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Resumen

El neuroblastoma es un tipo de cancer infantil, con una tasa de supervivencia
muy baja. Por su localizacion, los tratamientos convencionales no son los suficien-
temente eficaces para revertir esta situacion. Por ello se buscan alternativas a di-
chos tratamientos, siendo la terapia génica una de las técnicas mas prometedoras.
El principal inconveniente que se presenta es la dificultad que tienen las secuencias
nucleotidicas de atravesar la membrana plasmatica de las células tumorales, por lo
gue se debe recurrir a la ayuda de elementos transportadores para realizar esta
funcion, conocidos como vectores.

Los vectores utilizados en terapia génica pueden ser de origen viral 0 no
viral. En base a los ensayos realizados con anterioridad, en este trabajo nos cen-
tramos en la busqueda de un vector no viral basado en un tipo de proteinas cono-
cidas como CPP’s, que tienen la capacidad por si mismas de atravesar la mem-
braba plasmatica, con el objetivo de transfectar células de la linea SH-SY5Y en
experimentos in vitro. En un principio se trabajé con un péptido disefiado a medida,
pero con el objetivo de mejorar los resultados obtenidos, y en base a las referencias
bibliograficas estudiadas, se decidié cambiar la linea de trabajo por un péptido ca-
tionico comercial utilizado habitualmente en cultivos celulares para mejorar la ad-
herencia de las células, el PLL, pero el rendimiento de este péptido en los ensayos
de transfeccion realizados, no fueron lo suficientemente satisfactorios en las lineas
celulares estudiadas, por lo que se decidio recurrir al PDL (poli-D-lisina) que es el

enantiomero del PLL (poli-L-lisina). Los resultados obtenidos en los experimentos
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indican que el PDL tiene la capacidad de empaquetar el ADN, de protegerlo de las
enzimas que pueden degradarlo presentes en el torrente sanguineo, y que puede
ser un excelente vector para los tratamientos de terapia génica en la linea SH-SY5Y
mejorando al mejor vector utilizado hasta la fecha para dicha linea celular, la Tur-
bofectina 8.0, en lo que se refiere a la linea celular HelLa, el rendimiento se redujo
considerablemente, siendo en la linea 3T3 en la que no se consiguid transfectar
practicamente ninguna célula. A raiz de los resultados se puede concluir que el PDL
puede ser un buen candidato para tratamientos de terapia génica en enfermos de
neuroblastoma, por lo que el siguiente paso seria la realizacion de experimentos in
Vivo.

Con los experimentos llevados a cabo a lo largo de estos afios, se han pu-
blicado tres articulos, en el primero de ellos, se trabajo el desarrollo del profarmaco
CPT 5-ALA, en el segundo articulo, se analizan las posibilidades del PDL para
transfectar las lineas HelLa, 3T3 y SH-SY5Y responsable de la patologia conocida
como neuroblastoma, y en el tercer articulo se estudio la capacidad de unos com-
puestos derivados del imidazol para realizar ensayos de terapia fotodinamica en

células tumorales.
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Abstract

Neuroblastome is a type of childhood cancer with a very low survival rate.
Due to its location, conventional treatments are not effective enough to reverse this
situation. Therefore, alternatives to these treatments are being sought, being gene
therapy one of the most promising techniques. The main drawback is the difficulty
that nucleotide sequences have in crossing the plasma membrane, which is why it
IS necessary to resort to the help of transporters to carry out this function, known as

vectors.

The vectors used in gene therapy can be of viral or non-viral origin. Based on
previous trials, in this work we focused on the search for a non-viral vector based
on a type of protein known as CPP's, which have the capacity to cross the plasma
membrane by themselves, with the aim of transfecting cells of the SH-SY5Y line in
vitro experiments. Initially, we worked with a custom-designed peptide, but in view
of the poor results obtained and the bibliographic references, it was decided to
change the working line for a commercial cationic peptide commonly used in cell
culture to improve cell adhesion to PLL, but the performance of this peptide was
also practically null in all cell lines, so we resorted to PDL (poly-D-lysine), which is
the enantiomer of PLL (poly-L-lysine). The results obtained in the experiments indi-
cate that PDL has the ability to package the DNA, to protect it from the enzymes
that can degrade it present in the bloodstream, and that it can be an excellent vector
for gene therapy treatments in the SH-SY5Y line, compared to the HeLa line in which
the yield was considerably reduced, and in the 3T3 line where practically no cells
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were transfected. From the results it can be concluded that PDL may be a good
candidate for gene therapy treatments in neuroblastoma patients, so the next step

would be to perform in vivo experiments.

With the experiments carried out over these years, three articles have been
published, in the first one, the development of the CPT 5-ALA prodrug was worked
on, in the second article, the possibilities of PDL to transfect the HeLa, 3T3 and SH-
SY5Y lines responsible for the pathology known as neuroblastoma are analysed,
and the third article studied the ability of imidazole-derived compounds to perform

photodynamic therapy assays on tumour cells.
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Capitulo 1: Introduccion
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1. Introduccién

Con mas de 10 millones de 6bitos al afo, las enfermedades de origen tumo-
ral son la principal causa de muerte en el mundo [1]. Como alternativa a los proce-
dimientos convencionales se estan desarrollando nuevos tratamientos con los en-

foques més diversos, entre los que se encuentra la terapia génica.

El principal problema a los que se enfrentan los investigadores que trabajan
desarrollando nuevos farmacos para este tipo de terapias, es la dificultad que se
presenta a la hora de introducir el material genético, ya sean secuencias tanto de

ADN como de ARN, al interior de las células.

Los compuestos utilizados para realizar esta funcién son conocidos como
vectores, siendo los virus los mas habituales para desempefiar este trabajo. Pero
los distintos inconvenientes que presentan las particulas virales hacen necesaria la

busqueda de alternativas, los conocidos como vectores no virales.

En un primer bloque, se ha elaborado una pequefia introduccion en la que
se habla del cancer en células del sistema nervioso central, centrandose principal-
mente en dos tipos de tumores cerebrales, el glioblastoma y mas especificamente

el neuroblastoma.

En un segundo bloque se ha hecho un recorrido por los distintos tipos de
vectores desarrollados hasta la fecha, tanto virales como no virales, analizando las

distintas ventajas e inconvenientes que cada uno de ellos presenta.
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En el tercer y ultimo bloque se ha prestado una especial atencion a un tipo
de vector en particular, los CPP’s. Después de realizar ensayos con diversos tipos
de CPP, y a raiz de los resultados obtenidos, nos hemos centrado mas concreta-
mente en un CPP en particular, el PDL, que por su naturaleza cationica y los bajos
costes de produccion lo convierten en posible alternativa frente a otros tipos de

compuestos.

Después de la introduccion se hace una breve descripcién de los objetivos
del presente trabajo, para a continuacion explicar en el apartado materiales y meé-
todos todos los experimentos realizados, en el capitulo resultados, se detallan los
efectos de dichas experiencias, en el apartado discusion se interpretan los resulta-
dos obtenidos anteriormente, dando lugar a las conclusiones obtenidas y las posi-

bles perspectivas futuras que se pudieran desarrollar.

1.1. Tumores cerebrales

Los tumores cerebrales se pueden dividir en dos categorias, tumores prima-
rios y tumores secundarios. Los tumores primarios son aquellos que tienen su ori-
gen en las meninges, nervios, glandulas, neuronas u otras células cerebrales, mien-
tras que los tumores secundarios son aquellos que se originan en el resto del

cuerpo y difunden al cerebro.

Cuando hablamos de tratar enfermedades que tienen su origen en el sistema
nervioso central, bien sea por medio de la farmacologia convencional o terapia gé-

nica dirigida, el primer obstaculo que se nos presenta es la barrera
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hematoencefélica, una fina capa de tejido endotelial con permeabilidad selectiva
gue rodea al encéfalo y cuya funcién principal es proteger al cerebro tanto de agen-
tes quimicos como bioldgicos [2], por lo que es el primer desafio al que se enfrentan
los investigadores a la hora de disefiar farmacos que tengan como diana las células

del sistema nervioso central.

Los tumores cerebrales mas frecuentes entre la poblacion son los neuro-
blastomas, gliomas y meningiomas [3], cuyo diagndstico se puede realizar mediante
resonancia magnética, rayos X, biopsias, angiografia o TAC. Como principal trata-
miento se encuentra la reseccion quirdrgica, seguido de la quimioterapia y radiote-
rapia, siendo el principal inconveniente que se presenta, la localizacion del tumor y
la imposibilidad de acceder hasta €l sin riesgo para el paciente [4], lo que obliga a

buscar alternativas como pueden ser los tratamientos dirigidos de terapia genética.

1.1.1. Glioblastoma multiforme

El glioblastoma multiforme es la clase de formacion tumoral mas habitual y
con peor prondstico que se da sobre todo en la poblacion adulta masculina cercana
a la tercera edad, con una frecuencia de entre 5,26 nuevos casos cada 100.000

habitantes, con un indice de supervivencia de unos 15 meses [5] [6].

Los tratamientos mas habituales son la cirugia, y las terapias con quimioto-
xicos y radiaciéon, aunque una técnica novedosa aun en desarrollo que combina la
reseccién quirargica con la quimioterapia y la inmunoterapia ha obtenido una recu-

peracion del 100% de los casos en ensayos realizados en roedores [7].
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Aunque en estadios tempranos de la enfermedad se baraja la posibilidad
de trabajar con el profarmaco antitumoral CPT-5ALA, que esta formado por la cam-
ptotecina, un compuesto de origen natural conocido por sus propiedades antitumo-
rales y el acido 5-aminovulénico, que induce la produccién de protoporfirina IX, una
molécula fotoactiva que se podria usar como marcador de las células tumorales
tanto para obtener un diagndstico temprano y preciso o en el caso de tener que

recurrir a la cirugia o tratamientos de fototerapia [8].

1.1.2. Neuroblastoma

Neuroblastoma es el tumor sélido mas frecuente en neonatos y en edad in-
fantil [9], esta formacion tumoral suele aparecer en tejidos del sistema nervioso
simpatico, con origen en las células de la cresta neural embrionaria [10], y en casi
dos tercios de los casos diagnosticados, lo hacen con elevados niveles de metas-
tasis, proliferando con facilidad en otros tejidos del organismo como el cuello, pe-
cho, pelvis o0 abdomen [11], suponiendo casi el 6% de los canceres pediatricos [9],
y con una esperanza de vida inferior al 20% [12]. El neuroblastoma esta dividido
principalmente en dos grupos, de riesgo alto y de riesgo bajo. Los pacientes con
riesgo bajo tienen una tasa de supervivencia del 95% a los cinco afios del diagnos-
tico, mientras que los de riesgo alto, la tasa en ese mismo tiempo se reduce a me-
nos del 40% [13], lo que hace que el diagndstico temprano sea una herramienta
fundamental para revertir el desarrollo de esta enfermedad, actualmente, la secuen-
ciacion del protooncogén MYCN se considera un instrumento imprescindible para
una valoracion precisa de la patologia, sobre todo cuando se detecta también
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metastasis [14], siendo ésta manifestacion de la enfermedad uno de los principales
objetivos a revertir para evitar la dispersion del tumor y asegurar una completa re-

cuperacion.

1.1.3. Tratamientos convencionales

Una vez diagnosticada la enfermedad tumoral, el principal mecanismo de
actuacion sobre la misma es la intervencion quirdrgica con el objetivo de extirpar la
tumoracién por completo, incluso en los casos diagnosticados de alto riesgo, ya que
se ha observado que la eliminacion completa del tumor primario se relaciona con
un incremento de la supervivencia del paciente [13], y en combinacién con los tra-
tamientos de quimioterapia y radioterapia el pronostico de la patologia mejora con-

siderablemente [15].

El tratamiento con quimioterapia consiste en administrar al enfermo un far-
maco o combinacion de compuestos quimicos de origen sintético o natural con el
objetivo de atacar las células en division, durante un nimero determinado de ciclos
para asegurarse la eliminacidén de todas las células que se encuentren la fase de
mitosis [16]. Los compuestos farmacoldgicos usados mas habitualmente son cis-
platino, vincristina, ciclofosfamida, doxorrubicina, etoposido, topotecan, melfalan
etc, 0 una combinacion de estos [13], en funcién del tipo de tumor, la fase en la que
se encuentre el paciente o el grupo de riesgo al que pertenezca. Generalmente, en
enfermos que se encuentran en el grupo de riesgo alto y en estado de metéstasis
avanzado, las dosis y el nUmero de ciclos suele ser mas elevado [13]. El principal

problema que presentan los tratamientos de quimioterapia es la aparicion de los
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efectos adversos, sobre todo cuando se administran en dosis elevadas, por las pro-
piedades intrinsecas de los farmacos utilizados que no pueden diferenciar las célu-
las sanas en division de las células malignas [17], lo que lleva al constante desa-

rrollo de nuevas terapias farmacoldgicas.

Otra técnica comunmente utilizada para el tratamiento del neuroblastoma es
la radioterapia, que consiste en administrar al paciente elevadas dosis de radiacion
con el objetivo de destruir las células cancerosas, se puede administrar de forma
localizada lo que se conoce como radioterapia de haz externo, o bien de forma
sistémica ya sea via oral o intravenosa, y que recibe el nombre de radioterapia
interna [18]. En los pacientes con neuroblastoma se aplica sobre todo a los de
riesgo alto, y en los que el tratamiento quirdrgico y la quimioterapia no han conse-
guido erradicar por completo las células tumorales. Aunque no se ha mostrado que
sea efectiva en el 100% de los casos tratados. Las mejoras en este campo consis-
ten en aplicarla de la forma mas localizada posible con el objetivo de reducir los
efectos adversos que surgen por la utilizacion de este tipo de tratamientos siendo

la protonterapia la técnica mas avanzada en este campo [19].

En algunos casos cuando los tratamientos descritos anteriormente no son
suficientes, se puede proceder al trasplante aut6logo de células madre de la médula

O0sea después de haber realizado una terapia mieloablativa [20].
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1.1.4. Terapias biologicas

La heterogeneidad bioldgica del neuroblastoma hace que esta enfermedad
presente unas caracteristicas Unicas que la diferencian de otros tipos de tumores,
como pueden ser los casos observados en algunos pacientes en los que se ha
producido una remision completa de le enfermedad, llegando a conseguir la recu-
peracién completa sin la necesidad de recurrir a ningun tipo de tratamiento. Este
hecho se encuentra en contraste con los casos en los que se ha visto un rapido
desarrollo de la enfermedad y avance extremadamente rapido de la metastasis en

un muy corto espacio de tiempo.

Una vez que todas las técnicas terapéuticas mencionadas anteriormente han
fallado, bien por no haber conseguido erradicar las células tumorales por completo
o bien porque los efectos adversos ponen en peligro la vida del paciente, la Unica
alternativa posible que se presenta son los tratamientos bioldgicos, que debe plan-
tearse de forma individual en funcion del paciente y de la etiologia de la enferme-

dad.

Dentro de las terapias bioldgicas, la inmunoterapia es un conjunto diversas
técnicas entre las que se encuentran la terapia con citoquinas, vacunoterapia, tera-
pia con anticuerpos o la terapia celular [21]. En todas ellas el objetivo es utilizar el
sistema inmune como frente de batalla contra las células tumorales, ya sea estimu-
lando las células natural killer o linfocitos-T, usando la interleucina-12 sola, o bien
en sinergia con la interleucina-2 [22] o interleucina-18, para potenciar los efectos

de la primera [23]. En los ensayos clinicos realizados con este tipo de terapia se
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han obtenido resultados esperanzadores [24], pero necesitan de la aplicacion al
mismo tiempo de otro tipo de tratamientos con inmunoterapia para mejorar los re-
sultados, como puede ser la terapia con anticuerpos monoclonales antitumorales,
gue presentan las ventajas de tener una vida media elevada, baja toxicidad y una
alta especificidad y afinidad. Una de las dianas mas utilizadas en los pacientes con
neuroblastoma es la proteina GD2, que se expresa en la membrana de las células
tumorales [25], y que aunque su funcién no esta del todo aun bien descrita, se cree
gue esta relacionada con la capacidad de adhesién del tumor a las proteinas de la
matriz extracelular [26]. La terapia celular consiste en trasplantar al paciente células
madre hematopoyéticas de un familiar cercano no gemelar, o bien un donante no
emparentado pero con caracteristicas genéticas compatibles con el enfermo [27],
ya que en caso contrario pueden aparecer efectos secundarios, conocidos como
injerto contra huésped. Dicho efecto adverso esta causado por la respuesta inmune
de las células del tejido trasplantado hacia el las células del receptor del trasplante
[28]. Si en principio este tipo de trasplantes fueron descartados, mas adelante se
comprobd que en algunos casos se daba el fenomeno de injerto contra tumor, me-
diante el cual, las células-T del donante atacaban a las células cancerigenas del
receptor. En un ensayo clinico realizado se comparo la evolucion de un grupo de
enfermos de neuroblastoma en los que una parte recibié un trasplante de células
madre hematopoyéticas de origen aldgeno y otro recibié el mismo tipo de células,
pero de tipo autélogo. En los resultados obtenidos no se vieron diferencias signifi-
cativas a nivel de supervivencia tras dos afios entre los dos grupos, ademas 9 de

los enfermos que recibieron el trasplante de otros donantes manifestaron el
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fendmeno del injerto contra huésped lo que deja a este tipo de terapias en sus-

penso a expensas de realizar mas investigaciones [29].

Los tratamientos nombrados anteriormente se agrupan en lo que se deno-
minan terapias adoptivas o pasivas ya que consiste en atacar directamente a las
células tumorales. Por el contrario, la inmunidad activa consiste en estimular el sis-
tema inmune del paciente para que sea éste el que se enfrente a la tumefaccion,
para ello se recurre a la administracion de vacunas para que sea el huésped el que
desarrolle una respuesta inmune dirigida. Una de las ventajas que presenta este
tipo de terapias es el desarrollo a largo plazo de una respuesta inmune frente a
tumores. En el primer ensayo probado en humanos, a cuatro enfermos con linfoma
de células B se les administraron varias dosis de células dendriticas propias, las
cuales fueron expuestas a antigenos provenientes de los propios tumores de los
pacientes, hasta obtener una respuesta inmune a dichos antigenos. De los cuatro
pacientes, en uno se observo una remision completa de la enfermedad, mientras
gue los otros tres presentaron una considerable mejoria [30]. Los problemas que
se presentan a la hora de desarrollar una vacuna efectiva contra el neuroblastoma
son debido a la supresion de la respuesta inmune en los pacientes a causa de los
tratamientos de quimioterapia y radioterapia que suelen recibir, unido a una baja
expresion del complejo mayor de histocompatibilidad, imprescindible para activar
los linfocitos. Lo que hace imprescindible profundizar en las investigaciones con el

fin de obtener una respuesta inmune efectiva contra este tipo de tumores.
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1.1.5. Tratamientos de terapia génica

A pesar de los tratamientos descritos anteriormente en la lucha contra el
neuroblastoma, la esperanza de supervivencia a largo plazo de los enfermos sigue
siendo muy baja [31]. Los oncogenes relacionados con la progresion de esta enfer-
medad, no estan relacionados Unicamente con la proliferacion celular, sino que tam-
bién regulan otras actividades celulares, como pueden ser el metabolismo de la
glucosa vy la sintesis de lipidos [32]. Uno de los principales oncogenes descritos
hasta la fecha es el gen MYC, cuyo papel en la activacion de otros oncogenes es
fundamental en el desarrollo de la enfermedad [33], lo que hace a este gen una
diana ideal para luchar contra esta enfermedad, bien sea mediante tratamientos

farmacoldgicos, quimicos, biolégicos o con terapia génica.

1.1.6. Tratamientos con vectores virales

La lucha contra el cancer utilizando los virus como herramientas, se puede
abordar desde dos planteamientos distintos. De forma directa, introduciendo en el
huésped algun virus especifico de las células tumorales, para que este inicie el ciclo
litico, dando lugar a la lisis de las células cancerigenas, fendmeno conocido como
oncolisis [34]. O bien de forma indirecta, usando particulas virales como vehiculo
transportador de acidos nucleicos para introducir secuencias genéticas en las célu-

las malignas que permitan iniciar la muerte celular programada o apoptosis [34].

Los vectores virales han sido desde sus inicios una herramienta importante

en la lucha contra el neuroblastoma, siendo los retrovirus [35] [36], adenovirus [37],
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herpes virus [38] [39], y virus adeno-asociados [40] [41], los vehiculos més utiliza-
dos habitualmente para introducir material genético en el interior de las células can-
cerigenas [42] [43]. Sin embargo, presentan los mismos inconvenientes que se co-
mentaran en apartado 1.3.1.1 Adenovirus, lo que hace necesario seguir investi-

gando.

1.1.7. Tratamientos con vectores no virales

Los principales desafios a los que hay que enfrentarse a la hora de tratar el
neuroblastoma mediante la terapia génica utilizando como herramienta los vectores
no virales, son en primer lugar atravesar la barrera hematoencefalicay, en segundo
lugar, la baja especificidad que suelen presentar estas moléculas sobre las células
diana. Para solventar estos inconvenientes, los recursos utilizados hasta la fecha
han sido la funcionalizacion de los vectores con moléculas que permitan la transci-
tosis a través de la barrera hematoencefalica como la transferrina [44], y también
con proteinas o moléculas que sean reconocidos por los receptores mas abundan-
tes en las células tumorales como pueden ser la familia de los receptores trans-
membrana VEGF que favorecen la angiogénesis [45]. Se han disefiado vectores
especificos para solventar los inconvenientes anteriormente citados, como las na-
noparticulas pegiladas conjugadas con albumina catiénica, administradas de forma
intravenosa [46], y también se han creado proteinas de fusion uniendo el péptido

TAT a la proteina B-galactosidasa [47].

Por ello, cuando se trata de desarrollar vectores no virales para acceder a

las zonas mas profundas del cerebro, no solo se deben de tener en cuenta los
29



mecanismos de endocitosis caracteristicos de todas las células vivas, sino que ade-
mas tienen que tener la capacidad de atravesar la capa endotelial sin perder sus
propiedades, fendmeno conocido como transcitosis [48]. Para mejorar la eficiencia
de los vectores no virales a la hora de enfrentarse a la barrera hematoencefalica se
ha recurrido a distintas soluciones, como la de funcionalizar cadenas de octoargini-
nas con Angiope-2 u otras moléculas de caracteristicas similares capaces de ser

reconocidas por el tejido endotelial y permitir su paso [49].

1.1.8. Posibles dianas terapéuticas

Una vez que se ha conseguido liberar las secuencias de nucleoétidos en el
interior de las células tumorales, el siguiente reto que se presenta es determinar
cual puede ser la mejor diana para eliminarlas de la forma mas aséptica posible y
sin que el resto de las células sanas se vean afectadas.

Para conseguir este objetivo se pueden plantear tres estrategias distintas,
bien bloqueando alguna o varias de las rutas que estan relacionadas con la prolife-
racion y/o adhesion celular, intentar que la célula inicie los mecanismos necesarios
para entrar en apoptosis, y también se podria plantear la introduccion de genes
suicidas con el objetivo de expresar algun farmaco o profarmaco que pudiera ser
toxico para el tumor [50]. Adicionalmente, siempre serd necesario la realizacién de
un pronadstico preciso acompafiado de analisis genético para estudiar que gen o
genes estan relacionados con la evolucién de la enfermedad.

El gen MYC pertenece a una familia de protooncogenes formada por c-MYC,
MYCN y MYCL. Este gen expresa un factor de transcripcion, el cual es una de las
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dianas mas estudiadas para el diagnéstico y tratamientos relacionados con varios
tipos de tumores, entre los que se encuentra el neuroblastoma, ya que tanto la
evolucién de la enfermedad como la esperanza de vida de los enfermos tienen una
estrecha relacion con este gen [51]. En el 25% de los enfermos de neuroblastoma
de alto riesgo, este gen aparece amplificado y su sobreexpresion es utilizada como
biomarcador de esta patologia [52]. Esta familia de genes se expresa principal-
mente en algunas etapas del desarrollo embrionario y juega un papel importante en
la proliferacion y crecimiento celular [53], ademas de regular la sobre y sub expre-
sion de un elevado numero de genes con funcionalidades muy diversas (Tabla 1).

Ver [54] como ejemplo de bloqueo de MYCN.

La molécula diasialogangliosido 2 (GD2) es una macromolécula lipidica gli-
cosilada perteneciente a la clase de los glicoesfingolipidos, con residuos de acido
sialico en la estructura de hidratos de carbono [55]. GD2 es otra posible diana de-
bido a su sobrexpresion en una amplia variedad de tumores, entre los que se en-

cuentra el neuroblastoma [56].

GD2 se expresa en la membrana celular y esta relacionado con la adhesion
de las células cancerigenas a las proteinas de la matriz extracelular [26], también
parecen desempefiar un papel importante en la regulacidon de la sefalizacion de la
muerte celular, ya que cuando se bloguea esta molécula en las células tumorales,
estas inician un mecanismo de muerte celular a caballo entre la apoptosis y la ne-

crosis [55], al no ser GD2 una proteina, no se puede actuar directamente sobre la
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molécula, pero se han descrito dos genes que estan directamente relacionados con

su sintesis, los genes ST8SIAL1 y BAGALNTL.

ST8SIALl expresa la proteina Alfa-N-acetilneuroaminidasa alfa-2,8-sialil-
transferasa, BAGALNTL1 a su vez expresa la enzima Beta-1,4 N-acetilgalactosami-
niltransferasa 1. La expresion de estos genes también se usa para establecer un
diagnéstico més preciso de la enfermedad [57] [25], ¥ su inhibicion da lugar a una

disminucion de las células tumorales [55].

Esta demostrado que la acumulacion de histonas acetiladas (unas proteinas
gue estan presentes en los cromosomas) dan lugar a la activacion de genes que
inhiben el desarrollo tumoral [58], esta caracteristica convierte a las enzimas
desacetiladoras de histona una excelente diana en la lucha contra el cancer. Estas
proteinas estan codificadas por el gen HDAC por lo que la inhibicion total o parcial
de esta secuencia de nucleoétidos daria lugar al inicio de una cascada de sefializa-

cion que inducirian a las células tumorales a entrar en apoptosis [59].

El gen anti-apoptosis Bcl-2 se encuentra sobreexpresado en un numero ele-
vado de tumores entre los que se encuentra el neuroblastoma [60] [61], su silencia-
miento es el objetivo de algunos farmacos y tratamientos de terapia génica con

pequefios ARNi [60].

Descrito por primera vez a finales del siglo pasado y relacionado directa-
mente con la migracion, invasion y metastasis en las células tumorales [62], MDA-

9 0gen9, estd asociado a la diferenciacién del melanoma. Por este motivo bloquear
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la expresion de este gen o su silenciamiento es otra posible diana en los casos de

neuroblastoma en los que esta secuencia de nucle6tidos se encuentre sobreexpre-

sado [63].
+ [/ —regulado
Gen Funcién
por MYCN
Activina-A - Inhibe la angiogénesis (TGFB superfamilia)
CRABP Il + Regulador de la sefializacién del acido retinoico
HMGA1 + Protooncogén, factor transcripcion
ID2 + Inhibidor de RB
IL-6 - Inhibe la proliferacion celular endotelial
LIF - Inhibe la proliferacion celular endotelial
MCM7 + Replicacion del ADN
MDM?2 + Regulador negativo de p53
MRP1 + Proteina de resistencia a farmacos
NDRG1 . Gen inhibidor del crecimiento
NLRR1 + Proteina transmembrana
0oDC + Sintesis de poliamina
p53 + Guardian del genoma, supresor de tumores
PAX 3 + Protooncogén regulador del desarrollo
a-Protymosina + Remodelacién de la cromatina
TERT + Mantenimiento de los telémeros
TG2 - Gen supresor de tumores

Tabla 1. Genes regulados por MYCN

Desde que en 2008 se identificaron que mutaciones presentes en el gen de
la quinasa del linfoma anaplasico ALK en enfermos de neuroblastoma eran res-

ponsables de la multiplicacion de las células cancerosas [64], esta secuencia de
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acidos nucleicos paso a ser otra posible diana sobre la que actuar, bloqueando las
mutaciones que dan lugar a la sobreexpresion de este gen mediante el uso de oli-
gonucledtidos antisentido o bien pequefios ARNiI, es una posible alternativa a tener

en cuenta.

1.2. Tratamientos in vivo del cancer usando la terapia génica con vec-
tores no virales.

Aungue se use un unico termino para definir esta patologia, el cancer es un
conjunto de diversas enfermedades que pueden afectar a uno o varios tipos celu-
lares, y cuyo origen esta siempre en una desregulacion en la expresion de varios
genes que dan lugar a una proliferacion de las células malignas e invasion de otros
tejidos [65], fendbmeno conocido como metastasis [66]. Es dicha desregulacion ge-
nética la que abre la puerta a los tratamientos de terapia génica con el objetivo de
incrementar o silenciar el gen o genes que estén implicados en la proliferacion ce-

lular, o bien hacerlo mas sensibles a los farmacos actualmente utilizados.

El uso de moléculas policationicas para los tratamientos de terapia génica,
ya sea enfocados a enfermedades hereditarias o a tratamientos antitumorales, no
solo tienen que sortear las barreras naturales que ofrecen los organismos vivos,
sino que ademas deben de ser lo menos toxicos posibles para estos [67] [68]. Esto
ha llevado a los investigadores a desarrollar distintas estrategias con el fin de me-
jorar la eficiencia de la transfeccion al mismo tiempo que se procura que sean lo
mas inocuos posibles. Los polimeros catidnicos contienen grupos amino en su con-
formacion, aportando las cargas positivas, imprescindibles para poder interaccionar

en primer lugar con las cargas negativas de los &cidos nucleicos con el objetivo
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inicial de formar los poliplejos y a continuacion interactuar con la membrana plas-
méatica para que se disparen los mecanismos que permitan la entrada del complejo

ADN-polication al interior de las células [69].

Segun el tipo de patologia a tratar puede ser necesario incrementar la expre-
sion de un gen mediante ADN plasmidico o bien proceder a su silenciamiento con
la utilizacion de nucle6tidos antisentido o secuencias de ARN interferente, lo que
hace imprescindible adaptar el tipo de polimero a la secuencia de acidos nucleicos
gue se quiera introducir en el interior de las células y el destino que se desee al-

canzar [70].

Se ha observado que compuestos con un peso molecular que oscile entre
los 40y 70 kDa tienen mas facilidad para atravesar los poros nucleares por difusion,
aunque aun no se conocen en profundidad los mecanismos que permiten a estas
moléculas atravesar la membrana del nacleo celular [71], asi como también se des-
conoce si el proceso de desempaquetamiento del complejo vector/ADN se produce
en el exterior del ndcleo o, si por el contrario, es la maquinaria de replicacion la que

realiza esta tarea.

1.3. Terapia génica

La membrana celular es una barrera con permeabilidad selectiva que en-
vuelve a las células y es un elemento imprescindible para su desarrollo y supervi-
vencia, les da cohesion y al mismo tiempo, actiia como dique protector contra agen-

tes externos, actuando de forma especifica sobre las moléculas que pueden
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atravesarla [72]. Esta caracteristica intrinseca de la membrana celular es el primer

obstaculo que se presenta en el desarrollo de farmacos, ya sea para terapias con-

vencionales o para tratamientos de terapia génica.

