales
inmunizados con MOG vy tratados a dia 2 con 5x108pp/ratén de Ad5-GFP (n=5). Ad5 IL23Rs: animales
inmunizados con MOG vy tratados a dia 2 con 5x108pp/ratén de Ad5-IL23Rs (n=6). 35.b) EAE:
animales inmunizados con MOG y no tratados (n=5). AAV9 GFP: animales inmunizados con MOG y
tratados a dia 2 con 3x1010vg/ratén de AAV9-GFP (n=7). AAV9 IL23Rs: animales inmunizados con
MOG y tratados a dia 2 con 3x1010vg/ratén de AAV9-IL23Rs (n=7).



Por otra parte, también se estudié la resistencia de los ratones con EAE a la
administracion de una dosis alta de vectores virales a dia 15 y a dia 30 post-
inmunizacién, observando que a dia 15 la administracion de vectores virales
continuaba siendo letal, mientras que a dia 30 los ratones sobrevivian a una dosis alta
de vector (Tabla 9). Sin embargo, el posterior seguimiento clinico de estos ratones no
reportd ninguna mejora en relacion al grupo control, posiblemente por encontrarse la

enfermedad en una fase muy avanzada, donde la respuesta inmune es menos

relevante.
dia 2 dia 15 dia 30
dosis alta dosis media dosis baja dosis alta dosis alta
via intravenosa 0/4 0/6 10/10 0/2 8/8
via intraventricular 0/5 0/5 12/12 ND ND

TABLA 9. Supervivencia de los ratones tras la administracion de vectores
virales post-inmunizacion. La tabla muestra la supervivencia (animales
vivos/animales administrados con vector viral) de los ratones con EAE tratados
con diferentes dosis de vectores y a distintos tiempos, considerando dia 0 el de
la inmunizacién con MOG. La administracién intraventricular se realizd
Unicamente a dia 2, utilizando AAV9 (dosis alta: 9x1010vg/ratén; dosis media:
6x1010vg/ratén; dosis baja: 3x101°vg/ratc')n). Para la administracion intravenosa
se utilizé Ad5 (dosis alta: 5x10™ pp/ratén; dosis media: 5x10° pp/ratén; dosis
baja: 5x10% pp/ratén).

ND: no determinado.

2.6.3. El grupo administrado con vectores portadores de secuencias irrelevantes

como grupo control del experimento

El grupo control EAE es un control intrinseco del experimento para determinar que la
inmunizacién ha sido éptima y que al menos el 90% de los animales inmunizados
desarrollan la enfermedad. Ademads, también sirve para determinar que el tratamiento
control no tiene un efecto relevante sobre el curso clinico de ésta. El tratamiento
control que hemos utilizado en estos experimentos es la administraciéon con un vector
portador de una secuencia no relevante. De esta manera, puede observarse si la mera
presencia del virus, y no la expresién del gen terapéutico, provoca un efecto en el

transcurso de la enfermedad.



Se compard el seguimiento clinico de los grupos control de ratones administrados con
vectores portadores de secuencias irrelevantes con el de los grupos de ratones que no
recibieron tratamiento (EAE). No se observé ninguna diferencia estadisticamente
significativa entre el grupo EAE y el Ad5-GFP, con una dosis de 5x10'° pp/ratén (Figura
36), siendo la puntuacion clinica media acumulada de 71 +16,8 D.E. y 70 +5,1 D.E,,

respectivamente (p=0,916).
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FIGURA 36. Comparativa entre el grupo control EAE y el grupo control Ad.
No existen diferencias significativas en la evolucién clinica de la enfermedad
entre los dos grupos control. En el grafico se representa la puntuacion
clinica diaria media para cada grupo. Las barras representan el error
estandar. EAE: animales inmunizados con MOG y no tratados (n=7). Ad5
GFP: animales inmunizados con MOG y tratados a dia -5 con 5x10'%pp/ratén
de Ad5-GFP (n=7).

