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Los vectores virales son un sistema de transferencia génica muy efectivo. Es por esto
su amplio uso para terapia génica. Dentro del desarrollo de una terapia génica un punto
muy importante a considerar es la produccion y purificacion de los vectores virales que
transportaran dicha terapia. Su produccion y purificacién debe ser escalable para lograr
su uso en las distintas fases de los ensayos clinicos y su posterior comercializacion.

El presente estudio aborda distintas etapas de la produccion y purificacion de vectores
virales adenovirus y adenoasociados, centrdndose en su uso para una terapia génica
contra el alcoholismo. Se realiz6 la purificacion de los vectores adenovirales rAd5V que
contenian la secuencia de ARN antisentido de la enzima ALDH2, y se desarroll6 un pre-
disefio de la purificacion como base para la produccién de estos vectores a mayor
escala para ensayos pre-clinicos. Se pudo concluir que la columna CIM QA1 tiene
rendimientos tan buenos como la columna Q-Sepharose XL, la que ha sido muy usada
para esta aplicacién. Sin embargo, la columna CIM QA1 puede usar flujos hasta 10
veces mayores que la columna Q-Sepharose XL, manteniendo su rendimiento. Esto
implica en una reduccion del tiempo de la purificacion en forma considerable. Ademas,
se desarroll6 la produccion y purificacién de un vector alternativo para la terapia contra
el alcoholismo, el vector usado fue el vector viral Adenoasociado AAV para sus
serotipos 2 y 8. Se realiz6 la produccion de los vectores AAV2 y AAV8 y su purificacion
se realiz6 usando la columna monolitica CIM QA-1.Se pudo determinar la capacidad de
la columna para cada uno de los serotipos de AAV, con una capacidad de 5,2x10° vg/ml
para AAV2 y 1,8x10'%g/ml para AAVS.

También se desarroll6 un método simplificado para la produccion de vectores AAV. El
nuevo meétodo simplificado utiliza una doble transfeccion en una linea celular
recombinante de HEK293F, la que puede ser especifica para cada terapia génica. Para
este estudio, se desarroll6 un prototipo del nuevo método utilizando el gen de la
proteina GFP como gen de interés. Se logré desarrollar una linea celular HEK293F
recombinante. Se logrd producir vectores AAV2 y AAV8 con el nuevo método de doble
transfeccion. Sin embargo, la produccion fue 40 y 24 veces menor para AAV2 y AAV8
qgue el método convencional. A pesar que la visualizacion con TEM no entrego sefales
claras de problemas en la cépside, los vectores producidos con el nhuevo método no
fueron infectivos. Esto puede ser por una mala encapsidacion de los vectores virales en
el momento de la produccion. Ademas, es necesario optimizar el método de produccién
con la proporcion correcta de los tres elementos esenciales para la produccion de AAV
(ITR-Gen, Rep/Cap y genes ayudantes).

Los resultados obtenidos en el presente estudio entregan procedimientos y métodos de
produccion y purificacion que facilitan la obtencién de vectores virales para continuar
con los estudios y validaciones de la terapia génica contra el alcoholismo.
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1 INTRODUCCION

1.1 Antecedentes Generales

El alcoholismo es una adiccion que causa problemas tanto fisicos, sociales como
econdémicos. Reducir el consumo excesivo de alcohol es una de las prioridades en
politicas publicas de salud en Chile y en el mundo [1, 2]. El consumo excesivo de
alcohol causa el 5,9% de las muertes en el mundo (3,3 millones de personas al afio) [1].
Dentro de la estrategia mundial para combatir el alcoholismo, se encuentra el disminuir
SuU consumo Yy prevenir e intervenir a tiempo en las personas mas vulnerables [1]. Por lo
tanto, desarrollar tratamientos farmacolégicos para disminuir el consumo excesivo de
alcohol, sera un aporte en una de las acciones establecidas en la estrategia global
contra el alcoholismo, impulsada por la Organizaciéon Mundial de la Salud [1].

Se han hecho grandes esfuerzos en desarrollar diferentes tratamientos contra el
alcoholismo, ya sean tratamientos farmacoldgicos, sicologicos, sicosocioldgicos y por
supuesto una combinacién de ellos [3].

La FDA ha aprobado 4 farmacos para el tratamiento de la dependencia del alcohol,
estos son Disulfiram, Naltrexone oral, Naltrexone inyectable, y Acamprosate [3]. El
farmaco llamado Disulfiram, causa una fuerte aversion al consumo de alcohol, y ha sido
usado para tratamiento de la dependencia del alcohol por mas de 50 afios, pero la
evidencia de su efectividad es débil, debido a sus efectos colaterales. Naltrexone oral
es indicado en combinacion a un plan apropiado de manejo de la adiccion al alcohol,
reduce el consumo y ayuda a mantener la abstinencia, pero existe poca evidencia de su
eficacia. Naltrexone inyectable es recomendado para tratamiento en conjunto con un
soporte sicosocial, se aplica a pacientes que ya son abstinentes en etapa primaria. Y
Acamprosate es indicado para ayudar a mantener la abstinencia de pacientes que
mantienen simultaneamente un tratamiento sicosocial [3].

La terapia génica puede ser una alternativa de tratamiento para el consumo excesivo de
alcohol [4,5,6]. Esta terapia busca inhibir la produccion de la enzima aldehido
deshidrogenasa (ALDH2) de manera especifica en el higado, permitiendo que se
acumule acetaldehido, el que es un producto de la oxidacion del alcohol. El
acetaldehido en la sangre produce efectos adversos que se manifiestan en nauseas,
mareos, dolor de cabeza, entre otros [4].

Existen resultados promisorios de esta terapia génica, tanto in vitro como in vivo [4,5,6].
Se han realizado pruebas en ratas alcoholicas, donde un vector adenoviral serotipo 5,
transportando un oligonucleétido con la secuencia génica que transcribe un ARN
mensajero antisentido de la enzima ALDH2 (anti-Aldh2), fue inyectado via intravenosa
[4]. En ese estudio se analizo el consumo de alcohol, la actividad enzimatica y la
cantidad de ARN mensajero transcrito, obteniendo una disminucion del consumo de
alcohol en mas del 50%, una disminucion del 85% en la actividad enzimatica de ALDH2
en el higado, y se comprob6 que la cantidad de ARN mensajero de ALDH2 era la
misma, con y sin tratamiento, lo que confirma que la tecnologia de ARN mensajero
antisentido fue efectiva [4].



1.2 Antecedentes Bibliograficos
1.2.1 Vectores Virales para Terapia Génica

Existen dos tipos de sistemas de transferencia génica: los métodos fisico-quimicos y los
vectores virales. Los primeros tienen varias ventajas, como su facil preparacion, gran
tamafio de ADN a transferir y baja inmunogenicidad. Sin embargo, su gran
inconveniente es la baja eficacia para transducir las células objetivos. Por otro lado, los
vectores virales tienen alta eficacia en transducir en las células blanco en forma natural,
por ello es que se han desarrollado varias técnicas para poder utilizarlos como sistema
de transferencia génica, eliminando el riesgo de producir enfermedad. La desventaja
mayor de los vectores virales es el tamafio limitado de ADN a transferir, dependiendo
del tipo de virus [7].

Al momento presente, se han aprobado méas de 2.200 ensayos clinicos para terapia
génica [8]. Los sistemas de transferencia génica mas usados para terapia génica han
sido los vectores adenovirales, los retrovirus y el sistema de plasmidio desnudo.

Desde el afio 2003, se encuentran aprobadas en China dos terapias génicas basadas
en vectores adenovirales, Gendicine y Oncorine. Ademas, en Estados Unidos, el afio
2004 fue aprobada la primera certificacion GMP para producir un farmaco basado en un
vector adenoviral, llamado Cerepro. Por otro lado, la agencia europea de medicamentos
EMA aprobd en la Unidn Europea un producto de terapia génica, basado en un vector
viral adeno-asociado, Glybera [7].

De los mas de 2.200 ensayos clinicos aprobados, un 57% se encuentran en Fase | y
4% se encuentra en Fase lll. Los vectores de transferencia mas utilizados en los
ensayos clinico de terapia génica son los adenovirus, participando en un 22% de los
ensayos, seguidos por un 18% con retrovirus y 17% con plasmidios desnudos, como se
muestra en la Figura 1.

Los vectores adenovirales (AdV) han sido ampliamente usados durante las ultimas
décadas en terapia génica. Se han reportado pruebas clinicas con mas de 600 genes,
donde casi un tercio de ellos usaban vectores adenovirales como medio de
transferencia génica [8,9]. Se encuentran en pruebas clinicas de Fase lll terapias
génicas utilizando adenovirus para enfermedades como cardiopatia isquémica [9].

Los vectores virales mas usados en terapia génica han sido los adenovirus y retrovirus,
sin embargo en los ultimos afos ha crecido el uso de virus adeno-asociados y lentivirus
[10].

Se han reportado pruebas clinicas que han resultado exitosas para tratar enfermedades
como Hemophilia B, Inmunodeficiencia combinada severa X-linked (SCID-X1),
Amaurosis congénita de Leber Tipo 2 (LCA2), y para terapia algunos tipos de leucemia
usando terapia con celular T-CAR (Chimeric Antigen Receptor- T cell) [8].



B Adenovirus
B 21,7% B Retrovirus
B Naked/Plasmid DNA
BV accinia virus
N Adenoassociated virus
B Lentivirus
Lipofection
W 15 3% W Poxvirus
Herpes simplex virus

Other vectors

Unknown

W 17,4%

Figura 1: Terapias génicas realizadas con diferentes sistema de transferencia génica (Fuente: The
Journal of Gene Medicine 2016 John Wiley and Sons Ltd.,
http://www.wiley.com//legacy/wileychi/genmed/clinical/2016)

Los adenovirus (Ad) son virus que contienen ADN de doble hebra, su diametro es de
70-90 nm, su forma icosahédrica contiene 252 subunidades de proteinas. Se han
identificado cerca de 50 serotipos, pero los mas usados en aplicaciones clinicas han
sido los serotipos 2 y 5 [11].

Los retrovirus son virus que contienen ARN de hebra simple, el cual se transcribe en
forma reversa a ADN en la célula huésped, luego este ADN es integrado al genoma de
la célula huésped. Son virus encapsulados. Su tamafio es de aproximadamente 100 nm
de diametro. Pueden transportar insertos de hasta 8 kb [12].

Los virus adeno-asociados (AAV) son virus no patogénicos y capaces de transducir
células en divisidon y células quiescentes. Los AAV tienen un tamafio pequefio, 25 a 30
nm, su ADN es de hebra simple, el tamafio de su ADN es de 4,7 kb, tiene forma
icosahédrica, son virus no encapsulados. Los AAV son de la familia de Parvovirus, son
virus deficientes de replicacion. Requieren de un virus ayudante, como un adenovirus
(Ad) o un virus herpes simplex (HSV), para completar su ciclo litico [8]. En ausencia de
virus ayudante, tienen la habilidad de hacer integracién sitio-dirigida de su genoma en
un locus especifico (AAVS1) en el cromosoma 19 humano [13].

Los vectores lentivirales son no patogénicos, transducen células en division y
quiescentes, incluyendo hepatocitos, e integran establemente el transgen en el genoma
[14,15].

1.2.2 Produccion y Purificacion de vectores virales

Se han logrado importantes avances en la produccion y purificacion de vectores virales
para ser usados en las distintas fases de ensayos clinicos. Para cada tipo de vector
viral a ser utilizado, es necesario desarrollar procesos escalables para su produccion y
purificacion que cumplan con los niveles de calidad requeridos [16].



La produccién de vectores adenovirales, retrovirus y vectores adeno-asociados estan
bastante estudiados, sin embargo para produccion de lentivirus esta aun en etapa de
desarrollo para su produccion a mayor escala [17].

La purificacion de vectores virales a nivel de laboratorio, sigue siendo realizada usando
el método de separacion con gradiente de cloruro de cesio. Este método es laborioso y
no escalable, por lo tanto, para producciones de vectores virales para ensayos clinicos,
se han adaptado métodos escalables ampliamente usados para purificacion de
proteinas. Se han podido implementar varios métodos cromatogréficos, sin embargo el
proceso de purificacion de vectores virales sigue planteando desafios [16].

Para el disefio de los procesos de purificacion, se consideran en primer lugar las
caracteristicas del vector viral, esto es su fragilidad, tamafio, afinidad, carga e
hidrofobicidad [16]. Otro punto importante a considerar, es el contenido de
contaminantes provenientes del medio de cultivo, como también contaminantes que
pudieran venir del proceso de produccién, como lo son los virus ayudantes.

1.2.3 Uso de Células HEK293 para produccion de biofarmacos

La linea celular HEK293 se cre6 a partir de la transformacion de células de rifion de
embrién humano con fragmentos de ADN de adenovirus humano serotipo 5 (Ad5) en
los afios 70 [18]. Estas células incorporaron los fragmentos de ADN de Ad5 en el
cromosoma 19 de su genoma. Por lo tanto, la linea celular HEK293 cuenta con el gen
adenoviral E1 integrado en su genoma, lo que permite la replicacion viral de adenovirus
recombinante.

Ademas, la linea celular HEK293 es ampliamente usada para produccion de proteinas
recombinantes, ya que ofrece varias ventajas, tales como alto rendimiento de
transfeccion, facilidad de crecer en suspension, y capacidad de adaptacién a crecer en
medio libre de suero.

Por otro lado, las células mamiferas son las mas apropiadas para producir
glicoproteinas recombinantes para ser usadas en humanos, debido a la importancia de
las modificaciones postraduccionales. Por ello, el uso de células mamiferas como
fabricas para producir glicoproteinas para uso en medicina se ha vuelto una atractiva
area de investigacion [19]. Para ello, ha sido necesario realizar ingenieria genética para
crear células mamiferas recombinantes para generar el producto de interés, que
pueden ser por ejemplo glicoproteinas humanas o anticuerpos monoclonales.

Entre las primeras glicoproteinas recombinantes farmacéuticas producidas en células
mamiferas, se encuentran tPA, la interleuquina 2 (IL-2), interferon-b (IFN-b) e interferén
c (IFN-c) [19]. Anticuerpos monoclonales (Mabs) son la segunda categorias de
productos biofarmacéuticos producidos en cultivo de células mamiferas. Generalmente,
procesos a gran escala utilizan células CHO (Chinese Hamster Ovary), aunque también
se han utilizado células linfaticas murinas como NSO o SP2/0 [20].

Ademas, las células madres (stem cells) han sido modificadas mediante ingenieria
genética para diferentes casos, por ejemplo para el uso de constructos promotores o



reporteros para el desarrollo y diferenciacion de las células, la incorporaciéon de
caracteristicas de seguridad en células trasplantadas, entre otros [21].

Adicionar una secuencia génica a una célula animal es posible mediante transfeccion
de plasmidios o por medio de infeccidn con vectores virales. La transfeccion puede ser
estable o transitoria. Una transfeccion estable significa que el gen de interés se integra
al genoma, en cambio una transfeccion transitoria mantiene en forma episomal el gen
de interés. Existen sitios de integracion preferentes en el cromosoma, por lo que la
expresion del transgen depende de la posicion de éste en el genoma. La integracion al
azar requiere de un método de seleccidén exhaustivo [22].

La linea celular HEK293 ha sido usada para expresién de genes en forma estable y
transitoria. Esta linea celular ha sido utilizada para producir un amplio rango de
proteinas, ya sean proteinas de membrana, intracelulares y extracelulares, ademas se
ha utilizado en produccion de varios vectores virales, tales como adenovirus, vectores
adeno-asociados, retrovirus y lentivirus. También, se ha usado en produccién de
proteinas complejas como anticuerpos monoclonales, interferon alfa y virus
humanizados para vacunas, como la influenza [23].



1.3 Objetivos

El objetivo principal de esta tesis es explorar diferentes alternativas de produccion y
purificacion de vectores virales adenovirus y adenoasociados, para su potencial uso en
terapia génica contra el alcoholismo en seres humanos.

Se desarrollaron tres trabajos especificos, cuyos objetivos se nombran a continuacion:

I- Comparar la purificacién con tres columnas de intercambio aniénico del vector viral
Adenovirus serotipo 5 que contiene el gen antisentido de la enzima aldehido
deshidrogenasa humana.

[I- Producir y purificar vectores virales Adenoasociados AAV y scAAV, serotipos 2 y 8
gue contienen el gen antisentido de la enzima aldehido deshidrogenasa humana vy el
gen de la enzima GFP.

lll-Desarrollar un nuevo método de produccibn mediante ingenieria genética de

HEK293F para establecer un método simplificado multiserotipo de vectores virales
adenoasociados AAV para terapia génica.

Cada uno de estos trabajos se presenta a continuacion en tres secciones por separado.



2 PL}JRIFICACION DE VECTORES ADENOVIRALES SEROTIPO 5 PARA TERAPIA
GENICA CONTRA EL ALCOHOLISMO USANDO CROMATOGRAFIA DE
INTERCAMBIO ANIONICO

A continuacion se presenta la traduccion y adaptacion del articulo enviado a la revista
Journal of Chemical Technology and Biotechnology, que se encuentra en etapa de
evaluacion.



2.1 Resumen

Este estudio describe el pre-disefio de un sistema escalable para la purificacion de
vectores adenovirales serotipo 5 (rAd5), para ser usados en terapia génica contra el
alcoholismo. Actualmente, esta terapia es la Unica terapia génica en desarrollo, para
inhibir la sintesis de la enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH2), esta enzima
metaboliza el acetaldehido generado en la oxidacion del etanol.

Se compararon dos métodos de cromatografia de intercambio anidnico usando un
equipo FPLC. Se utilizaron tres columnas cromatograficas: una columna de resina Q-
Sepharose XL, y dos columnas monoliticas CIM QA-1 y CIM DEAE-1. Se logré obtener
una mejor separacion de los adenovirus recombinantes serotipo 5 (rAd5) usando las
dos columnas de intercambio aniénico fuerte con un gradiente de dos pasos.

Al usar la columna monolitica CIM QA-1 se obtuvo el mejor rendimiento. La
recuperacion determinada mediante PCR en tiempo real (RT-PCR) fue de 34% con la
columna CIM QA-1, en cambio con la columna Q Sepharose XL fue de 28%. A través
de analisis SDS-PAGE, se calcul6 una pureza de 70% para la purificacion con la
columna monolitica CIM QA-1. El andlisis por microscopia electrénica de transmision
(TEM), visualizé un vector estructuralmente intacto después de la purificacion con cada
una de las columnas utilizadas.

Esta estrategia fue base para el escalamiento del proceso de purificacion realizado para
la produccion de los vectores virales utilizados en la primera prueba pre-clinica de esta
terapia génica contra el alcoholismo.



2.2 Introduccién

El alcoholismo es una enfermedad crénica que causa serios problemas econdmicos y
sociales en todo el mundo [24]. Numerosos estudios han demostrado que soélo dos
genes se asocian a factores genéticos de proteccion contra el alcoholismo: uno de ellos
es el gen que codifica para la enzima aldehido deshidrogenasa 2 (ALDH2), y el otro gen
codifica para la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) [25-27]. La enzima ALDH2
participa en la oxidacion de acetaldehido a acetato. El acetaldehido es un metabolito
toxico del alcohol, pero el acetato es un metabolito que puede ser excretado del cuerpo.

Se ha encontrado que una mutacion en el gen que codifica para la enzima ALDH2
mitocondrial, puede proveer proteccion contra el abuso en el consumo de alcohol [4].
Aquellas personas que tienen esta mutacion, no pueden metabolizar el acetaldehido en
acetato y muestran altos niveles de acetaldehido en la sangre cuando consumen
alcohol. Esto conduce a una fuerte reaccion fisica que disuade el consumo de alcohol.
Terapias farmacoldgicas existentes para el tratamiento del alcoholismo incluyen la
administracion de farmacos que inhiben la ALDH, como el disulfiram. El Disulfiram es
actualmente la droga mas efectiva en el tratamiento del alcohol, y ha sido usado para
tratar la dependencia del alcohol por mas de 50 afios [28,29]. Sin embargo, la
prescripcion de disulfiram ha decrecido recientemente debido a su alta toxicidad y el
bajo cumplimiento del paciente [30,31].

