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RESUMEN

La Osteogenesis Imperfecta (Ol) corresponde a una enfermedad autosémica dominante
negativa, que se manifiesta a nivel sistémico. Es producida por mutaciones en los genes col1a1 o
col1a2, que codifican para las cadenas pro-o. del colageno |, principal componente de la matriz
extracelular de los huesos. Se ha descrito una extensa lista de mutaciones asociadas con Ol,
siendo las mas comunes cambios de una base que resultan en el reemplazo de una glicina por otro
amino&cido, a consecuencia de lo cual adopta una conformacién alterada, por lo tanto hay un mal
ensamblaje de la fibra de colageno | y con ello una mineralizacion dsea defectuosa. Debido a la
gran cantidad de mutaciones que pueden generar Ol el desarrollo de terapias dirigidas contra cada
una de estas mutaciones implicaria costos y tiempos de produccién elevadisimos. Como alternativa
hemos propuesto utilizar como secuencia blanco un polimorfismo de nucleétido Gnico (SNP) que
estéd ampliamente representado en la poblacién, asi al localizarse en el mismo alelo que presenta
la mutacion, pemmitiria aumentar el namero de pacientes a tratar con una misma herramienta
terapéutica, por ejemplo con una ribozima que bloquee la expresion del alelo mutado manteniendo
la expresion del alelo normal en los osteoblastos. Se ha descrito que las MSC son capaces de
diferenciarse a un gran numero de tejidos, como tejido 6seo (principal tejido afectado en Ol) y se
ha demostrado que MSC trasplantadas en animales con Ol producen un aumento de colageno y
del contenido mineral en los huesos de los receptores. Asi la hipétesis de este trabajo fue: las
MSC, dada su capacidad de ser trasplantadas y destinadas al tejido dseo, son el blanco celular
ideal para estrategias de terapia génica para Ol utilizando una ribozima que no depende de la
mutacién del gen col1a1.

Se evalud la trasplantabilidad de las MSC humanas. Para ello las células se infundieron
intravenosamente en ratones inmunodeficientes adultos en estado estable, y se analizé la
presencia de células humanas en los distintos tejidos por PCR para el gen p-globina humano. No
se observaron efectos secundarios en los receptores hasta 13 meses post-infusion. Se observé
que las MSC infundidas intravenosamente se distribuyen por el organismo y permanecen sélo en la
medula 6sea y bazo, siendo estos los tejidos blanco de destinacion de las MSC, y luego son
redestinadas hacia otros tejidos mayoritariamente mesenquiméticos, siendo estos los primeros
resultados reportados de biodistribucién cinética de MSC.

Luego se evalud, en MSC heterocigotas (T/C) para el SNP 3210 del gen col1a1, los efectos
de la presencia de la ribozima cabeza de martillo Rzpol1a1 (dirigida contra el alelo T de este gen)
sobre la expresion del gen col1a1. Para ello las células se infectaron con el retrovirus recombinante
RNL-Paol, vector no replicativo bicistronico que codifica para la ribozima Rzpol1a1 bajo el control de
los promotores LTR y CMV y el gen neo bajo el control del promotor RSV. Los niveles de mRNA
col1al se determinaron por RT-PCR cuantitativo y los valores se normalizaron por los niveles de
mRNA gapdh. A los 5 y 30 dias post-infeccion se observé una reduccion del 60% de los niveles de
mRNA col1al en las MSC transducidas respecto de MSC control. Por lo tanto la expresion de la
ribozima provoco una disminucién en los niveles de mRNA col1a1, lo cual seria producto del
reconocimiento y corte selectivo del mRNA colia1 por la ribozima. Los niveles de proteina
colageno | se evaluaron cuantificando el propéptido C-terminal de colageno | por ELISA-Sandwich,
como senal de la producciéon de novo de colageno I. A los 5 dias post-infeccion se observé una
reduccion de aproximadamente un 95% en la cantidad de colageno | producido de novo en las
MSC transducidas. Sin embargo, a los 30 dias post-infecciéon no se observaron diferencias en la
cantidad de esta proteina. Para explicar este Ultimo resultado se propone un mecanismo
compensatorio que aumente la traduccion del mRNA col1a1 6 col1a2, por lo tanto el colageno |
sintetizado por las MSC transducidas podria corresponder a una mezcla de heterotrimero u
homotrimero. Cabe destacar que ni la transferencia génica, ni la expresién de la ribozima tuvieron
efecto sobre el potencial de diferenciacion al linaje osteogénico ni de proliferacion. Por lo tanto el
colageno | sintetizado por las MSC transducidas es fisiolbgicamente normal.

En conjunto los resultados presentados en esta tesis muestran que las MSC son el blanco
celular adecuado para terapia génica para Ol, dada su capacidad de ser trasplantadas y
destinadas al tejido dseo. Por otro lado al ser transducidas con un vector retroviral que codifica
para Rzpolia1, se disminuyen los niveles de mRNA colia1 sin cambiar los niveles de coldgeno |.
Proponemos que la infusién de MSC modificadas ex vivo parece ser una alternativa dptima de
terapia génica para Ol. Siendo este el principal aporte de esta tesis.
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ABSTRACT

Osteogenesis Imperfecta (Ol) is a negative autosomal dominantly inherited disease that is
present at siystemic level. It is produced by mutations in the genes col1a1 or col1a2, that codifies
the pro-o. chains of the collagen I, main component of the extracellular matrix of the bone. An
extensive list of mutations associated with Ol has been described being the most common changes
of single base, that changes a glycin by other amino acid, as result of which it adopts an altered
conformation, that implies a wrong assembly of the fiber of collagen | and a defective mineralization
of the bones. Due to the enormous amount of mutations related to Ol the generation of therapies
directed against each one of these mutations would imply costs and time of production highest.
Since alternative we have proposed to use as target sequence a single nucleotide polymorphism
(SNP) that is widely present in the population, thus when is located in the mutated allele would
allow to increase the number of patients to treat with the same therapeutic tool, for example with a
ribozyme that it blocks the expression of mutated allele maintaining the expression of normal allele
in osteoblasts. It has been described that MSC are able to differentiate to a several cell types, like
osteoblasts (main affected cells in Ol) and it has been demonstrated that MSC transplanted into
animals with Ol produce an increase of the collagen and mineral content in the receptor bones.
Thus, the hypothesis of this work was: MSC, due to their capacity to be transplanted and destined
to the bone tissue, are the ideal cellular target to strategies of gene therapy for Ol using a ribozyme
does not depends of the col1a1 mutation.

It was evaluated the transplantability of human MSC. For this the cells were infused
intravenously in adult immunodeficiet stable state mice, and the presence of human cells in different
tissues was analysed by PCR for B-globin human gene. Indirect effects in the host were not
observed up to 13 months after infusion. It was observed that the MSC infused intravenously are
distributed by the organism and remain only in the bone marrow and spleen, homing target tissues
of MSC, and then they are redestiny to other tissues mainly mesenchymatic, being these the first
reported results of the kinetic biodistribution of MSC.

Then, in MSC heterocygotes (T/C) for the SNP 3210 of the col1a1 gene, the effects of the
hammerhead ribozyme Rzpolia1 (directed to the T allele of this gene) on the expression of the
col1a1 gene was evaluated. For it the cells were infected with the recombinant retrovirus RNL-Pol,
no replicative vector bicistronic that codify to the ribozyme Rzpol1a1 under the control of the LTR
and CMV promoters and the neo gene under the control of the RSV promoter. The mRNA col1a1
levels were determined by quantitative RT-PCR and the values were normalised by the levels of
gapdh mRNA. Five as 30 days post-infection, a reduction of 60% in the levels of mRNA col1al was
observed in transduced MSC respect to the control. Therefore, the ribozyme expression causes a
downregulation of the mRNA colial levels, due to the recognition and following cut of mRNA
col1lal by Rzpolial. The levels of collagen | protein were evaluated quantifying the C-terminal
propeptide of collagen | by ELISA-Sandwich, as signal of the de novo production of collagen |
protein. Five days post-infection it was observed a 95% of reduction in the amount of collagen |
produced de novo in transduced MSC. Nevertheless, 30 days post-infection no differences were
observed in the collagen | production. To explain this last result we propose a compensatory
mechanism that increase the translation of mMRNA col1a1 or col1a2, therefore the collagen | could
be a mixture of heterotrimers and homotrimers. Important is that neither the genetic transfer nor the
ribozyme expression had effect on the proliferation nor in the osteogenic differentiation potential, so
the collagen | synthesised by transduced MSC is physiologically normal.

Altogether the results presented in this thesis show that MSC are the suitable cellular target
for gene therapy for Ol, due to their capacity to be transplanted and destined to the bone tissue. On
the other hand to the being transduced with a retrovirus that encode to Rzpolia1, the levels of
mRNA col1a1 are reduced without changing the collagen | levels. We propose that the infusion of
MSC modified ex vivo seems to be an optimal alternative for Ol. Being this the main contribution of
this thesis.

Xiv



INTRODUCCION

La Osteogénesis Imperfecta (Ol) o “enfermedad de huesos quebradizos”,
es una enfermedad autosémica dominante negativa que se manifiesta a nivel
sistémico. Es producida por mutaciones en los genes col1al o col1a2, los
cuales codifican las cadenas pro-a. que forman la fibra de colageno tipo I,
principal componente de la matriz extracelular de los huesos. En nuestro pais
su frecuencia aun no ha sido determinada, pero se han reportado valores en
Europa de aproximadamente 1 en 20.000 nacidos vivos. (Engelbert R y cols.,
1998)

De acuerdo a rasgos clinicos y reportes radiograficos, se han definido 4
tipos de Ol (Sillence y col., 1979). La Ol tipo | es la forma mas leve y la Ol tipo I
la mas grave, pacientes con Ol tipo || generalmente mueren antes de 1 afo de
edad. Dependiendo del tipo de Ol los pacientes presentan alta tendencia a
fracturarse (tipos I, II, lil y IV) en algunos casos las fracturas estan presentes al
momento del nacimiento (tipo lll), su estatura es pequeda (tipos I, llIl y V),
tienen bajo tono muscular (tipos | y ), escleras azules (tipos | y lll), severa
deformidad de los huesos (tipos Il y Iil), costillas en forma de barril (tipos Il y
IV), curvatura espinal (tipos Ill y IV) y pulmones subdesarroliados (tipo II)

(Primorac y col., 2001).



Bases moleculares de la Ol.

La fibra de colageno | corresponde a una triple hélice formada por dos
cadenas COL1A1 y una COL1A2. El proceso de formacion de esta triple hélice
(Fig. 1) comienza con la sintesis en los ribosomas asociados a la membrana del
reticulo endoplasmico rugoso, de precursores llamados cadenas pro-o Cuyos
extremos llamados propéptidos amino (N-) y carboxilo (C-) terminales flanquean
la region central (Gly-X-Y)n (Beck y col.,, 1996). Estas secuencias repetitivas
sufren una serie de modificaciones post-traduccionales que concluyen en la
generacién de una region de 5-6 tripletes Gly-X-Hyp consecutivos en el C-
terminal, que actua como sitio de nucleacion para ensamblar tres cadenas pro-
o mediante la formacién de puentes de hidrégeno y asi formar una triple hélice
conocida como procolageno. Después de la formacion de las moléculas de
procolageno, estas son secretadas al espacio extracelular donde enzimas
proteoliticas cortan los propéptidos formando las moléculas de colageno que se
asocian para formar fibrillas de 10 — 300 nm, las que luego se agregan y forman
una fibra de colageno de 0,5 - 3 um (Alberts y cols., 2002).

En la Ol tipo | mutaciones nulas en los genes col1a1 o col1a2 provocan
que uno de los alelos no se exprese, por lo tanto el colageno | que se sintetiza
es normal estructuraimente pero su cantidad esta significativamente disminuida.
En cambio en Ol tipos I, lll y IV ambos alelos se expresan, pero deleciones o

inserciones 0 mutaciones de cambios de una base, llevan a la sintesis de una
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Figura 1. Sintesis de colageno |. Luego de la sintesis de las cadenas pro-a,
estas sufren una serie de modificaciones post-traduccionales que finalizan en la
formacién de la triple hélice de procolageno, esta molécula luego es secretada
al espacio extracelular donde se cortan los propéptidos generando asi la
molécula de colageno. Finalmente moléculas de colageno se ensamblan para

formar fibrillas que a su vez se agregan con mas fibrillas para formar una fibra
de colageno. (Alberts y cols., 2002)



proteina alterada, lo cual conlleva un mal ensamblaje de la fibra de colageno | y
con ello una mineralizacion ésea defectuosa (Baum y cols., 1999). Una extensa
lista de mutaciones relacionadas a Ol ha sido reportada y se encuentran en
bases de datos disponibles gratuitamente (Data Base of Human Type | and
Type lll Collagen Mutations, 2001).

En el caso de Ol tipo I, Il y IV, la causa mas comun es el cambio de una
base que resulta en el reemplazo de una glicina por otro aminoacido, siendo los
mas frecuentes serina, cisteina, arginina y acido aspartico, esto produce un
quiebre en el patron de secuencia repetitiva (Gly-X-Y)n (Kuivaniemi y col.,
1997). Modificaciones post-traduccionales del colageno como hidroxilacion de
prolinas y lisinas sélo ocurren en cadenas no plegadas. Estudios bioguimicos
sugieren que sustituciones de glicinas resultan en un plegamiento defectuoso
de la triple hélice del colageno |. Se ha observado un incremento cercano al
60% de hidroxilacion de prolinas y lisinas en moléculas de colageno | de
pacientes con Ol (Lehmann y col., 1995; Kuivaniemi y col., 1997). Dado que, las
mutaciones retrasarian la formacion de la triple hélice se extenderia el tiempo
durante el cual las cadenas pueden ser modificadas enzimaticamente. Estudios
de plegamiento confirmaron que el colageno | de pacientes con Ol tiene una
velocidad de plegamiento menor que el colageno | normal sugiriendo que la
propagacion de la triple hélice desde el sitio de nucleacion es retardada en el

sitio de la mutacién. (Raghunath y col., 1994)



Bases Celulares de Ol.