Por otra parte, la administracién intravenosa de un vector AAV9 (9x10'°vg/ratén)
portador del gen GFP (82,2 +19,4 D.E.) tampoco reveld una diferencia estadisticamente

significativa con respecto al grupo EAE (70,9 +16,8 D.E.) con una p=0,252 (Figura 37).
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FIGURA 37. Comparativa entre el grupo control EAE y el grupo control
AAV. No existen diferencias significativas en la evolucién clinica de la
enfermedad entre los dos grupos control. En el grafico se representa la
puntuacién clinica diaria media para cada grupo. Las barras representan el
error estandar. EAE: animales inmunizados con MOG y no tratados (n=7).
AAV9 GFP: animales inmunizados con MOG y tratados a dia -5 con
9x10'%g/ratén de AAV9-GFP (n=8).

Asi pues, como se puede observar en las Figuras 36 y 37, nuestro grupo control se
comporta igual que el grupo control EAE, por lo que en adelante los resultados se
expondran comparando los vectores terapéuticos con los vectores no-relevantes, y
prescindiendo en los graficos del grupo EAE, aunque este grupo se siguid incluyendo

como control positivo del modelo experimental.



2.6.4. Estudio comparativo entre vectores Ad5-CMV-IL23Rs y AAV9-CMV-IL23Rs en

ratones con EAE

En el Experimento Il un grupo de ratones fueron administrados con 5x10™ pp/ratén i.v.
del vector Ad5-CMV-IL23Rs (grupo Ad5-IL23Rs), mientras que a otro grupo se le
inyectd 9x10*° vg/ratén i.v. de AAV9-CMV-IL23Rs (grupo AAV9-IL23Rs). A diferencia del
Experimento |, esta vez la administracidn con los dos vectores se realizd 5 dias antes de
la inmunizacion (dia -5 del experimento) para evitar la muerte de los ratones por
hiperreactividad del sistema inmune. Cada vector contd con su grupo control (grupos

Ad5-GFP y AAV9-GFP, respectivamente).

Como puede observarse en la Figura 38.a, existe una diferencia estadisticamente
significativa entre Ad5-1L23Rs y Ad5-GFP (valoracion clinica media acumulada: 48 +23,3
D.E. y 70 45,1 D.E., respectivamente) con una p= 0,004. En concreto, se observa que
los animales tratados con IL23Rs desarrollan mas tarde los primeros sintomas de la
enfermedad que los ratones Ad5-GFP (dia de inicio de la enfermedad: 13,38 +4,93 D.E.
y 9,57 +0,53 D.E., respectivamente. Con una p= 0,002). Sin embargo, se observa que el
efecto protector decae hacia el final del experimento, llegando Ad5-IL23Rs a tener una

puntuacioén clinica media igual al grupo Ad5-GFP el ultimo dia del mismo.

En cuanto a los vectores AAV (Figura 38.b), si bien la puntuacion clinica media
acumulada en ambos grupos no contempla una diferencia estadisticamente
significativa (Ad5-GFP: 82,2 +19,4 D.E y Ad5-IL23Rs: 66,7 +11,6 D.E. p=0,072), se

observa una tendencia clara y sostenida hasta el final del experimento.

A partir de estos resultados asumimos que la expresion del gen IL23Rs tiene un efecto
positivo sobre la evolucidon de la enfermedad. Y por ello nos centramos en optimizar el
disefio experimental y en estudiar la manera mas apropiada de demostrar de forma