En base a esta evidencia, una atractiva alternativa para la inhibicién a largo plazo del
consumo excesivo de alcohol, podria ser la administracion de vectores de transferencia
génica que codifiquen para moléculas de ARN antisentido del gen de la enzima ALDH2
(anti-Aldh2) para inhibir su expresion. Varios estudios in vitro e in vivo avalan esta
propuesta [4,5,32]. Ocaranza y colaboradores (2008) demostr6 en ratas, que una Unica
administracion intravenosa del vector AE1l-adenoviral (Ad5), conteniendo la secuencia
antisentido anti-Aldh2 de rata, redujo la actividad de la enzima ALDH2 en el higado en
un 85% e inhibié el consumo voluntario de etanol de ratas dependientes del alcohol
(UCHB) en un 50% durante 34 dias. Estos prometedores resultados sugieren que la
terapia génica, es una alternativa potente para la inhibicién a largo plazo del consumo
de alcohol.

Los vectores adenovirales son un atractivo vehiculo para la transferencia de genes y
entrega de vacunas, debido a su amplio tropismo, su capacidad de empacar transgenes
de gran tamafio, y el alto nivel de expresion en la célula huésped [33]. A pesar que los
adenovirus a menudo inducen respuesta inmune humoral, mucosal y celular, estos
vectores se han investigado ampliamente para la entrega de genes en numerosos
protocolos, y todavia son considerados entre los vectores de vacunas mas eficaces
[18,34-36]. Hasta hoy, aproximadamente el 22% de todos los ensayos de terapia génica
han usado el vector AE1-adenoviral [11].

Por otro lado, un factor relevante en la produccién de vectores virales es su proceso de

purificacion. Para ensayos clinicos, la preparacion de los vectores virales necesita

cumplir con estandar muy estrictos, los cuales son examinados rigurosamente por

agencias reguladoras. ElI proceso de purificacion esta enfocado en eliminar

contaminantes provenientes de la célula huésped o del medio de cultivo. Estos

contaminantes e impurezas son removidos ya que pueden inducir respuesta
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inmunoldgica no deseada. Ademas, los vectores infectivos se deben separar de las
capsides vacias [37]. Asimismo, necesitan ser implementados procesos de produccion y
purificacion escalables. Es por esto que el proceso de purificacion debe ser disefiado
para lograr altos rendimientos de vector viral cumpliendo criterios de calidad muy bien
definidos [38].

El método clasico para purificar vectores virales en laboratorio, es mediante
centrifugacion de gradiente de densidad con cloruro de cesio (CsCl). Sin embargo, este
meétodo no es facilmente escalable e involucra altos costos para aplicaciones de mayor
escala. Por el contrario, la cromatografia liquida ofrece un escalamiento lineal directo,
existiendo protocolos desarrollados para purificar 10** particulas [39]. Es por esto que,
cromatografia de intercambio aniénico ha sido aplicada para preparacion de adenovirus
a gran escala, utilizando resinas tales como Q-Sepharose XL, Resource Q y Source
15Q, siendo esta ultima la utilizada en forma mas frecuente [38,40]. Sin embargo, se ha
desarrollado una generaciéon diferente de medio cromatografico para procesos mas
efectivos de purificacion de virus, VLP, fagos, pDNA y proteinas de gran tamafio [41].
Uno de ellos son las columnas monoliticas, éstas son columnas homogéneas con una
matriz porosa continua entrelazadas con canales. Estos canales son de gran tamafio
(1-5 pm) comparados con el tamafio de poro de resinas de esferas empacadas (5-100
nm), esto incrementa la capacidad de unién (binding capacity) de macromoléculas como
adenovirus. Las columnas monoliticas se distinguen por soportar flujos altos sin afectar
su desempefio. Estas columnas logran una separacion, concentracion y purificacion de
manera mas rapida, cubriendo los problemas principales en el escalamiento de la
produccion de vectores virales [42,43]. Aun cuando varios métodos de purificacion han
sido descritos para vectores adenovirales, es importante optimizarlo para cada caso,
para lograr el rendimiento y calidad deseados de los vectores adenovirales a ser
usados [11, 38].

En la actualidad, no existe una vacuna terapéutica para el tratamiento del alcoholismo.
Por lo tanto, con el fin de desarrollar y validar esta terapia génica contra el alcoholismo
en humanos, es necesario desarrollar un protocolo para la purificacion del vector
adenoviral que codifica para el ARN antisentido anti-Aldh2 para ser usados en ensayos
pre-clinicos.

El objetivo de este estudio fue disefiar un sistema escalable para la purificacion de
vectores adenovirales para su uso en terapia génica para tratar el alcoholismo. Se
utilizaron tres columnas de intercambio aniénico para evaluar procesos de purificacion y
recuperacion de los vectores virales usando una resina basada en esferas empacadas
y dos columnas monoliticas.
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2.3 Materiales y Métodos

2.3.1 Linea celular

Para la produccion de los vectores adenovirales, se utilizd la linea celular de
crecimiento rapido HEK-293-F (Invitrogen). Las células fueron cultivadas en una
incubadora humidificada con una temperatura de 37°C y 5% de CO,. Las células
fueron cultivadas en adherencia hasta lograr 70-85% de confluencia, determinado
mediante observacién con microscopio, y fueron mantenidas en fase de crecimiento
exponencial cada 2 dias en placas de cultivo de T-75. El pasaje se registré de acuerdo
a su propagacion. Las células fueron subcultivadas a 0,3x10° cél/ml tres veces por
semana.

2.3.2 Medio de cultivo y condiciones de cultivo para la linea celular HEK-293-F

Las células HEK293-F fueron crecidas en adherencia en medio suplementado, el que
consistia en DMEM/F12 (Invitrogen) con 10% (v/v) suero fetal bovino (SFB) (Invitrogen),
5 mM penicilina/estreptomicina (Invitrogen), 2,44 g/l de bicarbonato de sodio (Sigma),
10 mg/l de acido ascérbico (Sigma), 1 mg/l de putrescina (Sigma), 0,02% p/v de
Pluronic F68 (Sigma), 0,01% v/v de etanolamina (Sigma), 5 mg/l de selenito de sodio
(Sigma) y 1,65 ml/l de mercaptoetanol (Sigma), como ha sido descrito en otros trabajos
[25]. El pH del medio fue 7, y se uso rojo fenol como indicador de pH.

La viabilidad celular fue medida usando la técnica de exclusién basada en tinciéon con
trypan blue y se contaron las células vivas y muertas usando un hemocitémetro.

2.3.3 Produccion de vector adenoviral recombinante

Las células fueron infectadas con una multiplicidad de infeccion (MOI) de 10 con un
vector de primera generacion rAdV5, que contiene la secuencia de ARN antisentido de
la enzima aldehido deshidrogenasa 2 humana (anti-Aldh2), la cual inhibe la expresion
del gen de ALDH2 bajo el control del promotor citomegalovirus (CMV). El vector rAdV5
fue provisto gentilmente por el Dr. Yedy Israel al Laboratorio de Cultivo Celular.

Se mantuvieron las células en cultivo en incubadora a 37° con 5% de CO..
Generalmente, después de 48 horas después de la infeccion, las células fueron
colectadas por centrifugacion, resuspendidas en medio fresco y sujetas a tres ciclos de
congelamiento y descongelamiento para liberar los virus. Las células y debris celular
fueron removidos por centrifugacion, y el sobrenadante que contienen el adenovirus
liberado fue almacenado a -80°C.

2.3.4 Purificacion de los vectores virales por cromatografia de intercambio
anionico

La purificacién fue realizada con un equipo FPLC AKTA system (GE Healthcare). El
buffer A usado contenia 20 mM Tris-HCI pH 7,5 y el buffer B contenia 20 mM Tris-HCl y
2M NaCl pH 7,5. Los vectores virales fueron purificados usando tres columnas
diferentes de intercambio anionico: Q Sepharose XL (1 ml, GE Healthcare) de
intercambio anidnico fuerte, columna monolitica CIM QA-1 (1 ml, BIASeparation) de
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intercambio anidnico fuerte, y columna monolitica CIM DEAE-1 (1 ml, BIASeparation) de
intercambio anidnico débil. Para las columnas Q-Sepharose XL y CIM DEAE-1, las
cromatografias fueron realizadas a un flujo de 1 ml/min y para la columna CIM QA-1 las
cromatografias fueron realizadas a flujos de 1, 5 and 10 ml/min.

Se realizé un gradiente lineal y un gradiente de dos pasos adaptados desde literatura
[40,41]. Las columnas fueron equilibradas con buffer A, y después que la muestra fue
cargada, se comenzd6 con la eluciébn mediante un gradiente lineal de OM a 1M de NacCl
en buffer A por 30 volimenes de columna (CV). La elucion con gradiente lineal de dos
pasos consistié en un gradiente lineal de OM a 0,35M de NaCl en buffer A por 4 CV, se
mantuvo en este punto por 6 CV, luego se aplico un segundo gradiente de 0,35M a
1,2M de NacCl en buffer A por 10 CV, y una mantencion final a 1,2 M NaCl por 10 CV.
Todas las muestras fueron filtradas usando filtro de 0,45 pm. Las muestras
correspondian a lisado crudo filtrado de 1 o 10 ml de volumen. Después de cada corrida
de purificacién, las columnas se limpiaron con 2 CV de una solucion 0,5 N de NaOH
[44].

La cuantificacion del total de particulas virales (vp) se realizé mediante la medicion de
absorbancia a 260 nm (A260) y se utilizé el factor de conversién de 1,1x10* particulas
virales por unidad de absorbancia a 260 nm reportado [40,45].

2.3.5 Anaélisis estructural del vector viral mediante TEM

La morfologia del vector adenoviral y su integridad fueron evaluadas mediante la
visualizacion de virus tefiidos negativamente usando microscopia electrénica de
transmision (TEM). Para ello se cargaron 15 pl de muestra sin diluir en grillas
recubiertas Parlodion® por 15 segundos. Después, se tifieron con 17 ul de acetato de
uranilo al 1% por un minuto, las grillas fueron observadas mediante el equipo TEM
Phillips Tecnai operado entre 12 kV a 80 kV. Las imégenes fueron obtenidas usando
una cadmara Kodak EM film SO-163, y escaneadas con un equipo Epson Perfection
3170 Photo a 300 dpi.

2.3.6 Cuantificacion de los vectores adenovirales mediante RT-PCR

La secuencia del gen antisentido anti-aldh2 fue cuantificada mediante la técnica RT-
PCR. La técnica RT-PCR fue realizada usando el equipo LightCycler® Nano System
(Roche Diagnostics) con el método de fluoréforo SYBR Green (Roche Diagnostics),
siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. La reaccién (20 pl) consistié en
una mezcla de 5 ul de extracto de ADN adenoviral, 10 ul de la mezcla 2X Fast Start
Essential DNA Green Master (Roche Diagnostics), 1 ul de cada uno de los partidores
forward y reverse (10 uM), y 3 pl de agua libre de nucleasa. EI ADN viral fue extraido
usando el kit High Pure Viral Nucleic Acid (Roche Diagnostics).

El protocolo para RT-PCR fue el siguiente: 95°C por 600 segundos y 50 ciclos de 95°C
por 15 segundos para desnaturar el ADN templado, 60°C por 20 segundos para
alineamiento de los partidores, y 72°C por 20 segundos para la extension. Los
partidores disefiados fueron:

Partidor forward hALDHfw 5GGCTGGGCTGATAAGTACCACSZ’; y Partidor reverse
hALDHrev 5CAGGTTGGCCACATAGACGGC3'.
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El uso de estos partidores permite la amplificacion de un fragmento de 200 pb. Se
realizd una curva estandar usando diluciones seriadas de un plasmidio que contiene la
secuencia antisentido anti-Aldh2. Todas las muestras fueron analizadas en duplicado.

2.3.7 Analisis de la pureza de los vectores adenovirales purificados mediante
SDS-PAGE

Se prepar6 un gel de poliacrilamida al 12,5% de dodecil sulfato de sodio SDS para
separar proteinas. Se cargaron en el gel 15 ul de las muestras previamente preparadas
segun protocolo estandar [46]. El gel fue tefiido con una solucién de azul de Coomassie
por 1 hora y destefido por varios lavados con solucion de destincion. Finalmente, el gel
fue lavado con agua destilada y fotografiado. Se cargd en el mismo gel 5 pul un
marcador de peso molecular de proteina (Prestained Protein Molecular Weight Marker,
Fermentas).
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2.4 Resultados

2.4.1 Produccion de vectores adenovirales recombinantes serotipo 5 (rAdV5)

La produccion de vectores adenovirales rAdV5 se realizd mediante la infeccion de
células HEK293-F con un MOI de 10 desde un stock adenoviral de una produccion
realizada con anterioridad. Un cultivo de HEK293-F sin infectar se definio como control
negativo para observar y comparar. El proceso de produccién de los vectores virales
rAdV5 fue observado mediante cambios fenotipicos de las células HEK293-F, y
cambios de color del medio desde rojo a naranjo o amarillo. Después de 24 horas, las
células infectadas muestran un efecto citopatico caracteristico, no observado en el
control negativo, que indica la presencia de adenovirus. Ademas, algunas células
adoptan una forma redondeada y se despegan de la placa, flotando en el medio.
Generalmente, dos dias después de la infeccion fue el tiempo éptimo para preparar los
stocks virales rAdV5 desde un cultivo con un efecto citopatico substancial.

Para asegurar la integridad del virus producido, se realizé un analisis estructural
mediante visualizacion con TEM del vector adenoviral rAdV5, contenido en el
sobrenadante del lisado crudo sin purificar y purificado (Figura 2).

El andlisis TEM del sobrenadante del lisado crudo revel6 que los virus producidos
estaban intactos, se visualizaron particulas de adenovirus caracteristicas, presentando
una estructura icosahédrica y un diametro entre 85 nm y 100 nm. También se
observaron pequefios agregados de virus, aproximadamente un 90% de las particulas
virales se presentaron como particulas individuales, como se puede ver en la Figura 2A.
También se pudo observar la presencia de debris celular y contenido proteico.
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Figura 2: Andlisis Estructural de rAdV5 mediante TEM. Se muestra una barra negra de 100 nm
como referencia. A) Particulas virales no purificadas. B) Particulas virales purificadas usando la
columna monolitica CIM QA-1 a 1 ml/min de flujo, volumen de muestra de 10 ml.

2.4.2 Comparacion de los perfiles de elucion de la purificaciéon del vector
adenoviral rAdV5 con cromatografia de gradiente lineal

Las tres columnas de intercambio anionico fueron evaluadas para la purificacion de
rAdV5, usando como muestra el mismo stock de vector adenoviral rAdV5 para los casos
de comparacién. Se compararon dos diferentes métodos de purificacion: gradiente
lineal y gradiente de dos pasos.

En primer lugar, se realiz6 el método de gradiente lineal. Para este propdésito, el
sobrenadante del lisado celular fue inicialmente purificado con una elucion de gradiente
lineal usando las columnas Q-Sepharose XL, CIM QA-1 y CIM DEAE-1. Se cargaron
muestras de 1 mly se aplicé un flujo de 1 ml/min durante todo el método.

Los perfiles de elucion de la purificacion con cromatografia de gradiente lineal se
muestran en la Figura 3. Los vectores adenovirales se unieron de manera inmediata a
las columnas Q-Sepharose XL, CIM QA-1 y CIM DEAE-1 a pH 7,5 y su elucion fue
realizada a concentraciones de sal entre 0,56-0,58 M, 0,47-0,51 M y 0,52-0,59 M de
NaCl para cada columna respectivamente.

Los componentes de la muestra eluyeron como multiples peaks, como ya ha sido
reportado [41], donde la razén entre absorbancias 260/280 nm indica contenido proteico
y contenido de acidos nucleicos del sobrenadante del lisado celular. El peak del flow-
through (FT) tiene una razén de A260/280 mayor a 1, lo que indica presencia de
adenovirus y acidos nucleicos. Esto indica que una pequefa fraccién de la produccién
de vector adenoviral AdV5 no se uni6 a las columnas. Los vectores adenovirales AdV5
fueron eluidos principalmente en el Ultimo peak, como se indica en la Figura 3.

En la Figura 3 se puede observar, que se obtuvo una pobre resolucién del peak usando
ambas columnas monoliticas en comparacion con la obtenida con la columna Q-
Sepharose XL para cuantificar particulas virales (vp) mediante la integracion del peak
obtenidos del software del equipo AKTA (Ver Anexo |) y el método de absorbancia
UV260 nm (2,2 x10° vp fueron purificados usando Q-Sepharose XL).

Al comparar entre ambas columnas monoliticas, existe un incremento notable en la
separacion de la fraccion de interés y el resto de los componentes usando la columna
monolitica de intercambio anionico fuerte CIM QA-1. La carga positiva de la columna
monolitica CIM DEAE-1 no fue suficiente para lograr una unién éptima de los vectores
adenovirales AdV5, los que se encuentran cargados negativamente a pH 7,5, debido a
gue es una columna de intercambio anidnico débil. En general, para purificacion de
adenovirus se ha logrado mejor resolucion con columnas de intercambio anidnico
fuertes [22,23,30].
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usando la columna monolitica CIM QA-1, y C) usando la columna monolitica CIM DEAE-1. Flujo de
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2.4.3 Comparacién de los perfiles de elucién de la purificacién del vector
adenoviral rAdV5 con cromatografia de gradiente de dos pasos

La cromatografia de elucion por gradiente lineal logré una separacion limitada con las
columnas monoliticas, es por esto que se uso el método de elucion de gradiente de dos
pasos para mejorar la resolucion del peak de rAdV5, método adaptado de protocolo
descrito en literatura [41].

La purificacion con el método de elucién de gradiente de dos pasos se realiz6 para las
tres columnas. Los adenovirus rAdV5 se unieron a las columnas a pH 7,5 y fueron
eluidas en los mismos rangos de conductividad que con el método de elucion de
gradiente lineal. Como se muestra en la Figura 4, la purificacion de los vectores virales
rAdV5 se logré con todas las columnas. Se observaron tres peaks distintivos en la
purificacion con la columna Q-Sepharose XL, el tltimo peak es el que contiene el vector
adenoviral rAdV5, obteniendo un total de 1,9 x10'° particulas virales. En el perfil
cromatografico de la columna monolitica CIM QA-1 se puede ver que los adenovirus
fueron separados de otros contaminantes, obteniendo una mejor resoluciéon que con el
método de elucion con gradiente lineal. En este caso, se obtuvieron un total de 2,5
x10'° particulas virales, mayor cantidad de particulas virales que las obtenidas con la
columna Q-Sepharose XL. En el caso de la columna monolitica CIM DEAE-1, el peak
conteniendo rAdV5 aln contenia contaminantes, ya que no se observa un peak definido
en el perfil cromatogréfico.
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2.4.4 Purificacion de rAdV5 usando elucion de gradiente de dos pasos a
diferentes flujos

Las columnas monoliticas pueden operar a altas presiones y flujos [41,42], por lo tanto
se realizé la purificacion del adenovirus rAdV con la columna monolitica CIM QA-1 a
tres diferentes flujos para comparar los perfiles de elucion. El volumen de la muestra fue
de 1 ml, se utiliz6 el método de elucién de gradiente de dos pasos con flujos de 1
ml/min, 5 ml/min y 10 ml/min (flujo méximo recomendado por el fabricante).

La Figura 5A, 5B y 5C muestran los perfiles de elucion a los respectivos flujos. Para
los tres flujos probados, la separacion de particulas virales intactas fue lograda con
perfiles de elucion similares. Sin embargo, se pudo observar que los adenovirus
eluyeron en un rango de conductividad mayor a flujos mas altos. En cada caso los
perfiles cromatograficos mostraron 2 peak de eluciébn de adenovirus juntos, y pudo
verse que a mayor flujo estos dos peaks se van acercando. El peak que eluy6 a los
18,6 min (Figura 4A) tuvo una mejor resolucion a 1ml/min que con los demas flujos
probados. El segundo peak de virus presenta una concentracion de virus mas baja que
el primer peak de virus.