Los osteoblastos, principales células del hueso son las células que
sintetizan mayoritariamente colageno |. El cual es indispensable para el proceso
de mineralizacion durante el cual se forma el osteoide a medida que se deposita
hidroxiapatita, principalmente de calcio y fosforo sobre la matriz extracelular,
donde cerca del 90% corresponde a colageno . En el caso de los pacientes con
Ol, al estar alterada la estructura de la fibra de colageno |, la formacion y
organizacion del osteoide también esta alterada, con fibras de colageno | mal
plegadas y distribuidas al azar. (Weill Medical College of Cornell University.
Congenital and Hereditary Bone Disorders, Osteogenesis Imperfecta, 2002), lo
que conlleva a una mineralizaciéon de los huesos defectuosa y menor densidad
Osea.

Por su parte, los osteoblastos también se ven afectados frente a la
presencia de moléculas de colageno | alteradas, ya que al ser mas prolongado
el tiempo de trafico intracelular, las células mantienen grandes cantidades de
moléculas mal plegadas en su interior (Morike y col., 1992), lo que altera la
secrecion de nuevas fibras de colageno | y retarda la division celular (National
Institutes of Health. Osteoporosis and Bone Diseases~National Resource

Center, 2002).



Alternativas terapéuticas existentes para Ol.

Por mucho tiempo, el tratamiento de la Ol se limité a medidas paliativas,
como reducir al minimo la actividad fisica. También, se han utilizado
correcciones quirtrgicas de las deformaciones 6seas, pero la cirugia resulta
riesgosa debido a la fragilidad intrinseca de los huesos de estos pacientes. Otro
tratamiento probado, ha sido la administracion de calcitonina y calcio oral, con
lo cual se observé que la tasa de fracturas anual disminuia, que la capacidad de
los pacientes para mantenerse de pie y moverse aumentaba y, mediante
reportes radiograficos, se observé que aumentaba la densidad oOsea, sin
embargo la mayoria de estos efectos se observaron sélo en nifios menores de 5
afios (Castells y cols.,, 1979). Tambien se ha utilizado de hormona de
crecimiento, sin embargo los resultados no son del todo claros, ya que cuando
se administré esta hormona aumentaron tanto la velocidad de crecimiento como
la frecuencia de fracturas de los pacientes (Noda y cols., 2002). Previamente se
demostré que en nifios con Ol tipo lil y IV, la administracién de hormona de
crecimiento incremento significativamente la tasa de intercambio de calcio, con
lo cual se aumento el calcio disponible para la mineralizacién de los huesos
(Vieira y cols., 1999). Sin embargo, en este ultimo caso la mineralizacion
defectuosa de los huesos debido a la presencia de moléculas de colageno |
alteradas no se ve mejorada. Ultimamente se ha probado el uso de
bifosfonatos, los cuales son potentes inhibidores de la reabsorcién 6sea ya que

inhiben la actividad osteoclastica (Rogers y col., 2000). En un estudio con 28



pacientes con Ol que recibieron infusiones intravenosas de bifosfonato por 2 a 9
afos, se observo un incremento gradual en la densidad ésea y una disminucién
en el recambio 6seo, lo que coincidié con una considerable disminucién del
dolor (Astrém y col., 2002).

En los tratamientos anteriormente descritos la causa original de la Ol
permanece inalterada. Ademas, los farmacos debieran administrarse de por
vida, siendo sus efectos a largo plazo desconocidos. Por lo tanto, la
administracion de ellos no parece ser la alternativa 6ptima. Otra alternativa
terapéutica propuesta para los pacientes con Ol ha consistido en el trasplante
de células de meédula 6sea provenientes de dadores sanos, los efectos
observados fueron atribuidos a la presencia en la médula ésea de células que
se alojarian en el hueso y suplirian la accion de las propias células del huésped,
es decir, sintetizar colageno | normal. Cinco nifios recibieron trasplantes
alogeneicos de donantes sanos histocompatibles y en tres de ellos se observo
un aumento en la velocidad media de crecimiento, en el contenido mineral de
los huesos y una disminucion considerable de la frecuencia de fracturas
(Horwits y cols., 1999). A pesar de estos alentadores resultados, esta estrategia
presenta desventajas, como por ejemplo la dificultad de encontrar un dador que
sea compatible con el huésped y como en todo trasplante alogeneico de médula
Osea, existe la probabilidad de desarrollar un tipo de rechazo conocido como

reaccion injerto contra huésped, por lo que los pacientes deben ser mantenidos



con drogas inmunosupresoras lo cual conlleva un riesgo importante. O
alternativamente puede producirse el rechazo del huésped contra el injerto.

Por lo tanto, una alternativa 6ptima seria corregir el desorden en las
propias células del paciente, a través de una terapia génica que permita reparar
la mutacidon o suprimir la expresion del alelo mutado sin que se afecte la

expresion del alelo normal.

Estrategias _metodolégicas para bloguear selectivamente la expresién de un
gen.

La expresibn de un gen mutado puede bloquearse utilizando
oligonucledtidos cuya secuencia sea complementaria al DNA o al RNA
mensajero (MRNA) de interés. En el primer caso, la asociaciéon del
oligonucleétido a su secuencia complementaria en el DNA forma una triple
hélice que impide la interacciéon con la maquinaria transcripcional, con lo cual no
se sintetiza el mRNA mutado. En el segundo caso, producto del apareamiento
entre el oligonucledtido y el mRNA de interés se forma un dlplex que no
interactia con la maquinaria traduccional, por lo tanto no se sintetiza la proteina
codificada por dicho gen. Como mecanismo alternativo se ha propuesto que la
formacion del duplex oligonucleétido-mRNA disminuiria la vida media del mRNA
blanco al ser reconocido y degradado este duplex por la Rnasa H. Otra

alternativa es el uso de ribozimas.



Ribozimas.

Las ribozimas son moléculas de RNA que se aparean con secuencias

especificas y catalizan la hidrélisis de enlaces fosfodiester causando el corte del

RNA blanco. Existen varios tipos de ribozimas:

a)

las de autoescisidn, a las que corresponden los intrones del grupo | y
grupo Il; su tamano es mayor a 400 nucledtidos. Estas ribozimas
generalmente  requieren de pequefias particulas nucleares
ribonucleoproteicas y otras proteinas para realizar el corte, el cual es
mediado por la formacién de un spliceosoma (Maniatis y col., 1987). Su
mecanismo de accién es en cis y la autoescisién ocurre por 2 reacciones
de fransesterificacion consecutivas, ambas iniciadas por ataques
nucleofilicos que finalizan en la generacion del transcrito de RNA
maduro (Cech y col., 1981)

RNasa P es una endoribonucleasa, su tamano es de aproximadamente
300 nucleétidos. El mecanismo de accion de esta ribozima es en trans y
corta sustratos precursores de tRNA en sitios especificos generando un
terminal 5' fosfato y un terminal 3' hidroxilo (Darr y col., 1992)

RNAs de autofragmentaciéon corresponden a pequefias ribozimas de
menos de 150 nucledtidos, su mecanismo de accidn es en trans y la
reaccion de corte es en ausencia de proteinas, el ataque nucleofilico del
oxigeno 2' al fosfato adyacente produce un fosfato 2' 3'ciclico y un

terminal 5' hidroxilo (Sigurdsson y cols., 1995). Dentro de este grupo se



encuentran las ribozimas del virus delta de la hepatitis tipo V, ribozimas
de horquilla, y ribozimas cabeza de martillo, siendo estas ultimas las mas
pequefias de aproximadamente 30 nucledtidos y las mas utilizadas
debido a su tamafio y a la facilidad para ser sintetizadas quimicamente.

Estructuralmente las ribozimas cabeza de martillo presentan un centro
catalitico flanqueado por dos brazos antisentido que se aparean con una
secuencia blanco y forman dos hélices. La secuencia de estos brazos no posee
bases conservadas, |0 que le confiere un amplio rango de posibles secuencias
blanco con las cuales aparearse. El sitio de corte corresponde a secuencias
especificas NUH (N, cualquier nucleétido; U, uracilo; H cualquier nucledétido
excepto guanina) localizados en el mRNA blanco, la ribozima reconoce las
secuencias a ambos lados del sitio NUH por apareamiento de los brazos
antisentido y el centro catalitico entonces corta el sitio 3’ del triplete NUH
generando un fosfato 2’3’ ciclico y un terminal 5’ OH.

Dentro de las alternativas para administrar una ribozima se encuentra la
liberacion exdégena donde oligonucledtidos pre-sintetizados con actividad de
ribozimas pueden ser liberados directamente dentro de celulas en cultivo, para
esto se ha probado principalmente el uso de liposomas neutros o catidnicos (Gu
y col.,, 1997, Duzgunes y col., 1999), polimeros biodegradables (Fell y
col.,1997), endocitosis mediada por receptor (Hudson y col., 1999), o en
animales mediante inyeccién intravenosa de la ribozima (Lyngstadaas y col,

1995). Sin embargo, la accién de una ribozima administrada por estas vias esta
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limitada por su vida media y su efecto biolégico se observa sélo hasta que
permanece en la célula en una cantidad adecuada.

Otra alternativa de administraciéon de ribozimas es mediante liberacion
endégena, la cual depende de la presencia del gen codificante para la ribozima
en la célula. Para esto la secuencia correspondiente es clonada en un vector de
expresidon y movilizada a la célula blanco, y la ribozima es sintetizada al
transcribirse dicho transgen. Se han probado diversos vectores de expresion
para movilizar genes codificantes para ribozimas como el uso de vectores
plasmidiales (Dawson y col., 2000), vectores adenovirales (Hu y cols., 2002), y

retrovirales (Li y col., 1996).

Ribozimas y Ol.

Se ha demostrado en fibroblastos de piel de un paciente con Ol que
ribozimas cabeza de martillo dirigidas contra una mutacién especifica en el gen
col1a2, producen una disminucién en la expresién de colageno tipo | al
degradar el mRNA blanco (Dawson y cols., 2000). En este caso la ribozima
utilizada reconocia selectivamente la secuencia que corresponde a la mutacion
asociada con la Ol. Sin embargo, sélo cerca del 25% de todas las mutaciones
en el gen del colageno | generan un sitio de corte por ribozimas (Grassi y col.,
1996), por lo tanto el uso terapéutico de ribozimas dirigidas contra mutaciones
especificas estaria restringido a un pequefio grupo de los pacientes. Ademas,

ya que son variadas las mutaciones que producen la Ol una terapia de este tipo
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implicaria el disefio y construccion de una ribozima para cada paciente, lo que
aumentaria el costo y tiempo de produccidén disminuyendo su aplicabilidad
terapéutica. Para ampliar el espectro de pacientes que podrian ser tratados con
una misma ribozima se debiera utilizar como blanco secuencias en el mMRNA
que no correspondan a mutaciones particulares, sino que sean secuencias que
estan ampliamente representadas en la poblacién. Un posible candidato son los
sitios polimérficos, en particular los polimorfismos de nucleétido Unico (SNP)
donde la diferencia en la secuencia nucleotidica corresponde al cambio de un
solo nucleétido, por lo tanto el nimero de variantes es bastante pequefio, lo que
permite aumentar el espectro de pacientes a tratar con la misma terapia.

Dicho blanco tendria utilidad terapéutica sélo si se encuentra en el mismo
alelo que posee la mutacion relacionada con Ol, por lo tanto en este trabajo se
propone bloquear la expresién del alelo mutado utilizando una ribozima cabeza
de martillo dirigida contra un alelo del SNP 3210 del gen col1al y mantener la
expresion del alelo normal. Este polimorfismo se encuentra en la region 3’ no
traducida del gen col1al, en una zona abierta de la estructura del mRNA
col1a1, en la posicion 3210. Sélo existen 2 variantes T (en adelante alelo T) y C
(en adelante alelo C) (GenBank n® de acceso K01228), y s6lo en el mRNA
sintetizado a partir del alelo T se crea un sitio de corte CUC, mientras el mRNA
sintetizado a partir del alelo C tiene una secuencia CGC en esta posicién, la

cual no es sitio de corte por ribozimas cabeza de martillo.
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Se ha reportado que sobre el 40% de la poblacién caucasica en Estados
Unidos y Europa es heterocigota (C/T) para el SNP 3210 del gen col1a1 (Willing
y cols., 1992; Millington-Ward y cols., 1999), por lo tanto como minimo el 20%
de los pacientes con Ol asociada al gen col1al se encontrarian dentro del
espectro de pacientes a tratar con la misma ribozima ya que la mutacién se
encontraria en el alelo blanco (alelo T).

Previamente, en estudios in vitro se demostré que la ribozima cabeza de
martillo Rzpol1a1 dirigida contra el SNP 3210 del gen coltal reconoce el sitio
blanco (alelo T) y lo corta especificamente dejando intacto el control (alelo C)
(Millington-Ward y cols., 1999). Por lo tanto, en aquellos casos donde el SNP
3210 del gen collal se encuentre en el mismo alelo que la mutacion
(independientemente de cuél sea esta), utilizando la ribozima Rzpol1a1 seria
posible bloquear la expresién del alelo mutado manteniendo la expresion del
alelo normal y con ello se estaria revirtiendo el fenotipo.

Para que esta estrategia tenga un valor terapéutico, debe probarse su
efectividad y selectividad en las células responsables del fenotipo patoldgico.
Ya que la Ol es una enfermedad que se presenta a nivel de todos los huesos, el
blanco celular ideal es una célula que después de ser manipulada ex vivo
pueda ser reinfundida en el organismo, y se destine a los huesos supliendo en
ellos la funcién de los osteoblastos patolégicos, y por lo tanto candidato celular

obvio corresponde a las células troncales mesenquimaticas.
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Células Troncales Mesenquimaticas.

De la médula 6sea de los individuos adultos, es posible aislar una
poblacién de células conocidas como células troncales mesenquimaticas
(MSC). Estudios in vitro e in vivo han demostrado que estas células se
diferencian a células del hueso, cartilago, tendén, musculo esquelético y
cardiaco, grasa, estroma hematopoyético, células endoteliales, astrocitos,
oligodendrocitos y neuronas (Beresford y col., 1992; Galmiche y col., 1993;
Pereira y col., 1995; Wakitani y col., 1995; Kuznetsov y col., 1997, Pittenger y
col., 1999; Dennis y col., 1999; Awad y col., 1999; Kopen y col., 1999; Reyes y
Verfaillie, 1999).

