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RESUMEN

VECTORES VIRALES AAV PARA TERAPIA GENICA CONTRA EL ALCOHOLISMO:
INHIBICION DE LA ENZIMA ALDEHIDO DESHIDROGENASA MITOCONDRIAL EN
CELULAS DE HEPATOMA HUMANAS

El alcoholismo es un grave problema socio-econoémico. El costo asociado al abuso del
alcohol se ha estimado en 1.300 millones de ddlares para la economia chilena y en 185
billones para Estados Unidos, costo que se debe principalmente a la perdida de la
productividad, tratamientos médicos y costos sociales.

El etanol es metabolizado en el higado en dos pasos. El primero depende de la enzima
Alcohol deshidrogenasa (ADH) y el segundo de la enzima Aldehido deshidrogenasa
(ALDH2). En individuos de la poblacién asiatica existe una alta prevalencia de una
mutacion en el gen de la ALDH2, por lo que tienen una capacidad reducida para
metabolizar el acetaldehido, produciendo fuertes efectos como mareos, hipotension,
palpitaciones, etc. Esto resulta en un rechazo al consumo de etanol y proteccion frente al
alcoholismo. Este fenbmeno sugiere que la modulacién de la expresion de la ALDH2
mediante tecnologias genéticas puede resultar en un fenotipo similar.

Por lo tanto, la terapia génica se presenta como una alternativa atractiva para el
tratamiento del alcoholismo, simulando el fenotipo asiatico, mediante la inhibicién
especifica de la enzima ALDH2, utilizando vectores virales codificantes de un shRNA
como herramienta silenciadora.

Los virus adeno-asociados (AAV) han sido utilizados como poderosas herramientas para
la transferencia de genes en estudios in vivo, en modelos animales y en ensayos clinicos
en humanos, con resultados prometedores. La Unica terapia génica aprobada en el
mundo occidental para comercializacion es Glybera y esta formulada con vectores AAV.
En este trabajo se utilizaron vectores scAAV2 que codifican un ALDH2 shRNA, para
silenciar la expresion del gen de ALDH2 en lineas celulares humanas.

Las lineas celulares HEK-293 y HepG2 se infectaron con el virus scAAV2/shRNA
resultando en una reduccion de la expresion de ALDH2 a nivel de RNA y proteinas en las
dos concentraciones virales probadas (1x10* y 1x10° vg/cel) cada una probada en dos
periodos de tiempos. En ambas lineas celulares los niveles de RNA de ALDH2 se
redujeron en un 90% Yy la expresién a nivel proteico se inhibi6 en un 90% y 52%
respectivamente, cinco dias después de la infeccidn. Las células HepG2 VL17A (ADH+)
tratadas y expuestas a etanol mostraron un aumento de hasta el 50% en los niveles de
acetaldehido.

Estos resultados sugieren que la terapia génica puede ser una herramienta atil para el
tratamiento del alcoholismo, a través del silenciamiento de la expresion de ALDH2
utilizando tecnologia shRNA entregada las células por vectores AAV.




ABSTRACT

AAV GENE THERAPY FOR ALCOHOLISM: INHIBITION OF MITOCHONDRIAL
ALDEHYDE DEHYDROGENASE ENZYME EXPRESSION IN HEPATOMA CELLS.

Alcoholism is a serious socio-economic problem. The cost associated with alcohol abuse
for the Chilean economy is estimated at USD$1300 million, in the USA alcoholism costs
$185 billion mainly due to lost productivity, health care and associated societal ills.

The process by which ethanol is metabolized in the liver occurs in two steps. The first step
depends on the enzyme Alcohol dehydrogenase (ADH) and the second step is catalyzed
by the enzyme Aldehyde dehydrogenase (ALDHZ2). Individuals of the Asian population
show large prevalence of a mutation in ALDH2 and they have a diminished capacity to
metabolize acetaldehyde, producing strong effects including dizziness, hypotension, and
palpitations. This results in an aversion to alcohol intake and protection against
alcoholism. This phenomena strongly suggests that modulation of ALDH2 expression by
genetic technologies could result in a similar phenotype.

Gene therapy has emerged as an alternative for alcoholism treatment, mimicking the
Asian phenotype, through the specific inhibition of the ALDH2 enzyme, using viral vectors
coding a shRNA as a silencing tool.

AAV viral vectors have been used as powerful tools for gene delivery in vivo studies,
animal models and clinical trials, with promising results. The only gene therapy approved
for commercialization in the western world is Glybera formulated by AAV vectors.

We utilized scAAV2 vectors encoding ALDH2 shRNA to silence ALDH2 gene expression
in human cell lines.

Human cell lines HEK-293 and HepG2 were transduced with scAAV2/shRNA showing a
reduction in ALDH2 RNA and protein expression with the two viral concentrations tested
(1x10%and 1x10° vg/cell) at two different time points. In both cell lines ALDH2 RNA levels
were reduced by 90% and protein expression was inhibited by 90% and 52%, respectively
five days post infection. Transduced HepG2 VL17A cells (ADH+) exposed to ethanol
resulted in a 50 % increase in acetaldehyde levels.

These results suggest that gene therapy could be a useful tool for the treatment of
alcoholism by knocking down ALDH2 expression using shRNA technology delivered by
AAV vectors.
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1 INTRODUCCION

1.1 Alcoholismo y sus consecuencias

El consumo de alcohol data desde el periodo Neolitico. Los brebajes alcohdlicos pueden,
incluso, haber precedido al pan como alimento basico (Rietschel et al., 2013). En la
naturaleza diferentes alcoholes se producen por la fermentacion de los azlcares de las
frutas, principalmente mediante levaduras. El principal alcohol producto de la
fermentacién es etanol. Se cree que el rol que cumplia el etanol en las frutas era actuar
como inhibidor del crecimiento microbiano (Dudley, 2000).

Animales frugivoros pueden utilizar esta sustancia como estimulante sensorial para la
localizacion de recursos y para ganancia calorica, adicionalmente puede representar una
recompensa nutricional directa, aportando 7,1 [kcal/g] lo que corresponderia a casi el
doble de los carbohidratos, que aportan 4,1 [kcal/g]. Una persona alcohdlica puede
obtener mas del 50% de las calorias diarias provenientes del consumo de alcohol (Bebb
et al., 1971, Lieber, 2009).

El alcohol es rdpidamente absorbido desde el estbmago, el intestino delgado y el colon.
Se alcanza la maxima concentracién sanguinea dentro de 30 a 90 minutos después de
la ingesta. El alcohol se distribuye uniformemente a través de los tejidos y fluidos
corporales y se elimina principalmente por el sistema renal, el tracto urinario, la
exhalacion y el metabolismo. Cuando se consume alcohol pasa del estbmago e intestinos
a la sangre, luego es metabolizado por enzimas, principalmente en el higado, donde es
convertido a acetaldehido por la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) y rapidamente a
acetato por la enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH). La mayoria del alcohol se
metaboliza en el higado, pero una pequefia fraccidbn se mantiene sin metabolizar,
permitiendo la medicidén de la concentracion de alcohol en el aliento y orina. El higado
solo puede metabolizar una cierta cantidad del alcohol por hora, independiente de la
cantidad consumida. Esta capacidad depende de la actividad de las enzimas, las cuales
varian entre individuos, debido a polimorfismos genéticos (Rundio et al., 2013).

En la poblacién asiatica existen individuos que presentan una mutacion del gen que
codifica para la isoenzima ALDH2, por lo que tienen una capacidad reducida para
degradar el acetaldehido y, en consecuencia, al consumir alcohol presentan alta
concentracion de acetaldehido en la sangre. La presencia de altos niveles sanguineos
de este metabolito genera una fuerte reaccién adversa que presenta sintomas como dolor
de cabeza, nausea, vomitos, taquicardia, hipotension y rubor facial, impidiendo el abuso
en el consumo de alcohol (Mizoi et al., 1983).



1.2 Problemas de salud asociados al alcoholismo

Un gran numero de estudios epidemiol6égicos han demostrado correlacion entre el
consumo excesivo de alcohol y el factor de riesgo tanto como para el cancer del tracto
gastrointestinal superior (cavidad bucal y eséfago) como para el cancer de higado,
colorrectal, pancreas y algunos otros 6rganos (Jelski et al., 2008).

La fibrosis y cirrosis hepaticas deben ser las consecuencias mas serias del abuso en el
consumo de alcohol, alcanzando el 50% de las muertes por enfermedades hepéticas.
Ademas la cirrosis hepatica es el principal precursor del carcinoma hepatocelular, el cual
es el octavo cancer mas frecuentemente diagnosticado (McKillop et al., 2005).

El consumo excesivo de alcohol es una de las principales causas de la pancreatitis
cronica y un factor de riesgo para la diabetes mellitus tipo 2, ambas enfermedades
relacionados con el cancer de pancreas. El alcohol y sus metabolitos (acetaldehido y
esteres etilicos de &cidos grasos) pueden alterar las vias metabdlicas implicadas en la
respuesta inflamatoria y la carcinogénesis. Estos diversos efectos metabdlicos del alcohol
pueden interactuar con otros factores de riesgo (factores genéticos, dietéticos,
ambientales y de estilo de vida ) dando lugar a pancreatitis y diabetes mellitus aguda y
cronica, que son factores que afectan el proceso de la carcinogénesis hacia el desarrollo
de cancer de pancreas (Go et al., 2005).

Con respecto a las patologias cardiovasculares, el alcohol puede causar hipertension,
aumentar el riesgo de enfermedades de las arterias coronarias e infartos, cardiomiopatias
con falla cardiaca y arritmias (Carr, 2011; Krishnamoorthy et al., 2009).

El uso leve a moderado de alcohol tiene humerosas consecuencias negativas para la
funcién reproductiva tanto femenina como masculina (Emanuele et al., 1998, 2002).
Estudios en animales han demostrado que el consumo de alcohol altera la pubertad
femenina y que beber durante este periodo también puede afectar el crecimiento y la
salud de los huesos. Posterior a la pubertad el alcohol puede interrumpir el ciclo menstrual
normal y afectar los niveles hormonales postmenopausia (Emanuele et al., 2002).

En el caso del sistema reproductor masculino, la ingesta de alcohol puede provocar
efectos negativos en todos sus niveles (hipotdlamo, glandula pituitaria anterior y
testiculos), pudiendo causar impotencia, infertilidad y reducir los caracteres sexuales
secundarios. En los testiculos puede afectar a las células de Leydig, las cuales producen
y secretan la hormona testosterona, resultando en niveles reducidos de testosterona en
la sangre. El alcohol también dafia la funcion de las células de Sertoli que juegan un rol
importante en la maduracion de la esperma. En la glandula pituitaria el alcohol puede
disminuir la produccion y liberacion de las dos hormonas criticas en la funcion
reproductiva, la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH).
Finalmente el alcohol puede interferir en la funcion endocrina del hipotalamo (Emanuele
et al., 1998).

Neurologicamente, el alcohol dafia especialmente al sistema limbico, diencéfalo y la
corteza cerebral frontal, por lo que se estima que el alcohol causa demencia. Ademas



interfiere con la absorcién de nutrientes y vitaminas especialmente con deficiencia de
tiamina, lo que se asocia con confusion mental, ataxia y pérdida de memoria sintomas de
enfermedades como encefalopatia de Wernicke y/o sindrome de Korsakoff (Martin et al.,
2003)

1.3 Problemas socio-econdmicos asociados al alcoholismo

El alcoholismo es una adiccién que causa problemas sociales y econémicos. En Estados
Unidos se calcula que el alcoholismo tiene un costo anual para la sociedad de 185 mil
millones de dolares (To, 2007) y en Chile de 3 mil millones de doélares anuales (Ministerio
de Salud de Chile, 2010). Ello incluye costos indirectos: menor productividad del
trabajador, cuando es un bebedor problema, por muerte prematura y ausentismo, y
costos directos: gastos en salud, policia, accidentes y destruccion de activos (Olavarria
et al., 2009).

1.3.1 Factores que predisponen al alcoholismo

Las causas del alcoholismo no estan del todo claras, pero se ha propuesto que animales
que consumen alcohol moderadamente pueden haber tenido una ventaja evolutiva
debido a que aumentan su ingesta caldrica (Dudley, 2000).

Para una bebida alcohdlica se define la medida estandar (una unidad) aquella que
contenga alrededor de 14 gramos de alcohol puro, siendo equivalente a: 350 mL de
cerveza (5% alcohol), 150 mL de vino (12% alcohol) o 45 mL de licor fuerte (40% alcohol)
como el tequila, el ron, el vodka o el whisky. Esta medida es til para seguir guias de
salud, pero pueden no reflejar el consumo real debido a la variacion en los volimenes
consumidos o por la propia variabilidad del contenido de alcohol de cada tipo de bebida
(NIAA, 2017).

Mientras que en dosis moderadas el alcohol genera efectos motivacionales y de refuerzo,
en altas dosis puede generar aversion induciendo: déficit cognitivo, incoordinaciébn motora
y vomitos. En altas concentraciones el alcohol se puede unir alostéricamente a bolsillos
hidrofébicos de algunos receptores de neurotransmisores, como el receptor de acido y-
aminobutirico (GABA-A) (Enoch, 2008) y al receptor de glutamato N-metil-D-aspartato
(NMDA) (Moykkynen et al., 2012), alterando el proceso cognitivo, la consolidacion de la
memoria y anestesia (Robbins et al., 2006). Sin embargo, no existe una correlacion
directa que indique que los efectos hipnéticos y anestésicos del etanol son los que
generan sus propiedades gratificantes (Enoch, 2008).

Otros estudios han mostrado que el acetaldehido producido en el cerebro, por accion de
la enzima catalasa, tiene un efecto de refuerzo en el consumo de alcohol, a diferencia del
acetaldehido que se acumula en el torrente sanguineo (que no atraviesa la barrera
hematoencefalica), que provoca aversion al consumo (Deitrich, 2011; Karahanian et al.,
2011; Quintanilla et al., 2012).

Se han realizado diversos estudios que buscan identificar los genes que contribuyen a la
dependencia del alcohol (Crabbe et al., 2006; Rietschel et al., 2013; Wang et al., 2012).



Los primeros genes identificados son aquellos relacionados con su metabolismo, tales
como las enzimas alcohol deshidrogenasa ADH y aldehido deshidrogenasa ALDH (Dick
et al., 2006). Otros genes identificados son los que codifican para los ya mencionados
receptores de acido y-aminobutirico (GABA-A) y los receptores de glutamato N-metil-D-
aspartato (NMDA), algunos canales de potasio especificos y adenilato ciclasas
(Rietschel et al., 2013).

Son muchos los factores genéticos que influencian el desarrollo del alcoholismo, pero
una mutacion dominante simple en el gen que codifica para la aldehido deshidrogenasa
mitocondrial (alelo ALDH2*2) otorga una marcada proteccion contra el desarrollo de esta
condicion, debido a la acumulacion de acetaldehido (T. K. Li, 2000), este polimorfismo
se ha encontrado en una alta proporcion de la poblacion asidtica (Chen et al., 1999). La
forma mas frecuente para la aldehido deshidrogenasa es la isoenzima activa (ALDH2*1)
que metaboliza el aldehido generado de la oxidacion del alcohol. Como la ALDH2*2 tiene
menos actividad que la isoenzima ALDH2*1, los individuos que presentan el alelo
protector presentan una marcada elevacion de los niveles de acetaldehido cuando
consumen etanol, llevando a una fuerte reaccién adversa que desalienta un futuro
consumo de alcohol (Ocaranza et al., 2008). Por esta razon, individuos heterocigotos
ALDH2*2/ALDH2*1 estan protegidos contra el abuso de alcohol y el alcoholismo entre un
66 a un 75%, mientras que los individuos homocigotos ALDH2*2/ALDH2*2 son
virtualmente abstemios, casi 100% protegidos (Chen et al., 1999; Luczak et al., 2006;
Ocaranza et al., 2008).

Es importante mencionar que no son soélo factores genéticos los que contribuyen al
desarrollo de esta enfermedad, un rol muy importante es del ambiente en que se
encuentra un potencial alcohdlico, influyendo este sobre todo en las primeras fases de la
enfermedad (Kendler et al., 2008; Wang et al., 2012).

1.4 Enzimas metabolizadoras del alcohol y acetaldehido

La reduccién de cadenas de aldehidos a alcoholes es un proceso biolégico comun, que
permite la eliminacion de compuestos reductores durante el metabolismo de las bacterias
anaeroébicas, hongos y plantas. Como resultado de la fermentacion producida por estos
organismos, los animales se encuentran con frecuencia con alcoholes en el entorno y
han desarrollado mecanismos enzimaticos para metabolizarlos. Los alcoholes son
metabolizados a sus correspondientes aldehidos, los que luego pueden ser oxidados a
acidos grasos de cadena corta. Los acidos son convertidos finalmente a ésteres de acetil
coenzima A (CoA) y entran a la ruta general de oxidacion de grasas (Crabb et al., 1987).

Especificamente el etanol es oxidado a acetaldehido por tres vias: por la enzima
citoplasmatica alcohol deshidrogenasa (ADH), por la catalasa presente en los
peroxisomas o por el sistema microsomal de oxidacion del etanol (MEOS).
Posteriormente enzimas como la aldehido deshidrogenasa (ALDH), que se encuentran
en altos niveles en el higado oxidan, el acetaldehido a acetato el cual se transforma
finalmente a acetil-CoA (Crabb et al., 1987) (Figura 1).



1.4.1 Alcohol deshidrogenasa

La enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) es responsable de la oxidacion de
aproximadamente el 90% del alcohol ingerido. Esta enzima tiene una amplia
especificidad de sustrato, oxidando alcoholes primarios y secundarios. Se localiza en la
fraccion citosodlica de la célula (Cederbaum, 2012). Es abundante en el higado, aunque
se ha encontrado en pequefas proporciones en el tracto gastrointestinal, y en el rifion.
Ha sido ampliamente estudiada, la estructura de la enzima aislada de higado de caballo,
fue resuelta mediante cristalografia de rayos-X en el afio 1973 por Branden y cols.
(Brandén et al., 1973). Es un dimero compuesto de subunidades de 40 kDa, cada una
conteniendo dos atomos de zinc. En el caso humano se han observado varias isoenzimas
para la ADH, codificadas en 3 loci, llamadas ADH1, ADH2y ADHs, agrupadas como ADHs
de clase | (Smith et al., 1971). Ademas, se han encontrado polimorfismos en ADH2y
ADHes. El locus ADHz1 codifica la cadena a, mientras que el locus ADH:z posee 3 alelos que
codifican las cadenas B1, B2 y 3. ADH3 existe como dos alelos que codifican las cadenas
y1Y Yz (Crabb et al., 1987).

El control de la actividad de la enzima alcohol deshidrogenasa es complejo, debido a: la
disociacion del NADH producido es un paso limitante de la velocidad; ademas, la catalisis
esta sujeta a inhibicion por los productos NADH y acetaldehido. También esta sujeto a
inhibicion por sustrato a altas concentraciones de etanol.
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Figura 1. Metabolismo del etanol

La enzima catalasa localizada en los peroxisomas oxida el etanol a través de la conversion del peroxido de
hidrégeno a agua. El sistema microsomal de oxidacion del etanol (MEOS) esta localizado en el reticulo
endoplasmico y compuesto principalmente por el citocromo P450 2E1 inducible [CYP2EL]. La enzima
alcohol deshidrogenasa (ADH) localizada en el citosol es la principal metabolizadora de etanol, mediante
la reduccién de NAD+ a NADH en una reaccion reversible. Luego, el acetaldehido es convertido a acetato
principalmente por la enzima mitocondrial ALDH2.



1.4.1.1 ADH clase |

Existen 3 genes ADHi1, ADHz2y ADHs que codifican para las siguientes subunidades: a
(ADHIA), B1, B2y B3 (ADHIB), y1 y y2 (ADH1C). Estas diferentes subunidades y formas
polimorficas se combinan para producir una variedad de homo y hetero dimeros. (gj. aq,
B1B1, aB2). Se encuentran principalmente en el higado y son las mayores responsables
de la oxidacion del alcohol debido a que poseen una Km menor que 5 mM (Lands, 1998).
En una nueva clasificacién se han agrupado en 5 clases distintas, designadas ADH1 a
ADHS5, debido a sus caracteristicas estructurales y cinéticas. Los genes humanos que
codifican las subunidades peptidicas a, 1, B2, B3, y1, y2, M, X, Yy U (o llamada o) son
designadas como ADH1A (anterior ADH1), ADH1B*1 (anterior ADH2*1), ADH1B*2
(anterior ADH2*2), ADH1B*3 (anterior ADH2*3), ADH1C*1 (anterior ADH3*1), ADH1C*2
(anterior ADH3*2), ADH2 (anterior ADH4), ADH3 (anterior ADH5) y ADH4 (anterior
ADHY7), respectivamente. La ADH5 (anterior ADH6) codifica un polipéptido al cual no se
le ha asignado una letra del alfabeto griego (Cederbaum, 2012).

Tabla 1. Constantes cinéticas de las isoenzimas humanas de ADH del higado.
Adaptado de (Cederbaum, 2012).

Constante aa B1P1 B2B2 B3B3 Y1y1 yay1 ALl
Kv NAD* (UM) 13 7.4 180 530 7.9 8,7 14
Km etanol (mM) 4,2 0,049 0,94 24 1 0,63 34
Ki 4-metil-pirazol 1,1 0,13 - 2,1 0,1 - 2000
(UM)

Vmax (Min-) 27 9,2 400 300 87 35 20
pH (6ptimo) 10,5 10,5 8,5 7.0 10,5 10 10,5

La clase | de las isoenzimas de ADH realiza el rol principal en la oxidacion del alcohol. La
habilidad de formar isoenzimas, con diversas propiedades cinéticas, contribuye
probablemente a la gran variabilidad que existe en la poblacién humana para metabolizar
el etanol. La fuerte sensibilidad de la clase | a la inhibicién por pirazol explica la poderosa
inhibicién del metabolismo del alcohol por estos agentes (Cederbaum, 2012).

1.4.1.2 ADH clase Il y Il

Se reconocieron dos loci adicionales al preparar extractos de higado de pacientes que
murieron repentinamente, los genes ADH4 y ADHs que codifican las cadenas 1y X
respectivamente. ADH 1 se ha designado como ADH clase Il y ADH x como clase Il (T.
K. Lietal., 1977; Wagner et al., 1984). No se han observado polimorfismos en estos loci
(Crabb et al., 1987).

Los genes ADH4 producen homodimeros 11T en el higado y en menor proporcion en
riflones, pulmones y esta también presente en la mucosa gastrica, por lo que podria
actuar como paso previo a la metabolizacion hepatica del etanol. La generacion local de
acetaldehido en el estbmago puede ser el responsable de la gastritis erosiva aguda
inducida por el consumo de alcohol. La alta Km de esta enzima con el alcohol hace que



esta enzima sea importante para el metabolismo a altas concentraciones de alcohol
(Cederbaum, 2012).

El gen ADH5 produce homodimeros xx. Esta isoenzima esta distribuida en varios tejidos
y tiene una Km alun mas alta para el alcohol (>2 M) (Cederbaum, 2012), por lo que
probablemente casi no participa en la eliminacién del etanol (Crabb et al., 1987).

1.4.1.3 ADH clase IV

El gen ADH7 codifica la subunidad o, la cual es eficiente oxidando retinol a retinal. Esta
forma esta presente en el estbmago.

1.4.1.4 ADH clase V

El producido por el gen ADH6 esta presente en higado y estdbmago, pero la proteina no
ha sido caracterizada (Cederbaum, 2012).

Las formas polimérficas de ADH (clase | ADH1B, ADH1C) varian en distintos grupos
raciales como se muestra en la Tabla 2. A la fecha, no existen asociaciones claras entre
las isoenzimas ADH y el desarrollo de enfermedades al higado debidas al alcoholismo o
a la propension al consumo de alcohol. Estudios que han investigado la asociacion entre
el alcoholismo y el dafio al higado inducido por alcohol con polimorfismos en ADH2,
ADH3, CYP2E1 y ALDH2 no son concluyentes. Un gran meta-analisis (Zintzaras et al.,
2006) muestra que los portadores de los alelos ADH1B*1 y ADH1C*2 (las ADHs menos
metabolizadoras de etanol) y el alelo altamente activo ALDH2*1 tienen un aumento en el
riesgo de alcoholismo, estos hallazgos reflejan la baja acumulacion de acetaldehido [26].
ALDH2*1 es un factor protector del dafio hepatico porque remueve el acetaldehido que
es toxico. Ni el polimorfismo en ADH2 o ADH3 fueron implicados en el desarrollo de
enfermedades al higado. Variantes alélicas de CYP2E1 no estan involucradas en
determinar el riesgo de alcoholismo o de enfermedades hepéticas. Mas investigaciones
son requeridas en este aspecto (Cederbaum, 2012).

Tabla 2. Frecuencia de los alelos ADH en poblaciones de distintas razas.

Adaptado de (Cederbaum, 2012).

ADH1B*1 ADH1B*2 ADH1B*3 ADH1C*1 ADH1C*2
(%) (%) (%) (%) (%)

Americanos blancos >95 <5 <5 50 50
Europeos blancos 85 15 <5 60 40
Japoneses 15 85 <5 95 5

Americanos negros 85 <5 15 85 15

Estas isoenzimas poseen distintas frecuencias en diferentes poblaciones y diversos
parametros cinéticos ADH.