significativamente estadistica este efecto.
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FIGURA 38. La expresion del gen IL23Rs durante la EAE mejoré la gravedad de los sintomas
clinicos. En el grafico se representa la puntuacién clinica diaria media para cada grupo. Las
barras representan el error estandar. 38.a). El grupo Ad5-1L23Rs evoluciona mas lentamente y
con menor gravedad que el Ad5GFP (p=0,004). Ad5 GFP: animales inmunizados con MOG y
tratados a dia -5 con 5x1010pp/ratén de Ad5-GFP (n=7). Ad5 IL23Rs: animales inmunizados con
MOG vy tratados a dia -5 con 5x1010pp/ratén de Ad5-IL23Rs (n=8). Test estadistico: Mann-
Whitney. 38.b). El grupo AAV9-IL23Rs evoluciona con una tendencia a una menor gravedad
que el Ad5GFP (p=0,072). AAV9 GFP: animales inmunizados con MOG vy tratados a dia -5 con
9x101°vg/ratén de AAV9-GFP (n=8). AAV9 IL23Rs: animales inmunizados con MOG vy tratados a
dia -18 con 9x1010vg/ratén de AAV9-1L23Rs (n=8). Test estadistico: T-student.

En primer lugar, respecto a los vectores Ad5, se volvid a inyectar un grupo reducido de
animales (n=3) en las mismas condiciones que en el anterior experimento, es decir,
5x10'° pp/ratén i.v. a dia -5 de la inmunizacién. Ello se hizo con el fin de obtener

muestras a dia 14 post-inmunizacidn para realizar estudios inmunolégicos. Ademas,



aunque la n era pequefiia, se confirmd el retraso en la aparicién de la enfermedad
observado en el Experimento Il con los adenovirus. Como puede verse en la Figura
39.a, en este experimento (lll), los ratones tratados con Ad5-IL23Rs también
desarrollan la enfermedad de forma significativamente mas lenta que los inyectados
con vector Ad5-GFP (dia de inicio de la enfermedad: 12,33 +1,53 D.E. y 9,0 +1,0 D.E,,

respectivamente, p= 0,034).

En segundo lugar, respecto a los vectores AAV, se decidié cambiar el momento de la
administracion del virus. Estos vectores tienen una cinética mds lenta que los
adenovirus (necesitan 2-3 semanas para expresar el transgen eficientemente) y se
pensd que seria mas apropiado administrar el vector viral aproximadamente 3
semanas antes de la inmunizacidon de los ratones. Asi en el Experimento Ill, los AAV se
administraron a los ratones a dia -18 (administracién intravenosa de 9x10'%g/ratén).
Sin embargo, ello no supuso una mejora en el efecto del transgen sobre el curso clinico

de la enfermedad (Figura 39.b).

Mediante ensayos de proliferacion celular de los esplenocitos procedentes de los
animales sacrificados a dia 14 de experimento se comprobd que no habia diferencias
significativas en cuanto a respuesta proliferativa frente al antigeno encefalitogénico
entre el grupo Ad5IL23Rs y el grupo control Ad5-GFP (p=0,695) (Figura 40.a).
Sorprendentemente, en los grupos AAV el estudio de proliferacién celular (Figura
40.b), reveld que el grupo tratado con AAV9-IL23Rs i.v. tenia un indice de estimulacion
de células T reactivas a MOG significativamente menor que el grupo control (AAV-GFP)
(p=0,011). De esta forma asumimos que, si bien, no era observable un efecto a nivel
clinico, el transgen era capaz de reducir la expansion de células T especificas frente a la

MOG. Por este motivo nos centramos en mejorar los resultados con los vectores AAV.
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FIGURA 39. Expresion del gen IL23Rs en animales con EAE. Los graficos representan la
puntuacién clinica diaria media para cada grupo. Las barras representan el error estandar.
39.a. El grupo Ad5-IL23Rs evoluciona mas lentamente y con menor gravedad que el Ad5-
GFP (p=0,034. Test estadistico: Mann-Whitney). Ad5 GFP: animales inmunizados con MOG y
tratados a dia -5 con leolopp/ratén de Ad5-GFP (n=3). Ad5 IL23Rs: animales inmunizados
con MOG vy tratados a dia -5 con 5x101°pp/ratén de Ad5-IL23Rs (n=3). 39.b. No se observan
diferencias entre los dos grupos. AAV9 GFP: animales inmunizados con MOG y tratados a dia
-18 con 9x1010vg/ratén de AAV9-GFP (n=8-11). AAV9 IL23Rs: animales inmunizados con
MOG y tratados a dia -18 con 9x1010vg/ratén de AAV9-1L23Rs (n=6-9).
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FIGURA 40. Respuesta proliferativa antigeno especifica a dia 14 del experimento. A dia 14
del Experimento Ill, se sacrificaron 3 ratones de cada grupo, se extrajeron los bazos, se
cultivaron células T y se estimularon con MOGys.ss. Las barras representan el error estandar.
Test estadistico: T-student. 40.a. No hay diferencia en el indice de estimulaciéon ante el
antigeno MOGys_ss entre el grupo Ad5-GFP y el Ad5-IL23Rs. 40.b. El tratamiento con el vector
AAV9-1L23Rs disminuy6 significativamente la respuesta proliferativa antigeno especifica en
comparacion con el grupo AAV9-GFP.

