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Memoria justificativa de recerca de les convocatories BCC, BE, BP, CTP-
AIRE, DEBEQ, FI, INEFC, NANOS i PIV

La memoria justificativa consta de les dues parts que venen a continuacio:
1.- Dades basiques i resums

2.- Memoria del treball (informe cientific)

Tots els camps sén obligatoris

1.- Dades basiques i resums

Nom de la convocatdria

Fl

Llegenda per a les convocatories:

BCC Convocatoria de beques per a joves membres de comunitats catalanes a l'exterior

BE Beques per a estades per a la recerca fora de Catalunya

BP Convocatoria d'ajuts postdoctorals dins del programa Beatriu de Pindés

CTP-AIRE Ajuts per accions de cooperacid en el marc de la comunitat de treball dels Pirineus.
Ajuts de mobilitat de personal investigador.

DEBEQ Beques de Cooperacié internacional i Desenvolupament

(Modalitat A3)

Fi Beques predoctorals per a la formacié de personal investigador

INEFC Beques predoctorals i de col-laboracié, dins de |'ambit de I'educacio fisica i I'esport i les ciéncies
aplicades a l'esport

NANOS Begues de recerca per a la formacié en el camp de les nanotecnologies

PIV Beques de recerca per a professors i investigadors visitants a Catalunya

Titol del projecte: ha de sintetitzar la tematica cientifica del vostre document.

Manipulacié genética de vectors virals per a estratégies de terapia génica en malalties autoimmunes

Dades de I'investigador o beneficiari

Nom Cognoms
Marta Miralles Consuegra

Correu electronic
Marta.Miralles@uab.cat

Dades del centre d’oﬂgen

Centre de Biotecnologia Animal i Terapia Génica (CBATEG)
Universitat Autdnoma de Barcelona

Edifici H 08193-Bellaterra
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Paraules clau: cal que esmenteu cinc conceptes que defineixin el contingut de la vostra memaria.
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Data de presentacié de la justificacié
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Resum del projecte: cal adjuntar dos resums del document, 'un en anglés i I'altre en la llengua del document, on
s'esmenti la durada de I'accié

Resum en la llengua del projecte (maxim 300 paraules)

Els tractaments actuals per a la Malaitia de Crohn es basen en I'administracid de proteines recombinants amb capacitat
immunosupressora. Aguests tractaments sén sistémics, cronics i causen el desenvolupament de efectes secundaris
severs com infeccions amb patdgens oportunistes i una major incidencia de tumors. Passar de una administracio
sistémica dels immunosupresosors a una administracié local sembla clau per evitar la severitat i el nombre de
complicacions secundaries. Ha sigut descrit recentment que el subconjunt cel-lular Th-17 juga un paper central en moltes
malalties autoimmunes en humans, com ara la Malaltia de Crohn, Escleroderma, Artritis reumatoide o Psoriasis. Per
determinar com la via del Th-17 es veu afectada durant el desenvolupament i els estadis aguts de la malaltia, analitzarem
una gran bateria de interleuquines/citoquines i els macanismes intracel-lulars d'activacié/inhibicié de I'activitat de les
cél-lules del Sistema Immune. En un segon pas, clonarem els gens seleccionats relacionats amb la immunomodulacié de
la via del Th-17 en vectors recentment desenvolupats (adenovirus quimera 5/40 o diferents pseudotips d'AAVSs), ja qué
hipotetitzem que una produccio local d'immunomoduladors s’assolira amb una eficiéncia major fent servir aquests
vectors, evitant aixl els efectes secundaris. A aquests efectes, hem comencat el projecte clonant els gens de la IL10 i del
receptor transmembranal de la IL23 en adenovirus i en genomes d'AAV.

Resum en anglés (maxim 300 paraules)

Current treatments of Crohn’s disease are based on the administration of recombinant proteins with immunosupressor
effects. These treatments are systemic, chronic and cause the development of severe secondary effects as infections by
opportunist pathogens and a higher incidence of tumours. Switching from systemic to local administration of the
immunosuppressors seems key to avoid severity and the number of secondary complications. It has been recently
described that Th-17 subset cells play a central role in many autoimmune diseases in humans, like Crohn's disease,
Scleroderma, Rheumatoid arthritis or psoriasis. To determine how the Th-17 pathway is affected during the development
and the acute stages of the disease, we will analyzed a wide battery of interleukines/cytokines and the intraceliular
mechanisms activating/inhibiting the activity of the immune cells. In a second step, we will clone selected genes related to
immunomodulation of the Th-17 pathway in newly developed vectors (chimeric Ad5/40 adenovirus or different
pseudotyped AAVs), since we hypothesize that local production of immunomaodulators may be achieved at high efficiency
using these vectors, thus avoiding the secondary effects. In this regard, we have already started the project by cloning the
IL23 transmembrane receptor and the IL10 genes in the adenovirus and the AAV genomes.
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Resum en anglés (maxim 300 paraules) ~ continuacio -.