1.4.2 Catalasa

La enzima catalasa contiene un grupo hemo y se encuentra en los peroxisomas de las
células. Cumple un rol fundamental en la conversion de grupos oxidantes a moléculas
menos reactivas, por lo que se considera una enzima antioxidante, principalmente
cataliza la remocion del per6xido de hidrogeno H202, pero también puede oxidar el
alcohol (Figura 1). Esta via de metabolizacion es limitada por la concentracion de H202
presente en la célula en condiciones fisioldgicas, por lo que oxida solo el 2% del etanol,
su rol en la oxidacién del alcohol en el higado es insignificante (Cederbaum, 2012).

Los efectos producidos por el etanol en el sistema nervioso central estan mediados por
el acetaldehido, pero el acetaldehido sistémico producido en el higado practicamente no
atraviesa la barrera hematoencefélica. En el tejido cerebral no se expresa la enzima ADH,
por lo que la responsable de la oxidacion del etanol hacia acetaldehido es la catalasa, la
cual se encuentra distribuida en los peroxisomas de todo el cerebro. El acetaldehido
derivado de la oxidacion dependiente de catalasa en el cerebro tendria un rol importante
en el desarrollo de tolerancia al alcohol, al consumo voluntario de etanol y a los refuerzos
positivos del consumo, quizas por la interaccidén con catecolaminas, produciendo varios
productos de condensacion (Karahanian et al., 2011; Morales et al., 2013; Quintanilla et
al., 2012, 2016).

1.4.3 Oxidacion microsomal (citocromo P450)

Citocromo P450s son una familia de enzimas involucradas en la oxidacion de esteroides,
acidos grasos y numerosos xenobioticos. Se encuentra en altos niveles en el higado,
principalmente en el reticulo endoplasmico (fraccion microsomal). Algunos P450s se
encuentran también en la mitocondria. Existen muchas isoenzimas de P450, més de 100
familias de genes han sido identificadas y estan organizadas segun su homologia.
CYP2E1 es la isoenzima que tiene la mas alta actividad para oxidar alcohol hacia
acetaldehido. Ademas de etanol, CYP2E1 puede oxidar muchos otros compuestos
incluyendo acetona, bencenos y otros alcoholes.

La Km de CYP2EL para el alcohol es 10 mM, 10 veces mayor que la Km de ADH para
etanol, pero aun se mantiene dentro de los rangos alcanzados en bebedores sociales. A
bajas concentracion de alcohol CYP2E1 realiza un 10% de la oxidacién total de alcohol
en el higado, pero dado su alta Km la contribucién a la degradacién de etanol aumenta a
medida que aumenta la concentracion de éste (Lu et al., 2008).

Muchas P450s son inducidas por sustrato, lo que permite la remocién de compuestos
xenobiodticos. Los niveles de CYP2E1 estan aumentados en casos de administracion
cronica de etanol, por lo que es importante en pacientes alcohdlicos. Se han identificado
13 polimorfismos diferentes para CYP2EL, los que podrian ser importantes factores de
riesgo para la carcinogénesis o ciertas toxinas, sin embargo no hay evidencias que
relacionen estos polimorfismos con la frecuencia de dafio hepético (Cederbaum, 2012).



Los ciclos cataliticos producidos por CYP2E1 producen una gran cantidad de especies
reactivas del oxigeno como radicales superoxido y peréxido de hidrégeno, lo que podria
contribuir a los dafios hepaticos producidos por estrés oxidativo (Lu et al., 2008).

1.4.4 Aldehido deshidrogenasa

Aldehidos endogenos son formados durante el metabolismo de aminoacidos,
carbohidratos, lipidos, aminas biogénicas, vitaminas y esteroides. Ademas la
biotransformacion de un gran numero de drogas y agentes ambientales genera
aldehidos. Los aldehidos son compuestos electrofilicos altamente reactivos que
interactian con grupos tiol y amino, lo que genera desde efectos fisiologicos y
terapéuticos hasta citotoxicidad, genotoxicidad y mutagénesis o carcinogénesis. En este
aspecto las enzimas ALDH oxidan eficientemente y en la mayoria de los casos detoxifican
una cantidad significante de aldehidos quimicamente diversos. 16 genes que codifican
para enzimas ALDH y 3 pseudogenes han sido identificados en el genoma humano en
distintos cromosomas. Los polimorfismos en genes codificantes de enzimas ALDH
humanas evidencian la importancia en las rutas de decodificacion de estas enzimas,
generando metabolismos alterados y enfermedades. Polimorfismos en aldh2 son
caracterizados por una disminucion del metabolismo del acetaldehido, bajo riesgo de
alcoholismo y un aumento en el riesgo de cancer inducido por el consumo de alcohol
(Sophos et al., 2001).

La mayor parte del acetaldehido producido en el metabolismo del etanol es oxidado por
isoenzimas de la enzima aldehido deshidrogenasa, las cuales se pueden clasificar segun
su Km para el acetaldehido. La mayoria de las isoenzimas estan en la mitocondria, en la
fraccidn microsomal y en el citosol. La mitocondria contiene una ALDH con baja Km en la
matriz (ALDH clase II) y una ALDH de alta Km en la membrana externa, los microsomas
contienen una ALDH de alta Km mientras que el citosol contiene una con Kwu intermedia
(ALDH clase 1) y una de alta Km (ALDH clase lll). El acetaldehido también puede ser
oxidado por la enzima aldehido oxidasa, xantina oxidasa o por CYP2EL, pero estas vias
solo metabolizan una pequefia fraccion del etanol ingerido. La ALDH mitocondrial de baja
Km oxida la mayor parte del acetaldehido, aunque en el higado humano se ha descrito
gue la ALDH citosdlica de clase | puede contribuir (Cederbaum, 2012).

1.4.4.1 Aldehido deshidrogenasa 2 (ALDH2)

Esta isoenzima juega el papel mas importante en la oxidacion de acetaldehido in vivo,
basado en su baja Kv (<5 pM) (Lands, 1998), facilitando una rapida eliminacion del
acetaldehido. El alelo mas frecuente en la poblacién es ALDH2*1. El alelo ALDH2*2 tiene
una mutacion dominante simple (G/C—>A/T) en el exon 12 causando una sustitucion
E487K (Vasiliou et al., 2000), lo que causa una disminucion en la afinidad por el cofactor
NAD?*, resultando en una inactivacion catalitica de la enzima (Farres et al., 1994). Este
alelo es frecuente, pero confinado a los individuos asiaticos. Esta enzima inactiva se
puede encontrar entre un 15% a un 40% de la poblacion del este de Asia (Chen et al.,
1999). Cuando estos individuos consumen etanol, los niveles de acetaldehido en la
sangre son entre 5 a 20 veces mayores que en los individuos que cuentan con el alelo



activo de la ALDH2 (Cederbaum, 2012) y exhiben el “sindrome de aversion al alcohol”
(Peng et al., 2009).

Los individuos heterocigotos ALDH2*1/ALDH2*2 presentan un 15 % de actividad con
respecto a aquellos homocigotos ALDH2*1/ALDH2*1 (Xiao et al., 1996). Si los individuos
son homocigotos para el alelo ALDH2*2 son virtualmente abstemios (Ocaranza et al.,
2008) y presentan una prevalencia 75 — 90% menor que aquellos que portan solo la
isoenzima activa ALDH2*1 (Thomasson et al., 1991). Un estudio realizado en individuos
de origen asiatico nacidos en Estados Unidos o Canada muestra que los heterocigotos
consumen dos tercios menos alcohol que homocigotos ALDH2*1 y que los homocigotos
ALDH2*2 son practicamente abstemios (Tu et al., 1995).

En general la capacidad de la enzima ALDH2 para remover el acetaldehido excede a la
capacidad de producir acetaldehido, por lo tanto los niveles circulantes de éste son
usualmente bajos. El consumo crénico de alcohol disminuye la oxidacion del acetaldehido
debido a una disminucion en la actividad de la ALDH2 o por una alteracion de la funcién
mitocondrial y ademas se aumenta su produccion debido a una adaptacion metabdlica
(Cederbaum, 2012).

También la enzima ALDH2 puede interactuar con compuestos exdgenos de manera no
catalitica como el acetaminofén (paracetamol), esta union covalente resulta en una
disminucién en la actividad catalitica de la enzima, lo que contribuye a una funcién
mitocondrial disminuida observada después de la administracion de este medicamento
(Vasiliou et al., 2000).

La base de la accion de ciertas drogas para la aversion al alcohol como el disulfiram o
cianamida es inhibir la ALDH2. La acumulacion resultante de acetaldehido causa una
variedad de efectos molestos como nauseas, sudoracién, vémitos y aumento de la
frecuencia cardiaca (Cederbaum, 2012).
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1.5 Tratamientos para el alcoholismo

El tratamiento para el alcoholismo depende del historial de la persona, su decision de
recuperarse y su entorno (Pettinati et al., 2005). Este comienza con una etapa de
desintoxicacion alcohdlica para luego desarrollar una reduccion substancial de su
ingesta. Para lograr este objetivo es necesario apoyo de familia y amigos, terapia
sicologica y farmacolégica (Tabla 3). Uno de los grandes problemas de todas las
intervenciones farmacoldgicas es la poca adherencia al tratamiento, especialmente en un
paciente alcohdlico, provocando en muchos casos que retomen el consumo. Solo tres
medicamentos han sido aprobados por la FDA (Food Drug Administration) para el
tratamiento de la dependencia de alcohol, pero son adecuados solamente para un 20%
de los pacientes (Jung et al., 2006; National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism,
2014; Zindel et al., 2014)

Tabla 3. Medicamentos para tratar la dependencia de alcohol.
Adaptado de (Miller et al., 2011).

Aprobado Evidencia Recomendaciones
FDA clinica clinicas
Disulfiram Si Baja No se recomienda su uso rutinario
Naltrexona Si Buena Deben ser utilizados en conjunto con
Acamprosato terapia sicolégica
Inhibidor de la .
L - Recomendada para pacientes con
recaptacion de No Insuficiente ) .
. desordenes depresivos.
serotonina
Ondansetrona Recomendada para reducir la
Topiramato No Insuficiente frecuencia de consumo y aumentar el
periodo de abstinencia.

1.5.1 Acamprosato

Este medicamento se utiliza para reducir la ansiedad en un paciente que se encuentra
en abstinencia de consumo de alcohol, fue aprobado por la FDA en el afio 2004. Actla
restaurando el balance de las neuronas glutaminérgicas que se han vuelto hiperexcitadas
por el abuso del alcohol, especificamente bloquean el receptor glutaminérgico-N-metil-D-
aspartato (NMDA) y activan el receptor de acido y-aminobutirico tipo A. Su uso resulta en
la disminucién de los sintomas de la privacion alcohdlica, incluyendo insomnio, inquietud
y ansiedad, sintomas que podrian hacer que el paciente tenga una recaida (Miller et al.,
2011). La vida media de este medicamento es de 12 h, pero deben administrase 3 dosis
diarias (Center for Substance Abuse Treatment, 2009a).

11



1.5.2 Naltrexona

Es un antagonista de los receptores de endorfinas, disminuyendo la liberacion de
dopamina. La dopamina conduce a los efectos de recompensa (placenteros) del consumo
de alcohol, por lo que se cree que reduce los deseos por consumirlo (Litten et al., 1996).
Se utiliza en conjunto con terapia psicosocial (Miller et al., 2011). En 1994 la FDA aprobo
Su uso en el tratamiento de pacientes alcohdlicos. Sin embargo, algunos estudios clinicos
han mostrado que la terapia con Naltrexona es mas efectiva que el placebo, pero no mas
efectiva que la terapia sicoldgica por si sola y que los efectos no se ven aumentados al
combinar ambos (Williams et al., 2008). Se requiere administrar una dosis diaria en el
caso de Naltrexona oral y existe una solucion inyectable de un mes de duracion (Center
for Substance Abuse Treatment, 2009b, 2009c)

1.5.3 Disulfiram

Es un medicamento aprobado por la FDA que se usa desde los afios 40. Su principal
modo de accion es como un agente aversivo, debido a que inhibe de manera inespecifica
a las enzimas aldehido deshidrogenasas (debido a la interaccién con los grupos
sulfihidrilos de la enzima (Vallari et al., 1982)) y bloquea el metabolismo del acetaldehido,
por lo que este se acumula en la sangre imitando el fenotipo asiatico y causa efectos no
placenteros si se ingiere alcohol como: sudoracion, dolor de cabeza, hipotension,
palpitaciones, nauseas, vomitos, etc. La asociacion de estos sintomas con el consumo
de alcohol reducen los deseos de ingerir alcohol (Johnson, 2008).

Lamentablemente, la vida media del disulfiram es de 10 h, por lo que se necesita una
administracion periodica del farmaco para mantener inhibida a la ALDH2 (“Antabuse
(disulfiram) Data Sheet,” 2017). Esto representa un inconveniente, pues los pacientes
que quieren beber simplemente abandonan el tratamiento (Johnson, 2008). Este
medicamento modifica otras proteinas ademas de la ALDH y produce reacciones
adversas, las mas frecuentes son hepaticas, luego neurolbgicas, cutaneas, psiquiatricas,
entre otras (Fuller et al., 2004). Se ha intentado desarrollar un mecanismo de entrega
prolongada del disulfiram utilizando pellets, sin embargo, estudios clinicos de su
eficiencia han demostrado que no tiene mejor efecto que los placebos (Johnsen et al.,
1991).

En la actualidad, su uso se ha reducido por sus efectos secundarios y por el bajo

cumplimiento de los pacientes, debido a esto solo a un 10% de los pacientes les recetan
disulfiram (Mark et al., 2003).
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1.5.4 Alternativas no farmacolégicas

Para enfrentar el alcoholismo se han buscado otras alternativas mediante el uso de
terapia génica: el estudio de Garver y cols. (2001) muestra la prueba de principio que la
inhibicion especifica de la expresion de la ALDH2 puede ser usada para imitar el fenotipo
asiatico de aversion al alcohol. Utilizando un oligo desoxiribonucleotido fosforotioato
sintético antisentido contra el ARNm aldh2. En ratas deprivadas de agua se redujo la
actividad de la ALDH2 entre un 30 a 40% y se aumentd en 4 veces el nivel de
acetaldehido en la sangre, ademas se redujo en un 62% el consumo de alcohol (Garver
et al., 2001). Sin embargo, esta terapia tiene como limitante la vida media del antisentido
gue es solo de 50 horas (Zhang et al., 1996), por lo que una inhibicion a largo plazo del
consumo de etanol es dificil de alcanzar.

Para lograr una inhibicion a largo plazo del consumo de alcohol se busca reducir los
niveles de la enzima ALDH2, con la administracion de vectores virales que codifiquen
moléculas de ARN antisentido anti aldh2, inhibiendo la expresion del gen aldh2. Luego
de la administracion de estos vectores la expresion de sus genes puede durar desde
semanas a meses (Morral et al., 1999).

En el estudio de Karahanian y cols. (2005) mostraron que un antisentido anti aldh2
entregado por un vector adenoviral redujo en un 65% la actividad de la enzima ALDH2
en un cultivo de células de hepatoma de rata (H4-1I-E-C3), aumentando 8 veces los
niveles de acetaldehido en la sangre con respecto al control (Karahanian et al., 2005).
Luego en otro estudio de Ocaranza y cols. (2008) la estrategia descrita por Karahanian y
cols. (2005) se prob6 en ratas Wistar criadas como bebedoras de alcohol (UChB:
Universidad de Chile Bebedoras (Quintanilla et al., 2006)). Mediante una inyeccion
intravenosa de un vector adenoviral que transporta antisentido anti- aldh2, se redujo la
actividad de la ALDH2 hepatica en un 85% y se inhibié el consumo voluntario de etanol
en un 50% durante 34 dias (Ocaranza et al., 2008).

Un estudio reciente de Sapag y cols. (2016) disefiaron hairpin ribozymes para reducir el
consumo voluntario de alcohol en un modelo de dependencia de alchol en ratas, las
ribozimas disefiadas tienen como blanco de accién el mMRNA de ALDH2. Las ribozimas
fueron entregadas por un vector adenoviral en las ratas bebedoras y su consumo
disminuy6 en un 47% y los niveles de acetaldehido se doblaron comparados con el
control (Sapag et al., 2016).

Estos estudios muestran que es posible emplear diferentes herramientas para silenciar
la expresion de la enzima ALDH2 y asi aumentar los niveles de acetaldehido, provocando
un rechazo al consumo de alcohol. Estos resultados sugieren que la terapia génica es
una potente herramienta para lograr una reduccion del consumo de alcohol prolongada
en el tiempo y podria ser una alternativa no farmacologica para el tratamiento del
alcoholismo.
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1.6 Terapia génica

La terapia génica comprende el tratamiento de enfermedades genéticas o enfermedades
adquiridas, mediante la entrega de un ADN codificante de una proteina terapéutica o la
introduccidon de un &cido nucleico para interrumpir el ARN mensajero de una proteina
patogénica. A diferencia de las terapias con medicamentos convencionales, en este caso
se modifica el genotipo celular y no solo el fenotipo. Se han usado diversas estrategias
para administrar la terapia en 6rganos especificos, células especificas o ambas. La
entrega se logra a través de virus genéticamente modificados y/o interacciones entre
receptores-ligandos y anticuerpos.

El desarrollo de una terapia génica comienza con la identificacion del gen defectuoso y
la clonacion del gen terapéutico, generalmente se elige el cADN que codifica para la
proteina completa, pero puede incluir intrones, sefiales de localizacion nuclear o sefiales
de secrecion de proteinas. Ademas el ADN debe contener secuencias de regulacion
transcripcional, un sitio de inicio de la transcripcidn, y una secuencia de poliadenilacion
para transcribir y estabilizar el ARNm.

El gen terapéutico junto con las sefales requeridas es clonado en un plasmidio, el cual
debe ser transportado por un “vector de entrega”. Este debe entrar a la célula blanco ya
sea por la membrana plasmatica o por un receptor especifico. EIl ADN debe llegar al
ndcleo de la célula para ser procesado por las enzimas celulares y luego transcrito y
traducido. La proteina producida puede actuar intracelularmente, como proteina de
membrana o como proteina secretada. Se debe medir la eficiencia de la transferencia del
gen terapéutico, cuantificando el ARNm, la cantidad de proteina y la eficiencia terapéutica
(Wecker et al., 2010).

La terapia génica también se puede usar para interrumpir la traduccion de un ARNm
especifico. En general estas terapias funcionan uniéndose al ARNm blanco y/o
degradandolo mediante un antisentido o un ARN interferente (ARNi) (Wecker et al.,
2010).

Los oligos antisentido son secuencias de hebra simple de entre 12 a 28 nucleétidos,
modificados quimicamente para aumentar su vida media. La unién de estos antisentidos
al ARN complementario resulta en una degradacion del ARN blanco por la enzima
ARNsaH y una endoribonucleasa que reconoce el heteroduplex ARN-ADN, con lo que el
ARN es degradado y la expresion de la proteina reducida, sin embargo una gran cantidad
de oligonucleétidos son requeridos para un silenciamiento eficiente (Wecker et al., 2010).

El sistema de silenciamiento con ARNi toma ventaja de la maquinaria celular endogena:
secuencias de doble hebra de ARN se disefian para entrar a la célula y ser cortadas en
“short interfering RNA” (siRNA) por la enzima DICER. Alternativamente siRNA sintéticos
pueden ser entregados directamente a la célula, en este caso las moléculas de siRNA
estan unidas por un grupo de proteinas llamadas complejo de silenciamiento inducido por
ARN (RISC). Las proteinas RISC desenrollan el siRNA y el ARN de hebra simple se une
a un ARNm especifico. RISC corta el ARNm en la regién pareada con el siRNA
antisentido y el ARNm es degradado (Wecker et al., 2010). Una desventaja de los siRNA
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es su corta vida media, disminuyendo su capacidad de regular eficientemenre la
expresion génica. Para prolongar su vida media, “small hairpin RNA” (shRNA) se han
desarrollado y son procesados endégenamente a siRNAs, entrando al procesamiento por
RISC (Bofill-De Ros et al., 2016).

1.6.1 Pre-requisitos de la terapia génica

La aplicacion de la terapia génica requiere de varias consideraciones criticas. Primero se
debe seleccionar una enfermedad que tipicamente no responde a tratamientos
convencionales. Segundo, se debe determinar la base genética de la enfermedad
identificando el gen que produce la proteina y las posibles mutaciones que este tenga.
Tercero, la patofisiologia de la enfermedad debe ser conocida y se debe estimar la
duracion de la expresién del gen exdgeno. Cuarto, se deben tener métodos para la
deteccion del ARN, proteina y funcionalidad de la proteina. Quinto, se deben desarrollar
sistemas in vitro e in vivo para probar la eficacia de la transferencia genética, lo que en
general requiere un modelo animal de la enfermedad. Finalmente se deben producir
grandes cantidades del vector de grado farmacéutico (Wecker et al., 2010).

1.6.2 Genes integrados en cromosomas

La principal ventaja de un gen que se integra en un cromosoma es que este se puede
perpetuar luego de la replicacion celular. La progenie celular también contendra los genes
introducidos, logrando una expresién estable de larga duracién. Esta estrategia se puede
utilizar para tratar células que estan en divisidn activamente, por ejemplo en células
madres (no diferenciadas), como resultado se obtiene una poblacién de células las que
se pueden auto-renovar o madurar hacia un tejido especifico. Una alta eficiencia en la
transferencia del gen terapéutico en células madres y una expresion estable, puede
proveer la posibilidad de curar un desorden genético. Por otra parte, la insercién ocurre
de forma aleatoria, por lo que podria no expresarse el gen si se integra en una region de
heterocromatina condensada, en otros casos la integracion del gen terapéutico podria
interrumpir un gen crucial para la célula, lo que puede generar la muerte celular o podria
interrumpir un gen encargado de la oncogénesis, produciendo proliferacion
descontrolada. La terapia génica ex vivo ofrece la posibilidad de seleccionar las células
en gue la integracion cromosomal haya sido exitosa, amplificandola en cultivos celulares
y monitorear su fenotipo, antes de transferir de vuelta las células al paciente (Strachan
et al., 1999).

1.6.3 Genes episomales

Otros sistemas de transferencia génica estan disefiados para que los genes transferidos
permanezcan como elementos extracromosomales y se expresen en altos niveles. Si la
célula estd en divisibn activamente, los genes transferidos pueden no segregarse
igualmente a las células hijas, por lo que la expresion estable a largo plazo puede ser un
problema. Por lo que este tipo de terapia no es Util para tratar desordenes genéticos. Sin
embargo, para algunas enfermedades no es necesaria la expresion estable, tales como
terapias contra el cancer, en las cuales se busca atacar un tipo de célula en particular
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durante un tiempo determinado, una vez que las células malignas son eliminadas, el gen
terapéutico no sigue siendo necesario (Strachan et al., 1999).

1.7 Vehiculos para transferencia génica

Existen diversos medios para incorporar el gen terapéutico a la célula blanco, se clasifican
principalmente en virales y no virales (Figura 2). El ADN terapéutico que transfecta una
célula por medio no viral, es subclonado en un plasmidio, por lo que grandes cantidades
de plasmidio deben ser producidas y purificadas. Los métodos tradicionales para la
transferencia in vitro de plasmidio mediante micro inyecciones, co-precipitacion del ADN
con fosfato de calcio y electroporacion. Estas técnicas funcionan experimentalmente,
pero son poco eficientes en cultivos primarios, por lo que es dificil usarlas para terapias
in vivo. Se han realizado mejoras utilizando plasmidios en liposomas o plasmidios unidos
a complejos ligando/receptor, anticuerpos o nano particulas. Los vectores virales son
disefiados para reconocer receptores especificos para la entrada la célula y utilizan la
maquinaria celular para la transcripcion y traduccién del gen (Strachan et al., 1999;
Wecker et al., 2010).

Vectores usados en pruebas clinicas para terapia génica

B Adenovirus (n=532)

B Retrovirus (n=452)
ADN plasmidial/desnudo (n=427)
Virus Adeno-asociado (n=173)

B Virus Vaccinia (n=172)

B Lentivirus (n=144)

M Lipofeccidn (n=115)

B Poxvirus (n=106)

B Virus Herpes simple (n=89)

17% B Otros (n=191)

B Desconocidos (n=80)

Figura 2. Vectores usados en terapia génica
Distribucién porcentual de los distintos métodos usados como vectores para terapia génica (traducida de
http://www.abedia.com/wiley/vectors.php 2016).
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1.7.1 Vehiculos basados en plasmidios
1.7.1.1 Plasmidios ADN

Los plasmidios presentan baja toxicidad, es una técnica simple, pero entran a la célula
con baja eficiencia. De todas maneras se ha mejorado su eficiencia uniendo los
plasmidios a moléculas que permiten el ingreso a la célula mediante endocitosis. Esta
técnica se usa principalmente para estudios in vitro (Wecker et al., 2010).

1.7.1.2 Liposomas

Son agregados lipidicos que unen ADN, oligonucleotidos o shRNA y entran a la célula
mediante la fusién con la membrana celular o por endocitosis. Existen diversos tipos de
liposomas (monocapas, multicapas, neutros o cargados) y su eficiencia de transduccion
depende del tejido blanco. Se han combinado liposomas con anticuerpos o ligandos de
receptores especificos para aumentar su eficiencia. Las ventajas de los complejos ADN-
liposomas es que se pueden transferir secuencias largas de ADN y que la produccion y
purificacion a gran escala es simple y que poseen baja toxicidad. Sin embargo, la
transferencia con liposomas es menos eficiente que la transferencia mediante vectores
virales (Strachan et al., 1999; Wecker et al., 2010).