A pesar de esto, los resultados obtenidos con todos los flujos probados son adecuados,
ya que se separa la mayor cantidad de contaminantes, y para flujos mayores se reduce
el tiempo de la cromatografia.

Ademas, el numero de particulas virales fue 80% y 48% mayor a 5 ml/min y 10 ml/min
respectivamente con respecto a la elucion a 1 ml/min. El flujo maximo recomendado por
el fabricante de la columna es 10 ml/min, lo que podria explicar que disminuya la
recuperacion con respecto a la eluciéon a 5 ml/min.

Sin embargo, para cualquiera de los 3 flujos probados, es necesario realizar un
segundo paso de purificacion para lograr un novel deseado de pureza para propdésitos
terapéuticos. Este podria ser realizado por cromatografia de exclusion por tamafio
segun se ha reportado previamente [38].
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2.4.5 Purificacion de rAdV5 usando gradiente de dos pasos con diferentes
voliumenes de muestra

Todos los analisis anteriores fueron realizados con un volumen de muestra de 1 ml,
para comparar las diferentes columnas con diferentes condiciones de elucién y flujos.
Sin embargo, para una produccion de virus a gran escala, es necesario encontrar el
volumen de muestra maximo que puede ser cargado a la columna sin reducir su
resolucion y manteniendo su desempefio.

Por otro lado, las columnas monoliticas tienen una capacidad dinamica de union mas
alta que las columnas tradicionales [41,42]. Por lo tanto, se hizo una comparacion de la
purificacion para un volumen de muestra de 10 ml usando la columna Q-Sepharose XL
y la columna monolitica CIM QA-1, con un método de eluciéon de gradiente de dos
pasos.

La muestra eluyd como multiples peaks en ambos casos, como se muestra en las
Figuras 6A y 6B. En un volumen de elucion de 28 ml eluyeron los vectores rAdV5
usando la columna Q-Sepharose XL. En el caso de la columna monolitica CIM QA-1,
los vectores rAdV5 eluyeron entre los volimenes 27 mly 29 ml.

Se logré una mayor recuperacién usando la columna monolitica CIM QA-1 (3,3x10* vp)
comparada con la recuperacién obtenida con la columna Q-Sepharose XL (2.6x10™
vp). La menor capacidad dindmica de union de la columna Q-Sepharose XL puede ser
una posible razén para esta diferencia [47].

Como se muestra en las Figuras 4A y 6A, el perfil de eluciéon usando la columna Q-
Sepharose XL fue similar para los volimenes de muestra de 1 mly 10 ml. Sin embargo,
al incrementar el volumen de la muestra, se obtuvo un mayor porcentaje de
recuperacion. EI mismo comportamiento fue observado usando la columna monolitica
CIM QA-1 (Figuras 4B y 6B). Se obtuvo un aumento de 35% y 28% en el porcentaje de
recuperacion de cada columna respectivamente, cuando la muestra aumenté en 10
veces su volumen.

Los vectores rAdV5 eluidos fueron analizados mediante SDS-PAGE. Este andlisis
entrego niveles de pureza de 66% y 70% de los virus purificados con las columnas Q-
Sepharose XL y CIM QA-1 respectivamente (Figura 6C). Los vectores rAdV5 eluyeron
en las fracciones indicadas en la figura como 4, 5y 6 para la columna monolitica CIM
QA-1. En los carriles 4, 5, 6, y 9 de la Figura 6C, se observan bandas que
corresponden a proteinas caracteristicas de adenovirus serotipo 5, donde se distingue
la proteina hexon de 108 kDa.

Ademas, se realiz6 una cuantificacion de la recuperacion de las fracciones conteniendo
los vectores virales mediante RT-PCR. Con lo que se pudo determinar que la
recuperacion se mejora de 28% al usar la columna Q-Sepharose XL a 34% al usar la
columna monolitica CIM QA-1, medido como unidades de genoma de vector viral (vQ).
Como fue mencionado anteriormente, se pudo observar mediante microscopia
electronica de transmision (TEM) que para las diferentes columnas cromatograficas y
flujos, los vectores virales purificados resultaron estructuralmente intactos después de la
purificacion (Figura 2B).

21



- 100

1.800 100

1.600

80 80

1.400

1.200

60 60

1.000

800

40 40

Absorbancia [mAU]

600

Conductividad [mS/cm]
Absorbancia [mAU]

400

20 rAd 20

200

0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Volumen [ml] Volumen [ml]

9 10

C

Figura 6: Analisis de la purificacion de rAdV5 desde el lisado celular usando gradiente de dos
pasos con un volumen mayor de muestra. A) Perfil de eluciéon usando columna Q-Sepharose XL;
B) Perfil de eluciéon usando columna monolitica CIM QA-1. Flujo de 1 ml/min y volumen de muestra
igual a 10 ml. La linea continua corresponde a la absorbancia a UV260 nm, lalinea segmentada
corresponde ala absorbancia a UvV280 nm y la linea punteada corresponde a la conductividad de
la fase movil. C) Gel con tincién Comassie de SDS-PAGE. Carril 1: Ladder, Carril 2: sobrenadante
del lisado celular, Carril 3: Flow-through de CIM QA-1, Carril 4 a 7: Fracciones de elucion a 27, 28,
29y 30 ml de CIM QA-1. Carril 8: Flow-through de Q-Sepharose XL. Carril 9 to 10: Fracciones de
elucién a 28 y 29 ml de Q-Sepharose XL.

22

Conductividad [mS/cm]



2.5 Discusién y Conclusiones

En este estudio se desarrollé6 un método de cromatografia de intercambio aniénico para
la purificacion de vectores adenovirales serotipo 5 (rAdV5) para terapia génica contra el
alcoholismo.

Aunque han sido reportados trabajos con membranas y columnas monoliticas para la
purificacion de vectores adenovirales, desarrollar una estrategia de purificacion es
crucial para optimizar el rendimiento y calidad de vectores adenovirales para su uso en
protocolos clinicos [11,38]. De esta manera, es posible seleccionar las técnicas mas
apropiadas para la purificacién del vector adenoviral (rAdV5) que transporta el gen
antisentido de la enzima humana aldehido deshidrogenasa ALDH2.

Se realizaron diferentes experimentos usando distintos soportes cromatograficos. Se
evaluaron tres columnas de intercambio aniénico para la purificacion de los vectores
rAdV5: la columna Q-Sepharose XL, las columnas monoliticas CIM QA-1 y CIM DEAE-
1. Estas columnas tienen diferentes ligandos y matrices, fueron evaluadas bajo las
mismas condiciones de elucién con gradiente lineal y gradiente de dos pasos. Para que
los métodos fueran comparables, se us6 el mismo batch de produccibn como muestra
para todas las corridas. Como ya se habia reportado [41], se observd que para las tres
columnas se mejora la separacion de los vectores rAdV5 cuando se aplica el método de
elucién de gradiente de dos pasos, siendo ademdas un proceso reproducible. Estos
factores son cruciales para lograr altos rendimientos en la recuperacion de vectores
rAdV5 para aplicaciones en ensayos preclinicos y clinicos [9,48].

Los resultados muestran que la separacion de los vectores rAdV5 fue mejor usando
ambas columnas de intercambio anidénico fuerte con el método de elucién con gradiente
de dos pasos. Esto se debe a sus grupos funcionales, ya que cuando se comparan los
resultados de la separacién con la columna Q-Sepharose XL con los resultados de la
separacion usando la columna CIM QA-1, no es claro como el tamafio del adenovirus
(90-100 nm) afecta la capacidad dinamica de las columnas. Ha sido reportado que la
columna Q-Sepharose XL ofrece ventajas para la separacion de adenovirus en
comparacion con otras columnas empacadas como la columna Source 15Q, la cual ha
sido muy usada para purificar adenovirus [40]. Sin embargo, la baja capacidad dinamica
ha sido asociada a la distribucién de tamafio de poro [47]. Por otro lado, los canales de
la columna monolitica son de gran tamafio (1,3 um), incrementando la capacidad
dindmica potencial de macromoléculas, tales como adenovirus. La capacidad dinamica
de union de la columna Q-Sepharose XL y de la columna monolitica CIM QA-1 para
vector adenoviral rAd5 esta reportado [49,50]. En este estudio, todos los experimentos
fueron realizados dentro de los rangos de la capacidad dinamica de unién de cada
columna cromatografica.

Para los dos volimenes de muestra ensayados, ambas columnas, columna Q-
Sepharose XL y columna CIM QA-1, fueron capaces de separar los vectores rAdV5 de
los contaminantes, logrando una buena pureza. Al incrementar el volumen de la
muestra, los rendimientos para ambas columnas aumentaron. Por lo tanto, el volumen
de la muestra es un parametro importante para tomar en cuenta en el escalamiento del
proceso. Ademas, se obtuvieron mejores rendimientos con la columna monolitica CIM
QA-1 comparado con los obtenidos con la columna Q-Sepharose XL. Esto se puede
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deber a que las columnas monoliticas tienen valores mas altos valores de capacidad
dindmica de unién (DBC) comparado con las columnas tradicionales [42,51].

Las columnas monoliticas logran mas rapida separacion, concentracion y purificacion,
objetivos principales para el escalamiento de la produccion de vectores virales. Con
este método de produccion se obtuvieron particulas virales estructuralmente intactas
usando las distintas columnas y velocidades de flujo.

Cabe mencionar, que estos resultados obtenidos en el laboratorio fueron usados como
base para la producciéon GLP de adenovirus, realizada en el National Research Council,
Canada, para ser usados en pruebas pre-clinicas. Este proceso consistid en la
purificacion mediante la columna de intercambio anidénico Q-Sepharose HP (480 ml) con
una capacidad dinamica de unién de 1,04x10 vp/ml, y luego una cromatografia de
exclusiébn por tamafio, columna Sephacryl S-400 HR. La produccién de rAdV5 fue
conducida en un bioreactor de 60L con un volumen de cultivo de 45L. En el cultivo se
obtuvo una concentracion de virus de 2,4 x 10* vp/ml. El vector rAdV5 purificado fue
colectado en un volumen de 166 ml con una concentracién de 2.4x10%? vp/ml, y
medidas como unidades infecciosas igual a 1.8x10™ IU/ml. La recuperacién de
particulas virales del proceso fue de 37%. La razon entre VP:IU fue 13:1; este valor se
encuentra dentro de rangos bien aceptados por la FDA como indicador de la potencia
del producto [50].

Se estan realizando pruebas pre-clinica en forma exitosa en SA-FORD, Sanctuary for
Research and Development in Mumbai, India.

En conclusion, los resultados presentados en este trabajo demuestran que el uso de la
columna monolitica CIM QA-1 es una mejor alternativa que la columna Q-Sepharose
XL, y que la columna monolitica CIM DEAE-1 para ser usada en la purificacién de
vectores rAdV5 llevando el gen antisentido humano de la enzima aldehido
deshidrogenasa Aldh2.
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3 PRODUCCION Y PURIFICACION DE VECTORES ADENOASOCIADOS AVV Y
scAAV SEROTIPOS 2 Y 8 PARA TERAPIA GENICA CONTRA EL
ALCOHOLISMO
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3.1 Resumen

La tecnologia de ARN antisentido de la enzima ALDH2 fue validada, tanto in vitro como
in vivo, usando vectores adenovirales. Se planted la alternativa de cambiar el vehiculo
de transferencia génica por vectores virales adenoasociados (AAV), considerando sus
multiples ventajas, que se acomodan a su uso en terapia génica contra el alcoholismo.
Los vectores adenoasociados AAV transducen a células que se encuentran en division
y células quiescentes, tienen una expresion génica prolongada, no son patogénicos,
ademas son estables a mayores temperaturas que los adenovirus, resisten detergentes
no ionicos y enzimas proteoliticas.

Sin embargo, en el contexto de produccién de vectores virales para pruebas pre-
clinicas y clinicas para uso en humanos, se requieren disefiar métodos de produccién y
purificacion que sean escalables, reproducibles y que cumplan con los estandares de
calidad requeridos.

El presente estudio se enfoca en producir y purificar vectores adenoasociados AAV y
SCAAYV de serotipos 2 y 8 para terapia génica contra el alcoholismo.

Los vectores adenoasociados fueron producidos por el método de triple transfeccién
libre de virus ayudante, uno de los métodos mas seguros tanto en su produccion como
para el paciente. Se utilizé la linea celular HEK293-F creciendo en adherencia en
DMEM/F12 con 5% SFB. Los vectores virales fueron purificados mediante
cromatografia de intercambio aniénico, utilizando la columna monolitica CIM QA-1. Las
fracciones eluidas fueron cuantificadas por RT-PCR, analizadas con SDS-Page y
visualizadas con TEM. También se analizé su infectividad en células hepéticas HepG2
utilizadas como modelo de higado.

En el proceso de produccién de AAV, se obtuvieron 3,2x10° vg/ml; 7,8x10" vg/ml y
5,5x10° vg/ml para AAV2 antiAldh2, scAAV2 antiAldh2 'y scAAV2 _GFP
respectivamente; y 1,9x10" vg/ml; 4,2x10"° vg/ml y 1,7x10*° vg/ml para
AAV8_antiAldh2, scAAV8_antiAldh2 y scAAV8_GFP respectivamente.

Se logré realizar la purificacion de los vectores producidos, verificar su morfologia e
infectividad.

Se pudo determinar que la capacidad de la columna monolitica CIM QA-1 es distinta
para los vectores AAV2 y AAVS8. Siendo 5,2x10® vg/ml la capacidad de la columna para
AAV2 y 1,8x10*vg/ml para AAVS.
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3.2 Introduccidén

El uso de los vectores virales adenoasociados (AAV) ha ido en aumento en los ultimos
afios para aplicaciones en terapia génica. Se han aislado mas de 100 serotipos desde
distintas especies. Esta variedad de serotipos es muy ventajosa para aplicaciones en
terapia génica en humanos, debido a la diversidad de tropismo de estos serotipos. Los
virus adeno-asociados son muy resistentes a condiciones extremas de pH, detergente y
temperatura, lo que los hacen de facil manipulacién [52].

El AAV serotipo 2 (AAV2) es el mejor caracterizado y mas usado en estudios de
transferencia génica [53]. AAV2 es uno de los cinco serotipos méas conocidos. Los
serotipos 1, 2 y 3 comparten el 85% de identidad de la secuencia de aminoacidos de la
capside, serotipo 4 y 5 tienen un 55% de identidad comparado con AAV2.

Los virus AAV son muy seguros para el paciente, no se ha detectado que causen
alguna enfermedad en humanos, ni en simios. Provocan una baja respuesta inmune e
inflamatoria. Sin embargo, su uso en aplicaciones clinicas puede verse limitado, debido
al desarrollo de anticuerpos neutralizantes, puede ser necesario el uso de
iInmunosupresores [11].

El virus adenoasociado AAV entra a la célula a través de endosomas, y es transportado
al nucleo por proteinas motoras. El receptor primario es un proteoglicano sulfato
heparina [54]. Una vez que ha entrado el virus adenoasociado AAV a la célula, es
transportado al nacleo, ahi su genoma de hebra simple es convertido en una molécula
de doble hebra, la cual se puede replicar con la maquinaria de la célula huésped en
presencia de virus ayudante. En ausencia de un virus ayudante, el genoma de AAV es
integrado en el genoma de la célula huésped y persiste en forma latente.

Para la construccién del vector AAV para terapia génica sOlo se requiere que las
secuencias terminales repetidas invertidas (ITR) se entreguen en forma cis. Los dos
marcos de lectura (ORF) pueden ser removidos desde el genoma y ser entregados en
forma trans, esto permite colocar un inserto o gen de interés para la terapia génica de
largo equivalente al genoma de AAV [55].

El genoma de AAV consiste en dos grandes marcos de lectura (ORF) limitados por
secuencias terminales repetidas invertidas (ITR), que son necesarias para un
empacamiento apropiado y sirven como origen de replicacion entre otras funciones. El
marco de lectura ORF izquierdo codifica para cuatro proteinas de replicacion
responsables de la integracion sitio dirigida, responsables de cortar y de la actividad
helicasa (proteinas Rep), ademas de la regulacion de promotores en el genoma de
AAV. El marco de lectura ORF derecho codifica para las proteinas estructurales
(proteinas Cap), llamadas VP1, VP2 y VP3, las cuales ensambla el viribn en forma
icosahédrica compuesta de 60 subunidades [56].

Las proteinas Rep de mayor tamafo (Rep78 y Rep68) se encargan de las funciones de
escision del genoma viral, el rescate, la replicacion y la integracion, y también regulan la
expresion de genes de AAV y promotores heterélogos. Las proteinas de menor tamafio
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(Rep52 y Rep40) se encargan de tomar el ADN de hebra simple replicado y empacarlo
[53].

A pesar de tener una capacidad para transportar insertos pequefos, el vector viral AAV
es un buen candidato para terapias génicas. La ausencia de reaccién inmunoldgica
significante por el huésped, los niveles de expresion persistente del transgen después
de la administracion, y la habilidad de entregar genes en una variedad de tejidos, hace
muy interesante el uso de estos vectores para terapia génica [57].

Se han utilizado con éxito en modelos animales en una variedad de tejidos sin aparente
toxicidad, por lo que se esta comenzando a utilizar en fase de pruebas clinicas en
humanos para el tratamiento de enfermedades genéticas, como por ejemplo hemofilia,
distrofia muscular, amaurosis congénita de Leber y deficiencia de alfa-1 antitripsina [58].

El uso de este tipo de vector viral, puede ser una buena alternativa para una terapia
génica contra el alcoholismo en base a la tecnologia de ARN antisentido [4]. El tamafio
de la secuencia antisentido del ARN mensajero de la enzima ALDH2es de 1600 pb
aproximadamente, menor al tamafio maximo que pueden encapsidar los vectores AAV,
hasta 3000 pb de gen de interés. Existen serotipos de AAV con tropismo al higado,
como el vector AAV serotipo 8 [58], 6rgano donde se quiere aplicar en forma especifica
la inhibicion de la expresion de la enzima ALHD2. Ademas, su ventaja en bioseguridad
en la produccion y para el paciente lo hace una atractiva alternativa de vector de
transferencia génica para el tratamiento contra el alcoholismo.

Actualmente existen varias estrategias de produccion de vectores AAV, la mas usada
se basa en el método de transfeccion transitoria libre de virus ayudante, que consiste
en un sistema de tres plasmidios que se transfectan al mismo tiempo en las células
HEK293. Un plasmidio contiene los genes de empaquetamiento del AAV (Rep y Cap),
otro plasmidio contiene el gen de interés flanqueado con los ITR; y el tercer plasmidio
contiene los genes ayudantes aislados desde adenovirus (Ad) HEK293 [55,58].

Una segunda estrategia de produccion de AAV se basa en el uso de herpes simplex
virus recombinante (rHSV) en una triple infeccion de células BHK [60, 61]. La tercera
estrategia se basa en un sistema de baculovirus, el que requiere de la infeccion
simultdnea con tres baculovirus en células de insecto, llevando los diferentes genes que
requiere la formacion del vector AAV [62, 63]. Una cuarta estrategia se basa en una
linea celular productora de AAV derivada de las lineas celulares HeLa o A549, la cual
consiste en mantener en forma estable los genes de empaquetamiento de AAV
(Rep/Cap) en el genoma de la célula productora [64]. Aunque este método es mas facil
de escalar y produce altas titulaciones de vector AAV comparado con el método de
triple transfeccion transitoria. Este método requiere un adenovirus nativo (o “wild-type”),
lo que conlleva un potencial riesgo de contaminacion con adenovirus en el producto
final.