Ademas, las MSC pueden ser expandidas ex vivo y transducidas con
vectores retrovirales (Allay y cols., 1997) o adenovirales (Conget y col., 2000)
sin que se vea afectado su potencial de diferenciacién. Por lo tanto, las MSC
presentan un gran potencial para ser utilizadas en protocolos de terapias
génicas o celulares, tanto para enfermedades que se desarrollan a nivel
sistémico como en tejidos especificos.

En el caso particular de la Ol se ha demostrado en el sistema murino que
infusiones intravenosas de MSC normales en ratones con Ol tipo | producen un
aumento de colageno y del contenido mineral en los huesos de los receptores
(Pereira y cols., 1998). También se ha demostrado que en nifios con Ol el
trasplante de médula 6sea mejora considerablemente su condicién patolégica

(Horwits y cols., 1999). En consecuencia las MSC son el blanco celular ideal
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para la estrategia de terapia genica para Ol propuesta en esta tesis, ya que

podrian ser manipuladas ex vivo y luego reinfundidas en el organismo.
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HIPOTESIS

Las MSC, por su capacidad de ser trasplantadas y destinadas al tejido
0seo, son el blanco celular ideal para estrategias de terapia génica para
Osteogénesis Imperfecta tipos I, lll y IV, utilizando la ribozima Rzpol1a1 para
disminuir la cantidad de proteina colageno | mutada, independientemente de la

mutacion del gen col1a1.
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OBJETIVOS

Objetivo general.
Desarrollar una estrategia de terapia génica para Osteogenesis

Imperfecta en MSC heterocigotas para el SNP 3210 del gen col1a1, utilizando

la ribozima Rzpol1a1.

Objetivo especifico |
1. Estudiar los efectos secundarios de la infusion intravenosa de MSC
expandidas ex vivo.
2. Evaluar la trasplantabilidad de las MSC en receptores adultos en estado
estable.
3. Estudiar la cinética de biodistribucion de las MSC infundidas
intravenosamente.

4. ldentificar los tejidos de destinacion de las MSC.

Objetivo especifico |l

5. Determinar las condiciones éptimas de transducciéon de las MSC con

vectores retrovirales.
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6. Evaluar los efectos de la presencia de la ribozima Rzpol1a1 sobre los
niveles de mRNA col1al en MSC heterocigotas para el SNP 3210 del
gen collal.

7. Evaluar los efectos de la presencia de la ribozima Rzpol1al sobre la
cantidad de proteina colageno | en MSC heterocigotas para el SNP 3210
del gen col1a1l.

8. Estudiar los efectos celulares que produce la transduccion con el vector

retroviral RNL-Pol y la expresion de Rzpol1a1 sobre las MSC.
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METODOS

1. Cultivos celulares.
1.a Obtencion y cultivo de MSC humanas

Las MSC humanas se aislaron a partir del material sobrante de cosechas
de médula dsea obtenidas de individuos sancs, que participaban como
donantes en trasplantes alogeneicos. Las células de médula o6sea fueron
colectadas usando heparina 100 U/ml como anticoagulante v luego se diluyeron
3 veces con medio minimo esencial alfa («-MEM). Tres volimenes de esta
suspension celular se cargaron sobre dos volimenes de una gradiente continua
de Ficoll-Hypague (densidad 1,077 glcm3) y se centrifugaron a 500 x g por 30
min. a temperatura ambiente (TA). Desde la interfase de dicha gradiente se
extrajeron las células mononucleadas (MNC) que posteriormente se lavaron con
a-MEM, centrifugando a 700 x g por 10 min. a TA. Luego, las MNC se
resuspendieron en o-MEM + suero fetal bovino (SFB) 20% (viv) vy se
sembraron a una densidad de 1 x 10° MNC/cm® Cuando la monocapa de
células adherentes establecida se hizo confluente (dia 7), se eliminaron las
células no adherentes vy las adherentes se ftripsinizaron. Para ello, las

monocapas se incubaron con tripsina 0,25% (p/v) en tampdn fosfato salino

—

PBS) (50 ulfcm? a 37 °C por 15 min. Luego, la tripsina se inhibié agregando
b ) ; giey

volumen de o-MEM + SFB 10% (v/v) y, se elimind centrifugando las células a
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700 x g por 10 min. a TA. Los subcultivos de MSC se establecieron a partir de
estas células, las cuales se resuspendieron en o-MEM + SFB 10% (v/v) y se
sembraron a una densidad de 7 x 10° célulasicm® Las MSC fueron
subcultivadas cada 4 dias para evitar que alcanzaran confluencia, para esto se
tripsinizaron y se sembraron a una densidad de 7 x 10° células/cm? en a-MEM
+ SFB 10% (v/v). Los medios de cultivo utilizados incluian el antibidtico sulfato
de gentamicina 80 ug/m! y todos los cultivos celulares se mantuvieron bajo

atmosfera hiimeda aire/CO, 95/5% a 37 °C.

1.b Criopreservacion de MSC humanas.

Las células se tripsinizaron, se centrifugaron a 700 x g por 10 min. y se
resuspendieron en SFB frio 90% (v/v) + dimetil sulféxido 10% (v/v) a una
densidad de 1 x 10° células/ml. Luego, se alicuotaron en criotubos y se
enfriaron en vapores de nitrégeno liquido por 20 min. en posicidn 4 de ascensor
Taylor-Wharton (velocidad de enfriamiento = - 3,5 °C/min.) y luego por 20 min.
en posicion 1 (velocidad de enfriamiento = - 8 °C/min). Finalmente se

almacenaron sumergidas en nitrégeno liquido a - 196 °C.

1.c Genotipificacion de MSC para el SNP 3210 del gen coliai.
Para determinar si las MSC disponibles en nuestro laboratorio eran
heterocigotas u homocigotas para el SNP en la posicién 3210 del gen coltat,

se extrajo DNA gendmico de 11 muestras, los cuales fueron secuenciados en la

20



region dei gen collal que incluye el SNP, desde la posicion 16249 hasta 16620
(GeneBank n° de acceso AF017178) en el Departamento de Genética de
Trinity College, Dublin. Se determiné que 4 muestras eran heterocigotas (C/T) y
el resto homocigotas (T/T) para el SNP 3210 del gen col1al. Para evaluar los
efectos de la presencia de la ribozima Rzpol1a1l sobre la expresion del gen
col1a1 se utilizé exclusivamente la muestra MSC 10, heterocigota para el SNP

3210 de dicho gen.

2. Recuentos celulares.
2.a Numero de celulas nucleadas.

El nimero de células nucleadas de medula ¢sea y bazo se determind en
camara de Neubauer. Para esto una alicuota representativa de la muestra fue
diluida 50 veces con Cristal Violeta 0,05% (p/v) + acido acético 5% (v/v) y se
contaron las células visualizadas en 4 cuadrantes de la cdmara de Neubauer
bajo microscopio 6ptico (10 x). La concentracion celular se calculé de acuerdo a
la siguiente formula:

concentracion celular [células/ml] = recuento promedio x 10* x 50

2.b Ndmero de células totales.
El nimero de células fotales se determind en camara de Neubauer, para
esto las células se tripsinizaron, una alicucta representativa se diluyé 2 veces

con Azul Tripan 0,4% (p/v) y se contaron las células visualizadas en 4
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4

cuadrantes de la cémara de Neubauer bajo microscopio 6ptico (10 x). La
concentracion celular se calculé de acuerdo a la siguiente férmula:

concentracién celular [células/m!] = recuento promedio x 10* x 2

2.c Numero de células adheridas.

El nimero de céiulas adheridas a la placa de cultivc se determiné
espectrofotometricamente después de tefiir las células adheridas. Para ello, se
lavaron con PBS (0,25 mlicm?) y se tifieron con Cristal Violeta 0,2% (plv) +
etanol 10% (viv) (0,1 mi/cm?') incubando a TA por 5 min. Luego, las células se
lavaron 4 veces con PBS (0,25 milcmz) para eliminar el exceso de colorante y el
colorante unido a las células se solubilizd con una mezcla de NaH.PO, 0,1 M
pH 4,5 + etanol 50% (50:50; 0,1 ml/cmz) a TA por 5 min. Finalmente se
determiné la absorbancia a 570 nm en lector de microplaca. El nimero de
células se calculé interpolando los datos en curva estandar Asz (0,1 — 0,5) vs.
numero de células (1 — 6 x 103), la cual se obtuvo a partir de cultivos paralelos
en los cuales se determind el niumero de celulas por recuento en camara de

Neubauer.

3. Viabilidad celular.
Para determinar la viabilidad (VB) se utilizd el criteric de exclusion del
colorante vital Azul Tripan. Las celulas se tripsinizaron y una alicuota

representativa se diluyd 2 veces con Azul Tripan 0,4% (p/v). Se determind en



camara de Neubauer el nimero de células totales y de células muertas, las
cuales no exciuyen el colorante vital. La VB se calculd usando la siguiente
formula:

VB (%) = células totales - células muertas x 100
células totales

4. Diferenciacion de MSC humanas.
El potencial de diferenciacion osteogénico de las MSC se determind de
acuerdo a su capacidad para generar, in vitro y con estimulos apropiados,

osteoblatos.

Las MSC se sembraron a una densidad de 1 x 10* célulasicm? en o-
MEM + SFB 10% (viv). Tres dias mas tarde, el medio de cultivo se cambid por
el medio de estimulacion osteogénico que contenia dexametasona 0,1 uM + B-
glicerofosfatc 10 mM + ascorbato-2-fosfato 50 uM; al cuarto dia post-
gstimulacion se cambié el medio y al quinto dia se evalud la aparicién de

osteoblastos, midiendo la actividad de la enzima fosfatasa alcalina.

4.b Ensayo espectrocolorimétrico para medir actividad fosfatasa alcalina.
Las células se lavaron dos veces con Tris-HC! 20mM pH 7,5 + NaCl 150
mM (TBS) (0,15 mlfcm?) y se fijaron con etanol + formaldehido (90:10; 0,15

mifem?) incubando a TA por 30 s. Luego se lavaron 3 veces con TBS, se agregd
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el sustrato p-nitrofenilfosfato 1mg/ml + tampdn bicarbonato 100 mM pH 9,6 +
MgCl> 1 mM (0,15 mifcm®) y se incubaron a 37 °C por 20 min. La solucion
anterior se retiré de los pozos y la reaccion enzimatica se detuvo agregando 0,5
volimenes de NaOH 3N. Finalmente se determiné la absorbancia a 405 nm en
lector de microplaca. La actividad enzimatica se expresd en funcién de la
formaciéon del producto p-nitrofenol (pNF), cuya concentracion se determind
interpolando los valores de absorbancia en curva estandar Agos (0,2 — 1,4) vs.
concentracion de pNF (3 — 25 pmoles) obtenida a partir de diluciones de
concentracion conocida de pNF puro. El nimero de células se determind
tinendo directamente las células en los pozos con Cristal Violeta (método 2.c).
Finalmente, los resultados de la actividad fosfatasa alcalina se expresaron

como pmoles de pNF/min./10° células.

5. Xenotrasplantes.

La biodistribucion de MSC humanas post-infusién intravenosa se estudié
en un modelo xenogénico. Para ello, se infundieron MSC humanas (no
transducidas con vectores retrovirales) en ratones inmunodeficientes desnudos
(ratones NUDE). La presencia de las MSC se analizd6 por microscopia de
epifluorescencia buscando células tenidas con 5-(y-6)-carboxifluoresceina
diacetato, succinimidil ester (5(6)-CFDA, SE 6 CFSE) en criosecciones y por

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) evaluando la presencia del gen f3-
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giobina humana en muestras de DNA genomico obtenidas de los drganos del
receptor.
5.a Marcacién de MSC humanas con CFSE.

Las células que habian sido sembradas a una densidad de 9 x 10°
células/cm? 48 h antes de la marcacion, se lavaron dos veces con PBS (90
wllem?) y se incubaron con CFSE 5 uM (18 ullcm?) a TA por 10 min. en
oscuridad, agitando la placa de cultivo cada 3 min. Luego, para eliminar el
exceso de CFSE se agregbé SFB (18 ul/lcm?), se incubd a TA por 1 min. en
oscuridad y las células se lavaron dos veces con PBS (90 ul/cm?). Finalmente,
se tripsinizaron y se determiné el porcentaje de células marcadas con CFSE por
conteo en camara de WNeubauer (método 2.b) en microscopio de
epifluorescencia utilizando el filtro para FITC (470 — 490 nm). En todos los

experimentos realizados se obtuvo un 100% de células marcadas.

5.b Infusién de MSC humanas en ratones inmunodeficientes.

Los ratones inmunodeficientes utilizados correspondieron a hembras
balb/c desnudas, de tres meses de edad. Para la infusién de las células los
animales se mantuvieron a 37 °C por 15 min., luego fueron inmovilizados en
una camara diseflada para tales fines y por la vena de la cola se le inyectaron

300 ul de suspensién celular. Cada animal recibid 5 — 20 x 10° MSC

resuspendidas en a-MEM. Antes y después de la infusién, los animales se



mantuvieron en condiciones asépticas en una habitacion aislada del resto del

bioterio, temperada a 25 °C, con agua y comida ad libitum.

5.c Deteccion de MSC humanas marcadas con CFSE en cortes de tejidos.

Uno, 7 y 30 dias post-infusién de 5 x 10° células marcadas con CFSE,
los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical y se disectaron la
meédula dsea, el bazo y los pulmones. Inmediatamente, los tejidos fueron
embebidos en O.C.T., congelados en mezcla de hexano/hielo seco vy
almacenados a - 80 °C. Luego, de cada tejido se hicieron al menos 30 cortes
de 8 um de espesor en criostato, los cuales se almacenaron a - 80 °C por al
menos 24 horas. Posteriormente, las criosecciones fueron tefiidas con Pl 1
ug/ml a TA por 2 min. en oscuridad, luego se lavaron 5 veces con agua
destilada y finalmente se montaron en Dabco/Mowiol (1/4). La busqueda de
células marcadas con CFSE se realizé observando los cortes en microscopio de
epifluorescencia, utilizando el filtro para FITC (470 — 490 nm). La presencia de
MSC humanas en tejido murino se detectd como marcas de color verde

(CFSE+) que colocalizan con marcas anaranjadas (PI+).