1.7.2 Vectores Virales

Ningun sistema de transferencias de genes es ideal, cada uno tiene sus limitaciones y
ventajas, sin embargo, los vectores virales se han preferido como vehiculos de
transferencia génica debido a su alta eficiencia para transducir células humanas (Wecker
et al., 2010).

1.7.21 Vectores oncoretrovirales

Retrovirus son virus de ARN que poseen una transcriptasa reversa, la cual sintetiza ADN
a partir de ARN. Luego de infectar a la célula blanco los retrovirus liberan un complejo de
nucleoproteinas (complejo de pre-integracion) en el citoplasma de la célula infectada,
este complejo retro-transcribe el ARN viral y el ADN resultante se integra en un sitio en
el cromosoma del hospedero. Los retrovirus son muy eficientes transfiriendo el ADN en
las células y debido a que el ADN se integra se propaga establemente ofreciendo la
posibilidad de una cura permanente para una enfermedad. Debido a estas propiedades
los retrovirus fueron considerados como los vehiculos mas prometedores para la entrega
de genes (Warnock et al.,, 2014). Sin embargo podrian ocasionar mutagénesis
insercional.

Los vectores retrovirales usados tradicionalmente en terapia génica son derivados de
retrovirus (oncoretroviruses) por ejemplo virus de leucemia murina. Todos los genes
virales son removidos del virus, por lo que este no se puede replicar. Soportan insertos
de hasta 8 kb. Sélo pueden transducir células en divisién, debido a que el complejo de
pre-integracion sélo puede interactuar con el nucleo cuando la membrana nuclear es
fragmentada durante la divisién celular. Su uso se limita a ciertos tejidos celulares como
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células sanguineas y células del tracto gastrointestinal. La propiedad de infectar solo
células en continua division puede ser beneficial para la terapia génica contra el cancer
de tejidos que normalmente poseen células con baja proliferacién, las células
cancerigenas que estan en continua division pueden ser atacadas selectivamente sin
dafar los tejidos normales (Strachan et al., 1999).

1.7.2.2 Vectores adenovirus

Los adenovirus son virus de ADN que producen infecciones en el tracto respiratorio
superior y que tienen tropismo natural al epitelio respiratorio, las corneas y el tracto
gastrointestinal, son el sistema de entrega mas usado en ensayos clinicos. Sus ventajas
son que altos titulos pueden ser producidos en cultivos, pueden infectar un amplio rango
de tipos celulares, incluyendo células que no estan en division. La entrada a la célula
sucede mediante endocitosis por receptor (Figura 3), la eficiencia de transduccién es muy
alta y aceptan insertos de hasta 35 kb (Warnock et al., 2014; Wecker et al., 2010).

Sin embargo, el ADN no se integra en el genoma celular por lo que la expresion de los
genes insertados solo se realiza por un corto periodo de tiempo. La primera generacion
de adenovirus recombinantes usados en fibrosis quistica muestran que la expresion
declina después de 2 semanas y es imperceptible luego de solo 4 semanas. Como los
adenovirus pueden infectar casi cualquier tipo celular pueden plantear un riesgo en
algunas terapias que estan disefiados para matar células cancerosas sin causar toxicidad
para las células normales circundantes. Ademas, los vectores de adenovirus de primera
generacion pueden generar respuestas inmunes no deseadas, causando la inflamacién
cronica (Warnock et al., 2014; Wecker et al., 2010).

Muchas de estas dificultades han sido abordadas mediante el disefio de adenovirus de
segunda generacion, en los que todos los genes adenovirales han sido eliminados
(gutless vectors), por lo que requieren un virus helper para proliferar, dicho virus provee
ciertas funciones virales en trans (enzimas encargadas de la replicacion viral, ensamblaje
viral) que son esenciales para una infeccion productiva (Crystal, 2014).

El riesgo de una respuesta inmune a estos vectores es menor, esta es una consideracion
importante dada la necesidad de administrar un tratamiento con frecuencia (debido a la
incapacidad del adenovirus para integrar en el ADN cromosomico). Desafortunadamente,
la supresion de los genes adenovirales puede también ser contraproducente. La delecion
de la regién E3 elimina la capacidad para codificar una proteina que protege el virus de
los mecanismos de vigilancia inmune en el huésped. Ademas, los vectores adenovirales
plenamente modificados tienen una eficiencia de transduccibn mucho mas bajos
(Strachan et al., 1999).
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Figura 3. Adenovirus entran ala célula por endocitosis mediada por receptor

Las proteinas de la cipside se unen a un receptor especifico de la membrana plasmatica celular y comienza
la endocitosis, en la cual la membrana se invagina para formar vesiculas intracelulares (endosomas). Las
proteinas virales desarman las vesiculas, permitiendo su escape y posterior migracién al entorno nuclear
donde el ADN viral entra a través del complejo de poro nuclear (Adaptado de Stratchan y cols. 1999
(Strachan et al., 1999)).

1.7.2.3 Vectores de virus Herpex simple

Los vectores virus Herpex simple (HSV) tienen tropismo hacia el sistema nervioso central
(SNC) y pueden permanecer durante un tiempo prolongado latentes en neuronas. Tienen
una capacidad de inserto relativamente alta (>20 kb) y no se integra en el genoma. Las
potenciales aplicaciones son la entrega de genes en neuronas para el tratamiento de
enfermedades neuroldgicas como Parkinson o para tratamiento contra tumores del SNC
(Strachan et al., 1999).

1.7.2.4 Lentivirus

La familia de lentivirus, que incluye al VIH (virus de inmunodeficiencia humana) son
retrovirus complejos que infectan macrofagos y linfocitos. A diferencia de los
oncoretrovirus, los lentivirus son capaces de transducir células que no estan proliferando.
En el caso del VIH, por ejemplo, el complejo de pre-integracion contiene una sefial de
localizacion nuclear que permite el transporte activo a través de los poros nucleares
durante la interfase celular. Debido a su capacidad de infectar células que no estan en
division y de integrase en el genoma, se han considerado como una potente herramienta
para la terapia génica (Naldini, 1998).
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1.7.2.5 Virus adeno-asociados

Los virus adeno-asociados (AAV) son miembros no-patogénicos de la familia parvovirus.
Se caracterizan por encapsidar genomas de ADN de hebra simple (ssSADN). Su genoma
linear es de aproximadamente 4,7 kb. En sus extremos posee 145 nucledtidos invertidos
repetidos (inverted terminal repeat, ITR), que debido a su naturaleza palindromica se
pliegan formando una estructura caracteristica de horquilla con forma de T, como se
observa en la Figura 4 (Goncalves, 2005).
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Figura 4. Mapa del genoma de AAV.

A la izquierda se presenta en forma esquematica el genoma de AAV, los ITR se representan en forma de
horquilla y las proteinas virales Rep y Cap en azul y rojo respectivamente. A la derecha, se muestra en
detalle la horquilla formada por un ITR, RBE es la zona de union a la proteina Rep (encargada de la
replicacion) y trs es el sitio en el cual endonucleasas cortan para formar genomas ssADN. (Adaptado de
Gongalves y cols. 2005 (Gongalves, 2005)).

A diferencia de otros vectores virales, los AAV nunca han sido asociados con alguna
enfermedad humana, debido a que su replicacion es naturalmente deficiente. Se han
identificado numerosos serotipos de AAV. Se diferencian entre ellos por las proteinas que
forman la capside, la cual es responsable del tropismo viral, la cinética de la infeccion y
la inmunogenicidad. El serotipo 2 es el mas estudiado y mas usado en pruebas
preclinicas y clinicas, debido a que su genoma fue el primero en ser clonado (McCarty,
2008).

In vivo los vectores AAV del serotipo 2 (AAV2) son particularmente eficientes para infectar
células diferenciadas como neuronas, miocitos, células retinales, epitelio bronquial y
hepatocitos, resultando en una expresion del transgen de larga duracion en modelos
animales (Daya et al., 2008).

Numerosos estudios clinicos y preclinicos se han realizado utilizando vectores AAV para
la transferencia de genes, para el tratamiento de diversas enfermedades genéticas como
la hemofilia, fibrosis quistica, enfermedad de Canvas, distrofia muscular, deficiencia de
al-antitripsina y amaurosis congénita de Leber dentro de otras. Ademas se han probado
en el tratamiento de enfermedades adquiridas como falla cardiaca severa, enfermedad
de Parkinson y artritis reumatoidea (Daya et al., 2008; Mingozzi et al., 2011; Nathwani et
al., 2011) .
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Se han hecho experimentos usando vectores hibridos de los serotipos 2 'y 8, AAV2/8, en
los cuales se usa la capside de un serotipo alternativo, serotipo 8. Aunque los serotipos
AAV5, AAV8 y AAV2 son similares en capacidad para infectar y expresarse en
hepatocitos Rhesus, se ha encontrado que la prevalencia de la inmunidad contra AAV8
es menor que la de los otros serotipos en humanos. Este antecedente es importante
debido a que la presencia de anticuerpos neutralizantes contra AAV disminuye el éxito
de la infeccion de hepatocitos. Los AAV8 tienen propiedades bioldgicas diferentes que
les permiten desencapsidarse y liberar su genoma mas rapido que otros serotipos
(Davidoff et al., 2005). La capacidad de infeccion de cada serotipo es relativa al
tejido/érgano/animal que se quiera infectar, por lo que es importante realizar pruebas
previas para estimar la eficiencia de transduccion, a modo de ejemplo el serotipo 8 tiene
tropismo al higado, pero tiene una baja eficiencia de transduccion en células humanas
hepéticas HepG2 (Ellis et al., 2013).

Sin embargo una infeccion eficiente, en términos del nUmero de particulas que contengan
y expresen su genoma en las células infectadas se ve obstaculizada por la necesidad de
convertir el genoma de ADN de hebra simple (ssADN) en genoma de ADN de doble
hebra (dsADN) antes de la expresién. Este paso puede ser completamente
eludido mediante el uso de vectores auto-complementarias (self-complementary AAV,
SCAAV), en el cual el virus se empaca ADN que puede plegarse en forma de dsADN,
evadiendo la necesidad de sintesis enzimatica (Mccarty et al., 2001).

1.7.3 Biologia del virus adeno-asociado

Es uno de los virus mas pequefios, sin manto y con una capside icosahédrica de
aproximadamente 22 nm. Como requieren de otro virus para replicarse se han clasificado
en un género aparte de la familia Parvoviridae designado Dependovirus. A pesar de la
alta sero-prevalencia de AAV en humanos (80% son seropositivos para AAV2), el virus
no se ha relacionado con ninguna enfermedad humana.

Tiene un genoma de 4,7 kb que posee 145 nucle6tidos terminales invertidos repetidos
(ITR), que forman una estructura secundaria que expone un grupo hidroxilo 3’ libre que
funciona como partidor para la replicacion del genoma viral. El virus no codifica
polimerasa, por lo que utiliza la polimerasa de la célula hospedera para replicarse. Los
ITR flanquean dos genes virales rep (replicacion) y cap (capside), que codifican para
proteinas no-estructurales y estructurales, respectivamente. El gen rep mediante el uso
de dos promotores p5 y pl19 codifican para 4 proteinas reguladoras designadas Rep78,
Rep68, Rep52 y Rep40. Las Rep78 y Rep68 son proteinas de union sitio-especificas al
ADN vy participan en el proceso de replicacion mediante la interaccion con las siguientes
secuencias: con el elemento de union a Rep (RBE) y el sitio de resolucion terminal (trs)
ubicadas en los ITRs, ademas segun la presencia o ausencia de un virus helper pueden
regular la expresién de los genes de AAV. Ademas actian como endonucleasas sitio-
especificas y tiene también actividad helicasa 'y ATPasa, que son compartidas con Rep52
y Rep40. Estas proteinas estan encargadas de la generacién y acumulaciéon de genomas
virales de hebra simple provenientes de intermediarios replicativos de doble hebra
(Gongalves, 2005).
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El gen cap se transcribe desde un promotor unico p40 y mediante splicing alternativo
origina a dos transcritos. El transcrito mayor codifica la proteina virion 1 (VP1), la
subunidad mas grande de la capside. EI ARNm mas corto posee un codon de inicio
inusual (ACG), que se utiliza para generar VP2 y rio abajo hay un codon de inicio
convencional (AUG) que dirige la sintesis de VP3. VP1, VP2 y VP3 tienen una masa
molecular aparente de 87, 72 y 62 kDa respectivamente y tienen una distribucion en la
capside con simetria icosahédrica en una proporcién de 1:1:10 (Gongalves, 2005).

1.7.3.1 Infeccién celular

El modelo de estudio que se ha utilizado es el serotipo 2 de AAV, los cuales utilizan como
puerta de entrada el receptor de proteoglicanos heparina sulfato y la internalizacion del
virus es ayudada por los co-receptores heterodimeros avfs integrina, por el receptor del
factor de crecimiento de fibroblastos tipo 1 y por el receptor del factor de crecimiento de
hepatocitos, c-Met. Estos receptores son los que le otorgan el tropismo al virus.

Los eventos y procesos que regulan el trafico de las particulas AAV hacia el nucleo adn
no estan completamente resueltos, pero se propone que las particulas virales se
internalizan mediante endosomas que debido a su pequefio tamafio pueden entrar al
nucleo, mediante el complejo de poros nucleares (Gongalves, 2005) (Figura 5).
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Figura 5. Representacion esquematica del ciclo de infeccion de AAV2

(1) El virus se une al receptor proteoglicano heparina sulfato (HSPG) de la superficie celular, (2) AAV es
rapidamente internalizado por vesiculas revestidas de clatrina, siguiendo a la endocitosis se inicia el
movimiento del endosoma y (3) luego de su acidificacién el virus es liberado en el citoplasma. (4)
Lentamente el virus ingresa al nicleo, probablemente mediante el complejo de poro nuclear (CPN). El
genoma viral es descubierto y comienza la sintesis de ADN de doble hebra para continuar con la
transcripcion y traduccion de este.
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1.7.3.1.1 Rutas liticas y lisogenicas

Luego de la entrada al nucleo del huésped, AAV puede seguir una de las dos rutas de su
ciclo de vida: litica o lisogénica. La primera se desarrolla en células infectadas con un
virus helper como adenovirus (Ad) o herpex simple virus (SV), mientras que la segunda
se establece en ausencia de un virus helper.

Via lisogénica: cuando una célula se infecta solo con AAV su programa de la expresion
génica es auto-reprimida y la latencia se produce por integracion preferencial del genoma
del virus en una region de aproximadamente 2 kb en el brazo largo (19913.3-qter) del
cromosoma humano 19 designado AAVS1. Para que exista integracion se necesita la
presencia de los ITRs virales y Rep 78 o Rep 68.

Via litica: cuando una célula con una infeccion latente con AAV es co-infectada con un
virus helper, el programa de expresion génica de AAV es activado, escindiendo el ADN
del provirus desde el genoma del huésped mediado por las proteinas Rep, seguido de
una replicacion y empaque del genoma viral. El virus helper induce la lisis celular y los
viriones son liberados. La induccion del ciclo litico puede ocurrir en presencia de
inhibidores metabdlicos y/o agentes que dafian el ADN como la radiacion UV o
compuestos genotéxicos (Gongalves, 2005).

1.7.3.2 Produccion y purificacion

Las particulas de AAV recombinante rAAV son generadas principalmente por el método
de triple transfeccion. Células son transfectadas con tres plasmidios simultaneamente:
un plasmidio que contiene el ADN de interés flanqueado por los ITRs virales de 145
nucleodtidos, un segundo plasmidio que exprese en trans los genes virales rep y cap y un
tercer plasmidio que posea los genes del virus helper necesarios para la replicacion y
empaque del rAAV (genes de Ad: E2A, EAORF6 y V4). La linea celular productora debe
expresar los genes de Ad E1A y E1B, siendo la més utilizada la linea HEK-293. Este
método resulta mas eficiente que la co-infeccién con un virus helper, pero resulta dificil
de escalar, debido a la dependencia de la transfeccion celular. EI conocimiento de la
biologia del virus ha mejorado el sistema de purificacién, por ejemplo con la
implementacion de columnas de afinidad y/o columnas de intercambio i6nico (Gongalves,
2005; Lucero et al., 2017).

1.7.3.3 Mecanismo de persistencia del vector de ADN

El ADN entregado por AAV puede persistir por un largo periodo en 6rganos como el
higado o el musculo estriado, lo que se ha demostrado en diversos modelos animales,
con diversos transgenes sin una toxicidad notable. Por lo que estos vectores son unos
de los métodos mas promisorios para terapia génica en células somaticas, por lo que han
aumentado su presencia en ensayos clinicos (Gongalves, 2005).

Es importante destacar que los vectores rAAV pierden todos los genes virales por lo que
su replicacion depende de la maquinaria celular del huésped. Finalmente, también es
importante destacar que la naturaleza del genoma de AAV es de hebra simple, por lo
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tanto la expresion del transgen ocurriria una vez que este ADN se convierta en un
templado transcripcionalmente funcional de doble hebra. Estudios muestran que los
genomas de hebra simple tiene una vida media muy corta dentro de la célula, porque la
mayoria son reconocidos por enzimas del huésped que reconocen el ADN de hebra
simple como dafiado y son degradados, por lo que la conversion a hebra doble debe
realizarse rapidamente luego de que el virus desensamble su capside (Goncalves, 2005).

Existen dos vias por las cuales el ADN del rAAV puede convertirse en doble hebra, la
primera es mediante la sintesis de novo de la hebra complementaria y la segunda via es
la complementariedad de hebras de polaridad opuesta, debido a que la progenie viral
encapsida hebras de polaridad negativa y positiva por igual. Este paso es muy importante
porque existe una correlacion directa entre la acumulacion de templado de doble hebra
con la expresion génica (Goncgalves, 2005).

1.7.3.4 Self complementary AAV

Investigaciones iniciales sobre los pasos limitantes para la transduccion con AAV,
destacan la importancia de convertir el ADN de hebra simple (ssADN) del vector a ADN
de doble hebra (dsADN), antes de la expresion génica (Figura 6). Este paso critico puede
ser evadido efectivamente a través del uso de vectores self complementary (SCAAV).

Como todos los parvovirus el genoma de AAV es empacado como una molécula ssADN
con terminales invertidos repetidos palindrémicos que forman una horquilla dSADN en
cada extremo (Figura 4). Estas sirven como origen de replicacion durante la infeccion y
como partidores para la ADN polimerasa del huésped, para comenzar la sintesis de novo.

La necesidad de convertir a dsADN puede ser completamente evadida empacando
ambas hebras como una Unica molécula, esto se logra utilizando la tendencia de algunos
virus para producir genomas diméricos durante el ciclo de replicacion de AAV. Si estos
dimeros son suficientemente pequefios se pueden empacar de la misma manera que los
genomas de AAV convencionales y las dos mitades de la molécula de ADN de cadena
simple se pueden plegar y formar una molécula de ADN de doble hebra con la mitad de
la longitud (Le Bec et al., 2006). Aungue esto restringe aiun mas la capacidad viral que
ya es pequeiia, ofrece un aumento sustancial en la eficiencia y la velocidad de la
expresion transgénica, debido a la conversion independiente de la maquinaria de la célula
huésped a dsADN (McCarty, 2008; Mccarty et al., 2001).

Los primeros estudios al respecto revelaron que si el largo del ADN recombinante era
menos de la mitad que el del genoma wild type AAV, se podia empacar dentro del virus
en forma de ADN de doble hebra (Mccarty et al., 2001). Luego se dilucidé que ademas
del largo del gen recombinante, era necesario generar una mutacion en el genoma viral,
especificamente en la secuencia trs contenida en los ITRs virales (McCarty et al., 2003)
(Figura 4).

La secuencia trs es reconocida por la endonucleasa viral Rep, la cual corta la secuencia

trs del ITR rio abajo, generando el genoma wild type AAV de hebra simple (ssADN), los
genomas de doble hebra son generados cuando la endonucleasa Rep es incapaz de
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cortar el trs, por lo que al eliminar o mutar esta secuencia de uno de los ITRs virales, la
enzima Rep no puede realizar su accién, generando los self-complementary AAV, scAAV
(McCarty, 2008) (Figura 7).

La mayor ventaja es que los genomas scCAAV se pliegan rapidamente después de
desempacarse comenzando desde el ITR que se encuentra en el centro del genoma.
Esto forma una horquilla de doble hebra con un ITR cerrado covalentemente a un extremo
y dos ITR abiertos en el otro extremo. La molécula plegada imita la estructura del AAV
convencional después de la conversion a doble hebra, siendo permisivo para una
transcripcion activa (Figura 6).

sSAAV SCAAV

Nicleo

v
: 3'0H : H
$SADN %

Factores nucleares
l dsADN

C_.. Conversion a doble hebra
evadida

dsADN

Etapa limitante en la
eficiencia de rAAV

Figura 6. Genoma ssAAV y scAAV

El vector convencional (4,7 kb) contiene dos ITR flanqueando el cassette de expresion. El vector scAAV
tienen una mutacion en el sitio trs de uno de los ITR y el otro ITR esta intacto, produciendo un genoma viral
con la mitad del tamafio (2,3 kb). La conversion del genoma viral de hebra simple a hebra doble por factores
nucleares es la etapa limitante en la eficiencia de infecciéon de rAAV, esta conversion no es requerida en
los vectores scAAV. Adaptado de (Le Bec et al., 2006).
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El rendimiento en la obtencibn de genomas diméricos puede ser aumentado
dramaticamente, inhibiendo la accion de la endonucleasa que hace un corte en el sitio de
resolucién terminal (trs) en uno de los ITRs. Esto se logra simplemente eliminando la
secuencia trs de uno de los ITRs, por lo que la proteina Rep, que actia como
endonucleasa, no puede generar el corte esencial para formar el sSADN (Figura 7).

El complejo de replicacién iniciado en el otro ITR entonces copia a través de la horquilla
y de vuelta hacia el extremo iniciador (Figura 7Figura 7, paso 5d). La replicacion procede
hasta el final del templado, dejando ADN de doble hebra con un ITR wild type en cada
extremo y el ITR mutado en el centro (Figura 7, paso 6d). Esta conformacién de doble
hebra puede entonces someterse a rondas normales de replicacion desde los dos
extremos de ITR wild type (Figura 7, pasos 7d-9d). Cada cadena resultante comprende
un ssADN con un ITR completo en cada extremo y un ITR mutado en el medio (Figura 7,
paso 9d). La encapsidacién de AAV se produce a partir del extremo 3'. La produccién de
SCAAYV a partir de un templado con un ITR mutado produce tipicamente > 90% genomas
diméricos (McCarty, 2008).
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Figura 7. Ciclo de replicacion del virus Adeno-asociado (AAV) y formacion de genomas
diméricos (SscAAV).

El virion ssADN entra al nucleo de la célula huésped y el extremo 3’ del ITR actia como partidor para la
ADN polimerasa del huésped (1). El partidor 3’ ITR es elongado, desplazando y replicando hacia el extremo
del ITR 5. (2) EI ITR duplex es re-plegado en una configuracion de doble horquilla por la ADN helicasa del
huésped o la viral, formando un nuevo partidor para la sintesis de ADN. (3) Mientras el 3’ ITR es elongado
y la hebra complementaria es desplazada, la enzima AAV Rep endonucleasa reconoce y se une rio abajo
del ITR 3. (4) Para generar genomas monoméricos completos, Rep endonucleasa corta el sitio de
resoluciéon terminal (trs) rio abajo del ITR, iniciando un segundo complejo de replicacion del ADN, para
copiar el ITR antes de ser alcanzado por el complejo iniciado en el otro extremo. (5m) El complejo de
replicacion original desplaza a la hebra hija, incluyendo el nuevo sintetizado ITR, y completa la replicacion
hasta el final del genoma, recreando el templado para la isomerizaciéon en el paso 3. (6m) El genoma de
hebra simple desplazado es empacado en la capside AAV. (7Tm) Genomas diméricos son generados
cuando Rep falla en cortar el trs antes de ser alcanzado por el complejo de replicacién del otro extremo.
(5d) La replicacién continta a través del ITR, y la hebra desplazada, para generar un templado dsADN
dimérico (6d) el cual puede iniciar una nueva ronda de sintesis de ADN ya sea isomerizando el extremo
abierto (como en el paso 4) o por la resolucion terminal del extremo de la horquilla. (7d) La isomerizacion
permite partir las sintesis de ADN desde el extremo resuelto (8d), y la replicacién de los templados
diméricos desplazan al genoma invertido repetido de hebra simple (9d), el cual puede ser empacado en el
virion AAV (10d). ssADN: ADN hebra simple, dsADN: ADN hebra doble. (Adaptada de (McCarty, 2008)).
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1.7.3.5 Capacidad de los vectores scAAV

La capacidad de empaque es un factor limitante para los vectores scAAV. Los vectores
convencionales pueden encapsidar ~4,7 kb de material genético, mientras que los SCAAV
pueden solo transportar la mitad. Aun asi, 2,3 kb es suficiente para un gran namero de
aplicaciones, usando transgenes pequefos o terapias basadas en ARN (shARN, iARN,
ribozimas). Por ejemplo, en los vectores scAAV se puede empacar un transgen de ~1000
pb, que codificaria una proteina de 40-55 kDa. Como el espacio es primordial, se han
optimizado los elementos regulatorios de la transcripcidn y post-transcripcion, para
aumentar su eficiencia utilizando secuencias reducidas (McCarty, 2008).