Finally, we will test, alone or in combination, the therapeutic potential of all the vectors produced, initially in an animal
model for Crohn's Disease, and then in models for Scleroderma and Rheumatoid arthritis.

2.- Memédria del treball (informe cientific sense limitacié de paraules). Pot incloure alires fitxers de
qualsevol mena, no més grans de 10 MB cadascun d’ells.

Els resultats que es mostraran a continuacié han sigut obtinguts des del gener del 2008 fins al moment
present, periode durant el qual he gaudit d'una beca Fl (convocatdria 2007 - Fl 2008); aixi doncs
aproximadament un periode de 8 mesos. El motiu pel qual actualment em trobo en disposicié de renunciar a
la present beca és que m'ha sigut concedida la beca predoctoral de Formacié de Professorat Universitari
(FPU) del Ministerio de Ciencia e Innovacién.

Els resultats exposats a continuacié responen a un periode relativament curt (8 mesos) de recerca, durant els
quals moltes hores presencials han estat destinades al seguiment dels cursos del Master Oficial en
Bioguimica, Biologia Molecular i Biomedicina impartit en la Universitat Autdnoma de Barcelona. Degut a aixd,
els resultats no responen encara els objectius generals que van ser exposats en Ia sol-licitud de la beca Fl; i
que es tractaran d'assolir en el transcurs de la tesi doctoral que continua, sota el subvencionament de la beca
FPU.

Tot i aixi, aquest periode de recerca ha permés respondre molis dels objectius inicials, basics per al
desenvolupament futur de la tesi doctoral. Aixi mateix, aquests resultats seran exposats el proxim septembre
en forma de tesinaftreball de recerca de master i avaluats per una comissié d'experis de la Universitat
Autdnoma de Barcelona.

En el marc d'aquesta tesina ens hem marcat 3 objectius principalment:

OBJECTIU 1: Optimitzar la produccié d’Adenovirus quimera 5/40, mitjancant la seva amplificacié en
cél-lules 211B, que sobreexpressen constitutivament proteina fiber del serotip 5.

El nostre grup ha reportat recentment que els adenovirus quimera 5/40 tenen gran qualitats per ser bons
vectors per a Terapia Genica en intestl; ja que tenen un gran tropisme intestinal. Malauradament la seva
produccit al laboratori &s molt ineficient. Aixi doncs, s’ha ideat una estratégia d’amplificacié d'aquests virus en
un clon de céllules 293 que sobreexpressen constitutivament la proteina fiber del serotip 5; aguestes cél-lules
s6n anomenades 211B.

En primer lloc, ens vam proposar adaptar aquestes cél-lules a créixer en suspensid i medi definit SFMII; degut
a que aquest és un requisit indispensable per poder produir en el futur a gran escala (amb cel-lules en
suspensio i purificacié per FPLC); i hipotetitzant que les cél-lules en suspensié tindran una produccié més
eficient que les mateixes cél-lules en adheréncia.
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L'adaptacié es va portar a terme reduint la proporcié de medi DMEM (amb 10% de FBS) i augmentant la
proporcié de medi definit SFMIL. En els dltims passos d'aquesta adaptaci6 les cél-lules van ser transferides a
créixer en shaker flasks. En les segiients figures s'exposa les caracteristiques de creixement de la nova linia
cel-lular adaptada. Com es pot veure, les cél-lules adaptades s6n estables (s’han mantingut durant més de 18
passages, | s’ha pogut realitzar stocks congelats de viabilitat comprovada) i creixen amb un temps de
duplicacié de 2,1 dies.
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Per tal de poder produir vectors virals en aquestes cél-lules és necessari que siguin eficientment infectades
pels virus que han de produir. En les segilents figures es mostra Peficiéncia comparada de la nova linia
adaptada, 211BS, en ser infectades amb Ad5 i Ad5/40; i unes altres cél-lules en suspensid, les 293S, que
s'han fet servir com a control. Notar que amb una MOI de 0.1 calculada a partir de la titulacié en cél-lules
adherents, s'aconsegueixen valors de practicament 100% d'infecci6 en suspensiod.