5.d Deteccion de MSC humanas por PCR en muestras de DNA gendmico de
tejidos murinos.
Cerc horas a 13 meses post-infusién de 5 — 20 x10° MSC humanas, los

ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical y se disectaron:
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e tejidos duros: mdsculo esquelético, corazon, diente, hueso, cola, oreja.

e tejidos blandos: rifidn, higado, ovarios, bazo, pulmdn, cerebro.

¢ Células en suspension: sangre, médula dsea, bazo.

A partir de ellos se extrajo el DNA gendmico utilizando el kit Wizard Genomic

DNA Purification de Promega.

i} Extraccion de DNA gendmico de tejidos.

Veinte mg de cada tejido duro se cortaron en pequefios trozos que luego
fueron congelados en nitrégeno liquido, pulverizados y homogenizades en 600
ul de solucidn de lisis nuclear del kit suplementada con EDTA 100 mM vy
proteinasa K 0,5 ng/ml. Luego se incubaron a 55 °C por toda la noche.
Alternativamente, 20 mg de cada tejido blando se cortaron en pequefios trozos
que fueron homogenizados en 600 ul de solucién de lisis nuclear del kit y se
incubaron a 65 °C por 30 min.

A ambos tipos de muestras se les agregé RNAsa A 20 ug/ml y se incubd a
37°C por 30 min. y se dejaron enfriar. Una vez que las muestras alcanzaron la
TA se agregaron 0,3 volimenes de solucion de precipitacion de proteinas del
kit, se mezcié en vortex por 20 s y se incubd en hielo por 5 min. Luego, las
muestras fueron centrifugadas a 15.000 x g por 5 min. a TA. El DNA que se
encontraba en el sobrenadante se transfirid a un tubo limpio que contenia 1
volumen de isopropanol, se invirtio varias veces hasta que se formara un floculo

y se centrifugd a 15.000 x g por 1 min. Finalmente, para precipitar ei DNA se



agrego 1 volumen de etanol 70% (v/v) y se centrifugd a 15.000 x g por 1 min.,
se retird todo el etanol y las muestras de DNA fueron resuspendidas en 100 pl
de solucién de rehidratacion (Tris HCl 10 mM pH 7,4 + EDTA 1mM pH 8,0) y se

almacenaron a 4 °C.

iy Extraccion de DNA gendmico de suspensiones celulares.

A partir de 2 fémures y 2 tibias se obtuvieron las células de médula dsea.
Para ello, se cortaron las epifisis y se hizo fluir por el interior de ellos 3 m! de
PBS con una jeringa utilizando una aguja de 26 % G. Para obtener las células
de bazo, éste se perfundié con 3 ml de PBS con una jeringa utilizando una
aguja de 23 2 G. En ambos casos, se determiné el nuUmero de células
nucleadas (método 2. a), se tomé el volumen correspondiente a 50 X 10°
células nucleadas y se agreg6 la cantidad necesaria de PBS para completar un
volumen de 3 ml, en el caso de la sangre el protocolo fue el mismo, pero se
trabajé con aproximadamente 300 ul de muestra. Luego para lisar los eritrocitos
cada muestra se mezcl6 con 3 volumenes de solucion de lisis celular del kit y se
incubd a TA por 10 min., invirtiendo el tubo cada 3 min. para lisar los glébulos
rojos. Se centrifugd a 15.000 x g por 10 min. a TA, se eliminé el sobrenadante y
el pellet que correspondia a las células nucleadas se resuspendié en las gotas
que quedaron en el tubo mezclando por 15 s. Luego se agregd 1 volumen de
solucion de lisis nuclear del kit y se pipeted 6 veces para romper las células

nucleadas, se agregé RNAsa A 20 ug/m! y se incubd la mezcla a 37 °C por 15
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min. Cuando las muestras alcanzaron la temperatura ambiente se agregd 1
volumen de solucion de precipitacion de proteinas del kit, se mezcld en vortex
por 20 s y se centrifugd por 10 min. a 15.000 x g. Luego se prosiguié como en
el protocolo utilizado para la extraccidn de DNA gendmico de tejidos duros y
blandos. Finalmente las muestras se resuspendieron en 250 ul (para DNA de
medula dsea y bazo) 6 100 ul (para DNA de sangre) de solucion de

rehidratacion y se almacenaron a 4 °C.

iy Integridad y pureza del DNA.

La integridad del DNA genomico se determind por electroforesis en geles
de agarosa 0,8% (p/v) utilizando tampén Tris-acetato 40 mM + EDTA 2 mM, pH
8 que incluia bromurc de etidio 0,5 ug/ml. La electroforesis se realizé a corriente
constante de 60 mA durante 1 h. Se utilizé como estandar de pesc molecular el
DNA del bacteriéfago lambda cortado con la enzima de restriccion Hindlll. Los
geles se visualizaron en transiluminador UV (312 nm) y se fotografiaron con
pelicula blanco y negro. Se considerd6 como DNA integro aquellos que
presentaban una banda definida en el gel.

La pureza del DNA se estimdé determinando simultaneamente la
absorbancia a 260 y 280 nm en espectrofotometro Gene Quant. Se

consideraron puros aquellos DNAs que presentaron un cuociente Azeo/Azso entre

1.7y 21,
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iv) Cuantificacion de DNA.

La cuantificacion de DNA se realizoé midiendo la absorbancia a 260 nm en
espectrofotometro Gene Quant. Para ello, una alicucta de cada muestra se
diluyé 10 veces en agua libre de nucleasas y la concentracion de DNA total se
calculé de acuerdo a la siguiente férmula:

dsDNA [ng/ul] = Azeo X 10 X 50

v) PCR de tiempo reai para p-giobina humana.

La reacciones de amplificacién se realizaron en un volumen final de 20 pl
que contenia 200 ng de DNA genémico + mezcla de PCR LightCycler-DNA
Master SYBR Green 1 x (Tag DNA pclimerasa + tampén de reaccion + dATP +
dUTP + dCTP + dGTP + SYBR Green 1) + MgCl; 4 mM + partidores sentido 0,5
uM y antisentido 0,5 uM. Estos partidores corresponden a los del kit LightCycler
— control Kit DNA de Roche, por lo gue sus secuencias estan protegidos por
patentes comerciales. Las concentraciones de enzima, tampon de reaccion y
dNTPs corresponden a las recomendadas para el kit LightCycler-DNA Master
SYBR Green | de Roche.

La programa utilizado para las reacciones de PCR para el gen f3-globina
humano se muestra en la tabla 1. El tamafio del producto de amplificacion
esperado fue de 110 pb y su temperatura de denaturacién empirica de 85 + 0,5
°C. La sefial analizada correspondié a la fluorescencia que emite el SYBR

Green al intercalarse en la doble hebra de DNA del amplicon, la cual se detectd
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Etapa N° | Temperatura | Tiempo | Variacion de |Deteccion de i
Ciclos cC (8) temperatura | fluorescencia
{(°Cls)
Amplificacion: 40
denaturacion 95 0 20 no
apareamiento 64 5 20 no
extension 72 10 20 no
Curva de
melting: 1
denaturacién 95 0 20 no
renaturacion 65 15 20 no
denaturacion 95 0 0,1 si
Enfriamiento 1 40 30 20 no |

|
|

|

|

Tabla 1. Programa utilizado para las reacciones de PCR de tiempo real para §3-
globina humano, en el sistema LightCycler.
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en el canal F1 (530 nm) durante toda la etapa de denaturacion final para
construir la curva de melting y verificar que el amplicon generado correspondia
al esperado.

En cada experimento se incluyeron los siguientes controles:

blanco: sin DNA templado

e negativo: 200 ng de DNA de ratdn que no recibic MSC

e positivo 1: 3 pg de DNA humano

« positivo 2: 3 pg de DNA humano en 200 ng de DNA de ratén que no recibid
MSC.

Al final de cada reaccion de PCR se analizé la curva de melting
observando la altura del pico de amplificacion de cada muestra, y se consideré
como sefnal positiva, es decir, presencia de MSC humanas en tejidos murinos, a
la aparicion de un pico de amplificacion por sobre el control negativo. La
sensibilidad de este método fue determinada realizando diluciones seriadas 3 —
30.000 pg de DNA humano en 200 ng de DNA murino. En estas condiciones la
sensibilidad fue de 1 célula humana en 70.000 células de ratén para una
reaccion de PCR. La reproducibilidad de este método para la amplificacion del

gen B-globina humano a partir de 3 pg de DNA humano fue del 70%.
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6. Transferencia génica con vectores retroviraies.
6.a Vectores utilizados

Para el desarrollo de esta tesis se utilizaron dos vecteres retrovirales
LZRNL y RNL-Pol, derivados del virus de la leucemia murina. Ambos fueron
construidos en el Centro de Biologia Molecular de la Escuela de Medicina de la
Universidad de California, Estados Unidos.

El vector retroviral LZRNL se utilizd para establecer el protocolo éptimo
de transduccion de las MSC. Como se muestra en la Fig. 2.a este vector
contiene 2 genes reporteros: el gen lac Z rio abajo del promotor LTR y el gen
neomicina fosfotransferasa (neo) rio debajo del promotor del virus sarcoma
Rous (RSV).

El vector RNL-Pol se utilizd6 para evaluar los efectos de la ribozima
Rzpoi1a1 sobre la sintesis de colageno 1ai. Como se muestra en la Fig. 2.b
este vecter contiene el gen codificante para la ribozima Rzpollatl en 2
posiciones, rio abajo del promotor LTR y rio abajo del promotor de
citomegalovirus (CMV), y el gen neo rio abaio del promotor RSV. El hecho
que el gen codificante para la ribozima se encuentre en 2 posiciones bajo
promotores constitutivos diferentes asegura su expresion.

La ribozima Rzpol1al presente en el vector retroviral RNL-Pol
corresponde a una ribozima de martillo (Fig. 3), la cual esta dirigida contra el

SNP en la posicidon 3210 del gen del colageno 1a1. La accion de esta ribozima
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RSV
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JLTR
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' CMV
3'LTR Rzpolial

Figura 2. Representacion esquematica de los vectores retrovirales LZRNL (a) y
RNL-Pol (b). En ambos casos, se destacan los promotores presentes con
flechas indicando la direccién de la transcripcidon, se muestra la ubicacion
aproximada de los genes reporteros lac Z y neo, y del gen codificante para la
ribozima Rzpolial.
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Figura 3. Estructura primaria y secundaria de la ribozima cabeza de martillo
Rzpol1a1. En rojo se muestra un fragmento de la secuencia del mMRNA blanco
col1a1 (alelo T) y en cursiva negrita la secuencia reconocida para el corte, la
flecha indica el sitio de corte del mMRNA col1a1.
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esta dirigida sdlo al aleio T, estudios in vitro demuestran que sbio este aleio es

cortado (Millington-Ward y cols., 1999).

6.b infeccién de MSC humanas.

Las células se sembraron a una densidad de 2 x 10° célulasicm® en a-
MEM + SFB 20% (v/v). Al dia siguiente, el medio de cultivo se reemplazé por el
vector retrovirai (LZRNL o RNL-Pol) diluido en a-MEM + SFB 20% (v/v),
suplementado con polibreno 20 ug/ml (80 ul/cm?). La infeccién se prolongé por
1 dia, manteniendo los cultivos bajo atmdsfera hiimeda aire/CO; 95/5% a 37 °C,

para luego agregar mas medio de cultivo (0,1 ml/cm?).

6.c Determinacion de la eficiencia de ia transferencia génica.
La eficiencia de la transferencia génica se evaludé en funcién del
porcentaje de ceélulas que una vez infectadas con el retrovirus LZRNL

expresaban el transgen lac Z.

i) Tincién con X-gal y analisis microscopico.

Las células adheridas a la placa de cultivo se lavaron 2 veces con PBS y
se fijaron con formaldehido 1% (p/v) + glutaraldehido 0,2% (p/v) (0,1 mifcm?) a TA
por 5 min. Después de lavarlas nuevamente 2 veces con PBS, las células se
tineron con X-gal 0,4 mg/ml + MgCl, 2 mM + ferrocianuro de potasio 4 mM +

ferricianuro de potasio 4 mM + PBS (0,1 mifcm?) a 37 °C por 4 h. Una vez
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eliminada la tincidon, las células se visualizaron bajo microscopio de luz. Las
células transducidas corresponden a aquellas que expresan el gen iac Z por [o

tanto presentan tincién azul en su citoplasma.

i) Tincion con FDG y analisis por citometria de flujo.

Las células se tripsinizaron y resuspendieron en PBS a una densidad de 1
x 107 células/mi. Una alicuota de esta suspensién celular (20 ul) se incub6 a 37
°C por 5 min. y luego, se diluyé a la mitad con el reactive FDG 2 mM precalentado
a 37 °C + agua bidestilada. Enseguida las células se incubaron a 37 °C por 1 min.,
para asi producir el shock osmético que permite la entrada del FDG.
Rapidamente, las células se enfriaron a 4 °C agregando 360 nl de PBS frio +
ioduro de propidio (P!) 5 ug/ml v se analizaron en citometro de flujo Becton
Dickinson. La fluorescencia emitida por la fluoresceina generada a partir del FDG,
se detectd en el canal FL-1 y la de Pl en FL-3. Se adquirieron al menos 10.000
eventos y se analizaron solo las células vivas (Pl negativas) usando el software

Cellquest.

6.d Seleccion de MSC transducidas.

Para enriquecer los cultivos en células transducidas, a partir del segundo
dia post-infeccion el medio de cultivo fue suplementade con el analoge de
neomicina G418 400 ug/mi, el cual se mantuvo durante todo el tiempo de

cultivo. Siete dias post-infeccion las células se tripsinizaron y se sembraren a
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una densidad de 10* céiulas/cm?®. Posteriormente fueron subcultivadas cada 4

dias, bajo las mismas condiciones.

7. Expresion de colageno .

La expresion de colageno | se evalud a nivel de mRNA por reaccion en
cadena de la polimerasa con transcripcién reversa (RT-PCR), y a nivel de
proteina en funcidon de la secrecion del propéptido carboxilo terminal del
colageno | (CICP) por Inmunoensayo Ligado a Enzima tipo Sandwich (ELISA —

Sandwich).

7.a Cuantificacion a nivei de mRNA.
i) Extraccién de RNA.