Incluso antes de que finalizara la se-
cuenciacion del genoma humano [73], ya se
trabajaba con la posibilidad de poder modifi-
car las secuencias de ADN en pacientes en-
fermos para el tratamiento de patologias con
origen genético [74]. El inconveniente que se

presenta con este tipo de terapias es la difi-
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Figura 1. Repulsion de cargas entre la
membrana celular (a la izquierda de la
imagen) y las secuencias de &cidos
nucléicos. (Elaboracion propia)

cultad que tiene una cadena de acidos nucleicos de atravesar por si misma la mem-

brana plasmatica de las células, ya que ambos compuestos poseen la misma pola-

ridad (Figura 1). Debido a la capacidad intrinseca de los virus para introducir mate-

rial genético en el interior de las células [75], las particulas virales fueron las prime-

ras herramientas que se empezaron a utilizar como vectores para desempefar esta

tarea [76]. Sin embargo, como consecuencia de los efectos adversos observados

en los pacientes tratados con vectores virales asi como en los ensayos in vivo lle-

vados a cabo con virus (mutaciones insercionales y una elevada respuesta in-

mune), se hizo necesaria la busqueda de herramientas alternativas a los virus para

insertar el material genético en el interior de las células [77].
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1.3.1. Vectores virales

1.3.1.1. Adenovirus

Los adenovirus (Figura 2), fueron una de
las primeras familias de virus en los que se penso
hace ya mas de 25 afios para usarlos como vec-
tores, con el objetivo de liberar secuencias de aci-
dos nucleicos en el medio intracelular en los tra-
tamientos de terapia génica [78]. Perteneciente a
la familia de los Adenoviridae, los adenovirus tie-
nen un tamaio entre los 70 y 100 nm. La capside
virica es una estructura proteica sin envoltura de

geometria icosaédrica formada por unidades mas

FIBRA

ADN LINEAL DE
DOBLE CADENA

Figura 2. Estructura basica de un ade-
novirus formada por los pentones, he-
xones la fibra y el ADN lineal de doble
cadena. (Elaboracion propia)

pequefias denominadas exones, pentones y fibras alrededor del nacleo [79], en

cuyo interior se encuentra el ADN lineal de doble cadena (dsDNA) de unos 35 kb

de tamanio [80]. La fibra del virion se une a unas proteinas especificas de la mem-

brana celular de las células del huésped denominadas CAR [81]. Una vez que el

virus consigue introducir su material genético en el interior de las células, éste no

se integra dentro del genoma del huésped sino que forma un episoma lineal en el

interior del nucleo [82], lo que elimina el riesgo de las mutaciones insercionales,

llegando asi a perdurar hasta 2 afios la capacidad de expresar los genes que lo

componen [83].
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La idea inicial de los grupos de investigacion que trabajaban en este campo
era la de utilizar los adenovirus para emplearlos en un amplio abanico de tratamien-
tos clinicos, que abarcaban desde la terapia génica hasta la medicina regenerativa
[84]. Lamentablemente se observé que incluso genéticamente desactivados, las
capsides por si solas, presentaban una elevada inmunogenicidad, dando lugar a
una respuesta inflamatoria aguda al ser utilizados en elevadas dosis [14]. Todo
esto, unido a la inactivacion completa de la particula virica, debido a que muchos
componentes virales de los adenovirus interaccionan de forma inespecifica con ele-
mentos de la sangre como las plaquetas, proteinas de la cascada de coagulacion
y los eritrocitos, se empezaron a descartar para tratamientos de terapia génica y
fueron relegados a su uso en tratamientos antitumorales localizados o para el desa-
rrollo de vacunas [85]. En la actualidad se esta estudiando el uso de quimeras for-
madas por adenovirus de chimpanceé junto con fragmentos de adenovirus humano,
debido a que la capside virica de los simios no desencadena una respuesta inmune
en el homo sapiens [86]. EIl maximo exponente de esta tecnologia son las vacunas
contra el Sars-Cov2 desarrolladas por AstraZeneca en el Reino Unido, CanSino
Biologics en China, Gamaleya Research en Rusia y Johnson & Johnson en Estados
Unidos. Todas ellas han superado con éxito la fase Ill en los ensayos clinicos vy
estan siendo administradas actualmente a la poblacion general con resultados es-

peranzadores [87].
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1.3.1.1. Retrovirus y lentivirus.

Pertenecientes a la familia Retroviridae, los retrovirus son virus de ARN de
cadena simple (ssRNA) cuyo genoma se retrotranscribe a ADN antes de integrase
en el genoma de la célula huésped. Con un tamafio de unos 100 nm, la nucleocap-
side tiene una envoltura lipidica que la rodea y alberga en su interior dos copias de
su genoma en forma de ARN, asi como varias proteinas virales [88]. Por su capa-
cidad de integracion en el genoma del huésped, los primeros ensayos de terapia

geénica con retrovirus estaban relacionados con patologias monogénicas, como la

CAPSIDE deficiencia de la adenosina desaminasa

ARN DE DOBLE CADENA

ENVOLTURA [89]. El virus de la leucemia murina perte-

LIPIDICA

neciente a la familia de los y-retrovirus fue
MATRIZ

el seleccionado para el tratamiento de esta

patologia, pero debido a los efectos adver-

TRANSCRIPTASA’

INVERSA sos observados en los enfermos durante

NUCLEOCAPSIDE |95 ensayos clinicos, como consecuencia

Figura 3. Estructura basica de un retrovirus
compuesto por ARN de doble cadena, y las pro-  de las mutaciones insercionales presentes

teinas necesarias para la retrotranscripcion, ro-
deados por la capside, la matriz y una envoltura  en el genoma de los pacientes, (fenébmeno
lipidica. (Elaboracién propia)
conocido como genotoxicidad) [90]. Se
descart6 el uso de estos vectores y se sustituyeron por los lentivirus. Este es un
grupo de retrovirus entre los que se encuentra el VIH, y cuyo material genético esta
limitado en su mayor parte, tan solo conservan los genes responsables de trans-

portar el ARN al interior del nucleo de las células del huésped, ademas de los genes
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encargados del empaquetamiento de la maquinaria viral y la retrotranscriptasa [91].

Aunque en menor medida, la genotoxicidad seguia estando presente en los pacien-

tes tratados con estos vectores [92]. En la actualidad se estan desarrollando vecto-

res virales basados en lentivirus de tercera generacion mas seguros (Figura 3), en

los que se han eliminado las secuencias responsables de la genotoxicidad, dejando

tan sélo aquellos genes responsables de mantener la estructura del virus, asi como

las secuencias que son reconocidas por la célula huésped para su internalizacion

junto al gen de interés [93].

1.3.1.3. Virus Adeno-asociados

Con un tamafio de unos 20 nm, los virus
adeno-asociados (Figura 4) son virus de cadena
simple de ADN (ssDNA) de unos 4,7 kb de longitud,
sin envoltura, y perteneciente a la familia de los Par-
voviridae. Son incapaces de replicarse por si mis-
mos, y por ello necesitan de la presencia de helper-
virus del tipo Adenovirus o Herpesvirus para poder
completar esta funcion [94]. En ausencia de Adeno-

virus o Herpesvirus, el genoma de los virus adeno-

ADN DE CADENA SIMPLE

RBee
“ade?” \

Figura 4. Estructura basica de un vi-
rus adeno-asociado formado por una
cadena de ADN sencilla, rodeado de
la capside. (Elaboracién propia)

asociados permanece latente en forma de episoma circular o lineal [95]. Aunque

cuando se integra, lo hace en una zona especifica del cromosoma 19 del genoma

del huésped, no obstante es un fendbmeno que se da con una frecuencia muy baja,

lo que reduce considerablemente el riesgo de la genotoxicidad [96]. Ensayos
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realizados con animales demuestran que la duracién de la expresion de los genes
de interés en tratamientos de terapia génica usando los virus adeno-asociados
como vector, pueden ir desde los 6 meses en ratones hasta los 8 afios en canes
[97] [98]. A dia de hoy, los virus adeno-asociados son los vectores virales mas uti-
lizados, tanto en ensayos preclinicos como clinicos aprobados en Europa y Estados
Unidos, relacionados estos con el reemplazo y silenciamiento génico o la edicion

del genoma [99].

1.3.1.4. Otros vectores virales

Ademas de los mencionados anteriormente, también se han estudiado otras
familias de virus como los Herpesvirus [100] y Poxvirus [101], pero su utilidad se ha

centrado mayoritariamente en el desarrollo de vacunas (Tabla 2).

] L5 s V. Adeno-

Adenovirus Lentivirus Retrovirus asociados
Tipo de admi- Isr:{clt')z:tlljjtr?\rc])?;’ Intramuscular
nistracion .

localizada
Tamafio méa-
ximo del trans- 30 kb
gén
Tiempo de ex-
presion del Muy largo Muy largo Muy largo
transgén
. Aceptable en caso de en-

Inmunogenici- . . .
Principal Vacunas y tra- Enfermedades genéticas, Enfermedades ge- Vacunas, trata-
campo de apli-  tamientos de principalmente en células  néticas, sobre va- mientos antitu-
cacion tumores hematopoyéticas rios genes diana morales

Tabla 2. Familias de virus méas utilizados como vectores para terapia génica. El color indica la
idoneidad como vector para cada caracteristica. Verde: carateristica idonea; naranja: limitada; rojo:
se recomienda buscar alternativas. En amarillo, se acepta en caso de patoldgias terminales.
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1.4. Alternativas a los vectores virales

Debido a las limitaciones intrinsecas que presenta el desarrollo de vectores
basados en los virus (Tabla 2), se continda con la busqueda de alternativas que
mejoren las carencias que actualmente presentan estas opciones y que se conocen
con el nombre de vectores no virales, los cuales podemos dividir en dos apartados

bien diferenciados: métodos fisicos y métodos quimicos.

1.4.1. Métodos fisicos
1.4.1.1. Microinyeccion

Es una técnica sencilla mediante la cual ¥
se introduce un plasmido de ADN o bien secuen-
cias de ARN directamente en el interior del cito-
plasma o nucleo celular (Figura 5). Para esta
técnica se usan microjeringas con agujas de ta-

mafio micrométrico apoyado por sistemas avan-

zados de visualizacion, lo que requiere de per- _ B _ )
Figura 5. Transfeccion mediante la téc-

nica de microinyeccién. Para este pro-
cedimiento es imprescindible recurrir a
instrumental de alta precisién, es un re-
curso lento, aunque muy eficiente.
(Elaboracion propia)

sonal entrenado y cualificado [102] [103]. Esta
tecnologia permite controlar con bastante preci-
sion la cantidad y localizacion del material gené-
tico que se desea introducir. El inconveniente mas importante que presenta esta
estrategia es que tan solo puede ser aplicada mediante técnicas in vitro o ex vivo.

De hecho, cuando se ha usado esta herramienta para introducir el gen de interés
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directamente en el torrente sanguineo, la accion de las nucleasas y los fagocitos
presentes en la sangre, han reducido su eficacia considerablemente [104].

1.4.1.2. Electroporacion

Este método fisico consiste en la formacion de nanoporos en la membrana
plasméatica mediante la aplicacién de una corriente eléctrica externa durante un pe-
riodo de tiempo del orden de los hanosegundos [105], el fluido extracelular atraviesa
los poros creados en la bicapa lipidica y arrastra con él el ADN o ARN presente en
el medio hacia el interior de la célula. Una vez que el flujo de corriente cesa, los
poros creados se cierran, quedando atrapadas en el citosol celular todas las molé-
culas presentes en el fluido (Figura 6). Esta es una técnica bastante eficiente y
reproducible pero también tiene sus limitaciones debido al dafio que las corrientes
eléctricas pueden ocasionar a la membrana celular [106]. De hecho, en experimen-

tos realizados in vivo se observé dafio en los tejidos tratados, asi como un
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Figura 6. Esquematizacion de la técnica de la electroporacion. Los pulsos eléctricos
emitidos por los electrodos dan lugar a la formacién de microporos en la membrana
plasmética por los que los acidos nucleicos entran al interior celular. (Elaboracién
propia)
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incremento de la inflamacion causada por los pulsos eléctricos. Es por ello por lo

gue su uso se limita a experimentos in vitro y ex vivo [107].

1.4.1.3. Fotoporacion

La fotoporacion consiste en la creacion de poros en la
membrana celular durante un breve espacio de tiempo, me-
diante el uso de un pulso de luz laser de alta intensidad con-
densado en un punto de tamafio nanomeétrico, permitiendo
la difusion de las macromoléculas presentes en el medio ex-
tracelular hacia el interior de las células (Figura 7). Al no exis-
tir contacto fisico de las células con ningun objeto, es una
técnica ideal para utilizarlas en entornos estériles. Aunque
preferentemente se utiliza para experimentos in vitro y ex
vivo, se han llevado a cabo algunos ensayos in vivo. Sin em-
bargo, la limitada capacidad de penetracion del haz de luz
limita su potencial para usos clinicos [108].

1.4.1.4. Microfluidica

HAZ LASER

Figura 7. Recreacion de la
técnica fotoporaciéon, micro-
pulsos de luz laser inciden en
la  membrana plasmética
dando lugar a la formacién de
micro cavidades por las que
se introduciran compuestos
de pequefio tamano.
(Elaboracion propia)

La microfluidica consiste en utilizar el efecto Venturi que se produce al hacer

pasar un fluido a través de un capilar de tamafio micrométrico que contiene las

células a transfectar junto con las macromoléculas que queramos introducir dentro

de ellas [109]. En este capilar existe una regibn mas estrecha que da lugar a un

incremento de la velocidad y una reduccion de la presion. Cuando la mezcla hete-

rogénea compuesta de células y fragmentos de acidos nucleicos, pasa a través de
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dicho estrechamiento, estos cambios de velocidad y presion provocan deformacio-
nes en la células, permitiendo que el medio extracelular atraviese la bicapa lipidica,
y arrastrando consigo el material genético de interés (Figura 8) [110]. Una de las
principales ventajas de esta técnica con respecto a otras es que ofrece un elevado
rendimiento en la transfeccién y un alto porcentaje de viabilidad en las células

tratadas, aunque esta limitada a ensayos in vitro y ex vivo [111].

ENTRADA SALIDA

CELULAS
DEFORMADAS

Figura 8. Esquema de cémo la microfluidica deforma las células mediante los cambios de presién y veloci-
dad del medio en el que se desplazan, favoreciendo la entrada del plasmido al interior celular. (Elaboracion
propia)

1.4.1.5. Sonoporacion

La sonoporacion es la técnica por la que se introduce material genético en el
interior de las células mediante el uso de sonidos de alta frecuencia, dando lugar a
la formacién de poros de tamafio nanoscopico como consecuencia de los fendme-
nos de compresion y expansion que las ondas sonoras producen en el espacio
intermembrana, permitiendo que el medio que rodea a la célula entre en el interior

de la misma por difusion (Figura 9) [112]. Una de las principales ventajas que
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presenta este método es que es no-invasivo por lo que puede ser utilizado también
para experimentos in vivo [113], aungque como inconveniente podemos citar el bajo

rendimiento que se obtiene comparado con la electroporacion [114].

&
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Figura 9. Sonoporacion. Efecto de los ultrasonidos sobre la membrana ce-
lular, las ondas sonoras de alta frecuencia generan poros entre los lipidos
de la membrana permitiendo la entrada del medio extracelular al interior,
arrastrando con él las secuencias de acidos nucleicos presentes en el me-
dio. (Elaboracion propia)

1.5. Vectores no virales y métodos quimicos
1.5.1. Nanoparticulas poliméricas

Los vectores basados en nanoparticulas poliméricas (Fi-
gura 10) son otro tipo de compuestos organicos usados

para el transporte de material genético [115]. Las nanopar-

ticulas poliméricas tienen una elevada capacidad de en-
Figura 10. Nanoparticula polimé-

capsulacion y pueden estabilizar el material genético en rica, de base organica u inorganica.
(Elaboracion propia)

fluidos organicos impidiendo la formacion de agregados
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[116]. Uno de los inconvenientes que presentan estas estructuras, es que con mo-
tivo de su elevado peso molecular pueden presentar una alta citotoxicidad. Para
superar este inconveniente, los polimeros se pueden organizar en forma de dendri-
meros, que son formaciones poliméricas ordenadas y con estructura repetitiva ra-
mificada [117]. Para los ensayos in vivo, los complejos polimeros-acidos nucleicos
se pueden combinar con polietilenglicol para aumentar su estabilidad y, por tanto,

el tiempo de vida media en el flujo sanguineo [118].

1.5.2. Nanoparticulas de oro

.(
Las propiedades épticas y la alta biocompatibilidad %\ﬂ B }'} /[\
de las nanoparticulas de oro (Figura 11), lo hacen un buen

. . W v""‘
candidato para su uso como vector no viral [119]. Poseen [~~~

.‘n-ﬂ

7 /m&\\\y

Figura 11. Nanopartu:ula for-
atravesar los tejidos, lo que permite explotar el efecto fo- mada por un ncleo de oro

) . ) funcionalizado con polimeros
totérmico del oro (produccion de calor mediante la absor-  de origen i6nico. (Elaboracion

propia)

la capacidad de absorber la luz en una zona del espectro

cercana al infrarrojo, esta longitud de onda permite al haz

cion de luz) y de esta forma, se pueden transfectar las
células diana por medio de la desnaturalizacién por calor de las nanoparticulas y la

posterior liberalizacién del ADN funcionalizado [120].

1.5.3. Nanoparticulas magnéticas

La terapia génica con nanoparticulas magnéticas (Figura 12) también cono-

cida como magnetofeccion, consiste en el uso de particulas nanoscopicas de 6xido
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de hierro que han sido funcionalizadas con secuencias de ADN o ARN [121]. En los
ensayos in vivo, una vez introducidas en el huésped, las nanoparticulas pueden ser
dirigidas a una regién concreta de los tejidos mediante la aplicacion de campos
magneéticos [122]. Con su uso en los experimentos in vitro y ex vivo, esta técnica
permite mejorar el rendimiento de la transfeccion al forzar el paso del material ge-
nético a través de la membrana plasmatica [123]. Los inconvenientes que presentan
estos compuestos son la tendencia a crear agregados Y la toxicidad producida por
la acumulacion del hierro
en los tejidos, para mejo-
rar la biocompatibilidad y

+
evitar la formacion de

121
agregados, las nanopar- ) AV

NANOPARTICULAS L
; N MAGNETICAS
ticulas magnéticas a me-

nudo son tratadas con

Polietilenimina (PEI) Figura 12. Transfeccién con nanoparticulas magnéticas, después
de la administracién las nanoparticulas se dirigen con un potente
[124] iman a la zona de se desee tratar. (Elaboracion propia)

1.6. Métodos quimicos
1.6.1. Fosfato célcico

Usado desde 1970 por su sencillez de utilizacién y su baja toxicidad [125], el
fosfato calcico fue de los primero compuestos utilizados para transportar material
genético al interior de las células. El fosfato calcico co-precipita con el ADN for-
mando el complejo DNA-CaP protegiéndolo de la accion de las nucleasas
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presentes en el medio extracelular y permitiendo la entrada del complejo (DNA-

Cap) al interior de la célula por fusiébn de membrana o endocitosis [126].

1.7. Liposomas

Ya en la antigliedad se conocia el comportamiento de los compuestos lipidi-
cos en medio acuoso [127]. El descubrimiento de la célula por parte de Antonio Van
Leeuwenhoek en el siglo XVII [128], dio lugar a las mas diversas discusiones sobre
sobre la estructura celular, en dichos debates, entre otras ideas, se especulaba cual
era la composicion de los limites de las células. En 1889, Charles Overton, a raiz
de los resultados obtenidos en una seria de experimentos que estaba realizando
sobre la permeabilidad de los limites celulares, llegé a la conclusion de que esta
barrera estaba compuesta principalmente por lipidos, lo que le conferia unas carac-
teristicas particulares, como la capacidad de dejar atravesar compuestos lipidicos
no polares con relativa facilidad, mientras que los polares a excepcion del agua,
eran incapaces de cruzar dichos limites [129]. Afios después, en 1925 los investi-
gadores Gorter y Grendel, estudiando las membranas de los eritrocitos, dedujeron
de los resultados obtenidos en sus experimentos, que las células estaban real-
mente rodeadas de una doble pelicula compuesta por lipidos [130]. Tuvieron que
pasar casi 40 afios mas para que Alec D. Bhangam, mediante la técnica de micros-
copia electronica aislara e identificara unas esférulas lipidicas a las que denomino
Bangasomas [131]. Cuatro afios mas tarde, Gerald Weismann establecio el parale-
lismo que existia entre los Bangasomas compuestos de una bicapa lipidica de fos-

folipidos y la membrana plasmatica de las células, ya que compartian
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caracteristicas fisicoquimicas similares, finalmente las esférulas lipidicas o Banga-

somas pasaron a denominarse formalmente liposomas [132], denominacién que se

ha mantenido hasta la fecha. Desde el mismo instante en el que se establecio el

paralelismo entre los liposomas y la membrana celular se planteé la posibilidad de

usar las particulas lipidicas para introducir farmacos en el interior de las células,

sobre todo, aquellos compuestos que por sus propiedades fisicoquimicas eran in-

compatibles con la bicapa lipidica [133]. Actualmente, los liposomas estan presen-

tes como vectores en el desarrollo de vacunas contra la Covid-19 [134], o en trata-

mientos contra distintos tipos de cancer [135].

1.7.1. Clasificacion de los liposomas

Los lipidos son moléculas anfifilicas que estan for-
madas por dos estructuras bien definidas, una cabeza po-
lar o hidrofilica y una cola apolar o hidrofobica (Figura 13).
Cuando entran en contacto con un medio acuoso, los com-
puestos lipidicos se alinean de manera espontanea for-
mando una monocapa (Figura 14). En el momento que una

monocapa se rodea de agua, tanto por arriba como por

AIRE

MEDIO ACUOSO

MEDIO ACUOSO

— Cola hidrofdbica

— Cabeza hidrofilica

Figura 13. Estructura basica
de un lipido, se aprecian dos
estructuras bien diferencia-
das, la cabeza polar o hidrofi-
lica y la cola apolar o hidrofo-
bica. (Elaboracion propia)

AIRE

= oot

MEDIO ACUOSO

Figura 14. Formacion espontanea de una monocapa lipidica en contacto con el agua, las cabezas polares
se distribuyen por la superficie del medio acuoso quedando las colas apolares en contacto con el aire.

(Elaboracioén propia)
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abajo mediante procedimientos fisicos, lo que se forma es una bicapa, dando lugar

a la formacién de liposomas (Figura 15).

Segun su estructura y tamafio (Figura 16), los liposomas se pueden clasificar

- €

Figura 16. Procedimiento de formacién espontanea de liposomas a partir de una bicapa lipidica. En
ausencia de aire las colas hidrofébicas se reorganizan quedando enfrentadas entre si, y dejando que
sean las cabezas polares la que se mantienen en contacto con el medio acuoso. (Elaboracién propia)

en tres categorias distintas: li-

posomas multilamelares

(MLV) (con un tamafo que
oscila entre los 0.1y 10 um se
componen de varias capas li-
pidicas), los liposomas uni- MLV LUV

lamelares de  pequefios

(SUV) (formados por una sola

(>0.1 um) (>0.1 um) (<0.1 um)

Figura 15. Clasificacion de los lipidos segun tamafio y composicion.
Las vesiculas multilamelares (MLV) estan formadas de varias capas
de lipidos y tienen un tamafio superior a los 0,1 um, las vesiculas uni-

lamelares grandes (LUV) estan compuestas de una sola capa y tienen

capa de lipidos y tamafio infe-

un tamafo superior a 0,1 um y las vesiculas unilamelares pequefas

también estan formadas por una Unica capa y su tamafio es inferior a

rior alos 100 nm), y por tltimo ¢ 1 ym. (Elaboracién propia)

los liposomas unilamelares

grandes (LUV) cuyo tamafio oscila entre los 100 y 500 nm.
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1.8. Péptidos de penetracion celular
1.8.1. Origen de los CPP

Fue a finales del siglo pasado cuando se descubrié que una proteina cono-
cida como Transactivadora de la Transcripciéon (TAT), cuyo origen se encuentra en
el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV-1), tenia la capacidad por si misma
de traspasar la membrana plasmatica de las células [136]. En experimentos poste-
riores, se observo que un pequefio fragmento de esta proteina seguia manteniendo
las mismas propiedades, y que una secuencia de aminoacidos localizada entre los
residuos 49 a 57 (region TAT 49.57) no solo seguia realizando por si sola la misma
funcion [137], sino que podia transportar moléculas tanto de origen sintético como
biologico y liberarlas en el interior de las células [138]. Posteriormente, se identifi-
caron mas secuencias proteicas que compartian caracteristicas similares a TAT.
Es el caso de la penetratina, un fragmento de 16 aminoacidos que forma parte de
la tercera hélice del homeodominio de Antennapedia, dominio que pertenece a una
clase de proteinas transactivadoras de Drosophila [139]. Desde entonces, se han
identificado un elevado numero de pequefias moléculas tanto de origen biologico
como sintetizadas quimicamente que comparten caracteristicas similares [140]

[141].

1.8.2. Clasificacion de los CPP

Los CPP poseen un nexo en comun basado en su capacidad de translocarse
a través de la membrana plasmatica. Sin embargo, su clasificacién es una tarea

compleja debido a la naturaleza propia de éstos. Se puede encontrar péptidos que
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difieren entre si por sus propiedades electrostaticas, tamafio, solubilidad, hidrofobi-
cidad, etc. Por ello, la primera clasificacion que se planted se realizé en funcion de
su origen, que podia ser mediante sintesis quimica o bien ser fragmentos de pro-
teinas [142]. Pero el hecho de que se fueran descubriendo mas secuencias pepti-
dicas con similares propiedades, aunque de origen muy diverso, unido al incre-
mento de fragmentos que se desarrollaban quimicamente, obligéb a buscar una
nueva estrategia a la hora de clasificarlos. Finalmente, los CPP’s se organizaron en
tres familias en funcién de sus propiedades fisicoquimicas: hidrofébicos, catidnicos
y anfipaticos. Cada una de estas familias interacciona con la membrana plasmatica

de forma similar, disparando alguno de los mecanismos de endocitosis.

1.8.2.1. CPP’s catidnicos

Una caracteristica que comparten las tres familias de CPP’s es que, en con-
diciones fisiologicas, la gran mayoria tienen carga positiva, mientras que con carga
negativa apenas existen unas pocas secuencias peptidicas [143]. Por lo tanto, para
diferenciar a los CPP’s catidnicos de los anfipaticos, se consideran tan solo CPP’s
de la primera familia a aquellos que contienen como minimo un fragmento conse-
cutivo de varios aminoacidos basicos [144], que suele ser la region que interactia
con la bicapa lipidica. Tomando como prototipo de CPP cationico la secuencia
RKKRRQRRR que forma parte de la proteina TAT, las 8 cargas positivas de los
aminoacidos basicos se consideran el minimo imprescindible para poder incluirlos
dentro del grupo de los CPP’s catidnicos [145]. Ademas, un incremento en el nu-

mero de argininas en la secuencia peptidica resulta en una mejora de la eficiencia
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para translocarse [146]. Otros aminoacidos pueden no ser tan relevantes para la
interaccion con la membrana plasmatica, pero su ausencia puede significar la dife-
rencia entre tener la capacidad de penetrar en la célula o no, como ocurre en la
secuencia de la Penetratina (RQIKIWFQNRRMKWKK), ya que cambiando el trip-
t6fano14 por una fenilalanina, esta cadena de residuos pierde por completo la capa-
cidad de translocacion en cultivos de neuronas [147]. Las secuencias de localiza-
cion nuclear (NLS) son pequefios fragmentos peptidicos que estan formados prin-
cipalmente por residuos basicos de arginina, lisina o prolina en uno o dos fragmen-
tos y que forman parte de los CPP’s, aunque estos fragmentos por si solos tienen
una escasa capacidad de penetracion [148]. Cuando las NLS forman parte de un
CPP, ya sea de origen cationico o anfipatico, mejoran el rendimiento a la hora de
transportar todo el compuesto formado desde el citoplasma hasta el nacleo, pu-
diendo atravesar la membrana nuclear a través de los complejos proteicos que for-

man los poros nucleares [149].

1.8.2.2. CPP’s anfipaticos

Los CPP’s anfipaticos son aquellos que presentan dos regiones bien diferen-
ciadas, una region hidrofébica y otra zona hidrofilica o con carga neta positiva. Por
otro lado, también son la familia mas numerosa, representando mas del 40% del
total de los CPP’s descritos actualmente [150]. Los CPP’s anfipaticos se pueden
dividir a su vez en tres subcategorias bien definidas: CPP’s anfipaticos primarios,

CPP’s anfipaticos secundarios, y CPP’s anfipéaticos ricos en prolinas.
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1.8.2.3. CPP’s anfipaticos primarios

Con un tamafio minimo de unos 20 aminoécidos, los CPP’s anfipéticos pri-
marios suelen ser méas largos que los CPP’s catidnicos y los anfipaticos secunda-
rios, aunque se encuentran presentes en la naturaleza formando parte de proteinas
especificas. La mayoria de los CPP’s anfipaticos primarios son o de origen sintético
o bien se unen a fragmentos hidrofébicos para mejorar el reconocimiento por parte

de la membrana celular, dando lugar a péptidos quiméricos [151].

1.8.2.4. CPP’s anfipaticos secundarios

Una de las principales caracteristicas de los CPP’s anfipaticos secundarios
es su estructura en forma de hélice-a, en la que los residuos hidrofébicos estan
agrupados en una region, y los aminoacidos hidrofilicos se encuentra agrupados
en otra, dando lugar a un péptido con las propiedades anfipaticas que los caracte-

riza, siendo la Penetratina el modelo ideal de CPP anfipatico secundario [152].

1.8.2.5. CPP ricos en prolinas

Como su nombre indica los CPP’s ricos en prolinas forman una subfamilia
de CPP’s anfipaticos que difieren tanto quimica como estructuralmente entre ellos
y Cuyo nexo en comun es que estan formados en su mayoria por residuos de pro-
lina. El anillo de pirrolidina que posee le da a este aminoacido unas caracteristicas
Unicas que se reflejan en el CPP formado y que son los responsables de su anfipa-

ticidad [153].
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1.8.2.6. CPP’s hidrofébicos

Se consideran CPP’s hidrofébicos aquellos que estan exclusivamente forma-
dos por aminoacidos apolares [154], su carga neta es muy baja o la presencia de
estos residuos es imprescindible para poder desarrollar su funcién, independiente-
mente del resto de la secuencia peptidica [155]. Por sus caracteristicas, los CPP’s
hidrofébicos son los menos abundantes de las tres familias, aunque no se descarta
la posibilidad que su niumero se incremente conforme se vayan realizando investi-

gaciones sobre ellos.

1.8.3. Mecanismo de entrada en la célula de los CPP’s

A pesar de todos los ensayos realizados con los CPP’s desde su descubri-
miento, el mecanismo por el cual son capaces por si mismos de atravesar la mem-
brana plasmatica y llegar hasta el nacleo, permanece aun sin dilucidar. Esto es
debido a que la ruta que sigue cada CPP parece depender tanto de la secuencia
de aminoéacidos, como de su estructura secundaria y del tipo de carga que trans-
porta [145] [148] [156]. Es por ello por lo que no se plantea un anico mecanismo de
entrada, sino que se han identificado varias vias de translocacion a través la mem-

brana y su posterior acceso al nucleo.