Ad5 GFP: animales inmunizados con MOG y tratados a dia -5 con 5x1010pp/ratén de Ad5-GFP.
Ad5 IL23Rs: animales inmunizados con MOG y tratados a dia -5 con 5x1010pp/ratén de Ad5-
IL23Rs. AAV9 GFP: animales inmunizados con MOG y tratados a dia -18 con 9x1010vg/ratén de
AAV9-GFP. AAV9 IL23Rs: animales inmunizados con MOG y tratados a dia -18 con
9x10'%g/ratén de AAV9-IL23Rs (n=6-9).

2.6.5. Inmunomodulacion de la EAE mediante la administracion de vectores AAV

portadores de IL23Rs

Con el objetivo de aumentar el efecto beneficioso de la expresion del IL23Rs en la
evolucidn clinica de la EAE, procedimos a realizar varios cambios en el vector. En
primer lugar, se cambié de un AAV9 a un AAV8. El AAV9 infecta bien musculo y
sobretodo sistema nervioso, y por este motivo fue escogido inicialmente. No obstante,
los resultados observados con el Ad5 indicaron que en los animales tratados por via
sistémica el efecto inmunomodulador era mayor que en los animales tratados

directamente a nivel del SNC. Asi pues, se decidid utilizar en adelante vectores AAVS,



pues infectan de manera muy eficiente higado. Ademas, se cambié el promotor CMV
por un promotor CAG, por su mayor eficiencia en los niveles de expresién del transgen
in vivo con AAV (Halbert et al., 2007; Nitta et al., 2005). Por ultimo, para evitar
cualquier posible efecto inmunogénico de la proteina GFP, se sustituyo el gen GFP del

vector viral control por una secuencia irrelevante que no se expresa (vector null).

Asi pues a dia -18 se administré por via intravenosa una dosis de 9x10' vg/ratén de
AAV8-CAG-IL23Rs o AA8-CAG-null (ver Figura 41). Si bien se observd una leve mejoria
del curso clinico en el grupo tratado con AAV8-CAG-IL23Rs con respecto al grupo
AAV8-CAG-null (puntuacién media acumulada: 53,7433,2 D.E. y 69,3+33,5 D.E,,
respectivamente), la diferencia no fue estadisticamente significativa (p=0,367). Se
hipotetiz6 que podria ser un problema de dosis insuficiente. En consecuencia, se
realizé un quinto experimento en el que se aumentd sustancialmente la dosis del

vector (5x10*vg/ ratén), ademas de aumentar el nimero de animales por grupo.
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FIGURA 41. La expresion de IL23Rs mediada por AAV8 no mejoré significativamente el curso
clinico de la EAE en los ratones tratados. El grafico representa la evaluacion clinica diaria media
para cada grupo. Las barras representan el error estdndar. El grupo AAV8-CAG-IL23Rs parece
tener un curso clinico menos severo que el AAV8-CAG-null, sin embargo, la diferencia no es
estadisticamente significativa (Test T-Student).

AAV8-CAG-IL23Rs: animales inmunizados con MOGys .55 y tratados a dia -18 con 9x101°vg/ratén de
AAV8-CAG-IL23Rs (n=8-11). AAV8-CAG-null: animales inmunizados con MOGys._s5 y tratados a dia
-18 con 9x10'%g/ratén de AAV8-CAG-null (n=8-11).