El grupo de Wu (Wu et al., 2008) ha optimizado los elementos regulatorios para la
expresion del factor de coagulacion IX en el higado, denominado ScAAV-FIX vy
compararon su desempefio con el vector ssAAV-FIX, previamente caracterizado. Se
compararon los niveles de expresion del factor de coagulacién IX determinando el
namero de copias por célula y la expresion global del factor IX en el suero. Se observo
un aumento de entre 2 a 4 veces del nimero de genomas de scAAV-FIX encontrados en
el higado, lo que permitid un aumento global de la expresion de FIX en el suero. Ademas,
se encontrd que la expresion del transgen se encontraba distribuido en todo el higado,
similar al patron de un gen enddgeno, mientras la expresion de ssAAV-FIX estaba
restringida a un pequefio nimero de células. Se ha reportado que los scAAV son entre
5-140 veces mas eficiente que ssAAV (Mccarty et al., 2001).

Se han identificado varios serotipos naturales de AAV, basados principalmente en las
proteinas que se encuentran en la superficie de la capside, las cuales determinan tanto
el tropismo vy la eficiencia de transduccién como la inmunogenicidad. El serotipo mas
comun es por lejos el AAV2, el cual transduce efectivamente a varios tipos celulares.
Como los humanos son el huésped natural de AAV2, este serotipo es altamente
prevalente en la poblacion en general, lo que puede disminuir la utilidad de AAV2 como
vector terapéutico. Los resultados obtenidos en modelos animales, pueden no ser
predictivos con respecto a la respuesta clinica de humanos (Mingozzi et al., 2007).

Otros serotipos como AAV8, que fue reconocido por su eficacia para transducir células
hepaticas, son de baja prevalencia en la poblacion. La prevalencia es importante porque
si existe inmunidad preexistente al AAV8, disminuye considerablemente la eficacia de la
transferencia génica. Se ha reportado que las proteinas de la capside de los AAV8 son
menos inmunogénicas que los AAV2 y ademas se desempacan mas rapido después de
transducir a una célula, proponiendo al serotipo 8 como una alternativa mas efectiva que
el serotipo 2 para la transduccion de higado (Thomas et al., 2004).

Diferentes serotipos de AAV han demostrado mediar en la transferencia de genes
eficazmente hacia otros tejidos, tales como AAVS8 hacia el timo, AAV6 para las células
cardiacas, AAV1 para células madre hematopoyéticas y AAV3 hacia células tumorales
hepaticas (Asokan et al., 2012).
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipotesis del trabajo

En el marco de busqueda de un tratamiento no farmacologico para el alcoholismo, es
posible inhibir la expresion de la enzima ALDH2 con moléculas silenciadoras codificadas
y entregadas por vectores virales, provocando un aumento en los niveles de
acetaldehido.

En base a este y otros antecedentes presentados en la introduccion se plantea la
siguiente hipotesis: Es posible utilizar vectores scAAV codificantes de un shRNA
especifico para inhibir la expresion de la enzima ALDH2 en lineas celulares humanas,
produciendo una acumulacién de acetaldehido.

2.2 Objetivo general

Estudiar los efectos de los vectores virales scAAV2, codificantes de un shRNA que tiene
como blanco el ARNm aldh2, sobre la expresion a nivel de ARNm y proteina de la enzima
ALDH2 en cultivos celulares humanos tratados, para el potencial desarrollo de una
alternativa no farmacoldgica para el tratamiento del alcoholismo.

2.3 Objetivos especificos

1.- Utilizando librerias de shRNA existentes, seleccionar secuencias de shRNA que
tengan complementaridad de bases con el mRNA de la ALDH2 y probar su capacidad
para silenciar la expresion de la enzima ALDHZ2.

2.- Disefiar y generar los constructos plasmidiales que codifican el genoma de las
particulas virales scAAV, que codificaran para un shRNA anti ALDH2.

3.- Realizar la produccién y purificacién de particulas virales scAAV serotipo 2 que
codifican un shRNA anti ALDH2 con capacidad infectiva.

4.- Estudiar la capacidad de silenciamiento de la expresion del gen codificante de ALDH2
en lineas celulares humanas tratadas con las particulas virales scAAV desarrolladas, a
nivel de mRNA y proteina.

5.- Evaluar el efecto del silenciamiento de ALDH2 en los niveles de acetaldehido en una
linea celular hepatica, metabolizadora de etanol, tratadas con las particulas virales que
codifican el sShRNA silenciador de la expresion de ALDH2.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Disefio Experimental

El trabajo de tesis se enmarca en 4 areas principales: biologia molecular e ingenieria
genética, cultivo de células animales, produccion de vectores virales y andlisis de
expresion génica. En la siguiente figura se esquematiza el disefio experimental.

Seleccion y Transfeccion celular

Sl dle sl . 'AnaI|5|s de silenciamiento
Biologia molecular

e Construccion pscAAV_shRNA

- Triple transfeccion HEK-293 A
Prqqlucc_pn, e Ultracentrifugacion en
purificacion y gradiente CsCI2
cuanhﬂcamqn de los e Anadlisis de fracciones
vectores virales e Cuantificacion gPCR
J
. e HEK-293
Infectar lineas e« HepG2
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e HepG2VL17A

A nivel de mRNA

e RT-gPCR

A nivel de proteinas

e Western Blot

Andlisis funcional

e Acumulacioén acetaldehido

Figura 8. Disefio experimental del trabajo de tesis

El trabajo de tesis se divide principalmente en 4 etapas, de acuerdo a los objetivos planteados. Se detallan
las técnicas empleadas en cada una de ellas.
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A continuacion se detallan las etapas indicadas en la Figura 8:
1.- Seleccién y clonacion de secuencias codificantes para shRNA

Cinco secuencias de shRNA especificas para ALDH2, cada una clonada en un
plasmidio pLX304-Blast-V5, se obtuvieron de Lenti-shRNA Core Facility UNC.
Células HEK-293 se utilizaron como modelo por su facilidad de transfeccion. En
experimentos independientes se co-transformaron las células con cada uno de los
plasmidios codificantes de shRNA y con un plasmidio codificante de la enzima
humana ALDH2. Luego de 48 h se visualizd, mediante Western Blot, la expresion
de ALDH2 en cada uno de los casos. Se selecciond la secuencia shRNA que
presentd un mayor silenciamiento de la expresion proteica y se clond en el
plasmidio pscAAV, dentro de la region comprendida por los ITRs virales, bajo el
control del promotor CMV.

2.- Produccion, purificacion y cuantificacion de los vectores virales

Los vectores virales adeno-asociados se produjeron mediante la técnica de triple
transfeccion en células HEK-293. Este método usa tres plamidios (plasmidio
rep/cap pXR2, plasmido helper pXX6-80 y el plasmidio que contiene el genoma de
AAV psc_AAV_shRNA_ALDH2 (Figura 9). Las células fueron transfectadas
utilizando polietilenamina max (PEI-MAX) como trasnportador de ADN. Las células
fueron colectadas 48 h después de la transfeccion y los virus fueron purificados
por centrifugacion en gradiente con cloruro de cesio, las fracciones seleccionadas
se dializaron en PBS y se titularon median qPCR.

3.- Infeccidén de lineas celulares

Para la transduccion de las lineas celulares, las células fueron incubadas con los
virus scAAV?2 a la multiplicidad de infeccion deseada (MOI) por 1h, para luego ser
sembradas en placas adecuadas para su crecimiento. La eficiencia e transduccion
fue seguida mediante la expresion de GFP. Luego de incubadas por el tiempo
necesario para cada ensayo, fueron colectadas y lavadas con PBS vy
resuspendidas en el reactivo 6ptimo para el paso siguiente.

4.- Analisis de la expresion de ALDH2

El silenciamiento de la expresion de ALDH2 fue analizado a nivel de ARNm
mediante RT-gPCR (Retro transcription quantitative PCR) utilizando la expresion
de GAPDH como normalizador. A nivel de proteinas la expresion de ALDH2 se
analizé mediante Western Blot, utilizando 3-actina como normalizador. Ademas se
realizé un ensayo funcional en una linea celular metabolizadora de etanol, en el
cual se midio la acumulacion de acetaldehido en las células tratadas, mediante
cromatografia de gases.
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Figura 9. Plasmidio pscAAV_shRNA_ALDH2

En la parte superior se presenta el mapa circular del plasmidio que contiente el genoma viral, este se
encuentra flanqueado por secuencias terminales invertidas repetidas ITR, sefialadas en este caso con
flechas rojas, ademas se sefala con una flecha blanca la posicién del promotor U6, en azul la secuencia
que codifica para la horquilla de RNA y en rosa el tracto central de poli-purinas, que mejora la eficiencia de
transduccion, facilitando la importacién nuclear del virus. En la parte inferior se muestra en detalle la
secuencia del shRNA, destacando las secuencias sentido y antisentido.
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3.2 Materiales y Reactivos
3.2.1 Cepas bacterianas

E. coli cepa TOP10, utilizada como célula quimio competente para realizar los
constructos plasmidiales.

3.2.2 Oligonucleétidos utilizados

Los oligonucledtidos fueron sintetizados por Integrated DNA Technologies, IDT y se
resumen en la Tabla 4.

Tabla 4. Oligonucleétidos usados en este trabajo

Nombre Secuencia (5°— 3’) Uso
GAPDH_F1 ACCACAGTCCATGCCATCAC RT-PCR
GAPDH_R1 TCCACCACCCTGTTGCTGTA RT-PCR
ALDH2 F1 CGCCTCTTGTCAGCCGC RT-PCR
ALDH2 R1 GTGTATGCCTGCAGCCCG RT-PCR
GAPDH_F2 ACCCAGAAGACTGTGGATGG RT-gPCR
GAPDH_R2 TTCAGCTCAGGGATGACCTT RT-gPCR
ALDH2 F2 TGTGTGGGTCAACTGCTATGA RT-gPCR
ALDH2_R2 TCACTTCAGTGTATGCCTGCA RT-gPCR
ITR1-F AACATGCTACGCAGAGAGGGAGTGG gPCR
ITR1-R CATGAGACAAGGAACCCCTAGTGATGGAG (¢gPCR
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3.2.3 Reactivos quimicos generales

Tabla 5. Reactivos quimicos utilizados

Proveedor

Reactivos

Agilent Células competentes SURE

ATCC TransfeX™ Transfection Reagent, Eagle's
Minimum Essential Medium (EMEM)

Fisher GE Healthcare Rainbow™ Molecular
Weight Markers

Fermelo Agarosa.

Invitrogen dNTP,  SuperScript™ Il Reverse

Transcriptase; Blasticidin

New England Biolabs

Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase,
Blunt/TA Ligase Master Mix, Quick
Blunting™ Kit, Shrimp Alkaline
Phosphatase, Enzimas de restriccion, Gel
Loading Dye, Purple (6X),

Invitrogen

T4 ADN ligase, PureLink® HiPure
Plasmid Maxiprep Kit,

Thermo Fisher

RNaseOUT™ Recombinant
Ribonuclease Inhibitor, Bolt™ 12% Bis-
Tris Plus Gels, 12-well

Micro BCA protein assay kit, dithiothreitol
ALDH2 Antibody (4G6A3),1 Kb Plus DNA
Ladder,

Mammalian Protein Extraction Reagent,
Opti-MEM® | Reduced Serum Medium in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM), by SuperScript 1l RT,
Lipofectamine 3000.

Qiagen (USA)

QIAEX Il Gel Extraction, QIAGEN RNeasy
kit y QIAprep Spin Miniprep Kit.

Sigma — Aldrich (USA)

Propionaldehido, Acetaldehido, Reactivo
de Bradford

Roche Diagnostics

SYBR green Master Mix
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3.2.4 Medios de cultivo
3.2.4.1 Medio Luria-Bertani

El medio LB utilizado para el crecimiento de E. coli contiene por cada 1 L de solucion: 10
g de triptona, 5 g de extracto de levaduray 5 g de cloruro de sodio. El volumen se llevo a
1 L con agua Milli-Q y se ajusté a pH 7,0. Se esteriliz6 por autoclave y almacené a
temperatura ambiente.

Para la preparacion de placas con medio sélido se agregé a los medios liquidos agar al
1,5% p/v. Los antibiéticos se esterilizaron por filtracion antes de ser agregados al medio
de cultivo.

3.2.4.2 Medio DMEM/F12 y EMEM suplementados

Se utilizd para el crecimiento de células animales y consiste en Dulbeco's Modified Eagle
Medium DMEM (Gibco) con 59,3 mg/L penicilina (Gibco), 100mg/L estreptomicina (Gibco)
y 10% suero fetal bovino SFB (Hyclone), pH 7,0. En algunos casos se ultiizdé el medio
Eagle's Minimum Essential Medium 59,3 mg/L penicilina (Gibco), 100mg/L estreptomicina
(Gibco) y 10% suero fetal bovino SFB (Hyclone), pH 7,0

3.3 Métodos
3.3.1 Electroforesis de ADN

Las electroforesis de ADN se realizaron en una camara horizontal. Las muestras se
mezclaron en proporcién 5:1 con el amortiguador de carga 6X (glicerol 30% p/v y azul de
bromofenol 0,25% p/v) y luego se cargaron en geles de agarosa a una concentracion
ajustada al tamafio del fragmento que se esperaba observar, estos se prepararon a
concentraciones entre 0,7% y 1,5% p/v. La agarosa se preparé en amortiguador TAE 1X:
Tris-Acetato-EDTA (Tris 40 mM, acetato 20 mM y EDTA 1 mM) y bromuro de etidio 0,2
Mg/mL. Se incluyd un estandar de peso molecular de tamano 1 kb. Las electroforesis se
realizaron bajo voltaje constante de 100 V. Se utiliz6 como amortiguador de corrida TAE
1X. Finalmente se observo el gel sobre un transiluminador UV y se fotografio.

3.3.2 Purificacion de ADN a partir de geles de agarosa

La banda de ADN se cort6 del gel. Después se deposité en un tubo Eppendorf de 1,6 mL
esterilizado por autoclave, para luego utilizar el sistema QIAEX Il Gel Extraction, de
acuerdo a las instrucciones del fabricante.

3.3.3 Purificaciéon y concentraciéon de fragmentos de ADN

Los productos de PCR y/o de digestiones se purificaron y concentraron con el sistema
QIAEX Il Protocol for desalting and concentrating DNA solutions, segun las instrucciones
del fabricante.

35



3.3.4 Ligacion de fragmentos de ADN

Para la reaccion de ligacion se utiliz6 como inserto los productos de digestiones
purificados desde geles de agarosa. La reaccion de ligacion se realizo de acuerdo a las
instrucciones del fabricante.

3.3.5 Transformacion de células electrocompetentes

Se agrego 5 pL de mezcla de ligacion sobre 40 pL de células electrocompetentes E. coli
SURE o0 TOP10. Las células transformadas se mezclaron con 1 mL de medio LB y se
incubaron a 37°C durante 1 h'y con agitacién de 200 rpm. Luego se plaqued 50 L sobre
placas de LB agar estériles que contenian ampicilina 100 pg/mL. Las placas de
transformacioén se incubaron a 37°C durante 16 h. Para su mantencion se conservaron a
4°C.

3.3.6 Minipreparacion de ADN plasmidial

El ADN plasmidial se obtuvo a partir de un in6culo en 4 mL de medio LB con ampicilina
100 pg/mL, incubado por 16 h a 37°C a 200 rpm. El cultivo se centrifugd a 13.000 x por
1 min en un tubo Eppendorf de 1,6 mL (previamente esterilizado por autoclave) con 1 mL
por vez. El proceso se repitidé hasta obtener un precipitado de bacterias. La extraccion se
realiz6 segun las instrucciones del fabricante.

3.3.7 Construccion de plasmidio pscAAV_shRNA2_ALDH2

El plasmidio pscAAV_shRNA2_ALDH2 (Figura 9) se construyd mediante la ligacién del
fragmento que contiene el promotor U6 y la secuencia de shRNA, obtenido del plasmidio
pLKO.1_shRNA2 (Lenti-shRNA Cpre Facility,UNC) digerido con las enzimas de
restriccion Msll 'y BamHI, en el plasmidio pSC-TTRmvmFIX digerido con las
endonucleasas Hindlll y Bglll (esta digestion se realizé en reacciones consecutivas, con
un paso intermedio de polimerizacion de los extremos cohesivos 5’ para dejarlos como
extremos romos)(Figura 10).
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Figura 10. Mapa de los plasmidios pSC-TTRmvmFIX 'y pLKO.1_ALDH2

A la izquierda se detallan los elementos del plasmidio pSC-TTRmvmFIX (6241 pb), en rojo se destacan los
ITR virales. A la derecha se presenta el plasmidio pLKO.1_ALDH2 (7035 pb), con una flecha blanca se
destaca el promotor U6 y en un cuadro azul la secuencia para shRNA. Se sefialan los sitios de restriccidén
para las enzimas Bgll, Hindlll, BamHI y MslI.

3.3.8 Cultivo en adherencia

Las células HEK-293 se cultivaron segun la necesidad en placas de 6 o 12 pocillos,
frascos T de 75 o 150 mm, con un inoculo inicial de 0,3x10°, 0,1x10°, 3 x10° y 5 x10°
células respectivamente, en medio DMEM suplementado con 10% suero fetal bovino,
SFB, (Hyclone) a pH 7,0. Células HepG2 y HepG2 VL17A se cultivaron en medio EMEM
suplementado con 10% SFB. Las placas se mantuvieron a 37°C en incubadora a 95% de
humedad y 5% de CO:2 hasta alcanzar entre 70 y 85% de confluencia. Posteriormente se
realiz6 el pasaje de las células. Brevemente, se realiz6 un lavado con PBS, las células
se despegaron con tripsina 0,25% p/v - EDTA 0,5 mM utilizando un décimo del volumen
de cultivo, se centrifugé a 1200 rpm por 5 minutos, luego se resuspendié en el mismo
medio de cultivo/SFB y se reinocul6 en medio de cultivo/SFB fresco.

3.3.9 Transfeccién de células HEK-293

Las células HEK-293 se transfectaron utilizando Lipofectamina 3000 (ThermoFisher), de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para la generacién de una linea celular estable
(HEK-293/ALDH2) las células se transfectaron utilizando PElI MAX. Brevemente, la
transfeccion se realizé cuando las células alcanzaron una confluencia del 70%; en cada
placa de 10 cm se agrego: 250 yL de medio DMEM sin suero, 60 yL PEI MAX, se mezclo
vigorosamente y se afiadié 50 ug de ADN. Se volvio a mezclar y se incubé por 5 min a
temperatura ambiente, finalmente se agregd gota a gota a las células adheridas a la
placa. 48 h post-transfeccién se cambi6 el medio DMEM por un medio selectivo DMEM
con Blasticidina 10 ug/ul, de esta manera se seleccionaron aquellas células que
adquirieron la resistencia al antibiético. Como control se transformd células con un
plasmidio GFP que no codifica resistencia a Blasticidina, las que murieron al agregar
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antibiotico al medio. Las células seleccionadas se mantuvieron en medio con Blasticidina
alcanzando una concentracion maxima de 30 pg/ul, luego de 5 pasajes se verifico la
expresion de ALDH2 por RT-PCR semicuantitativo y por Western Blot. El plasmidio
utilizado para generar la cepa estable es pLX304-Blast-V5-ALDH2 (Figura 11), obtenido
desde Lenti-shRNA Core Facility, UNC. EI cADN de ALDH2 esta contenido en un cassette
lentiviral que es capaz de integrarse en el genoma celular.
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pLX304-v5-Blast-Empty
7671 bp

Figura 11. Mapa del plasmidio pLX304-V5-Blast-Empty

En este plasmidio esta clonado del cADN de ALDH2, bajo el control del promotor CMV, posee resistencia
a Blasticidina (BSD) y elementos lentivirales (LTR) que permiten la integracion del cassette contenido entre
5LTRy 3LTR.

3.3.10 Produccion y purificacién de particulas virales en HEK-293

Los virus adeno-asociados se produjeron en células HEK-293 segun lo descrito en el
método de triple transfecciéon (Grieger et al., 2006). Este método usa 12 ug de plasmidio
rep/cap pXR2, 15 ug de plasmido helper pXX6-80 y 9 ug del plasmidio que contiene el
genoma de AAV psc_AAV_shRNA_ ALDH2 (Figura 12). Las células fueron transfectadas
utilizando 170 uL de polietilenamina max (PEI-MAX) como transportador de ADN y 500
pL de miedio OPTIMEM. Para la produccion de cada tipo de particula viral se utilizaron
entre 6 a 8 placas de 150 mm de células HEK-293. Las células fueron colectadas 48 h
post-transfeccion, se lavaron con PBS, se realizaron 3 ciclos de
congelacion/descongelacion y se sonicaron (30-40 pulsos). Los virus fueron purificados
por centrifugacion en gradiente con cloruro de cesio y se obtuvo aproximadamente 8
fracciones. Para seleccionar las fracciones se realiz6 un qPCR de cada una y se
seleccionaron aquellas que presentaban una mayor concentracion de genomas virales
por mL. Las fracciones seleccionadas se dializaron en PBS y se titularon mediante gPCR.
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Figura 12. Plasmidios utilizados en la triple transfeccion
La triple transfeccion se realizd con PEI. Imagen adaptada de AAV Helper-free System Instruction Manual,
Agilent.

3.3.11 Cuantificacion de genomas virales

Las particulas virales fueron cuantificadas mediante qPCR, los resultados se informan
como genomas virales por mililitro (vg/mL). 10 yL de virus se incubaron durante una hora
a 37°C en una solucion con DNAsa 0,1 mg/mL en un volumen final de 100 uL, luego se
agregaron 6 yL de EDTA 0,5M y se mezclé. Con el fin de desintegrar la cdpside viral se
agregaron 120 uL de proteinasa K 0,1 mg/mL y se incubaron al menos por 2 h a 55°C,
posterior a la incubacién se inactiva la proteinasa K calentando la solucién a 95°C por 10
min. La muestra tratada se diluy6 1:100 en agua y se utilizé como templado en la reaccion
de gPCR, cada reaccién es de 10 pL y se prepar6 utilizando el kit SYBR Green Master
Mix, Roche en reacciones de 10 pL que contenian 5 pyL de 2X SYBR mix, 0,25 uL de cada
partidor 20 uM (ITR1-F e ITR1-R), 2,5 pyL de agua y 2 yL de templado. Se utilizaron
diluciones seriadas de plasmidio para preparar la curva estandar, partiendo de 50 pg/ul.
La reaccion se realizé en el equipo LightCycler 480 SW, Roche.
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3.3.12 Transduccién lineas celulares

Las preparaciones de AAV generadas se utilizaron para transducir lineas celulares HEK-
293, HepG2 y HepG2 VL17A. Para realizar la transduccion se cultivaron las células y al
alcanzar una confluencia entre 70-80% se incubaron en suspension con AAV durante una
hora, utilizando una multiplicidad de infeccién (MOI) de 10* o 10° vg/cel, luego de este
periodo se sembraron en placas, completando con medio suplementado con suero fetal
bovino 10%. Las placas se mantuvieron a 37°C en incubadora a 95% de humedad y 5%
de CO2durante el tiempo que fue requerido para cada experimento, luego las células se
colectaron mediante centrifugacion (1200 rpm por 5 min) y de acuerdo al uso posterior
estas se resuspendieron en la solucién adecuada.

Paralelamente a la infeccion con particulas virales portadoras del shRNA, las células
fueron infectadas con virus que codifica para GFP. Las células se observaron con
microscopia de fluorescencia en un microscopio Olympus BX61 equipado con una
camara Hamamatsu. Todas las imagenes fueron adquiridas utilizando el objetivo 10X y
se realiz6 un analisis cualitativo para determinar si la transduccion fue exitosa.