1.8.3.1. Endocitosis mediada por caveolinas

La endocitosis mediada por caveolinas (Figura 17) es el mecanismo al que
recurre la proteina TAT para acceder al interior de la célula [145]. Esta ruta descrita

en la década de los 50 del siglo pasado [157], es de las mas estudiadas y
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conocidas. Las caveolas son unas invaginaciones de la membrana plasméatica en
forma de letra omega invertida, con un diametro aproximado de entre 50 y 100 nm.
Las caveolas estan formadas por fosfolipidos, esfingolipidos, colesterol y unas pro-

i
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%%é Carga
Figura 17. Endocitosis mediada por caveolinas que son
unas proteinas que se encuentran en el medio intracelular
de unas invaginaciones de la membrana plasmatica cono-
cidas como caveolas. (Elaboracion propia)
teinas conocidas como caveolinas. La familia de las caveolinas consta de varias
proteinas que se encuentran distribuidas aproximadamente de la mitad hacia el in-
terior de la caveola, y estan relacionadas con la sefalizacion celular, la regulaciéon
lipidica y la endocitosis [158]. Esta ruta endocitica se ha descrito en los CPP’s an-

fipaticos secundarios como el Transportan cuando esta unido a proteinas [159], y

también se ha observado en los CPP’s ricos en prolina [153].

1.8.3.2. Endocitosis mediada por clatrinas

Actualmente la endocitosis mediada por clatrinas (Figura 18) es la mas es-
tudiada y mejor conocida de este tipo de mecanismos [160]. Ademas de las clatri-
nas para comenzar el evento, también se hace necesaria la presencia de dinaminas
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[161]. Las clatrinas son unas proteinas presentes en el medio intracelular, en pe-
quefias depresiones de la bicapa lipidica, unidas a receptores especificos. Cuando
un ligando es reconocido por un receptor, las clatrinas se unen a dicho receptor
dando lugar a la formacion de una vesicula con un tamafo de entre 100 y 150 nm,
y forma poliédrica en el citosol. Una vez formada la figura geométrica, entran en
juego las dinaminas, cuya funcion es la de separar la vesicula formada en el interior
de la célula para que de esta forma pueda alcanzar su destino [162].

Los ensayos realizados indican que los CPP que son traslocados al interior
de la célula utilizando esta ruta son el péptido TAT, CPP ricos en arginina 'y los CPP

anionicos [163].
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Figura 18. Endocitosis mediada por clatrinas, cuando los receptores de mem-
brana reconocen algin compuesto, activan una serie de proteinas dando lu-
gar a la internalizacién de dicho compuesto al interior de la célula.
(Elaboracién propia)

1.8.3.3. Macropinocitosis

La macropinocitosis (Figura 19) es una forma de endocitosis relativamente

rapida, dependiente de balsas lipidicas e independiente de receptores [164].
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Utilizando un simil, el mecanismo se asemeja segun sea el tipo celular a una Unica
ola o bien dos olas enfrentadas entre si que engullen a un surfista [165], siendo el
agua la membrana que rodea a la célula y el surfista el compuesto o molécula a
asimilar. Una vez que la membrana ha colapsado sobre la molécula, y las bicapas
se fusionan, se forma una gran vesicula endocitica denominada macropinosoma
[166]. En contra de lo inicialmente considerado, la macropinocitosis es un meca-
nismo no dependiente de receptores [165] que cursa una secuencia de eventos
muy organizados y que incluye una reestructuracion del citoesqueleto. La mayoria
de los eventos que se suceden por esta ruta, estan regulados por enzimas perte-

necientes a las familias de las quinasas y GTPasas [166].

Esta ruta es la elegida para asimilar los CPP cationicos, CPP ricos en argi-

ninas y en conjugados con la proteina TAT [164].

S

Figura 19. Representacion de la macropinocitosis, un tipo de endocitosis en la que
la membrana plasmatica se extiende hasta rodear una carga que posteriormente
introducird al interior de la célula mediante la formacién de un macropinosoma.
(Elaboracioén propia)
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1.8.3.4. Endocitosis independiente de clatrinas y caveolinas

Ademas de las rutas de endocitosis descritas anteriormente, se han estu-
diado otras posibles vias de acceso al interior de la célula que no parecen estar
relacionadas con clatrinas ni caveolinas, y que tampoco tienen conexién con la ma-
cropinocitosis. Son las conocidas como rutas independientes de clatrinas y caveo-
linas [167]. Este tipo de endocitosis parece tener relacion con determinadas estruc-
turas del tipo balsas lipidicas de la membrana celular, distintas a las que se encuen-

tran presentes en las caveolas [167].

Son pocas las secuencias peptidicas las que hasta ahora se han descrito
utilizando esta ruta de acceso al nucleo de las células, entre ellas se encuentra la
Azurina y algunos fragmentos derivados de ésta, CPP’s en los que también se ha
demostrado que pueden compartir alguna de las vias mencionadas anteriormente
[168]. El Transportan es otro CPP en el que también se ha podido demostrar que
ademas de usar los caveosomas para acceder al citosol de la célula, puede usar

alguna otra ruta independiente de clatrinas y caveolinas [159].

1.8.4. Estudios con polilisinas y sus derivados através de la historia

Hay que remontarse hasta finales de la década de los 70 del siglo pasado,
momento en el que todavia no se habian identificado y caracterizado los péptidos
de penetracion celular, cuando se empezaba a barajar la idea de que ciertas es-
tructuras proteicas tenian la capacidad de atravesar la membrana plasmatica y ac-

ceder al interior de la célula. Fueron los investigadores Shen y Ryser los que
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demostraron que, tanto la albimina como la peroxidasa de rdbano, conjugados a
una cadena de polilisinas de 6,7 kDa, tenian la capacidad de acceder al interior de
la célula [169]. Unos meses mas tarde, los mismos investigadores realizaron un
ensayo similar, pero esta vez conjugaron el PLL de 7 kDa a una molécula de me-
totrexato obteniendo similares resultados [170]. Casi una década mas tarde, los
cientificos Wu, GY. et al., demostraron la capacidad de transfeccién de una cadena
de polilisinas conjugadas con asialorosomucoides acomplejadas a un plasmido
pSV2-CAT en células de hepéticas Hek-2. Aunque no se pudo establecer unarela-
cion directa entre las polilisinas y la endocitosis de todo el complejo PLL+asialoo-
rosomucoides-pSV2-CAT, debido a que los asialorosomucoides son unas glicopro-
teinas especificas de unos receptores presentes en las células Hek-2, y en los con-
troles que se realizaron con los complejos polilisinas-plasmido no se observo pre-
sencia de transfeccion del gen marcador [171]. Tuvieron que pasar tres afos para
gue Leonetti JP. et al., utilizaran las propiedades de la polilisina en sus formas -D y
-L para incrementar la capacidad antiviral de nucledtidos antisentido contra el virus
VSV (cepa india). En los resultados obtenidos, observaron que la forma -L unida
incrementaba la capacidad antiviral de la secuencia antisentido, sin embargo, para
la forma -D no se apreci6 este efecto [172]. Al afio siguiente, Wagner E. et al,
evaluaron compuestos ternarios formados por transferrina-espaciador-polilisina, vy,
por otro lado, la capacidad de incrementar el rendimiento de transfeccion afladiendo
distintas concentraciones de PLL a otro compuesto ternario formado por el pladsmido
pRSVL+transferrina-etidio. Observaron asi que en el primer caso, el conjugado for-

mado por transferrina-polilisina en proporcién 2,3:1, era el que obtenia mejor
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rendimiento a la hora de expresar el gen de la luciferasa, y que a la hora de formar
complejos plasmido pRSVL + transferrina + etidio-polilisina, no solo era importante
la concentracion del péptido, sino que también influia el orden que se seguia a la
hora de sintetizar el complejo [173]. En 1998 un grupo de investigacion cre6 com-
puestos conjugados formados por PLL-adenovirus-ADN con el objetivo de estimu-
larlos con luz UV para inactivar los genes patolégicos presentes en los adenovirus,
los cuales son responsables, entre otros efectos adversos, de la elevada respuesta
inmune que se da en el organismo hospedador. El ensayo se realizé en células
dendriticas y el PLL se utiliz6 como guia del conjugado para atravesar la membrana
celular [174]. En los ensayos realizados con ratas in vivo a finales de la década de
los 90 del pasado siglo por Laurent N. et al., se observo que los complejos forma-
dos por PDL-[**S]-ADN eran mas resistentes a la degradacién enzimatica en las

células hepaticas que los que estaban compuestos por el PLL-[3S]-ADN [175].

Meses mas tarde, Barrett LB. et al., demostraron que, uniendo con enlaces
tioles cadenas de 100 D-lisinas a la cadena B de la toxina de la bacteria del colera,
la internalizacion de un plasmido acomplejado al conjugado formado por el péptido
y la toxina aumentaba entre 10 y 100 veces mas que la toxina por si sola, aun
cuando en la membrana plasmatica se encuentran los receptores gangliésidos GM1
los cuales son especificos de la cadena B de la toxina del colera. Cabe resefar que
los controles positivos utilizados formados Unicamente por PDL y plasmido, no mos-
traron presencia del ADN marcado con un fluor6foro en el interior de las células en

los ensayos de localizacion celular, ni apenas expresion de los genes de la EGFP
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ni de la luciferasa en los ensayos de transfeccién [176]. Tuvieron que pasar 5 afios
para que Kim TG. et al., experimentaran con PDL y PLL de unos 50 kDa de tamafio,
conjugados a una proteina asociada a receptor (RAP), que es un ligando para todos
los componentes de la familia de los receptores de las lipoproteinas de baja densi-
dad (LDL), que inician los mecanismos de endocitosis una vez reconocido RAP. El
objetivo era mejorar la capacidad de RAP para entrar en las células, y a través del
gen de la luciferasa, los investigadores comprobaron que habia mas expresion de
dicho gen cuando RAP estaba conjugado a PDL que cuando estaba unido a PLL y
gue con este ultimo la expresion de la luciferasa era inferior al control realizado

solo con PDL [177].

Ese mismo afio, Barrett LB. et al., volvieron a repetir los mismos experimen-
tos anteriormente realizados, pero esta vez cambiaron plasmido por una cadena de
cDNA obteniendo resultados similares, y otra vez no se observo expresion del gen
marcador en los controles en los que tan solo se usé PDL acomplejado al ADN
[178]. Fue a mediados de la primera década del presente siglo cuando Michael W.
et al., realizaron el primer ensayo clinico con pacientes enfermos de fibrosis quistica
mediante terapia génica, para ellos utilizaron como vector no viral cadenas de 30
lisinas conjugadas con polietilenglicol, que administraron por via nasal a 12 pacien-
tes con dichas patologias. Los resultados obtenidos invitaron al optimismo asi como
la constatacion de que no solo eran posibles y efectivos estos tipos de tratamientos,
sino que ademas la expresion del transgén se mantuvo entre los 7 y los 28 dias en

funcién del paciente [179]. Casi una década mas tarde Lee SA. et al., entre otros
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experimentos, conjugaron los CPP’s GV1001, oligoglicinas, y el péptido TAT con
cadenas de 15 lisinas, con el objetivo de estudiar las sinergias de que se producen
entre ellos, llegando a la conclusién de que la secuencia de oligolisinas utilizadas
en los experimentos, conjugados a GV1001, mejoraba la capacidad de internaliza-
cién de un plasmido con el gen de la luciferasa como marcador sobre el mismo
péptido sin conjugar, asi como también sobre el péptido TAT en todas las lineas
celulares utilizadas [180]. El dltimo trabajo encontrado, trata sobre la toxicidad y
capacidad de transfeccién de las formas quirales PDL/PLL en cultivos de células
HelLa, Bin-wei Z. et al., observaron que el comportamiento de ambas formas difiere
en lo que se refiere a su habilidad para entrar dentro de dichas células ya que segun
los resultados obtenidos en este trabajo el PLL consigue mejores tasas de trans-

feccion que su homologo el PDL en dicha linea celular.

Ademas de los trabajos mencionados anteriormente, también se han reali-
zado ensayos sobre el PDL/PLL en los que se ha estudiado entre otras propieda-
des, la influencia del tamafio del péptido en la toxicidad del mismo [181] mediante
la perturbacion de la membrana mitocondrial [182], la interferencia en la resistencia
a ciertos farmacos antitumorales en algunos tipos celulares [183] y, sobre todo, las
sinergias con otros compuestos [184] [185] [186]. Con el objetivo de poder atrave-
sar la membrana plasmatica, también se han conjugado otros péptidos como el
Pep-7 con dendrimeros y funcionalizados con polietilenglicol para el tratamiento de

gliomas con ARNi [187], pero hasta la fecha apenas se han estudiado las
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propiedades del PDL utilizado en este trabajo, y como por si solo tiene la capacidad

de transfectar con eficiencia algunos tipos celulares.

" Compuesto " . . Interaccion Tipo de en- .
Afio PDL/PLL Tipo de compuesto a introducir CPP/Compuesto sayo Tipo celular Ref.
Albumina-PLL y peroxidasa de ra- . . Localizacion Fibroblastos
PLL 6,7 kDa bano-PLL Conjugacion celular 1929 [169]
1978 Localizacién Células ovdricas
PLL 7 kDa Metotrexato-PLL Conjugacion de hamster [170]
celular .
chino
1987 PLL69kDa  Asialoglicoproteina-PLL+plasmido  _oriugaciont Transfeccion SK-Hep 1 [171]
acomplejamiento
1990 PLL/PDL PLL-oligémeros antisentido Conjugacion Antiviral L 929 [172]
1991 PLL 80 kDa PLL-transferrina+plésmido Conjugadon+ ot ccion K562 [173]
acomplejamiento
, T i i- Slul iti-
1998 PLL PLL-adenovirus Conjugacion erapia anti-  Células dendrit [174]
tumoral cas
PLL/PDL 100 PLL/PDL-plasmido Acomplejamiento D|§tr|'bu_C|on Células hepdti- [175]
kDa sistémica cas
1999 Localizacion
PDL 100 kDa PDL-Toxina B del célera Conjugacion celular/trans- PCI2/BHK [176]
feccion
PDL/PLL 50 PDL/PLL RAP (proteina asociada a ConjugaC|9n+ Transfeccion HepG2 [177]
2004 kDa receptor) acomplejamiento
PDL 100 kDa PDL-Toxina B del célera PRSP ) Rons oo PC12 [178]
acomplejamiento
2005 PLL30 aa. PDL-polietilenglicol Conjugacion Transteccion . V’;‘I?n(i‘zz;ayo [179]
2013 PLL PLL-GV1001 Conjugacion Transfeccion  Huh7/HepG2/M 0
CF/CHO
2014 PLL (8 resi- PLL-liposoma Enlace covalente Respuesta in- [188]
duos) mune
2016 PLL/PDL PDL/PLL-plasmido Acomplejamiento  Quiralidad/ Hela [189]

transfeccién

Tabla 3. Resumen de los experimentos de transfeccion realizados con PLL y PDL
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Capitulo 2: Objetivos
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2.

Objetivos

El objetivo a largo plazo que se plantea es la basqueda de un tratamiento

alternativo a la farmacologia convencional mediante el desarrollo de nuevas estra-

tegias para la transfeccién de DNA, y que a la vez que estos tratamientos puedan

ser econémicamente viables para la poblacion en general.

Los objetivos especificos que se plantean en este trabajo son:

1)

2)

3)

4)

Evaluar la capacidad para atravesar la membrana plasmatica de un CPP
cationico disefiado a medida para su uso como vector no viral de farma-
cos o secuencias de ADN mediante ensayos de transfeccion en cultivos

primarios de corteza embrionaria de rata.

Analizar el efecto del encapsulamiento en liposomas utilizando fosfolipi-
dos, acidos grasos o triglicéridos para ver el efecto sobre la eficiencia de

transfeccion del CPP disefiado a medida.

Valorar si secuencias peptidicas comerciales son capaces de actuar

como CPP catidnicos en cultivos embrionarios de cortex y retina de rata.

Comprobar la posible toxicidad y capacidad de polimeros de L-lisinay su
enantiomero D-lisina para actuar como CPP para condensar y empaque-

tar ADN mediante ensayos de retardo en gel para posteriormente realizar
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experimentos de transfeccion y viabilidad in vitro en cultivos de lineas

celulares tumorales.
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Capitulo 3: Materiales y

Métodos
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3. Materiales y metodos

3.1. Aprobacion del comité de ética

Todos los procedimientos experimentales se han llevado a cabo conforme a
la directiva 2010/EU del Parlamento Europeo, y el real decreto RD53/2013 sobre la
regulacién de la proteccion de los animales con propésitos cientificos y aprobada
por el Comité de para el uso de Animales en el Laboratorio de la Universidad Miguel
Hernandez.

3.2. Ensayo de retardo en gel con el péptido de disefio

Para realizar todos los experimentos, se opto por la utilizacion de los plasmi-
dos pCAG-EGFP (AdGene) (Figura 20) y pCAG-Chrimson-R (AdGene) (Figura 21),
debido a la presencia en ambos del promotor CMV originario del citomegalovirus y
gue favorece la expresion de dichos plasmidos en mamiferos [190]. El pCAG-EGFP
se seleccion6 como marcador mediante la expresion de la proteina verde fluores-
cente. Y el plasmido pCAG-Chrimson-R que expresa la proteina Chrimson, una
proteina de membrana unida a un canal i6nico sensible a la luz, lo que permitiria

realizar experimentos de optogenética en un futuro.

El primer requisito indispensable que debe presentar una molécula que se pre-
tenda utilizar como vector no viral, es que sea capaz de empaquetar el ADN con el
objetivo de anular las cargas negativas que poseen los acidos nucleicos y que en-
trarian en repulsion con las cargas anidnicas de la membrana plasmatica. Mediante
la realizacion de este ensayo se quiso comparar el comportamiento de un ADN

plasmidico (pDNA) que se utilizd para nuestros experimentos (EGFP) variando la
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concentracion del péptido disefiado. Para ello, se partié de una concentracion cons-
tante de ADN y una cantidad creciente de péptido que oscilaba desde la proporcion

plasmido/péptido 1:0,125 hasta 1:16 en un gel de agarosa al 0,5% y Midori Green

(Cultek) como marcador del ADN.
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Figura 20: Estructura del pldsmido pCAG-EGFP, utilizados en los experimentos de empaqueta-

miento y transfeccion.
Fuente: https://www.addgene.org/
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Figura 21: Estructura del plamiso pCAG-Chrimson-R, utilizado en los ensayos de transfeccion.
Fuente: https://www.addgene.org

3.3. Protocolos estandar de cultivos celulares utilizados en los experimen-
tos

Todos los experimentos practicados en este trabajo se han realizado sobre
cultivos primarios de corteza de embridn de rata Wistar (Servicio de Experimental

Animal, SEA-UMH) de 19 dias de gestacion, y sobre las lineas celulares SH-SY5Y
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(ECEACC: 94030304) que es una sublinea clonada 3 veces de una biopsia de mé-
dula 6sea derivada de la linea SK-N-SH [191], la linea HeLa (ECEACC: 93021013)
extraida del epitelio de cancer de cuello de Utero [192], y por ultimo la linea celular

3T3 (ECEACC: 89022402) perteneciente a fibroblastos extraidos de raton [193].

Para los ensayos de transfeccién se utilizaron cubreobjetos de cristal 12 mm
de diametro (Thermo Scientific) colocados en placas de 24 pocillos. Dichos cu-
breobjetos se trataron posteriormente con PDL (Fisherscientific) y Laminina (Fis-
herscientific) para favorecer la adherencia celular. Las células de los cultivos prima-
rios de corteza se sembraron siempre con una cantidad fija de 75.000 células en
500 pl en el medio de cultivo Neurabasal Medio (Gibco) enriquecido con 2% FBS,
2% B-27 (Thermofisher) 0,4% Penicilina-Estreptomicina (Thermofisher) y 0,4% Glu-
tamax (Thermofisher). Las células sembradas se dejaron 7 dias en el incubador a
una temperatura constante de 37 °C y 5% de CO> para su maduracion y diferencia-
cion. Las células de las lineas SH-SY5Y, HeLa y 3T3 se sembraron con una canti-
dad de 1x102 células/pocillo. En la siembra de la linea SH-SY5Y se utiliz6 medio
Dmem (Gibco) + Ham (F12) (Gibco) enriquecido con 10% FBS (Gibco) y 1% Penici-
lina-Estreptomicina. La linea HeLa se sembré con el medio MEM Ready (Gibco)
suplementado con 10% FBS y 1% Penicilina-Estreptomicina. Por ultimo, para la
linea 3T3 se usé medio DMEM (Gibco) potenciado con 10% FBS y 1% Penicilina-
Estreptomicina. Los ensayos de transfeccion y viabilidad en las lineas celulares co-

menzaron siempre 48h después de la siembra.
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Los ensayos de viabilidad celular se realizaron en placas de 96 pocillos, tam-
bién pretratados con PDL y laminina. En el caso de los cultivos primarios se sem-
braron 1,5x10* células/pocillo y para las lineas celulares tumorales 2x10? células,
utilizando siempre 100 pl de volumen final del medio correspondiente a cada tipo
celular utilizado.

3.4. Evaluacién de la toxicidad del péptido disefiado

Otro de los requisitos que debe de presentar cualquier vector independien-
temente de cudl sea su origen, es la biocompatibilidad, es decir que no sea toéxico
0 que presente la menor toxicidad posible para el huésped. Para realizar esta
prueba se recurrio a la técnica de viabilidad celular con MTT (SigmaAldrich), dicha
prueba consistié en un ensayo colorimétrico que permitio evaluar la viabilidad de
un cultivo a partir de la actividad de una enzima presente en las mitocondrias de las
células vivas, la Succinato Deshidrogenasa, que reduce el 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-
2,5-difenil-2H-tetrazoilo (MTT) de color amarillo, a 1-(4,5-dimatiltiazol-2-il)-3,5dife-

nilFormazan (Formazan) que presenta una coloracion purpura (Figura 26). Para

/N / h
/k Reductasa mitocondrial
N

@”‘Q —

gﬂ

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (E, Z}-5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan
(MTT) (Formazan)
PURPURA

Figura 22. Reduccion de MTT (color amarillo) a Formazan (color parpura) por la enzima mito-
condrial succinato deshidrogenasa, la intensidad final del color parpura es proporcional al nimero
de células vivas presentes en el cultivo. (Elaboracion propia)
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realizar el MTT, se procedi6 tal y como se describe en el apartado 3.4. Siete dias
después de la siembra, las células se trataron con una concentracion creciente de
20 a 120 um del péptido a estudiar, excepto en 2 columnas las cuales se utilizaron
como referencia (control negativo). Se dej6 actuar el CPP en el incubador durante
5 horas, se retir6 por completo, y se lavo con PBS. A continuacion, se deposité en
cada pocillo un volumen final de 100 pl del medio correspondiente con una concen-
tracion final de MTT de 1 mg/ml y se dejo incubar durante 4h a 37°C. Pasado ese
tiempo, se procedi6 a la retirada completa del medio con MTT y se afiadieron a
cada pocillo 100 pl de DMSO (SigmaAldrich) para disolver los cristales de For-
mazan. Posteriormente, los pocillos se leyeron en un lector de placas iMark®© de la

casa BIO-RAD, a una longitud de onda de 595 nm.

3.5. Preparacion de los complejos EGFP/péptido

En tubos Eppendorf se prepararon 4 condiciones distintas de plasmido/pép-
tido, en proporciones crecientes que oscilaron desde 1:0,5 hasta 1:4, y en un quinto
Eppendorf se preparo el complejo EGFP/Lipofectamina para utilizarlo como control
positivo. Todos los compuestos se llevaron a un volumen final de 500 pl de agua
Mili-Q y se dejaron 30 minutos a temperatura ambiente para que se formaran los
complejos.

3.6. Experimentos de transfeccion in vitro con el péptido disefiado

Los ensayos de transfeccion in vitro se realizaron con células de cortex y
retina embrionaria de rata, tal y como esta descrito en el apartado 3.4, y se dejaron
madurar una semana para su diferenciacion. Pasado este tiempo, se afiadio a cada
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uno de los pocillos el volumen de los complejos plasmido/péptido preparados ante-
riormente, dejando en cada pocillo la cantidad final fija de 500 ng de plasmido. Las
placas se dejaron en el incubador a 37°C y 5% CO> durante 24 horas, tiempo tras
el cual se procedio a su fijacion con PFA 4% (SigmaAldrich). Se lavaron y se mar-
caron los nucleos con Hoechst (Thermofisher). A continuacién, se montaron sobre
portaobjetos de 80 mm para su posterior andlisis mediante microscopia de fluores-
cencia con el microscopio Zeiss AxioObserver Z1 Apotome (Carl Zeiss). Las mues-
tras se excitaron a una longitud de onda de 488 nm, que es la longitud de onda a la
gue la EGFP se excita y la emision se recogio con un filtro de 525 nm. De cada uno
de los cubreobjetos de las distintas condiciones utilizadas en cada experimento, se
tomaron 10 imagenes al azar a con el objetivo a 20x y se mantuvieron siempre fijos

todos los parametros de captura, para su posterior recuento manual.

3.7. Técnicas de encapsulacion de los complejos plasmido/péptido en

liposomas
3.7.1. Sonicacion

La primera técnica a la que se recu-

rri6 para empaquetar en el interior de los
liposomas los complejos plasmido/péptido
fue el de la sonicacién. En primer lugar, se

i , i , i ACIDO GRASO FOSFOLIPIDO TRIGLICERIDO
prepararon los complejos plasmido/péptido _ o N
Figura 23. Tipos de lipidos utilizados en los ex-

perimentos, las regiones rojas representan las
zonas polares o hidrofilicas, y las colas repre-
sentan las regiones apolares o hidrofébicas.
(Elaboracion propia)

en proporciones crecientes de péptido

desde 1:1 a 1:4 manteniendo la cantidad
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de pldsmido constante (4 pg). Se dej6 incubar a temperatura ambiente durante 30
minutos, tiempo tras el cual se afladieron 16 pg de cada uno de los tres compuestos
lipidicos utilizados en los experimentos: acidos grasos (250-500mg DHA-EPA/mI)
omega-3 (NowFoods), triglicéridos de cadena media (930mg/ml) (Jarrows) y fosfo-
lipidos (385mg/ml) (Nutricology) (Figura 23). Se llevaron toda la muestra a un volu-
men final de 120 ul. Posteriormente se introdujeron en el sonicador (Figura 24). Se
dejaron actuar a los ultrasonidos sobre los complejos durante 1 hora. Pasado este
tiempo, las muestras se reposaron 30 minutos a 4°C. A continuacion, se deposita-
ron 25 ul de cada condicion en cada uno de los pocillos de una placa de 24 previa-
mente sembrada de cultivo de embrién de rata de 19 dias de gestaciéon. Seguida-
mente, se dejaron en el incubador a 37° C y 5% CO: durante 48 horas. Finalmente,
se procedi6 a la fijacion de las muestras con PFA 4%, lavado y contrastado de los
nacleos con Hoechst para su posterior analisis mediante microscopia de fluores-

cencia.

Figura 24. Imagen del sonicador utilizado en
los experimentos para producir los liposomas.
(Elaboracion propia)
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3.7.2. Técnica de inyeccién en frio y en caliente

Para encapsular los complejos plas-

Disolvente organico (etanol)

+ mido/péptido mediante la técnica de inyec-
Lipidos
c+ cion en frio se combinaron en tres tubos Ep-
PP
pla.s:'nido pendorf EGFP (1ug/pl) y CPP (1ug/ul) en una
relacion 1:4 en cada uno de los tubos, en un
H:0

volumen final por tubo de 50 pl y 10 pg de
Figura 25. Técnica de inyecciénenfrioy en  EGFP, respectivamente. Se dejaron reposar

caliente. Los lipidos disueltos en un disol-

vente organico junto con el plasmido se pro- g temperatura ambiente durante 1 hora para
yectan a alta presién sobre una suspension

acuosa para que se formen los liposomas  gar |ygar a la formacion de los complejos. Se-
de manera espontanea. (Elaboracion

propia) guidamente, se prepararon en otros tres tu-
bos Eppendorf 300 pl de etanol absoluto (Panreac) con 50 pl de cada uno de los
lipidos en tres Eppendorf distintos. Se mezclaron cada uno de los complejos forma-
dos anteriormente con cada una de las combinaciones etanol/lipido (Tabla 4). Se
sometieron las mezclas a agitacion vigorosa durante 30 segundos y se dejaron re-
posar 1 hora a temperatura ambiente. A continuacion, cada mezcla se recogio con
una jeringuilla de 2 ml con una aguja 30G x 1/2”, y se proyecto6 dicha mezcla enér-
gicamente sobre un tubo Eppendorf de 1,5 ml en la que previamente se habia de-
positado 1 ml de agua Mili-Q a temperatura ambiente. Se dej6é a una distancia de 2
cm entre la punta de la aguja y la superficie del agua del tubo Falcon (Figura 25).
Seguidamente, se mantuvieron los tubos abiertos durante 24h en el incubador a

37° C para permitir que el etanol se evaporara. Pasado ese tiempo, se afiadieron

25 ul de las mezclas formadas con anterioridad a los cultivos de cértex de embridn
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de rata y se dejaron actuar durante 24h. Tiempo tras el cual se fijaron las células
con 4% PFA. A continuacion, se marcaron los nucleos con Hoechst para su poste-
rior analisis mediante microscopia de fluorescencia. Para la técnica de inyeccién en
caliente se realizaron los mismos pasos que en la de inyeccién en frio, pero se
incremento la temperatura del agua del tubo Falcon sobre la que se proyectaron los

compuestos hasta los 56°C.

Etanol+ Etanol+ Etanol+
EGFP/CPP . . -~
Triglicéridos Acidos grasos Fosfolipidos
Muestra 1 X X - -
Muestra 2 X - X -
Muestra 3 X - - X

Tabla 4. Distribucién para el experimento de inyeccion en frio y en caliente de los tres lipidos utili-
zados para encapsular los complejos plasmido/péptido en liposomas

3.8. Experimentos de transfeccidén basados en el PLL

3.8.1. Preparacion de los complejos EGFP/PLL comercial para ensayos
de viabilidad

En tubos Eppendorf sobre un volumen final de 100 pl de agua Mili-Q se pre-
pararon 6 condiciones distintas EGFP/PLL desde 1:0,5 hasta y 1:16, mas una ter-
cera muestra en la que se combind EGFP/Lipofectamina (1:1) como control posi-
tivo. Una vez realizadas las mezclas, se dejaron a temperatura ambiente durante

30 minutos para que tuviese lugar la formacion de los poliplejos.
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3.8.2. Transfeccion con los complejos EGFP/PLL en células de corteza

embrionaria

Para la preparacién y siembra de las células se siguieron los mismos pasos
gue en apartado 3.4. Se deposité en este caso una cantidad final de pladsmido de
400 ng por pocillo, se volvieron a introducir en el incubador durante 48 horas antes
de fijar las muestras con PFA 4%. Para el marcaje de los nucleos celulares se re-
currié al Hoechst (1:500) para su posterior andlisis con el microscopio de fluores-

cencia.