En la Figura 42.a se observa como el aumento de dosis del vector administrado hizo
posible que en el Experimento V finalmente se consiguiera una mejora muy
significativa de la sintomatologia clinica de la enfermedad en aquellos animales
tratados con el vector que codifica el gen del IL23Rs con respecto a los tratados con un
vector control null. Asi, el grupo AAV8-CAG-IL23Rs tuvo una puntuacidn clinica media
acumulada de 39,8 +28,2 D.E. (con una incidencia del 90%) y el grupo AAV8-CAG-null
de 84,4 +12,9 D.E. (100% de incidencia), p=0,003. Ademas, también hay diferencias en

cuanto a la mortalidad de la enfermedad (IL23Rs: 0%, null: 25%).

Es importante resaltar que los ratones tratados con IL23Rs desarrollaron los primeros
sintomas de la enfermedad mas tarde que los controles null (dia de inicio de la
enfermedad: 12,67 +2,60 D.E. y 10,92 #1,38 D.E. respectivamente, p= 0,060).
Asimismo, la mejora clinica observada en los ratones tratados fue estable y sostenida
en el tiempo hasta la finalizacion del experimento, con una puntuacion clinica media el
ultimo dia de 4,69 0,84 D.E en el grupo control y 2,71 £1,70 D.E en el grupo IL23Rs
(p=0,012).

Por otra parte, en la Figura 42.b. se observa que los animales tratados con el virus null
tienen una tendencia mas pronunciada a la pérdida de peso que el grupo tratado con

IL23Rs a lo largo de todo el experimento.
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FIGURA 42. La expresion de IL23Rs mediada por AAV8 reduce significativamente la
evolucién clinica de la EAE. 42.a. El grafico representa la puntuacién clinica diaria media
para cada grupo. Las barras representan el error estandar. El grupo AAV8-CAG-IL23Rs
presenta una mejora estadisticamente significativa en la evolucion clinica de la
enfermedad en comparacion con el grupo control tratado con un AAV8-CAG-null (p=0,003,
test estadistico: Mann-Whitney). 42.b. El grafico representa la variaciéon de peso diaria
media respecto a los pesos iniciales a dia 0 del experimento. Las barras representan el
error estandar.

AAV8-CAG-IL23Rs: animales inmunizados con MOGgsss y tratados a dia -18 con
5x1011vg/ratc')n de AAV8-CAG-IL23Rs (n=8-13). AAV8-CAG-null: animales inmunizados con
MOGys.s5 y tratados a dia -18 con 5x1011vg/ratén de AAV8-CAG-null (n=8-13).



2.6.6. Andlisis inmunoldgico de los ratones tratados con AAV8-CAG-IL23Rs

Un subgrupo de 5 ratones del Experimento V se sacrificaron a dia 14 post-inmunizacién
para realizar estudios inmunoldgicos e histopatoldgicos. Los esplenocitos de estos
ratones se cultivaron en presencia del péptido MOGyoss para realizar ensayos de
proliferacidn celular. A pesar de los resultados obtenidos en el seguimiento clinico, no
se pudieron observar diferencias en la proliferacion policlonal de los esplenocitos entre
el grupo null e IL23Rs (44,78 + 17,56 D.E. y 31,33 + 7,47 D.E., p=0,153), ni en la
proliferacién antigeno especifica (25,31 + 5,07 D.E. y 28,09 + 6,08 D.E., p=0,457)
(Figura 43).
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FIGURA 43. Andlisis de la respuesta proliferativa antigeno-especifica y no
especifica a dia 14 del experimento. El andlisis no mostré diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos null e IL23Rs para la respuesta
especifica (MOG), ni para la no especifica (PHA). Ensayos de proliferacion realizados
a partir de los esplenocitos de ratones (n=5) sacrificados a dia 14 del Experimento V.
Las barras representan el error estandar. Test estadistico: T-student.