Comparison between 2938 and 2118S infected Comparison between 293S and 211BS infected
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Seguidament es va estudiar I'eficiéncia d'aquestes céllules per produir adenovirus. Es va analitzar la
produccié d'Ad5 i ’Ad5/40, per les cél-lules 211BS i les cél-lules 293S. Tal com s'indica en la segient figura,
la produccié d’Ad5 és més eficient que la d'Ad5/40 en les dos linies cel-lulars. Es important remarcar que, tant
per a la produccié d’Ad5, com d'Ad5/40, les cél-lules 211BS s6n més eficients que les cél-lules 2938.
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En quant a les CONCLUSIONS d'aquest primer objectiu del projecte, son les seglents:

¢ Les céllules 211B, que expressen constitutivament la proteina fiber 5, han sigut eficientment
adaptades a créixer en suspensié i medi definit (+5% de FBS) (durant 18 passages).

o Les céllules 211BS adaptades tenen la mateixa eficiéncia que les 293S a ser infectades pels
adenovirus 5 i quimera 5/40.

e Lanova linia cellular adaptada produeix Ad5 i Ad5/40 amb més eficiéncia que les cél-lules 293S.

PROJECTES FUTURS en aquesta linia:

- Continuar els experiments d'optimitzacié de la produccié d’Adenovirus quimera 5/40 en 211BS.

- Amplificar i purificar 'Adenovirus quimera 5/40 a petita escala (amb céllules 211B adherents i
ultracentrifugacid) i a gran escala (cél-lules en suspensié i cromatografia FPLC).

OBJECTIU 2: Clonar el gen de la recombinasa Cre, i diferents gens implicats en la via del Th17, com ara
el receptor transmembranal de la IL23, en adenovirus § i en genomes d’AAV; i produir aquests
vectors.

CLONACIO | PRODUCCIO EN ADENOVIRUS

El gen de la recombinasa Cre, el gen del receptor transmembranal de 1alL23 i el gen del receptor de la IL23
truncat (control negatiu) estaven clonats dins el cassette d'expressié (promotor CMV + Multi Cloning Site +
seqiéncia de poliadenilacié) del plasmid pTG6600. Aquest plasmid conté regions d’homologia amb el
genoma del vector viral. Gracies a aquestes seqiiéncies homologues, els plasmids pTG6600 amb gens
d'interés clonats van ser recombinais amb un altre plasmid, anomenat pKP1.3, que conté el genoma viral
sencer (excepte la regié E1, que el fa defectiu per a la replicacid) franquejat per les sequéncies ITRs.

BsrBI BstZ

| Figura: El plasmid pTGE600 va ser
1 en els tres casos digerit per BsrBl i
BstZl. La banda que contenia el
cassette d'expressié va ser
purificada a partir del gel d'agarosa
pel métode del Gene Clean. Es va
recombinar aquesta banda amb el
plasmid pKP1.3 linealitzat
préviament per digestio amb Swal.
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Tal com s'observa a la segient figura, els plasmids recombinats van ser comprovats per digestié amb BamHI
i Hindlll, i els clons positius van ser seleccionats.

pKP-CMV-Cre pKP-CMV-IL23R pKP-CMV-IL23R trunc.
BamHI Hindll BamHI Hindlil BamHi Hindill

Un cop comprovades les recombinacions per als fres gens d'interés, es van digerir aquests plasmids amb
Pacl, ja que el plasmid t¢ dos seqléncies dianes per aguest enzim a banda i banda de les ITRs que
franquegen el genoma viral. Aixi doncs, un cop digerit per aquest enzim el genoma del vector resta linealitzat i
sense cap seqiéncia plasmidica (com ara I'OriC o el gen de resisténcia a antibidtic).

Un cop aillat i linealitzat aquests genomes virals, van ser transfectats i amplificats dins de cél-lules 293, que
expressen constitutivament el gen E1, i complementen en trans la deficiéncia replicativa del vector viral.

Després aquestes cél-lules van ser llisades per Freeze-Thaw (série de congelacions/descongelacions a —
80°C), i els virus van ser alliberats al medi.