Cinco y 30 dias post-infeccion de MSC con el vector retroviral RNL-Po!
se extrajo RNA total, en condiciones libres de nucleasas. Para ello, las células
se tripsinizaron, se centrifugaron a 700 x g por 10 min. y se resuspendieron en
800 ul de Trizol + 175 ug de glicogeno. Luego de incubar a TA por 5 min. se
agregaren 0,4 volumenes de cloroformo, se agité enérgicamente por 15 s y se
incubd a TA por 3 min. Las muestras se centrifugaron a 12.000 x g por 15 min.
a 4 °C. El RNA, que se encontraba en la fase acuosa, fue transferido a un tubo
nuevo que contenia 0,6 volimenes de isopropanol, se incubé a TA por 10 min.
y se centrifugd a 12.000 x g por 10 min. a TA. Luego, el precipitado de RNA se

lavo con 1,25 volumenes de etanol 75% (v/v) y se centrifugd a 7.500 x g por 5
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min. a TA. Finaimente se eliminé el sobrenadante, se evapord el exceso de
gtanol y el RNA aislado se resuspendié en agua libre de nucleasas y se

almacend a - 80 °C.

i) Cuantificacién de RNA.

La cuantificacion de RNA se realizd midiendo la absorbancia a 260 nm en
espectrofotometro Gene Quant. Para ello, una alicuota de cada muestra se
diluy6 45 veces en agua libre de nucleasas y la concentracion de RNA total se
calculod de acuerdo a la siguiente formula:

ssRNA [nglul] = Aogo X 45 X 40

i) RT-PCR de tiempo real para coi1al.

| as reacciones de RT-PCR se realizaron en el sistema LightCycler en un
volumen final de 20 ul que contenia 50 ng de RNA total + QuantiTect RT Mix
(mezcla de transcriptasas reversas Omniscript y Sensiscript.) + QuantiTect
SYBR Green RT-PCR Master Mix 1x (DNA polimerasa HotStar + tampon
QuantiTect SYBR Green RT-PCR + dATP + dUTP + dCTP + dGTP + SYBR
Green | + MgCl, 7,5 mM) + partidor sentido 1 uMy antisentido 1 uM para col1a1
(Tabla 2). Las concentraciones de enzimas, tampén y dNTPs que se utilizaron
correspondieron a las recomendadas en el kit QuantiTect SYBR Green RT-PCR

de Qiagen.



Tamano

Gen partidor sentido partidor antisentido amplicon -::
(pb) i
col1a1l 5'caggaaitcggcttcgald’ 5'ggticagtttgggtigcitgd’ 125 82+1,0
gapdh | 5'cagcctcaagatcatcagead’ | 5'catgagtccitccacgatacs’ 100 80+0,8

Tabla 2. Partidores utilizados en las reacciones de RT-PCR para col1al y para
gapdh. En ambos casos se indica la secuencia de partidores utilizados, el
tamanfo del amplicon generado y su temperatura de denaturaciéon empirica.
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En la tabia 3 se muestra el programa utilizado para las reacciones de
RT-PCR para col1a1. E! producto de amplificacion esperado fue de 125 pb y su
temperatura de denaturacion empirica de 82 + 1,0 °C. La sefal analizada
correspondié a la fluorescencia que emite el SYBR Green al intercalarse en la
doble hebra del DNA del amplicén, la cual se detectd en el canal F1 (530 nm) al
final de cada ciclo de amplificacién para detectar el aumento de producto en
funcion del aumento de fluorescencia, y durante toda la etapa de denaturacion
final para construir la curva de melting y verificar que el amplicon generado

correspondia al esperado.

iv) Curva estandar para col1a1

Para construir la curva estandar se prepard RNA in vitro a partir de un
fragmento de 586 pb del gen col1a1 clonado en los sitios de restriccion Hindlll y
Xbal del plasmidic pcDNAS3. Esta reaccion se realizé en un volumen total de 20
ul que contenia 1,6 ug de DNA + tampdn de transcripcion T7 1x + dNTPs (ATP
+ CTP + GTP + UTP 7,5 mM de cada uno) + 2 ul de enzima T7 y se incubd a
37 °C por 3 h. La concentracion de enzima utilizada correspondié a la
recomendada para el kit RiboMAX Large Scale RNA Production System — T7 de
Promega. Para degradar el DNA templado se agregd 1 ul de DNAsa (40 ug/ml)
y se incubd a 37 °C por 20 min. Luego para inactivaria se incubd a 65 °C por 20

min., el RNA asi generado se almacen6 a - 80 °C. Su concentracion se



[ Etapa | N° | Temperatura \Tiemmm 5}
l Ciclos ®° C) | (s) temperatura | fluorescencia 1
l;l s (°C/s) t
1{ Transcripcion 1 50 1200 20 no l\
lli reversa ]‘i
| Activaciénde | 1 95 900 20 no i
E polimerasa 1
| Amplificacion: 35 %l
denaturacion 94 15 20 no |
|
; apareamiento 57 20 20 no %:
extension 72 5 20 si ll
F Curva de 1 4
melting:
| denaturacion | 95 0 20 no
i renaturacion | 65 10 20 no
denaturacion 95 0 0,1 si
Enfriamiento 1 40 30 20 no
|

|
|
|
|

Tabla 3. Programa utilizado pa

sistema LightCycler.

ra las reacciones de RT-PCR para coital, en el
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determind espectrofotométricamente (método 7.a i) y se calculd la

concentracion en nimero de copias/ul de acuerdo a la siguiente formula:

concentracion ssRNA [copias/ul] = ss RNA[g/ui] x 6 x 10%° [copias/mol]
peso molecular [g/mol]

Donde, el peso molecular promedio del ssRNA generado es: 199240 (g/mol).
Las curvas estandar para collal generadas se hicieron a partir de

diluciones seriadas 10° - 10° de RNA stock.

v) RT-PCR de tiempo real para gapdh.

Las reacciones de RT-PCR se realizaron en un volumen final de 20 ul
que contenian 50 ng de RNA total + QuantiTect RT Mix (mezcla de
transcriptasas reversas Omniscript y Sensiscript.) + QuantiTect SYBR Green
RT-PCR Master Mix 1x (DNA polimerasa HotStar + Buffer QuantiTect SYBR
Green RT-PCR + dATP + dUTP + dCTP + dGTP + SYBR Green | + MgCl; 2,5
mM) + partidor sentido 0,5 uM y antisentido 0,5 uM para gapdh (Tabla 2). Las
concentraciones de enzimas, tampon y dNTPS que se utilizaron
correspondieron a las recomendadas en el kit QuantiTect SYBR Green RT-PCR
de Qiagen.

En la tabla 4 se muestra el programa utilizado para las reacciones de RT-
PCR para gapdh. El tamafio del producto de amplificacion esperado fue de 100
pb y su temperatura de denaturacién empirica de 80 + 0,8 °C. La sefial

analizada correspondio a la fluorescencia que emite el SYBR Green al
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Tabla 4. Programa utilizado para
sistema LightCycler.

las reacciones de RT-PCR para gapdh, en el
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intercalarse en la dobie hebra de DNA del amplicon, la cual se detectd en el
canal F1 (630 nmj al final de cada ciclo de amplificacién para detectar el
aumento de producto en funcién del aumento de fluorescencia, y durante toda
la etapa de denaturacion final para construir la curva de melting y verificar que

el amplicdn generado correspondia al esperado.

vi) Curva estandar para gapdh.
Las curvas estandar para gapdh se construyeron a partir de diluciones seriadas

70 pg a 500 ng de un RNA total stock de MSC.

vii) Determinacion del nimero de copias del mRNA col1al normalizado por
gapdh.

El nUmero de copias de! mRNA del gen col1a1 se determiné interpolando
en curva estandar log de la concentracion de mRNA col1a1 (3 — 9) vs. numero
de ciclos (5 — 30) obtenida a partir de diluciones seriadas de concentracion
conocida de RNA sintetizado in vitro. Los valores se normalizaron con respecto
a la cantidad de mRNA del gen constitutivo gapdh, cuya concentracion fue
obtenida interpolando los datos en curva estandar log de la concentracion de
mRNA gapdh (0,5 — 3,5) vs. nimero de ciclos (15 — 35) obtenida a partir de
diluciones seriadas de concentracion conocida de RNA total de MSC.

La reproducibilidad de este método fue de un 90%, ia cual se determind

realizando cada experimento en duplicado y luego comparando los resultados
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Los valores de concentracion de CICP se obtuvieron analizando los
resuftados en una curva estandar de 4 parametros, de concentracion, utilizando
el software MetraFIT 1.1. Los resultados fueron normalizades por la cantidad de

proteinas totales en las muestras.

ii) Cuantificacion de proteinas totales.

Para determinar la concentracion de proteinas totales se utilizé el método
de Bradford. Para ello, 100 ul de muestra se mezclaron con 1 ml del reactivo de
Bradford, se incubé a TA por 2 min. y luego se determiné la absorbancia a 595
nm en espectrofotdmetro. La concentracién de proteinas totales se calculd
interpolando los datos en curva estandar Asgs (0,01 — 0,14) vs. cantidad de
proteina total (1 — 10 ug) obtenida a partir de diluciones seriadas de

concentracién conocida de albimina sérica bovina en a-MEM.
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RESULTADOS

I. Trasplantabilidad de MSC humanas.
1.Efectos secundarios de la infusién intravenosa de MSC humanas.

Para evaluar toxicidad, compromiso vital, tumorigenicidad y otros efectos
secundarios que podria tener la infusion intravenosa de MSC expandidas ex
vivo, se evaluaron parametros macroscopicos como sobrevida, formacion de
tumores, deformaciones Oseas y variaciones en el peso corporal de los
receptores. La sobrevida de los animales fue del 100% hasta 13 meses post-
infusién, no se observaron alteraciones en ninguno de los parametros
analizados. Ademas, los animales que recibieron la infusién de MSC
envejecieron de manera similar a aquellos que no la recibieron.

Por lo tanto, la manipulacién ex vivo de las MSC es inofensiva y su

infusién no produce efectos toxicos en el receptor.

2. Andlisis de la presencia de MSC humanas en tejidos murinos.

Para estudiar la trasplantabilidad de MSC, inicialmente se utilizd6 como
método de analisis la técnica de inmunohistoquimica indirecta con anticuerpos
monoclonales especificos y selectivos para antigenos humanos.
Desafortunadamente, todos los anticuerpos secundarios que se probaron

presentaron reaccion cruzada con el tejido murino. Como se esperaba que la
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cantidad de células humanas presentes en los tejidos murinos fuese baja
resultaba indispensable amplificar la sefial generada, por lo que no era posible
realizar inmunohistoquimica directa, para asi prescindir de los anticuerpos
secundarios. Como método alternativo se decidié¢ marcar las MSC con el
fluoroforo CFSE y luego analizar la presencia de ellas en cortes de tejidos,
visualizandolos en microscopio de epifluorescencia equipado con filtro para
fluoresceina. Este método se pretendia utilizar para visualizar las células
humanas en tejidos murinos sélo a tiempos cortos post-infusion, ya que a

medida que transcurre el tiempo, si las células proliferan la marca se diluye.

2.a Consecuencias celulares de la marcacién con CFSE.

Primero se estudiaron los efectos que podria tener la marcacion con
CFSE en las MSC, para lo cual se evaluaron los potenciales de proliferaciéon y
de diferenciacion osteogénica en las células marcadas.

Como se muestra en la Fig. 4 no existen diferencias significativas en la
cinética de proliferacién de MSC marcadas o no con CFSE, encontrandose en
ambos casos un tiempo de duplicacién poblacional de 1,3 dias.

Por su parte, tanto en las MSC marcadas con CFSE como en las no
marcadas la exposicion al estimulo osteogénico indujo la expresién de fosfatasa

alcalina, sin observarse diferencias significativas entre ellas (Fig. 5).
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Figura 4. Efecto de la marcaciéon con CFSE sobre la proliferacion de MSC. Las
MSC sin marcar (linea continua) y marcadas con CFSE (linea discontinua) se
sembraron a una densidad de 2,6 x 10° células/cm? y se cultivaron en a-MEM +
SFB 10% (v/v). A distintos tiempos post-siembra se determiné el nimero de
células vivas adheridas por el método de tincién con cristal violeta.

Los datos mostrados son representativos de 2 experimentos independientes y
en cada experimento las muestras se analizaron en duplicado.
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Figura 5. Efecto de la marcacién con CFSE sobre la diferenciacion osteogénica
de MSC. Las MSC sin marcar y marcadas con CFSE se expusieron (barras
achuradas) o no (barras grises) al estimulo osteogénico. Al quinto dia post-
estimulacion se evalud la actividad fosfatasa alcalina
espectrocolorimétricamente, la cual se expresé como pmoles pNF/min./10°
células.

Los datos mostrados son representativos de 2 experimentos independientes y
en cada experimento las muestras se analizaron en duplicado.
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b

Figura 6. Deteccion de MSC humanas marcadas con CFSE en pulmén murino.
Ratones desnudos recibieron por infusion intravenosa el vehiculo de inyeccién
(a) 6 0,5 x 10° MSC marcadas con CFSE (b). Un dia mas tarde, los animales
fueron sacrificados y se obtuvieron criosecciones de sus pulmones, que fueron
tefiidas con Pl y montadas en Dabco/Mowiol. Luego se analizaron en
microscopio de epifluorescencia con filtro para FITC. Las flechas muestran las
MSC marcadas con CFSE que colocalizan con la marca anaranjada del Pl.

Los datos mostrados son representativos de 2 experimentos.
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detectar hasta 1 en 100.000 células (Mira y col. 2002) y ademas facilita el

analisis simultaneo de un gran universo de muestras.

2.c PCR para B-globina humana selectivo y de alta sensibilidad.