3.3.13 Western Blot

La concentracion de proteina total de la muestra se analiz6 mediante el método de
Bradford (Sigma-Aldrich, USA). Para el Western blot, al lisado proteico se agregoé el
amortiguador de carga reductor 4x Nupage. La solucion resultante se calenté a 100°C
por 10 minutos y luego de ser enfriada se cargd en un gel en gradiente pretefido 4-12%
Bis-tris. La electroforesis se realiz6 en amortiguador de corrida 1x MOPS y se transfirid
a una membrana de nitrocelulosa mediante iBlot 2 Dry Blotting System (Invitrogen). La
membrana se bloqueo durante 1 h con leche descremada al 5% en solucion PBST (0.5%
Tween 20 in 1 x PBS). El anticuerpo para ALDH2 (4G6A3) (Thermo Fisher MA5-17029)
se incubo con la membrana en una dilucién de 1:2000 en PBST/leche durante dos horas
y el anticuerpo para beta-actin (mAbcam 8226) se incubé toda la noche en a 4°C con
agitacion suave, en dilucién 1:10000 en PBST/leche. Luego la membrana se lavo tres
veces con PBST/leche y se incubd por una hora con un anticuerpo secundario (1:10000)
conjugado a peroxidasa de rabanito en PBST/leche. Como reactivo de
quimioluminiscencia se utilizé el reactivo Western-Bright Sirius chemiluminescence
reagent (Advansta, USA) de acuerdo a las instrucciones del fabricate. Finalmente los
blots se revelaron en el equipo the Amersham Imager 600 (GE Healthcare Life Sciences).
En caso de requerir re-incubar la membrana, esta se restaurd utilizado Western Blot
Stripping Buffer (Pierce) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La intensidad de
las bandas obtenidas mediante Western blot se cuantificaron con ImageJ 1.50i software
(https://limagej.nih.gov/ij) (Schneider et al., 2012).
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3.3.14 RT-PCR y RT-PCR cuantitativo

Para cuantificar los niveles de transcrito de ALDH2, se realizé una retro-transcripcion de
RNA (RT) mediante un RT-PCR semicuantitativo. EIl RNA se preparo el kit QIAGEN
RNeasy de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las muestras de ADN fueron
tratadas con solucion de DNasa (Promega). Para la sintesis de la primera hebra de cADN
se realizo la retro-transcripcion de 1 ug de RNA, por la Retro-transcriptasa SuperScript I
RT (ThermoFisher), seguida de un tratamiento con RNase H (ThermoFisher). Para el
PCR se uso la polimerasa Platinum Tag High fidelity DNA polymerase (ThermoFisher).
La reaccion de PCR fue la siguiente: denaturacién por 5 min a 94°C, luego 25 ciclos de:
denaturacion a 94°C por 30s, seguido por la etapa de alineamiento de los partidores en
temperaturas entre 62-54°C por 30 s y una etapa de extensiéon a 72°C por 2 min, con un
paso final de extension a 72°C por 10 min. Los partidores utilizados fueron: GAPDH_F1
y GAPDH_R1 (producto de 452 pb); ALDH2_F1 y ALDH2_R1 (producto de 1466 pb)
(Tabla 4). Se incluy6 un control sin transcriptasa reversa (-RT).

El RT-PCR cuantitativo (qPCR) se realizé en un equipo Lightcycler Roche 480 utilizando
SYBR green Master Mix (Roche), siguiendo las instrucciones del fabricante para 10 ul.
Cada reaccion incluye 2 uL de cADN, 5 pL del Master Mix, 0,25 pL de cada partidor 20
MMy 2,5 uL de agua libre de RNAsa/DNAsa. Se incluyo un control negativo sin templado
en cada PCR. La reaccion se compone de un ciclo de denaturacion a 95°C por 10 min y
45 ciclos de amplificacion que incluian 3 etapas de 95°C por 10 s, 60°C por 10 sy 72°C
por 10 s. Los valores de la linea base y los cp (crossing points) fueron calculados por el
software LC 1.5 (Roche Applied Biosystem). Las secuencias de los primers GAPDH_F2,
GAPDH_R2, ALDH2_F2 y ALDH2_R?2 estan detalladas en la Tabla 4.

3.3.15 Determinacion de etanol y acetaldehido mediante cromatografia de gases

Las células HepG2 VL17A (Proporcionadas amablemente por Dr. Dahn Clemens,
Universitiy of Nebraska at Omaha, USA) se incubaron en placas selladas con10, 25 0 100
mM etanol en medio EMEM por 24 h a 37°C. Luego de la incubacién una alicuota de 60
ML del sobrenadante del cultivo fue analizado para determinar los niveles de etanol y
acetaldehido utilizando un cromatografo de gases SRI 8610c (Torrance, CA). Las
muestras se distribuyeron en tubos que contenian 375 pL de agua y 0,5 g de NacCl, se
calentaron sellados en un bafio de agua a 60°C por 10 miny 1,5 mL de gas fue removido
e inyectado directamente en el cromatografo de gases, utilizando una columna Hayesep
D a 140°C, la sefial se detectd con un ionizador de llama.

La curva estandar para etanol tiene un rango de 0 a 100 mM y la de acetaldehido de 0 a
250 uM. Las éareas bajo la curva se analizaron con el software “SRI Peak Simple”.

3.3.16 Anédlisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el test t Student. Un p value menor a
0,01 se consideré como una diferencia significativa y estd marcada en las figuras con
asterisco. Las barras de error representan la desviacion estandar (DS).
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4 RESULTADOS

4.1.1 Seleccion de una secuencia shRNA para silenciar la expresion de ALDH2

Se utilizaron shRNAs para silenciar la expresion del gen ALDH2 de humano. Se probaron
cinco secuencias shRNA para verificar su potencial silenciador. Cada una de estas
secuencias (Tabla 6) est4 codificada en un plasmidio pLKO.1 (obtenidos desde Lenti-
shRNA Core Facility, UNC). Estos shRNA tienen como blanco el transcrito del gen ALDH2
de humano, no presentando coincidencias con secuencias de rata ni raton. La eficiencia
para silenciar se probé en células HEK-293, pero se ha demostrado que estas células no
expresan una cantidad medible de ALDH2 (Cortinez et al., 2009), por lo tanto las células
HEK-293 fueron co-transfectadas simultdaneamente con un plasmidio que contiene y
codifica la secuencia cADN de ALDH2 (pLX304-Blast-V5-ALDH2) y con uno de los
plasmidios pLKO.1_shRNA. Como control de transfeccion se reemplazé el plasmidio
pLOK.1_shRNA por un plasmidio en el que se habia reemplazado de la secuencia del
cADN de ALDH2 por la del gen de GFP (pLX304-Blast-V5-ALDH2). Como control de
silenciamiento se reemplazé pLOK.1_shRNA, por un plasmidio que codifica para una
secuencia scramble shRNA, la cual tiene la misma estructura general de shRNA, pero no
es complementaria con la secuencia de ALDH2.

Las células se colectaron 48 h post-transfeccién. Se analizé la expresion de ALDH2 a
nivel de mMRNA mediante RT-PCR semicuantitativo (Figura 13A) y a nivel de expresién
proteica por Westen Blot (Figura 13B). Tres de los cinco shRNA probados tuvieron la
capacidad de inhibir la expresién de ALDH2. Se seleccion6 el shRNA2 para los
experimentos siguientes, dado que es el que presentd una mayor eficiencia para silenciar.
La secuencia codificante de shRNA2 se clon6 en el plasmidio scAAV
(pscAAV_shRNA2_ALDH2).

Tabla 6.- Secuencia de los shRNA y sus sitios de accidn

N° Secuencia Regién blanco*
ShRNA1 GAGGACATCTATGATGAGTTT 985:1005
shRNA2 GCAGATCATTCCGTGGAATTT 540:560
ShRNA3 CCCAACATCATCATGTCAGAT 871:891
ShRNA4 GCAGGCATACACTGAAGTGAA 1497:1517
ShRNAS5 GCTGATAAGTACCACGGGAAA A57:477

*Segun secuencia de referencia NCBI: NM_000690.2
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Figura 13. Expresion de ALDH2 en células HEK-293 para seleccién de shRNA

48 h post-transfeccién las células se colectaron, se extrajo RNA y proteinas. EI cADN de ALDH?2 fue co-
transfectado con 5 plasmidios shRNA diferentes (carriles 1-5), como control se realizé co-transfeccion con
scramble y GFP (carriles 6 y 7), transfeccion solo con GFP (carril 8) y células no transfectadas (carril 9).
(A) Expresion de ALDH2 y GAPDH analizada mediante RT-PCR semicuantitativo. La expresion a nivel de
proteina se analiz6 mediante Western blot (B), se muestran las bandas correspondientes a ALDH2 (56
kDa) y B-Actina (42 kDa, panel inferior) en células HEK-293 tratadas de acuerdo a lo descrito en la
numeracion de los carriles.

4.1.2 Construccion plasmidio pscAAV_shRNA2_ALDH2

El plasmidio pscAAV_shRNA2_ ALDH2 (Figura 9) se construyé a partir del fragmento
obtenido del plasmidio pLKO.1_shRNA2 digerido con las enzimas de restriccion Msll y
BamHI (fragmento de 1510 pb), ligado con el vector pSC-TTRmvmFIX digerido por las
enzimas Hindlll y Bglll (4469 pb) (Figura 14), segun lo descrito en la seccion 3.3.7 de
Materiales y Métodos (Figura 10). Los plasmidios fueron secuenciados y se verifico la
correcta construccion del vector pscAAV_shRNA2_ALDH2 y que no existiesen
mutaciones en las secuencias contenidas entre los ITR.
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Figura 14. Digestion de plasmidios pLKO.1_shRNA2 y pSC-TTRmvmFIX

Los productos de digestiébn se analizaron en un gel de agarosa al 1%. Las bandas seleccionadas
(sefialadas con una flecha) de 1510 pb (panel A) y 4469 pb (panel B) se purificaron del gel y se ligaron para
formar el vector pscAAV_shRNA2_ALDH2.

4.1.3 Generacion de células HEK-293 que expresan ALDH2 en forma estable

Debido a que el alcohol es metabolizado en el higado, la linea celular adecuada para
probar la capacidad del ShRNA para silenciar la expresion de ALDH2 in vitro, deberia ser
una linea celular hepética, como por ejemplo HepG2 (carcinoma hepatocelular humano).
Sin embargo, la eficiencia de transfeccion de las células HepG2 es bastante reducida,
con lo que resulta complejo visualizar correctamente el efecto de una molécula
silenciadora.Debido a esta dificultad, se decidi6é utilizar como modelo para estudiar la
capacidad silenciadora de shRNA, células de la linea celular HEK-293, ampliamente
usada como modelo de estudio en cultivo celular. No obstante, las células HEK-293 no
expresan constitutivamente ALDH2, por lo tanto, se desarrollé una linea celular HEK-293
gue expresaba establemente la enzima ALDH2 (HEK-293/ALDH2) segun lo descrito en
Materiales y Métodos 3.3.9. La expresion estable de ALDH2 se validé comparando la
expresion de ALDH2 en la linea transformada HEK-293/ALDH2 con la expresion en HEK-
293 wild type, por RT-PCR semicuantitativo y con Western Blot (Figura 15). Se observa,
con ambos métodos, que hay expresion de ALDH2 en la linea celular estable, la cual no
se observa en las células wild type, indicando que fue posible obtener una linea celular
que exprese ALDH2 constitutivamente. Utilizando en software ImageJ se comparo la
densidad de pixeles de la banda correspondiente a ALDH2 con la banda correspondiente
a B-actina y se obtuvo que ambas proteinas se expresan en la misma proporcion (51 y
49%). Cabe destacar que Blasticidina se utilizé solo para seleccionar las células que
integraron el cassette en el genoma celular, por lo que después de la seleccion no fue
necesario crecer las células bajo la presion selectiva de Blasticidina, porque la integracion
cromosomal promueve una expresion estable en el tiempo.
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Figura 15. Expresion estable de ALDH2 en HEK-293

Luego de 5 pasajes posteriores a la transfeccidn y seleccién de las células mediante Blasticidina, se validé
la expresion de ALDH2 en células seleccionadas (HEK-293/ALDH2), comparando con células no
transfectadas, mediante (A) RT-PCR semicuantitativo, esperando amplificar un fragmento de 1460 pb para
ALDH2 y uno de 425 pb para GAPDH para verificar la integridad del RNA. Ademas se realiz6 un control
negativo del RT-PCR (-RT). (B) Western blot para ALDH2 (56 kDa) y B-Actina (42 kDa) como control de
expresion constitutiva. En Ay B, se observé una banda correspondiente a ALDH2, presente en las células
transfectadas y no en las nativas.

414 Silenciamiento de ALDH2 en células HEK-293/ALDH2 mediante transfeccién

Las células HEK-293/ALDH2, que expresan ALDH2, fueron transfectadas con el
plasmidio pscAAV_shRNA2_ALDH2, con el fin de corroborar si el ShRNA2 clonado en el
plasmidio que se utiliza para produccion viral, era capaz de silenciar ALDH2. Ademas,
para atribuir el silenciamiento a la accién especifica del shRNA2, se utiliz6 como control
células transformadas con el plasmidio pscAAV_scramble. En este plasmidio se
reemplazé la secuencia del ShRNA2_ALDH2 por una secuencia shRNA aleatoria que no
tiene complementariedad de bases con ALDH2, ni con otra zona del genoma de HEK-
293, por lo que genera un RNA de interferencia que no tiene un blanco celular. 48 h post-
transfeccion las células fueron lisadas y se extrajo RNA y proteinas. Se realizé un RT-
PCR semicuantitativo (Figura 16A), en el cuél se observo a nivel de mRNA, una reduccion
en la expresion de ALDH2 en las células transformadas con el plasmidio que codifica
para el sShRNA2 (pscAAV_shRNA2_ALDH2) comparada con las células tratadas con el
plasmidio control (pscAAV_scramble). Los niveles de expresidn proteica se analizaron
mediante el analisis de Western Blot con el software ImageJ (Figura 16B), mostrando una
reduccion del 40% de la expresion de ALDH2 en las células tratadas con shRNA2 con
respecto a las células transfectadas con pscAAV_scramble.

45



A B z
bp kDa
76
ALDH2 20
1650 ALDH2
52 | :
52
GAPDH 500
N - .

Figura 16. Silenciamiento de ALDH2 por plasmidio pscAAV_shRNA2_ALDH2 en células
HEK-293/ALDH2

Células HEK-293 que expresan establemente ALDH2 (HEK-293/ALDH2) fueron transfectadas por el
plasmidio pscAAV_shRNA2_ALDH2. RNA y proteinas se colectaron 48 h después de la transfeccion para
evaluar la expresion de ALDH2. (A) RT-PCR semicuantitativo, células transfectadas con pscAAV_scramble
fueron usadas como control negativo de silenciamiento (carril 1), las tratadas con shRNA2 (carril 2), -RT
control (carril 3) y control positivo de PCR (carril 4). La integridad del RNA fue determinada amplificando
una regién de 425 pb del gen humano GAPDH. (B) Western Blot de ALDH2 (56 kDa) y B-Actina (42 kDa)
de las células transfectadas con el control scramble (carril 1) y tratadas con el shRNA2 (carril 2).

4.1.5 Produccion, purificacion y cuantificacion de particulas virales

Para la produccion viral se utilizé el método de triple transfeccion descrito en Materiales
y Métodos 3.3.9. Se prepararon tres tipos de particulas virales scAAV portadoras de:
shRNAZ2, scramble y GFP. La eficiencia de tranfeccion se visualiz6 observando las células
transfectadas con pscAAV_GFP (ademas de los otros dos plasmidios). 48 h después de
la transfeccion las células se observaron en el microscopio de fluorescencia y se detecté
emision de luz verde, considerando efectiva la transfeccion celular. Las particulas virales
se colectaron y purificaron segun lo descrito en Materiales y Métodos. De la purificacion
en gradiente con CsCl se obtuvo 6 fracciones. Para identificar en cual de ellas estaban
presentes las particulas virales se utilizaron 3 yL de cada una de las fracciones de
SCAAV_GFP y se infectaron células HEK-293 en placas de 12 pocillos. Estas células se
observaron en el microscopio con campo claro (BF por sus siglas en inglés Bright Field)
y se compararon con las observadas con emisioén de fluorescencia (GFP), con el fin de
identificar la eficiencia de células infectadas (Figura 17). En las fracciones 3 y 4 se
observa una infeccion de casi el 100% de las células, sin embargo, para no perder
particulas virales se seleccionaron las fracciones 2, 3, 4 y 5 para ser mezcladas en un
volumen total de 4 mL y se cuantificaron mediante gRT-PCR obteniendo las
concentraciones descritas en la Tabla 7.
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Figura 17. Identificacion de fracciones con particulas virales mediante microscopia de
fluorescencia

Seis fracciones se obtuvieron de la ultracentrifugacion de las particulas virales GFP producidas (F1-F6).
Una alicuota de 3 pL de cada fraccion se utilizé para infectar células HEK-293 48 h después se observaron
en un microscopio de fluorescencia comparando las células en BF y con GFP (con un aumento de 10X,
160 ms). Se observa emision de fluorescencia entre las fracciones 2 y 5.
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Tabla 7. Concentraciones particulas virales (genomas virales/mL)

Particula Viral ~ Concentracion (vg/mL)

ScAAV2_ GFP 9,95el1l
SCAAV2_scramble 3,76ell
SCAAV2_shRNA2 7,91ell

4.1.6 Silenciamiento de ALDH2 con particulas virales en células HEK-293/ALDH2

Para examinar si el shRNA portado por el vector viral AAV era capaz de silenciar la
expresion de ALDH2, este se empacé en un virus AAV de doble hebra del serotipo 2,
SCAAV2/shRNA. Se utiliz6 como modelo celular HEK-293/ALDH2 en el cual se probaron
dos concentraciones virales 1x10* y 1x10° vg/cel, definidas como MOI (por sus siglas en
inglés multiplicity of infection), para transducir (infectar) las células. Como control, se
infectaron células con scAAV2 portador de una secuencia shRNA scramble,
scAAV2/scramble. La eficiencia de transduccion fue evaluada en células infectadas con
scAAV2/GFP, estimando el porcentaje de las células observadas en campo claro que
expresan GFP al ser expuestas a luz de longitud de onda de 475 nm. Como se observa
en la Figura 18, la eficiencia de transduccion se estimé mayor al 90%. Es importante notar
gue aquellas células transducidas con mayor MOI, emiten mas fluorescencia que las
infectadas con menos particulas virales, pero en ambos casos, se comienza a observar
fluorescencia desde el dia 1 post-infeccion (p.i.), siendo esta mas notoria a partir del dia
3.
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Figura 18. Eficiencia de transduccién en HEK-293/ALDH2

Células HEK-293/ALDH2 fueron transducidas con scAAV2_GFP a dos diferentes MOI, 1x104 vg/cel panel
superior y 1x10% vg/cel panel inferior. Para estimar la eficiencia de transduccion, se observaron al
microscopio en BF y GFP (con un aumento del0X, 50 ms exposicion), durante 5 dias consecutivos p.i.

Luego de confirmar que la transduccién fue eficiente, se evalué la expresion de ALDH2 a
nivel de transcrito y de proteinas en los 3 y a los 5 dias p.i. de las células infectadas con
scAAV2/shRNA y de aquellas células infectadas con el virus control scAAV2/scramble.
Los transcritos de ALDH2 fueron cuantificados por una transcripcion reversa, seguida de
un PCR cuantitativo en tiempo real (RT-gPCR) y se compar6 con las células tratadas con
scAAV2/scramble. A los 3 dias p.i. se observé una reduccién del 66 y 84% para los MOls
1x10% y 1x10° vg/cel, respectivamente. Para los niveles de RNA medidos 5 dias p.i. se
logré una reduccion del 83 y 90% para los MOls probados (Figura 19A). La expresion de
ALDH2 fue evaluada por Western blot. El andlisis de imagen correspondiente mostro una
reduccion mayor al 90% en cada una de las cuatro condiciones probadas y se muestra
en la Figura 19B.
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Figura 19. Expresion de ALDH2 en células HEK-293/ALDH2 tratadas con scAAV2/shRNA
Células HEK-293/ALDH2 fueron infectadas a MOIs 1x10* y 1x10° vg/cel de scAAV2, portador de una
secuencia scramble o de shRNA. RNA y proteinas fueron extraidas a los 3 y 5 dias p.i. (A) La inhibicion en
la expresién de ALDH2 por scAAV2/shRNA fue analizada para los transcritos por RT-gPCR, el nimero de
copias de ALDH2 mRNA fue normalizado con respecto a GAPDH. (B) Western blot de la expresion proteica
de ALDH2 normalizada por B-Actina. ***p < 0,001 comparado con las células tratadas con
scAAV2/scramble.

4.1.7 Silenciamiento de la expresion de ALDH2 en células de hepatoma humano

El blanco final de esta terapia es silenciar la expresiéon de ALDH2 en el higado. El serotipo
2 de AAV ha mostrado in vitro tener una buena eficiencia de transduccion en las células
de hepatoma humano HepG2 (Ellis et al., 2013). Por lo tanto, se utilizé el virus portador
del shRNA del serotipo 2, scAAV2/shRNA, para infectar HepG2. Igualmente, se siguié la
eficiencia de transduccion mediante la expresion de GFP por 5 dias en células HepG2
infectadas con scAAV2/shRNA. Las células infectadas expresaron GFP desde el primer
dia p.i. alcanzando la maxima expresion al tercer dia, seguido por una disminucién en la
expresion de GFP (Figura 20).

50



Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

., ‘ ¥ BF
1x10* o Bl
vg/cel
GFP
Células
HepG2 %og e v @
| BF
1x10°
vg/cel

Figura 20. Eficiencia de transducciéon en HepG2

Células HepG2 fueron transducidas con scAAV2/GFP a dos concentraciones virales 1x10* y 1x10° vg/cel.
Se visualizaron durante 5 dias consecutivos p.i. y se fotografiaron (10X, exposicion150 ms). Como control
se visualizan las células en campo claro (BF) y se comparan con las que emiten fluorescencia.

RNA y proteinas se extrajeron de las células HepG2 infectadas con dos MOIs 1x10% y
1x10° vg/cel, en el tercer y quinto dia p.i. y se realizé un RT-gPCR. Como se observa en
la Figura 21A, se alcanz6 una reduccion del transcrito de Aldh2 del 66 y 74%; en las
células infectadas con 1x10* vg/cel, a los 3 y 5 dias p.i., respectivamente. Para las
infectadas con 1x10° vg/cel se observé una reduccién del 89 y 90% para los mismos
tiempos. La expresion de proteinas se evalué mediante Western blot. En el caso de esta
linea celular se detectaron dos bandas con el anticuerpo para ALDH2, pudiendo
corresponder a dos isoformas de la enzima. Para el andlisis de imagen se consideré solo
la banda de menor peso molecular. Al dia 3 p.i. se observé una reduccion de la expresion
de ALDH2 del 20 y 37 % para los MOls probados (1x10%y 1x10° vg/cel). Para las mismas
concentraciones virales, la expresion de proteina fue reducida en un 33 y 52% al quinto
dia p.i. (Figura 21B).
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Figura 21. Inhibicién de la expresién de ALDH2 en células HepG2 tratadas con
SCAAV2/shRNA

Células HepG2 fueron infectadas con 1x104 o 1x105 vg/cel de un scAAV2 portador de la secuencia control
(scramble) o de la secuencia de shRNA. En los dias 3y 5 p.i. se colectaron las células y se extrajo RNA 'y
proteinas. La inhibicion de la expresion de ALDH2 por scAAV2/shRNA fue analizada por (A) RT-gPCR, el
mRNA de ALDH2 se normalizé con GAPDH. (B) Western blot de ALDH2 y 3-Actina como normalizador.
Las barras de error indican la DS. ***p < 0,001 comparado con las células tratadas con el control.

4.1.8 Medicion de niveles de acetaldehido en células HepG2 metabolizadoras de
etanol

Como ensayo funcional, células de la linea HepG2 fueron expuestas a etanol y se midié
la acumulacion de acetaldehido. Sin embargo, las células HepG2 no expresan enzimas
Alcohol deshidrogenasa (ADH) y la citocromo 2E1 (CYP2ELl), las cuales son las
responsables de la oxidacion de etanol a acetaldehido (Figura 1). Como alternativa se
utilizaron células HepG2 VL17A, las cuales expresan constitutivamente las enzimas
mencionadas, por lo que se comportan como hepatocitos en respuesta a etanol. El
silenciamiento de ALDH2 fue evaluado en las células VL17A transducidas con 1x10°
vg/cel en el tercer dia p.i. mediante RT-gPCR y Western Blot (Figura 22 Ay B), mostrando
una reduccion de la expresion de ALDH2 del 40% en ambos analisis, al comparar con las
células tratadas con las particulas virales control scAAV2/scramble. Paralelamente,
células tratadas se incubaron con etanol en distintas concentraciones (0, 10, 25 y 100
mM) y se midié la acumulacién de acetaldehido mediante cromatografia de gases. Las
células incubadas sin etanol no presentaron cantidades medibles de acetaldehido. Las
muestras tratadas con el virus portador del ShRNA mostraron un aumento de los niveles
de acetaldehido de 50, 30 y 40% para cada concentracion de etanol ensayada (Figura
22 C).
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Figura 22. Silenciamiento de ALDH2 en células VL17A HepG2 y acumulacién de
acetaldehido

Células VL17A HepG2 fueron infectadas con 1x105 vg/cel de scAAV/scramble o scAAV/shRNA durante 3
dias, en todos los casos se compararon las células tratadas con las particulas virales terapéuticas
portadoras del shRNA con las tratadas con la secuencia control scramble. La expresion del transcrito de
ALDH2 mRNA fue cuantificado por (A) RT-qPCR, normalizado por la expresion de GAPDH. La expresion
de proteinas fue visualizada mediante (B) Western blot, normalizado con la expresion de B-Actina. La
respuesta al etanol de las células VL17A HepG2 fue analizada por (C) Acumulacion de acetaldehido
medido por cromatografia de gases en presencia de concentraciones de etanol de 10, 25 y 100 mM. Las
barras de error indican la DS. **p < 0,01 y ***p < 0,001 comparado con las células tratadas con el control.
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5 DISCUSION

La relevancia de este estudio es que hemos demostrado in vitro que un unico shRNA fue
efectivo para inhibir la expresién la enzima Aldehido deshidrogenasa mitocondrial,
utilizando como vehiculo de entrega virus adeno-asociados self complementary serotipo
2, en lineas celulares humanas.

El silenciamiento de la expresion de ALDH2 conlleva a una disminucién en la tasa de
metabolizacion del acetaldehido produciendo su acumulacion, la cual genera efectos
disféricos. ElI consumo de alcohol en personas que tienen dafiado el metabolismo del
acetaldehido se conoce como “fenotipo asiatico”, el cual presenta una intolerancia al
consumo de alcohol y previene el abuso de su consumo (Garver et al., 2001).