NULL: esplenocitos de animales tratados con AV8-CAG-null.

IL23Rs: esplenocitos de animales tratados con AAV8-CAG-IL23Rs.

Posteriormente, las citoquinas secretadas al medio de cultivo de los esplenocitos
estimulados con MOGyg.s5s fueron analizadas mediante el sistema Luminex MagPix. En
concreto, se analizaron las siguientes citoquinas: GM-CSF, IFNy, IL2, IL4, IL5, IL6, IL10,
IL173, IL21 e IL22.
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FIGURA 44. Concentracion de citoquinas secretadas al medio de cultivo en

esplenocitos

estimulados

con MOGyg.ss.
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significativamente aumentada en los ratones tratados con AAV-CAG-IL23Rs, y la
concentracion de GM-CSF muestra una tendencia a estar aumentada en los mismos.
Las barras representan el error estandar. Test estadistico: T-student (n=5).

NULL: animales tratados con AV8-CAG-null.
IL23Rs: animales tratados con AAV8-CAG-IL23Rs.



En el andlisis de citoquinas de sobrenadantes de esplenocitos se hallé una diferencia
estadisticamente significativa de la concentracion de IFNy (null: 1765,89 pg/ml +
1146,08 D.E., IL23Rs: 5691,30 pg/ml + 2639,28 D.E.; p=0,016), y una tendencia a la
significacion estadistica en la producciéon de GM-CSF (null: 146,16 pg/ml + 106,58 D.E.,
IL23Rs: 337,40 pg/ml + 187,95 D.E.; p=0,083) (Figura 44). Para el resto de citoquinas se
detectaron niveles similares de concentracion. La citoquina IL21 no se representa, pues

su deteccidn estuvo por debajo del limite de deteccidn del kit en todas las muestras.

También se analizé la concentracidn de las citoquinas en sangre. Desafortunadamente,
la mayoria de muestras tuvieron valores por debajo de los niveles de deteccidn del kit.
Solo IFNy, IL6, IL5 e IL22 fueron valorables. No obstante, ninguna de estas citoquinas

mostro diferencias de concentracién entre el grupo tratado y el control.

2.6.7. Estudio histopatoldgico del SNC

De los mismos ratones sacrificados a dia 14 del experimento V, se obtuvieron las
médulas espinales, a partir de la cudles se realizé6 un estudio histopatolégico para
evaluar la inflamacién y el grado de desmielinizacion. El andlisis de las muestras se

realizé en ciego para evitar el sesgo del investigador.

El patrén histopatoldgico de los ratones tratados con IL23Rs estaba en concordancia
con la evolucién clinica observada. Tanto en el grupo de ratones con EAE no tratado,
como en el grupo tratado con el vector null, se observé desmielinizacidon y abundante
infiltrado inflamatorio en la sustancia blanca de la médula espinal, compuesto
mayoritariamente por linfocitos y macréfagos. En cambio, en los ratones tratados con
IL23Rs, el infiltrado inflamatorio fue mucho mds discreto y no se observd

desmielinizacion (Figura 45).

Por otra parte, también se realizaron inmunotinciones para estudiar la respuesta
astrocitaria y la activacion de la microglia. Se utilizé Iba-1 como marcador de microglia
y GFAP como marcador de astroglia. Para cada raton y marcador se llevaron a cabo
tinciones inmunohistoquimicas en 12 cortes sagitales de la médula espinal repartidos a

lo largo de ésta, realizando después la media para cada ratén y marcador.



Resultados

5 4

4 4 L] L
5 | —
S 3 oo um A
g LI
£
S 21 4
E

1

0 . . :

EAE NULL IL23Rs
15-
c
S
S10{ e LD
N
£
s
£
@ 0.5
[a]
0.0 : - *
EAE NULL IL23Rs

FIGURA 45. Inflamacién (HE) y desmienilizacion (KB) en médula espinal a dia 14 post
inmunizacion. En las tinciones de HE (Hematoxilina-Eosina) las flechas indican infiltrados
inflamatorios. En las tinciones de KB (KllUver-Barrera) las flechas indican éareas de
desmielinizacion. Los graficos muestran el score inflamatorio y de desmielinizacion para los
grupos EAE, null y IL23Rs.