3.9. Ensayos de transfeccién utilizando el PDL como vector no viral

3.9.1. Preparacion de los complejos EGFP/PDL comercial para ensayos

de transfeccion en cultivos de corteza embrionaria

Los complejos EGFP/PDL se prepararon mezclando el plasmido de EGFP
con diferentes volumenes de PDL para obtener las proporciones 1:2 y 1:4. Como
control positivo se us6 una combinacion de EGFP/Lipofectamina (1:1) y como con-
trol negativo ADN solo. Todas las mezclas se prepararon a un volumen final de 100
ML en agua destilada y se dejaron 30 minutos a temperatura ambiente para que el

plasmido y los polimeros de lisina interaccionaran entre si.

3.9.2. Ensayo de viabilidad celular del PDL sobre células de corteza em-

brionaria.

El protocolo utilizado para estudiar la toxicidad del PDL es el mismo que el
descrito en el apartado 3.4. En esta ocasion las células se trataron con proporciones

crecientes de los complejos EGFP/PDL desde 1:0,5 hasta 1:16 preparadas con
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anterioridad. Se deposito en cada pocillo una cantidad final de 80 ng de plasmido,
y se dejaron 2 columnas sin tratar para utilizarlas como control negativo del 100%

de viabilidad.

3.9.3. Transfeccion de células de corteza con los complejos EGFP/PDL

Para el ensayo de transfeccion, se siguieron los pasos descritos en el apar-
tado 3.4 para células embrionarias. Pasados 7 dias tras la siembra, se afiadieron a
cada pocillo el volumen necesario de cada uno de los compuestos obtenidos en el
apartado 3.8.1 obteniendo una cantidad final de 400 ng de plasmido por pocillo. Las
placas tratadas se volvieron a dejar en el incubador durante 24 h, tiempo tras el
cual se procedio al fijado de las células con PFA 4%. Finalmente, los nucleos se
marcaron con Hoechst (1:500) para su posterior analisis mediante microscopia de

fluorescencia.

3.10. Mejora de la eficiencia de transfeccion del PDL

Hasta la fecha, todos los experimentos que se han realizado tanto de trans-
feccion como de viabilidad habian sido con tiempos relativamente cortos, como ma-
ximo de 48 horas [194]. Por este motivo, se decidi6é analizar una estrategia a mas

largo plazo para observar los resultados.

Para ello, se sembré una placa de 24 pocillos siguiendo los mismos pasos
gue en el apartado 3.1.3. Tras un periodo de 7 dias en el incubador, se realizé un
primer tratamiento con el complejo EGFP/PDL a una relacion 1:2 con una cantidad

final de plasmido de 400 ng. Tras 48h, se cambi6 todo el medio por medio nuevo
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para realizar un segundo tratamiento, en este caso se sustituyé el plasmido de
EGFP por el plasmido pcag-Chrimson (1mg/ml) (AddGene) dando lugar al complejo
Chrimson/PDL. Se trataron las células con el nuevo compuesto en las mismas con-
diciones que con el compuesto EGFP/PDL. Se dej6 incubar el cultivo durante 48h
mas, y a continuacion, las células se fijaron con PFA 4%. Posteriormente, se anali-

zaron mediante microscopia de fluorescencia.

3.11. Preparacién de los complejos EGFP/PDL para ensayos de trans-
feccion y viabilidad atiempos crecientes en cultivos de corteza embrio-

naria

Después del periodo de maduracion de las células, se realiz6 el primer tra-
tamiento con las distintas proporciones EGFP/PDL elaborado anteriormente. En las
placas de 24 pocillos la cantidad final de plasmido fue de 400 ng por pocillo, y en
las placas de 96 de 80 ng. Nuevamente se dejaron en el incubador durante 48
horas, tiempo tras el cual se retird todo el medio de los pocillos de las placas y se
volvieron a llenar con 500 pl medio de neuronas fresco. A continuacion, se realizé
el segundo tratamiento utilizando las mismas cantidades que se usaron en el pri-
mero. Las células se dejaron durante 48 horas mas en el incubador, y seguida-
mente, se llevé a cabo el tercer y ultimo tratamiento, siguiendo los mismos pasos
gue en los anteriores tratamientos. Pasadas 48 horas desde el dltimo tratamiento,
las placas se fijaron con PFA 4% y se marcaron los nucleos con Hoechst. (Figura
26). Las placas de 96 pocillos se trataron con MTT disuelto en medio de neuronas

(1 mg/ml), durante 3 horas y media. Pasado ese tiempo, se disolvieron los cristales
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de Formazén con 100 pl de DMSO. Las placas se midieron en un lector de placas

de absorbancia a una longitud de onda de 595 nm.

Dia 0: siembra Dia 2: primer tratamiento
1:2 1:4 C-

48h'

Dia 4 593“"}’_9 tratamiento Dia 6: tercer tratamiento 48h
, 2 8k B

g Saons o

l 48h

48h

o

Figura 26. Esquema de los tratamientos realizados en los cultivos para su posterior andlisis. La
columna horizontal indica la proporcién utilizada (1:2, 1:4 y C-) y la columna vertical el tiempo al que
se realiza cada tratamiento (48,96 y 144 horas). (Elaboracion propia)

3.11.1. Caracterizacion del PDL comercial como vector no viral en lineas

celulares tumorales

3.11.1.1. Ensayo de viabilidad celular del PDL en cultivos de las lineas
celulares SH-SY5Y HelLay 3T3

Para los ensayos de viabilidad celular, se utilizaron las lineas SH-SY5Y,
HelLa y 3T3, las cuales se encontraban almacenadas a -80° C en FBS (Gibco) y
dimetil sulféxido (DMSO) al 10%.

Las lineas SH-SY5Y, HeLa y 3T3 se sembraron tal y como se ha descrito en
el apartado 4.4. Pasadas las primeras 48horas desde la siembra, se procedié a
realizar el primer tratamiento con las condiciones 1:2 y 1:4 del complejo EGFP/PDL,

se dej6 80 ng de plasmido por pocillo, y se procedi6 a realizar el mismo protocolo
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de transfeccion que en los ensayos realizados en el apartado 4.8, de forma que se
guedaban columnas que habian recibido un tratamiento a las 48 horas desde que
se sembrd, otras dos columnas con tratamientos a 48 y 96 horas, y un tercer grupo
se tratd 3 veces: a las 48, 96 y 144 horas, el grupo de control no recibié ningun
tratamiento. Independientemente del tratamiento recibido, todas las células se de-
jaron crecer durante 8 dias desde la siembra, antes de proceder a realizar al estudio

de la viabilidad.

3.11.1.2. Estudio de las interacciones EGFP/PDL mediante el ensayo de
retardo en gel de agarosa.

El plasmido que se utilizo para los ensayos fue el plasmido pCMS-EGFP, el
cual codifica para la proteina verde fluorescente intensificada (EGFP), se amplifico
en nuestras instalaciones utilizando la bacteria E. Coli y el kit QIAFilter de Qiagen
a una concentracion final de 1 mg/ml, el PDL se diluy6 también a la misma concen-

tracion

Para analizar las interacciones entre los polimeros de D-lisina y el plasmido,
se incub6 PDL (1 mg/ml) y plasmido de la EGFP (1 mg/ml) durante una hora a
temperatura ambiente. Las proporciones de PDL se incrementaron desde 1:0,125
hasta 1:4 para obtener varias proporciones de los complejos EGFP/PDL mante-
niéndose la concentracion de ADN constante. Las interacciones se analizaron co-
rriendo las muestras mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8%. Se utilizé
GreenSafe como agente intercalante para ver la localizacion del ADN. Las mezclas
se dejaron correr durante 45 minutos a 90 V a temperatura ambiente. Pasado ese
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tiempo el gel se ilumind con una lampara UV y se tomaron imagenes con el tran-

siluminador de Vilber Loumart.

3.12. Ensayo de proteccion frente a ADNasa | con PDL

Con el objetivo de estudiar la capacidad del PDL de proteger al ADN de la
degradacion enzimatica, se llevé a cabo el ensayo de proteccién frente a ADNasa
I. Los complejos EGFP-PDL se prepararon con las proporciones 1:2 y 1:4, y como
control se utilizé ADN desnudo. Los complejos se incubaron a 37° C durante 60
minutos en presencia de ADNasa | (1 U/ug de ADN) y 1 uL MgCl, 25mM. Pasado
ese tiempo, la actividad de la ADNasa | se bloqueo con 1 pL de EDTA 50 mM, y
seguidamente las muestras se calentaron a 65° C durante 10 minutos para desna-
turalizar la enzima. Una vez enfriada la muestra, se afiadieron 500 U de heparina
(Hospira) con el objetivo de liberar el ADN del PDL. A continuacion, las mezclas se
analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8% durante 45 minutos a
90V, se utilizd GreenSafe para marcar el ADN mediante luz UV y las imagenes se

tomaron con el transiluminador de Vilbert Loumart.

3.13. Ensayo de transfeccién in vitro en SH-SY5Y, HeLay 3T3 con PDL

Las lineas celulares SH-SY5Y, HeLa y 3T3 se sembraron de la misma forma
gue se describio en el apartado 4.4. Las células se trataron de igual manera que en
el ensayo de viabilidad celular y el control positivo se tratd con Lipofectamina a los
mismos tiempos que el resto de las condiciones, se depositdé en cada pocillo la
cantidad final de 400 ng de plasmido (Tabla 5). Pasadas 48 horas del ultimo trata-

miento (9° dia desde el inicio de los tratamientos), se procedio a la retirada completa
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del medio. Las células se fijaron con 500 pL de PFA 4% durante 5 minutos, tiempo
tras el cual se retir6 por completo de los pocillos y se afiadi6 nuevamente 500 pL
de PFA 4% durante 15 minutos. Posteriormente, las células fijadas se lavaron 1 vez
con 1 mlde PBSy 1 puL Hoechst (1 pg/pL) durante 5 minutos, tiempo tras el cual se
procedio a realizar 2 lavados mas con PBS y se mantuvieron a 4° C hasta su pos-

terior analisis.

1 2 3 4

Tiempo Proporcién 1:2 Proporcién 1:4 C+ C-

A X X X -

3¢ dia B X X X =
(48 h) C X X X -
A - - - -

0 4f

> dr']a) 96 g X X X -
C X X X =

7 dia ’; : : : :
(144 h) c X X X i

Tabla 5. Tratamientos realizados con los complejos EGFP/PDL en placas de 24 pocillos. Los nu-
meros 1,2,3 y 4 pertenecen a las columnas de las placas, A, By C son las filas. Las células se
fijaron al noveno dia. (X) indica tratamiento, (-) indica solo cambio del medio de cultivo. El orden de
dias hace referencia a los dias que pasan desde la siembra de las células. El tiempo entre parén-
tesis se refiere a las horas que las células han estado con el tratamiento.

3.14. Ensayo de recuento celular en SH-SY5Y, HeLay 3T3 con PDL

Las muestras se analizaron mediante microscopia de fluorescencia con un
filtro de 488 nm para observar las células transfectadas y otro filtro de 358 nm para
localizar los nucleos celulares. Las imagenes se obtuvieron con un microscopio de

fluorescencia Zeiss AxioObserver Z1 Apotome (Carl Zeiss) con un objetivo 20X.
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3.15. Ensayo de citometria de flujo en SH-SY5Y, HeLay 3T3 con PDL

Las células se sembraron como se describi6 en el apartado 4.4 y se llevo a
cabo el mismo protocolo de transfeccion que en el punto 4.9.4. Al 9° dia tras el
primer tratamiento con los complejos EGFP/PDL, los cultivos se lavaron 2 veces
con PBS a 37° Cy, a continuacion, se trataron con 200 pL de Tripsina 0,05%-EDTA
(1x) (Gibco) durante 5 minutos a 37° C con el objetivo de despegar las células de
la placa. Seguidamente, se afiadié a cada pocillo 400 pL de PBS con FBS al 20%
para bloguear la accion de la tripsina. Las células se recogieron y se depositaron
en tubos Eppendorf de 1,5 ml y se centrifugaron durante 5 minutos a 200 G. A
continuacion, se desechd el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 1 ml de
PBS con FBS (2%) y se conservaron en hielo. La expresion de EGFP de las células
transfectadas se midio con el citometro de flujo SONY SH800 con una longitud de
onda de ExX)Em=488/510 nm. Se contabilizaron un minimo de 10000 eventos en
cada una de las condiciones de los tres experimentos que se realizaron. Los datos
se procesaron con la version 2.5.1 de Flowing Software. Los datos de expresion de
las células se representaron como el porcentaje de células fluorescentes con res-
pecto al total de células. Como control negativo las muestras se compararon con

células que habian sido tratadas con ADN solo.

3.16. Andlisis estadistico

Los datos se representan como la media * la desviacion estandar. El andlisis
estadistico se realiz6 mediante la prueba T-de Student cuando las variables pre-
sentaban una distribucion normal para dos muestras realizado mediante la prueba
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Kolgomorov-Smirnof, y el test no paramétrico Kruskal-Wallis en el caso contrario.
Para los calculos estadisticos se recurrio al plug-in Real Statistics Resource Pack

para Excel. Cada experimento se repitié al menos tres veces.
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Capitulo 4: Resultados
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4. Resultados

El primer objetivo que se planted en esta tesis doctoral, se formul6 a partir
de los resultados obtenidos con el profarmaco CPT 5ALA y en el trabajo final de
master en Bioingenieria realizado con anterioridad, en los que se pudo corroborar
gue, una secuencia peptidica conjugada a un fluoréforo (Figura 27) era capaz de
atravesar la membrana plasmatica y acceder hasta el nacleo de las células embrio-
narias de cortex de rata en ensayos in vitro (Figura 28) y en neuronas y retina de
raton in vivo (datos no mostrados). En base a los resultados obtenidos durante el
master, la presente tesis doctoral se comenzo con el disefio de un péptido cationico
formado por la secuencia de aminoacidos VKRPKKKRKVGKC (Watsonbio) para su
posterior valoracion. En este disefio se mantuvo el nucleo cationico del CPP
(KKKRKVG) utilizado en los ensayos realizados durante el master con el que se
obtuvieron excelentes resultados, y se le afiadio una secuencia NLS (VKRP) para
dirigir el complejo al nucleo [195], mas una cisteina (C) en el carbono terminal para

mejorar la capacidad del péptido de atravesar la membrana plasmatica [196].
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Figura 28. Cultivo in vitro de células embrionarias de
corteza incubadas durante 5 horas con el
CPP+TAMRA (rojo) a una concentracion 5 pm. Los
nucleos se marcaron con Hoechst (azul) y las neuro-
nas (en verde) con un anticuerpo Anti-MAP2. En la
imagen D se sefialan con flechas las células donde
se colocalizan los tres fluoréforos, lo que nos indicaba
la presencia del péptido en los nucleos de las neuro-
nas.
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Figura 27. Secuencia peptidica rica
en aminoacidos catidnicos utilizada
para el experimento con el fluoréforo
TAMRA conjugado. Las letras en mi-
nuscula indican que los aminoacidos
son la forma isomérica -D y las ma-
yUsculas identifican a los aminoaci-
dos con la forma -L. El fluoréforo se
excita con una longitud de onda de
555 nm y emite fluorescencia a 580
nm de longitud de onda.
(Elaboracion propia)



4.1. Técnicas de encapsulacién de los complejos EGFP/péptido en lipo-

somas

Los resultados obtenidos con los tres tipos de lipidos mostraron que me-
diante la técnica de sonicacion no se obtuvo ningun resultado (datos no mostrados),
mientras que con la de inyeccién en frio, se consiguieron transfectar neuronas de

corteza cerebral de rata embrionarias con &cidos grasos y triglicéridos (Figura 29 A

Figura 29. Ensayos de transfeccion con los distintos tipos de lipidos utilizados, acidos grasos (A), tri-
glicéridos (B) y fosfolipidos (C)

y B) mientras que con fosfolipidos no se obtuvo tampoco ningun resultado (Figura

29 C).

A raiz de la escasa transfeccion en los resultados mostrados anteriormente
(apenas una célula en todo el cubreobjetos), debido a las limitaciones técnicas de
las instalaciones y basandonos en la literatura previamente estudiada sobre el uso
de CPP’s para transfectar células, se decidié un cambio radical de estrategia y
desechar el CPP disefiado para los experimentos y sustituirlo por un polipéptido

cationico basado en el aminoacido L-lisina (PLL) (SigmaAldrich).
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4.2. Resultados de los experimentos de transfeccién con PLL
4.2.1 Resultados de los experimentos de transfeccién con PLL

A pesar de la abundante literatura existente sobre las propiedades del PLL
para atravesar la membrana plasmatica (Tabla 3), tanto en cultivos de neuronas
como de células de la retina embrionaria de rata, no se obtuvo resultado alguno en
los experimentos de transfeccion. Debido a ello, se variaron las concentraciones,
las cantidades finales, e incluso el tipo de plasmido (EGFP y Chrimson), pero en
ningin momento se consiguio transfectar ninguna célula en los ensayos realizados

en los cultivos embrionarios.

Por las razones mencionadas anteriormente se planteé un nuevo cambio en
la estrategia a seguir y se decidié probar con el PDL comercial disponible en el
laboratorio, que es el utilizado habitualmente para favorecer la adhesion celular a

los cubreobjetos que se usan en los experimentos.

4.3. Ensayos de transfeccion utilizando el PDL

4.3.1. Resultados de viabilidad del PDL en células de corteza embriona-

ria de rata.

En los resultados obtenidos mediante el ensayo de viabilidad celular a 24h
(Figura 30), se observa que en la proporcion 1:0,5 EGFP/PDL, la viabilidad fue
01,7+6,6%, a 1:1 result6 99,1+7%, a 1:2 se obtuvo el valor 96,2+7,4%, a 1:4 el dato
arrojado fue 86,7+3,7%, y, por ultimo, a 1:8 de 70,0+1,2% y a 1:16 de 50,1+4,7%

de viabilidad con respecto al control. Con estos datos se descartaron las
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proporciones 1:8 y 1:16 por su elevada toxicidad y se seleccionaron las 4 primeras

proporciones (1:0,5 1:1 1:2 y 1:4) para el siguiente ensayo de transfeccion.

Ensayo de viabilidad celular

120

100 o] I I I .
- 1
s 80 - *kk
o =
= 60 - Hokk
m
S I
x® 40

20

0

C- 1:0.5 1:1 1:2 1:4 1:8 1:16
Relacién pDNA/PDL

Figura 30. Ensayo de MTT en células de corteza de rata embrionaria a distintas
proporciones de EGFP/PDL durante 48 horas, se muestran las medias de las lec-
turas obtenidas de tres experimentos diferentes, y se comparan con las células no
tratadas como referencia (C-) que representan el 100% de viabilidad. Las barras

de error indican + la desviacién estandar * p>0.05, ** p>0.005, ** p>0.001 con
respecto a C-.

4.4. Transfeccion de células de corteza con los complejos EGFP/PDL

En las muestras del cultivo de corteza embrionaria de rata analizadas (Figura
31) se pudo observar expresion de EGFP tanto en la proporcion 1:2 como en la 1:4
(Figura 31 C y D respectivamente) mientras que a las proporciones 1:0,5y 1:1 (Fi-

gura 31 Ay B) no se apreci6 transfeccion alguna.
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Figura 31. Ensayo de transfeccién en cultivo células de cértex embrionario tratadas con distintas pro-
porciones EGFP/PDL: 1:0,5 (A), 1:1 (B), 1:2 (C), 1:4 (D) mediante microscopia de fluorescencia. En
color verde se muestra la expresion de la proteina verde fluorescente (EGFP) cuando el cultivo es
expuesto a una longitud de onda de 455 nm.

4.4.1 Resultados de mejora de la eficiencia de transfeccion del PDL

En experimentos previos se pudo observar que en células de corteza em-
brionaria de rata la expresion del transgén se llegé a mantener hasta un periodo 30
dias (datos no mostrados), y que la transfeccién con el PDL podia ser un fenébmeno
acumulativo en el que cada vez son células diferentes las que internalizan el plas-
mido (Figura 32). Teniendo en cuenta estos datos, se plantea la posibilidad de in-
crementar la transfeccién de los cultivos primarios mediante tratamientos sucesivos

durante periodos de 48 horas, que es el tiempo en el que se observa que la
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intensidad de la transfeccién en las células transfectadas se estabiliza (datos no
mostrados). Para ello, se disefié un nuevo protocolo en el que las células se trataron
en tres etapas diferenciadas, dejando 48 horas entre cada tratamiento y reempla-
zando por completo el medio de cultivo antes de volver a depositar los complejos
EGFP/PDL 1:1 y Chrimson/PDL 1:1 para mantener de esta forma las mismas con-

centraciones durante todo el tiempo que duraba el experimento.

Figura 32. Transfeccién de cultivo de células embrionarias de corteza de rata tratadas con una
relacion 1:2 del compuesto EGFP/PDL (verde) y 48 horas mas tarde con Chrimson/PDL (rojo)
en la misma proporcion. Montaje de dos imagenes tomadas a 455/535 y 555/580 nm de exci-
tacion/emisién respectivamente 96 horas después del primer tratamiento con compuesto
EGFP/PDL

4.4.2. Resultados del MTT y contaje de células transfectadas a distintos

tiempos en cultivos embrionarios de rata.

En los ensayos realizados de viabilidad celular (Figura 33) y recuento celular

(Figura 34) a distintos tiempos se puede apreciar que, si bien la viabilidad se reduce

ligeramente con cada tratamiento con respecto al control (proporcion 1:2
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48h=97,1+4,8%, 96h=86,9+4,7%, 144h=75,7+2,0%) (proporcion 1:4
48h=83,5+6,5%, 96h=78,3+8,6%, 144h=60,13+6,25%) la expresion de EGFP se in-
crementa considerablemente con cada ronda de transfeccion (proporcion 1:2 48
h=0,07+0,02%, 96 h=0,6+0,09%, 144 h=1,41+0,06%) (proporcion 1:4
48h=0,6+0,04%, 96h=1,1+0,1% 144h=2,15+0,09%), mejorando ambas proporcio-
nes al control positivo preparado con Lipofectamina (48h=0,06+0,07%,

96h=0,19+0,13%, 144h=0,21+0,09%).

MTT a distintos tiempos
120

100
**
*k
80 I
*kk
60 I
40
20
0

1:2 48h 1:2 96h 1:2 168h 1:4 48h 1:4 96h 1:4 144h

% Viabilidad

Ratios y tiempo de tratamiento

Figura 33. Ensayo de viabilidad celular con distintas proporciones EGFP/PDL y tiempo de tratamientos
en cultivos de corteza embrionaria a diversos tiempos y proporciones. Los datos se representan sobre
el porcentaje de células viables con respecto a las células sin tratar. Se presentan las medias * la
desviacién estandar. * p<0.05, ** p<0.005, *** p<0.001 con respecto al Control negativo (C-)
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Recuento celular
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Figura 34. Recuento celular manual de células transfectadas de cultivo primario de corteza embrionaria, se
representa el porcentaje total de células transfectadas con EGFP/PDL a diferentes intervalos de tiempo
sobre el total de células en la muestra. Comparadas con células que se trataron con EGFP/Lipofectamina
como control positivo (C+). Las barras de error representan + la desviacién estandar (*p<0,05 **p<0,005

*p<0,001).

4.4.3. Ensayo de retardo en gel de agarosa

Las interacciones entre los complejos EGFP/PDL se analizaron mediante
movilidad electroforética utilizando proporciones incrementales de PDL con res-
pecto al ADN (Figura 35). Desde la relacion 1:0,12 hasta la 1:1 (calles A-D) la mo-
vilidad es similar al plasmido solo (calle H). En cambio, a las proporciones 1:2y 1:4
se puede observar que la interaccion es lo suficientemente fuerte entre el péptido y

el ADN para bloquear la migracion del plasmido en el gel.
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A B C D E F G H
1:0.12 1:0.25 1:0.5 1:1 1:2 1:4 PDL C+

Figura 35. Andlisis de retardo en gel entre las diferentes proporciones
EGFP/PDL en gel. En las columnas A-F se muestran las diferentes proporciones
de EGFP/PDL 1:0,1, 1:0,25, 1:0,5, 1:1, 1:2 y 1:4, respectivamente. La columna
G contiene Unicamente PDL y en la columna H se deposité ADN solo.

4.4.4. Ensayo de proteccion frente a ADNasa | y liberacion del ADN

Una caracteristica esencial que cualquier vector debe presentar para poder
ejecutar ensayos de transfeccion in vivo es la capacidad de proteger el ADN de las
nucleasas presentes en la sangre y los tejidos [197]. En el experimento de protec-
cion frente a ADNasas y la posterior liberacion del ADN (Figura 36), se evalud la
capacidad del PDL a las proporciones 1:2 y 1:4 para proteger el ADN plasmidico
de la digestion de la ADNasa |. Con la utilizacion de la heparina se pretendio liberar
el ADN de los complejos plasmido-PDL. Para ambas proporciones se observé que
el PDL no solo es capaz de formar complejos con el plasmido, sino que también lo
protegia parcialmente de la digestion por parte de la enzima. También se aprecio
la accién antiagregante de la heparina por la liberaciéon parcial del ADN de los
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complejos formados con el PDL (columnas Ay E). Cuando se afiadioé heparina sin
ADNasa |, se observo la liberacion parcial del ADN de los complejos formados con
PDL (columnas B y F). Cuando se incorporé ADNasa | sin heparina, el ADN no fue
liberado (columnas C y G), la ausencia de bandas indicaba que se producia un
fendmeno similar que cuando no se afladia ADNasa | ni heparina (columnas D y
H). A la proporcion 1:4 se observo una liberacién del ADN més pronunciada cuando
se comparaba con la proporcion 1:2 (columnas Ay E). Cuando se afiadi6 ADNasa
| al plasmido solo, no se aprecié la presencia de ninguna banda (Columna I). Todas
las muestras del gel se compararon con la calle donde se depositd plasmido solo
(columna J). Es posible que en las zonas de carga de las columnas B, D, E, F, H,
el PDL pudiera interferir en la union entre el plasmido y el agente intercalante en el
ADN GreenSafe, y que la heparina pudiera liberar el plasmido de los complejos
formados con el ADN, permitiendo el marcaje de los acidos nucleicos. Aunque se-

rian necesarios mas experimentos para obtener conclusiones definitivas.

4.5.1 Ensayo viabilidad celular en funcion de la concentracion y la ad-

ministracion de PDL a distintos tiempos

Para evaluar la posible toxicidad del PDL se uso el ensayo de MTT, en el
gue se estudiaron diferentes proporciones EGFP/PDL, y a distintos tiempos, en las
lineas SH-SY5Y, HelLa y 3T3. Tras 48 horas después de la siembra de las lineas
celulares, se llevo a cabo el primer tratamiento con los complejos EGFP/PDL, y se
repitié este proceso cada 48 horas dos veces mas. Como control se utilizaron célu-
las sin tratar para utilizarlos como referencia del 100% de viabilidad. Los resultados

obtenidos (Figura 37) demostraron que la linea celular HeLa es la que presentaba
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Ratio 1:2 Ratio 1:4 pDNA

A N —A
r L] 1 '

DNase I + - + - + - + - +

Heparin  + + - - + + - - = =

Figura 36. Ensayo de liberacion de diferentes proporciones EGFP/PDL utilizando hepa-
rina. Los complejos se formaron utilizando PDL en proporciones 1:2 (columnas (A-D), 1:4
(columnas E-H), y plasmido solo (columnas I, J). La capacidad de proteccion del PDL se
evalué utilizando ADNasa |. El ADN se liberé parcialmente por la accién de la heparina
(columnas A, B, Ey F). Los signos (+) y (-) indican la presencia o ausencia de ADNasa |
y heparina, respectivamente.

la mas alta tasa de viabilidad en todos los tratamientos y tiempos de transfeccion
en comparacion con las lineas SH-SY5Y y 3T3. Concretamente, en la proporcion
1:2 a las 48h desde el primer tratamiento, se observo la mayor supervivencia en las
células HelLa (98 + 2,2% p = 3,0 x 107"), seguida por las células 3T3 (88,39 + 2,67%
(p =1 x 1073)), y por ultimo la linea SH-SY5Y (86,7 + 2,72% (p = 9 x 1079)). Tras
96h, se observé una tendencia similar, aunque la viabilidad se redujo en las tres
lineas (HeLa = 92,98 + 1,82% (p = 2 x 10™4), 3T3 =85+ 6,9% (p = 2 x 107%), SH-
SY5Y =80,88 +3.3% (p =2 x 107%)) y a 144h de tratamiento (HeLa = 87,28 + 1,36%
(p = 6,43 x 1075), 3T3=77,31 + 6,23% (p = 2,1 x 1074), SH-SY5Y = 73,15 + 2,86%
(p = 5,85 x 107°)). Con la proporcién 1:4 la viabilidad descendié en las tres lineas

cuando se comparé con la proporcién 1:2, siendo nuevamente la linea HelLa la que
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present6 la mayor viabilidad, a 48h (HeLa = 91,97 + 1.4% (p = 3,54 x 107°), 3T3 =
55 +11,89% (p = 2,24 x 10 ), SH-SY5Y = 63,21 + 2,86% (p = 2,45 x 1075)), a 96h
(HeLa = 88,93 + 2,64% (p = 1,06 x 1074), 3T3 = 36,15 + 9,9% (p = 1,36 x 1077), SH-
SY5Y =51,91+1,19% (p = 2,12 x 107%)), y a 144h es cuando la viabilidad descendié
considerablemente (HeLa = 88,11 + 2.24% (p = 7.43 x 107°), 3T3 = 23,76 + 8,99%

(p = 2,1 x 107%), SH-SY5Y = 48,61 + 2% (p = 9,09 x 1077)).

4.5.2. Expresion de EGFP en varias lineas celulares utilizando el PDL

como vector

Con el objetivo de analizar la eficiencia de la transfeccion del complejo
EGFP/PDL a distintas proporciones (1:2) y (1:4) y diferentes tiempos de adminis-
tracion (48h, 96h y 144h) se utilizé la microscopia de fluorescencia para contar el
numero de células que expresaban la proteina verde fluorescente en las lineas ce-
lulares SH-SY5Y, HeLay 3T3. La eficiencia de la transfeccion para cada condicion
y tiempo se determind comparando dichas condiciones con los controles positivos
de EGFP tratados con Lipofectamina (1:1). En lineas generales, en la linea SH-
SY5Y (Figura 38 A), la transfeccion con Lipofectamina a 48h fue muy pobre (1,13 +
0,37%), en cambio al usar el PDL como vector en la proporcion 1:2 a 48h ya se
observo un incremento de la transfeccion en comparacion al control al mismo
tiempo (1,24 + 0,56%) aunque no se apreciaron diferencias significativas entre am-
bas condiciones. En cambio, a 96h de tratamiento con la proporcién 1:2 si que se
aprecio ya un incremento considerable de la transfeccion 7,73 = 0,8% (p = 6,45 x
1077) con respecto al control a igual periodo de tiempo 1,10 + 0,28%. A las 144h el
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porcentaje de transfeccion fue del 7,37 + 1,87% (p = 9,26 x 10™#) cuando se com-
pard con la Lipofectamina 1,19 + 0,41%. Cuando se elevo la proporcion de PDL
hasta 1:4, se observé un incremento de la expresiéon en todos los tiempos de trata-
miento al compararlo con el control positivo. A 48h, 96h y 144h los porcentajes de
transfeccion fueron del 9,49 +0,97% (p = 3,8 x 1078), 9,75+ 1,02% (p = 8,27 x 107")

y 18,06 + 1.7% (p = 7,8 x 107®) respectivamente con respeto al control.