Varios estudios han mostrado que la terapia génica puede ser una alternativa para el
tratamiento del alcoholismo. Estos estudios han utilizado diferentes metodologias de
silenciamiento para reducir la expresiéon de la ALDH2. El primer acercamiento fue
mediante el uso de nucleétidos-fosforotioatos antisentido de vida media corta, por lo que
requieren una administracién repetitiva y no resultan ser una buena alternativa como
tratamiento (Garver et al.,, 2001). Otro enfoque fue el uso de antisentidos largos,
entregados por Adenovirus, los cuales presentan una mayor vida media, sin embargo,
debido al largo de su secuencia (>1000 pb) y a la existencia de varias isoformas de ALDH,
estas moléculas podrian silenciar no exclusivamente la expresion de la isoforma
mitocondrial ALDH2, principal encargada del metabolismo del acetaldehido proveniente
de la oxidacién del etanol (Karahanian et al., 2005; Ocaranza et al., 2008).

Debido a las desventajas que presentan las moléculas silenciadoras mencionadas
anteriormente, los ShRNA emergen como una mejor alternativa para silenciar la expresion
de ALDH2 (Cortinez et al., 2009), puesto que estan disefiados para reconocer solo una
region especifica de un mRNA. Otra herramienta que ha sido utilizada para silenciar
ALDH2 son hairpin ribozymes, esta estrategia ha mostrado una buena eficiencia
reduciendo la actividad de ALDHZ2 in vitro e in vivo usando roedores como modelo de
estudio, logrando una reduccion del 47% del consumo voluntario de alcohol (Sapag et al.,
2016).

Es importante destacar que las herramientas de silenciamiento descritas solo se han
probado en ratas o en lineas celulares provenientes de ratas, pero no han sido disefiadas
para silenciar la expresiéon del gen humano de Aldh2. A pesar de la gran homologia entre
el gen de rata y humano (88% identidad), es necesario probar el potencial para silenciar
el gen humano, especialmente cuando la molécula terapéutica es disefiada para mejorar
la especificidad para reconocer solo un gen y no afectar la expresion de genes similares
u otras isoformas de la misma proteina. En este trabajo de tesis solo se probo la eficacia
para reducir la expresion de la isoforma ALDH2, como trabajo futuro seria interesante
analizar la especificidad de esta molecula para verificar si el ShRNA disefiado afecta la
expresion de otras isoformas de ALDH.
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Se han establecido algunas reglas y guias para el disefio de moléculas de shRNA activas
(Bofill-De Ros et al., 2016; Elbashir et al., 2002; Reynolds et al., 2004) y ademas existen
varias librerias comerciales disponibles. Sin embargo, la eficiencia de una secuencia de
shRNA para silenciar la expresion de un gen blanco debe ser verificada. En este trabajo
se probaron cinco secuencias, de las cuales tres de ellas mostraron actividad silenciadora
en las condiciones ensayadas.

Estudios han mostrado que a pesar del a pequefia capacidad de empaque de los virus
AAV, especialmente de los scAAV (2,3 kb) (Mccarty et al., 2001), multiples secuencias
pueden ser clonadas consecutivamente flanqueadas por las secuencias virales ITR
(Grimm et al., 2006). En este trabajo de tesis se probaron, por separado, cinco secuencias
de shRNA que tenian como blanco el transcrito de ALDH2; cada una de estas mostré una
eficiencia diferente para silenciar la expresion de ALDH2 ya sea a nivel de transcrito o a
nivel de expresion de proteina. Por simplicidad, se eligi6 probar solo una de estas
secuencias shRNA y fue clonada en el plasmidio que posteriormente se utilizé en el
método de triple transfeccion para produccion de las particulas virales (Figura 10). En
futuros experimentos se podrian probar combinaciones de secuencias de shRNA, para
ver si existe un efecto aditivo al usar mas de un shRNA para silenciar la expresion de
ALDH2, esta estrategia ha sido probada para inhibir la expresion de genes de VIH
mostrando resultados prometedores (Choi et al., 2015).

Los virus adeno-asociados han mostrado ser una opcién prometedora como vectores
para terapia génica. Se han realizado varios estudios clinicos que utilizan AAV como
portadores de la terapia en diversas enfermedades cardiovasculares, infecciosas,
neurolégicas, inflamatorias, cancer y desordenes monogénicos como son la hemofilia A
y B (Ginn et al., 2013; Mingozzi et al., 2011; Nathwani et al., 2011). En las pruebas clinicas
realizadas se han utilizado diferentes serotipos y variantes con tropismo especifico para
infectar los tejidos seleccionados de acuerdo a la necesidad particulas de cada
enfermedad (Asokan et al., 2012). Hasta el momento se ha establecido que el serotipo 8
es el mejor para transducir el higado in vivo, pero muestran una capacidad reducida para
infectar la linea celular hepatica humana HepG2 (Davidoff et al., 2005). Para estudios in
vitro los AAV del serotipo 2 han mostrado la mayor capacidad para transducir diferentes
tipos de células, incluyendo HepG2 (Ellis et al., 2013). Los AAV self complementary han
mostrado tener una transduccion mejorada en comparacion con los AAV tradicionales y
han surgido como una alternativa para ser elegidos como vehiculos portadores de
herramientas silenciadoras, como los shRNA (C. Li et al., 2011; McCarty et al., 2003; Wu
et al., 2008).

En este trabajo de tesis se utilizaron scAAV2 portadores de un shRNA para la hALDH2
para transducir lineas celulares humanas, con el fin de probar su capacidad para reducir
la expresién de la enzima Aldehido deshidrogenasa. Para comenzar las pruebas se
utilizaron como modelo células de la linea HEK-293 debido a que son faciles de manipular
y cultivar en adherencia, ademas es sabido que son transducidas eficientemente por
SCAAV2 (Ellis et al., 2013). Debido a que las células HEK-293 no expresan
constitutivamente ALDH2, se desarrollé6 una linea celular que expresa establemente
ALDH2 (HEK-293/ALDH2), la cual se infectd con particulas virales sScCAAV2 portadoras
del shRNA. En las células tratadas, la expresion a nivel de proteinas de ALDH2 fue
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reducida al minimo (> 90%) al quinto dia p.i., incluso cuando las células fueron infectadas
con una baja concentracién de particulas virales (1x10* vg/cel). A causa de su efectividad
para silenciar la expresion de ALDH2 en esta linea celular, se podrian utilizar dosis virales
menores, produciendo mejores perfiles de seguridad para futuras pruebas clinicas (Nair
et al., 2014).

La linea celular HepG2 se utilizé como modelo para representar el metabolismo del
acetaldehido, porque expresa constitutivamente cantidades medibles de ALDH2
(Clemens et al., 1995; Donohue et al., 2006). La isoforma 2 de la ALDH tiene localizacion
mitocondrial. Es sabido que las proteinas mitocondriales son sintetizadas como un
precursor que tiene una extension N-terminal, la cual es procesada por peptidasas
especificas (Gakh et al., 2002). La informacion sobre la secuencia de ALDH2 presentada
en UNIPROT reporta que la secuencia es procesada a una forma madura
(http://www.uniprot.org/uniprot/P05091#sequences). Adicionalmente, la secuencia
aminoacidica fue analizada en el servidor web MitoFates, disponible en http://mitf.
cbrc.jp/MitoFates/ (Fukasawa et al., 2015), el cual predijo un sitio de corte. La isoforma
inmadura seria la proteina antes de ser procesada (517 aa) con un peso molecular
predicho de 56,381 kDa, correspondiendo a la banda de mayor peso molecular, pero
menos intensa del Western Blot de la Figura 21. La forma madura (501 aa) tiene un peso
molecular predicho de 54,558 kDa y es representada por la banda mas intensa del
Western Blot, correspondiendo a la enzima de localizacion mitocondrial.

Se analizé mediante Western blot la expresién de ALDH2 en las células HepG2
transducidas por scAAV/shRNA con 1x10° vg/cel, alcanzando una reduccién de un 52%
en la expresion al quinto dia p.i., comparada con la expresion en las células infectadas
con el virus control. El silenciamiento producido en las células tratadas con
SCAAV2/shRNA fue menos eficiente en HepG2 comparado con el obtenido al tratar HEK-
293/ALDH2 La diferencia puede ser explicada por la eficiencia de los virus para transducir
diferentes tipos celulares lo cual se refleja en la capacidad para entregar la molécula
terapéutica shRNA, ademas los niveles de expresion del shRNA vy la vida media de la
proteina ALDH2 puede ser diferente en las lineas celulares probadas, resultando en que
se deben silenciar diferentes niveles de ALDH2 en cada caso. Estudios previos han
mostrado que la reduccién alrededor de un 40% de la expresion de ALDH2 resultan en
una apreciable reduccion en el consumo de alcohol en modelos animales (ratas UchB)
(Garver et al., 2001; Ocaranza et al., 2008). Esta reduccién moderada de la actividad de
ALDH2 puede alcanzar el efecto deseado de disminuir el consumo de alcohol,
minimizando los riesgos que podrian surgir de un silenciamiento completo del gen (Sapag
et al., 2016).

La linea celular HepG2 se utilizé para estudiar la expresion/inhibicion de la enzima
ALDHZ2, sin embargo esta linea celular no se comporta como un hepatocito al metabolizar
etanol, debido a que no expresa en cantidades medibles las enzimas ADH y CYP2E1,
principales encargadas de metabolizar el etanol (Clemens et al., 1995). Para cumplir con
los objetivos de este trabajo era necesario medir la acumulacion de acetaldehido en
células tratadas con el shRNA en presencia de etanol. Debido a que las células HepG2
no permiten realizar este analisis fue necesario encontrar otra linea celular que pudiese
procesar el etanol de manera apropiada. En el articulo publicado por Clemens y col.,
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2006, se desarrolldé una linea celular a partir de HepG2 que expresa establemente las
enzimas ADH y CYP2EL, esta linea, HepG2 VL17A, responde como un hepatocito en
presencia de etanol, oxidandolo a acetaldehido (Donohue et al., 2006).

Como ensayo funcional se midio la acumulacién de acetaldehido utilizando cromatografia
de gases en células HepG2 VL17A infectadas con scAAV2/shRNA. Estas células fueron
cultivadas con etanol, en tres diferentes concentraciones, simulando consumidores
sociales, moderados y dependientes de alcohol (Eckardt et al., 1998; Jones et al., 1992).
Para cada caso la concentracion de acetaldehido aumento un 50, 30 y 40%, en
comparacion con aquellas infectadas con el control scAAV2/scramble.

Como trabajo futuro seria interesante analizar la especificidad del shRNA usado para
verificar si este afecta la expresion de otras isoformas de ALDH.

En este trabajo de tesis se demostrd que vectores sScCAAV2 que codifican un tnico shRNA
para ALDH2 son efectivos para disminuir la expresion de la isoforma mitocondrial de la
enzima Aldehido deshidrogenasa en lineas celulares HEK-293/ALDH2, HepG2 y HepG2
VL-17A y aumentan los niveles de acetaldehido.
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6 CONCLUSIONES

En este trabajo de tesis se propuso demostrar que la terapia génica es una
estrategia con la cual es posible silenciar la expresion de la ALDH2 en lineas celulares
humanas. Se utilizaron como vehiculos de entrega virus adeno-asociados de doble
hebra, debido a su perfil de seguridad y su alta eficiencia de transduccion. Como
herramienta silenciadora se eligio utilizar shRNA dirigidos a la isoforma mitocontrial de la
enzima ALDH.

A partir de un andlisis cualitativo de la expresion de ALDH2, en células HEK-293 co-
transfectadas con un plasmidio codificante para ALDH2 y uno codificante del shRNA se
observa que 3 de las 5 secuencias de shRNA probadas disminuyen la expresion de
ALDH2 a nivel de RNA y proteina, esto a pesar de haber sido disefiadas con ese fin. A
partir de estos resultados se concluye que es necesario probar empiricamente las
secuencias de shRNA dispuestas en librerias, para seleccionar las que efectivamente
ejercen actividad silenciadora. Sera interesante identificar, en trabajos posteriores, los
criterios de disefio que mejor contribuyen a producir shRNAs mas efectivos en la practica.

Se construyo el plasmidio pscAAV_shRNA2_ALDH2 el cual codifica para la secuencia de
shRNA2 que mostré6 mayor efectividad para silenciar la expresion de ALDH2. Este
plasmidio contiene los elementos genéticos necesarios para la transcripcion de shRNA
codificados dentro de los ITR virales. La construccidon plasmidial es estable, permite la
produccion de las particulas virales sSCAAV y la expresion del gen de interés. Ademas se
construyo el plasmidio pscAAV_scramble, el cual tiene las mismas caracteristicas, con la
diferencia que codifica un shRNA que no tiene blanco putativo dentro de la célula, lo que
permite utilizarlo como control negativo en los experimentos en que se analiza la
reduccion de la expresion de ALDH2.

La linea celular HEK-293 no expresa ALDH2 en cantidades medibles, por lo que se
desarroll6 la linea celular estable HEK-293/ALDH2 que expresa constitutivamente
ALDH2.

Al  transfectar la linea celular HEK-293/ALDH2 con el plasmidio
pscAAV_shRNA2 ALDH2, se observd mediante RT-PCR semicuantitativo, una
reduccion de la expresion del mRNA, mientras que mediante Western blot se observo
una reduccion del 40% de la expresion proteica de ALDH2, respecto a la expresion en
celulas tratadas con el control pscAAV_scramble. El protocolo de transfeccion utilizado
fue efectivo, es posible visualizar diferencias con el control y permite realizar una andlisis
cualitatitvo y cuantitativo de la expresion de ALDH2 en la linea celular desarrollada.

Se concluye que esta linea celular es una herramienta (til para el estudio de
expresion/silenciamiento de ALDH2 tanto a nivel de ARN como de proteina. Permite
estimar la capacidad de un shRNA para silenciar la expresion de ALDH2, ya sea,
entregado por un plasmidio o por particulas virales del tipo scAAV2, debido a que se
puede transfectar o transducir facilmente.
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Con el método de triple transfeccion se produjeron particulas virales de doble hebra del
serotipo 2, SCAAV2, portadoras de secuencias de GFP, scramble o shRNA. Este método
de produccién y posterior purificacién por ultracentrifugacion en gradiente, permite
obtener, a escala de laboratorio, particulas virales infectivas en concentraciones
suficientes para ensayos in vitro, sin requerir pasos de purificacion y/o concentracion
adicionales. Es importante destacar que es un método laborioso y requiere de practica
para obtener resultados satisfactorios.

Se midi6 la capacidad de silenciamiento de la expresiéon de ALDH2 a nivel de RNA y
proteinas, comparando los niveles de las células tratadas con el ShRNA especifico y con
el scramble. En ambas lineas celulares tratadas se logro reducir la expresion de ALDH2
tratadas con una baja o moderada dosis de particulas virales, con lo que se concluye que
los virus adeno-asociados del serotipo 2 son capaces de infectar y de entregar la
molécula terapéutica y que esta es procesada por la maquinaria celular para producir un
shRNA efectivo para inhibir la expresion del gen deseado. Las dosis y los tiempos
empleados permiten observar diferencias, sin embargo, pueden existir otros pardmetros
gue permitan observar mejor el fenémeno, por lo que se proponer probar diferentes dosis
y tiempos, y realizar una curva dosis respuesta en diferentes lineas celulares.

Finalmente, ademas de inhibir la expresién enzimatica, como ensayo funcional se midi6
la concentracion de acetaldehido en un modelo celular hepético capaz de metabolizar el
etanol y convertirlo en acetaldehido. De este ensayo se puede concluir que la reduccion
de la expresion enzimatica resulta en una acumulacion de acetaldehido, debido a una
metabolizacion incompleta del etanol

En base a los resultados obtenidos en este trabajo, se concluye que es posible imitar el
efecto del polimorfismo observado en el fenotipo asiatico utilizando terapia génica para
entregar mediante scAAV2 un shRNA especifico para inhibir la expresion del gen
codificante de ALDH2 humano en cultivos celulares, y que se acumula acetaldehido en
células hepaticas metabolizadoras de etanol. Con esto se sientan las bases para el
potencial desarrollo de un tratamiento no farmacolégico para el alcoholismo.
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Most ethanol is broken down in the liver in two steps by alcohol dehydrogenase (ADH) and aldehyde
dehydrogenase (ALDH2) enzymes, which metabolize down ethanol into acetaldehyde and then acetate.
Some individuals from the Asian population who carry a mutation in the aldehyde dehydrogenase gene
(ALDH2*2) cannot metabolize acetaldehyde as efficiently, producing strong effects, including facial
flushing, dizziness, hypotension, and palpitations. This results in an aversion to alcohol intake and pro-
tection against alcoholism. The large prevalence of this mutation in the human population strongly
suggests that modulation of ALDH2 expression by genetic technologies could result in a similar pheno-
type. scAAVZ2 vectors encoding ALDH2 small hairpin RNA (shRNA) were utilized to validate this hy-
pothesis by silencing ALDH2 gene expression in human cell lines. Human cell lines HEK-293 and HepG2
were transduced with scAAV2/shRNA, showing a reduction in ALDH2 RNA and protein expression with
the two viral concentration assayed (1x10% and 1x10° vg/cell) at two different time points. In both cell
lines, ALDH2 RNA levels were reduced by 90% and protein expression was inhibited by 90% and 52%,
respectively, 5 days post infection. Transduced HepG2 VL17A cells (ADH+) exposed to ethanol resulted in
a 50% increase in acetaldehyde levels. These results suggest that gene therapy could be a useful tool for
the treatment of aleoholism by knocking down ALDHZ2 expression using shRNA technology delivered by
AAV vectors,

Keywords: gene therapy, AAV, alcoholism, ALDH2, shRNA
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INTRODUCTION

ALCOHOT 18 THE MOST commonly used addictive
substance in the world, causing approximately 3.3
million deaths every year (or 5.9% of all deaths).
The cost of excessive alcohol consumption in the
United States reached almost $250 billion in 2010,
mainly due to loss of productivity, healthcare,
and associated societal ills.®® The major health
problems associated with alcohol abuse are liver-
related diseases such as fibrosis, cirrhosis, hepati-
tis, and cancer. Others problems are brain and
cardiovascular damage. %

Ethanol is metabolized in the liver in two steps,
starting with the oxidation of ethanol to produce
acetaldehyde, a reaction catalyzed by the cytosolic

enzyme alcohol dehydrogenase (ADH). Acet-
aldehyde is then converted to acetate by a different
enzyme called aldehyde dehydrogenase, mainly by
its mitochondrial isoform (ALDH2).”

Approximately 50% of the Asian population
are heterozygous and have a normal copy of the
ALDH2 gene and a mutant copy that encodes for an
inactive mitochondrial isoenzyme (ALDH2%2).5Y
These individuals have a diminished capacity to
metabolize acetaldehyde. Therefore, acetaldehyde
accumulates in the blood after ethanol consump-
tion, ¥ producing effects including facial flushing,
dizziness, hypotension, and palpitations.!! This
promotes a reduction in alcohol consumption and
protection against alcoholism.'*'?
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Currently, only three types of medication have
been approved in the United States to treat alcohol
dependence: disulfiram, naltrexone, and acampro-
sate.!*1® Unfortunately, none of these medications
is widely prescribed due to the limited efficacy, side
effects, poor levels of patient compliance, and var-
iable response. This has increased the efforts to
identify new medications for the treatment of al-
cohol use disorder (AUD), 1819

Gene therapy has emerged as an alternative
treatment for AUD. Several proof-of-principle
studies indicate that gene therapy using anti-
sense or small hairpin RNA (shRNA) technology
can be employed to reduce ALDH2 expression and
accumulate acetaldehyde in treated cells or ani-
mal models. In 2008, a study in rats by Ocaranza
et al. showed that a single intravenous adminis-
tration of an anti-Aldh2 antisense gene carried by
an adenoviral vector reduced liver ALDH2 activ-
ity and inhibited voluntary ethanol intake by 50%,
achieving a long-term reduction of alcohol intake in
alcohol-dependent animals, %2022

Several delivery vehicles have been used
for gene therapy, including adenovirus, retrovirus,
vaccinia virus, lipofection and adeno-associated
virus (AAV). AAV is one of the most promising
vectors because of its lack of pathogenicity, long-
term expression, and broad tissue tropism. Thir-
teen human serotypes of AAV and >100 genomic
variants have been discovered with different tro-
pism. Among these, serotype 2 (AAV2) is the most
widely used and described.?*

Recent advances in vector development have
provided new delivery reagents to test in vitro
and in vivo. Self-complementary AAV2 (scAAV2)
were used for the delivery of an ALDH2 shRNA
in human cell lines. Self-complementary vectors
have overcome the transduction rate-limiting step
of conversion of a single-stranded (ss) to a double-
stranded (ds) genome prior to expression.*** In
addition, AAV vectors have shown great efficiency
for transducing liver and hepatic cells, resulting in
six clinical trials to date in humans. Of the various
AAV serotypes, AAVZ is very efficient at trans-
ducing HepG2 cells.?®

Small interfering RNA (siRNA) technology
has been used to inhibit the expression of a tar-
get gene by degrading mRNA. One disadvantage
of siRNA is its short half-life, decreasing its
capability to regulate gene expression efficiently.
To prolong the siRNA life-span, shRNA have
been developed. shRNAs are endogenously pro-
cessed into siRNAs in vivo. shRNA molecules
are cleaved by Dicer, a dsRNA nuclease, producing
a 21nt dsRNA that forms a ribonucleoprotein

69

complex called the RNA induced silencing complex
(RISC) to exert their function.””

In this study, an ALDH2 shRNA delivered by a
scAAV2 was tested to silence the expression of the
ALDHZ2 enzyme in HEK-293 and HepG2 human
cell lines.

MATERIALS AND METHODS
Production of AAV vectors

AAV virus was produced in HEK-293 cells, as
previously deseribed, by the triple transfection
method.?® This method uses three plasmids: the
rep/cap plasmid pXR2, the helper plasmid pXX6-
80, and the plasmid containing the AAV genome
pscAAV _shRNA ALDH2. Plasmid pscAAV _shRNA
ALDH2 was constructed by swapping the fragment
containing the U6 promoter and the shRNA sequence
digested with Msll and BamHI, from the plasmid
pLKO_ALDHZ2 (provided by the Lenti-shRNA Core
Facility, University of North Carolina) into the pSC-
TTRmvmFIX digested with endonucleases HindIII
and Bglll. Cells were transfected employing poly-
ethylenimine max (PEI) as DNA transporter. Forty-
eight hours later, cells were collected, and the virus
was purified by cesium chloride density gradient
centrifugation. Peak fractions were dialyzed against
phosphate-buffered saline (PBS), titered by quanti-
tative polymerase chain reaction (PCR), and stored
at —80°C for further experiments.

Cell lines and culture conditions

HEK-293, HepG2, and HepG2-VL17A cells were
maintained at 37°C in a humidified incubator at 5%
CO;. HEK-293 cells were cultured in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM; Sigma—Aldrich)
and HepG2 cells in Eagle’s minimum essential
medium (EMEM; ATCC). Both media were supple-
mented with 10% fetal bovine serum and penicillin-
streptomycin (100 IU/mL). HEK-293 cells expressing
human ALDH2 were developed by transfecting
cells with the plasmid pL.X304-Blast-V5_ALDH2
(provided by the Lenti-shRNA Core Facility, Uni-
versity of North Carolina). Cells were transfected
with PET and selected in the presence of 30 ug/ul.
of blasticidin. The cell line designated HEK-293/
ALDH2 showed ALDH2 expression by Western
blot analysis.

Cell transfection and AAV infection

For cell transfection, HEK-293 cells were plated
into a six-well plate and were transfected as de-
scribed by Longo et al.?° using PEI max (linear, MW
25,000; Polysciences, Inc.). For AAV transduction,
cells were incubated with AAV at a multiplicity of
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infection (MOT) of 10* or 10 vg/eell for 1h before
cells were plated. Cell transfection/transduction
was followed by GFP expression. After the desired
time, cells were collected, washed twice with PBS,
and resuspended in M-PER reagent (Thermo Sci-
entific) for western blotting or in Qiagen buffer for
RNA extraction.

Western blot

Protein concentration was determined by Brad-
ford (Sigma—Aldrich). For Western blot, 4 x Nupage
reducing buffer was added to the protein lysate.
The resulting solution was boiled for 10 min, chil-
led, and run in a 4-12% Bis-tris pre-cast gel. The
gel was run in 1xMOPS running buffer and
transferred to a nitrocellulose membrane via iBlot
2 Dry Blotting System (Invitrogen). The membrane
was blocked for 1h with 5% nonfat milk in PBST
solution (0.56% Tween 20 in 1xPBS). ALDH2 An-
tibody (4G6A3) (Thermo Fisher MA5-17029) at
1:2,000 dilution in PBST or beta-actin antibody
(mAbcam 8226) at 1:10,000 dilution in PBST were
added to the membrane, and it was incubated over-
night at 4°C with gentle agitation. The membrane
was washed three times with PBST, and then incu-
bated for an additional hour with a horseradish per-
oxidase conjugated secondary antibody at 1:10,000
dilution in PBST-5% nonfat dry milk. Western-Bright
Sirius chemiluminescence reagent {(Advansta) was
used according to the protocol, and blots were devel-
oped in the Amersham Imager 600 (GE Healthcare
Life Sciences). Membranes were stripped for re-
probing using Restore Western Blot Stripping
Buffer (Pierce) according to the manufacturer’s in-
structions, Western blot band intensity was quan-
tified with the Imaged 1.501 software (https:/imagej
.nih.gov/ij).2?