Se establecieron las condiciones 6ptimas de la PCR que permitieran
amplificar selectivamente pequefas cantidades de DNA humano adn en
presencia de grandes cantidades de DNA murino, ya que dada la barrera de
especie, junto con los antecedentes de la literatura para trasplante de otras
células, la frecuencia de células humanas en tejidos murinos debiera ser muy
baja. Se probaron 6 parejas de partidores especificos para distintas secuencias
humanas (Alu, B-actina, gapdh, B-globina) pero con todos ellos se observo
amplificacion inespecifica de DNA murino indistinguible de la amplificacion
obtenida a partir de DNA humano. Finalmente se opté por utilizar los partidores
para el gen de la B-globina humana incluidos en el kit DNA Control, de Roche,
ya que después de 40 ciclos de amplificacién al utilizar como templado DNA
murino sélo se observé una sefial marginal en la region de Tm correspondiente
al amplicén generado a partir de DNA humano. (Fig. 7). Intentos para disminuir
al maximo la sefal generada a partir de DNA murino sin comprometer la
sensibilidad de la PCR, incluyeron cambios en la temperatura y tiempo de

apareamiento, y en la concentracién de MgCl,.
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Figura 7. Analisis de Tm para los amplicones del gen f3-globina humano. El pico
de amplificacién con Tm cercano a 78 °C corresponde a los dimeros de
partidores. El pico de amplificacion con Tm igual a 85 + 0,5 °C corresponde al
amplificado especifico para p-globina humana.

Se muestran curvas representativas de controles y muestra problema. La curva
1 corresponde a 200 ng de DNA gendémico murino (control negativo), la curva 2
corresponde a 3 pg de DNA humano en 200 ng de DNA murino (control positivo
2) y la curva 3 corresponde a una muestra problema positiva.
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El protocolo original fue modificado aumentando la temperatura y el tiempo de
apareamiento a 64 °C y a 5 s, respectivamente y fijando la concentraciéon de
MgCl; en 4 mM.

La sensibilidad de la PCR para p-globina humana se determind
amplificando cantidades decrecientes de DNA humano (3.000, 300, 30 y 3 pg)
en presencia de 200 ng de DNA murino. Se observé que en estas condiciones,
seguia siendo posible detectar 3 pg de DNA humano. Puesto que esta cantidad
de DNA corresponde a 1 genoma equivalente, la sensibilidad de la PCR para -
globina humana resulté ser de 1 célula humana en 70.000 de raton. Con una
reproducibilidad del 70%.

En adelante, se consideré que en los tejidos analizados habia MSC
humanas (tejidos positivos) cuando se encontraba una sefial de amplificacion
tal que en el analisis de Tm el pico de amplificacién estaba por sobre la sefial
obtenida para 3 pg de DNA humano en 200 ng de DNA murino (control positivo

2) y cuya temperatura de denaturacion era de 85 + 0,5 °C.

2.d Biodistribucion a corto plazo de MSC humanas.

La dinamica de biodistribucion de MSC humanas infundidas
intravenosamente se analizé por PCR para el gen B-globina humano. Para ello,
se extrajo DNA gendomico de distintos tejidos murinos (médula ésea, bazo,
hueso, diente, cola, oreja, musculo esquelético, corazén, pulmén, higado, rifién,

cerebro, ovarios), disectados 15 min. 3y 24 h, 1 y 2 semanas post-infusion de
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0,5 — 2 x 10° MSC humanas. Como se muestra en la Fig. 8 en 14 de 45 tejidos
murinos analizados hasta 3 h post-infusion fue posible detectar células
humanas. Estos tejidos corresponden a médula 6sea, bazo, pulmén, diente,
hueso, cola, y musculo esquelético. Sin embargo, a un tiempo mayor post-
infusion, 24 h - 1 semana, la distribucion de MSC se restringié a 11 de 74
tejidos analizados, siendo estos médula ésea, bazo, y pulmén. Ahora bien, a las
2 semanas post-infusién sélo 4 de 30 tejidos analizados fueron positivos, y
correspondian exclusivamente a médula ésea y bazo. Por su parte, fue posible
detectar la presencia de DNA humano en células nucleadas de sangre
obtenidas hasta 2 semanas post-infusion.

A pesar que no se realizd un andlisis cuantitativo, dado que las
magnitudes relativas de las sefales de fluorescencia obtenidas en los tejidos
positivos fueron similares a las de 3 pg de DNA humano en 200 ng de DNA
murino, y considerando los rendimientos de las extracciones de DNA gendmico
de los tejidos analizados, fue posible estimar que menos del 3% del total de
MSC infundidas se destinan y permanecen en la médula 6sea y el bazo.

Estos resultados sugieren que las MSC infundidas intravenosamente
circularian por el organismo concentrandose en los tejidos mesenquimaticos y
el pulmén. Sin embargo, en un plazo de 2 semanas post-infusion
desaparecerian de ellos, permaneciendo solo una pequenia fraccién de MSC en

medula 6sea y bazo; ambos tejidos hematopoyéticos en el raton.
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Figura 8. Cinética de biodistribucion de MSC humanas. Ratones
inmunodeficientes hembras balb/c de 3 meses de edad recibieron 0,5 — 2 x 10°
MSC por via intravenosa, 15 min. a 13 meses post-infusion los ratones fueron
sacrificados, se disectaron sus 6rganos y se analizé en ellos la presencia de
células humanas por PCR para el gen B-globina humano. Los valores
corresponden a la cantidad de tejidos positivos expresados como porcentaje
respecto del total de tejidos analizados (100%). Los cuocientes sobre las barras
indican la razén entre el niumero de tejidos positivos y el total de tejidos
analizados. Para cada tiempo se muestran los tejidos positivos.
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Por lo tanto, las MSC extraidas de la médula ésea y expandidas ex vivo,
una vez infundidas intravenosamente en un organismo en estado estable

volverian a alojarse exclusivamente en los tejidos hematopoyéticos.

2.e Biodistribucion a largo plazo de MSC humanas.

Sorprendentemente, después de la disminucion durante las 2 primeras
semanas la variedad de tejidos positivos observados, a partir de los 3,5 meses
se encontraron con mayor frecuencia tejidos positivos, siendo 52 tejidos
positivos de 97 analizados (Fig. 8), los cuales correspondieron a tejidos
hematopoyéticos pero también mesenquimaticos y no mesenquimaticos.

Como se muestra en la Tabla 5, en este periodo los tejidos que fueron
positivos la mayor cantidad de veces fueron los hematopoyéticos, es decir, en
todas las médulas 6seas y bazos analizados siempre fue posible encontrar
células humanas en ellos. Por su parte, al analizar los tejidos mesenquimaticos
mas de la mitad de los tejidos analizados fueron positivos y entre ellos cabe
destacar el hueso, encontrandose MSC humanas en 6 de 7 muestras
analizadas, lo cual es una ventaja para la terapia propuesta, ya que en la Ol
este tejido corresponde al principal tejido afectado. También se observd
presencia de MSC en tejidos no mesenquimaticos como pulmoén, higado, y
rindn, sin embargo la frecuencia con que estos tejidos fueron positivos fue
menor (3/7 — 1/6). Finalmente en tejidos como ovario y cerebro nunca se

detectaron MSC humanas.
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Tejido analizado Tejidos positivos/tejidos
analizados

Médula 6sea 717
Bazo 8/8
Hueso 6/7
Cola 719
Diente 2/4
Oreja 3/6
Musc. Esquelético 4/9
Corazén 4/9
Pulmén 317
Higado 317
Rifdén 1/6
Ovario 0/6
Cerebro 077

Tabla 5. Biodistribucién a largo plazo de MSC humanas. Ratones hembras
balb/c de 3 meses de edad recibieron 0,5 — 2 x 10° MSC por via intravenosa,
3,5 a 13 meses post-infusion los ratones fueron sacrificados, se disectaron sus
organos y se analizé en ellos la presencia de células humanas por PCR para el
gen B-globina humano los valores corresponden a la cantidad de tejidos
positivos respecto del total de muestras analizadas.
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Por lo tanto, a largo plazo las MSC son redestinadas desde la médula
6sea y el bazo hacia tejidos mesenguimaticos como no mesenquimaticos.

Dado que el tejido éseo fue frecuentemente positivo, se sugiere que las
MSC podrian ser utilizadas en protocolos de terapia génica para enfermedades
o6seas, como Ol. Sin embargo, es necesario evaluar la posibilidad de
transducirlas con vectores retrovirales que expresen genes que permitan

revertir el fenotipo patolégico.

Il. Transducciéon de MSC humanas con vectores retrovirales y efectos de la

presencia de la ribozima Rzpol1a1 sobre la expresién del gen col1al.

1. Determinacién de los protocolos éptimos de transduccién y de seleccién de
MSC transducidas

Las condiciones oOptimas de transduccion son aquellas que
permiten obtener el mayor porcentaje de células que expresan el transgen
movilizado por el vector sin afectar el fenotipo. Para determinar dichas
condiciones en MSC humanas, se utilizé el vector retroviral LZRNL, que codifica
para los transgenes reporteros lac Z y neo, y se ensayaron distintas condiciones
de infeccion. Alternativamente se evaluaron las siguientes variables:
multiplicidad de infeccidn (moi) (1, 2, 5, 10 y 20 unidad formadora de
placa/célula (pfu/cél.)), concentracién de polibreno (0, 8, 20 y 40 pg/ml),

concentracion de SFB (10 y 20% v/v), infeccion de células adheridas o en
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placa/célula (pfulcél)), concentracién de polibreno (0, 8 20 y 40 pg/ml),
concentracion de SFB (10 y 20% v/v), infeccion de células adheridas o en
suspension, numero de ciclos de infeccion (1, 2, y 3). La eficiencia de la
transferencia génica se evalué mediante tincién in situ con X-gal y luego los
resultados se confirmaron mediante tincion con FDG y analisis de las células
por citometria de flujo.

Con relacion a la moi al visualizar la cantidad de células azules (que
expresan el transgen lac Z), se observd que el porcentaje de células
transducidas aumentaba al aumentar la moi, alcanzandose un maximo a moi &
pfu/cél. A valores superiores la morfologia celular cambiaba drasticamente
observandose ademas muerte celular masiva.

Al evaluar el efecto de la concentracién de polibreno se observé que con
20 pg/ml se alcanzaba el mayor porcentaje de MSC transducidas y que a
mayores concentraciones este porcentaje no cambiaba.

Por lo tanto se prosiguié evaluando las demas variables manteniendo la
moi y la concentracion de polibreno fijas, a 5 pfu/cél. y 20 pug/ml,
respectivamente.

Cuando se estudié el efecto del SFB se encontré que el porcentaje de
células transducidas era mayor cuando las MSC se sembraban y luego se
infectaban en presencia de SFB 20% (v/v). Al infectar las MSC adheridas, con
lo cual se aumenta la superficie de contacto de la célula, el porcentaje de MSC

transducidas era cercano al maximo obtenido.
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Con relacion al nimero de ciclos de infeccién, se ha reportado que son
necesarios 4 ciclos de infeccion para transducir eficientemente MSC humanas
con un vector retroviral que codifica para el gen reportero neomicina
fosfotransferasa (Li y col., 1995). Sin embargo, los resultados presentados en
esta tesis muestran que no hay un aumento significativo del porcentaje de
celulas transducidas al repetir la infeccion.

En conjunto los resultados anteriores muestran que el protocolo 6ptimo
de transduccion de MSC con vectores retrovirales consistia en infectar por un
Unico ciclo las células adheridas y cultivadas en a-MEM + SFB 20% (v/v), a una
moi 5 pfu/cél., en presencia de polibreno 20 ug/ml, por 24 h. Protocolo con el
cual se obtuvo aproximadamente un 10% de MSC transducidas (Tabla 6).

Dos dias post-infeccién con el vector retroviral LZRNL las células se
expusieron al analogo de neomicina G418 a 2 concentraciones (200 y 400
ug/ml). Tres dias mas tarde, se observé que en presencia de 200 pg/ml una
pequena parte de la poblacién celular moria, en cambio con 400 ug/ml se
producia una muerte celular masiva y el remanente de células que permanecia
adheridas correspondia a células vivas que seguian proliferando y que eran
resistentes a G418; este resultado se confirm6 al exponer en las mismas
condiciones células que no estuvieron en presencia del virus, en tal caso la
muerte celular fue total. Desde el cuarto dia post-infeccion, y a pesar de la
presencia de G418, en adelante no se observé muerte celular, lo que confirmé

que las células expresaban el transgen de resistencia, por lo tanto en un tiempo
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Células que

N° de ciclos de expresan el
Condicion VB (%)
infeccion transgen (% de
células p-gal+)
MSC adheridas sin infectar 80 1,6
a-MEM + SFB 1 dia 79 7.4
10% (VIV) 1y 3 dias 73 8
MSC no adheridas sin infectar 82 1,5
a-MEM + SFB 1 dia 67 4,3
10% (viv) 1y 3 dias 62 9,6
MSC adheridas sin infectar 87 1,7
o-MEM + SFB 1 dia 88 9,8
20% (viv) 1y 3 dias 72 T2
MSC no adheridas sin infectar 75 1,5
o-MEM + SFB 1 dia 67 6,8
20% (viv) 1y 3 dias 70 5

Tabla 6. Resumen de los resultados de transduccién de MSC humanas con el

vector retroviral

LZRNL. Para determinar

las condiciones Optimas de

transduccioén, se evalud la concentracién de SFB, el numero y frecuencia de
ciclos de infeccion, infectando células adheridas o en suspension, a moi 5
pfu/cél. en presencia de 20 ug/ml de polibreno. La eficiencia de la transferencia
génica se evaludé mediante tincién in situ con X-gal y los resultados se
confirmaron mediante tincion con FDG y analisis de las células por citometria de

flujo.
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aproximado de 3 dias era posible seleccionar la poblacion de MSC
transducidas. Estas células proliferaron y se mantuvieron en cuitivo en
presencia de G418 por aproximadamente 6 meses. Ademas, las MSC
transducidas se criopreservaron en las mismas condiciones utilizadas para las
MSC sin infectar, manteniéndose la expresion de los transgenes post-

criopreservacion.

2. Efectos moleculares de la ribozima Rzpol1a1l sobre la expresion del gen
col1a1t.

Sobre la base de los resultados anteriores, el protocolo que se utilizé
para evaluar los efectos moleculares de la presencia de la ribozima Rzpolia1
movilizada por el vector retroviral RNL-Pol sobre el gen colial en MSC fue

hecho segun el siguiente esquema:
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La accién de Rzpolial sobre la expresion del gen coltiatl, en MSC
heterocigotas (C/T) para el SNP 3210 de dicho gen, se evalud a nivel de mRNA
cuantificando el mRNA col1a1l por RT-PCR cuantitativo, y los valores se
normalizaron por la cantidad de mRNA gapdh. Ademas, a nivel de proteina se
cuantificd el propéptido C-terminal CICP en el medio de cultivo por ELISA-
Sandwich, como sefial de la produccion de novo de la proteina COL1A1. En
ambos casos se compararon los valores obtenidos para MSC transducidas con

el vector retroviral RNL-Pol vs. las mismas células sin infectar (control).