120 Ensayo de viabilidad celular con MTT

% Viabilidad

C- 1:2-48h 1:2-96h 1:2-144h 1:4-48h 1:4-96h
Ratios plasmido/PDL-tiempo

1:4-144h
M SH-SYSY M Hela m3T3
Figura 37. Porcentajes de transfeccion obtenido en cada linea celular mediante la técnica de contaje

manual. Los resultados se muestran como células que expresan EGFP/células totales, con al menos 500

nucleos por campo de contaje. Los datos estan representados como la media + desviacion estandar de
tres experimentos distintos
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En la transfeccion sobre cultivos de células HelLa (Figura 38 B), el resultado
que se obtuvo en las mismas condiciones utilizadas con la linea Sh-SY5Y, varid por
completo, de hecho, el control positivo tratado con Lipofectamina presenté las tasas
mas altas de expresion de EGFP. Tras 48h se observo transfeccion en el 4,69 +
1,3% de las células tratadas mientras que las células tratadas con los complejos
EGFP/PDL fue de 0,83 + 0.21% (p = 4.0 x 107?) con la proporcién 1:2, con la pro-
porcién 1:4 = 0,86 + 0,32% (p = 2,1 x 1072), a 96h con Lipofectamina = 5,78 + 1,24%,
con PDL a proporcion 1:2 = 1,29 + 0,26% (p = 2,5 x 1072), con la proporcién 1:4 =
1,16 +0,21% (p = 2,2 x 1072), y a 144h con Lipofectamina = 9,05 + 1,78%, con PDL
a proporcion 1:2 =1,76 + 0,16% (p = 9,6 x 1073) y proporcion 1:4 =2,91 + 1,01% (p

= 5,1 x 1073).

En lo que respecta a la linea 3T3 (figura 38 C), la transfeccion que se obtuvo
tanto con los complejos EGFP/PDL como con el control con Lipofectamina fue re-

sidual (figura 39).

on el objetivo de comparar mejor la eficiencia de transfeccidn entre el PDL y
la Lipofectamina en las lineas SH-SY5Y, HelLa y 3T3 se uso0 también la citometria
de flujo para cuantificar la expresiéon de EGFP [198] (Figura 40). En la linea SH-
SY5Y se aprecié una mayor tasa de transfeccion en las dos condiciones utilizadas
y a los mismos tiempos que el control positivo, con Lipofectamina 48h = 0,48 +
0,01%, a 96h =0,5 £ 0,01%, y a 144h =0,79 £ 0,01% con PDL 1:2 a48h =17,11 +
0,74% (p = 2,5 x 107%) a 96h = 22,24 + 0,36% (p = 3,6 x 10™) y a 144h = 22,24 +
0,36% (p = 3,6 x 107). Con la relacién de PDL 1:4, la expresion de EGFP se
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incrementd considerablemente a 48h = 31,10 + 2,1% (p = 1,2 x 107%) a 96h = 47,61
+1,3% (p=1.1 x 107%) y 144h = 42,37 + 0,54% (p = 2,2 x 107%). Estos resultados
demuestran que en SH-SY5Y la expresion de EGFP utilizando el PDL como vector,
fue superior a la observada con Lipofectamina y que existia una relacién directa

entre la concentracion y tiempo de administracion.

En la linea celular HelLa, es con la Lipofectamina con la que se obtuvieron
las tasas mas elevadas de transfeccion y se aprecié claramente como también se
incrementaba con el tiempo, a 48h = 18,68 + 0,59% a 96h = 17,72 + 0,59% y a 144h
= 20,79 £ 0,34%. Valores que se vieron reducidos considerablemente cuando el
vector utilizado fue el PDL, con la proporcion 1:2, a 48h = 1,40 £ 0,1% (p = 2,8 x
104) a2 96h = 2,29+ 0,13% (p = 3,6 x 10™#) y a 144h = 2,54 + 0,1% (p = 4,6 x 1074).
Se obtuvieron similares resultados cuando se uso la proporcion 1:4, a 48h =1,33 +
0,18% (p = 6,2 x 104) a 96h = 1,79 + 0,11% (p = 2,8 x 10™) y a 144h = 2,40 +
0,24% (p = 9,0 x 10™). Estos datos también demostraron que la expresion utilizando
el PDL en HelLa era muy inferior cuando se comparaba con la Lipofectamina, y que

al igual que en SH-SY5Y, ésta aumentaba en cada tratamiento.

En la linea 3T3 los niveles de expresion observados tanto con PDL como
con Lipofectamina fueron extremadamente bajos, aunque aumentaron levemente
con cada tratamiento, con Lipofectamina la expresion observada a 48h = 0,13 £
0,005% a 96h =1,05+0,14% y a 144h =1,63 + 0,11%). Cuando se us6 PDL como
vector a la proporcion 1:2, a 48h = 0,084 + 0,011% (p = 4,3 x 1073) a 96h = 0,36 +
0,03% (p = 3,9 x 107%) a 144h = 0,49 + 0,04% (p = 5,8 x 107%), y cuando se uso la
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proporcion 1:4, a 48h 0,16 + 0,03% (ns) a 96h = 0,67 +0,14% (p = 4,6 x 10%) ya

144h = 0,53 + 0,03% (p = 6,3 x 1079).

Con los datos obtenidos pudimos deducir que es la linea SH-SH5Y la que
presentaba mayor afinidad con el PDL muy por encima de HelLa, cuya mejor tasa
de transfeccion se obtuvo con Lipofectamina y que la linea 3T3 se resistio a ser
transfectada ya fuera con PDL o con Lipofectamina se obtuvo una expresion de

EGFP muy pobre.

Lineas
Tiempo Control positivo Relacion 1:2 Relacién 1:4
celulares
48h 1,13+ 0,37% 1,24 + 0,56% 9,49 +0,97%
SH-SY5Y 96h 1,10 £ 0,28% 7,73 +£0,8%** 9,75 + 1,02%***
144h 1,19 +£0,41% 7,37 £1,87%** 18,06 £ 1.7%***
48h 4,69 + 1,3% 0,83 £ 0.21%* 0,86 + 0,32%*
HelLa 96h 578 +1,24% 1,29 + 0,26%* 1,16 + 0,21%*

144h 9,05+1,78% 1,76 £0,16%* 2,91 +1,01%**

Tabla 6. Porcentajes de transfeccion a distintos tiempos y relaciones de EGFP/PDL en las lineas
SH-SY5Y y HelLa mediante la técnica de recuento celular. Comparados con las células tratadas con
Lipofectamina a diversos tiempos como control positivo. (* p<0,05 ** p<0,005 ***p<0,001)
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DNA/Lipofectamine 1:1 DNA/PDL 1:2 DNA/PDL 1:4

48h

144h

48h

96h

144h

48h

96h

144h

soum | 8 saum |9

Figura 38. Expresion de EGFP en las lineas SH-SY5Y (A),
HelLa (B) y 3T3 (C). La expresion de EGFP (verde) con
Lipofectamina (columnas 1,4,7), con EGFP/PDL (1:2) (co-
lumnas 2,5,8) y EGFP/PDL (1:4) (columnas (3,6,9) durante
48h (filas1,2,3), 96h (filas 4,5,6) y 144h (filas 7,8,9). Los
nucleos se marcaron con Hoechst (azul) Escala = 50 pm.
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% Células transfectadas
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Figura 40. Porcentaje de células transfectadas en cada una de las lineas celulares utilizadas (SH-
SY5Y, HelLa y 3T3) mediante contaje manual. Los resultados se muestran como células transfecta-
das/namero total de células contadas, contando como minimo 500 nicleos en cada imagen tomada.
Los datos se representan como la media + la desviacién estandar cada uno de los tres experimentos
realizados

Transfeccion mediante citometria de flujo

50 -
40
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% Transfeccion

20 -

10 -

1:2-48h 1:2-96h 1:2-144h 1:4-48h 1:4-96h 1:4-144h C+48h C+96h C+ 144h

Ratios plasmido/PDL-tiempo
M SH-SY5Y mHela ®m3T3

Figura 39. Comparacion de la expresion de EGFP entre el PDL y la Lipofectamina determinado por cito-
metria de flujo. Las lineas SH-SY5Y, HelLa y 3T3 se trataron tres veces con diferentes proporciones
EGFP/PDL (p/p) y Lipofectamina (C+) (1:1) Los datos representan la media de tres experimentos distintos
+ la desviacién estandar.
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Lineas
Tiempo
celulares

Control

positivo

Proporcién 1:2

Proporcion 1:4

48h
SH-SY5Y 96h

144h

0,48 £ 0,01%

0,5+0,01%

0,79 £ 0,01%

17,11 £ 0,74%

22,24 + 0,36 ***

22,24 + 0,36***

31,10+ 2,1%

47,61 + 1,3%***

42,37 £ 0,54% ***

48h
HelLa 96h

144h

18,68 + 0,59%

17,72 £ 0,59%

20,79 £ 0,34%

1,40 + 0,1%***

1./ 9 O, L1908

2,54 = 0,1%***

1,33 + 0,18%***

1,79 £ 0,11%***

2,40 * 0,24%***

48h
3T3 96h

144h

0,13 + 0,005%

1,05 £ 0,14%

1,63 +0,11%

0,08 + 0,01%***

0,36 + 0,03%**

0,49 + 0,04%**

0,16 + 0,03%

0,67 = 0,14%*

0,53 = 0,03%**

Tabla 7. Porcentajes de transfeccion del total de células transfectadas con respeto al total de células
presentes en cada recuento. Se realizaron contajes a distintos tiempos y proporciones de
EGFP/PDL en las lineas SH-SY5Y, HelLa y 3T3 mediante la técnica de citometria de flujo. Compa-
rados con las células tratadas con EGFP/Lipofectamina a diversos tiempos como control positivo.
(*p<0,05 **p<0,005 ***p<0,001)
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5. Discusion

A pesar de existir una amplia literatura sobre el uso del PLL y de las formas
levogiras de los péptidos de penetracion celular como vehiculo transportador de
material genético al interior de las células, los resultados iniciales obtenidos en este
trabajo (apartado 4.2) no parecen corroborar dichos resultados, al menos en lo que
se refiere a la capacidad del PLL de transfectar células por si solo, tal vez en siner-
gia con otros tipos moleculares puede llegar a completar esta funcion (Tabla 3).
Tanto con el péptido disefiado a medida en su forma -L como con el PLL, fue impo-
sible transfectar ninguno de los tipos celulares utilizados en este trabajo en las mis-
mas condiciones con la que se utilizo el PDL. Tal vez formando parte de estructuras
mas complejas como con el PEI u otros tipos de polimeros, o bien formando parte
de liposomas, los resultados puedan ser diferentes. Sin embargo, usados como
vector unica y exclusivamente parece que no pueden ser capaces de realizar dicha
funcidn. Por causas que se desconocen al principio de la vida, la naturaleza eligio
la forma -L de los aminoacidos [199], relegando el enantidmero -D a funciones muy
concretas tanto en microorganismos como en organismos superiores [200]. Tal vez
este es el motivo por el que el la forma -D pasa desapercibida por la maquinaria
celular con respecto a la forma -L.

Por su similitud con la membrana celular, los liposomas son un recurso bas-
tante utilizado para el encapsulamiento de material genético y su posterior translo-
cacion al interior de las células [201]. Aunque se obtuvo alguna transfeccién aislada

mediante esta técnica con el péptido disefiado a medida (figura 27), dichos
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resultados no invitaban al optimismo, en parte por las limitaciones técnicas que se
presentaban con el instrumental disponible. Es por este motivo por el que se decidié
cambiar la linea de investigacion y utilizar el recurso de los polimeros de lisina.
Siendo la forma -D con la que se empezaron a obtener resultados en cultivos pri-
marios de corteza embrionaria.

Hasta la fecha, todos los experimentos que se han publicado, tanto de trans-
feccion como de viabilidad, han sido a tiempos relativamente cortos, como maximo

de 48 horas [202].

De acuerdo con su clasificacion en funcion del tamafo, los péptidos estan
definidos como cadenas de entre 2 y 60 aminoacidos [203] [204], mientras que las
proteinas estan consideradas como cadenas mas largas [205], aunque no existe
un limite definido entre los que se considera un péptido y lo que se considera una
proteina. EL PDL utilizado en nuestros experimentos esta formado por polilisinas
de distintos tamafios, que oscilan entre los 70 hasta los 150 aminoacidos aproxi-
madamente, lo que nos llevaria a considerarlos como proteinas mas que como
CPP’s. O bien crear una nueva categoria de CPP’s a las que se les podria acuiar

el nombre de proteinas de penetracion celular (CPPro).

Con este trabajo se evidencia la dificultad para transfectar distintos tipos ce-
lulares, y que en ocasiones la solucién se encuentra mas cerca de lo que se piensa.
El PDL utilizado en los experimentos es utilizado para mejorar la adherencia entre
las células y el soporte usado en los cultivos, y aunque existe una amplia literatura
sobre el uso del PLL, al PDL se le ha prestado hasta ahora poca atencion. Hemos
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demostrado en este trabajo que el PDL tiene la capacidad de empaquetar y prote-
ger el plasmido frente a la degradacion de la nucleasas que normalmente se en-
cuentran en sangre y tejidos [206]. De hecho, hemos conseguido transfectar células
de cultivos primarios de corteza de rata, aunque es en la linea tumoral SH-SY5Y
de neuroblastoma humano, donde se aprecia que el PDL posee el mayor potencial
para introducir material genético en su interior, muy por encima de las lineas HelLa
y 3T3. Neuroblastoma es uno de los tumores mas comunes en la infancia, con una
tasa de recuperacion muy baja y altos niveles de mortalidad [207] [10]. Aunque se
han desarrollado estrategias para el tratamiento de este tipo de tumores, los resul-
tados obtenidos hasta ahora han sido limitados, lo que lleva a la busqueda de tera-
pias alternativas. La terapia génica se ha postulado como una potencial herramienta
en la lucha contra esta enfermedad [208], pero la eficiencia de transfeccion de vec-
tores comerciales habitualmente utilizados como la Lipofectamina y la Turbofectina
es inferior al 5% [209], lo que hace necesaria la busqueda de alternativas a este
compuesto comercial en lo que se refiere a la transfeccion de las células pertene-
cientes a la linea SH-SY5Y, pudiendo ser el PDL una interesante alternativa en este

campo.

Debido a que la arginina es el residuo mas abundante en el péptido TAT
[210], la mayoria de los estudios realizados sobre el transporte de material genético
o farmacos al interior de las células con CPP’s se han centrado principalmente en
péptidos basados en arginina [210] [211]. En una gran parte de los trabajos desa-

rrollados con CPP’s como vectores no virales que estan basados en lisinas, este
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aminoacido esta enlazado en su forma -L a otra molécula para favorecer su traslo-
cacion através de la membrana. Hasta la fecha, sobre la forma -D de la lisina existe
muy poca literatura, y la mayoria esta centrada en su utilizacion para favorecer la
adhesion celular en los cultivos [212], como vector apenas ha sido descrito [213].
Los resultados obtenidos en este trabajo, sin embargo, demuestran que el PDL
puede actuar como vector no viral de forma prolongada y que tiene un efecto acu-

mulativo en la transfeccion.

Cuando se compara el PDL con la Lipofectamina, que es uno de los vectores
no virales comerciales mas populares, se observa que el PDL lo mejora en hasta
casi 100 veces mas, superando incluso a la Turbofectina 8.0, hasta la fecha el mejor
transportador de acidos nucleicos comercial de origen no viral para la linea SH-
SY5Y [209]. De esta forma, se abre la puerta para el para el desarrollo de diferentes
CPP’s basados en la forma quiral -D de los aminoacidos como vectores para terapia
geénica, transporte de farmacos o imagen para el diagnostico. ElI PDL soluciona una
de las limitaciones mas importantes que presentan los virus, el tamafio maximo de
la secuencia genética que pueda transportar [208], o que convierte a este péptido
cationico en una buena alternativa a las particulas virales. La proporciéon EGFP/PDL
en la que se observa expresion y la menor toxicidad es la 1:2. Incrementando esta
proporcion a 1:4, el rendimiento de la expresion de EGFP se incrementa conside-
rablemente, pero como también se observa una reduccion de la viabilidad en los
cultivos, se hacen necesarios experimentos mas especificos con el objetivo de ana-

lizar si a la proporcion 1:4, esta reduccion de la proliferacion celular se debe a un
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fendmeno citotoxico o citostatico. También se hace necesaria la realizacion de mas
experimentos para determinar el mecanismo por el cual la membrana de las células
de SH-SY5Y reconoce al PDL y dispara los mecanismos de endocitosis que permi-
ten el paso del material genético a través de la bicapa lipidica, con el fin de favorecer

dicho proceso en otras lineas celulares como HelLa y 3T3.

La nueva técnica de reemplazar todo el medio de cultivo por medio fresco y
afiadir una nueva mezcla de EGFP/PDL cada 48 horas parece contrarrestar en gran
manera la posible toxicidad del PDL. Estos tratamientos consecutivos parecen ser
bien tolerados por las células y presentan una mayor tasa de expresion de EGFP
cuando se compara con la Lipofectamina en las mismas condiciones. Se decidi6
utilizar este procedimiento experimental con el objetivo de simular en la mayor me-
dida de lo posible los tratamientos experimentales recurrentes a largo plazo in vivo,
ya que en la mayoria de los ensayos realizados sobre terapia génica hasta la fecha
los tiempo mas habituales de tratamiento, oscilan entre 1 y 48 horas como tiempo
maximo [214] [194], siendo el tiempo de 4 horas el mas habitual en este tipo de
experimentos [215] [216]. Nuestros resultados sugieren que cambiar el medio cada
2 dias y repetir el procedimiento de transfeccion con el complejo EGFP/PDL nuevo
puede ser adaptado para terapias recurrentes in vivo. En los experimentos in vitro
realizados en lineas celulares, el tiempo maximo desde que se sembraban las cé-
lulas hasta su posterior analisis, no se pudo pasar de los 9 dias debido a que en
este plazo los cultivos presentaban una confluencia cercana al 100 % con los pro-

blemas que ello representa, principalmente por las caracteristicas intrinsecas de
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las lineas celulares. Para poder realizar los ensayos in vivo se hard necesario de-
terminar el mejor balance de los complejos EGFP/PDL a administrar con el fin de
obtener los mejores resultados de transfeccion manteniendo la toxicidad en los ni-
veles mas bajos posible. Los resultados obtenidos en nuestros experimentos de-
muestran que tratamientos repetidos con PDL incrementan los niveles de expresion
de EGFP y que ésta es también dependiente de la dosis. El andlisis de los datos
en los que se refiere la afinidad de la linea celular SH-SY5Y por el PDL, abre otra
posible linea de investigacion en la que usar dicha preferencia sobre los oligo-D-

lisinas para utilizarlas como farmaco quimiotoxico.

El PDL presenta las caracteristicas mas importantes que debe tener un can-
didato a vector no viral. En la busqueda de transportadores de material genético
como alternativa a los virus, las propiedades mas importantes que debe presentar
cualquier candidato son una elevada capacidad de transfeccion, persistencia en la
expresion del gen terapéutico, baja toxicidad y una produccién lo mas econémica

posible [77].

En este trabajo, se transfectaron células con fragmentos de distintos tama-
flos de PDL (70-150 residuos de lisina). Queda por despejar la duda de si alguno
de estos fragmentos es el responsable de la transfeccion o, por el contrario, si es
la sinergia producida por los diversos tamarios lo que favorece este fendmeno, asi
como estudiar el efecto del tamafio del plasmido en la capacidad de transfeccion

para tener una vision completa del PDL como vector no viral.
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Analizando la capacidad del PDL de transportar pDNA con relativa facilidad
a través de la membrana de las células de SH-SY5Y, también seria interesante
estudiar la capacidad de realizar el mismo trabajo, pero cambiando el ADN por
ARN, lo que abriria un nuevo abanico de posibilidades para utilizar ARNi contra los
genes relacionados con dicha enfermedad citados en el apartado 1.1.7.3.3 como

posible diana terapéutica.

Nuestros resultados sugieren que el PDL se presenta como una herramienta
atil en el campo de la terapia génica y farmacologica y que puede abrir un nuevo

abanico de posibilidades para el tratamiento de tumores del SNC y otras patologias.
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Conclusiones

1. Los péptidos catidnicos en su forma levogira no tienen la capacidad por
si solos de atravesar la membrana plasmatica de células de cultivos de
corteza embrionaria.

2. El PDL tiene la capacidad de empaquetar el ADN y protegerlo de la ac-
cion de las nucleasas.

3. EIPDL tiene la capacidad de transportar un plasmido a través de la mem-
brara plasmatica por si solo, y que dicho plasmido sea transportado hasta
el interior de nucleo celular. Las proporciones 1:0,5 y 1:1 se descartan
por su incapacidad de transfectar células, y las proporciones 1:8 y 1:16
también se han descartado para futuros experimentos por su elevada to-
xicidad. Por ello, las proporciones que parecen tener la mejor relacion
capacidad de transfeccion/toxicidad sonla 1:2 y la 1:4.

4. EIPDL no solo posee la capacidad de transfectar entre otras, células del
sistema nervioso, sino que la utilizacion de tratamientos recurrentes per-
mite incrementar el porcentaje de transfeccion sin que la viabilidad de las
células tratadas se vea comprometida.

5. La membrana plasmatica de la linea SH-SY5Y tiene mas afinidad por el
PDL que la linea HeLa y que la linea celular 3T3, la cual es practicamente

insensible al efecto del PDL.
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6. El PDL presenta toxicidad a altas concentraciones, lo que en principio se
puede presentar como un inconveniente, se podria convertir en una ven-

taja en tratamientos para provocar la muerte celular células tumorales.
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Perspectivas futuras.

A raiz de los resultados obtenidos y viendo la capacidad del PDL para em-
paquetar ADN e introducirlo hasta el interior de las células en la linea SH-SY5Y, el
siguiente paso natural seria iniciar los ensayos “in vivo” en roedores para validar
los resultados obtenidos “in vitro”, asi como intentar optimizar aun mas el rendi-
miento del PDL, bien funcionalizando algun tipo de nanoparticula con cadenas de
PDL, o bien buscando compuestos que realizaran una accion sinérgica con el PDL

como pudiera ser la cloroquina.

También se abre la puerta a los ensayos con PDL en otros tipos culares
como la linea C6 nombrada anteriormente y responsable del glioblastoma multi-
forme, ya sea para actuar directamente sobre alguno de los genes implicados en

dicha patologia o bien para potenciar el profarmaco CPT 5-ALA

120



Bibliografia

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Cancer Available online: https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/cancer (ac-
cessed on 19 June 2023).

Reddy, S.; Tatiparti, K.; Sau, S.; lyer, A.K. Recent Advances in Nano Delivery Systems for Blood-
Brain Barrier (BBB) Penetration and Targeting of Brain Tumors. Drug Discov. Today 2021,
doi:10.1016/j.drudis.2021.04.008.

@healthline Brain Tumor: Types, Risk Factors, and Symptoms 2021.

Lauko, A.; Rauf, Y.; Ahluwalia, M.S. Medical Management of Brain Metastases. Neuro-Oncol.
Adv. 2020, 2, vdaa015, doi:10.1093/noajnl/vdaa015.

Guo, X.; Wang, G. Advances in Research on Immune Escape Mechanism of Glioma. CNS Neu-
rosci. Ther. n/a, doi:10.1111/cns.14217.

Alexopoulos, G.; Zhang, J.; Karampelas, I.; Patel, M.; Kemp, J.; Coppens, J.; Mattei, T.A.; Mercier,
P. Long-Term Time Series Forecasting and Updates on Survival Analysis of Glioblastoma Multi-
forme: A 1975-2018 Population-Based Study. Neuroepidemiology 2022, 56, 75-89,
doi:10.1159/000522611.

Wang, F.; Huang, Q.; Su, H.; Sun, M.; Wang, Z.; Chen, Z.; Zheng, M.; Chakroun, R.W.; Monroe,
M.K.; Chen, D.; et al. Self-Assembling Paclitaxel-Mediated Stimulation of Tumor-Associated Ma-
crophages for Postoperative Treatment of Glioblastoma. Proc. Natl. Acad. Sci. 2023, 120,
€2204621120, doi:10.1073/pnas.2204621120.

Checa-Chavarria, E.; Rivero-Buceta, E.; Sanchez Martos, M.A.; Martinez Navarrete, G.; Soto-
Sanchez, C.; Botella, P.; Fernandez, E. Development of a Prodrug of Camptothecin for Enhanced
Treatment of Glioblastoma Multiforme. Mol. Pharm. 2021, 18, 1558-1572,
doi:10.1021/acs.molpharmaceut.0c00968.

Colon, N.C.; Department of Pediatric Surgery, U., Vanderbilt University Medical Center, 2200
Children’s Way, Suite 7100, Nashville, TN 37232; Chung, D.H.; dai.chung@vanderbilt.edu; De-
partment of Pediatric Surgery, U., Vanderbilt University Medical Center, 2200 Children’s Way,
Suite 7100, Nashville, TN 37232; Department of Cancer Biology, U., Vanderbilt University Me-
dical Center, Nashville, TN 37232 Neuroblastoma. Adv. Pediatr. 2011, 58, 297-311.

Ara, T.; DeClerck, Y.A. Mechanisms of Invasion and Metastasis in Human Neuroblastoma. Can-
cer Metastasis Rev. 2006, 25, 645-657, doi:10.1007/s10555-006-9028-9.

BH, K. Neuroblastoma: A Disease Requiring a Multitude of Imaging Studies. J. Nucl. Med. Off.
Publ. Soc. Nucl. Med. 2004, 45.

Kumar, M.D.; Dravid, A.; Kumar, A.; Sen, D. Gene Therapy as a Potential Tool for Treating Neu-
roblastoma-a Focused Review. Cancer Gene Ther. 2016, 23, 115-124, doi:10.1038/cgt.2016.16.
American Cancer Society | Information and Resources about for Cancer: Breast, Colon, Lung,
Prostate, Skin Available online: https://www.cancer.org (accessed on 9 June 2021).

Monclair, T.; Brodeur, G.M.; Ambros, P.F.; Brisse, H.J.; Cecchetto, G.; Holmes, K.; Kaneko, M.;
London, W.B.; Matthay, K.K.; Nuchtern, J.G.; et al. The International Neuroblastoma Risk Group
(INRG) Staging System: An INRG Task Force Report. J. Clin. Oncol. Off. J. Am. Soc. Clin. Oncol.
2009, 27, 298-303, doi:10.1200/JC0.2008.16.6876.

Green, D.M.; Kun, L.E.; Matthay, K.K.; Meadows, A.T.; Meyer, W.H.; Meyers, P.A.; Spunt, S.L.;
Robison, L.L.; Hudson, M.M. Relevance of Historical Therapeutic Approaches to the Contempo-
rary Treatment of Pediatric Solid Tumors. Pediatr. Blood Cancer 2013, 60, 1083-1094,
doi:10.1002/pbc.24487.

121



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Collaboration, G.B. of D.C.; Fitzmaurice, C.; Division of Hematology, S., Department of Medi-
cine, University of Washington; Metrics, |. for H.; Evaluation, S., University of Washington;
Allen, C.; Metrics, I. for H.; Evaluation, S., University of Washington; Barber, R.M.; Metrics, I. for
H.; et al. Global, Regional, and National Cancer Incidence, Mortality, Years of Life Lost, Years
Lived With Disability, and Disability-Adjusted Life-Years for 32 Cancer Groups, 1990 to 2015: A
Systematic Analysis for the Global Burden of Disease Study. JAMA Oncol. 2021, 3, 524-548.
Ganeshan, V.R.; Schor, N.F. Pharmacologic Management of High-Risk Neuroblastoma in Chil-
dren. Paediatr. Drugs 2011, 13, 245-255, doi:10.2165/11591630-000000000-00000.
Radioterapia para el cancer - Instituto Nacional del Cancer Available online: https://www.can-
cer.gov/espanol/cancer/tratamiento/tipos/radioterapia (accessed on 9 June 2021).

Jazmati, D.; Butzer, S.; Hero, B.; Ahmad Khalil, D.; Merta, J.; Bdumer, C.; Plum, G.; Fuchs, J.;
Koerber, F.; Steinmeier, T.; et al. Proton Beam Therapy for Children With Neuroblastoma: Ex-
periences From the Prospective KiProReg Registry. Front. Oncol. 2020, 10, 617506,
doi:10.3389/fonc.2020.617506.

Matthay, K.K.; Villablanca, J.G.; Seeger, R.C.; Stram, D.O.; Harris, R.E.; Ramsay, N.K.; Swift, P;
Shimada, H.; Black, C.T.; Brodeur, G.M.; et al. Treatment of High-Risk Neuroblastoma with In-
tensive Chemotherapy, Radiotherapy, Autologous Bone Marrow Transplantation, and 13-Cis-
Retinoic Acid. Children’s Cancer Group. N. Engl. J. Med. 1999, 341, 1165-1173,
doi:10.1056/NEJM199910143411601.

Navid, F.; Armstrong, M.; Barfield, R.C. Immune Therapies for Neuroblastoma. Cancer Biol.
Ther. 2009, 8, 874—882, doi:10.4161/cbt.8.10.8358.

Siapati, K.E.; Barker, S.; Kinnon, C.; Michalski, A.; Anderson, R.; Brickell, P.; Thrasher, A.J.; Hart,
S.L. Improved Antitumour Immunity in Murine Neuroblastoma Using a Combination of IL-2 and
IL-12. Br. J. Cancer 2003, 88, 1641-1648, doi:10.1038/s].bjc.6600928.

linuma, H.; Okinaga, K.; Fukushima, R.; Inaba, T.; lwasaki, K.; Okinaga, A.; Takahashi, I.; Kaneko,
M. Superior Protective and Therapeutic Effects of IL-12 and IL-18 Gene-Transduced Dendritic
Neuroblastoma Fusion Cells on Liver Metastasis of Murine Neuroblastoma. J. Immunol. Baltim.
Md 1950 2006, 176, 3461-3469, doi:10.4049/jimmunol.176.6.3461.

Motzer, R.J.; Rakhit, A.; Thompson, J.A.; Nemunaitis, J.; Murphy, B.A.; Ellerhorst, J.; Schwartz,
L.H.; Berg, W.J.; Bukowski, R.M. Randomized Multicenter Phase Il Trial of Subcutaneous Re-
combinant Human Interleukin-12 versus Interferon-Alpha 2a for Patients with Advanced Renal
Cell Carcinoma. J. Interferon Cytokine Res. Off. J. Int. Soc. Interferon Cytokine Res. 2001, 21,
257-263, doi:10.1089/107999001750169934.

Wou, Z.L.; Schwartz, E.; Seeger, R.; Ladisch, S. Expression of GD2 Ganglioside by Untreated Pri-
mary Human Neuroblastomas. Cancer Res. 1986, 46, 440—443.

Cheresh, D.A.; Pierschbacher, M.D.; Herzig, M.A.; Mujoo, K. Disialogangliosides GD2 and GD3
Are Involved in the Attachment of Human Melanoma and Neuroblastoma Cells to Extracellular
Matrix Proteins. J. Cell Biol. 1986, 102, 688—696, d0i:10.1083/jcb.102.3.688.