Reverse transcription PCR and real-time
reverse transcription PCR

To quantify the levels of shRNA-targeted ALDH2
RNA transcript, a semi-quantitative reverse tran-
seription PCR (RT-PCR) was performed. RNA was
prepared using a Qiagen RNeasy kit according to
the manufacturer’s protocol. RNA samples were
treated with DNase solution (Promega). For first-
strand ¢cDNA synthesis, 1 ;g of RNA was used for
retro transcription by SuperScript III RT (Thermo
Fisher), followed by a RNase H treatment (Thermo
Fisher). PCR was performed with Platinum Taq
High fidelity DNA polymerase (Thermo Fisher).
The reaction has a first denaturation step at 94°C
for 5min, then 25 cyeles of denaturation at 94°C
for 308, gradient annealing 62-54°C for 30s, and

extension at 72°C for 2min, with a final step at
72°C for 10 min. The sequences of primers were as
follows: GAPDH forward: ACCACAGTCCATGC
CATCAC; GAPDH reverse: TCCACCACCCTGT
TGCTGTA (product length: 452bp); ALDH2 for-
ward: CGCCTCTTGTCAGCCGC and ALDH2 re-
verse: GTGTATGCCTGCAGCCCG (product length:
1466 bp). A minus-reverse transcriptase control
was Included.

Quantitative RT-PCR was performed on a Roche
480 Lighteycler instrument using SYBR green
Master Mix (Roche), following the manufacturer’s
protocol in 10 xL of reaction volume. Each reaction
included 2 pL of ¢cDNA, 5 uL of the probe master
mix (2x), 0,25 4L of 20 uM forward and reverse
primers, and 2.5 uL, of RNAase/DNAase free water.
A negative control without template was included
in each run. The reaction has a hot start step at
95°C for 10min for one cycle and 45 cycles of de-
naturation at 95°C for 10s and annealing at 60°C
for 10 s and extension at 72°C for 10 s, The baseline
and the ¢p (crossing points) values were already
calculated by the LC software 1.5 (Roche Applied
Biosystems). The sequences of primers were as
follows: GAPDH forward: ACCCAGAAGACTGT
GGATGG; GAPDH reverse: TTCAGCTCAGGGA
TGACCTT; ALDH2 forward: TGTGTGGGTCAA
CTGCTATGA and ALDH2 reverse: TCACTTCAG
TGTATGCCTGCA.

Ethanol and acetaldehyde measurements
by gas chromatography

VL17-A Hepg2 cells (kindly provided by
Dr. Dahn Clemens, University of Nebraska at
Omaha) were incubated in sealed wells with 10, 25,
or 100mM of ethanol in EMEM for 24 h at 37°C.
After incubation, a 60 uL aliquot of cell culture
supernatant was analyzed for acetaldehyde and
ethanol levels using a SRI 8610c¢ gas chromato-
graph (Agilent Technologies). The ethanol standard
curve ranged from 0 to 100 mM, and the acetaldehyde
standard curve ranged from 0 to 250 M. Samples
were distributed into tubes containing 375 uL of
water and 0.5 g of NaCl. Samples were heated in a
water bath at 60°C for 10 min, and a 1.5 mL sample
of headspace gas was removed and injected directly
into the GC. Samples were run at 140°C through
a Hayesep D column and detected with a flame
ionization detector.

Hydrogen gas, carrier gas, and internal air
generator flow rates were 13.3, 25, and 250ml/
min, respectively. Areas under the curve were an-
alyzed with SRI PeakSimple software and con-
verted to mM for ethanol and M for acetaldehyde
based on the standard curves.
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Table 1. shANA sequences and target regions

larget region
Ne Sequence (NA_000690.2)
shRNAT GAGGACATCTATGATGAGTTT 985:1005
shRNA2 GCAGATCATTCCGTGRAATTT 5400560
shRNAZ CCCAACATCATCATGTCAGAT 871.801
shRNA4 GCAGGCATACACTGAAGTGAA 14971517
ShRNAS GCTGATAAGTACCACGRGAAA 457.477

Statistical analysis

Statistics were performed using Student’s ¢-
test. A p-value of <0.01 was considered a signifi-
cant difference and is marked in the figures with
asterisks.

RESULTS
Knocking down effect of shRNA
on ALDHZ in HEK-293 cells

shRNAs were used for knocking down the ex-
pression of the human ALDHZ gene. Five different
shRNA-expressing pLKO.1 plasmids were tested
for their potential to silence ALDH2 gene expres-
sion (Table 1). These shRNA sequences are specific
to the human ALDH2 transcript. HEK-293 cells do
not express a measurable amount of ALDH2 pro-
tein. Therefore, HEK-293 cells were co-transfected
with a plasmid encoding the ALDH2 ¢DNA and
with each shRNA plasmid, including a scramble-
shRNA control and a GFP plasmid (as transfection
efficiency control).

After 48 h, cells were collected, and ALDHZ2 gene
expression was detected by RT-PCR (Fig. 1A) and
Western blot (Fig. 1B). Three of the five shRNA

T1p

Fim

plasmids exerted ALDH2 silencing. shRNA2 was
chosen for further experiments and was cloned into
the scAAV plasmid (pscAAV_shRNA), which was
encapsidated into the AAV serotype 2 virion.

pscAAV_shRNA plasmid transfection to knock
down ALDH2 in HEK-293/ALDH2 cells

A suitable cell line for testing shRNA should be a
hepatic cell line because alcohol is metabolized in
the liver, but HepG2 cells (human hepatocellular
carcinoma) are difficult to transfect. To test that
shRNA, HEK-293 cells could be used, although
as they do not express enough enzyme, a stable
ALDH2-expressing cell line was developed (HEK-
293/ALDH2). ALDH2 expression in the selected
cells was validated by RT-PCR and by Western blot
(data not shown).

ATLDH2-expressing HEK-293 cells were trans-
fected with pscAAV_shRNA to corroborate that
shRNA was still silencing ALDH2 expression. RNA
and protein were extracted from the transfected
cells and a semi-quantitative RT-PCR (Fig. 2A) and
a Western blot were performed. Cells treated with
the pscAAV_shRNA plasmid showed a reduction in
ALDH2 expression compared to cells treated with
the pscAAV_scramble control plasmid. A 40% re-
duction in ALDHZ2 expression was estimated by
Western blot image analysis (Fig. 2B).

scAAV2/shRNA transduction to silence
ALDH2 in HEK-293/ALDH2 cells

To examine whether the shRNA carried by the
AAV viral vector was able to silence the ALDH2
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Figure 1. Small hairpin RNA {shRNA) sequence selection, HEK-293 cells were collected 48 h post transfection, and RNA and protein were sxtracted. Aldehyde
dehydrogenase {ALDH2) cDNA was co-transfected with five different shRNA plasmids (lanes 1-5); scramble and GFP plasmids co-transfection were used as
ALDH2 expression control {lanes 6-7). GFP transfection (lane 8) and non-transfected cells {laned). {A) Semi-quantitative reverse transcription polymerase
chain reaction {RT-PCR). ALDH2 expression was determined using primers designed to amplify a 1,460 bp product. Integrity of RNA was determined by
amplifying a 425 bp region of the human GAPDH gene and is shown in the battom panel. (B) Western blot of ALDH2 (56 kDa) and f*-actin (42 kDa, bottom panel)

in the HEK-293 cells treated as described ahove.
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Figure 2. ALDH2 silencing by adeno-associated virus (AAV) plasmid in HEK-293/ALDHZ transfected cells. ALDH2 stable-expressing HEK-293 cells were
transfected with pscAAY shRNA plasmid. After 48 h of transfection, RNA and proteins were collected for evaluation of ALDH expression. (A} ALDH2 RNA
expression was evaluated by a semi-quantitative RT-PCR. pscAAV_scramble transfected cells were used as control {lane 1), pscAAV_shRNA transfected (lane
2), RT control {lane 3), and positive PCR control {lane 4). Integrity of RNA was determined by amplifying a 425 bp region of the human GAPDH gene and is shown
in the bottom panel (B) Western blat of ALDHZ {56 kDa) and fi-actin (42kDa, botterm panel) in the HEK-293/ALDHZ cells. Scramble control {lane 1) and shRNA

treated (lane 2).

gene, ALDH2 shRNA was packaged into double-
stranded AAV serotype 2 (scAAV2/shRNA). HEK-
293/ALDH2 cells were transduced at two different
MOIs (1x10* and 1x10" vg/cell), and ALDH2
transcript and protein expression were evaluated
at days 3 and 5 post infection (p.i.). As a control,
cells were transduced with a scAAV2 carrying a
scramble shRNA sequence (scAAV2/scramble).
Transduction efficiency was >90%, as shown by
GFP expression in HEK-293/ALDH2 cells trans-
SF1wduced with scAAV2/GFP virus (Supplementary
Fig. 81; Supplementary Data are available online
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at www liebertpub.com/hum). Aldh2 transecripts
were quantified by reverse transcription followed
by real-time PCR and compared to the scAAV2/
scramble-treated cells. A reduction of 66% and
84% was observed 3 days p.i. for 1x10* and
1% 10% vg/eell, respectively. For the RNA levels
measured 5 days p.i., a reduction of 83% and 90%
was achieved for the assayed MOIs (Fig. 3A).
ALDH2 silencing was also evaluated at protein
level by Western blot (Fig. 3B), and image anal-
ysis showed a reduction >90% for each of the four
tested conditions.
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Figure 3. The knockdown efficiency of scAAV2/shRNA in HEK-293/ALDH2 cells. HEK-293/ALDH2 cells were infected with 1 10* or 13 10° vg/cell of scAAV2
carrying a scramble or shRNA sequence. At days 3 and 5 post infection, RNA and proteins were collected. The inhibition of scAAV2/shRNA on ALDH2
expression was analyzed by (A) real-time RT-PCR for ALDH2 transcript expression, where the ALDH2 mRNA copy number was calculated with normalization to
GAPDH, and {B) Western blot of ALDH2 protein expression normalized by f-actin. Error bars indicate standard deviation. ***p<0.001 compared to scramble-

shRNA treated cells.
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Figure 4. Inhibition of scAAV2/shRNA on ALDH2 expression in HepG2 cells. HepG2 cells were infected with 1x10* or 1<10° vg/cell of scAAV2 carrying &
scramble or shRNA sequence. At days 3 and 5 post infection, RNA and proteins were collected. The inhibition of scAAV2/shRNA an ALDHZ expression was
analyzed by (A) real-time RT-PCR for ALDH2 transcript expression, where the ALDH2Z mRNA was normalized ta GAPDH, and {B) Western blot of ALDH2 protein

expression narmalized by f-actin. Error bars indicate standard deviation. ***p<0.001 compared to scramble-shRNA-treated cells.

scAAV2/shRNA transduction
to knock down ALDH2 in HepG2 cells

The final target of this therapy was silencing
ALDH2 expression in the liver. AAV2 has shown
in vitro a good transduction efficiency for the
hepatic cells HepG2,2® Therefore, scAAV2/shRNA
virus was used to infect HepG2 cells. Cell trans-
duction efficiency was followed by GFP expression
for 5 days. Transduced cells expressed GIFP from
the first day p.i., reaching the highest expression
at the third day, followed by decaying GFP ex-
pression, as cohserved by fluorescent microscopy

SF2 »(Supplementary Fig. $2). RNA and protein were

extracted from infected HepG2 cells infected (MOI

1x10* and 1 x 10° vg/cell) on the third and fifth day
p.i. Real-time RT-PCR and Western blot were
performed. Aldh2 transeript reduction of 66% and
74% was reached for 1x 10* vg/cell on the third and
fifth day p.1. respectively, and 89% and 90% re-
duction was observed for 1x10” vg/cell at both as-
sayed time points (Fig. 4A). Protein expression was
evaluated by Western blotting, For HepG2 cells,
two bands were visualized for ALDH2 antibody.
This might be due to the expression of different
ALDH isoforms. For image analysis, only the small
size band was considered. At day 3 p.i., a reduction
of ALDHZ expression of 20% and 37% was achieved
for the assayed MOIs (1x10* and 1x10° vg/feell).

4F4

A JB IScramble B C 5 I Scramble
E I shRNA Q 20 . I shRNA
@ 100 c 18
. H -
2 L 16
S 80 & 14 | |
® ALDH2 g 12
%E 60 52 3 10
[ 40 8 0.8
5 2 o4
20; .
g B—Achr;s %‘ 0.2
0 T 0.0
453 = N + &
i 3
Day 3 [vg/cell] < Ethanol (mM)

Figure 5. Acetaldehyde accumulation by ALDH2 knockdown on VL-17A HepG2 cells. VL-17A HepG2 cells were infected with 1x 107 vg/cell of scAAV2/shRNA
for 3 days. Inhibition on ALDH2 mRNA transcript was quantified by (A} real-time RT-PCR normalized with GAPDH expression. Silencing by scAAV2-carried
shRMNA of ALDHZ protein expression was compared to scramble-treated cells by {B) ALDHZ Western blot normalized by f-actin. ¥L-17A HepG2 hepatocyte-like
ethanal response in shRNA treated cells compared to seramble treated cells was assayed by (C) acetaldehyde accumulation measured via gas chroma-
tography at 10, 25, and 100 mM ethanol concentrations. Error bars indicate standard deviation. **p<0.01 and “**p<0.001 compared to scramble-shRNA
treated cells.
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For the same assayed MOIs, protein expression
was reduced by 33% and 52% on the fifth day
p.i. (Fig. 4B).

scAAV2 delivery of shRNA increases
acetaldehyde levels

As a functional assay, HepG2 cells were ex-
posed to ethanol, and acetaldehyde accumulation
was measured. However, HepG2 cells do not ex-
press ADH and CYP2E1, the enzymes responsible
for ethanol oxidation to acetaldehyde.®’ VL-17A
HepG2 cells were kindly provided by Dr. Dahn
Clemens (Omaha, NE), and this cell line exhibits
hepatocyte-like characteristics in response to eth-
anol. ALDH2 silencing was evaluated in VL-17A
HepG2 cells transduced with 1x 10 vg/cell on the
third day p.i. by real time RT-PCR (Fig. 5A) and
Western blot (Fig. 5B), showing an expression re-
duction of 40% compared to the scramble control in
both analyses. Cells were incubated with ethanol
(10, 25, and 100 mM) and acetaldehyde accumula-
tion was measured by gas chromatography after
24h of incubation. Samples treated with the
scAAV2/shRNA virus showed an increase of acet-
aldehyde levels of 50%, 30%, and 40% for each
ethanol concentration assayed (Fig. 5C).

DISCUSSION

This study has demonstrated that a single shRNA
was effective at inhibiting ALDH2 enzyme ex-
pression in vitre using scAAV in human cell lines.

ALDH2 silencing is transduced in a lower acet-
aldehyde metabolism, inducing its accumulation
and dysphoric effects. Drinking alcohol with an
impaired acetaldehyde metabolism is known as
an Asian phenotype, resulting in an intolerance
to aleohol consumed and thus preventing alco-
hol abuge.”

Several studies have shown that gene therapy
could be an alternative for alcoholism treatment,.
These studies have used different silencing meth-
odologies for reducing ALDHZ2 expression. The first
approach was the use of molecules with a short
half-life such as phosphorothioate nucleotides, but
these were not a good alternative, since they re-
quired continuous administration.® Another ap-
proach was the use of long antisense molecules
delivered by adenovirus showing a longer half-life,
but due to their long sequence and the existence of
several ALDH isoforms, these molecules do not
exclusively silence ALDH2 expression. %2232

Due to the disadvantages of the silencing mole-
cules mentioned above, shRNA appears to be a
better alternative for knocking down ALDH2

expression,?! since it is designed to target only
one specific region of the mRINA. Another tool used
for silencing ALDH2 are hairpin ribozymes.* This
strategy has shown a good efficacy at reducing
ALDH2 activity in vitro or ir vivo using a well-
established rodent as model,** showing a reduction
of voluntary alcohol intake of 50%.1% Tt is important
to highlight that the different silencing tools have
never been tested for the human gene of Aldh2,

In spite of the great homology between the rat
and human gene (88% identity), it is important to
test the knocking down potential for the human
gene, especially when the therapeutic molecule is
designed to improve the specificity for targeting
only one gene and not to affect the expression of
relative genes or isoforms of the same protein.
Some rules and guides have been established for
the design of active shRNA molecules®**" and
many shRNA commercial libraries are available.
Nevertheless, the efficiency of a shRNA sequence
for knocking down the expression of a desired gene
must be tested. In this work, five sequences were
tested, of which three showed activity in the as-
sayed conditions.

Studies have shown that despite the small
packaging capacity of the scAAV (2.3kh),*® multi-
ple shRNA sequences could be cloned in tandem
between the ITR viral sequences.®” This study have
tested five shRNA sequences separately, showing
different efficiency for knocking down ALDH2 ex-
pression at the RNA and protein level. For sim-
plicity, only one of the tested shRNA was chosen to
be cloned into the scAAV plasmid. Further exper-
iments could use a combination of these shRNA
sequences in the search for an additive effect to
knock down ALDH2 expression.

AAVs have shown to be a promising choice as
vectors for gene therapy. Several clinical trials
have been conducted using AAV for many diseases,
including hemophilia B.** " Different serotypes
and variants have been described to target many
tissues.?? Serotype 8 is the best for transducing
liver in vivo, showing a reduced capacity to trans-
duce the HepG2 cell line.*! For in vitro studies,
AAV2s have shown the greatest ability to trans-
duce different cell types.?® scAAV vectors have
shown an enhanced transduction over AAV and
have emerged as an important vehicle for deliver-
ing the shRNA sequence.?#1213

scAAV2 carrying an shRNA for hALDH2 were
used to transduce human cell lines in order to test
their efficacy for reducing ALDHZ2 expression.
HEK-293 cells were chosen, since they are easy to
grow in culture and are known to be efficiently
transduced by AAV2.
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A stable ALDH2-expressing HEK-293 cell line
was established and transduced with scAAVZ/
shRNA viral particles. Protein expression was re-
duced to minimal levels at 5 days p.i., even when
cells were infected at low MOT (1x 10* vg/eell). Due
to the effectiveness for knocking down the ALDH2
expression in this cell line, a lower viral dose could
be used, providing a safer profile for future clini-
cal trials,*

HepG2 cells have been used as a model for eth-
anol metabolism and express constitutively mea-
surable amounts of ALDH2.*"* It is known that
mitochondrial proteins are synthesized as larger
precursors carrying a N-terminal extension that is
cleaved off by specific peptidases.*® UNTPROT in-
formation of ALDH2 protein sequence reports
that the displayed sequence is further processed into
a mature form (www. uniprot.org/uniprot/P05091#
sequences). ALDH2 protein sequence was analyzed
by the MitoFates web server (http:/mitf. cbre.jp/
MitoFates/),*” and a cleavage site was predicted.
The immature isoform of ALDH2 would be the com-
plete protein (517 aa) with a predicted molecular
weight of 56.381kDa, corresponding to the higher
and less intense band of the Western blot, and the
mature form (501 aa) with a predicted molecular
weight of 54.558 kDa, the lower and more intense
band of the Western blot.

HepG2 cells were transduced by scAAV2/shRNA
at 1x10° vg/eell. ALDH2 expression was analyzed
by Western blotting, reaching 52% protein ex-
pression inhibition on day 5 p.. The scAAV2/
shRNA was more efficient at knocking down the
ALDH2 expression in the HEK-293/ALDH2 cell
line compared to HepG2 cells. The difference could
be explained by the efficiency of the virus to trans-
duce and deliver the shRNA, the expression levels
of the shRNA, and the half-life of the ALDHZ2 pro-
tein could be different in the tested cell lines, re-
sulting in different levels of ALDH2 silencing.
Previous studies have shown that a reduction >40%
in ALDH2 activity resulted in a noticeable inhihi-

tion of aleohol intake in a rat model.!**® This mod-
erate reduction of ALDH2 activity can achieve the
desirable effect of reducing alcohol consumption,
minimizing the risks of complete silcncing.32

As a functional assay, acetaldehyde accumulation
was measured by gas chromatography in scAAV2/
shRNA transduced cells. Transduced cells were
cultured at three ethanol concentrations simulating
light, moderate, and alcohol-dependent consum-
ers.*®*® Acotaldehyde concentration increased by
50%, 30%, and 40%, respectively, compared to sam-
ples treated with the scramble control vector.

The present study has shown that scAAV2 vee-
tors encoding a single ALDH2 shRNA are effective
in decreasing mitochondrial ALDH2 in HEK-293/
ALDH2, HepG2, and VL-17A HepG2 cell lines and
increases acetaldehyde levels.
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S || y Figure S1. Tr fucti ffi y in HEK-293/ALDH2 cells. ALDH2 stable expressing HEK-293 cells were transduced with eGFP scAAV

serotype 2 at two different MOIs: 10,000 or 100,000 vg/cell. Cells pictures were taken at 10x magnification for five consecutive days post infection. Bright field is
shown as control for each MOI, and transduction efficiency was visualized with fluorescent microscopy (50 ms exposure).
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Purification of adenoviral vector serotype 5 for
gene therapy against alcoholism using anion
exchange chromatography

Alicia T Lucero, Sergio A Mercado, Anamaria C Sanchez,
Carolina A Contador, Barbara A Andrews and Juan A Asenjo”

Abstract

BACKGROUND: Gene therapy is a potent alternative for long-lasting inhibition of alcohol consumptien. This study compares
the purification of a recombinant adenoviral vector serotype 5 (rAdV5) for use in gene therapy against alcoholism using two
anion-exchange methods.

RESULTS: Two anion-exchange chromatography methods using fast protein liquid chromatography were compared using
a packed-bed column (Q-Sepharose™ XL) and two monolithic columns (CIM™ QA-1 and CIM™ DEAE-1). An improved and
reproducible separation of recombinant adenovirus type 5 from cell lysate contaminants was achieved using the two strong
anion-exchange columns in a two-step gradient chromatography. Higher adenovirus yields were achieved using the CIM QA-1
tube monolithic column at sample volumes of both 1 and 10 mL compared with the Q-Sepharose XL column. At higher flow
rates, the CIM QA-1 tube monolithic column achieved better separation of the target fraction. Process recovery was improved
from 28% using the Q-Sepharose XL column to 34% with the CIM QA-1 tube monolithic column quantified as vector genome.
Analysis by SDS-PAGE demonstrated a purity of 70% for purified adenovirus using the CIM QA-1 tube monolithic column.

CONCLUSION: This study indicated that the use of a CIM QA-1 tube monolithic column is a better alternative than Q-5epharose
XL, and CIM DEAE-1 tube monolithic columns for the primary purification process of rAdV5 carrying the human aldehyde
dehydrogenase-2 antisense gene. This purification strategy has been used as a basis to scale-up a GLP process for the production
of material at the National Research Council of Canada to be used in preclinical trials of this gene therapy against alcoholism.
2017 Society of Chemical Industry

Keywords: adenovirus serotype 5; alcohelism; anion-exchange; columns; gene therapy; purification
L]

alcohol, acetate is excreted. A single dominant negative mutation

ABBREVIATIONS in the gene coding for mitochendrial ALDH2 can provide protec-
ALDH2 mitochondrial aldehyde dehydrogenase tion against alcohol abuse.” Those who have this mutation cannot
anti-Aldh2  antisense RNA molecules that inhibit ALDH2 gene degrade acetaldehyde into acetate and show marked elevationsin
expression blood acetaldehyde levels when consuming ethanol. This leads to
v column volumes a strong reaction that deters further alcohol intake. Existing phar-
FPLC fast protein liquid chromatography macological therapies for treating alcoholism include administra-
hALDHfw  forward primer fragment ALDH tion of drugs that inhibit ALDH such as disulfiram. Disulfiram is the
hALDHrev  reverse primer fragment ALDH most efficient drug in the treatment of alcoholism and has been
MOI multiplicity of infection used to treat alcohol dependence for aver 50 years.®” However, the
rAdV5 recombinant adenovirus serotype 5 prescription of disulfiram has decreased in recent years due to its
RT-PCR real time polymerase chain reaction high toxicity and low patient compliance.®?
TEM transmission electron microscopy. An attractive alternative for long-lasting inhibition of ethanol

consumption is the administration of vectors that code for
anti-Aldh2 antisense RNA molecules thus inhibiting ALDH2
INTRODUCTION gene expression. Several in vitro and in vivo studies support
Alcoholism is a chronic disease that causes very serious social and
economic problems worldwide.! Numerous studies have shown
that only two genes are associated as protective genetic factors ¥ Correspondence to: JA Asenjo, Centre for Biotechnology and Bioengineering,

against alcoholism: a gene coding for a slow form of aldehyde CeBiB. Department of Chemical Engineering and Biotechnology, University of
Chile, Santiago, Chile. E-mail. j jo@ing.uchile.c!

dehydrogenase-2 (ALDH2), and one for a fast form of alcohol e santiago, Chile. E-maik juasenjo@ing. uchile.c

dehydrogenase (ADH).2~# ALDH2 is involved in the oxidation of Department of Chemical Engineering and Biotechnology, University of Chile,

acetaldehyde to acetate, acetaldehyde is a toxic metabolite of Santiago, Chile
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this approach.>'®"" Qcaranza et al. showed in rats that a single
intravenous administration of the AE1-adenoviral vector (AdV)
carrying the rat anti-Aldh2 antisense gene reduced ALDH2 activity
in the liver by 85% and inhibited voluntary ethanol consumption
by 50% for 34 days in alcohol-dependent rats. These promis-
ing results suggest that gene therapy is a potent alternative for
long-lasting inhibition of alcohol consumption.