2.a Reduccién de los niveles de mRNA col1a1.

A los 5 dias post-infeccion, se observé que en MSC transducidas con el
vector retroviral RNL-Pol la cantidad de mRNA col1a1 correspondia a un 43 £
6% de la cantidad de mRNA col1a1 de MSC control (Fig. 9.a). Esta diferencia
se mantuvo 30 dias post-infeccién, ya que la cantidad de mRNA col1a1l en MSC
transducidas correspondia al 38 + 13% con respecto de las MSC control (Fig.
9.b). Ademas se cuantificaron los niveles de mRNA col1a2 y se observo que
estos no variaron en MSC transducidas respecto de MSC control (datos no
mostrados), lo cual prueba la selectividad de Rzpol1a1 sobre el mRNA col1a1.

Por lo tanto, la expresion de la ribozima Rzpoi1at en las MSC
transducidas con el vector retroviral RNL-Pol provoca una disminucion en los
niveles de mRNA col1a1, lo cual seria producto del reconocimiento y siguiente

corte del mMRNA col1a1 por la ribozima Rzpol1a1.
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Figura 9. Niveles de mRNA col1al en MSC control y MSC transducidas con el
vector retroviral RNL-Pol, 5 dias (a) y 30 (b) dias post-infeccion. Los valores
corresponden a la cantidad de mRNA col1al normalizada por la cantidad de
mRNA gapdh, obtenidos por RT-PCR y expresados como porcentajes respecto
del control (100%).

Los datos mostrados son representativos de 2 experimentos independientes,
las muestras se analizaron por triplicado y en cada experimento la viabilidad
celular fue del 100%.

* Datos estadisticamente significativos, p < 0.05.
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2.b Reduccién de los niveles de proteina colageno |.
A los 5 dias post-infeccién, se observé que la cantidad de coladgeno | producido
de novo en las MSC transducidas con el vector retroviral RNL-Pol correspondia
al 5 £ 2% de las MSC control (Fig. 10.a). Sin embargo, a los 30 dias post-
infeccién no se observaron diferencias significativas en la concentracién de
colageno | en MSC transducidas respecto del control (Fig. 10.b).

Por lo tanto, se observa una drastica reduccién en la sintesis de novo de
colageno | en las MSC infectadas con el retrovirus RNL-Pol por un tiempo
discreto post-infecciéon (5 dias). Sin embargo, posteriormente dicha reduccion

es revertida, restableciéndose los valores de colageno .

3. Consecuencias celulares de la expresion de Rzpol1aimovilizada por el
vector retroviral RNL-Pol.

Para determinar si el proceso de transduccién con el vector retroviral
RNL-Pol y la expresiéon de Rzpol1a1 tenia algin efecto adverso en las MSC, se
evaluaron los potenciales de proliferacion y de diferenciacion osteogénico de
MSC transducidas con el vector retroviral RNL-Pol a los 30 dias post-infeccion y

se compararon con los de MSC no transducidas (control).

3.a Efectos sobre la proliferacién de MSC.
Como se muestra en la Fig. 11, las MSC control y las MSC transducidas

con el vector retroviral RNL-Pol presentan cinéticas de proliferacién similares.
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Figura 10. Niveles de colageno | en MSC control y MSC transducidas con el
vector retroviral RNL-Pol, 5 dias (a) y 30 (b) dias post-infeccién. La sintesis de
novo de colageno | se evalud en funcion de la secrecion de CICP, el cual se
cuantificé por ELISA-Sandwich. Los valores fueron normalizados por la cantidad
de proteina total y luego expresados como porcentajes respecto del control
(100%).

Los datos mostrados son representativos de 2 experimentos independientes.
Las muestras se analizaron por triplicado y en cada experimento la viabilidad
celular fue del 100%.

* Datos estadisticamente significativos, p < 0.05.
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Figura 11. Efecto de la expresion del Rzpol1a1 sobre la proliferacion de MSC.
Las MSC control (linea continua) y transducidas con el vector retroviral RNL-Pol
(linea cortada) se sembraron a una densidad de 2,6 x 10° células/cm? y se
cultivaron en a-MEM + SFB 10% (v/v). A distintos tiempos post-siembra se
determiné el nimero de células vivas adheridas por el método de tincion con
cristal violeta.

Los datos mostrados son representativos de 2 experimentos independientes. En
cada experimento las muestras se analizaron en cuadruplicado.
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Ademas, al comparar los tiempos de duplicacién poblacional no se observaron
diferencias significativas. (1,8 y 1,6 dias para MSC control y MSC transducidas,
respectivamente).

Por su parte, tanto las MSC control, como las MSC transducidas con el
vector retroviral RNL-Pol presentaron inhibicion de la proliferacién por contacto
(datos no mostrados). Estos resultados sugieren que la transduccion con el
vector retroviral RNL-Pol no convierte a las MSC en células tumorigénicas, lo
cual fue apoyado por experimentos en ratones inmunodeficientes que recibieron
intravenosamente MSC transducidas con el vector retroviral RNL-Pol; luego de
8 meses post-infusién no presentaron formacién de tumores y los animales
envejecieron de manera similar a aquellos que no recibieron MSC. En conjunto
estos resultados muestran que ni la transduccion, ni la expresién de Rzpolia1

transforma a las MSC en células tumorigénicas.

3.b Efectos sobre la diferenciacién osteogénica de MSC.

Se observé que al igual que las MSC control, las MSC transducidas con
el vector retroviral RNL-Pol son capaces de responder al estimulo de
diferenciacién osteogénico, induciendo la expresién de la enzima fosfatasa
alcalina (Fig. 12).

Por lo tanto, el potencial de diferenciacion de las MSC al lingje
osteogénico no se pierde al transducirlas con el vector retroviral RNL-Pol ni con

la expresion de Rzpol1ai.
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Figura 12. Efecto de la expresion de Rzpolial sobre la diferenciacion
osteogénica de MSC. Las MSC control y transducidas con el vector retroviral
RNL-Pol se expusieron (barras achuradas) o no (barras grises) al estimulo
osteogénico. Al guinto dia post-estimulacion, se evalud la actividad fosfatasa
alcalina espectrocolorimétricamente, la cual se expres6 como pmoles
pNF/min./10° células.

Los datos mostrados son representativos de 2 experimentos independientes y
en cada experimento las muestras se analizaron en duplicado.
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Como era de esperar, en ausencia de estimulo osteogénico las MSC
control no expresaron la enzima fosfatasa alcalina. Sin embargo, en las
condiciones basales las MSC transducidas con el vector retroviral expresaban
levemente esta enzima.

Ademas, los niveles a los que se induce la enzima fosfatasa alcalina son muy
superiores en MSC transducidas comparadas con los de MSC control (27 vs. 5),

lo que sugiere compromiso al linaje osteogénico.
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DISCUSION

I. Trasplantabilidad de MSC humanas.

Nuestros resultados de xenotrasplantes indican que las MSC humanas
expandidas ex vivo e infundidas por via intravenosa permanecen en el
organismo por al menos 13 meses post-infusién, sin provocar efectos
secundarios en el receptor como formaciéon de tumores, deformaciones 6seas 0
cambios en el peso corporal. Estos resultados concuerdan con el hecho de que
hasta la fecha no se han reportado datos que sugieran que la expansion ex vivo
convierta a las MSC en células tumorigénicas o que su infusion intravenosa
comprometa la vida del receptor. Por lo tanto la expansién ex vivo de las MSC,
su infusién intravenosa y su eliminacion no es tdxica para el receptor y no
provoca efectos secundarios.

Nuestros estudios de biodistribuciéon a corto plazo, es decir, hasta 3 h
post-infusion, muestran que las MSC se destinan inicialmente a médula d6sea,
bazo, pulmén, diente, hueso, cola y misculo esquelético y no a otros tejidos
analizados como corazén, higado, rifién, ovario y cerebro. La presencia de las
MSC en estos tejidos, excepto pulmén, corresponderia a una destinacion
preferencial hacia estos tejidos a corto plazo. Se puede descartar que la

presencia de células humanas en estos tejidos se debe a las MSC en sangre
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periférica, ya que en tejidos de alta irrigacién, como higado o corazén, no se
encontraron.

En relacion a la retencion temprana en el pulmén de las MSC infundidas
intravenosamente, esta ha sido observada previamente por nosotros y por otros
grupos (Pereira y cols.,, 1995, Gao y col, 2001). Imagenes de nuestro
laboratorio en y-camara de ratones que recibieron MSC marcadas con Tc99
mostraron a las 3 h post-infusiéon una gran cantidad de células marcadas en el
pulmén (Allers y cols., 2003). Es logico pensar que esta retencion se debe a
que el diametro de las MSC es mayor que el de los capilares pulmonares (20 -
25 vs. 10 = 15 um). Por lo tanto, la presencia de ellas en este drgano es soélo
transitoria y no corresponde a un sitio de destinacién a corto plazo.

Se ha reportado que los cuitivos de MSC expandidas ex vivo
corresponden a una poblacion heterogénea que presenta células con distinto
grado de compromiso (Muraglia y cols., 2000). Entonces la destinacion a corto
plazo podria estar relacionado con el grado de compromiso de las células, sélo
aquellas que presentan mayor grado de compromiso serian retenidas en el
tejido con el cual estdn comprometidas, en cambio aquellas celulas no
comprometidas o con un compromiso muy temprano se dirigirian hacia la
médula 6sea y bazo, lugar donde fisioldgicamente se encuentran las MSC.

Destacable es que los Unicos tejidos en que las MSC se destinan a corto
plazo y permanecen son médula 6sea y bazo. Lo cual podria estar dado por las

caracteristicas del microambiente del tejido al cual llegan las células, es decir, la
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sobrevivencia de las MSC luego de la infusidn dependeria de su encuentro con
un microambiente favorable.

También fue posible detectar MSC en muestras de sangre periférica. El
hecho que las MSC circulen en la sangre periférica ain no esta claro. En el
modelo murino las MSC circularian y migrarian hacia los tejidos
hematopoyéticos (Piersma y col., 1983). En humanos, sélo se han detectado
células con caracteristicas de MSC en recolecciones de sangre periférica
obtenida después de la movilizacion de precursores hematopoyéticos con
factores de crecimiento, pero no en sangre de individuos normales (Fernandez
y col., 1997). Sin embargo, estos resultados no han sido confirmados por otros
investigadores (Ojeda-Uribe y cols., 1993; Lazarus y cols., 1997). Ya que el
método utilizado detecta solo DNA humano en presencia de DNA murino y dado
que las muestras de sangre se obtuvieron a tiempos cortos post-infusion de las
MSC, la sefal positiva en estas muestras podria corresponder a macrofagos
que circulan con DNA humano fagocitado.

Por lo tanto, luego de ser infundidas las MSC se dirigen hacia tejidos
hematopoyéticos y mesenquimaticos para luego permanecer solo en médula
6sea y bazo, tejidos hematopoyéticos en el ratén.

Del total de las MSC infundidas sélo una pequefia proporcion,
aproximadamente 3%, se aloj6é en los tejidos hematopoyéticos del ratén y el
resto murid, esto podria deberse a la diferencia de especie (humano-raton)

entre las células infundidas y el receptor. Sin embargo, en el trabajo de Pereira
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en 1995 a pesar que el trasplante fue en la misma especie y el huésped se
encontraba en condiciones de demanda, el porcentaje de células presentes en
los tejidos hematopoyéticos no superd al valor mostrado en esta tesis. Por lo
tanto, las células que se destinan tempranamente a los tejidos hematopoyéticos
podrian corresponder a una poblaciéon particular dentro de la poblacién total de
MSC. Esto concuerda con el trabajo de Beauchamp en 1999, donde se muestra
que luego de la infusién la mayor parte de la poblaciéon celular muere, y se
sugiere que el pequerio porcentaje de células que sobreviven corresponden a
una poblacién particular que presenta caracteristicas de células troncales que
poseen capacidad de autorenovacién y diferenciacion.

Los estudios de biodistribucién a largo plazo muestran que la presencia
de MSC humanas no se restringia sélo a tejidos hematopoyéticos, sino también
era posible encontrarlas en tejidos mesenquimaticos y no mesenquimaticos,
excepto cerebro y ovario donde en nunca se encontraron.

Dentro de los tejidos mesenquimaticos positivos el mas frecuente fue el
hueso, lo cual es una ventaja para la terapia propuesta ya que en la Ol el tejido
6seo corresponde al tejido principalmente dafiado a nivel sistémico, por lo tanto
el uso de las MSC en terapia para Ol parece ser el blanco celular adecuado.

En los tejidos no mesenquimaticos como pulmén, higado y rifidn, las
MSC podrian formar parte del estroma de estos, sin embargo recientemente se
ha reportado que in vivo las MSC se pueden diferenciar a células renales o a

hepatocitos luego de ser infundidas en ratones con dafio renal o hepatico
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(Petersen y cols., 1999, Ito y cols., 2001). En consecuencia, la poblaciéon de
MSC que se aloja en los tejidos hematopoyéticos y que luego se es redestinada
hacia otros tejidos posee la capacidad de generar otros tipos celulares no
mesenquimaticos, prueba de la plasticidad de estas células.

Por lo tanto, las MSC son destinadas a los tejidos hematopoyéticos y
luego son redestinadas hacia otros tejidos. La redestinaciéon de las MSC
conilevaria la expansién de las MSC que se destinaron a los tejidos
hematopoyéticos, es decir, al dividirse una MSC una célula hija se mantiene en
el tejido de destinacién y la otra es redestinada hacia otros tejidos para
diferenciarse. Lo anterior se apoya en que la intensidad de la sefial de la
presencia de MSC en médula 6sea y bazo no varié durante todo el tiempo de
experimentacion.