Hay una gran variedad de serotipos de virus AAV, cercano a 100, pero no todos han
podido ser aislados (Serotipos 1 al 9). Por lo tanto, se han buscado métodos escalables
para poder purificar esta diversidad de serotipos. Inicialmente todos son purificados con
gradiente de cloruro de cesio y algunos con iodixanol [65, 66]. Sin embargo, estos
métodos no son faciimente de escalar, por lo que el uso de cromatografia de
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intercambio aniénico para la purificacion de vectores AAV ha sido desarrollada para
algunos de los serotipos 1, 2, 4, 5, and 8. [67-72]. También, se esta incursionando en
cromatografia de afinidad con ligando anti-AAV, se han hecho pruebas para purificar
AAV serotipos 1, 2, 3y 5[73].

También, se han desarrollado varias estrategias para separar capsides vacias de
vectores virales AAV completos, para facilitar la formulacion y determinacion de dosis a
aplicar al paciente [74, 75].

Ademas, se han definido diferentes procesos para produccién nivel GMP de vectores
AVV para ensayos clinicos, logrando grandes avances en las limitaciones de su
produccion. Sin embargo, aun hay que enfocar los desarrollos en definir procesos de
produccién y purificacién robustos y estandarizados para lograr su comercializacién
[76].

El objetivo de este trabajo fue definir una estrategia de produccion y purificacion de
vectores AAV serotipos 2 y 8, que contengan la secuencia antisentido de mARN de la
enzima ALDH2, para poder ser utilizado para proximas pruebas en laboratorio, para
validar su uso para terapia génica contra el alcoholismo.
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3.3 Materiales y Métodos

3.3.1 Lineas Celulares y condiciones de cultivo

Las lineas celulares que se utilizaron en el trabajo fueron: la linea celular de crecimiento
rapido HEK293F (Invitrogen) y la linea celular hepética HepG2 (ATCC). La linea celular
de crecimiento rapido HEK-293-F se utiliz6 para producir los vectores adenoasociados
AAV. La linea celular HepG2 se utilizé para analizar la infectividad de los vectores
virales AAV producidos. Las dos lineas celulares fueron cultivadas en adherencia en
placas T-75, utilizando como medio de cultivo DMEM/F12 (Invitrogen) con 10% de
suero fetal bovino (SFB). Fueron mantenidas a 37°C, 85% de humedad con 5% de CO..
Las lineas celulares fueron mantenidas en su etapa de crecimiento exponencial
mediante su pasaje cada dos dias, cuando lograban un 70-85% de confluencia.

Para determinar la viabilidad celular, se utilizé el equipo contador automatico LUNA™
Automated Cell Counter (Logos Biosystem), el que utiliza 20 ul de una mezcla 1:1
demuestra y tripan blue, en cada una de las dos camaras de la placa LUNA™ Cell
Counting Slide.

3.3.2 Vectores plasmidiales para produccién de vectores AAV

Los plasmidios utilizados para la produccion de AAV y scAAV son los siguientes: pAAV-
aldh2, pscAAV-aldh2, pscAAV-GFP, pAAV-RC2, pAAVRCS8 y pHelper.

El plasmidio pAAV-antiAldh2 (6.231 pb), que contiene la secuencia antisentido del
RNA mensajero de la enzima Aldh2 humana (antiAldh2) flanqueada por las secuencias
ITR, fue elaborado por el Dr. Sergio Mercado A. en el afio 2011, a partir del plasmidio
pPACCMVpLpARS-AIdh2 (10.392 pb) facilitado por el Dr. Yedy Israel del Laboratorio de
Farmacoterapia Génica de la Universidad de Chile. Dicho plasmidio fue digerido con la
enzima de restriccion Hindlll, y la secuencia antiAldh2 fue clonada en el plasmidio
pAAV-MCS (4.650 pb, Stratagene) digerido con la misma enzima de restriccion.

El plasmidio pscAAV-antiAldh2 para producir self-complementary AAV, fue elaborado
por la Dra.(c) Anamaria Sanchez D. en el afio 2013, a partir del plasmidio pAAV-
antiAldh2 digerido con las enzimas de restriccion EcoRI y Xhol, para clonar la
secuencia antiAldh2 en el plasmidio pscAAV-GFP (Addgene ©), al que se le retird la
secuencia de la proteina GFP mediante la digestion con las enzimas EcoRI y BspMI. El
plasmidio pscAAV-GFP (5.370 bp) fue obtenido desde Addgene © vy utilizado como
control de transfeccion e infeccion.

Los plasmidios pAAV-RC2 (7.321 pb, Stratagene), pAAV-RC8 (7.320 pb, facilitado por
el Dr. Yedy lIsrael del Laboratorio de Farmacoterapia de la Universidad de Chile),
corresponden a los plasmidios que codifican para las proteinas Rep y Cap de los
serotipos 2 y 8 de vectores AAV.

El plasmidio pHelper (11.600 bp, Stratagene) contiene los genes de adenovirus
necesarios para la replicacion de AVV (E2A, EAORF6 y V4), a excepcion de los genes
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de Adenovirus EA1 y EB1, que se encuentran integrado en el genoma de las células
HEK293.

Todos los plasmidios fueron amplificados mediante clonacién y cultivados usando la
cepa bacterial E.coli Topl0. Se cultivaron 500 ml en medio LB para realizar la
preparacion de cada plasmidio. La purificacion de los plasmidio fue realizada utilizando
el kit Qiagen maxiprep, logrando concentraciones de 500 ng/ul a 1.500 ng/pl.

3.3.3 Produccion de vectores AAV

Se utiliz6 el método de triple transfeccion usando fosfato de calcio, el protocolo fue una
adaptacion del protocolo recomendado en el Manual del Sistema Libre de Virus Helper
de Stratagene y el protocolo de Samulski, 2006 [55].

Se utilizaron placas de 100 mm para cultivar las células HEK293F por 48 horas. Tres
horas antes de la triple transfeccidn, se hizo un cambio de medio de cultivo a cada
placa por medio fresco. Los plasmidios se ajustaron a una concentracion cercana a 1
mg/ml. En un tubo de 15 ml se agregaron los tres plasmidios y se agreg6é 1 ml de CacCl
0,3M, se mezclaron suavemente. Luego en otro tubo de 15 ml se agreg6 1 ml de buffer
2xHBS. El contenido del primer tubo se agreg6 sobre el segundo tubo, mediante goteo
con pipeta. Se mezclé e inmediatamente se aplicd sobre la placa de 100 mm por goteo
con pipeta en forma homogénea y bien distribuida. Se dejaron las placas en la
incubadora a 37°C por 24 horas, luego se cambié el medio por medio fresco. Se
dejaron por 24 horas a 48 horas mas, hasta visualizar un efecto citopatico.

Pasado el tiempo de produccién viral, se colectaron las células y el medio, y se
aplicaron tres ciclos de congelar/descongelar para liberar los virus. Las células y debris
se removieron por centrifugacion y se recuper6 el sobrenadante. A este sobrenadante
se le agreg6 200 unidades de Benzonasa y se dejé por una hora en agitacion a 100 rpm
[77, 78]. Luego, el sobrenadante fue alicuotado y almacenado a -80°C.

3.3.4 Purificacion de los vectores AAV y scAAV usando cromatografia de
intercambio aniénico

Los vectores virales fueron purificados usando la columna monolitica CIM QA-1 (1 ml,
BiaSeparation). Se utilizé el equipo FPLC AKTA (GE) para realizar las cromatografias.
El buffer A fue de 50 mM Tris-HCI pH 8,5 y el buffer B fue de 50 mM Tris-HCI, 2M NacCl
pH 8,5. Las purificaciones fueron realizadas a un flujo de 4 ml/min. Todas las muestras
fueron filtradas en 0,45 ym. El volumen de las muestras fue de 6,5 ml. Se aplicé una
elucion con gradiente de tres pasos segun el siguiente protocolo: OM de NaCl por 20
CV, 0,1M de NaCl por 15 CV y 0,2M de NaCl por 15 CV, y finalmente 2M de NaCl por
10 CV (Adaptado desde un protocolo facilitado por BiaSeparation para AAV). El Flow
Through (FT) obtenido fue cargado a la columna repitiendo el mismo protocolo descrito.
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3.3.5 Analisis mediante TEM de los vectores virales AAV producidos y
purificados

La morfologia e integridad de los vectores producidos y purificados fueron analizadas
mediante TEM con tincidn negativa de acetato de uranilo al 1%, y microfotografiado con
una camara digital.

3.3.6 Cuantificacién mediante RT-PCR de la produccion de AAV y fracciones
eluidas de las cromatografias

El ADN de las muestras virales fueron extraidas y purificadas con el kit High Pure Viral
Nucleic Acid (Roche). El protocolo y partidores para RT-PCR fueron los mismos que los
descritos en la seccion anterior. Se utilizo el equipo LightCycler Nano (Roche).

3.3.7 Analisis de pureza mediante SDS-PAGE

Se prepararon geles de SDS al 12,5% de poliacrilamida. Se agregaron 15 ul de cada
muestra preparada segun protocolo estandar. En cada gel, se colocaron 5 ul de un
marcador de peso molecular (Prestained Protein Molecular Weight Marker, Fermentas).
Los geles luego fueron tefidos con Azul Coomassie como se describié en la seccidn
anterior, y luego fueron tefiidos con nitrato de plata.

3.3.8 Transduccion de células HepG2 para analisis de infectividad de los
vectores virales AAV purificados

Las células HepG2 fueron crecidas en placas de 100 mm y transducidas con los
vectores adenoasociados purificados scAAV2_GFP y scAAV8_GFP. Se retir6 el medio
de cultivo de las placas, y se agregd 500 pl de la fraccion eluida de la purificacion
conteniendo el vector adenoasociado. Las placas fueron mantenidas a 37 °C, 5% CO
por 1 h. Luego se completé con el volumen de medio de cultivo correspondiente y se
dejaron por 24 horas y se cambid el medio de cultivo de las placas, luego se dejaron
hasta 48 horas para su posterior visualizacién con microscopio de fluorescencia.
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3.4 Resultados y Discusion

3.4.1 Produccién de rAAV2, scAAV2, rAAV8 Yy scAAVS

La produccion de los vectores virales fue realizada utilizando 6 placas de cultivo (100
mm) con células HEK293F a 70% de confluencia en cada caso. Se realizé la
produccion mediante el método de triple transfeccion para cada uno de los 6 tipos de
vector adenoasociado: AAV2_antiAldh2, scAAV2_antiAldh2, scAAV2_GFP,
AAV8_antiAldh2, scAAV8 antiAldh2 y scAAV8_GFP. Tres placas de cultivo se
utilizaron para producir vectores virales y otras 3 placas de cultivo se utilizaron como
controles negativos.

Cada placa tenia 10 ml de medio de cultivo, con aproximadamente 8x10° células por
placa. La cuantificaciéon de la produccion de cada tipo de vector adenoasoaciado se
midié con RT-PCR. Este método entrega el numero de copias del genoma del vector
viral (vg), por lo tanto cuenta los vectores virales con DNA en su interior, no incluye las
capsides vacias. Los datos entregados por el equipo LightCycler Nano y los célculos de
la cuantificacion se encuentran en el Anexo lll.

El rendimiento de produccion obtenido para AAV2_antiAldh2, scAAV2_antiAldh2 y
scAAV2_GFP fue de 3,2x10° vg/ml (4.031 vg/célula); 7,8x10° vg/ml (98 vg/célula) y
5,5x107 vg/ml (68 vg/célula) respectivamente.

El rendimiento de produccién obtenido para AAV8_antiAldh2, scAAV8_ antiAldh2 y
scAAV8_GFP fue de 1,9x10™ vg/ml (232.252 vg/célula); 4,2x10%° vg/ml (52.785
vg/célula) y 1,7x10% vg/ml (20.796 vg/célula) respectivamente.

3.4.2 Purificacion de los vectores virales AAV2, scAAV2, AAV8 y scAAVS8

i)  Analisis de la purificacion de los vectores AAV2 y scAAV2 mediante cromatografia
de intercambio anidnico usando columna monolitica CIM QA-1

En la Figura 7 se presenta el perfil de elucion de la cromatografia de intercambio
anionico para purificar los vectores virales AAV2_antiAldh2. En la Figura 7A se
aprecian 3 peaks luego del Flow Through (FT). En el segundo y en el tercer peak
eluyeron los vectores virales, que fueron identificados por RT-PCR. Se cargaron a la
columna 3,2x10% vg, se pudo cuantificar que gran parte de los virus eluyeron en el Flow
Through (FT), 2,6x10* vg; en el segundo peak eluyeron 2,8x10% vg y en el tercer y
tltimo peak eluyeron 2,4x108 vg. La cantidad total recuperada fue de 5,2x108 vg.

A partir de los datos de la Figura 7A, se calculé una relacion entre Absorbancia y
cantidad de particulas virales gendmicas (vg), obteniendo en el segundo peak un factor
igual a 2,3x10° [vg/mAU=ml], y para el tercer peak un factor igual a 1,8x10°
[va/mAU=ml]. Este factor se utilizé para calcular la cantidad de vector viral en los peaks
de las siguientes cromatografias. La razén entre Absorbancia a 260 nm y Absorbancia a
280 nm fue de 0,89 y 0,75 respectivamente, de estos valores se puede deducir que hay
mayor cantidad de vectores vacios que vectores virales completos, segun lo publicado
en diferentes articulos cientificos [74, 75].
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Figura 7: Purificaciéon en dos pasos de AAV2_antiAldh2 por cromatografia de intercambio aniénico
con columna monolitica CIM QA-1. A) Perfil de elucion purificacion de AAV2_antiAldh2. B)
Purificaciéon del Flow Through de la cromatografia de AAV2_antiAldh2. La linea continua muestra
la absorbancia a 260 nm, la linea segmentada muestra la absorbancia a 280 nm y la linea punteada
muestra la conductividad de la fase mévil.

El volumen de FT recuperado, fue nuevamente separado en un segundo paso de
cromatografia. En la Figura 7B se muestra el perfil de elucion de la cromatografia del
FT. Se pueden apreciar sélo dos peaks. Se cargaron 1,7x10'° vg, los vectores virales
solamente eluyeron en el segundo peak, obteniendo 5,2x10% vg. El tercer peak del perfil
de purificacidon anterior desaparece casi por completo. Se puede deducir que en el
tercer peak se encontraban los virus que tenian mayor carga negativa.

En el caso de las cromatografias para purificar scAAV2_antiAldh2 y scAAV2_GFP, se
presentan sus perfiles en Anexo |, se cargaron 7,8x10° vg y 5,5x10° vg
respectivamente, pudiendo recuperar 3,8x10% vg y 3,7x10% vg en el dltimo peak
respectivamente.
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También, para el caso de la purificacion de scAAV2_antiAldh2se realiz6 una segunda
etapa de recuperacion mediante una cromatografia del FT obtenido. Se cargaron
2,6x10° vg y se recuperaron en un 100% en el segundo peak.

A partir de los resultados obtenidos, es posible indicar que la capacidad de la columna
esta limitada a una capacidad en un rango cercano a 5,2x10° vg/ml de columna
(volumen de la columna 1 ml). Esto explica que en las primeras cromatografias, donde
la muestra era varios ordenes de magnitud mayor, se perdiera gran cantidad de los
vectores virales en el FT. Por lo tanto, es necesario utilizar una columna de un volumen
determinado a partir de la cantidad de vectores virales a purificar y su capacidad. Para
el caso de la Figura 7A, seria necesario utilizar una columna de 61 ml.

Por otro lado, se hizo un analisis de la pureza de las fracciones colectadas mediante
SDS-PAGE. Se corrieron 6 geles. Se hizo una tincion con Azul de Coomasie y luego
una tincién con plata. Se utilizé el software Gel Analyzer para analizar las bandas de
cada carril del Gel 1 tefiido con plata presentado en Anexo Il. Se obtuvo un 97% de
pureza en la fraccion que eluyd a 45 mly 88% de pureza en la fraccion que eluy6 a 60
ml.
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i) Analisis de la purificacion de los vectores AAV8 y scAAV8 mediante cromatografia
de intercambio anidnico usando columna monolitica CIM QA-1

En la Figura 8 se presenta el perfil de elucion de la cromatografia de intercambio
anidnico de los vectores virales scAAV8 antiAldh2. En la Figura 8A se aprecian
también 3 peaks de elucion. Encontrando el vector viral en el segundo y tercer peak,
pero en mayor cantidad en el tercer peak.
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Figura 8: Purificacién en dos pasos de scAAV8_antiAldh2 por cromatografia de intercambio
anidnico con columna monolitica CIM QA-1. A) Perfil de elucidn purificacion de
scAAV8_antiAldh2. B) Purificacion del Flow Through de la cromatografia de scAAV8_antiAldh2.
Lalinea continua muestra la absorbancia a 260 nm, la linea segmentada muestra la absorbancia a
280 nm y la linea punteada muestra la conductividad de la fase movil.

Se cargaron 1,9x10* vg, 4,2x10" vg y 1,7x10* vg para las cromatografias de
AAVS8_antiAldh2, scAAV8_ antiAldh2 y scAAV8_ GFP respectivamente. Los perfiles de
elucidén de cada cromatografia se presentan en Anexo I. En el segundo peak se obtiene
baja cantidad del vector viral, sin embargo en el tercer peak se obtiene un 5%, 24% y
10% de recuperacién respectivamente. Recuperando en total 1x10™ vp y 1,1x10* vp
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en el caso de la cromatografia de AAV8-antiAldh2 y scAAV8 antiAldh2
respectivamente, lo que indica que la capacidad de la columna para vectores virales
AAV de serotipo 8 es de aproximadamente 1,1x10™ vg/ml. Teniendo que utilizar una
columna de 17 ml y 4ml de volumen para purificar la cantidad cargada de
AAV8_ antiAldh2 y scAAV8_antiAldh2 respectivamente.

Sin embargo, en la cromatografia para purificar scCAAV8 _GFP (Ver Figura 9), se
recuperaron 1,8x10'° vg en total, cantidad seis veces menor a la capacidad de la
columna. Esto se puede deber a que la cantidad de contaminantes es la misma en
todas las cromatografias, por lo tanto al haber menor cantidad de virus en la muestra,
baja la probabilidad de poder unirse a los ligando por competencia con los
contaminantes. Por lo tanto, en este caso, se considera como capacidad minima de la
columna de 1,8x10'°vg/ml, tendiendo que utilizarse una columna de 9,5 ml.
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Figura 9: Purificacién en dos pasos de scAAV8_eGFP por cromatografia de intercambio aniénico
con columna monolitica CIM QA-1. A) Perfil de elucién purificacién de scAAV8_antiAldh2. B)
Purificaciéon del Flow Through de la cromatografia de scAAV8_eGFP. La linea continua muestra la
absorbancia a 260 nm, la linea segmentada muestra la absorbancia a 280 nm y la linea punteada
muestra la conductividad de la fase movil.
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En la Figura 9 se muestra la purificacion de scAAV8_GFP. En la Figura 9A se muestra
la primera etapa cromatogréfica, y en la Figura 9B se muestra la cromatografia del FT
de la primera etapa. En la segunda etapa se cargaron 7,9x10° vg, eluyendo el 100% de
ellos en el tercer peak. Esto se debe a que la cantidad de vector viral en la muestra era
mas de 20 veces menor que la capacidad minima de la columna.

Se utilizo el software Gel Analyzer para analizar las bandas de cada carril del Gel 6

tefiido con plata presentado en Anexo Il. Se obtuvo un 94% de pureza en la fraccion
que eluydé a 45 mly 73% de pureza en la fraccién que eluy6 a 46 ml.
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3.4.3 Analisis estructural de los vectores virales AAV2 y AAV8 mediante TEM

Los vectores virales se visualizaron en un microscopio electronico de transmision
(TEM), se mostraron como estructuras icosahédricas de 25-40 nm de tamafo para
ambos serotipos de AAV, serotipos 2y 8 (Ver Figura 10y 11).