Definicion de trasplante alogénico de células madre - Diccionario de cancer del NCI - Instituto
Nacional del Cancer Available online: https://www.cancer.gov/espanol/publicaciones/diccio-
narios/diccionario-cancer/def/trasplante-alogenico-de-celulas-madre (accessed on 9 June
2021).

Morisse-Pradier, H.; Nove-Josserand, R.; Philit, F.; Senechal, A.; Berger, F.; Callet-Bauchu, E.;
Traverse-Glehen, A.; Maury, J.-M.; Grima, R.; Trong, F.; et al. [Graft-versus-host disease, a rare
complication of lung transplantation]. Rev. Pneumol. Clin. 2016, 72, 101-107,
doi:10.1016/j.pneumo.2015.05.004.

122



29.

30.

31.

32.

33.

34,

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43,

Ladenstein, R.; Lasset, C.; Hartmann, O.; Klingebiel, T.; Bouffet, E.; Gadner, H.; Paolucci, P.; Bur-
dach, S.; Chauvin, F.; Pinkerton, R. Comparison of Auto versus Allografting as Consolidation of
Primary Treatments in Advanced Neuroblastoma over One Year of Age at Diagnosis: Report
from the European Group for Bone Marrow Transplantation. Bone Marrow Transplant. 1994,
14, 37-46.
Hsu, F.J.; Benike, C.; Fagnoni, F.; Liles, T.M.; Czerwinski, D.; Taidi, B.; Engleman, E.G.; Levy, R.
Vaccination of Patients with B-Cell Lymphoma Using Autologous Antigen-Pulsed Dendritic Cells.
Nat. Med. 1996, 2, 52-58, d0i:10.1038/nm0196-52.
Shimada, H.; Ambros, I.M.; Dehner, L.P.; Hata, J.; Joshi, V.V.; Roald, B.; Stram, D.O.; Gerbing,
R.B.; Lukens, J.N.; Matthay, K.K.; et al. The International Neuroblastoma Pathology Classifica-
tion (the Shimada System). Cancer 1999, 86, 364—372.
Aminzadeh, S.; Vidali, S.; Sperl, W.; Kofler, B.; Feichtinger, R.G. Energy Metabolism in Neuro-
blastoma and Wilms Tumor. Transl. Pediatr. 2015, 4, 20-32, doi:10.3978/j.issn.2224-
4336.2015.01.04.
Wenzel, A.; Schwab, M. The MycN/Max Protein Complex in Neuroblastoma. Short Review. Eur.
J. Cancer Oxf. Engl. 1990 1995, 31A, 516-519, doi:10.1016/0959-8049(95)00060-v.
Niemann, J.; Kihnel, F. Oncolytic Viruses: Adenoviruses. Virus Genes 2017, 53, 700-706,
doi:10.1007/s11262-017-1488-1.
Steffens, S.; Sandquist, A.; Frank, S.; Fischer, U.; Lex, C.; Rainov, N.G.; Kramm, C.M. A Neuro-
blastoma-Selective Suicide Gene Therapy Approach Using the Tyrosine Hydroxylase Promoter.
Pediatr. Res. 2004, 56, 268—277, d0i:10.1203/01.PDR.0000132666.23103.EF.
Cho, H.S.; Song, J.Y.; Park, C.Y.; Lyu, C.J.; Kim, B.S.; Kim, K.Y. Retroviral-Mediated IL-2 Gene
Transfer into Murine Neuroblastoma. Yonsei Med. J. 2000, 41, 76-81,
doi:10.3349/ym;j.2000.41.1.76.
Garcia-Castro, J.; Alemany, R.; Cascalld, M.; Martinez-Quintanilla, J.; Arriero, M. del M.; Las-
saletta, A.; Madero, L.; Ramirez, M. Treatment of Metastatic Neuroblastoma with Systemic On-
colytic Virotherapy Delivered by Autologous Mesenchymal Stem Cells: An Exploratory Study.
Cancer Gene Ther. 2010, 17, 476—483, d0i:10.1038/cgt.2010.4.
McLennan, J.L.; Darby, G. Herpes Simplex Virus Latency: The Cellular Location of Virus in Dorsal
Root Ganglia and the Fate of the Infected Cell Following Virus Activation. J. Gen. Virol. 1980,
51, 233-243, d0i:10.1099/0022-1317-51-2-233.
Parker, J.N.; Gillespie, G.Y.; Love, C.E.; Randall, S.; Whitley, R.J.; Markert, J.M. Engineered Her-
pes Simplex Virus Expressing IL-12 in the Treatment of Experimental Murine Brain Tumors.
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2000, 97, 2208-2213, doi:10.1073/pnas.040557897.
Streck, C.J.; Zhou, J.; Ng, C.Y.; Zhang, Y.; Nathwani, A.C.; Davidoff, A.M. Longterm Recombinant
Adeno-Associated, Virus-Mediated, Liver-Generated Expression of an Angiogenesis Inhibitor
Improves Survival in Mice with Disseminated Neuroblastoma. J. Am. Coll. Surg. 2004, 199, 78—
86, doi:10.1016/j.jamcollsurg.2004.02.011.
Streck, C.J.; Dickson, P.V.; Ng, C.Y.C.; Zhou, J.; Gray, J.T.; Nathwani, A.C.; Davidoff, A.M. Adeno-
Associated Virus Vector-Mediated Systemic Delivery of IFN-Beta Combined with Low-Dose Cy-
clophosphamide Affects Tumor Regression in Murine Neuroblastoma Models. Clin. Cancer Res.
Off. J. Am. Assoc. Cancer Res. 2005, 11, 6020-6029, doi:10.1158/1078-0432.CCR-05-0502.
Solly, S.K.; Trajcevski, S.; Frisén, C.; Holzer, G.W.; Nelson, E.; Clerc, B.; Abordo-Adesida, E.; Cas-
tro, M.; Lowenstein, P.; Klatzmann, D. Replicative Retroviral Vectors for Cancer Gene Therapy.
Cancer Gene Ther. 2003, 10, 30-39, doi:10.1038/sj.cgt.7700521.
Wold, W.S.M.; Toth, K. Adenovirus Vectors for Gene Therapy, Vaccination and Cancer Gene
Therapy. Curr. Gene Ther. 2013, 13, 421-433, d0i:10.2174/1566523213666131125095046.
123



44,

45,

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

57.

58.

59.

Koneru, T.; McCord, E.; Pawar, S.; Tatiparti, K.; Sau, S.; lyer, A.K. Transferrin: Biology and Use in

Receptor-Targeted Nanotherapy of Gliomas. ACS Omega 2021, 6, 8727-8733,

doi:10.1021/acsomega.0c05848.

Becker, J.; Pavlakovic, H.; Ludewig, F.; Wilting, F.; Weich, H.A.; Albuquerque, R.; Ambati, J.; Wil-

ting, J. Neuroblastoma Progression Correlates with Downregulation of the Lymphangiogenesis

Inhibitor SVEGFR-2. Clin. Cancer Res. Off. J. Am. Assoc. Cancer Res. 2010, 16, 1431-1441,

doi:10.1158/1078-0432.CCR-09-1936.

Lu, W.; Sun, Q.; Wan, J.; She, Z.; Jiang, X.-G. Cationic Albumin-Conjugated Pegylated Nanopar-

ticles Allow Gene Delivery into Brain Tumors via Intravenous Administration. Cancer Res. 2006,

66, 11878-11887, doi:10.1158/0008-5472.CAN-06-2354.

Schwarze, S.R.; Ho, A.; Vocero-Akbani, A.; Dowdy, S.F. In Vivo Protein Transduction: Delivery of

a Biologically Active Protein into the Mouse. Science 1999, 285, 1569-1572,

doi:10.1126/science.285.5433.1569.

Yang, L.; Ronggin, H.; Chen, J. Non-Viral Gene Delivery and Therapeutics Targeting to Brain.

Curr. Nanosci. 2011, 7, 55-70.

Jiao, X.; Yu, Y.; Meng, J.; He, M.; Zhang, C.J.; Geng, W.; Ding, B.; Wang, Z.; Ding, X. Dual-Targeting

and Microenvironment-Responsive Micelles as a Gene Delivery System to Improve the Sensiti-

vity of Glioma to Radiotherapy. Acta Pharm. Sin. B 2019, 9, 381-396,

doi:10.1016/j.apsb.2018.12.001.

Kim, J.; Mondal, S.K.; Tzeng, S.Y.; Rui, Y.; Al-Kharboosh, R.; Kozielski, K.K.; Bhargav, A.G.; Garcia,

C.A.; Quifiones-Hinojosa, A.; Green, J.J. Poly(Ethylene Glycol)-Poly(Beta-Amino Ester)-Based

Nanoparticles for Suicide Gene Therapy Enhance Brain Penetration and Extend Survival in a

Preclinical Human Glioblastoma Orthotopic Xenograft Model. ACS Biomater. Sci. Eng. 2020, 6,

2943-2955, doi:10.1021/acsbiomaterials.0c00116.

Marrano, P.; Irwin, M.S.; Thorner, P.S. Heterogeneity of MYCN Amplification in Neuroblastoma

at Diagnosis, Treatment, Relapse, and Metastasis. Genes. Chromosomes Cancer 2017, 56, 28—

41, doi:10.1002/gcc.22398.

Schwab, M. Amplification of N-Myc as a Prognostic Marker for Patients with Neuroblastoma.

Semin. Cancer Biol. 1993, 4, 13-18.

Meyer, N.; Penn, L.Z. Reflecting on 25 Years with MYC. Nat. Rev. Cancer 2008, 8, 976—990,

d0i:10.1038/nrc2231.

Mechanism of Antagomir-17-5p Action in the Treatment of MYCN-Amplified Neuroblastoma.

Available online: /articles/figure/_Mechanism_of antagomir_17_ 5p_action_in_the_treat-

ment_of MYCN_amplified_neuroblastoma_/602335/1 (accessed on 10 June 2021).

Doronin, Ll.; Vishnyakova, P.A.; Kholodenko, I.V.; Ponomarev, E.D.; Ryazantsev, D.Y.; Mo-

lotkovskaya, I.M.; Kholodenko, R.V. Ganglioside GD2 in Reception and Transduction of Cell

Death Signal in Tumor Cells. BMC Cancer 2014, 14, 295, doi:10.1186/1471-2407-14-295.

ZL,W.;E,S.;R,S.; S, L. Expression of GD2 Ganglioside by Untreated Primary Human Neuroblas-

tomas. Cancer Res. 1986, 46.

Sorokin, M.; Kholodenko, I.; Kalinovsky, D.; Shamanskaya, T.; Doronin, I.; Konovalov, D.; Miro-

nov, A.; Kuzmin, D.; Nikitin, D.; Deyev, S.; et al. RNA Sequencing-Based Identification of Gan-

glioside GD2-Positive Cancer Phenotype. Biomedicines 2020, 8, doi:10.3390/biomedici-

nes8060142.

Johnstone, R.W. Histone-Deacetylase Inhibitors: Novel Drugs for the Treatment of Cancer. Nat.

Rev. Drug Discov. 2002, 1, 287-299, doi:10.1038/nrd772.

Ramaiah, M.J.; Tangutur, A.D.; Manyam, R.R. Epigenetic Modulation and Understanding of

HDAC Inhibitors in Cancer Therapy. Life Sci. 2021, 277, 119504, doi:10.1016/].1fs.2021.119504.
124



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

Shen, M.; Gong, F.; Pang, P.; Zhu, K.; Meng, X.; Wu, C.; Wang, J.; Shan, H.; Shuai, X. An MRI-
Visible Non-Viral Vector for Targeted Bcl-2 SiRNA Delivery to Neuroblastoma. Int. J. Nanomedi-
cine 2012, 7, 3319-3332, doi:10.2147/1JN.S32900.

Thomas, S.; Quinn, B.A.; Das, S.K.; Dash, R.; Emdad, L.; Dasgupta, S.; Wang, X.-Y.; Dent, P.; Reed,
J.C.; Pellecchia, M.; et al. Targeting the Bcl-2 Family for Cancer Therapy. Expert Opin. Ther. Tar-
gets 2013, 17, 61-75, doi:10.1517/14728222.2013.733001.

Lin, J.J.; Jiang, H.; Fisher, P.B. Melanoma Differentiation Associated Gene-9, Mda-9, Is a Human
Gamma Interferon Responsive Gene. Gene 1998, 207, 105-110, doi:10.1016/s0378-
1119(97)00562-3.

Bhoopathi, P.; Pradhan, A.K.; Bacolod, M.D.; Emdad, L.; Sarkar, D.; Das, S.K.; Fisher, P.B. Regu-
lation of Neuroblastoma Migration, Invasion, and in Vivo Metastasis by Genetic and Pharma-
cological Manipulation of MDA-9/Syntenin. Oncogene 2019, 38, 6781-6793,
doi:10.1038/s41388-019-0920-5.

Schulte, J.H.; Eggert, A. ALK Inhibitors in Neuroblastoma: A Sprint from Bench to Bedside. Clin.
Cancer Res. Off. J. Am. Assoc. Cancer Res. 2021, doi:10.1158/1078-0432.CCR-21-0627.

Currie, E.; Schulze, A.; Zechner, R.; Walther, T.C.; Farese, R.V. Cellular Fatty Acid Metabolism
and Cancer. Cell Metab. 2013, 18, 153—-161, doi:10.1016/j.cmet.2013.05.017.

Chambers, A.F.; Groom, A.C.; MacDonald, I.C. Dissemination and Growth of Cancer Cells in Me-
tastatic Sites. Nat. Rev. Cancer 2002, 2, 563-572, d0i:10.1038/nrc865.

Smedt, S.C.D.; Demeester, J.; Hennink, W.E. Cationic Polymer Based Gene Delivery Systems.
Pharm. Res. 2021, 17, 113-126.

Chen, J.; Tian, B.; Yin, X.; Zhang, Y.; Hu, D.; Hu, Z.; Liu, M.; Pan, Y.; Zhao, J.; Li, H.; et al. Prepara-
tion, Characterization and Transfection Efficiency of Cationic PEGylated PLA Nanoparticles as
Gene Delivery Systems. J. Biotechnol. 2007, 130, 107-113, doi:10.1016/j.jbiotec.2007.02.007.
Pack, D.W.; Hoffman, A.S.; Pun, S.; Stayton, P.S. Design and Development of Polymers for Gene
Delivery. Nat. Rev. Drug Discov. 2005, 4, 581-593, d0i:10.1038/nrd1775.

He, J.; Xu, S.; Leng, Q.; Mixson, A.J. Location of a Single Histidine within Peptide Carriers Increa-
ses MRNA Delivery. J. Gene Med. 2021, 23, e3295, doi:10.1002/jgm.3295.

Pandey, A.P.; Sawant, K.K. Polyethylenimine: A Versatile, Multifunctional Non-Viral Vector for
Nucleic Acid Delivery. Mater. Sci. Eng. C Mater. Biol. Appl. 2016, 68, 904-918,
d0i:10.1016/j.msec.2016.07.066.

Gould, S.B. Membranes and Evolution. Curr. Biol. CB 2018, 28, R381-R385,
d0i:10.1016/j.cub.2018.01.086.

Venter, J.C.; Adams, M.D.; Myers, E.W.; Li, P.W.; Mural, R.J.; Sutton, G.G.; Smith, H.O.; Yandell,
M.; Evans, C.A.; Holt, R.A.; et al. The Sequence of the Human Genome. Science 2001, 291, 1304—
1351, doi:10.1126/science.1058040.

Rogers, S. Gene Therapy: A Potentially Invaluable Aid to Medicine and Mankind. Res. Commun.
Chem. Pathol. Pharmacol. 1971, 2, 587-600.

Dulbecco, R. Oncogenic Viruses: The Last Twelve Years. Cold Spring Harb Symp Quant Biol 1975,
39Pt1,1-7.

Naso, M.F.; Tomkowicz, B.; Perry, W.L.; Strohl, W.R. Adeno-Associated Virus (AAV) as a Vector
for Gene Therapy. BioDrugs Clin. Immunother. Biopharm. Gene Ther. 2017, 31, 317-334,
doi:10.1007/s40259-017-0234-5.

Lentz, T.B.; Gray, S.J.; Samulski, R.J. Viral Vectors for Gene Delivery to the Central Nervous Sys-
tem. Neurobiol. Dis. 2012, 48, 179-188, d0i:10.1016/j.nbd.2011.09.014.

125



78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

Quantin, B.; Perricaudet, L.D.; Tajbakhsh, S.; Mandel, J.L. Adenovirus as an Expression Vector
in Muscle Cells in Vivo. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 1992, 89, 2581-2584,
doi:10.1073/pnas.89.7.2581.

Reddy, V.S.; Natchiar, S.K.; Stewart, P.L.; Nemerow, G.R. Crystal Structure of Human Adenovirus
at 3.5 A Resolution. Science 2010, 329, 1071-1075, doi:10.1126/science.1187292.

Davison, A.J.; Benkd, M.; Harrach, B. Genetic Content and Evolution of Adenoviruses. J. Gen.
Virol. 2003, 84, 2895—-2908, doi:10.1099/vir.0.19497-0.

Bergelson, J.M.; Cunningham, J.A.; Droguett, G.; Kurt-Jones, E.A.; Krithivas, A.; Hong, J.S.; Hor-
witz, M.S.; Crowell, R.L.; Finberg, R.W. Isolation of a Common Receptor for Coxsackie B Viruses
and Adenoviruses 2 and 5. Science 1997, 275, 1320-1323, doi:10.1126/science.275.5304.1320.
Hillgenberg, M.; Tonnies, H.; Strauss, M. Chromosomal Integration Pattern of a Helper-Depen-
dent Minimal Adenovirus Vector with a Selectable Marker Inserted into a 27.4-Kilobase Geno-
mic Stuffer. J. Virol. 2001, 75, 9896—9908, doi:10.1128/JVI1.75.20.9896-9908.2001.

Morral, N.; O’Neal, W.; Rice, K.; Leland, M.; Kaplan, J.; Piedra, P.A.; Zhou, H.; Parks, R.J.; Velji,
R.; Aguilar-Cérdova, E.; et al. Administration of Helper-Dependent Adenoviral Vectors and Se-
guential Delivery of Different Vector Serotype for Long-Term Liver-Directed Gene Transfer in
Baboons. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 1999, 96, 12816-12821, doi:10.1073/pnas.96.22.12816.
Tsai, S.Y.; Schillinger, K.; Ye, X. Adenovirus-Mediated Transfer of Regulable Gene Expression.
Curr. Opin. Mol. Ther. 2000, 2, 515-523.

Lyons, M.; Onion, D.; Green, N.K.; Aslan, K.; Rajaratnam, R.; Bazan-Peregrino, M.; Phipps, S.;
Hale, S.; Mautner, V.; Seymour, L.W.; et al. Adenovirus Type 5 Interactions with Human Blood
Cells May Compromise Systemic Delivery. Mol. Ther. J. Am. Soc. Gene Ther. 2006, 14, 118-128,
doi:10.1016/j.ymthe.2006.01.003.

Roy, S.; Clawson, D.S.; Lavrukhin, O.; Sandhu, A.; Miller, J.; Wilson, J.M. Rescue of Chimeric
Adenoviral Vectors to Expand the Serotype Repertoire. J. Virol. Methods 2007, 141, 14-21,
doi:10.1016/j.jviromet.2006.11.022.

Zhao, J.; Zhao, S.; Ou, J.; Zhang, J.; Lan, W.; Guan, W.; Wu, X.; Yan, Y.; Zhao, W.; Wu, J.; et al.
COVID-19: Coronavirus Vaccine Development Updates. Front. Immunol. 2020, 11, 602256,
doi:10.3389/fimmu.2020.602256.

Coffin, J.M. Genetic Diversity and Evolution of Retroviruses. Curr. Top. Microbiol. Immunol.
1992, 176, 143-164, doi:10.1007/978-3-642-77011-1_10.

Kohn, D.B.; Weinberg, K.I.; Nolta, J.A.; Heiss, L.N.; Lenarsky, C.; Crooks, G.M.; Hanley, M.E.; An-
nett, G.; Brooks, J.S.; el-Khoureiy, A. Engraftment of Gene-Modified Umbilical Cord Blood Cells
in Neonates with Adenosine Deaminase Deficiency. Nat. Med. 1995, 1, 1017-1023,
doi:10.1038/nm1095-1017.

Hacein-Bey-Abina, S.; Garrigue, A.; Wang, G.P.; Soulier, J.; Lim, A.; Morillon, E.; Clappier, E.;
Caccavelli, L.; Delabesse, E.; Beldjord, K.; et al. Insertional Oncogenesis in 4 Patients after Re-
trovirus-Mediated Gene Therapy of SCID-X1. J. Clin. Invest. 2008, 118, 3132-3142,
doi:10.1172/JCI135700.

Dull, T.; Zufferey, R.; Kelly, M.; Mandel, R.J.; Nguyen, M.; Trono, D.; Naldini, L. A Third-Genera-
tion Lentivirus Vector with a Conditional Packaging System. J. Virol. 1998, 72, 8463—-8471,
doi:10.1128/JV1.72.11.8463-8471.1998.

Montini, E.; Cesana, D.; Schmidt, M.; Sanvito, F.; Ponzoni, M.; Bartholomae, C.; Sergi Sergi, L.;
Benedicenti, F.; Ambrosi, A.; Di Serio, C.; et al. Hematopoietic Stem Cell Gene Transfer in a
Tumor-Prone Mouse Model Uncovers Low Genotoxicity of Lentiviral Vector Integration. Nat.
Biotechnol. 2006, 24, 687-696, doi:10.1038/nbt1216.

126



93. Milone, M.C.; O’Doherty, U. Clinical Use of Lentiviral Vectors. Leukemia 2018, 32, 1529-1541,
doi:10.1038/s41375-018-0106-0.

94. Atchison, R.W.; Casto, B.C.; Hammon, W.M. ADENOVIRUS-ASSOCIATED DEFECTIVE VIRUS PAR-
TICLES. Science 1965, 149, 754-756, doi:10.1126/science.149.3685.754.

95. Duan, D.; Sharma, P.; Yang, J.; Yue, Y.; Dudus, L.; Zhang, Y.; Fisher, K.J.; Engelhardt, J.F. Circular
Intermediates of Recombinant Adeno-Associated Virus Have Defined Structural Characteristics
Responsible for Long-Term Episomal Persistence in Muscle Tissue. J. Virol. 1998, 72, 8568—
8577, doi:10.1128/JV1.72.11.8568-8577.1998.

96. McCarty, D.M.; Young, S.M.; Samulski, R.J. Integration of Adeno-Associated Virus (AAV) and
Recombinant AAV Vectors. Annu. Rev. Genet. 2004, 38, 819—845, doi:10.1146/annurev.ge-
net.37.110801.143717.

97. Klein, R.L.; Muir, D.; King, M.A.; Peel, A.L.; Zolotukhin, S.; Méller, J.C.; Krlttgen, A.; Heymach,
J.V.; Muzyczka, N.; Meyer, E.M. Long-Term Actions of Vector-Derived Nerve Growth Factor or
Brain-Derived Neurotrophic Factor on Choline Acetyltransferase and Trk Receptor Levels in the
Adult Rat Basal Forebrain. Neuroscience 1999, 90, 815-821, do0i:10.1016/s0306-
4522(98)00537-5.

98. Niemeyer, G.P.; Herzog, R.W.; Mount, J.; Arruda, V.R.; Tillson, D.M.; Hathcock, J.; van Ginkel,
F.W.; High, K.A.; Lothrop, C.D. Long-Term Correction of Inhibitor-Prone Hemophilia B Dogs
Treated with Liver-Directed AAV2-Mediated Factor IX Gene Therapy. Blood 2009, 113, 797-
806, doi:10.1182/blood-2008-10-181479.

99. Wang, D.; Tai, P.W.L.; Gao, G. Adeno-Associated Virus Vector as a Platform for Gene Therapy
Delivery. Nat. Rev. Drug Discov. 2019, 18, 358-378, doi:10.1038/s41573-019-0012-9.

100. Krisky, D.M.; Wolfe, D.; Goins, W.F.; Marconi, P.C.; Ramakrishnan, R.; Mata, M.; Rouse, R.J.;
Fink, D.J.; Glorioso, J.C. Deletion of Multiple Immediate-Early Genes from Herpes Simplex Virus
Reduces Cytotoxicity and Permits Long-Term Gene Expression in Neurons. Gene Ther. 1998, 5,
1593-1603, doi:10.1038/sj.gt.3300766.

101. Volz, A.; Sutter, G. Modified Vaccinia Virus Ankara: History, Value in Basic Research, and
Current Perspectives for Vaccine Development. Adv. Virus Res. 2017, 97, 187-243,
doi:10.1016/bs.aivir.2016.07.001.

102. Yang, H.; Wang, H.; Shivalila, C.S.; Cheng, A.W.; Shi, L.; Jaenisch, R. One-Step Generation of
Mice Carrying Reporter and Conditional Alleles by CRISPR/Cas-Mediated Genome Engineering.
Cell 2013, 154, 1370-1379, do0i:10.1016/j.cell.2013.08.022.

103.  Gurumurthy, C.B.; O’Brien, A.R.; Quadros, R.M.; Adames, J.; Alcaide, P.; Ayabe, S.; Ballard, J.;
Batra, S.K.; Beauchamp, M.-C.; Becker, K.A.; et al. Reproducibility of CRISPR-Cas9 Methods for
Generation of Conditional Mouse Alleles: A Multi-Center Evaluation. Genome Biol. 2019, 20,
171, doi:10.1186/s13059-019-1776-2.

104.  Herweijer, H.; Wolff, J.A. Progress and Prospects: Naked DNA Gene Transfer and Therapy.
Gene Ther. 2003, 10, 453-458, doi:10.1038/sj.gt.3301983.

105. Teissie, J.; Golzio, M.; Rols, M.P. Mechanisms of Cell Membrane Electropermeabilization: A
Minireview of Our Present (Lack of ?) Knowledge. Biochim. Biophys. Acta 2005, 1724, 270-280,
doi:10.1016/j.bbagen.2005.05.006.

106. Mellott, A.J.; Forrest, M.L.; Detamore, M.S. Physical Non-Viral Gene Delivery Methods for
Tissue Engineering. Ann. Biomed. Eng. 2013, 41, 446-468, d0i:10.1007/s10439-012-0678-1.

107.  Heller, L.C.; Heller, R. In Vivo Electroporation for Gene Therapy. Hum. Gene Ther. 2006, 17,
890-897, doi:10.1089/hum.2006.17.890.

108. Stevenson, D.J.; Gunn-Moore, F.J.; Campbell, P.; Dholakia, K. Single Cell Optical Transfec-
tion. J. R. Soc. Interface 2010, 7, 863—871, doi:10.1098/rsif.2009.0463.

127



109. Olmedo, V. Efecto Venturi.

110.  Sharei, A.; Zoldan, J.; Adamo, A.; Sim, W.Y.; Cho, N.; Jackson, E.; Mao, S.; Schneider, S.; Han,
M.-J.; Lytton-Jean, A.; et al. A Vector-Free Microfluidic Platform for Intracellular Delivery. Proc.
Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2013, 110, 2082—-2087, doi:10.1073/pnas.1218705110.

111. Movahed, S.; Li, D. Microfluidics Cell Electroporation. Microfluid. Nanofluidics 2010, 10,
703-734.

112.  Krasovitski, B.; Frenkel, V.; Shoham, S.; Kimmel, E. Intramembrane Cavitation as a Unifying
Mechanism for Ultrasound-Induced Bioeffects. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2011, 108, 3258—
3263, doi:10.1073/pnas.1015771108.

113.  Unger, E.C.; Hersh, E.; Vannan, M.; Matsunaga, T.O.; McCreery, T. Local Drug and Gene De-
livery  through  Microbubbles.  Prog. Cardiovasc. Dis. 2001, 44, 45-54,
doi:10.1053/pcad.2001.26443.

114. Gantenbein, B.; Tang, S.; Guerrero, J.; Higuita-Castro, N.; Salazar-Puerta, A.l.; Croft, A.S.;
Gazdhar, A.; Purmessur, D. Non-Viral Gene Delivery Methods for Bone and Joints. Front. Bio-
eng. Biotechnol. 2020, 8, 598466, doi:10.3389/fbioe.2020.598466.

115.  Yin, H.; Kanasty, R.L.; Eltoukhy, A.A.; Vegas, A.J.; Dorkin, J.R.; Anderson, D.G. Non-Viral Vec-
tors for Gene-Based Therapy. Nat. Rev. Genet. 2014, 15, 541-555, doi:10.1038/nrg3763.

116.  Storrie, H.; Mooney, D.J. Sustained Delivery of Plasmid DNA from Polymeric Scaffolds for
Tissue Engineering. Adv. Drug Deliv. Rev. 2006, 58, 500-514, doi:10.1016/j.addr.2006.03.004.

117. Mousazadeh, H.; Pilehvar-Soltanahmadi, Y.; Dadashpour, M.; Zarghami, N. Cyclodextrin Ba-
sed Natural Nanostructured Carbohydrate Polymers as Effective Non-Viral SiRNA Delivery Sys-
tems for Cancer Gene Therapy. J. Control. Release Off. J. Control. Release Soc. 2021, 330, 1046—
1070, doi:10.1016/j.jconrel.2020.11.011.

118.  Hussain, Z.; Khan, S.; Imran, M.; Sohail, M.; Shah, S.W.A.; de Matas, M. PEGylation: A Pro-
mising Strategy to Overcome Challenges to Cancer-Targeted Nanomedicines: A Review of Cha-
llenges to Clinical Transition and Promising Resolution. Drug Deliv. Transl. Res. 2019, 9, 721—
734, doi:10.1007/s13346-019-00631-4.

119. Shukla, R.; Bansal, V.; Chaudhary, M.; Basu, A.; Bhonde, R.R.; Sastry, M. Biocompatibility of
Gold Nanoparticles and Their Endocytotic Fate inside the Cellular Compartment: A Microscopic
Overview. Langmuir ACS J. Surf. Colloids 2005, 21, 10644-10654, d0i:10.1021/1a0513712.

120. Dai, X.; Zhao, X.; Liu, Y.; Chen, B.; Ding, X.; Zhao, N.; Xu, F.-J. Controlled Synthesis and Surface
Engineering of Janus Chitosan-Gold Nanoparticles for Photoacoustic Imaging-Guided Synergis-
tic Gene/Photothermal Therapy. Small Weinh. Bergstr. Ger. 2021, 17, e2006004,
d0i:10.1002/smll.202006004.

121.  Mehier-Humbert, S.; Guy, R.H. Physical Methods for Gene Transfer: Improving the Kinetics
of Gene Delivery into Cells. Adv. Drug Deliv. Rev. 2005, 57, 733-753,
doi:10.1016/j.addr.2004.12.007.

122.  Cui, Y.; Li, X.; Zeljic, K.; Shan, S.; Qiu, Z.; Wang, Z. Effect of PEGylated Magnetic PLGA-PEI
Nanoparticles on Primary Hippocampal Neurons: Reduced Nanoneurotoxicity and Enhanced
Transfection Efficiency with Magnetofection. ACS Appl. Mater. Interfaces 2019, 11, 38190—
38204, doi:10.1021/acsami.9b15014.