Aquests virus vam ser separats de les restes cel-lulars i de medi de cultiu, i purificats per mitja d’'un métode
d'ultracentrifugacié en dos columnes de gradients de CsCl. Aquestes columnes sén ultracentrifugades a
32000 i 35000 rpm respectivament. S'assoleix en el primer gradient la separacié de les capsides defectives i
les capsides normals. | en el segon gradient, de les capsides buides i les plenes (veure segiients figures).
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Restes cel-lulars i medi de
creixement

Particles viriques ) )
defectives PARTICULES VIRIQUES
Restes cel-lulars més
denses

Figura: Primer gradient de CsCl

Particules viriques buides

PARTICULES VIRIQUES

Figura: Segon gradient de CsCl

Un cop purificats els virus, van ser titulats infectant dilucions seriades del virus en 293 adherents, i detectant
les cel-lules infectades per mitja d’anticds anti-proteina hexon.

Els valors de produccié obtinguts van ser els segiients:

VIRUS pp/mi 1Ufmi Ratio

Ad-IL23R 1,754 x 102 | 2,26 x 10" 18
Ad-IL23R truncat| 1,089x102 | 9.17x 10" 112
Ad-Cre 891x10™ | 752x10™ 112
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CLONACIO EN AAVs

Per tal de produir vectors AAV es necessita transfectar les cél-lules 293 amb 3 plasmids. Un d'aquests
plasmids conté el genoma viral franquejat per les seqiéncies ITRs i el gen d'interés clonat dins d'un cassette
d'expressio; un altre plasmid conté els gens rep i cap per complementar en frans la deficiéncia replicativa del
genoma viral; i el tercer plasmid és portador dels gens helper adenovirals necessaris perqué 'AAV es pugui
replicar.

S’ha clonat el gen de la recombinasa Cre, el gen de del receptor transmembranal de la IL23 i el gen del
receptor truncat de la IL23, en el plasmid portador del genoma viral (anomenat pGY al nostre laboratori). Es
van seguir les segiients estratégies de clonacié que es basen en digestié enzimatica i lligacié d'exirems
cohesius:

Digestioc amb NheliEagl i NhellEagl
Liigacio

ori¢
Digestio amb NheliEagl i NheliEagl

pTG6600-IL23Rtruncat |
E Lligacio

5
£

Digestié amb Nhelinai i NhellEcorV
Lligaciéo

Hpal

Es van seleccionar els clons positius de la lligacié per digestié amb Cfr9l, Asel i Xmal (veure figura segiient):
1 2 3_4 5 6

1. pGV-Cre Cirdl

2. pGV-Cre Asel

3. pGV-IL23R Asel

4. pGV-IL23R trunc Asel
5. pGV-IL23R Xmai

6. pGV-IL23R trunc Xmal
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Un cop seleccionats els clons positius van ser amplificats en E.coli i aillats per maxiprep. Després de les

maxipreps es va comprovar 'estabilitat de les seqiiéncies ITR, per mitja de la doble digestié Cir9l/Asel.
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En quant a les CONCLUSIONS d'aquest segon objectiu del projecte, son les seglients:

e  S'ha produit eficientment els Adenovirus 5 amb el gen de la recombinasa Cre, i gens implicats en la
resposta del Th17 (IL23R).
e S'ha clonat eficientment els tres gens en el genoma de vectors AAV.

PROJECTES FUTURS en aquesta linia:

- Produir tots els pseudotips de AAV's (del 1 al 9) amb el gen de la recombinasa Cre.

- Testar i analitzar tots aquests pseudotips de AAV en ratolins ROSA 26 LacZ per tal de seleccionar quin
d'ells pot tenir un millor tropisme intestinal.

- Analitzar el potencial terapéutic dels adenovirus i del pseudotip d’AAV seleccionat, que continguin el gen del
receptor transmembranal de la IL23 i altres gens immunomoduladors, en un model murf de Malaltia de Crohn.

Finalment, exposar que els resultats obtinguts durant els mesos que he gaudit de la beca Fl,
han servit per:

- Poder realitzar la tesina/treball de recerca de master.

- Assolir un objectius basics per a la realitzaci6 de Ia tesi doctoral que continua.

- Participar en un Congrés, presentant els resultats en forma de poster:

Titol del Poster: “Local Immunomodulation of the Th-17 pathway as a Gene
Therapy Strategy for Crohn’s Disease”

Entitat organitzadora del Congres: Centre de Biotecnologia Animal i Terapia
Génica (CBATEG), vinculat al Departament de Bioquimica i Biclogia Molecular
de la Universitat Auténoma de Barcelona (UAB).

Data: 18 de juliol de 2008

Director del Projecte/Estudi: Dr. Miguel Chillén Rodriguez
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