Figura 10: Analisis mediante TEM del vector viral AAV2 purificado con la columna monolitica CIM
QA-1. Se muestran los vectores virales AAV2 intactos con tamafio entre 20 nm y 30 nm, forma
icosahédrica caracteristicay se aprecia presencia de contaminacion celular. Magnificacién
135.000x.
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Figura 11: Anélisis mediante TEM del vector viral AAV8 purificado con la columna monolitica CIM
QA-1. Se muestran los vectores virales AAV8 intactos con tamafio entre 20 nm y 30 nm, forma
icosahédrica caracteristicay se aprecia presencia de contaminacidn celular. Magnificacién
135.000x.
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3.4.4 Analisis de infectividad de vectores purificados

Se hizo un analisis de la infectividad de los vectores purificados, utilizando el vector
SCAAV_GFP serotipo 8, el cual tiene tropismo al higado. Se hizo una transfeccion en
células HepG2, luego de 48 horas se realiz6 un andlisis mediante microscopio de
fluorescencia.

Figura 12: Microscopia de fluorescencia de células HepG2 transducidas con el vector viral
scAAV_GFP purificado por cromatografia de intercambio aniénico con columna monolitica CIM
QA-1.

En la Figura 12 se puede apreciar que hubo expresién de la proteina fluorescente verde
GFP en las células HepG2 transducidas o infectadas, por lo tanto los virus producidos y
luego purificados mantuvieron su capacidad de infeccion.
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3.5 Conclusiones

Se lograron producir seis distintos vectores virales adenoasociados, cuatro de ellos
llevaban la secuencia antisentido antiAldh2 para el tratamiento contra el alcoholismo, y
dos llevaban el gen de la proteina fluorescente verde GFP como control para
determinar la infectividad del virus purificado.

Los niveles de produccién fueron muy variados, siendo la produccién de los vectores
AAVS8 varios 6rdenes de magnitud mayor a la produccién de los vectores AAV2.

En la produccion de AAVS8 se obtuvieron 1,9x10™ vg/ml, 4,2x10° vg/ml 'y 1,7x10% vg/ml
para AAV8_antiAldh2, scAAV8_antiAldh2 y scAAV8_GFP respectivamente.

En la produccién de AAV2 se obtuvieron 3,2x10° vg/ml; 7,8x10" vg/ml y 5,5x10" vg/ml
para AAV2_antiAldh2, scAAV2_antiAldh2 y scAAV2_GFP respectivamente.

Estos valores se encuentra dentro del rango de produccién de vectores AAV publicados
utilizando el método de triple transfeccion, donde indican que la produccion debe ser
mayor a 10’ vp/ml.

Se pudo determinar que la capacidad de la columna monolitica CIM QA-1 fue menor
gue lo esperado. Se pudo determinar una capacidad distinta para los vectores AAV2 y
AAVS, encontrandose valores de 5,2x10% vg/ml para AAV2 y de 1,8x10*vg/ml para
AAVS.
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4 INGENIERIA GENETICA DE HEK 293 PARA PRODUC@ION DE VECTORES
ADENO-ASOCIADOS PARA USO EN TERAPIA GENICA CONTRA EL
ALCOHOLISMO
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4.1 Resumen

En el presente trabajo se desarrolla un nuevo método de produccion de virus AAV, que
utilizaria una doble transfeccion en células HEK293 recombinante. Este método es una
version simplificada del método de triple transfeccion transitoria.

Se desarrollo una linea celular recombinante de HEK293F conteniendo uno de los tres
elementos esenciales para la produccion de AAV. En este caso se integrd al genoma de
HEK293F el fragmento que contiene los ITR y el gen de interés. Se utilizé el sistema de
integracion por transposones PiggyBac para obtener mayor niumero de copias en el
genoma de HEK293F.

Se comparé la produccion de AAV con el nuevo método y el método convencional,
mediante cuantificacion con RT-PCR, y la infectividad fue medida por citometria de flujo.
Ademas, se hizo un analisis estructural mediante TEM.

Se logr6 desarrollar una linea celular HEK293F recombinante, Illamada
HEK293F_ITRGFP, que contiene uno de los tres elementos esenciales para la
produccioén de vectores AAV.

Se logré producir vectores AAV2 y AAVS8 con el huevo método de doble transfeccion en
células recombinantes HEK293F ITRGFP. La produccién de AAV2 fue de 9,4x10°
vg/ml con el método convencional y 2,4x10° vg/ml con el nuevo método. La produccién
de AAVS fue de 4,2x10'° vg/ml con el método convencional y 1,8x10° vg/ml con el
nuevo método. Esto es 40 y 24 veces menor que con la produccidon convencional.

Los vectores virales AAV2 y AAV8 producidos con el método convencional fueron
infectivos, obteniendo 2,2x10° ip/ml (particulas infecciosas/ml) de AAV2 y 1,2x10° ip/ml
de AAVS . Por el nuevo método se produjeron 4,7x10% ip/ml de AAV2 y 4,1x10* ip/ml de
AAVS.

Por lo tanto, se puede concluir que se produjeron vectores virales AAV2 y AAVS8
completos con su genoma pero que la mayoria no fueron infectivos.
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4.2 Introduccién

Los vectores virales representan el vehiculo mas efectivo de transferencia de genes
para el tratamiento de disfunciones genéticas. A la fecha, sobre el 50% de todos los
ensayos clinicos que se han realizado usaron vectores virales [16]. Es por ello, que
varios tipos de vectores virales han sido ampliamente investigados para entrega de
genes en innumerables protocolos de ensayos clinicos. Los vectores mas usados son
los vectores adenovirales (AdV), retrovirus, y vectores adenoasociados (AAV)
principalmente. Actualmente, los vectores adenoasociados AAV son uno de los mas
usados para terapia génica. Esto se debe a que AAV son virus defectivos de replicacion
y no patogénicos, provienen de la familia de parvovirus. Este virus es capaz de
transducir células en division y quiescentes, y ademas pueden transducir para un
amplio rango de tipos de tejidos dependiendo del serotipo [55, 79].

Existen numerosos métodos de produccién y caracterizacion de vectores AAV [52, 53,
55, 80-83]. La Tabla 1 entrega valores de rendimiento de produccién de AAV para cada
uno de los métodos mas usados.

Tabla 1. Rendimiento de produccién de rAAV con diferentes métodos [52]

Métodos de Produccion RETEN TG
[ vg/cel]

Transfeccion con plasmidios AAV en células HEK293:
-Doble transfeccion y virus ayudante: HEK293 + Ad5 10310
wt/AdDE1
-Triple transfeccién: HEK293 + plasmidio helper 10-10°
Células empacadoras y virus ayudante:
-HeLa B50+Ad5wt 6x103-2x10*
-Hela B50+Ad sub100r 3x10°%-6x10°
-A549+Ad ts >10*
Herpes Simplex virus HSV-1:
-Células BHK +rHSV 10>
Baculovirus y células de insecto:
-Sf9+rBac 5x10*-10°

El primer método que se presenta en la Tabla 1 consiste en usar la linea celular
HEK293 junto con la transfeccién de dos plasmidios, uno conteniendo los genes de la
capside y replicacion, otro plasmidio con el gen de interés encerrado por las secuencias
ITR; y ademas se debe infectar con un adenovirus ayudante, deficiente de E1, para
ayudar en su replicacion. El segundo método considera la linea celular HEK293 y la
transfeccion de tres plasmidios, los mismos plasmidios del método anterior, mas un
tercer plasmidio que contenga los genes de adenovirus ayudante deficiente de E1.

El tercer y cuarto método utilizan la linea celular HeLa empacadora mas la infeccién con
adenovirus nativo, siendo Ad5wt el adenovirus nativo serotipo 5 y Ad sub100r un
adenovirus sensible a la temperatura para inactivarlo al final de la produccion. El quinto
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método usa la linea celular A549 empacadora mas la infeccidon con adenovirus sensible
a la temperatura.

El sexto método utiliza la linea celular BHK vy la triple infeccion con Herpes Simples
virus, uno conteniendo los genes de empacamiento y replicacion Rep/Cap, otro
conteniendo el gen de interés encerrado por las secuencias ITR y un tercero
conteniendo los genes de adenovirus para replicacion. El ultimo método de la Tabla 1
funciona en forma similar al anterior, pero utilizando células de insecto (Sf9) y la
infeccién con tres baculovirus.

El método con mayor proyeccion es el método de triple transfeccion utilizando la linea
celular HEK293, desarrollado por el grupo del Dr. Samulski, el cual requiere del uso de
un plasmidio ayudante con los genes de adenovirus (E1A, E1B, E4 y E2), un plasmidio
con los genes de la cépside (Cap) y los requeridos para replicacion (Rep), y un
plasmidio con el cassette conteniendo el transgen y las secuencias ITR. En este ultimo
se ha eliminado el 96% de los elementos virales [54]. A pesar que el método de triple
transfeccion libre de virus ayudante minimiza la generacién de adenovirus helper wild
type, este método es laborioso, complejo y lento para realizarlo en mayor escala, como
se requeriria para producciéon de virus a ser usado en estudios clinicos. Por otro lado,
los sistemas existentes que usan virus helper son escalables y producen gran cantidad
de vector viral.

Debido a que ninguno de los métodos convencionales usados actualmente permiten
tener un producto de alta pureza y cantidad para que sea factible su produccién a
escala piloto o escala industrial para uso en pruebas clinicas o en tratamientos, es que
diferentes grupos han realizado intentos por mejorar la produccion mediante el
desarrollo de lineas celulares estables productoras de AAV que sean inducibles,
ademas se obtenga alta titulacion, sea escalable y seguro para el uso en seres
humanos.

Las lineas celulares de produccion estable de los genes de empaqguetamiento Rep/Cap
que se han desarrollado, son células que no contienen los genes de adenovirus
E1A/E1B en su genoma, ejemplo son HelLa y A549, por lo que requieren de la infeccién
con adenovirus nativo para que se pueda replicar el vector AAV. Es por ello que grupos
de investigadores han estudiado modificar genéticamente la linea celular HEK293, la
cual contiene los genes de adenovirus E1A/E1B responsables de la replicacion, y asi
mantener en forma estable genes de AAV para mejorar su produccion, y eliminar el
riesgo de contaminacion [82, 83].

La mayor dificultad para crear una linea empacadora de AAV basada en HEK293 se
debe a que el gen E1A de adenovirus, que se encuentra estable en esta linea celular,
activa la expresion de las proteinas Rep, sin control ni regulacion, siendo estas
citostaticas [84] y citotdxicas [85].

Existen dos estudios del grupo de X.Xiao: en el primer estudio lograron hacer una linea
celular empacadora de AAV basada en HEK293 [82] y en el segundo estudio lograron
desarrollar una linea celular empacadora de AAV que mantiene en forma estable el gen
de interés encerrado por las secuencias ITR [83]. Este ultimo estudio es un gran éxito
en términos de titulacion, escalamiento y bioseguridad.
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Varias mejoras de estos métodos han sido publicadas para producir grandes cantidades
de vectores virales de alta calidad, sin embargo adn es necesario desarrollar
alternativas de métodos de produccion. En este trabajo se describe la produccién
mediante la co-transfeccién con dos plasmidios (Rep/Cap y Helper) en una linea celular
HEK293F recombinante que contiene en su genoma varias copias del gen de interés
encerrados por las secuencias ITR. Para validar la metodologia propuesta de
produccién de vectores virales AAV, se desarrollé un sistema prototipo utilizando como
gen de interés la proteina fluorescente verde (GFP) facil de medir y cuantificar. Las
pruebas se hicieron para producir vectores virales de dos serotipos: AAV2_GFP and
AAV8 GFP.
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4.3 Materiales y Métodos

4.3.1 Linea celular y condiciones de cultivo

Se utilizé la linea celular de crecimiento rapido HEK-293-F (Invitrogen). Esta linea
celular fue utilizada para realizar ingenieria genética y modificar su genoma con la
adiciébn de un nuevo constructo. También se utilizd esta linea celular para producir
vectores virales AAV con el método convencional de triple transfeccion; y para realizar
un analisis de la infectividad de los vectores virales AAV producidos.

Las células fueron crecidas en adherencia a condiciones estandares, con medio
DMEM/F12 suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB).

Para contar las células y determinar su viabilidad se utilizé6 el sistema de conteo
automatico LUNA™ Automated Cell Counter (Logos Biosystem).

4.3.2 Ingenieria Genética de HEK293F

i. Plasmidios y enzimas de restriccion

Los plasmidios utilizados en la elaboracién del constructo que fue integrado en
HEK293F son los siguientes: El plasmidio con el gen de interés (GFP) y las secuencias
ITR: pAAV_GFP (5.408 bp), el plasmidio con los genes que expresan para las proteinas
que participan en la replicacién (Rep) y las proteinas estructurales de la capside (Cap)
serotipos 2 y 8: pAAV_RC2 (7.321 bp), pAAV-RC8 (7.320 bp), y el plasmidio pHelper
(11.600 bp) con los genes de adenovirus VA, E2A y E4 que ayudan a la replicacion.
Todos ellos fueron facilitados por el Laboratorio de Farmacoterapia de la Universidad de
Chile. Las proteinas de adenovirus E1A y E1B, necesarias también para la replicacién
de los vectores virales, son expresadas en forma estable en las células HEK293.

El plasmidio pAAV_GFP contiene el promotor fuerte de citomegalovirus CMV, y
elementos para obtener altos niveles de expresién, como lo son el intron de B-globina y
la sefal poliA de la hormona del crecimiento humana (hGH pA). Este plasmidio contiene
las secuencias ITR del vector viral AAV serotipo 2, que dirigen la replicacion y
encapsidacion viral. Estas secuencias pueden usarse también para producir vectores
virales de otros serotipos, como el vector AAV8 utilizado en este trabajo, obteniéndose
un vector viral hibrido AAV2/8.

El plasmidio pAAV_GFP tiene un sitio de multiple clonamiento, donde se insertd la
secuencia de la proteina GFP, en este sitio se pueden colocar genes o secuencias
génicas de hasta 3.000 pb. Por lo tanto, es posible utilizarse para la terapia génica
contra el alcoholismo, la cual tiene una secuencia de 1.600 pb aproximadamente, que
transcribe una secuencia antisentido del ARN mensajero de la enzima aldehido
deshidrogenasa ALDHZ2, descrita en las secciones anteriores.

Este prototipo utilizé el gen de la proteina GFP como un gen reportero de la eficiencia
de transfeccién durante la produccién, ademas como identificador de células HEK293F
modificadas genéticamente y como sefial de su expresion luego de la infeccion viral.
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Para realizar la modificacion genética de HEK293F, a través de la integracién de un
constructo de interés en su genoma, se utilizé el sistema PiggyBac Transposon Vector
(SBI System Biosciences). Este sistema consiste en dos plasmidios que se transfectan
al mismo tiempo, uno de ellos contiene la secuencia que expresa la enzima
transposasa de PiggyBac (PB210PA-1); y el otro plasmidio se utiliza para entregar el
gen de interés a integrar en el genoma (PB510B-1). El plasmidio B510B-1 (6.456 bp)
tiene también el promotor fuerte CMV, un sitio de mdltiple clonamiento (MCS), ademas
contiene dentro del fragmento a insertar al genoma, un marcador de seleccion por
antibiético puromicina dirigido con el promotor EFlalpha. Este fragmento a insertar al
genoma se encuentra flanqueado por las secuencias ITR especificas de PiggyBac, que
permiten su integraciobn en sitios del genoma donde se encuentre la secuencia
nucleotidica TTAA, ademas de su movilizacion y escision. El plasmidio PB210PA-1
(6.964 bp) tiene el promotor CMV, el intron SV40, el gen que expresa la enzima
Transposasa Super PiggyBac y una secuencia poliA SV40.

Ademas, se utilizd el plasmidio pGEMTeasy (Promega) para el clonamiento del
constructo de interés como paso intermedio, por sus numerosas regiones de sitios de
reconocimiento de enzimas de restriccion, para encontrar homologia con el plasmidio
PB510B-1 del sistema de modificacion genética PiggyBac Transposon Vector.

La amplificacién de los plasmidios pAAV_GFP, pAAV_RC2, pAAV_RCS8, pAAV_Helper
y pGemT-Easy, se realizaron en la cepa bacterial E.coli Top10 en cultivo LB a 37°C con
100 pg/ml de ampicilina. Para el plasmidio PB510B-1 se cultivd en medio LB a 30°C y
50 pug/ml de ampicilina segun recomendaciones del fabricante. El plasmidio comercial
PB210PA-1 no puede ser amplificado, se usa directamente del stock plasmidial
comercial.

ii. Clonamiento del fragmento de interés

Las enzimas de restriccion utilizadas fueron las siguientes: Aanl (Psil), Pscl (Pcil) y Smil
(Swal) de Thermo Scientific, y Spel, Notl, Nhel, Sacl y Smal de NEB.

El nuevo método de produccion requiere que uno de los elementos para la produccién
de AAV se encuentre integrado en el genoma de HEK293F. Por lo tanto, se propuso
integrar el fragmento de interés que se encuentra en el plasmidio pAAV-GFP, el cual
contiene las secuencias ITR que encierran al gen de interés.

Los pasos a seguir fueron los siguientes:

1) Digestiéon del plasmidio pAAV_GFP con las enzimas Aanl (extremos romos) y
Pscl (extremos cohesivos). El fragmento generado fue de 2.000 pb.

2) Clonamiento del fragmento deseado en pGEMT-easy mediante la generaciéon de
extremos romos Yy adenilacion, para posterior clonamiento en pGemT-Easy
segun instrucciones del fabricante. Se seleccionaron los clones positivos y se
genero un stock glicerol. El plasmidio generado fue llamado pGemT_ITR_GFP.

3) Este nuevo plasmidio fue digerido con las enzimas Spel y Aanl, que fueron las
Gnicas que producian extremos compatibles con dos sitios de reconocimiento del
plasmidio final de integracion PB510B-1. El fragmento generado fue de 2600 pb,
conteniendo las secuencias ITR, el gen GFP y parte del plasmidio de pGemT-
Easy.
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4) El plasmidio PB510B-1 fue digerido en su sitio de multiple clonamiento MCS con
Smil (extremos romos) y Nhel (extremos cohesivos), los extremos generados son
compatibles con los extremos generados por Aanl y Spel. Esta digestion linealiza
el plasmidio.

5) El fragmento obtenido en el paso 3 fue ligado mediante T4 DNA ligasa al
plasmidio PB510B-1 digerido. Se transformé la cepa E.coli Topl0 y se
seleccionaron varias las colonias, las cuales se identificaron las colonias
positivas por medio de patron de digestion con Notl. Este plasmidio fue llamado
PB510_ITR_GFP.

Todos los fragmentos y plasmidios linealizados fueron separados y purificados desde
un gel de agarosa de electroforesis, utilizando un kit disponible comercialmente para
purificacion desde gel.

Todos los constructos fueron verificados mediante secuenciamiento. Se envid a
secuenciar el plasmidio pGEMT_ITR_GFP y el plasmidio PB510_ITR_GFP, para varios
clones seleccionados.

iii. Modificacion genética de HEK293F mediante sistema PiggyBac

Para realizar la integracion del constructo de interés en el genoma de HEK293F, se
utilizé el sistema PiggyBac Transposon Vector, siguiendo el protocolo recomendado por
el fabricante. Se utilizaron los plasmidio PB510_ITR_GFP con el constructo deseado y
el plasmidio comercial con el gen de la enzima transposasa, PB210PA-1.

Las células HEK293F fueron crecidas en adherencia en placas de 6 pocillos hasta una
confluencia de 60-80%.

Para cada pocillo se prepar6 una mezcla con 0,5 ug del plasmidio PB510B_ITR_GFP,
0,2 ug del plasmidio PB210PA-1, 8,0 ul del reactivo de transfeccion Viafect (Promega),
y 50 yl DMEM/F12 sin SFB. Se mezclaron por vortex y se dejo reposar a temperatura
ambiente por 15 minutos. Luego, se agreg6 el volumen correspondiente a cada pocillo
mediante dispersion y goteo. La actividad transposasa de PiggyBac termina a las 72
horas.