EAE: médula espinal de raton inmunizado con MOGys.55 y no tratado.

NULL: médula espinal de ratén inmunizado con MOGys_s5 y tratado con de AAV8-CAG-null.
IL23Rs: médula espinal de ratén inmunizado con MOGys.s5 y tratado con AAV8-CAG-IL23Rs.

Como se observa en la Figura 46.a la activacion de la microglia es significativamente
menor en los ratones tratados con IL23Rs, con niveles similares a los de los ratones
sanos, mientras que el grupo null desarrolla una activacién similar al grupo EAE. La
diferencia de activacion de la microglia entre IL23Rs y null es estadisticamente

significativa (intensidad fluorescente integrada media, null: 1,58E+12 + 9,34E+11 D.E.
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IL23Rs: 2,93E+11 + 2,54E+11 D.E. p<0,05). Un ejemplo representativo puede

observarse en la Figura 47.

Por lo que concierne a la astroglia (Figura 46.b), hay un mayor nivel de activacion
astroglial en ratones control (null y EAE) que en los tratados con IL23Rs, siendo la
diferencia entre IL23Rs y null estadisticamente significativa, (intensidad fluorescente
integrada media: 2,11E+11 + 7,75e+10 D.E. y 7,43E+11 + 1,81E+11 D.E.
respectivamente; p=0,0002). En la Figura 48 puede observarse un ejemplo

representativo.
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FIGURA 46. Activacion de la microglia y la astroglia en médula espinal a dia 14 post
inmunizaciéon. Valores de intensidad fluorescente tras inmunohistoquimica con los
marcadores especificos Ibal (microglia) y GFAP (astroglia).

null: ratones inmunizados con MOGys.s5s ¥ tratados con AAV8-CAG-null. IL23Rs: ratones
inmunizados con MOGys.s5 y tratados con AAV8-CAG-IL23Rs. SF: ratones inmunizados con
suero fisioldgico, no desarrollan EAE. EAE: ratones inmunizados con MOGys.ss y no tratados.
Test estadistico: One way ANOVA/Tukey Post Test. N=5 ratones. 12 cortes/ratén. 3
campos/corte analizados.
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FIGURA 47. Ejemplo representativo del estudio de activacion de la microglia en médula
espinal a dia 14 post inmunizacion. Inmunochistoquimica con marcador IBA1. Los animales
tratados con AAV8-CAG-IL23Rs presentaron menor activacién microglial que los ratones
tratados con el vector control. Fotografias a 40x.

SF: médulas de ratones inmunizados con suero fisioldgico, no desarrollan EAE. EAE: médula
espinal de ratéon inmunizado con MOGys.s5s y no tratado. Null: médula espinal de ratdn
inmunizado con MOG,s.55 y tratados con AAV8-CAG-null. IL23Rs: médula espinal de ratén
inmunizado con MOGys.s5 y tratados con AAV8-CAG-IL23Rs. N=5 ratones. 12 cortes/ratdn. 3
campos/corte analizados.
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FIGURA 48. Ejemplo representativo del estudio de activacion de la astroglia en médula
espinal a dia 14 post inmunizacién. Inmunohistoquimica con marcador GFAP. Los animales
tratados tienen menor activacion astroglial que los animales no tratados. Fotografias a 40x.
SF: médulas de ratones inmunizados con suero fisiolégico, no desarrollan EAE. EAE: médula
espinal de ratén inmunizado con MOG,ss5 y no tratado. Null: médula espinal de ratén
inmunizado con MOGys.55 y tratados con AAV8-CAG-null. IL23Rs: médula espinal de ratén
inmunizado con MOGs.55 y tratados con AAV8-CAG-IL23Rs. N=5 ratones. 12 cortes/raton. 3
campos/corte analizados.