Las MSC extraidas de la médula ésea y expandidas ex vivo, una vez
infundidas intravenosamente en un organismo en estado estable volverian a
alojarse en los tejidos hematopoyéticos y su redestinacion hacia otros tejidos
seria provocada por sefiales de demanda, ya que en este caso los animales
analizados eran adultos en estado estable, esta sefial corresponderia al
recambio fisiolégico de cada tejido.

Los trabajos de Pereira en 1995, Liechty en 2000, Ito en 2001, y Devine
en 2001 muestran la presencia de las MSC en tejidos hematopoyéticos,
mesenquimaticos y no mesenquimaticos luego de ser infundidas

intravenosamente, sin embargo en todos ellos los animales se encontraban en
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estado de demanda en alguno de sus tejidos, ya sea por alguna enfermedad o
porque habian sido irradiados o porque se encontraban en etapa de
crecimiento. Hasta la fecha no hay trabajos que hayan reportado la destinacion
de las MSC tanto a corto como largo plazo en individuos adultos en estado
estable, por lo tanto los resultados mostrados en esta tesis son los primeros en
los que se muestra la presencia y destinacion de las MSC humanas en dichos
individuos.

Las células humanas encontradas en los tejidos murinos corresponderian
a celulas diferenciadas y no a MSC, ya que se ha descrito que en animales
infundidos intravenosamente con MSC humanas, las células encontradas hasta
13 meses post-infusion en los diversos tejidos corresponden a células que se
han integrado y presentan caracteristicas del tejido donde se encuentran
(Liechty y cols., 2000). Asi como resultados de nuestro laboratorio utilizando la
técnica de hibridacién in situ confirmaron la presencia de células humanas
integradas en tejidos murinos (Allers y cols., 2003).

Hasta la fecha todos los trabajos que analizan la presencia de MSC post-
infusion se han realizado a tiempos fijos, por lo tanto los resultados de esta tesis
corresponden al primer estudio cinético de biodistribucién de MSC.

En conjunto los resultados mostrados apoyan fuertemente que las MSC
son el blanco celular ideal para protocolos de terapia génica para Ol, ya que
luego de ser manipuladas ex vivo sobreviven a la infusién intravenosa y son

redestinadas frecuentemente al tejido 6seo, por lo tanto podrian suplir la funcién
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de los osteoblastos patologicos. Estos resultados validan una parte de la
hipodtesis propuesta y sirven de base para evaluar los efectos de la ribozima

Rzpol1a1 sobre la expresion del gen col1al en estas células.

Il. Efectos de la presencia de la ribozima rzpol1a1 sobre la expresion del gen
col1al.
1. Transduccion de MSC con vectores retrovirales.

En las condiciones éptimas de transduccion de MSC establecidas en
esta tesis se obtuvo como maximo un 10% de células que expresaban los
transgenes reporteros.

Las principales etapas limitantes de la transduccién con vectores
retrovirales corresponden a la entrada del virus a la célula y a la entrada del
DNA viral al nucleo para su integracién en el genoma (Wang y cols., 1991). A
nivel molecular estas etapas estan determinadas por la expresion de receptores
de superficie en la membrana celular y por la etapa del ciclo celular en que se
encuentran las células, respectivamente.

Se observdé que el maximo de células transducidas se obtenia en
presencia de polibreno 20 pg/ml, y que disminuia a concentraciones menores.
Esto concuerda con lo reportado, que la etapa de adsorcion del virus es
mediada por esta molécula, la cual al tener carga neta positiva favorece la

eficiencia de infeccidn al disminuir la repulsidn electrostatica entre la membrana
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viral y la membrana celular (ambas con carga neta negativa), favoreciendo asi
la unién de estas (Toyoshima y col., 1969).

El trabajo de Marx en 1999, muestra que la transduccién de las MSC
esta limitada por la expresion del receptor viral anfotréfico Pit-2 (transportador
de fosfato), es decir, la eficiencia de transduccién estaria limitada también por la
expresion de este receptor, por lo tanto la poblacién de MSC transducidas con
RNL-Pol corresponderia a aquella que expresé el receptor Pif-2 durante el
tiempo de infeccion.

Para obtener el maximo de células transducidas fue necesario crecer e
infectar las MSC en medio con alta concentracion de SFB (20% v/v). Estudios
de nuestro laboratorio sugieren que la concentracion de SFB en el medio de
cultivo determina la velocidad de proliferacion celular, es decir, a medida que la
concentracién de SFB aumenta también aumenta el porcentaje de celulas que
estan en activa proliferacion, por lo tanto aumentaria la cantidad de células que
pueden ser transducidas. Andlisis del estado de ciclo celular de las MSC
muestran que s6lo una parte, 10% de la poblacion, se encuentra en fase
SIG2/M (Conget y col., 1999). Por lo tanto sblo esa pequefa proporcién seria
susceptible a ser transducida.

En resumen, las células susceptibles de ser transducidas con el vector
retroviral RNL-Pol corresponderian a aquellas que expresan el receptor
anfotrdfico Pit-2 y que se encuentran en activa proliferacion durante el tiempo

de infeccion, y que corresponden al 10% de la poblacion total de MSC.
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2. Efectos moleculares de presencia de la ribozima Rzpol1a1 sobre la expresién
del gen col1a1.

Los resultados presentados en esta tesis muestran que en MSC
heterocigotas (C/T) para el SNP 3210 del gen col1a1 transducidas con el vector
retroviral RNL-Pol, tanto 5 como 30 dias post-infeccion se observa una
disminucién de aproximadamente 60% en los niveles de mRNA col1a1 respecto
de las MSC sin infectar.

Se ha descrito que la unién de proteinas a secuencias en la regién 3’ no
traducida del mRNA col1a1 estabilizan esta molécula (Stefanovic y cols., 1997),
por lo cual con el corte producido por la ribozima Rzpol1a1 en esta region se
perderian los sitios de union a proteinas generando asi una molécula mas
inestable, con lo cual disminuiria su vida media.

El método utilizado para cuantificar el mMRNA col1a1 no permitia distinguir
los transcritos generados a partir de cada alelo, ya que el cambio de una C por
una T o viceversa en un amplicén de 125 pb no modifica la Tm. Sin embargo,
previamente se habia demostrado que in vitro utilizando independientemente,
RNAs del alelo T o C, la ribozima Rzpol1a1 reconoce y degrada sélo el mMRNA
generado a partir del alelo T, dejando intacto el mMRNA generado a partir del
alelo C (Millington-Ward y cols., 1999). Estos antecedentes, junto con la
observacion que en el sistema celular la reduccién en los niveles de mRNA
col1a1 es cercana al 50%, y que los mRNA para otras moléculas (col1a2), no

se ven alterados, indican que la disminucién en los niveles de mRNA col1a1 se
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puede atribuir a que Rzpol1a1 expresada ex vivo corta selectivamente el mRNA
col1al generado por el alelo T, dejando el mRNA generado por el alelo C
intacto.

Concordante con la disminucién en la cantidad de mRNA, a los 5 dias
post-infeccion de las MSC con el vector retroviral RNL-Pol se observd una
disminucion de aproximadamente un 95% en la cantidad de colageno |
sintetizado de novo respecto de las MSC control. Por lo tanto, como era de
esperar la disminucién de la cantidad de mRNA col1a1 a corto plazo conlleva
una disminucion de la cantidad de proteina COL1A1 y esta una disminucién del
colageno | ensamblado.

Sin embargo, disminuciones a nivel de mRNA a largo plazo no conllevan
cambios en la expresion a nivel proteico, ya que a los 30 dias post-infeccion no
se observaron diferencias significativas entre la concentracion de colageno |
sintetizado de novo en MSC transducidas vs. control.

Esta falta aparente de inhibicidn no puede atribuirse a un cese en la
expresion del vector, ya que las células seguian siendo resistentes a G418, el
cual se mantuvo en los cultivos durante todo el tiempo de experimentacion para
evitar la aparicidon de revertantes. Ademas el vector RNL-Pol incluye 2 cassettes
de expresion para Rzpol1a1 con distintos promotores, ambos constitutivos y
fuertes. Por Gltimo, como se discutié previamente, la disminucién a nivel de

mRNA col1a1 se mantuvo independientemente del tiempo y la criopreservacion.
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En consecuencia, el restablecimiento de los niveles normales de
colédgeno | a los 30 dias post-infeccion de las MSC con el vector retroviral RNL-
Pol podria atribuirse a un mecanismo compensatorio ante la drastica
disminucién de colageno | observada inicialmente.

Entonces, a medida que comienza a disminuir la cantidad de mRNA
col1a1 en las MSC transducidas y en consecuencia disminuye la concentracion
de COL1A1 y con ello colageno |, se activaria algin mecanismo para que a
partir de una menor cantidad de mRNA col1a1 se sintetice una mayor cantidad
de proteina COL1A1, con lo cual se aseguraria la sintesis y secreciéon de una
cantidad minima fisioldgica de colageno |.

Hasta la fecha poco se conoce sobre la regulacion post-transcripcional
de la sintesis de colageno |, sin embargo se ha demostrado que frente a
pequefios cambios a nivel transcripcional mecanismos aun no claros permiten
aumentar significativamente la cantidad de coladgeno | sintetizado de novo
(Stefanovic y cols., 1997).

Puesto que el ELISA-Sandwich utilizado en este trabajo no discrimina
entre ambos propéptidos C-terminales, podria postularse que el colageno |
sintetizado en las MSC transducidas con RNL-Pol podria ser una mezcla de
heterotrimeros (COL1A1),COL1A2 y homotrimeros (COL1A2); como lo ha
demostrado Alvares y cols. en 1999,

Para los objetivos de la terapia aqui propuesta, el restablecimiento de los

niveles de colageno | en MSC transducidas con el vector retroviral RNL-Pol
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respecto de las MSC control es una ventaja ya que en células de pacientes con

Ol se eliminaria el mRNA coi1a1 andmalo, sin embargo, los niveles de colageno

| no se verian afectados.

3. Consecuencias celulares de la expresion de Rzpol1ia1l movilizada por el
vector retroviral RNL-Pol.

Nuestros resultados demuestran que el potencial de diferenciacion
osteogénico y de proliferacién en las MSC transducidas no se pierde. Dado que
la diferenciacion osteogénica depende de la expresién de colageno |, es posible
decir que el colageno | sintetizado por las MSC transducidas corresponde a
colageno fisioldgicamente normal. Lo cual es ventajoso si se piensa en aplicar
esta estrategia con fines terapéuticos.

En condiciones de cultivo sin estimulo osteogénico sélo las MSC
transducidas expresaron la enzima fosfatasa alcalina y frente al estimulo la
expresion de esta enzima fue casi 6 veces mayor en las MSC transducidas
respecto de MSC control. Estos resultados sugieren que la poblacién de MSC
transducidas podria corresponder a células comprometidas tempranamente al
linaje osteogénico, seleccionadas en el momento de la infeccién con el vector
retroviral en funcién de la expresién de un transportador de fosfato (Pit-2). El
hecho de no haber observado mineralizacion de las MSC transducidas con
RNL-Pol durante casi 6 meses que se mantuvieron en cultivo, indica que el

compromiso hacia el linaje osteogénico deberia ser un compromiso temprano.
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Por lo tanto, la transduccién de las MSC con vectores retrovirales
conllevaria la seleccion de progenitores osteogénicos. En el caso de una terapia
contra Ol, este resultado seria una ventaja ya que la poblacién infundida de
MSC transducidas con el vector retroviral se diferenciaria principalmente a
osteoblastos, principales células afectadas en la patologia estudiada.

En conjunto todos los resultados presentados en esta tesis apoyan
fuertemente que una estrategia como la descrita en este trabajo, para tratar
pacientes con Ol tipo II, lll 6 IV, en los cuales la mutacién se encuentra en el
mismo alelo que el SNP 3210 del gen col1a1, el protocolo seria el siguiente:
extraer médula 6sea del paciente, expandir ex vivo sus MSC, transducirlas con
el vector RNL-Pol que contiene la secuencia codificante para la ribozima
Rzpol1a1, e infundirlas intravenosamente al paciente. Nuestras observaciones
nos permiten prever que los niveles de colageno anémalo serian disminuidos
manteniéndose los niveles de colageno normal y luego de ser infundidas las

MSC en el paciente serian redestinadas principalmente al tejido 6seo.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones mas relevantes de esta tesis son:

la expansion de las MSC ex vivo es inofensiva y su infusion intravenosa no

produce efectos secundarios en el receptor.

las MSC sobreviven a la infusidn intravenosa y permanecen por al menos 13

meses en el receptor.

existe una biodistribucion de las MSC infundidas intravenosamente en

funcion del tiempo:

- a corto plazo, las MSC se distribuyen en los tejidos hematopoyéticos y
mesenquimaticos, permaneciendo sélo en los tejidos hematopoyéticos

- a largo plazo, las MSC que permanecen en meédula dsea y bazo, pero
ademas son redestinadas mayoritariamente hacia otros tejidos,
mesenquimaticos entre los cuales se encuentra el tejido éseo, y en

menor frecuencia hacia otros tejidos no mesenquimaticos.
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el 10% de la poblacién de MSC expandidas ex vivo es transducida por
vectores retrovirales. Esta poblacion puede seleccionarse eficientemente en

funcion de su resistencia a G418.

la expresion de la ribozima Rzpol1a1 provoca una disminucidn en los niveles
de mRNA col1a1, lo cual seria producto del reconocimiento y corte selectivo

por Rzpol1a1l del mMRNA col1a1 generado por el alelo T.

la disminucién en los niveles de col1a1 conlleva una disminucion drastica en
la cantidad de colageno | sintetizado de novo sdlo inicialmente y luego, la

concentracién de colageno | se restablece a los niveles normales.

ni la expresidn de Rzpollal, ni el evento de transduccién con vectores
retrovirales tiene efectos sobre los potenciales de proliferacion, ni de

diferenciacién osteogénica de las MSC humanas.

aunque en esta tesis no se estudio la trasplantabilidad de MSC transducidas
con el vector retroviral que codifica para la ribozima Rzpolia1, en conjunto
todos los resultados sugieren que dado que las MSC al ser trasplantadas
son redestinadas finalmente al hueso y que es posible disminuir en ellas los
niveles de mRNA col1a1 sin afectar los niveles de colageno |, parecen ser el

blanco celular adecuado para intervenciones de terapia génica para Ol.
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