Al tercer dia post-transfeccién, se cambidé el medio de cultivo y se agregé medio
DMEM/F12 con 3% SFB y 1 ug/ml de puromicina por 5 dias. Las células que
sobrevivieron también se pudieron identificar por medio de la fluorescencia emitida a luz
visible, signo de la expresién de la proteina GFP. Luego de varios pasajes, se volvio a
hacer una seleccion con una concentracion de 6,7 pg/mly 13,4 ng/ml de puromicina.

Las células HEK293F modificadas que sobrevivieron a las tres concentraciones de
puromicina, fueron congeladas y almacenadas en nitrdgeno liquido. Estos tres grupos
de células modificadas fueron llamadas HEK293F ITRGFP_purol,
HEK293F ITRGFP_puro6 y HEK293F ITRGFP_purol3. Luego de varios pasajes, las
células HEK293F_ITRGFP_purol y HEK293F ITRGFP_purol3 fueron caracterizadas
mediante una curva de crecimiento por 10 dias para comparar su viabilidad.
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4.3.3 Produccién de vectores adenoasociados AAV serotipos 2y 8 usando
HEK293F y HEK293F ITRGFP recombinante

La produccion de AAV, se realizé utilizando la linea celular HEK293F y la linea celular
recombinante HEK293F ITRGFP_purol. Las células fueron cultivadas en adherencia
en placas de 100 mm, como fue explicado en la seccion anterior. Se utilizé el método
de transfeccion basado en fosfato de calcio. Se realiz6 el método de produccion
convencional de triple transfeccion en células HEK293F, y el nuevo método propuesto
de doble transfecciéon en células HEK293F_ITRGFP_purol.

Luego de 48 horas, se recolectaron las células junto con el medio de cultivo, y se
aplicaron tres ciclos de congelar/descongelar para liberar los vectores virales
producidos. El debris celular fue descartado y el sobrenadante fue recolectado, se
adicion6 Benzonasa a una concentracién de 200 unidades/ml por una hora. Luego, se
almaceno a -80°C el sobrenadante alicuotado.

Se realizé un control negativo de la produccion para observacién simultanea. Los
vectores virales producidos por HEK293F y HEK293F ITRGFP_purol fueron
analizados por microscopia electronica de transmision TEM. El analisis mediante TEM
de los vectores virales AAV producidos se realizd con tincion negativa de acetato de
uranilo al 1% y microfotografiado con una camara digital.

4.3.4 Cuantificacion de la produccion de AAV

i. Cuantificacion con RT-PCR

En este caso se realizdé un protocolo adaptado desde el Laboratorio de Richard Jude
Samulski. Este protocolo no necesita el uso del kit de extraccién de ADN viral usado en
las secciones anteriores.

Se agregaron 10 pl de vector viral producido y 90 ul de una mezcla de ADNasa (100 mg
de DNAsel, Tris-HCI 10 mM pH7,5, 2 mM CacCl,, 100 mM MgCl, para un volumen final
de 1 ml), se mezcl6 y dejo incubando a 37°C por 1 hora. Luego, se adicionaron 6 ul de
0,5M EDTA, se mezcl6 por vortex y se agregaron 120 ul de una mezcla de Proteinasa K
(2 M NacCl, 1% Sarcocyl, 0,1 mg/ml Proteinasa K agregar agua para completar 1 ml de
solucion). Se dejo6 incubando a 55°C por 2,5 horas. Luego se inactivé la Proteinasa K a
95°C por 10 minutos.

La curva standard fue preparada con 7 diluciones seriadas de 1:5 del plasmidio
pAAV_GFP, partiendo por una dilucién 100x.

El protocolo para la reaccion de RT-PCR fue el siguiente: 95°C por 600 segundos y 45
ciclos de 95°C por 10 segundos para denaturar el ADN templado, 59°C por 10
segundos para el alineamiento de los partidores, y 72°C por 15 segundos para la
extension.
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Los partidores utilizados fueron los siguientes:

Partidor forward GFPfw 5-AAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGC-3’; y Partidor reverse
GFPrev 5-CTTGTAGTTGCCGTCGTCCTTGAA-3'.

ii. Cuantificacion usando Citometria de Flujo

Para cuantificar los vectores infectivos AAV producidos, es necesario hacer una
infeccion en las células HEK293F con diferentes diluciones del stock viral producido, y
luego medir la cantidad de células que fluorescen al expresar la proteina GFP para
cada dilucion.

Se cultivaron las células HEK293F en placas de 6 pocillos, inoculando 2,5 x 10° células
por pocillo, y se agregaron 2,5 ml de medio de cultivo DMEM/F12 con 10% SFB. Se
dejo cultivando por 24 horas.

Se realizé una dilucion del stock de vector viral AAV de 10 veces, luego se hizo una
dilucién seriada desde 2x107? a 8x10™. Se retird el medio de los pocillos completamente
y se agrego 1 ml de cada dilucion en cada pocillo en duplicado. Se dejé incubando por
90 minutos a 37°C. Luego, se completd el medio de cultivo a 2,5 ml y se dej6 incubando
por 3 dias.

Al tercer dia, las células fueron despegadas con el método de Tripsina/EDTA vy lavadas
con PBS dos veces. Se resuspendieron en 1 ml de Paraformaldehido 1% en PBS.
Luego, fueron transferidas a tubos de citometria de flujo de 5ml.

Finalmente, las células fueron filtradas y medidas en un equipo Citbmetro de Flujo
FACSCanto Il (BD Biosciences) del Laboratorio de Inmunologia de la Facultad de
Ciencias de la Universidad de Chile. Los resultados fueron entregados como el
porcentaje de células fluorescentes en 1 ml de muestra.

Se escogieron para el célculo de la titulacion las diluciones que tenian entre 1% a 20%
fluorescencia por GFP. Bajo 1% el equipo no es muy preciso para la determinacién de
namero de células fluorescentes; y sobre 20% hay alta probabilidad que células
fluorescentes hayan sido transducidas por dos vectores virales, resultando una
subestimacion de total de virus infectivos [86].

4.3.5 Determinacion del numero de copias del fragmento de interés en el genoma
de las células HEK293F-ITR_GFP

Se hizo una extraccion del genoma de HEKZ293F ITRGFP_purol,
HEK293F ITRGFP_purol3 y HEK293F normal como control. Se utilizé el kit de
extraccion genomica DNeasy Blood & Tissue (Qiagen) siguiendo el protocolo
recomendado por el fabricante.

Se realizé una dilucién de la extraccion genémica 1:10 y 1:100. Se utilizé el mismo
protocolo y curva estandar descrito anteriormente para la cuantificacion por RT-PCR de
los vectores virales AAV producidos.
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4.4 Resultados y Discusién

4.4.1 Generacion del constructo de interés y su clonamiento en plasmidio
PB510B

El plasmidio pAAV_GFP fue digerido y clonado en el plasmidio pGEMTeasy. Se
seleccionaron algunas colonias, luego se dejaron cultivando y se realizé la digestion
con las enzimas Sacl y Spel para identificar los clones con el constructo de interés
correcto.

El constructo de interés corresponde a:

ITR-L P CMV Intron betaglobin Gene of interest hGH pA ITR-R

I. Clonamiento del fragmento de interés en pGemT-Easy:

En la Figura 13, se presenta un gel de electroforesis con los fragmentos digeridos con
Sacl y Spel. Resultando los clones llamados PGHR1 y PGHR2 con patrones de
digestion esperados para Sacl y Spel.
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Figura 13: Identificacion de clones positivos con pGemT_ITRGFP. Gel de electroforesis mostrando
patrones de cortes con enzimas de restriccion. L: Ladder 1 kb Plus, 1: PGHR2 sin dig, 2: PGHR2
Sacl, 3: PGHR2 Spel, 4: PGHRL1 Sacl, 5: PGHR3 sin dig, 6: PGHR3 Sacl.

De los ocho clones seleccionados, solo el clon llamado P1T3 no presento el patron de
corte esperado con Notl,. Los clones que resultaron positivos en la digestion con Notl
se confirmaron mediante secuenciacion con partidores Forward [(-globin 5'-
ATTCTGAGTCCAAGCTAGGC-3 y Reverse hGH polyA 5'-
TAGAAGGACACCTAGTCAGA-3..
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II. Clonamiento del fragmento de interés en PB510B:

Desde el plasmidio del clon PGHR2, se obtuvo el fragmento de interés para ser clonado
en el plasmidio PB510B. Para ello se realizo la digestion del plasmidio pPGHR2 con
Spel y Aanl. El plasmidio PB510B fue digerido con las enzimas Nhel y Smil. Se ligaron
y transformaron en E.coli Topl0. Se seleccionaron los clones y se identificaron los
clones positivos mediante el patron de digestion con Notl (Ver Figura 14).

Figura 14: Identificacion de clones positivos con PB510_ITRGFP. Gel de electroforesis mostrando
patrones de cortes con enzimas de restriccion. L: Lader 1 kb plus, 1:P1T2, 2:P1T3, 3:P1T4, 4:P2T1,
5:P2T3, 6: P2T3, 7:P2T4 8:P3T1, 9:PGHRL1 (Control), 10: PB510 (Control)

De los ocho clones seleccionados, so6lo uno de ellos no present6 el patrén de corte
esperado con Notl, el clon llamado P1T3. Los clones P1T2, P2T1, P1T3 y P3T1 que
resultaron positivos en la digestion con Notl, se confirmaron mediante secuenciacion
con partidores Forward B-globin 5’- ATTCTGAGTCCAAGCTAGGC-3’ y Reverse hGH

polyA 5’- TAGAAGGACACCTAGTCAGA-3'.

Se escogio trabajar con el clon P2T1 para propagar el plasmidio PB510 ITRGFP.
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4.4.2 Obtencién de células HEK293F _ITRGFP recombinante y comparacion de su
curva de crecimiento

Se realizd la transfeccion de los plasmidios PB510 ITRGFP y PB210A del sistema
PiggyBac Transposon Vector en células HEK293F. Luego de 3 dias se hizo una
seleccién con antibiotico puromicina a una concentracion de 1 pug/ml por 5 dias. El
conjunto de células que sobrevivieron a una concentracion de 1 ug/ml de puromicina, se
mantuvieron en crecimiento por varias semanas con esa misma concentracion de
puromicina, luego se generd un banco de células para posteriores analisis.

Después de varias semanas, se aumento la concentracion de puromicina a 6,7 pg/mly
13,4 pg/ml, generandose dos conjuntos de células adicionales. Se obtuvieron 3
conjuntos de células HEK293F recombinantes, las que fueron denominadas como
HEK293F_ITRGFP_purol, HEK293F_ITRGFP_puro6 y HEK_ITRGFP_puro13.

Se hizo una comparacion de las curvas de crecimiento HEK293F ITGFP_purol,
HEK293F ITRGFP_purol3 con las células HEK293F no modificadas. Las curvas de
crecimiento y la viabilidad se entregan en el grafico de la Figura 15. La densidad celular
corresponde a las células viables, y la viabilidad es el porcentaje de células vivas
medidas mediante el método de exclusion por tincion con trypan blue.

En la Figura 15 se puede apreciar que las células modificadas
HEK293F ITRGFP_purol y HEK293F ITRGFP_purol3 son muy similares en los
primeros estados del crecimiento con respecto a las células HEK293F no modificadas.
Tienen una curva de crecimiento normal, con una velocidad de crecimiento muy
parecida en la fase exponencial, y logran concentraciones celulares cercanas a 1x10°
células/ml. La velocidad maxima especifica de crecimiento (umax) fue 0,0323 1/h, 0,0345
1/h y 0,0298 1/h para HEK293F, HEK293F_ITRGFP_purol y
HEK293F ITRGFP_purol3 respectivamente. El tiempo de duplicacion T4 para cada uno
fue de 21 h, 20 h y 23 h respectivamente. Cuando se llega al estado estacionario, las
células modificadas tienen una viabilidad mas baja que las células HEK293F no
modificadas.

Esta diferencia no es importante para la produccion de vectores AAV, ya que se
requiere que las células se encuentren en su fase exponencial para realizar la
produccion viral, donde las curvas son muy similares.
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Figura 15: Curvas de Crecimiento de HEK293F normal y modificada. Los circulos y linea
segmentada corresponden ala curva de crecimiento y viabilidad de HEK293F normal. Los
triangulos y linea continua corresponden a la curva de crecimiento y viabilidad de
HEK293F ITRGFP1. Los cuadrados y linea punteada corresponden a la curva de crecimiento y
viabilidad de HEK293F _ITRGFP13.

Por otro lado, mediante citometria de flujo se midié la fluorescencia de las células
recombinantes HEK293F_ITRGFP_purol. La citometria encontré que el 96,8% de las
células emitian fluorescencia, por lo tanto se pudo corroborar que la gran mayoria del
stock de células recombinantes HEK293F_ITRGFP_purol tiene en su genoma
integrado el constructo de interés. La Figura 16 entrega el resultado de esta medicion,
donde se muestra un histograma de la distribucién de células segun su intensidad de
fluorescencia.

P

]

Count

S I P

a d

10 10
GFP-A

Figura 16: Distribucién de células recombinantes HEK293F ITGFP1 segun emisién de
fluorescencia.
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Ademas, mediante RT-PCR se cuantificé el nimero de copias del constructo de interés
en el genoma de HEK293F ITRGFP_purol y HEK293F ITRGFP_purol3. Se extrajo el
genoma de 1x10° células en 200 I, se sacaron 5 pl de ese stock y se midi6 la cantidad
de copias del gen de GFP, resultando 1,3 copias para HEK293F ITRGFP_puroly 16,3
copias para HEK293F_ITRGFP_purol3.

4.4.3 Produccion de vectores adeno-asociados AAV2_eGFP y AAV8 eGFP

La produccion de AAV2 y AAVS fue realizada en forma exitosa en las células HEK293F
con el método de triple transfecciébn, y en las células recombinantes
HEK293F ITRGFP_purol con el nuevo método de doble transfeccion. Para ambos
casos se presentd un efecto citopatico caracteristico pasadas las 48 horas. Se
observaron bajo microscopio espacios vacios entre células y algunas células flotando
(Ver Figura 17 y Figura 18). Los controles negativos, que eran células HEK293F y
células HEK293F ITRGFP_purol sin transfectar, se mostraron confluentes con una
alta viabilidad (Ver Figura 19).

29

Figura 17: Visualizacion mediante microscopio de las placas con HEK293F (A) y
HEK293F_ITRGFP1 (B) a las 48 horas de produccidn. Se puede visualizar el efecto citopético
generado por los vectores virales AAV2 producidos.

D .
Figura 18: Visualizacion mediante microscopio de las placas con HEK293F (A) y

HEK293F_ITRGFP1 (B) a las 48 horas de produccion. Se puede visualizar el efecto citopatico
generado por los vectores virales AAV8 producidos.
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Figura 19: Visualizaciéon mediante microscopio de las placas controles (sin transfectar) con
HEK293F (A) y HEK293F_ITRGFP1 (B) a las 48 horas de produccion. Ambas células se
encontraban confluentes, sin presencia considerable de células muertas.

4.4.4 Comparacion del método de produccion convencional con el nuevo método

Para comparar el método convencional con el método nuevo, se cuantificaron los
vectores virales infectivos mediante la transduccion de los vectores virales en células
HEK293F, y se contaron las células que expresaban la proteina GFP por medio de un
Citdbmetro de Flujo. Luego, se visualizaron los vectores virales producidos por ambos
meétodos con TEM, los que finalmente se cuantificaron usando RT-PCR.

I. Medicién de la infectividad de los vectores virales AAV producidos

Se contaron las células HEK293F que emitian fluorescencia para todos los casos de
infeccion con los vectores virales AAV2 y AAV8 producidos con el método convencional
y el nuevo método. Se infectd con distintas diluciones de cada stock viral para lograr
identificar la dilucion que permiten obtener un entre 1% y 20% de células fluorescentes.

Segun los resultados medidos por citometria de flujo (Ver Anexo V), se produjeron
2,2x108 particulas infecciosas (ip) de AAV2 por 1 ml de medio de cultivo y 1,2x10° ip de
AAVS8 por 1 ml de medio de cultivo con el método convencional.

Por el nuevo método se produjeron 4,7x10* particulas infecciosas (ip) de AAV2 por 1 ml
de medio de cultivo y 4,1x10% ip de AAV8 por 1 ml de medio de cultivo con el método
convencional. En este caso el porcentaje de células fluorescente fue de 0,9% y 1,4%
respectivamente para AAV2 y AAVS8, valores que se encuentran en el limite de
deteccion.

Por lo tanto, con el nuevo método es posible producir vectores virales AAV2 y AAVS, sin
embargo estos vectores virales no fueron infectivos. Para descartar que los virus se
encuentren vacios, se realizé un analisis TEM a cada una de las producciones.
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II. Visualizacion mediante TEM de los vectores virales producidos

Se realizd una dilucion de 10 veces de la solucién sobrenadante que contenia los virus
producidos por ambos métodos y para los dos serotipos AAV2 y AAVS. En las Figuras
20, 21, 22 y 23 se puede apreciar presencia de virus completos, se encontraron muy
pocos vacios para todos los casos. Las Figuras 20 y 22 muestran los vectores AAV2 y
AAV8 producidos con el método convencional, y las Figura 21 y 23 muestran los
vectores AAV2 y AAV8 producidos mediante el nuevo método desarrollado.

En general, se presenta la misma cantidad de vector viral AAV por unidad de superficie.
Por lo tanto, se puede concluir que los vectores fueron producidos por el nuevo método
en una cantidad similar que con el método convencional. También, se puede concluir
que los vectores producidos por el nuevo método estaban completos. Sin embargo, no
son infectivos segun se determind por citometria de flujo. Es posible que el gen de GFP
haya sido mutado en el proceso de produccion de los vectores virales o que los
vectores virales hayan encapsidado una fraccion de ADN diferente a la del constructo
de interés.

Para poder determinar si dentro de los vectores virales se encontraba el gen de interés,
se realiz6 una cuantificacion de las producciones con el método convencional y el
nuevo método mediante RT-PCR.

La produccion de AAV2 fue de 9,4x10° vg/iml y de AAVS fue de 4,2x10° vg/ml, con el
método convencional. La produccion de AAV2 fue de 2,4x10% vg/ml y de AAVS fue de
1,8x10° vg/ml, con el nuevo método.

La produccién de AAV2 fue 40 veces menor con el nhuevo método, y para AAVS8 fue 24
veces menor con el nuevo método. Sin embargo, la cantidad de virus infectivo fue muy
baja, 4 y 2 érdenes de magnitud menor para AAV2 y AAVS8 respectivamente, valores
que pueden estar en el limite de deteccion del equipo. Por lo tanto, es necesario
purificar y concentrar los virus producidos para poder obtener niveles de titulacién y
aplicar un MOI adecuado para medir su infectividad.
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Figura 20: Analisis mediante TEM del vector viral AAV2 producido con el método convencional. Se
aprecian los vectores AAV2 completos con tamafio entre 20 nm y 30 nm, forma icosahédrica.
Magnificacion 87.000x.
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Figura 21: Andlisis mediante TEM del vector viral AAV2 producido con el nuevo método. Se
aprecian los vectores AAV2 completos con tamafio entre 20 nm y 30 nm, forma icosahédrica.
Magnificacién 87.000x.
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Figura 22: Analisis mediante TEM del vector viral AAV8 producido con el método convencional. Se
aprecian los vectores AAV8 completos con tamafio entre 20 nm y 30 nm, forma icosahédrica.
Magnificacion 87.000x
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Figura 23: Andlisis mediante TEM del vector viral AAV8 producido con el nuevo método. Se
aprecian los vectores AAV8 completos con tamafio entre 20 nm y 30 nm, forma icosahédrica.
Magnificacién 87.000x.
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4.5 Conclusiones

Se logré6 desarrollar una linea celular HEK293F recombinante, llamada
HEK293F ITRGFP, que contiene uno de los tres elementos esenciales para la
produccion de vectores AAV.

Se verificO6 que el constructo estuviese en el genoma de la célula HEK293F
recombinantes mediante RT-PCR, obteniendo 1,3 copias en promedio para las células
HEK293F ITRGFP_puro 1 y 16 copias en promedio para las células
HEK293F ITRGFP_purol6.