123.  Zuvin, M.; Kuruoglu, E.; Kaya, V.0.; Unal, O.; Kutlu, O.; Yagci Acar, H.; Gozuacik, D.; Kosar,
A. Magnetofection of Green Fluorescent Protein Encoding DNA-Bearing Polyethyleneimine-
Coated Superparamagnetic lron Oxide Nanoparticles to Human Breast Cancer Cells. ACS Omega
2019, 4, 1236612374, doi:10.1021/acsomega.9b01000.

128



124. Wang, X.; Zhou, L.; Ma, Y.; Li, X.; Gu, H. Control of Aggregate Size of Polyethyleneimine-
Coated Magnetic Nanoparticles for Magnetofection. Nano Res. 2009, 2, 365-372,
d0i:10.1007/s12274-009-9035-6.

125. Graham, F.L.; van der Eb, A.J. A New Technique for the Assay of Infectivity of Human Ade-
novirus 5 DNA. Virology 1973, 52, 456-467, doi:10.1016/0042-6822(73)90341-3.

126.  Fu, H.; Hu, Y.; McNelis, T.; Hollinger, J.O. A Calcium Phosphate-Based Gene Delivery System.
J. Biomed. Mater. Res. A 2005, 74A, 40—48, doi:10.1002/jbm.a.30267.

127. Henderson, J. Natural History, Volume II: Books 3-7; ISBN 978-0-674-99388-4.

128. Lane, N. The Unseen World: Reflections on Leeuwenhoek (1677) ‘Concerning Little Ani-
mals.” Philos. Trans. R. Soc. B Biol. Sci. 2015, 370, 20140344, doi:10.1098/rstb.2014.0344.

129. Lipid Bilayer | Learn Science at Scitable.

130. Gorter, E.; Grendel, F. ON BIMOLECULAR LAYERS OF LIPOIDS ON THE CHROMOCYTES OF
THE BLOOD. J. Exp. Med. 1925, 41, 439-443, doi:10.1084/jem.41.4.439.

131. Bangham, A.D.; Horne, R.W. NEGATIVE STAINING OF PHOSPHOLIPIDS AND THEIR STRUC-
TURAL MODIFICATION BY SURFACE-ACTIVE AGENTS AS OBSERVED IN THE ELECTRON MICROS-
COPE. J. Mol. Biol. 1964, 8, 660-668, doi:10.1016/s0022-2836(64)80115-7.

132. Sessa, G.; Weissmann, G. Phospholipid Spherules (Liposomes) as a Model for Biological
Membranes. J. Lipid Res. 1968, 9, 310-318.

133. Ladygina, G.A.; Tentsova, A.l.; Zizina, O.S. [Use of liposomes for the directed delivery of
drugs to organs and tissues]. Farmatsiia 1978, 27, 52-57.

134. Huang, H.; Zhang, C.; Yang, S.; Xiao, W.; Zheng, Q.; Song, X. The Investigation of MRNA Vac-
cines Formulated in Liposomes Administrated in Multiple Routes against SARS-CoV-2. J. Con-
trol. Release Off. J. Control. Release Soc. 2021, 335, 449-456, doi:10.1016/j.jcon-
rel.2021.05.024.

135.  Prasad, A.; Nair, R.; Bhatavdekar, O.; Howe, A.; Salerno, D.; Sempkowski, M.; Josefsson, A.;
Pacheco-Torres, J.; Bhujwalla, Z.M.; Gabrielson, K.L.; et al. Transport-Driven Engineering of Li-
posomes for Delivery of a-Particle Radiotherapy to Solid Tumors: Effect on Inhibition of Tumor
Progression and Onset Delay of Spontaneous Metastases. Eur. J. Nucl. Med. Mol. Imaging 2021,
d0i:10.1007/s00259-021-05406-z.

136.  Frankel, A.D.; Pabo, C.O. Cellular Uptake of the Tat Protein from Human Immunodeficiency
Virus. Cell 1988, 55, 1189-1193, doi:10.1016/0092-8674(88)90263-2.

137.  Jeyapaul, J.; Reddy, M.R.; Khan, S.A. Activity of Synthetic Tat Peptides in Human Immuno-
deficiency Virus Type 1 Long Terminal Repeat-Promoted Transcription in a Cell-Free System.
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 1990, 87, 7030-7034, doi:10.1073/pnas.87.18.7030.

138.  Vives, E.; Brodin, P.; Lebleu, B. A Truncated HIV-1 Tat Protein Basic Domain Rapidly Trans-
locates through the Plasma Membrane and Accumulates in the Cell Nucleus. J. Biol. Chem.
1997, 272, 16010-16017, doi:10.1074/jbc.272.25.16010.

139. Derossi, D.; Joliot, A.H.; Chassaing, G.; Prochiantz, A. The Third Helix of the Antennapedia
Homeodomain Translocates through Biological Membranes. J. Biol. Chem. 1994, 269, 10444—
10450.

140. Johnson, J.R.; Kocher, B.; Barnett, E.M.; Marasa, J.; Piwnica-Worms, D. Caspase-Activated
Cell-Penetrating Peptides Reveal Temporal Coupling between Endosomal Release and Apopto-
sis in an RGC-5 Cell Model. Bioconjug. Chem. 2012, 23, 1783-1793, doi:10.1021/bc300036z.

141.  Delcroix, M.; Riley, L.W. Cell-Penetrating Peptides for Antiviral Drug Development. Pharm.
Basel Switz. 2010, 3, 448-470, doi:10.3390/ph3030448.

142. Lindgren, M.; Hallbrink, M.; Prochiantz, A.; Langel, U. Cell-Penetrating Peptides. Trends
Pharmacol Sci 2000, 21, 99-103.

129



143.  Milletti, F. Cell-Penetrating Peptides: Classes, Origin, and Current Landscape. Drug Discov.
Today 2012, 17, 850-860, doi:10.1016/j.drudis.2012.03.002.

144. Thimann, K.V. The Precipitation of the Basic Amino-Acids of Proteins with Phosphotungstic
Acid. Biochem. J. 1930, 24, 368—378, doi:10.1042/bj0240368.

145. Tinnemann, G.; Martin, R.M.; Haupt, S.; Patsch, C.; Edenhofer, F.; Cardoso, M.C. Cargo-
Dependent Mode of Uptake and Bioavailability of TAT-Containing Proteins and Peptides in Li-
ving Cells. FASEB J. Off. Publ. Fed. Am. Soc. Exp. Biol. 2006, 20, 1775-1784, doi:10.1096/fj.05-
5523com.

146. Tinnemann, G.; Ter-Avetisyan, G.; Martin, R.M.; Stockl, M.; Herrmann, A.; Cardoso, M.C.
Live-Cell Analysis of Cell Penetration Ability and Toxicity of Oligo-Arginines. J. Pept. Sci. Off.
Publ. Eur. Pept. Soc. 2008, 14, 469—476, doi:10.1002/psc.968.

147.  Prochiantz, A. Getting Hydrophilic Compounds into Cells: Lessons from Homeopeptides.
Curr. Opin. Neurobiol. 1996, 6, 629—634, doi:10.1016/s0959-4388(96)80095-x.

148.  Mueller, J.; Kretzschmar, I.; Volkmer, R.; Boisguerin, P. Comparison of Cellular Uptake Using
22 CPPs in 4 Different Cell Lines. Bioconjug. Chem. 2008, 19, 2363-2374,
doi:10.1021/bc800194e.

149. Yin, J.; Meng, X.; Zhang, S.; Zhang, D.; Wang, L.; Liu, C. The Effect of a Nuclear Localization
Sequence on Transfection Efficacy of Genes Delivered by Cobalt(Il)-Polybenzimidazole Comple-
xes. Biomaterials 2012, 33, 7884—7894, doi:10.1016/j.biomaterials.2012.07.017.

150. Fernandez-Carneado, J.; Kogan, M.J.; Pujals, S.; Giralt, E. Amphipathic Peptides and Drug
Delivery. Biopolymers 2004, 76, 196203, doi:10.1002/bip.10585.

151. Deshayes, S.; Plénat, T.; Aldrian-Herrada, G.; Divita, G.; Le Grimellec, C.; Heitz, F. Primary
Amphipathic Cell-Penetrating Peptides: Structural Requirements and Interactions with Model
Membranes. Biochemistry 2004, 43, 7698—7706, doi:10.1021/bi049298m.

152.  Magzoub, M.; Eriksson, L.E.G.; Graslund, A. Conformational States of the Cell-Penetrating
Peptide Penetratin When Interacting with Phospholipid Vesicles: Effects of Surface Charge and
Peptide Concentration. Biochim. Biophys. Acta 2002, 1563, 53-63, do0i:10.1016/s0005-
2736(02)00373-5.

153.  Pujals, S.; Giralt, E. Proline-Rich, Amphipathic Cell-Penetrating Peptides. Adv. Drug Deliv.
Rev. 2008, 60, 473—-484, doi:10.1016/j.addr.2007.09.012.

154.  Volkenstein, M.V. Coding of Polar and Non-Polar Amino-Acids. Nature 1965, 207, 294—-295,
doi:10.1038/207294a0.

155.  Pujals, S.; Fernandez-Carneado, J.; Ldpez-Iglesias, C.; Kogan, M.J.; Giralt, E. Mechanistic As-
pects of CPP-Mediated Intracellular Drug Delivery: Relevance of CPP Self-Assembly. Biochim.
Biophys. Acta 2006, 1758, 264-279, do0i:10.1016/j.bbamem.2006.01.006.

156.  Sahni, A.; Qian, Z.; Pei, D. Cell-Penetrating Peptides Escape the Endosome by Inducing Ve-
sicle Budding and Collapse. ACS Chem. Biol. 2020, 15, 2485-2492, do0i:10.1021/acschem-
bio.0c00478.

157. Yamada, E. The Fine Structure of the Renal Glomerulus of the Mouse. J. Biophys. Biochem.
Cytol. 1955, 1, 551-566, doi:10.1083/jcb.1.6.551.

158. Tagawa, A.; Mezzacasa, A.; Hayer, A.; Longatti, A.; Pelkmans, L.; Helenius, A. Assembly and
Trafficking of Caveolar Domains in the Cell: Caveolae as Stable, Cargo-Triggered, Vesicular
Transporters. J. Cell Biol. 2005, 170, 769-779, doi:10.1083/jcb.200506103.

159.  Saalik, P.; Padari, K.; Niinep, A.; Lorents, A.; Hansen, M.; Jokitalo, E.; Langel, U.; Pooga, M.
Protein Delivery with Transportans Is Mediated by Caveolae Rather than Flotillin-Dependent
Pathways. Bioconjug. Chem. 2009, 20, 877-887, doi:10.1021/bc800416f.

130



160. Pearse, B.M. Clathrin: A Unique Protein Associated with Intracellular Transfer of Membrane
by Coated Vesicles. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 1976, 73, 1255-1259,
doi:10.1073/pnas.73.4.1255.

161. Giangreco, G.; Malabarba, M.G.; Sigismund, S. Specialised Endocytic Proteins Regulate Di-
verse Internalisation Mechanisms and Signalling Outputs in Physiology and Cancer. Biol. Cell
2021, 113, 165-182, doi:10.1111/boc.202000129.

162.  Xiang, S.; Tong, H.; Shi, Q.; Fernandes, J.C.; Jin, T.; Dai, K.; Zhang, X. Uptake Mechanisms of
Non-Viral Gene Delivery. J. Control. Release Off. J. Control. Release Soc. 2012, 158, 371-378,
doi:10.1016/j.jconrel.2011.09.093.

163.  Ruseska, I.; Zimmer, A. Internalization Mechanisms of Cell-Penetrating Peptides. Beilstein J.
Nanotechnol. 2020, 11, 101-123, doi:10.3762/bjnano.11.10.

164. Wadia, J.S.; Stan, R.V.; Dowdy, S.F. Transducible TAT-HA Fusogenic Peptide Enhances Es-
cape of TAT-Fusion Proteins after Lipid Raft Macropinocytosis. Nat. Med. 2004, 10, 310-315,
doi:10.1038/nm996.

165. Lin, X.P.; Mintern, J.D.; Gleeson, P.A. Macropinocytosis in Different Cell Types: Similarities
and Differences. Membranes 2020, 10, doi:10.3390/membranes10080177.

166. i, Y.-X.; Pang, H.-B. Macropinocytosis as a Cell Entry Route for Peptide-Functionalized and
Bystander Nanoparticles. J. Control. Release Off. J. Control. Release Soc. 2021, 329, 1222-1230,
doi:10.1016/j.jconrel.2020.10.049.

167.  Kirkham, M.; Parton, R.G. Clathrin-Independent Endocytosis: New Insights into Caveolae
and Non-Caveolar Lipid Raft Carriers. Biochim. Biophys. Acta 2005, 1746, 349-363,
doi:10.1016/j.bbamcr.2005.11.007.

168. Taylor, B.N.; Mehta, R.R.; Yamada, T.; Lekmine, F.; Christov, K.; Chakrabarty, A.M.; Green,
A.; Bratescu, L.; Shilkaitis, A.; Beattie, C.W.; et al. Noncationic Peptides Obtained from Azurin
Preferentially Enter Cancer Cells. Cancer Res. 2009, 69, 537-546, doi:10.1158/0008-5472.CAN-
08-2932.

169. Shen, W.C.; Ryser, H.J. Conjugation of Poly-L-Lysine to Albumin and Horseradish Peroxidase:
A Novel Method of Enhancing the Cellular Uptake of Proteins. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A.
1978, 75, 1872-1876, doi:10.1073/pnas.75.4.1872.

170.  Ryser, H.J.; Shen, W.C. Conjugation of Methotrexate to Poly(L-Lysine) Increases Drug Trans-
port and Overcomes Drug Resistance in Cultured Cells. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 1978, 75,
3867—-3870, doi:10.1073/pnas.75.8.3867.

171. Wu, G.Y.; Wu, C.H. Receptor-Mediated in Vitro Gene Transformation by a Soluble DNA Ca-
rrier System. J. Biol. Chem. 1987, 262, 4429-4432.

172.  Leonetti, J.P.; Degols, G.; Lebleu, B. Biological Activity of Oligonucleotide-Poly(L-Lysine)
Conjugates: Mechanism of Cell Uptake. Bioconjug. Chem. 1990, 1, 149-153,
doi:10.1021/bc00002a010.

173.  Wagner, E.; Cotten, M.; Mechtler, K.; Kirlappos, H.; Birnstiel, M.L. DNA-Binding Transferrin
Conjugates as Functional Gene-Delivery Agents: Synthesis by Linkage of Polylysine or Ethidium
Homodimer to the Transferrin Carbohydrate Moiety. Bioconjug. Chem. 1991, 2, 226-231,
doi:10.1021/bc00010a006.

174. Mulders, P.; Pang, S.; Dannull, J.; Kaboo, R.; Hinkel, A.; Michel, K.; Tso, C.L.; Roth, M.; Bell-
degrun, A. Highly Efficient and Consistent Gene Transfer into Dendritic Cells Utilizing a Combi-
nation of Ultraviolet-Irradiated Adenovirus and Poly(L-Lysine) Conjugates. Cancer Res. 1998,
58, 956-961.

175. Laurent, N.; Wattiaux-De Coninck, S.; Mihaylova, E.; Leontieva, E.; Warnier-Pirotte, M.T.;
Wattiaux, R.; Jadot, M. Uptake by Rat Liver and Intracellular Fate of Plasmid DNA Complexed

131



with Poly-L-Lysine or Poly-D-Lysine. FEBS Lett. 1999, 443, 61-65, do0i:10.1016/s0014-
5793(98)01677-9.

176.  Barrett, L.B.; Logan, A.; Berry, M.; Ying, W.; Gonzalez, A.M.; Baird, A.; Seymour, L.W. Tar-
geted Transfection of Neuronal Cells Using a Poly(D-Lysine)-Cholera-Toxin b Chain Conjugate.
Biochem. Soc. Trans. 1999, 27, 851-857, doi:10.1042/bst0270851.

177. Kim, T.-G.; Kang, S.-Y.; Kang, J.-H.; Cho, M.-Y.; Kim, J.-I.; Kim, S.-H.; Kim, J.-S. Gene Transfer
into Human Hepatoma Cells by Receptor-Associated Protein/Polylysine Conjugates. Bioconjug.
Chem. 2004, 15, 326-332, d0i:10.1021/bc0340262.

178.  Barrett, L.B.; Berry, M.; Ying, W.-B.; Hodgkin, M.N.; Seymour, L.W.; Gonzalez, A.-M.; Read,
M.L.; Baird, A.; Logan, A. CTb Targeted Non-Viral CDNA Delivery Enhances Transgene Expres-
sion in Neurons. J. Gene Med. 2004, 6, 429-438, doi:10.1002/jgm.524.

179. Konstan, M.W.; Davis, P.B.; Wagener, J.S.; Hilliard, K.A.; Stern, R.C.; Milgram, LJ.H.; Ko-
walczyk, T.H.; Hyatt, S.L.; Fink, T.L.; Gedeon, C.R.; et al. Compacted DNA Nanoparticles Admi-
nistered to the Nasal Mucosa of Cystic Fibrosis Subjects Are Safe and Demonstrate Partial to
Complete Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator Reconstitution. Hum. Gene Ther. 2004, 15,
1255-1269, doi:10.1089/hum.2004.15.1255.

180. Lee, S.-A.; Kim, B.-R.; Kim, B.-K.; Kim, D.-W.; Shon, W.-J.; Lee, N.-R.; Inn, K.-S.; Kim, B.-J. Heat
Shock Protein-Mediated Cell Penetration and Cytosolic Delivery of Macromolecules by a Telo-
merase-Derived Peptide Vaccine. Biomaterials 2013, 34, 7495-7505, doi:10.1016/j.biomate-
rials.2013.06.015.

181.  Hall, A.; Wu, L.-P.; Parhamifar, L.; Moghimi, S.M. Differential Modulation of Cellular Bio-
energetics by Poly(L-Lysine)s of Different Molecular Weights. Biomacromolecules 2015, 16,
2119-2126, doi:10.1021/acs.biomac.5b00533.

182.  Hall, A.; Moghimi, S.M. Determination of Polycation-Mediated Perturbation of Mitochon-
drial Respiration in Intact Cells by High-Resolution Respirometry (Oxygraph-2k, OROBOROS).
Methods Mol. Biol. Clifton NJ 2019, 1943, 313—-322, doi:10.1007/978-1-4939-9092-4_20.

183.  Hall, A.; Maynard, S.; Wu, L.-P.; Merchut-Maya, J.M.; Strauss, R.; Moghimi, S.M.; Bartek, J.
Perturbation of Mitochondrial Bioenergetics by Polycations Counteracts Resistance to
BRAFEG600 Inhibition in Melanoma Cells. J. Control. Release Off. J. Control. Release Soc. 2019,
309, 158-172, doi:10.1016/j.jconrel.2019.07.032.

184. Ullah, I.; Zhao, J.; Rukh, S.; Muhammad, K.; Guo, J.; Ren, X.-K.; Xia, S.; Zhang, W.; Feng, Y. A
PEG-b-Poly(Disulfide-I-Lysine) Based Redox-Responsive Cationic Polymer for Efficient Gene
Transfection. J. Mater. Chem. B 2019, 7, 1893-1905, d0i:10.1039/c8tb03226b.

185.  Stani¢, V.; Arntz, Y.; Richard, D.; Affolter, C.; Nguyen, |.; Crucifix, C.; Schultz, P.; Baehr, C.;
Frisch, B.; Ogier, J. Filamentous Condensation of DNA Induced by Pegylated Poly-L-Lysine and
Transfection Efficiency. Biomacromolecules 2008, 9, 2048—2055, doi:10.1021/bm800287z.

186. Luhmann, T.; Rimann, M.; Bittermann, A.G.; Hall, H. Cellular Uptake and Intracellular
Pathways of PLL-g-PEG-DNA Nanoparticles. Bioconjug. Chem. 2008, 19, 1907-1916,
d0i:10.1021/bc800206r.

187. Kuang, Y.; An, S.; Guo, Y.; Huang, S.; Shao, K.; Liu, Y.; Li, J.; Ma, H.; Jiang, C. T7 Peptide-
Functionalized Nanoparticles Utilizing RNA Interference for Glioma Dual Targeting. Int. J.
Pharm. 2013, 454, 11-20, doi:10.1016/j.ijpharm.2013.07.019.

188. Nakamura, T.; Ono, K.; Suzuki, Y.; Moriguchi, R.; Kogure, K.; Harashima, H. Octaarginine-
Modified Liposomes Enhance Cross-Presentation by Promoting the C-Terminal Trimming of An-
tigen Peptide. Mol. Pharm. 2014, 11, 2787-2795, d0i:10.1021/mp500147y.

189. Zhao, B.; Zhou, Z.; Shen, Y. Effects of Chirality on Gene Delivery Efficiency of Polylysine. Chin.
J. Polym. Sci. 2016, 34, 94-103, d0i:10.1007/s10118-016-1735-2.

132



190. Foecking, M.K.; Hofstetter, H. Powerful and Versatile Enhancer-Promoter Unit for Mamma-
lian Expression Vectors. Gene 1986, 45, 101-105, doi:10.1016/0378-1119(86)90137-X.

191.  SH-SY5Y Available online: https://www.culturecollections.org.uk/products/celllines/gene-
ralcell/detail.jsp?refld=94030304&collection=ecacc_gc (accessed on 6 September 2022).

192. Hela. In Hela; Culture Collections.

193. 3T3 Available online: https://www.culturecollections.org.uk/products/celllines/general-
cell/detail.jsp?refld=89022402&collection=ecacc_gc (accessed on 6 September 2022).

194. Sokolova, V.; Rojas-Sanchez, L.; Biatas, N.; Schulze, N.; Epple, M. Calcium Phosphate Nano-
particle-Mediated Transfection in 2D and 3D Mono- and Co-Culture Cell Models. Acta Bioma-
ter. 2019, 84, 391-401, doi:10.1016/j.actbio.2018.11.051.

195. Teves, S.S.; An, L.; Hansen, A.S.; Xie, L.; Darzacq, X.; Tjian, R. A Dynamic Mode of Mitotic
Bookmarking by Transcription Factors. eLife 5, €22280, doi:10.7554/eLife.22280.

196. Amand, H.L.; Nordén, B.; Fant, K. Functionalization with C-Terminal Cysteine Enhances
Transfection Efficiency of Cell-Penetrating Peptides through Dimer Formation. Biochem. Biop-
hys. Res. Commun. 2012, 418, 469—-474, doi:10.1016/j.bbrc.2012.01.041.

197. Liang, W.; Gong, H.; Yin, D.; Lu, S.; Fu, Q. High-Molecular-Weight Polyethyleneimine Con-
juncted Pluronic for Gene Transfer Agents. Chem. Pharm. Bull. (Tokyo) 2011, 59, 1094-1101,
doi:10.1248/cpb.59.1094.

198. Sgrensen, S.J.; Sgrensen, A.H.; Hansen, L.H.; Oregaard, G.; Veal, D. Direct Detection and
Quantification of Horizontal Gene Transfer by Using Flow Cytometry and Gfp as a Reporter
Gene. Curr. Microbiol. 2003, 47, 129-133, doi:10.1007/s00284-002-3978-0.

199.  Fujii, N.; Saito, T. Homochirality and Life. Chem. Rec. 2004, 4, 267-278,
doi:10.1002/tcr.20020.

200.  Fujii, N. D-Amino Acids in Living Higher Organisms. Orig. Life Evol. Biosphere J. Int. Soc. Study
Orig. Life 2002.

201.  Panahi, Y.; Farshbaf, M.; Mohammadhosseini, M.; Mirahadi, M.; Khalilov, R.; Saghfi, S.;
Akbarzadeh, A. Recent Advances on Liposomal Nanoparticles: Synthesis, Characterization and
Biomedical Applications. Artif. Cells Nanomedicine Biotechnol. 2017, 45, 788-799,
doi:10.1080/21691401.2017.1282496.

202.  Sokolova, V.; Rojas-Sanchez, L.; Biatas, N.; Schulze, N.; Epple, M. Calcium Phosphate Nano-
particle-Mediated Transfection in 2D and 3D Mono- and Co-Culture Cell Models. Acta Bioma-
ter. 2019, 84, 391-401, doi:10.1016/j.actbio.2018.11.051.

203.  Kalafatovic, D.; Giralt, E. Cell-Penetrating Peptides: Design Strategies beyond Primary Struc-
ture and Amphipathicity. Mol. Basel Switz. 2017, 22, doi:10.3390/molecules22111929.

204.  Kardani, K.; Bolhassani, A. Cppsite 2.0: An Available Database of Experimentally Validated
Cell-Penetrating Peptides Predicting Their Secondary and Tertiary Structures. J. Mol. Biol. 2021,
433, 166703, d0i:10.1016/j.jmb.2020.11.002.

205.  Agrawal, P.; Bhalla, S.; Usmani, S.S.; Singh, S.; Chaudhary, K.; Raghava, G.P.S.; Gautam, A.
CPPsite 2.0: A Repository of Experimentally Validated Cell-Penetrating Peptides. Nucleic Acids
Res. 2016, 44, D1098-1103, doi:10.1093/nar/gkv1266.

206.  Zagorovsky, K.; Chou, L.Y.T.; Chan, W.C.W. Controlling DNA-Nanoparticle Serum Interacti-
ons. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2016, 113, 13600-13605, doi:10.1073/pnas.1610028113.
207.  Louis, C.U.; Shohet, J.M. Neuroblastoma: Molecular Pathogenesis and Therapy. Annu. Rev.

Med. 2015, 66, 49-63, doi:10.1146/annurev-med-011514-023121.

208.  Kumar, M.D.; Dravid, A.; Kumar, A.; Sen, D. Gene Therapy as a Potential Tool for Treating

Neuroblastoma—a Focused Review. Cancer Gene Ther. 2016, 23, 115-124.

133



209. Martin-Montafiez, E.; Lopez-Téllez, J.F.; Acevedo, M.J.; Pavia, J.; Khan, Z.U. Efficiency of
Gene Transfection Reagents in NG108-15, SH-SY5Y and CHO-K1 Cell Lines. Methods Find. Exp.
Clin. Pharmacol. 2010, 32, 291-297, doi:10.1358/mf.2010.32.5.1498327.

210.  Futaki, S.; Suzuki, T.; Ohashi, W.; Yagami, T.; Tanaka, S.; Ueda, K.; Sugiura, Y. Arginine-Rich
Peptides. An Abundant Source of Membrane-Permeable Peptides Having Potential as Carriers
for Intracellular Protein Delivery. J. Biol. Chem. 2001, 276, 5836-5840,
doi:10.1074/jbc.M007540200.

211.  Suzuki, T.; Futaki, S.; Niwa, M.; Tanaka, S.; Ueda, K.; Sugiura, Y. Possible Existence of Com-
mon Internalization Mechanisms among Arginine-Rich Peptides. J. Biol. Chem. 2002, 277,
2437-2443, doi:10.1074/jbc.M110017200.

212.  Kim, Y.H.; Baek, N.S.; Han, Y.H.; Chung, M.-A_; Jung, S.-D. Enhancement of Neuronal Cell
Adhesion by Covalent Binding of Poly-D-Lysine. J. Neurosci. Methods 2011, 202, 38-44,
doi:10.1016/j.jneumeth.2011.08.036.

213.  Zhou, X.H.; Klibanov, A.L.; Huang, L. Lipophilic Polylysines Mediate Efficient DNA Transfec-
tion in Mammalian Cells. Biochim. Biophys. Acta 1991, 1065, 8-14, doi:10.1016/0005-
2736(91)90003-q.

214. van de Wetering, P.; Schuurmans-Nieuwenbroek, N.M.; Hennink, W.E.; Storm, G. Compa-
rative Transfection Studies of Human Ovarian Carcinoma Cells in Vitro, Ex Vivo and in Vivo with
Poly(2-(Dimethylamino)Ethyl Methacrylate)-Based Polyplexes. J. Gene Med. 1999, 1, 156-165,
doi:10.1002/(SIC1)1521-2254(199905/06)1:3<156::AID-JIGM29>3.0.CO;2-0.

215.  Mashal, M.; Attia, N.; Martinez-Navarrete, G.; Soto-Sanchez, C.; Fernandez, E.; Grijalvo, S.;
Eritja, R.; Puras, G.; Pedraz, J.L. Gene Delivery to the Rat Retina by Non-Viral Vectors Based on
Chloroquine-Containing Cationic Niosomes. J. Control. Release Off. J. Control. Release Soc.
2019, 304, 181-190, doi:10.1016/j.jconrel.2019.05.010.

216. Mashal, M.; Attia, N.; Puras, G.; Martinez-Navarrete, G.; Fernandez, E.; Pedraz, J.L. Retinal
Gene Delivery Enhancement by Lycopene Incorporation into Cationic Niosomes Based on
DOTMA and Polysorbate 60. J. Control. Release Off. J. Control. Release Soc. 2017, 254, 55-64,
doi:10.1016/j.jconrel.2017.03.386.

134



135



Anexo |: Publicaciones



=
@ nanomaterials ﬁvﬁ)\Py

Article

Evaluation and Optimization of Poly-D-Lysine as a Non-Na-
tural Cationic Polypeptide for Gene Transfer in Neuroblas-
toma Cells

Miguel Sanchez-Martos !, Gema Martinez-Navarrete ?, Adela Bernabeu-Zornoza ', La-
wrence Humphreys and Eduardo Fernandez 1,2,*

Citation: Sanchez-Martos, M.;
Martinez-Navarrete, G.;
Bernabeu-Zornoza, A.; Humphreys,
L.; Fernandez, E. Evaluation and
Optimization of Poly-p-Lysine as a
Non-Natural Cationic Polypeptide for
Gene Transfer in Neuroblastoma

Cells. Nanomaterials 2021, 11, 1756. https://doi.org/10.3390/ nano11071756
Academic Editor: Angelina Angelova
Received: 6 June 2021

Accepted: 29 June 2021
Published: 5 July 2021

Publisher’s Note: MDPI stays neutral with regard to jurisdictional claims in published maps and institutional affiliations.

Introduction

Gene therapy is a technique that alters gene expression to change the biological properties of cells for
therapeutic purposes [1] and has proven to be a promising tool. There are several methods to achieve this
objective, some of which include changing pathologic genes for functional genetic sequences, inactivating a
defective gene, or treating a pathological condition by inserting a new gene [1]; however, many challenges
remain [2,3]. One of the main problems is the difficulty in delivering the nucleic acids through the cell mem-
brane. The most common carriers are viral vectors [4], but some studies have demonstrated that viruses have
several limitations related to immunogenicity, the size of the nucleic acids they can transport, and the risk of
mutagenesis [5]. In this framework, there is a clear need for the development of new approaches in gene
therapy [6,7] and to look for alternative tools to viruses, known as nonviral vectors, among which are cationic
polypeptides and cationic polymers.