Adenoviral vectors offer an appealing vehicle for gene transfer
and vaccine delivery because of their broad tissue tropism, large
transgene packaging capacity, and the high level of transgene
expression elicited in the host.”” Although adenoviruses often
induce humoral, mucosal and cellular immune responses to anti-
gens encoded by the inserted foreign genes, these vectors have
been widely investigated for gene delivery in numerous clinical
protocols and they are still considered among the most effective
vaccine vectors.'> ' To date, approximately 25% of all gene ther-
apy trials have involved AE1 adenoviral vector.'?

A relevant factor in viral vector production is downstream
processing. For clinical trials, viral vector preparations need to
comply with stringent standards, which are forcefully scrutinized
by regulatory agencies. Downstream processing is focused on
eliminating impurities from host cells or culture media. Contami-
nants and impurities can induce immunological response, so must
be removed. Moreover, infective vectors must be separated from
empty capsids.'® In addition, scalable upstream and downstream
processes need to be implemented. Consequently, the down-
stream processing steps are designed to achieve high recovery
yields of viral vectors with defined critical quality attributes.’®

The classical method for purifying viral vectors in the labo-
ratory is density gradient centrifugation using cesium chloride
(CsCl). However, CsCl-density gradient centrifugation is not
easily scaled-up, and it involves high costs for large-scale appli-
cations. In contrast to traditional processes using CsCl, liquid
chromatography offers a direct linear scale-up, and procedures
for purifying up to around 10™ particles’® Anion-exchange
chromatography has been applied to large-scale adenovirus
preparations, with particle-based resins such as Q-Sepharose XL,
Resource Q and Source 15Q being the most frequent.’?' How-
ever, a different generation of chromatography media that does
not require packed beads has been developed for downstream
processing of viruses, VLP, phages, pDNA and large proteins.??
Monoliths are homogenous columns with a continuous porous
bed matrix interlaced with channels. These channels are large in
size (1-5um) when compared with typical resins of packed-bed
pore size {5-100nm), increasing the potential binding capacity
of macromolecules such as adenoviruses. Monolithic columns are
distinguished for their high flow that is independent of the perfor-
mance. These columns achieve faster separation, concentration
and purification, covering the principal issues for the scale-up viral
vector production.?®2*

Even when several purification methods have been described
for adenoviral vectors, an optimization of the purification process
is important for the yield and quality of adenoviral vectors,'”'?
At present, there is no therapeutic vaccine for alcoholism treat-
ment. In order to develop and validate this gene therapy against
alcoholism in humans, it is necessary to develop a protocol for
the purification of anti-Aldh2 antisense adenoviral vector for
pre-clinical trials. This study compares the purification of recom-
binant adenoviral vectors serotype 5 using a packed-bed column
(Q-Sepharose XL) and two monolithic columns (CIM QA-1 tube
monolithic and CIM DEAE-1 tube monolithic) for use in gene ther-
apy to treat alcoholism.

MATERIALS AND METHODS

Cellline

The fast growing HEK-293-F cell line (Invitrogen) was used for ade-
novirus production. Cells were grown at 37 °Cin a humidified incu-
bator (Shel Lab Model TC2323) at 5% CO,. Cells were propagated
until reaching 70-85% confluent monolayers, as determined by
microscopic observation (Olympus CK2), and were maintained at
the exponential growth phase by passaging every 2 days in 75 cm?
tissue culture flasks. The passage was recorded according to the
propagation. They were subcultured to 0.3 x 10° cells per mL three
times a week.

Culture media and culture conditions for HEK-293-F cell line
HEK-293-F cells were grown as an attached culture in medium
developed in house, which consisted of DMEM/F12 (Invitrogen)
supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum (Invitrogen), 5
mMol L' penicillin/streptomycin (Invitrogen), 2.44gL~" sodium
bicarbonate (Sigma), 10mgL™" ascorbic acid (Sigma), 1 mgL™'
putrescine (Sigma), 0.02% p/v Pluronic F68 (Sigma), 0.01% v/v
ethanolamine (Sigma), 5mgL~" sodium selenite (Sigma) and
1.65mLL~" mercaptoethanol (Sigma) as previously described.?
The pH of the medium was 7.0 and phenol red was used as a pH
indicator.

Cell viability was determined using a haemocytometer-based
trypan blue dye exclusion assay.

Recombinant adenoviral production

Cells were infected at a multiplicity of infection (MOI) of 10 with
the first generation rAdV5 vector containing the human anti-Aldh2
antisense RNA molecules, which inhibit ALDH2 gene expression
under the control of the cytomegalovirus (CMV) promoter. The
rAdV5 vector was kindly provided by Dr Yedy Israel. Cells were
maintained at 37°C in a 5% CO, incubator (Shel Lab Model
TC2323). Typically, 48 hours after infection, cells were collected by
centrifugation (BOECO C-28), resuspended in fresh medium, and
subjected to three cycles of freeze-thaw. Cells and debris were
removed by centrifugation (BOECO C-28) and the supernatant,
containing liberated adenovirus, was stored at —80 °C.

Anion-exchange adenoviral purification

Fast protein liquid chrematography (FPLC) purification was con-
ducted using an AKTA system (GE Healthcare). Buffer A was
20 mmol L' Tris—HCl (Sigma) pH 7.5 and buffer B was 20 mmol L'
Tris—HCl (Sigma), 2molL=' NaCl (Merk) pH 7.5. Viral vectors were
purified using three different anion exchange columns: the strong
anion-exchanger Q-Sepharose XL (HR5/5, 1 mL, GE Healthcare),
the strong anion-exchanger CIM QA-1 tube monolithic, and the
weak anion-exchanger CIM DEAE-1 tube monolithic (1 mL each,
BlASeparation). For the Q-Sepharose XL and CIM DEAE-1 tube
monolithic columns, separations were carried out with a flow
rate of 1 mLmin~" and for CIM QA-1 tube monolithic at 1, 5 and
10mLmin~".

Linear and two-step gradient elution were adapted from the
literature.?’?2 The columns were equilibrated with buffer A and
after sample loading (filtered crude lysate of 1 or 10mL) linear
gradient elution was carried out with a linear gradient of NaCl from
0 to 1molL™" in buffer A for 30 column volumes (CV). Two-step
gradient elution was achieved with a linear gradient of NaCl from
0 to 0.35molL~" in buffer A for 4 CV, a subsequent hold at this
pointfor 6 CV, a second gradient of NaClfrom 0.35to 1.2 mol L' in
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buffer A for 10 CV, and a final hold to 1.2 mol L~" NaCl for 10 CV. All
samples to be assayed were filtered at 0.45 pm beforehand. After
each analytical run, columns were cleaned by elution with 2 CV of
0.5 N sodium hydroxide (Winkler).2®

Quantification of total virus particles (vp) was determined by
UV absorbance at 260nm (A260) using the conversion factor
1.1x 10" particles per absorbance unit at 260 nm.2"%"

Viral vector structural analysis by TEM

The adenovirus vector morphology and integrity were evaluated
by transmission electron microscopic (TEM) visualization of nega-
tively stained virions. Briefly, 10 pL of undiluted sample were put
on Parlodion® coated grids for 155s. After staining in 1% uranyl
acetate for 1 min, grids were evaluated and photomicrographed
with a Phillips Tecnai operated at 12 to 80 kV. Images were cap-
tured on Kodak EM film 50-163, and the negative was scanned at
300 dpi in an Epson Perfection 3170 Photo Scanner to a TIF file.

Quantitative amplification of adenovirus by RT-PCR

The inserted gene was quantified by using RT-PCR assay. Real-time
PCR was performed using a LightCycler® Nano System (Roche
Diagnostics) with SYBR green dye, according to the manufacturer’s
instructions. The reaction mixture (20 xL) contained 5 uL of aden-
oviral DNA extract, 10 uL of 2X Fast Start Essential DNA Green Mas-
ter mix (Roche Diagnostics), 1 uL each of both forward and reverse
primers (10 pmol L™"), and 3 uL of nuclease free water. Viral DNA
was extracted using High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche Diag-
nostics).

The PCR protocel was as follows: 95 °C for 600s and 50 cycles
of 95 °C for 15 s to denature the template DNA, 60°C for 20 s for
primers to anneal, and 72 °C for 20 s for primer extension.,

Two ALDH internal primers, hALDHfw 5 GGCTGGGCTGATAAGT
ACCAC 3" and hALDHrev 5" CAGGTTGGCCACATAGACGGC 37 pro-
duced a 200 bp DNA fragment. In each real-time PCR assay, a stan-
dard curve was calculated using serial dilutions of a standard plas-
mid that carries the anti-Aldh2 antisense. All samples were ana-
lyzed in duplicate.

SDS-PAGE
Sodium dodecyl sulfate (Calbiochem) 12.5% polyacrylamide gels
were prepared to resolve the proteins. Fifteen microliters of sam-
ples were prepared according to previous protocols and loaded to
the gel.?® The gel was stained with Coomassie blue solution for 1
hour and destained by several washes with a destaining solution.
Finally, the gel was washed with distilled water and photographed.
Each gel contained 5 yL of prestained protein molecular weight
ladder (Prestained Protein Molecular Weight Marker, Fermentas).
The molecular weight of the bands was calculated using GelAn-
alyzer 2010 software (Copyright 2010 by Istvan Lazar and Dr Istvan
Lazar).

RESULTS

Production of recombinant adenovirus serotype 5 (rAdV5)
For production of rAdv5, HEK-293-F cells were infected at a MOI
of 10 using an adenoviral stock and maintained at 37°Cin a 5%
CO, incubator. A negative control culture (i.e. no infection) was
prepared for simultaneous observation. The progress of rAdv5
production in the culture was observed via phenotypic changes to
the HEK-293-F cell culture, and color change in the medium from

Figure 1. Structural analysis of rAdV5 by transmission electron microscopy.
{A) Non-purified virion particles from cellular homogenate. Bar insert
100nm. (B) Purified virion particles using CIM QA-1 tube monolithic
columns, flow rate of 1 mLmin~", 10 mL sample. Bar insert 100 nm.

red to orange or yellow. After 24 hours, infected cells exhibited a
cytopathic effect when compared with the negative control (data
not shown) indicative of the presence of the adenovirus; some
of the cells adopted a round shape and detached from the plate,
and could be seen floating in the medium. Generally, 2 days after
transfection was the optimal point to prepare rAdV5 stocks since a
substantial cytopathic effect was observed.

To ensure the integrity of the virus, a structural analysis was per-
formed using transmission electron microscopic (TEM) visualiza-
tion of the rAdV5 from the crude extract and purified (Fig. 1). TEM of
crude lysates from HEK-293-F cells after negative staining revealed
typical adenovirus particles of icosahedral structure and approxi-
mately 85 to 100 nm diameter, Little aggregation was observed,
90% of the virions were present as single virions as shown in
Fig. 1(A). Cell debris or proteinaceous species were observed in
crude homogenate.

Comparison of rAdV5 purification by linear gradient
chromatography

Three anion-exchange columns were evaluated for rAdV5 purifica-
tion and the same batch of produced virus was used to compare
the purification methods. For that purpose, cell lysate supernatant
was initially purified with a linear gradient using Q-Sepharose
XL, CIM QA-1 tube monolithic and CIM DEAE-1 tube monolithic
columns. Samples of 1 mL were applied to the columns at a flow
rate of TmLmin~".
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Figure 2 shows adenovirus purification profiles by linear gradi-
ent chromatography. Adenovirus bound readily to Q-Sepharose
XL, CIM QA-1 tube monolithic and CIM DEAE-1 tube monolithic
columns at pH7.5, and the adenovirus was eluted in the salt
concentration ranges 0.56-0.58,0.47-0.51 and 0.52—0.59 mol L™’
NaCl, respectively. As previously reported by Whitfield etal
sample compenents eluted as multiple peaks, with varying
260/280 nm absorbance ratios due to the protein and adenovirus.
The flow-through (FT) peak had an A260/280 ratio >1, indicative
of adenoviruses. Then, a fraction of rAdV5 was lost in the FT.
rAdV5 was mainly eluted in the last peak as highlighted in Fig. 2.
From Fig. 2, it is observed that a poor resolution was obtained
using both monolithic columns compared with Q-Sepharose XL
to quantify virus particles (vp). 2.2 x 10° vp were purified using
Q-Sepharose XL. When comparing the monalithic columns, there
is a notable increase in separation of the target fraction from the
starting material in the strong anion-exchange CIM QA-1 tube
monolithic column. On the other hand, the positive charge of the
CIM DEAE-1 tube monolithic column is not sufficient for optimal
binding of rAdV5, which is negatively charged at pH 7.5, as this is
a weak anion exchange column.

Comparison of rAdV5 purification by two-step gradient
chromatography

As limited component separation was achieved following a single
linear gradient for monolithic columns, a two-step gradient elution
method was used to increase baseline resolution of the rAdV5
particles from host cell contaminants as described by Whitfield
etal,

Purification using a two-step gradient was performed for the
three columns to compare their performance. Adenovirus bound
to the different columns at pH7.5 and it was eluted in the same
conductivity range as with the linear gradient. As shown in Fig. 3,
virus purification was achieved in each case. Three distinct peaks
were observed using the Q-Sepharose XL column with a two-step
gradient, the largest of which contained adenoviral vector. In addi-
tion, total virus particles were 1.9 10" vp. In CIM QA-1 tube
monolithic chromatography profiles, it is clear that adenovirus
was separated from other contaminants with an improved res-
olution compared with linear gradient chromatography. In this
case, 2.5x 10" vp were abtained, which is higher than the value
achieved using the Q-Sepharose XL column. In the case of the CIM
DEAE-1 tube monolithic column, rAdV5 still contain contaminating
proteins since a defined peak is not observed in the chromatogra-
phy profile.

With Q-5epharose XL, and CIM QA-1 tube monolithic columns it
can be seen that adenavirus peaks are more distant from peaks of
major contaminants compared with the linear gradient protocol.

Purification of rAdV5 using two-step gradient
chromatography at different flow rates

1.5mLmin~" is the maximum flow rate of the Q-Sepharose XL
HR5/5 column used in this study. In contrast, it is well known
that monolithic columns support higher pressures and operate
at higher flow rates.???3 Therefore, purification was performed at
three different flow rates using the CIM QA-1 tube monolithic col-
umn to analyze the elution profile in each case. The sample for
analysis was 1 mL of supernatant cell lysate and a two-step gradi-
ent protocol as described above was used at 1,5 and 10mLmin~'.
Figure 4(A), (B) and (C) showed the elution profiles at the respec-
tive rates. For the three flow rates we were able to accomplish
the separation of intact adenovirus particles from contaminants
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Figure 2. Elution profiles of rAdV5 cellular lysate by anion-exchange.
(A), (B), (C) show linear gradient using Q-Sepharose XL column, CIM
QA-1 tube monolithic column and CIM DEAE-1 tube monolithic column,
respectively. Flow rate 1 mL min~", sample volume 1 mL. Each figure shows
a magnification of the chromatogram with the elution of rAdVS. The solid
line is UV260 nm, segmented line is UV280 nm and dotted line is mobile
phase conductivity.

with similar elution profiles. However, it is observed that aden-
ovirus eluted in a wider conductivity range at higher flow rates.
In each case, chromatography profiles showed 2 eluting peaks of
adenovirus near each other and it can be seen that as the flow
rate increases these peaks elute closer together. The peak elut-
ing at 18.6 min (Fig. 4(A)) has a better resolution at 1 mLmin™'
than with the other flow rates tested. The second peak is obtained
in fractions with a lower virus concentration. Despite this, the
results abtained with all flow rates are adequate, since they were
able to separate major contaminants and reduce the time of
chromatography.
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Figure 3, Elution profiles of rAdV5 cellular lysate by anion-exchange.
(A), (B), (C) show 2-step gradient using Q-Sepharose XL column, CIM
QA-1 tube monolithic column and CIM DEAE-1 tube monolithic column,
respectively. Flow rate 1 mL min~', sample volume 1 mL. each figure shows
magnification of the chromatogram with the elution of rAdV5. The solid
line is UV260 nm, segmented line is UY280 nm and dotted line is mobile
phase conductivity.

In addition, the number of virus particles was 80% and 48%
higher at 5mLmin~" and 10 mL min~" compared with the previ-
ous elution at 1 mLmin~"'. These values indicate that the recov-
ery increases at higher flow rates. Also, this relationship is not
linear since a higher recovery was obtained at 5mLmin~' than
10mL min~'. The maximum flow rate recommended by the man-
ufacturer is 10mL min~",

For any of the three flow rates a second polishing step is required
to achieve the desired level of purity for therapeutic purposes.'®

Purification of rAdV5 using two-step gradient
chromatography at different sample volumes
All analyses presented above were conducted with a sam-
ple volume of 1mL to compare elution profiles of different
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Figure 4. Elution profiles of rAdV5 cellular lysate by anion-exchange using
2-step gradient and different flow rates with CIM QA-1 column. (A) Elution
profile at a flow rate of 1 mLmin~". (B) Eluticn profile at a flow rate of
5mLmin~".(C) Elution profile at a flow rate of 10 mL min~". Sample volume
1 mL. Each figure shows a magnification of the chromatogram with the
elution of rAdV5. The solid line is U¥260 nm, segmented line is UY280 nm
and dotted line is mobile phase conductivity.

columns with different gradient conditions and flow rates. Yet, for
large-scale virus production it is necessary to find the maximum
sample volume that can be loaded onto the columns without
reducing resolution while maintaining performance. Further-
more, it is known that monolithic columns have higher dynamic
binding capacity for large molecules compared with traditional
columns.?>?* Hence a comparison was made of the purification of
a sample volume of 10 mL using Q-Sepharose XL and CIM QA-1
tube monolithic columns, with a two-step gradient. Adenovirus
eluted as multiple peaks in both cases as shown by Fig. 5(A) and (B).
At ~28 mL the magnitude of the peak for rAdV5 increased using
Q-Sepharose XL. In the case of CIM QA-1 tube monolithic column,
rAdV5 eluted at ~ 27 and 29 mL. Higher adenovirus recovery was
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Figure 5. Analysis of rAdV5 cellular lysate by anion-exchange columns using 2-step gradient and higher sample volumes. (A) and (B) show elution profile
of Q-Sepharose XL column and CIM QA-1 tube monolithic column, respectively. Flow rate 1 mLmin~", sample volume 10 mL. The solid line is UV260 nm,
segmented line is UV280 nm and dotted line is mobile phase conductivity. (C) shows SDS-PAGE. Lane 1: Ladder, Lane 2: cellular lysate supernatant, Lane
3: flow-through using CIM QA-1 tube monolithic column, Lane 4 to 7: elution volumes of 27, 28, 29 and 30 mL, respectively, of CIM QA-1 tube monolithic
column chromatography. Lane 8: flow-through using Q-Sepharose XL. Lane 9 to 10: elution volumes of 28 and 29 mL, respectively, of Q-Sepharose XL

chromatography.

achieved using CIM QA-1 monolithic column (3.3 X 10" vp) when
compared with Q-Sepharose XL (2.6 x 10'" vp). The lower dynamic
binding capacity of Q-Sepharose XL has been mentioned as a
possible reason for the lower recovery.?® From Fig. 3(A) and 5(A),
the elution profile for Q-Sepharose XL was similar for sample
volumes of 1 mL and 10 mL. By increasing the sample volume, the
recovery of Q-Sepharose XL increases by 35%. The same behavior
was observed for the CIM QA-1 tube monolithic column (Fig. 3(B)
and 5(B)). In this case, the recovery increased by 28% (Fig. 5(B)).
rAdV5 samples eluted were examined using SDS-PAGE. Analysis
of these gels demonstrated a purity of 66% and 70% for purified
adenovirus using Q-Sepharose XL and CIM QA-1 tube monolithic
column, respectively (Fig. 5(C)). rAdV5 eluted in fractions 4, 5 and
6 for CIM QA-1 tube monolithic column, and in fraction 9 for
Q-Sepharose XL. In lanes 4, 5, 6, and 9 from Fig. 5(C), characteristic
protein bands corresponding with rAdV5 are observed, with the
hexon protein of 108 kDa from rAdV5 highlighted from others. In
addition, RT-PCR was used to compare relative quantity of rAdV5
in eluted fractions containing adenovirus. Process recovery was
improved from 28% using the Q-Sepharose XL column to 34% with
the CIM QA-1 tube monolithic column using a two-step gradient,
quantified as vector genome (vg). As stated above, it was found
by transmission electron microscopy that the use of different
columns and flow rates resulted in a vector structurally intact after

purification (Fig. 1(B)). Similar images were obtained with other
columns and flow rates (data not shown).

DISCUSSION

In this study, an anion-exchange method for the purification of
adenoviral vector serotype 5 (AdV5) was developed for use in
gene therapy against alcoholism. Although membrane adsorbers
and monolith columns have been reported for the purification
of adenoviral vectors, a purification strategy is crucial to opti-
mize the yield and quality of adenoviral vectors for use in clin-
ical protocols.'””'? To the best of our knowledge, no study has
compared the performance of Q-Sepharose XL, and CIM QA-1
and DEAE tube monolithic columns to purify AdV5 under the
same operational conditions. In order to select the most suitable
chromatography techniques for purification of AE1-adenoviral
vector (AdV) carrying the human Aldh2 antisense gene, experi-
ments were carried out using different chromatography supports.
Three anion-exchange columns were evaluated for rAdV5 purifica-
tion: Q-Sepharose XL, CIM QA-1 tube monolithic and CIM DEAE-1
tube monolithic columns. These columns have different ligands
and matrices and were evaluated under the same conditions of
elution with a linear and two-step salt gradient. For comparison
of the purification methods, the same batch of virus was used. As
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described by Whitfield, it was observed with the three columns
that application of a two-step gradient method enhanced sepa-
ration of adenoviral particles and is a reproducible process. These
factors are crucial to achieve high recovery yields of rAdV5 particles
for preclinical and clinical applications.* ™'

In addition, our results show an improved separation of rAdv5
from cell lysate contaminants using both strong anion-exchange
columns by two-step gradient chromatography compared with
the weak anion-exchange column. One reasan for a good column
performance for chromatography of rAdV5 is the functional group.
When comparing Q-Sepharose XL, and CIM QA-1 tube monolithic
columns, it is not clear how adenovirus size (90-100 nm) affects
the dynamic capacity of the columns. It has been reported that
Q-Sepharose XL offers advantages for separation of adenovirus in
comparison with other packed-bed columns such as Source 15Q.%
However, low dynamic capacity has been associated to the pore
size distribution.?” On the other hand, channels of the monolithic
column are large in size (1.3 pm) increasing the potential binding
capacity of macromolecules such as adenoviruses. Dynamic bind-
ing capacity of Q-Sepharose XL and CIM QA-1 tube monolithic
columns for Ad5 have been reported.?3? In this study, all exper-
iments were carried out within the reported ranges.

At different sample volumes, both Q-Sepharose XL and CIM QA-1
tube monglithic columns were able to separate rAdV5 from con-
taminants achieving high-grade purity. By increasing the sam-
ple volume, higher adenovirus yields were achieved using the
CIM QA-1 monolithic column compared with Q-Sepharose XL.
It is known that monolithic columns have a higher dynamic
binding capacity of large molecules compared with traditional
columns.?*3 Furthermore, at higher flow rates, the CIM QA-1 tube
monolithic column achieved a better separation of the target frac-
tion. These columns achieve faster separation, concentration and
purification, covering the principal issues for the scale-up of viral
vector production. The purification method provides separation of
structurally intact rAdV5 particles from other cellular components
under different columns and flow rates. Thus, the CIM QA-1 mono-
lithic column is a better alternative than Q-Sepharose XL, and CIM
DEAE-1 tube monolithic columns for this type of unit operation.

However, it is important to highlight that any column choice
must take into account several other variables including what the
follow-on unit operation will be and how compatible it is with
the upstream operation, as well as the degree to which a packed
column versus monolithic column based unit operation might be
scaled. The results obtained in the laboratory on the purification
studies were used as a basis for a GLP process for the production
of material at the National Research Council, Canada, to be used
in pre-clinical trials. This process consisted of an anicn exchange
chromatography of Q-Sepharose HP (480 mL) with a capacity of
1.04 x 10" vp mL~" followed by a size exclusion chromatography
using a Sephacryl S-400 HR column. In this case, Q-Sepharose HP
was used since the mean particle size allows for greater capacity
based on particle surface adsorption.?? The production of the
rAdV5 was conducted in a 60L bioreactor with a final culture
volume of 45 L. Titer of the harvested culture (broth) was 2.4 x 10"
viral particles mL~". Volume of the final purified rAdV5 was 166 mL
with total viral particle concentration of 2.4 x 10" VP mL™", and
infectious viral particle concentration, 1.8x10'" IFU mL™". The
recovery of the total viral particles in the process was 37%. The
VP:IU ratio was 13:1, this value of VP:IU range is well-accepted for
FDA as an indicator of product potency.®

Pre-clinical trials are presently underway and have been almost
completed at the test facility of SA-FORD, Sanctuary for Research

and Development in Mumbai, India. So far, they have been very
successful.
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