Se logré producir vectores AAV2 y AAVS8 con el huevo método de doble transfeccion en
células recombinantes HEK293F ITRGFP. Hubo clara presencia de efecto citopatico, lo
que es un indicio de una produccion viral exitosa. Esto pudo ser corroborado al
visualizar cada una de las producciones con TEM, donde aparecen los virus con su
forma caracteristica y tamario.

La produccién de AAV2 fue de 9,4x10° vg/ml con el método convencional y 2,4x10°
vg/ml con el nuevo método. La produccién de AAVS8 fue de 4,2x10*° vg/ml con el
método convencional y 1,8x10° vg/ml con el nuevo método. Esto es 40 y 24 veces
menor que con | produccion convencional. Se cree que esta diferencia se debe al bajo
ndamero de copias que tenian las células recombinantes HEK293F ITRGFP_purol. Se
propone aclarar esta hipotesis mediante la seleccion de clones con mayor niamero de
copias para realizar la produccion con el nuevo método.

Los vectores virales AAV2 y AAV8 producidos con el método convencional fueron
infectivos, obteniendo 2,2x10° ip/ml (particulas infecciosas/ml) de AAV2 y 1,2x10° ip/ml
de AAVS8 con el método convencional.

Por el nuevo método se produjeron 4,7x10* ip/ml de AAV2 y 4,1x10* ip/ml de AAVS.
Valores muy bajos con respecto a la cantidad de virus que contiene el gen de interés
indicado anteriormente (9,4x10° vg/ml y 2,4x10° vg/ml para AAV2 y AAVS).

Por lo tanto, se puede concluir que se produjeron vectores virales AAV2 y AAV8
completos con su genoma pero no fue posible determinar su infectividad debido a la
baja titulacion obtenida.
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5 CONCLUSIONES GENERALES

La produccién y purificacion de vectores virales para terapia génica es uno de los
puntos relevantes para poder realizar los ensayos de las distintas fases clinicas y para
Su posterior comercializacion.

Actualmente, hay gran expectacion en los resultados que se tendra con el gran nimero
de terapias génicas en desarrollo, debido a que varias terapias estan logrando pasar a
las dltimas fases de pruebas clinicas. El desafio es lograr tener una capacidad de
produccion de vectores virales que respondan a la creciente demanda por estos
productos. Para ello, la academia con la industria se han unido y estan haciendo
grandes esfuerzos en desarrollar tecnologias para lograr niveles de producciéon acorde
a los requerimientos de calidad y cantidad que se requeriran [8].

El presente estudio se basa en producir vectores virales para terapia génica contra el
alcoholismo, enfocandose principalmente en mejorar los procesos de produccion y
purificacion de los vectores virales. Es por esto, que los resultados obtenidos se
pueden extrapolar al uso de vectores virales conteniendo otro gen terapéutico. Para el
caso en estudio, el gen terapéutico es una secuencia nucleotidica que codifica para el
ARN antisentido de la enzima ALDH2 para inhibir su traduccién. El uso de vectores
adenovirales y adenoasociados son ventajosos para este tipo de terapia, debido a su
amplio uso, bioseguridad y que no se integran en el genoma de las células blanco.

Para la produccién de vectores virales para terapia génica contra el alcoholismo para
pruebas clinicas, se deben optimizar los costos de produccién, debido a la gran
cantidad de virus que seran requeridos. Es por esto, que el presente estudio se enfoca
en abordar dos etapas cruciales en la produccién de vectores virales, estas etapas son
el cultivo de vector viral y la purificacion primaria, cuyo objetivo es capturar la mayor
cantidad de los vectores virales producidos.

En el primer trabajo se determiné que la columna monolitica CIM QA-1 tiene un
rendimiento similar a la columna convencional Q-Sepharose XL para la purificacion de
vectores AdV5. Por lo tanto, la columna CIM QA-1 es una buena alternativa para ser
usada para produccién a mayor escala, pudiendo operar a flujos 5 a 10 veces mayores
gue las columnas convencionales, sin perder su rendimiento, y de esta manera reducir
tiempos y costos de produccion.

Para las primeras pruebas de validacion de la terapia génica contra el alcoholismo, se
usé un vector viral AdV5 [4,5]. Una alternativa al vector adenoviral AdV5 son los
vectores virales adenoasociados AAV, que han sido muy estudiados y usados en
aplicaciones clinicas durante las ultimas décadas. La gran ventaja de estos vectores se
debe a sus virtudes en bioseguridad tanto en la produccion como para el paciente.
Ademas, su versatilidad de tropismos permite multiples aplicaciones. La gran
desventaja de los vectores AAV es su capacidad de clonacién (hasta 4000 pb).

En este trabajo se realiz6 por primera vez, la produccion y purificacion de vectores AAV
y SCAAV serotipos 2 y 8 llevando la secuencia de ARN antisentido de la enzima ALDHZ2,
proyectando su uso en terapia génica contra el alcoholismo.
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Para obtener vectores AAV para uso en pruebas clinicas, aln es necesario desarrollar
métodos de produccion y purificacién simples, escalables y de bajo costo [8].

En este trabajo se defini6 un método de purificacion de vectores AAV, donde con 1
paso de cromatografia se logra obtener el virus con un nivel de pureza suficiente para
su uso en laboratorio, pudiendo reemplazar el uso de purificacion por gradiente de
CsCl, el cual es laborioso, toxico y no es escalable [38].

Se observlé que con esta estrategia de purificacion se requiere sobredimensionar la
columna, ya que los experimentos indican una capacidad limitada de unién de virus
AAV, menor a la reportada. Para la columna QA-1 se estimé una capacidad de unién de
virus de 5,2x10® vp/ml para AAV2 y 1,1x10'* vp/ml para AAVS.

Ademas, siendo la produccién y cultivo de vectores virales una etapa relevante para el
escalamiento y reduccién de tiempo y costos. Se logré simplificar el método de
produccién de triple transfeccion ampliamente usado. Se desarroll6 un nuevo método
simplificado que utiliza una doble transfeccion en una linea celular recombinante
especifica para cada terapia de HEK293F.

Se desarrollé un prototipo del nuevo método propuesto, usando el gen de la proteina
GFP como gen de interés. Se logré desarrollar una linea celular HEK293F
recombinante, llamada HEK293F ITRGFP, que contiene uno de los tres elementos
esenciales para la produccién de vectores AAV. Con esta linea celular fue posible
producir virus que contenian el gen GFP, sin embargo los niveles de titulacion
obtenidos fueron bajos y no se logré determinar su infectividad.

La produccién de los vectores AAV fue menor con el nuevo método de produccién que
con el método convencional, casi 40 y 24 veces menor para AAV2 y AAVS8
respectivamente.

No se pudo determinar la infectividad de los vectores virales AAV2 y AAV8 producidos
con el nuevo método, obteniendo 4,7x10% ip/ml de AAV2 y 4,1x10* ip/ml de AAVS, estos
valores podrian estar en el limite de deteccion del equipo. Ademas, estos valores son
muy bajos con respecto a la cantidad de virus completos determinados mediante RT-
PCR (2,4x10® vg/ml y 1,8x10° vg/ml para AAV2 y AAVS8). Durante la visualizacién con
TEM de los vectores virales producidos, se observé que tenian una estructura correcta
y se encontraban intactos, al igual que los vectores virales producidos con el método
convencional.

Por lo tanto, para obtener mayores titulaciones, es necesario optimizar el método de
produccion, modificando distintas variables, donde la proporcion correcta de los tres
elementos esenciales para la produccion de AAV juega un papel fundamental. Ademas,
se propone seleccionar células recombinantes con mayor niumero de copias que las
utilizadas en este trabajo para aumentar la cantidad del elemento que contiene el gen
de interés a empacar.

Estos resultados contribuyen a esta area de estudio, tanto para la produccion de
vectores AAV como para la purificacion de vectores AdV5 y AAV. De esta manera, se
puede lograr mejorar los costos y reducir los tiempos de produccion de vectores virales
para su aplicaciéon tanto a nivel de laboratorio como para pruebas clinicas.
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Cabe mencionar que con la autorizaciébn de la primera terapia génica en Europa,
Glybera, ha habido un aumento sostenido de aplicaciones en este campo de
investigacion. Con este escenario planteado, se abre la necesidad de desarrollar
tecnologias de produccion escalables y que cumplan con estandares de calidad muy
estrictos [16].

Es posible concluir que los resultados obtenidos en el presente estudio entregan
procedimientos y métodos de produccion y purificacion que facilitan la obtencién de
vectores virales para continuar con los estudios y validaciones de la terapia génica
contra el alcoholismo, que ha logrado resultados exitosos en una primera etapa en
pruebas pre-clinicas utilizando el vector viral AdV5. Por lo tanto, sera posible optimizar
los tiempos de produccion y purificacion tanto de los vectores AdV5 como AAV.

Los resultados obtenidos no se limitan al gen transportado por los vectores virales
utilizados en este trabajo, pudiendo ser reemplazado por otro gen terapéutico que
cumpla con las caracteristicas requeridas en tamafio y modo de administracion. Por lo
gue se hace evidente que la tecnologia de ARN antisentido puede facilmente ser
reemplazada por la tecnologia siRNA que ha sido desarrollada en los ultimos afios para
silenciar la expresion de la enzima ALDH2 [85].
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7 ANEXOS

7.1 ANEXO I: Perfiles de elucion y area de peaks para AAV y SCAAV

- Perfiles de Elucion de cromatografia de intercambio aniénico con columna
monolitica CIM QA-1 para purificacién de los vectores virales AAV2 y scAA2
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Figura 24: Perfil de elucion purificaciéon de AAV2_antiAldh2 por cromatografia de intercambio anidnico con
columna monolitica CIM QA-1. La linea continua muestra la absorbancia a 260 nm, la linea segmentada
muestra la absorbancia a 280 nm y la linea punteada muestra la conductividad de la fase movil.
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Figura 25: Perfil de elucion purificacion del Flow Through de la cromatografia de AAV2_antiAldh2. La linea
continua muestra la absorbancia a 260 nm, la linea segmentada muestra la absorbancia a 280 nm y la linea
punteada muestra la conductividad de la fase movil.
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Figura 26: Perfil de elucion purificacién de scAAV2_antiAldh2 por cromatografia de intercambio aniénico con
columna monolitica CIM QA-1. La linea continua muestra la absorbancia a 260 nm, la linea segmentada
muestra la absorbancia a 280 nm y la linea punteada muestra la conductividad de la fase movil.
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Figura 27: Perfil de elucion purificacion del Flow Through de la cromatografia de scAAV2_antiAldh2. La linea
continua muestra la absorbancia a 260 nm, la linea segmentada muestra la absorbancia a 280 nm y la linea
punteada muestra la conductividad de la fase mévil.
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Figura 28: Perfil de elucién purificacion de scAAV2_GFP por cromatografia de intercambio aniénico con
columna monolitica CIM QA-1. La linea continua muestra la absorbancia a 260 nm, la linea segmentada
muestra la absorbancia a 280 nm y la linea punteada muestra la conductividad de la fase movil.

75



lI- Perfiles de Elucion de cromatografia de intercambio anionico con columna
monolitica CIM QA-1 para purificacion de los vectores virales AAV8 'y scCAA8
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Figura 29: Perfil de elucion purificaciéon de AAV8_antiAldh2 por cromatografia de intercambio aniénico con
columna monolitica CIM QA-1. La linea continua muestra la absorbancia a 260 nm, la linea segmentada
muestra la absorbancia a 280 nm y la linea punteada muestra la conductividad de la fase movil.
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Figura 30: Perfil de elucion purificaciéon de scAAV8_antiAldh2 por cromatografia de intercambio aniénico con
columna monolitica CIM QA-1. La linea continua muestra la absorbancia a 260 nm, la linea segmentada
muestra la absorbancia a 280 nm y la linea punteada muestra la conductividad de la fase movil.

76



1.200

140
1.000

120 _
E) g
2 800 100 33
£ £
L ©

S L 80
S 600 E:
3 >
< 60 B
2 3
2 200 E
< 0 o
Q

200 i
.._.....................' 20
O ded  Mrssssssssssssssssssasssnssanans’ T 0
0 10 20 30 40 50 60 70

Volumen [ml]

Figura 31: Perfil de elucion purificacion de scAAV8_GFP por cromatografia de intercambio aniénico con
columna monolitica CIM QA-1. La linea continua muestra la absorbancia a 260 nm, la linea segmentada
muestra la absorbancia a 280 nm y la linea punteada muestra la conductividad de la fase moévil.
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Figura 32: Perfil de elucion purificacion del Flow Through de la cromatografia de scAAV8_GFP. La linea
continua muestra la absorbancia a 260 nm, la linea segmentada muestra la absorbancia a 280 nm y la linea
punteada muestra la conductividad de la fase movil.
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Valores de las areas de los peaks de elucién de cada cromatografia

Tabla 2: Areas de los peak de elucién de las cromatografias de intercambio aniénico para purificar AAV

serotipos 2y 8

., Volumen | Volumen Area 260 | Area280 | Razon
N° | Vector Viral | Corrida Fraccion Inicial Final Delta nm nm 260/280
ml ml ml ml mAU ml mAU ml

Total eluido 0,0 62 62 5.997 5.730 1,0
1 FT 0,0 10,0 | 10,0 4.594 4.392 1,0
15 44,6 45,9 1,3 105 118 0,9
1 anﬁﬁﬁj_hz 26 59,6 61,6 21 189 253 0,7
Carga 0,0 6,5 6,5 2.986 2.855 1,0
FT de 1 |_Total eluido 0,0 62 62,0 2.943 2.794 1,1
FT 0,0 10 10,0 2.068 1.864 11
FT fraccion 15 | 44,4 47,14 | 2,8 227 321 0,7
Total eluido 0,0 62 62,0 4.282 3.793 11
1 FT 0,0 10 10,0 3.298 2.927 1,1
27 59,4 62,27 | 28 214 283 0,8
SCAA2- Carga 0,0 6,50 6,5 2.144 1.903 11
2| antiAldh2 Total eluido 0,0 62,00 | 62,0 1.848 1.524 1,2
FT de 1| coder e" 296 379 0,8
FT 0,0 10,0 | 10,0 1.317 1.000 1,3
FT fraccion 15 | 44,6 47,0 24 185 252 0,7
Total eluido 0,0 62,0 | 62,0 5.099 4.301 1,1
3 | scAA2-GEP 1 FT 0,0 10,0 | 10,0 3.948 3.347 11
16,17,18,19,20 | 44,0 52,3 8,3 805 349 0,8
26 59,3 61,8 2,6 210 264 0,8
Total eluido 0,0 62,0 | 62,0 5.386 4.377 1,2
4 anﬁﬁ%'hz 1 FT 0,0 100 | 10,0 | 3.469 3.137 1,1
27 59,4 61,3 1,9 1.137 650 1,7
Total eluido 0,0 62,0 | 62,0 4.452 4.028 1,1
S aiixﬁ{z 1 FT 0,0 10,0 | 10,0 3.272 3.091 1,1
27 59,7 61,4 1,7 704 467 1,5
Total eluido 0,0 62,0 | 62,0 4.339 3.981 1,1
1 FT 0,0 10,0 | 10,0 3.390 3.190 11
16 44,9 46,3 1,4 50 61 0,8
27 59,6 61,4 1,8 601 449 1,3
6 | SCAA8-GFP Carga 0,0 6,5 6,5 2.203 2.074 11
Total eluido 0,0 62,0 | 62,0 1.712 1.598 11
FTdel (l:)c()alﬂ?r?r?aen 491 476 1,0
FT 0,0 10,0 | 10,0 1.534 1.346 1,1
FT fraccion 15 | 44,4 46,9 2,5 171 250 0,7
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7.2 ANEXO lI: Geles SDS-PAGE de las fracciones eluidas de cromatografias de AAV

- Fotografias de geles SDS-PAGE tefiidos con Azul Comassie y Nitrato de Plata

Figura 33: Gel 1 SDS-Page de fracciones eluidas en purificacion de AAV2_antiAldh2. A) Tincion Azul
Comassie, B) Tincién nitrato de plata. M: Marcador de peso molecular, 1: Crudo AAV2, 2: FT AAV2; 3: Peak
15A AAV2; 4. Peak 26A AAV2; 5: Peak 5A AAV2; 6: Peak 6A AAV2; 7: Peak 27A AAV2; 8: Peak 16A AAV2; 9:
Peak 17A AAV2.

Figura 34: Gel 2 SDS-Page de fracciones eluidas en purificacién de AAV2_antiAldh2 y scAAV2_antiAldh2. A)
Tincion Azul Comassie, B) Tincién nitrato de plata. M: Marcador de peso molecular, 1: FT AAV2(ll), 2: Crudo
AAV2(ll) 3: Peak 5B; 4: Peak 6B; 5: Peak 27B; 6: peak 17B; 7: Peak 16B; 8: Crudo scAAV2; 9: FT scAAV2.
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Figura 35: Gel 3 SDS-Page de fracciones eluidas en purificacion de scAAV2_antiAldh2 y scAAV2_GFP. A)
Tincién Azul Comassie, B) Tincién nitrato de plata. M: Marcador de peso molecular, 1:Peak 27D scAAV2, 2:
Peak 16D scAAV2 3. Peak 5D scAAV2; 4: Peak 6D scAAV2; 5: Peak 17D scAAV2; 6: peak 18D scAAV2; 7:
Crudo scAAV2_GFP; 8: FT scAAV2_GFP; 9: Peak 5E scAAV2_GFP.