Cell-penetrating peptides (CPPs) are small peptides with between 7 to 30 residues of amino acid size,
which exhibit improved cellular penetration through the plasma membrane [8]. CPPs can form complexes and
carry peptides, drugs, nucleotide chains, enzymes, etc. Several CPPs have a biological origin such as the TAT
protein [9] or Antp [10] and can also be produced synthetically [11]. CPPs can be linked to other molecules
for transport through disulfide linkage, thioester linkage, or by creating chimeric proteins with other CPPs or
proteins. The noncovalent formulation involves electrostatic or hydrophobic interactions between the mole-
cule and the CPP [12].
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The mechanisms by which CPP’s penetrate through cell membranes can be by two distinct
pathways—energy-dependent internalization by endocytosis mechanism or direct translocation
through the cell membrane [8]. In addition, CPPs can be classified into three categories: peptide-
based proteins such as TAT and penetratine, chimeric peptides such as transportan, and synthetic-
based peptides such as polylysine (PLL) [13]. Moreover, CPPs can be further classified according to
their physical-chemical properties as follows: cationic peptides, which are those that are made up
of short sequences of amino acids that are mainly arginine, lysine, and histidine (TAT and PLL);
amphipathic peptides, which are those with a polar domain and a nonpolar domain (MPG); hydrop-
hobic peptides, which are formed by nonpolar residues of valine, leucine, and tryptophan [8,14].

CPPs have been used as nonviral vectors to introduce diverse compounds into cells for bio-
medical applications, such as drugs [15], proteins [16], quantum dots [17], radiolabeled antibodies
[18], and nucleic acids such as siRNA or DNA [19]. The TAT peptide was one of the first CPPs used
for gene delivery, due to its cationic nature and the abundance of arginine and lysine residues,
which have a positive charge that interacts with the negative charges of nucleic acids [20]. Until
now, more than 1700 peptide sequences of both biological or synthetic origin have been described
and classified as CPPs [21]. As nonviral vectors, CPPs have been used to treat pathologies, such as
lung diseases, with an octo—arginine conjugate to an amphiphilic region to improve DNA conden-
sation, followed by HS-GAG binding domain to enhance transduction, and finally, a polietilenglicol
chain to protect therapeutic pDNA from the action of nucleases [22]. An example of a synthetic
custom-designed CPPs are the POD “peptide for ocular delivery,” a GGG(ARKKAAKA)4 chain used
for drug delivery treatment related to eye diseases. Here, they showed that POD is capable of con-
densing siRNA and pDNA and can also pass through the cell membrane of the neural retina, photo-
receptors, ganglion cells, as well as enter in the sclera, choroids, and into the dura of the optic nerve
via topical application [23].

Poly-L-lysine (PLL) was one of the first synthetic polypeptides that were studied for its
DNA condensation capacity [24]. Its ability to transport genetic material inside certain types of
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cells was tested in vitro and in vivo [25]. However, PLL is usually joined to other proteins and synt-
hetic compounds such as polyethylenimine (PEIl) when used as a vector and unconjugated
polylysines have low transfection rates [26]. Furthermore, PLL exhibits positive electrostatic char-
ges at a high density, which can induce some side effects such as cytotoxicity and membrane dis-
ruption [27,28].

A possible alternative to PLL is to use the poly-p-lysine (PDL), a chiral form of a— polylysine,
which is widely used to improve cell adherence in neuronal cultures [29] and is relatively inexpen-
sive and commercially available. PDL has been used in transfection assays conjugated to the cholera
toxin B chain [30,31], and with the RAP protein to target human hepatoma cells [32]. Chirality and
transfection capacity of PDL in Hela cells has also been reported [33]. Moreover, its use has also
been described in the systemic delivery of a PDL—plasmid complex in vivo [31] and in clinical trials
to treat cystic fibrosis using conjugated PDL—peg [34]. In this context, PDL induces a low immune
response [35] and can be used to increase cell-type specificity [36].

Here, we assess the potential of long-term PDL application for gene transfer in SHSY5Y hu-
man neuroblastoma and compared its capacity to transfect the enhanced green fluorescent protein
plasmid (EGFP) in HeLa and 3T3 cells. Furthermore, we evaluated its stability against proteases as
its effects on cell viability. We selected neuroblastoma cells since this cancer is the most common
malignant tumor found in infancy [37,38] and has a survival rate of less than 20% [39]. Neuroblas-
toma treatments are based mainly on surgery, chemotherapy, and radiotherapy, but because of
the nature of the disease, it can metastasize into other tissues with ease [38]; therefore, recovery
rates are generally low [40]. Furthermore, frequent complications of these treatments include high
levels of drug toxicity and low specificity on the target tissue, as well as the adaptability of the
tumor cells to the drugs used, leading to what is known as refractory cancer [41]. Consequently, it
isimperative to discover alternative treatments, and gene therapy has been proposed as a potential
tool for treating this tumor [39]. We tested several DNA—PDL complexes and show that PDL has a
high transfection efficiency in the SH-SY5Y neuroblastoma cell line when compared to Hela and
3T3 cell lines. These results suggest that PDL can be used asa synthetic cell-penetrating polypeptide
for gene therapy in neuroblastoma cells [42].

2. Materials and Methods

2.1. Ethical Approval

All experimental procedures conformed to directive 2010/63/ EU of the European Parlia-
ment and Council and the RD 53/2013 Spanish regulation on the protection of animal use for
scientific purposes and approved by the Miguel Hernandez University Committee for Animal use
in Laboratory.

2.2. Plasmid/PDL Interaction Assay

The pCMS-EGFP plasmid (5500 bp) bought from Addgene (Watertown, MA, USA) was pro-
vided by the Clontech laboratory PT3268-5, and the coding for the enhanced green fluorescent
protein (EGFP) was stored at -80°. It was amplified in our facilities with E. coli bacteria and a QIAfil-
ter plasmid kit provided by Qiagen at a final concentration of 1 mg/mL. PDL solution was prepared
at 1 mg/mL 70/150 kDa (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). The cell lines SH-SY5Y, Hela,
and 3T3 (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis,

MO, USA) were placed in an Eppendorf with heat-inactivated fetal bovine serum (FBS)
(Biowest, Riverside, MO, USA) and 10% of dimethyl sulfoxide (DMSO) (Merk, Darmstadt, Germany)
and stored at -80 ° C until used.

To check for interactions between lysines and the plasmid, we incubated PDL (1 mg/mL) and EGFP
plasmid (1 mg/mL) for an hour. PDL concentrations were varied to obtain several plasmids to PDL



ratios (w/w). Interactions were analyzed by electrophoresis running the samples on an agarose gel
at a 0.8% concentration. GreenSafe (NZYTech, Lisboa, Portugal) was used as a DNA stain. The mix
was left to run for 45 min at room temperature at which point the gel was illuminated with a UV
lamp, and the images were taken with a transilluminator (Vilber Luomart, Marne-la-Vallée, France).

2.3. DNase | Protection Assay

To analyze PDL’s ability to protect the pDNA from enzymatic degradation, we carried out a
DNase | (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) protection assay. pPDNA—PDL complexes were prepa-
red at w/w ratios of 1:2, 1:4, and control naked pDNA was incubated at 37 ° C for 60 min with DNase
| (1 U/ug of DNA), 1 uL MgCl; 25 mM (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany), at which point 1 uL
EDTA 50 mM (Sigma-Aldrich, Darmstadt,Germany) was added and samples were heated at 65 °C
for 10 min to inactivates DNase I. Heparin (500 U/ug of DNA) (Hospira-Pfizer, New York, NY, USA)
was added for 1 h to release DNA from the PDL. The samples were analyzed by way of 0.8% agarose
gel electrophoresis. GreenSafe was used to dye the pDNA. The complexes were left to run for 45
min at 90 V at room temperature before the gel was exposed to a UV light, and the images were
acquired using a transilluminator (Vilber Luomart, Marne-la-Vallée, France).

2.4. Elaboration of DNA—Poly-p-Lysine Complex

The DNA—-PDL complexes were made by mixing EGFP plasmid with different volumes of PDL
to obtain different plasmid/PDL ratios ranging from 1:0.12 to 1:4. For the positive control, we used
a mix of DNA/Lipofectamine (1:1) (Thermofisher, Darmstadt, Germany) whereas for negative con-
trols we used the naked plasmid. All compound mixtures were prepared at a final volume of 100 pL
mixed with distilled water and were incubated at room temperature for 30 min to allow the inter-
action between the plasmid and PDL.

2.5. MTT Assay

Mitochondrial respiration was used as an indicator of cell viability because of its ability to
convert Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT) (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) into for-
mazan. Culture cell viability was performed using the MTT assay in 96-well plates. SH-SY5Y, Hela,
and 3T3 cells were seeded at 2 x 10 cells per well in 100 pL of culture medium and grown for 48 h
at 5% COzand 37 - Croom temperature. After this time, we carried out the first treatment with our
1:2 or 1:4 plasmid/PDL (80 ng of pDNA per well) mixture and left it in the culture medium for 48 h.
We then replaced the entire culture medium and added fresh plasmid/PDL mixture and repeated
the same process twice more every 48 h. Thus, cells were incubated in either the plasmid/PDL mix-
ture ratio of 1:2 or 1:4 for either 48, 96, or 144 h for comparative testing. All cells irrespective of
treatment duration were left to grow for 9 days at which point they were analyzed. Culture medium
was completely exchanged with fresh culture medium with the addition of MTT at 1 mg/mL con-
centration and was left to incubate for 4 h. The culture medium was then removed, and 100 pL/well
of dimethyl sulfoxide DMSO (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) was added to dissolve formazan
crystals. Absorbance was measured at 595 nm in a microplate reader. Comparisons were perfor-
med using untreated cells as the control and normalized to 100% viability as the reference.

2.6. Assays In Vitro of SH-SY5Y Cells

The SH-SY5Y human neuroblastoma, Hela, and 3T3 cell lines were seeded on 24-well plates
with a 12 mm diameter coverslip, which was pretreated with PDL (0.0125 mg/mL) and laminin
(0.0083 mg/mL) (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) at a concentration of 1 x 10° per well in 500
pL of culture medium and left to grow in an incubator (37 °C and 5% CO,) for 72 h. Cells were then
treated with varying plasmid/PDL ratios for a duration of different times, as previously described
above (400 ng of pDNA per well). This is depicted in Table 1. Control cells were transfected with



EGFP/lipofectamine two days after seeding for a total of 144 h with medium and EGFP/lipofecta-
mine (1:1) replenished every 48 h.

Table 1. Preparation of 24-well plates. The numbers 1, 2, 3, and 4 are the columns in plates, and A, B, and C are the
rows in the plate. Cells were fixed on the ninth day. X denotes a treatment, (-) denotes only a change in medium.

1 2 3 4

Time Ratio 1:2 Ratio 1:4 C+ C-

A X X X -

3rd day (48 h) B X X X -
C X X X -

A - - - -

5th day (96 h) B X X X -
C X X X -

A - - - -

7th day (144 h) B - - - -
C X X X -

Cells were then fixed with 500 uL of paraformaldehyde (PFA) 4% (v/p) (SigmaAldrich,
Darmstadt, Germany) for 5 min in the same plate in which the cells were cultured. PFA was remo-
ved and another 500 uL of PFA 4% was added again for 15 min at which point it was removed and
cells were washed, once with 500 uL phosphate buffer solution (PBS) (Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Germany) and 1 puL Hoechst (1 ug/uL) per well for 5 min and washed twice more with PBS and kept
at4 -C.

2.7. Cell Count Assay

Samples were analyzed on a fluorescence microscope with a 488 nm filter for EGFP ex-
pression in transfected cells and a 358 nm filter for Hoechst-stained nuclei. Images were captured
with a Zeiss Apotome 2.0 fluorescent microscope with a 20x objective. In total, 10 areas were ran-
domly selected, each containing a minimum of 500 nuclei. Cells were manually counted in a blind
manner.

2.8. Flow Cytometer Assay

In a 24-well plate previously treated with PDL (0.0125 mg/mL) and laminin (0.0083 mg/mL),
1 x 103 cells were seeded directly over the well using the same protocol and the transfection process
that was described in the previous section. On the ninth day after the seeding, cells were washed
with PBS at a temperature of 37 *C and were treated with 200 pL 0.05% Trypsin—EDTA (1x) (Gibco,
Darmstadt, Germany, 64293) for 5 min in a 37 °C incubator to detach the cells from their support.
Then, 400 pL of cold phosphate buffer and 20% FBS were added to block trypsinization. Cells were
then placed in a 1.5 mL Eppendorf and centrifuged at 200 g’s for 5 min. After that, the supernatant
was removed and the pellet was resuspended in 1 mL of PBS +2% FBS, and samples were conserved
on ice. Transfected cells expressing EGFP were measured with a flow cytometer (SONY SH800) at
Ex/Em = 488/510 nm wavelength. Over 10,000 counts were made in each of the three experiments
that we performed, the data were processed with Flowing Software (version 2.5.1, Turku Centre
for Biotechnology University of Turku, Finland, 2013). Cell expression data were expressed as the
percentage of positive fluorescent cells. As a negative control, we compared cells that had been
treated with naked DNA.

2.9. Statistical Analysis

Data are represented as mean = SD. Statistical analysis was made using a two-sample Stu-
dent’s t-tests. Each experiment was repeated at least three times.



3. Results

3.1. Gel Retardation Assay

Interactions between the plasmid—PDL complexes were evaluated by electrophoretic mo-
bility shift assays using incremental ratios (Figure 1). The mobility of ratios ranging from 1:0.12 to
1:1 (lanes A—D) was comparable to that of naked DNA (Figure 1H). However, we observed that
plasmid/PDL ratios of 1:2 to 1:4 interact sufficiently with each other to form a complex that is able
to block the migration of DNA through the gel.

A B C D E F G H
1:0.12 1:0.25 1:0.5 1:1 1:2 1:4 PDL C+

Figure 1. Interaction analysis between different plasmid/PDL ratios. Interaction analysis of plasmid— PDL complex at
different ratios in agarose gel (0.8%) stained with GreenSafe. Columns A—F show the different plasmid/PDL ratios used
(1:012, 1:0.25, 1:05, 1:1, 1:2, 1:4 and 1:8 respectively). Column G only contains PDL and column H was used as a posi-
tive control where only DNA was inserted.

3.2. DNase | Protection and Release Assay

One of the essential properties that all vectors should exhibit for any in vivo experiments is
the protection of the DNA they package and transport from the nucleases present in the blood and
tissue [43]. In the DNase protection and release assay (Figure 2), we evaluated the capacity of PDL
at a ratio of 1:2 or 1:4 to protect the plasmid DNA from digestion from DNase |. Heparin was used
to liberate the DNA from the plasmid—PDL complexes. For both ratios, we observed that PDL was
able to form a complex with the plasmid and partially protect it from being digested by DNase |,
which was partly liberated by heparin (lane A and E). When we added heparin without DNase |, we
observed the partial liberation of the DNA from the PDL complex (lane B and F). When we added
DNase | without heparin, the DNA was not liberated (lane C and G). Similar results were observed
when neither was added (lane D and H), and no band was formed. When using a ratio of 1:4, we
observed a more pronounced liberation of DNA, in comparison to a 1:2 (lane A and E). In lane |, we
added DNase | to naked plasmid DNA where no band was observed, and in lane J, we added DNA
for comparative controls. It is possible that in the loading sites (B, D, E, F, H), PDL interferes in the
binding between the plasmid and the GreenSafe DNA stain, and that heparin can liberate the plas-
mid from the PDL complex, allowing for the DNA to be stained. However, more experiments are
still needed for more definitive conclusions to be drawn.
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Figure 2. pDNA liberation assay from varying plasmid/PDL ratios using heparin. DNA complexes were formed
with PDL at different ratios and run on a 0.8% agarose gel electrophoresis stained with GreenSafe. The protec-
tive properties of PDL were assessed after heparin released the DNA from the complex and DNase 1 was then
allowed to cleave it. In columns A-D a plasmid-DNA ratio of 1:2 was inserted. Column A was run with the ad-
dition of DNase 1 and heparin. Column B only contained heparin and column C only contained DNase 1. In
column D only the plasmid-DNA complex was inserted. Columns E-H were run with a plasmid-DNA ratio of
1:4. Column E was run with the addition of DNase 1 and heparin. Column F only contained heparin and co-
lumn G only contained DNase 1. Column | only contained the plasmid-DNA complex. Column J was a positive
control whereas only the naked DNA was inserted. + or — symbols indicate the presence or absence of hepa-
rin or DNase I.

3.3. Cell Viability Evaluated according to PDL Concentration and Duration of Administration

To evaluate the effects of PDL on cell survival, we used an MTT assay to test viability. We
tested different DNA/PDL ratios and varied the time SH-SY5Y, Hela, and 3T3 cells were exposed to
the complex. Two days after seeding the cells, all the media in each well was completely replaced.
DNA-PDL complex was then applied and left to mix with the cells for 48 h. This process of medium
change and a new addition of DNA—PDL complex was repeated every 48 h, i.e., at 96 h and 144 h.
Nontreated cells were used as a control and compared as a 100% reference. Results are shown in
Figure 3. Hela cells exhibited the highest viability throughout all treatments, in comparison to SH-
SY5Y and 3T3 cells. Specifically, using a ratio of 1:2 for 48 h, we observed the highest viability in
Hela cells (98 + 2.2% p = 3.0 x 10-1), followed by 3T3 cells (88.39 £ 2.67% (p = 1 x 10-3)), and then
by SH-SY5Y cells (86.7 + 2.72% (p = 9 x 10-3)). A similar trend was observed at 96 h, although viabi-
lity decreased in all three cell lines (HeLa = 92.98 + 1.82% (p = 2 x 10-%),3T3=85+6.9% (p = 2 x
10-3), SH-SY5Y = 80.88 + 3.3% (p = 2 x 10-3)) and at 144 h (HelLa = 87.28 + 1.36% (p = 6.43 x 10-°),
3T3=77.31+6.23% (p = 2.1 x 10-*), SHSY5Y = 73.15 + 2.86% (p = 5.85 x 10-°)). Using a ratio of 1:4
decreased viability in all three cell lines when compared to 1:2 with Hela cells, once again exhibi-
ting the highest viability. At 48 h, a 1:4 treatment resulted in the highest viability in all three cell
lines when compared to negative controls (HeLa =91.97 + 1.4% (p = 3.54 x 10-°), 3T3 =55 +



11.89% (p = 2.24 x 10-°), SH-SY5Y = 63.21 + 2.86% (p = 2.45 x 10-°)). At 96 h, we observed a furt-
her decrease in viability in all three cell lines (HeLa = 88.93 + 2.64% (p = 1.06 x 10-%), 3T3 =36.15 +
9.9% (p = 1.36 x 10-7), SH-SY5Y =51.91 + 1.19% (p = 2.12 x 10-°)), which was even more pronoun-
ced at 144 h (Hela = 88.11 + 2.24% (p = 7.43 x 10-°), 3T3 =23.76 + 8.99% (p = 2.1 x 10-3), SH-SY5Y
=48.61 + 2% (p =9.09 x 10-7)).

Viability assay
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Figure 3. Evaluating cell viability with long-term DNA-PDL treatments in SH-SY5Y, Hela, and 3T3 cells. Cells
were treated with two ratios of plasmid/PDL 1:2 or 1:4 two days after seeding for 48 h, 96 h, and 144 h, and
compared with control untreated cells 9 days after seeding. Cellular viability was measured using an MTT
assay. Control cells were referenced as 100% viability for comparisons. These experiments were repeated
three times and data are shown as mean * standard deviation (SD).

3.4. Cell-Type-Specific Differences in EGFP Expression Using PDL

We used confocal microscopy imaging to evaluate the optimal transfection protocol in
terms of EGFP/PDL ratios (1:2, 1:4) and administration duration (44, 96, and 144 h) in SY5Y, Hela,
and 3T3 cells lines. Transfection efficiency for each condition was determined by comparing EGFP
positive cells to lipofectamine treated control cells (1:1). Figure 4 shows representative images of
EGFP expression, and the results of manual cell counts are shown in Figure 5. In general, the trans-
fection activity of lipofectamine on SH-SY5Y after 48 h cells was very low. Using a PDL ratio of 1:2,
we observed improved EGFP expression, in comparison to lipofectamine. At 48 h of treatment, a
slight increase in EGFP transfection of 1.24 + 0.56% was observed, although this was not statistically
different when compared to with control cells transfected with lipofectamine treated for the same
amount of time, 1.13 + 0.37%. However, after 96 h, EGFP expression increased to 7.73 + 0.8% (p =
6.45 x 10-7), comparative to lipofectamine treatment for the same duration, with 1.10 + 0.28%.
Similar results were obtained at 144 h of treatment with an increase of 7.37 + 1.87% (p = 9.26 x
10-%) when compared to lipofectamine, with 1.19 # 0.41%. Incrementing the ratio to 1:4 resulted
in higher expression for all treatments. At 48 h, 96 h and 144 h we observed an 9.49 + 0.97% (p =
3.8 x 10-8), 9.75 + 1.02% (p = 8.27 x 10-7) and 18.06 + 1.7% (p = 7.8 x 10-®) increase, respectively,
when compared to lipofectamine. However, when transfecting Hela Cells with our plasmid—PDL



complex, we observed a decrease in EGFP expression when compared to lipofectamine irrespective
of duration or ratio used (48 h lipofectamine = 4.69 + 1.3%, PDL ratio 1:2=0.83 £ 0.21% (p = 4.0 x
10-2), ratio 1:4 = 0.86 + 0.32% (p = 2.1 x 10-2)); (96 h lipofectamine = 5.78 + 1.24%, PDL ratio 1:2 =
1.29 £ 0.26% (p = 2.5 x 10-%), ratio 1:4 = 1.16 £ 0.21% (p = 2.2 x 10-2)); (144 h lipofectamine = 9.05
+1.78%, PDL ratio 1:2 = 1.76 + 0.16% (p = 9.6 x 10-3), ratio 1:4 = 2.91 + 1.01% (p = 5.1 x 10-3)). We
did not observe any EGFP expression, neither when using lipofectamine nor with our plasmid—PDL
complexes at any duration of application in 3T3 cells (Figure 3C).

To further compare transfection efficiency in SH-SY5Y, Hela, and 3T3 cells between PDL
and lipofectamine, we used flow cytometry for the quantification of EGFP expression [44]. Figure 6
shows the quantitative results. In SH-SY5Y cell line, increased transfection levels were observed,
with the ratio 1:2 for all time durations of drug application when compared to lipofectamine (lipo-
fectamine 48 h =0.48 £ 0.01%, 96 h=0.5 £ 0.01%, 144 h=0.79 £ 0.01%, PDL48 h =17.11 £ 0.74%
(p=2.5x10-3),96 h=22.24 +0.36 (p = 3.6 x 10-%), 144 h = 22.24 + 0.36 (p = 3.6 x 10-%)). This was
even more pronounced using a ratio of 1:4 at all-time durations (48 h =31.10% (p = 1.2 x 10-3), 96
h=47.61+1.3% (p=1.1x10"3), 144 h=42.37 £+0.54% (p = 2.2 x 10-*)). These results demonstrate
a stronger expression in SH-SY5Y cells in comparison to lipofectamine and is dependent on the du-
ration of treatment.

The highest expression obtained using lipofectamine was observed in Hela cells, which was
consistent throughout each of the time durations (48 h = 18.68 + 0.59%, 96 h = 17.72 + 0.59%, 144
h =20.79 + 0.34%). However, when comparing with PDL, the expression levels were considerably
lower (48 h=1.40+0.1% (p = 2.8 x 10-%), 96 h = 2.29 + 0.13% (p = 3.6 x 10-*), 144 h = 2.54 + 0.1%
(p = 4.6 x 10-%)). Similar results were obtained using a PDL ratio of 1:4 (48 h=1.33 +0.18% (p = 6.2
x 10-%),96 h=1.79 £ 0.11% (p = 2.8 x 10-*), 144 h = 2.40 + 0.24% (p = 9.0 x 10-*)). Although expres-
sion was relatively low for both 1:2 and 1:4 ratios, we did observe increments after each treatment.
These results suggest that Hela cells prefer lipofectamine over PDL in terms of transfection effi-
ciency.

Relatively low levels of expression were observed when transfecting 3T3 cells with lipofec-
tamine, with slight increments after each treatment (48 h =0.13 £ 0.005%, 96 h = 1.05 + 0.14%, 144
h =1.63 £ 0.11%). Using a ratio of 1:2 PDL exhibited comparatively lower expression (48 h = 0.084
+0.011% (p=4.3 x 10-3),96 h = 0.36 + 0.03% (p = 3.9 x 10-?), 144 h =0.49 + 0.04% (p = 5.8 x 10-3)),
in comparison to lipofectamine, although we did observe slight increments again after each treat-
ment. A similar trend was observed when using a PDL ratio of 1:4 (48 h 0.16 + 0.03% (ns), at 96 h,
0.67 £0.14 (p = 4.6 x 10-2), and at 144 h, 0.53 + 0.03% (p = 6.3 x 10-3)). Moreover, 3T3 cells exhibit
the poorest expression when using PDL to transfect comparatively to the other cells lines. All to-
gether, these results suggest that SH-SY5Y cells have a higher affinity for PDL over lipofectamine
and lipofectamine appears to favor expression in other cells over SH-SY5Y cells.
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Figure 4. EGFP expression in SH-SY5Y (A), HelLa (B), and 3T3 (C) cells transfected with PDL or lipofectamine. EGFP expres-
sion (green) in cells treated with lipofectamine (1, 4, 7 columns), DNA/PDL (1:2) (2, 5, 8 columns) and DNA/PDL (1:4) (3,
6, 9 columns) for 48 h (1, 2, 3 rows), 96 h (4, 5, 6 rows) and 144 h (7, 8, 9 rows) in each cell line. Cell nuclei were stained
with Hoechst (blue). Scale = 50 um.
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Figure 5. Percentage of transfection in each cell line by cell count. Results are be expressed as EGFP positive ce-
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Figure 6. Comparing EGFP expression between PDL and lipofectamine determined by flow cytometry. SH-Sy5Y,
Hela, and 3T3 cells were treated three times (48, 96 and 144 h) with two different ratios of plasmid/PDL (ratio 1:2
and ratio 1:4) and with lipofectamine as a positive control (C+). Data are represented by mean +/— SD of three

distinct experiments.
4. Discussion
This study shows the capacity for PDL to package and protect pDNA from potential nu-

cleases normally found in blood serum [45] and act as a preferential vehicle of genetic material to
SH-SY5Y human neuroblastoma cells when compared to Hela and 3T3 cells. Neuroblastoma is one
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of the most common types of tumors in childhood, with a low recovery rate and high mortality
levels [37,38]. Although several approaches and strategies for treatment have been developed for
this tumor, the results obtained so far have been limited, and this has prompted us to investigate
alternative therapies. Gene therapy has been proposed as a potential tool for treating neuroblas-
toma [39], but the efficiency of generic transfection reagents in vitro such as lipofectamine and
Turbofectin is generally less than 5% [46]. Our results also confirm very low transfection ratios
with lipofectamine; hence, there is a clear need to develop more effective gene transfer systems
for neuroblastoma cells, and PDL could open a new path in this field.

As arginine is the amino acid residue most abundant in the TAT peptide [47], the majority
of studies have focused on arginine-based CPPs as a transport vehicle for genetic material or drug
molecules [47,48]. Most of the literature that describes lysine-based CPPs as transporter report
some sort of linkage between another compound to the L-form. To date, even less exists in the
literature in respect to the D-form, which is a commercial compound normally used to treat surfa-
ces for cell attachment [29] as a nonviral vector for gene transfer [28]. Nonetheless, our results
demonstrate that PDL can also act as a nonviral vector and that consecutive treatments are well
tolerated by cells and have an additive effect for transfections.

We confirmed that PDL can transfect the plasmid reporter EGFP with high affinity in the
neuroblastoma cell line SH-SY5Y with higher efficiency when compared to HelLa and 3T3. When we
compared PDL with lipofectamine, a widely used gene delivery reagent for cell transfections, we
observed up to 98 times more transfection rates. This increase surpasses results also reported for
TurboFectin 8.0, a preferred DNA carrier in SH-SY5Y cells [46]. This opens interesting possibilities
for the exploration of different CPP D-form variants as vectors for gene therapy-based treatments
or as carriers for other types of cargoes such as drugs or molecules for image diagnosis. PDL pre-
sents a possible alternative to viruses as a vector overcoming the size limitation in plasmid size
incorporation they present [39]. The ratio of plasmid/PDL in which we observed expression and the
lowest toxicity was 1:2. Increasing the ratio to 1:4 yielded higher expression but resulted in less
viability in culture. However, further studies are necessary to check if the drop in viability we ob-
served at ratio 1:4 may be due to cytotoxic or a cytostatic process. More efforts also need to be
carried out to determine the mechanisms involved in the cell type preference for SH-SY5Y with PDL,
in comparison to Hela and 3T3 cells, and whether this specificity can be capitalized on and transfe-
rred to other cell types.

Our methodology of replacing all the old medium every 48 h with fresh medium and adding
a new plasmid—PDL mix each time appears to avoid possible p-lysine toxicity. These consecutive
additive transfections appear to be well tolerated by cells and exhibit more accumulative expres-
sion when compared to lipofectamine. We chose this experimental design to simulate possible
long-term treatments in vivo. Most in vitro transfection times range from 1 [49] to 48 h [50], with
4 h being the most commonly used [7,51]. Our results suggest that this method of changing the
medium every 2 days and reapplying fresh DNA-PDL complex could be adapted for in vivo purpo-
ses. In our, in vitro assay, we were unable to test viability past 9 days since our cell lines reached
the limit of confluence. For in vivo use, a balance would need to be determined between the least
toxic ratio of plasmid—PDL, which can be administered and tolerated for prolonged periods of time.
We observed in vitro that repetitive doses of PDL result in increased expression and are concentra-
tion dependent. This, however, also directly influences cell viability with longer exposure to PDL at
higher concentrations resulting in less viability. The preference for PDL uptake by SH-SY5Y cells also
opens the possibility for further studies into its use at higher concentrations to target these cells
detrimentally.
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According to size classification, peptides are defined as anything between 2 and 60 amino
acids [52,53], while proteins are classed as anything larger [21], but there is not an official border
between peptide and protein size. The commercially available PDL we use forms different size frag-
ments, ranging from 70 to 150 amino acids, and therefore is classed as a protein. Hence, we cannot
strictly define it as a CPP. We, therefore, suggest placing it in its own category and have coined it a
cell-penetrating protein (CPPro).

In seeking alternative transfection vectors [54], the most important features are high
transduction capacity, persistent chronic transfection, low toxicity, and inexpensive production
costs. Here, we demonstrate that PDL serves as an alternative nonviral vector that possesses the
aforementioned requirements and can transfect mammalian cells.

In this study, we transfected cells with varying fragment sizes of PDL (70-150 amino
acids). Further investigation needs to be carried out to determine if in this size range there is a
fragment size that interacts optimally with plasmids or drug compounds. Additional testing in dif-
ferent plasmid sizes also needs to be performed to fully evaluate its potential as an all-purpose
nonviral transfecting reagent.

Building on the results, we have seen with PDLs preferential uptake with DNA in neuroblas-
toma cells that it would be interesting to evaluate its capacity to transport RNA through the cell
membrane. This would open new possibilities to target using siRNAs certain genes related to neu-
roblastomas such as MYCN, which is overexpressed in more than 25% of high-risk diagnosed pa-
tients [55,56]. Other candidates for targeting include the ST8SIA1 and BAGALNT1 genes, which are
directly involved in the synthesis of GD2 [57,58], a glycosylated lipid molecule belonging to the class
of glycosphingolipids, which are involved in the adhesion of cancerous cells to the extracellular
matrix.

These preliminary results show that PDL is a promising candidate as a vehicle in gene the-
rapy with preferential uptake by SH-SY5Y cells, opening further possibilities to explore its use for
the treatment of human neuroblastoma.
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