Figura 36: Gel 4 SDS-Page de fracciones eluidas en purificacién de scAAV2_GFP y AAV8_antiAldh2. A)
Tincion Azul Comassie, B) Tincién nitrato de plata. M: Marcador de peso molecular, 1:Peak 6E scAAV2_GFP,
2: Peak 16E scAAV2_GFP; 3: Peak 17E scAAV2_GFP; 4: Peak 18E scAAV2_GFP; 5: Peak 27E scAAV2_GFP; 6:
Crudo AAVS; 7: FT AAVS; 8:Peak 5 AAVS; 9: Peak 6 AAVS.
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Figura 37: Gel 5 SDS-Page de fracciones eluidas en purificaciéon de AAV8_antiAldh2 y scAAV_antiAldh2. A)
Tincién Azul Comassie, B) Tincién nitrato de plata. M: Marcador de peso; 1:Peak 16E AAVS; 2: Peak 17 AAVS;
3: Peak 27 AAVS; 4: Crudo scAAV8_antiAldh2; 5: FT scAAV8_antiAldh2; 6: Peak 5 scAAV8_antiAldh2; 7: Peak
16 scAAV8_1ntiAldh2; 8:Peak 17 scAAV8_antiAldh2; 9: Peak 18 scAAV8_antiAldh2.
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Figura 38: Gel 6 SDS-Page de fracciones eluidas en purificacién de scAAV8_antiAldh2 y scAAV8_GFP. A)
Tincién Azul Comassie, B) Tincion nitrato de plata. M: Marcador de peso molecular; 1:Peak 27
sCAAV8_antiAldh2; 2: Peak 28 scAAV8_antiAldh2; 3: Crudo scAVV8 GFP; 4: FT scAAV8_GFP; 5: Peak 5
scAAV8_GFP; 6: Peak 6 scAAV8 GFP; 7: Peak 16 scAAV8 GFP; 8:Peak 17 scAAV8 _GFP; 9: Peak 27
scAAV8_GFP.
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7.3 ANEXO lll: Datos y Céalculos de cuantificacion con RT-PCR de cromatografia de
intercambio aniénico para purificacion de AAV y scAAV

Tabla 3: Valores de Cq de RT-PCR de las fracciones eluidas en la purificacion de AAV2, AAVS,
SCAAV2y scAAVS

Cantidad Cantidad
o Nombre . L, p para Vol. Particulas Prom. | Porcent.
N Cq Quantity | Dilucion | extraida .
Muestra extraer (ml) | virales (vp) (vp) (%)
(50 ul)
(200 ul)
1 | Crudo AAV2 104 | 6,1E+07 | 6,1E+07 | 1,2E+09 | 1,2E+09 | 65 4,0E+10
3,2E+10 | 100%
2 | Crudo AAV2 11,1 | 3,8E+07 | 3,8E+07 | 7,6E+08 | 7,6E+08 | 6,5 2,5E+10
3 |FTAAV2 118 | 2.5E+07 | 2.5E+07 | 5,1E+08 | 51E+08 | 10,0 | 25E+10
2,6E+10 | 80%
4 [FT AAV2 117 | 2.6E+07 | 2.6E+07 | 53E+08 | 53E+08 | 10,0 | 26E+10
5 |Fraccion15A | 150 | 1,7E+06 | 1,7E+06 | 3,5E+07 | 3,5E407 | 15 | 2,6E+08
AAV?2
Fraccion 15A 2,8E+08 0.87%
6 | Ay 157 | 2,0E+06 | 2,0E+06 | 4,0E+07 | 4,0E407 | 1,5 3,0E+08
7 |Fraccion16A | 57 | 1 8E+03 | 1,8E+03 | 3,6E+04 | 3,6E404 | 15 | 2,7E+05
AAV2
Fraccion 16A 4,6E+07 0.14%
8 | s 17,6 | 6,1E+05 | 6,1E+05 | 1,2E+07 | 1,2E+07 | 1,5 9,1E+07
g | Fraccion 17A 19,2 | 2,1E+05 | 2,1E+05 | 4,3E+06 | 4,3E+06 | 15 3,2E+07
AAV2
Fraccion 17A 3.1E+07 0,10%
10| o0 19,3 | 2,0E+05 | 2,0E+05 | 4,1E+06 | 4,1E+06 | 1,5 3,1E+07
11 |Fraccion26A | 464 | 4 7E406 | 1,7E406 | 3,5E407 | 3,5E+07 | 1,5 | 2,6E+08
AAV2
Fraccion 26A 2,5E+08 0,76%
12| 20 16,2 | 1,5E+06 | 1,5E+06 | 3,1E+07 | 3,1E+07 | 1,5 2,3E+08
13| Fraccion 27A | 199 | 1 5£405 | 1,5E+05 | 3,1E+06 | 3,1E+06 | 15 | 2,3E+07
AAV?2
Fraccion 27A 2,4E+07 | 0,07%
14| 200 19,6 | 1,6E+05 | 1,6E+05 | 3,3E+06 | 3,3E+06 | 1,5 2,5E+07
15 géﬁc\’/z 16,7 | 1,1E+06 | 1,1E+06 | 2,1E+07 | 2,1E+07 | 6,5 6,9E+08
S 7,8E+08 | 100%
16 | ciaxyn 16,4 | 1,3E+06 | 1,3E+06 | 2,7E+07 | 2,7E+07 | 6,5 8,7E+08
No
17| FTscAAV2 | o0 e 0,0E+00 | 0,0E+00 | 10,0
18 |FTscAav2  |[NO 0,0E+00 | 0,0E+00 | 10,0
amplificd
19 |Fraccion 16D | 51 6 | 4 6E404 | 4,6E+04 | 9.2E405 | 9,2E+05 | 1,5 | 6,9E+06
SCAAV2
Fraccion 16D 6,8E+06 0,88%
20 21,7 | 4,5E+04 | 4,5E+04 | 9,0E+05 | 9,0E+05 | 1,5 6,7E+06
SCAAV2
pp | Fraccion 17D | 5,1 | 93E103 | 9.3E+03 | 1,9E+05 | 1,0E405 | 1,5 | 1,4E+06
SCAAV?2
Fraccion 17D 1,5E+06 0,20%
22 238 | 1,1E+04 | 1,1E+04 | 2,2E+05 | 2,2E+05 | 1,5 1,7E+06
SCAAV?2
g3 |Fraccion 18D | 556 | 1 3E104 | 1,3E404 | 2,6E405 | 2,6E405 | 15 | 1,0E+06
SCAAV2
Fraccion 18D 2,1E+06 | 0,26%
24 234 | 1,5E+04 | 1,5E+04 | 2,9E+05 | 2,9E+05 | 1,5 2.2E+06
SCAAV2
g5 |Fraccion 27D | 546 | 1 3E405 | 1,3E+05 | 2,6E+06 | 2,6E406 | 15 | 2,0E+07
SCAAV2
Fraccion 27D 2,0B+07 2.52%
26 20,0 | 1,3E+05 | 1,3E+05 | 2,6E+06 | 2,6E+06 | 1,5 2,0E+07
SCAAV?2
27 géi‘i‘\’/z GFp| 168 | 10E+06 | 1,0E+06 | 2,0E+07 | 2,0E+07 | 65 6,6E+08
T 5,5E+08 | 100,00%
28| goaava GEP| 174 | B.7E+05 | 67E+05 | 13E+07 | 13E+07 | 65 4,4E+08
29 | FTAV2_GFP 171 | 8.6E+05 | 8.6E+05 | 1,7E+07 | 1,7E+07 | 10,0 | 86E+08
8,1E+08 | 149,03%
30 | FTAV2_GFP 172 | 7.7E+05 | 7.7E+05 | 1,5E+07 | 1,5E407 | 10,0 | 7,7E+08
Fraccion 16E
31| oanva GFp | 246 | 6.BE+03 | 6,8E+03 | 14E+05 | 14E+05 | 15 1,0E+06 | 8,2E+05 | 0,15%
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Fraccion 16E
32| oanva GFp | 254 | 42E+03 | 426403 | 85E+04 | BSEYD4 | 15 6,3E+05
33| Fraccion17E | 5,1 | 95E+03 | 9.5E+03 | 1,9E+05 | 1,9E405 | 15 | 14E+06
SCAAV2 GFP ’ ' : , , : ,
RS 1,3E+06 | 0,24%
raccion
34| tanva GFp | 243 | B2E+03 | B2E+03 | 16E+05 | L6E+05 | 15 1,2E+06
35 | Fraccién 18E 247 | 6,3E+03 | 6,3E+03 | 1,3E+05 | 1,3E+05 | 15 9,4E+05
SCAAV2_GFP ’ ’ ; ' ' , ,
ey 9,8E+05 | 0,18%
raccion
36 SCAAVZ_GFP 24,6 6,8E+03 | 6,8E+03 1,4E+05 1,4E+05 1,5 1,0E+06
g7 |Fraccion 26E | o, 4 | 55E403 | 556403 | 1,1E405 | 1,1E405 | 1,5 | 8,3E+05
SCAAVZ_GFP 8,32E+05  0,15%
38| crudo Avvs | NO 6,5
amplificd
39 | Crudo AVVS 6,2 8,0E+08 | 8,0E+08 | 1,8E+10 | 1,8E+10 | 6,5 5,8E+11
Crudo
40| Avva/10 8,1 2,7E+08 | 2,7E4+09 | 54E+10 | 54E+10 | 65 1,8E+12
41 | Grudo 8,2 2,5E+08 | 2,5E+09 | 5,1E+10 | 51E+10 | 6,5 17E+12 | DOEYI2 | 100%
AVV8/10 ] ] 1 y y 1 1
Crudo
42 | A AV8/100 11,1 3,9E+07 | 3,9E+09 | 7,8E+10 | 7,8E+10 | 6,5 2,5E+12
Crudo
43| e 100 11,0 | 4,3E+07 | 4,3E+09 | 8,5E+10 | 8,5E+10 | 6,5 2,8E+12
44 | FT AVV8 5,7 1,3E+09 | 1,8E+00 | 26E+10 | 26E+10 | 100 | 13E+12 | .|
45 | FT AVV8 5,6 1,4E+09 | 1,4E+09 | 2,7E+10 | 2,7E+10 | 10,0 | 1,4E+12 : °
46 | Fraccion 16 11,6 | 2,8E+07 | 2,8E+07 | 5,7E+08 | 5,7E+08 | 1,5 | 4.3E+09
AAVS
Fraccion 16 3,9E+09 0,21%
a7 | e 11,9 | 2,4E+07 | 2,4E+07 | 4,7E+08 | 47E+08 | 15 3,6E+09
48 /'if\‘jg"’” 1 12,0 | 2.2E+07 | 2,2E+07 | 4,3E+08 | 4,3E+08 | 15 | 3,2E+09
Fraccion 17 2,7E+09 | 0,15%
a9 | e 12,6 | 1,5E+07 | 1,5E+07 | 2,9E+08 | 2,9E+08 | 1,5 2,2E+09
50 | Fraccion 27 68 | 6,4E+08 | 6,4E408 | 1,3E+10 | 1,3E+10 | 15 | 9,6E+10
AAVS
Fraccion 27 9,9E+10 | 531%
51| pve 6,7 6,8E+08 | 6,8E+08 | 1,4E+10 | 1,4E+10 | 1,5 1,0E+11
Crudo
52| scAAVS 6,6 7,0E+08 | 7,0E+08 | 1,4E+10 | 1,4E+10 | 6,5 4,5E+11
53 | Crudo 6,8 6,1E+08 | 6,1E+08 | 1,2E+10 | 1,2E+10 | 6,5 4,0E+11
scAAV8
54 géxc/jxc\’m/lo 10,9 | 4,4E+07 | 4,4E+08 | 8,8E+09 | 8,8E+09 | 6,5 2,9E+11
Crude 42E+11 | 100%
55 | SCAAVS/10 10,9 4,3E+07 | 4,3E+08 | 8,7E+09 | 8,7E+09 | 6,5 2.8E+11
Crudo
56 SCAAVS/100 13,5 8,7E+06 | 8,7E+08 | 1,7E+10 | 1,7E+10 6,5 5,7E+11
Crudo
57 | or AAv8/100 13,5 | 8,5E+06 | 8,5E+08 | 1,7E+10 | 1,7E+10 | 6,5 5,5E+11
58 | FT scAAVS 17,0 | 9,1E+05 | 9,1E+05 | 1,8E+07 | 1,8E+07 | 10,0 | 9,1E+08
8,2E+08 | 0,19%
59 | FT scAAVS 17,3 | 7,3E+05 | 7,3E+05 | 1,5E+07 | 1,5E+07 | 10,0 | 7,3E+08
6o | Fraccion 16 132 | 1,0E+07 | 1,0E407 | 2,0E+08 | 2,0E408 | 1,5 | 1,5E409
scAAVS8
Fraccion 16 1,4E+09 | 0,34%
61 134 | 8,0E+06 | 8,0E+06 | 1,8E+08 | 1,8E+08 | 1,5 1,3E+09
sCAAVS8
62 | 2O LT | 137 | 74E+06 | 7,4E406 | 15E+08 | LSE+0B | 15 | 11E+09
= 1,0E+09 | 0,24%
g3 | raccion 14,0 | 6,2E+06 | 6,2E+06 | 1,2E+08 | 1,2E+08 | 1,5 9,3E+08
scAAVS8
g4 | Fraccion 18 151 | 3,0E+06 | 3,0E+06 | 6,1E+07 | 6,1E+07 | 1,5 | 4,6E+08
scAAVS8
Fraccion 18 4,7E+08 | 0,11%
65 | canyg 150 | 3,2E+06 | 3,2E+06 | 6,3E+07 | 6,3E+07 | 1,5 4,7E+08
66 :;i‘f\'/ogn 21 67 |67E+08 | 6,7E+08 | 1,36+10 | 1,3E+10 | 1,5 | 1,0E+11
Fraccion 27 1,0E+11 | 24,61%
67 6,6 7,1E+08 | 7,1E+08 | 1,4E+10 | 1,4E+10 | 1,5 1,1E+11
SCAAV8
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68

Crudo
scAAV8_GFP

8,3

2,4E+08

2,4E+08

4,8E+09

4,8E+09

6,5

1,6E+11

69

Crudo
scAAV8 GFP

7,7

3,5E+08

3,5E+08

7,0E+09

7,0E+09

6,5

2,3E+11

70

Crudo
ScAAV8_GFP
Dil 1/10

11,6

2,9E+07

2,9E+08

5,8E+09

5,8E+09

6,5

1,9E+11

71

Crudo
scAAV8_GFP
Dil 1/10

11,6

2,8E+07

2,8E+08

5,6E+09

5,6E+09

6,5

1,8E+11

72

Crudo
scAAV8_GFP
Dil 1/100

16,6

1,2E+06

1,2E+08

2,3E+09

2,3E+09

6,5

7,5E+10

73

Crudo
scAAV8_GFP
Dil 1/100

6,5

1,7E+11

100%

74

FT
SCAAV8_GFP

16,5

1,3E+06

1,3E+06

2,5E+07

2,5E+07

10,0

1,3E+09

75

FT
scAAV8 GFP

16,6

1,2E+06

1,2E+06

2,3E+07

2,3E+07

10,0

1,2E+09

1,2E+09

0,73%
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Fraccion 16
SCAAV8_GFP

16,3

1,4E+06

1,4E+06

2,9E+07

2,9E+07

15

2,1E+08

e

Fraccion 16
SCAAV8_GFP

15,3

2,7E+06

2,7E+06

5,4E+07

5,4E+07

15

4,1E+08

3,1E+08

0,19%
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Fraccion 17
SCAAV8_GFP

15,9

1,8E+06

1,8E+06

3,6E+07

3,6E+07

15

2,7E+08
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Fraccion 17
SCAAV8_GFP

16,0

1,7E+06

1,7E+06

3,5E+07

3,5E+07

15

2,6E+08

2,7E+08

0,16%
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Fraccién 18
SCAAV8_GFP

19,2

2,2E+05

2,2E+05

4,4E+06

4,4E+06

15

3,3E+07
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Fraccion 18
SCAAV8_GFP

19,3

2,1E+05

2,1E+05

4,1E+06

4,1E+06

15

3,1E+07

3,2E+07

0,02%
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Fraccion 27
SCAAV8_GFP

9,5

1,1E+08

1,1E+08

2,1E+09

2,1E+09

15

1,6E+10
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Fraccion 27
SCAAV8_GFP

9,3

1,2E+08

1,2E+08

2,4E+09

2,4E+09

15

1,8E+10

1,7E+10

10%
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7.4 Anexo IV: Resultados de Citometria de Flujo entregados por el Servicio del
Laboratorio de Inmunologia de la Universidad de Chile

En las siguientes figuras se entregan los resultados de la citometria de flujo de infeccién de
HEK293F con distintas diluciones de los vectores virales AAV2 producidos. En la Tabla 4 se
detalla lo que corresponde a cada tubo indicado en los resultados de citometria de flujo.

Tabla 4: Descripcion de los tratamientos de infeccién con AAV2 en HEK293F realizados en cada
muestra analizada por citometria de flujo

Linea
Tubo Tratamiento celular Proteina| Produccién
1 Dilucién 10E-1 de AAVR2 HEK293F eGFP Stzg?jc;rd
2 Dilucion 2x10E-2 de AAVR2 HEK293F eGFP Stzg?llird
3 Dilucion 4x10E-3 de AAVR2 HEK293F eGFP Stzg?llird
4 Dilucién 8x10E-4 de AAVR2 HEK293F eGFP Stzg?jird
5 Dilucién 1,6x10E-5 de AAVR2 HEK293F Nada Stzg?j%rd
6 Control Negativo 1 HEK293F Nada St:w?j%rd
7 Dilucién 10E-1 de AAVR2 HEK293F eGFP Stzg?j%rd
8 Dilucién 2x10E-2 de AAVR2 HEK293F eGFP Stzg?j%rd
9 Dilucién 4x10E-3 de AAVR2 HEK293F eGFP Stzg?j%rd
10 Dilucién 8x10E-4 de AAVR2 HEK293F eGFP StEL%%rd
11 Dilucién 1,6x10E-5 de AAVR2 HEK293F eGFP Stzg?ida.rd
12 Control Negativo 1 HEK293F Nada Stzg(zjird
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En la Tabla 5 se detalla lo que corresponde a cada tubo indicado en los resultados de citometria
de flujo para AAV8 y AAV2 de la nueva produccion sin diluir.

Tabla 5: Descripcién de los tratamientos de infeccion con AAV2 y AAV8 en HEK293F realizados en
cada muestra analizada por citometria de flujo

Linea

Tubo Tratamiento celular Proteina Produccién
1 Stock sin diluir AAVR2 HEK293F eGFP Prod. Standard
2 Dilucion 10E-1 de AAVR2 HEK293F eGFP Prod. Standard
3 Stock sin diluir AAVR2 HEK293F eGFP Prod. Nueva
4 Stock sin diluir AAVR8 HEK293F eGFP Prod. Standard
5 Stock sin diluir AAVR8 HEK293F eGFP Prod. Nueva
6 Control Negativo 1 HEK293F Nada | Medio DMEM/F12
7 Stock sin diluir AAVR2 HEK293F eGFP Prod. Standard
8 Dilucién 10E-1 de AAVR2 HEK293F eGFP Prod. Standard
9 Stock sin diluir AAVR2 HEK293F eGFP Prod. Nueva
10 Stock sin diluir AAVR8 HEK293F eGFP Prod. Standard
11 Stock sin diluir AAVRS8 HEK293F eGFP Prod. Nueva
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an 100 150 200 50 50 100 150 o0 260 50 100 150 200 2450
FSC-A (x 1,000) FSC-ny e 1,0000 SSC-u e 1,000
HEK283F-Tube 008 Experiment Hame: ALBOOZ
§_‘ Specimen Mame: HEKZOZF
3 Tube Mame: Tube_003
E Recaord Drate: Sep 28, 2016 12:24:15 Pl
- = GFP-A
g -:E Fopulation Farent Mame #Evweants %P arent % Total Mean
8 = . All Events R 13,590 HERE 100.0 129
a . F1 All Events 10,193 75.0 75.0 137
— |_| Pz F1 o 654 o4.7 71.0 132
%_: . Pz Pz 2873 g91.9 G5.2 129
m F4 Pz 2,208 99.3 4.2 107
|||f||| LI L) LY MPS F3 &5 07 05 3018
10 ik Tin 10
GFP-#
HEKZ93F-Tube 010 HEKZQ3F-Tube 010 HEKZ2Q3F-Tube 010
g & i
=37 E
= +
. =
T & T 3
& & ]
. mc“:-g__
7] ]
3 e P3
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a0 100 150 200 50 50 100 150 o0 250 50 100 150 200 250
FSC-A (x 1,000) FSC-ny e 1,0000 SSC-u e 1,000
HEK283F-Tube 010 Experiment Hame: ALBOOZ
4 Specimen Mame: HEK203F
E—_ Tube Hame: Tube_040
] Record Date: Sep 28, 2016 12:25:08 P
=
= 2 GFP-&
g 7 Fopulation Farent Mame #Evweants %P arent % Total Mean
8 37 . All Events R 16,422 HiEHE 100.0 2,028
- B All Events 10,249 BE.5 6.5 2503
.:._: |_| Pz F1 o.5647 94.1 2.6 24926
o] . Pz Pz 2.003 8932 582 23248
] m F4 Pz 50563 G6.4 287 150
. H P& Pz 2,025 23T 19.7 5667
10 ik 10 10"
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HEKZO3F-Tube 011

HEKZOZF-Tube 011

HEKZO3F-Tube 011
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S0 100 150 200 250 S0 100 150 200 250 S0 100 150 00 350
FHC-2 i(x 1,000) FEC-w fx 1,0007 85 (x 1,000)
HEKZ83F-Tube 011 Experiment Hame: ALBOOZ
Specimen Mame: HEKZO3F
Tube Mame: Tube_0411
Recaord Date: Sep 28, 2016 12:26:17 Pl
Fa GFF-A
Fapulation Farant Name #Events % Farent % Total fdean
W = Events #hER 20,114 #ERH 1000 125
B All Events 10,240 50.9 50.0 155
ez P 9218 80.0 458 152
[ E Pz 8378 s0.4 M7 147
[x] Pa 2] 8,233 o2z 400 108
STt (<] Fs F3 195 1.7 0.7 2385
10 10t 10

GFP-A
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