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Antecedentes

El glioblastoma multiforme (GBM) es un tipo de tumor cerebral que destaca por ser el mas
prevalente y a su vez el mas agresivo entre este tipo de tumores.' La Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) en su ultima clasificaciéon (CNS5, 2021) sitia el GBM como un tipo de
astrocitoma (originado de astrocitos) con fenotipo salvaje para el enzima isocitrato
deshidrogenasa (IDH-wildtype). Ademas, clasifica el GBM como grado 4, el nivel mas agresivo
de tumores del sistema nervioso central (SNC).2

En Espafia en el afio 2022 se diagnosticaron un total de 280.101 nuevos casos de cancer, de
los cuales 4.169 correspondieron a tumores del SNC.3 Esto representa aproximadamente un
1,49% del total de diagndsticos oncolégicos en ese afio, siendo el GBM el mas comun entre
estos, con una frecuencia del 50% segun algunos estudios.*

La terapia actual para estos pacientes no ha cambiado en los ultimos 20 afos, consistiendo
en cirugia inicial para obtener una muestra y para resecar siempre que sea posible la mayor
parte del tumor, radioterapia y quimioterapia adyuvante. En concreto, el quimioterapico de
primera linea es la temozolamida (TMZ), un farmaco capaz de atravesar la barrera
hematoencefalica (BBB, por sus siglas en inglés) administrado por via oral. No obstante, el
tratamiento puede variar segun el grupo de edad.®

El prondstico de la enfermedad a pesar del tratamiento suele ser bajo, con una supervivencia
media de 15 meses. ¢

Por todo lo mencionado anteriormente, junto con la dificultad de atravesar eficazmente la
BBB, se precisa de investigacion en nuevas terapias que ofrezcan un mejor prondstico para
los pacientes con este tipo de tumores.

En los ultimos anos, ha aumentado el interés por estrategias dirigidas que permitan una alta
eficacia asi como un alto perfil de seguridad, como la inmunoterapia, terapias basadas en
objetivos moleculares (molecular-targeted theraphies), la viroterapia empleando virus
oncoliticos o la terapia génica, siendo esta ultima la més controvertida por las implicaciones
éticas que presenta.’®

En relacién con los objetivos moleculares y la terapia génica una de las vias mas y mejor
estudiadas, debido a su frecuente alteraciéon en células tumorales, es la via de p53. Varios
estudios sugieren que restaurar la funcion original de la via proporciona beneficios que en
algunos casos pueden ser curativos.' Algunas aproximaciones incluyen la complementacion
con el gen TP53 en células tumorales, la inhibicién del regulador negativo MDM2 de p53 o la

complementacion con genes inductores de la apoptosis mediada por p53, como el gen bax.""-
15

El uso de nanoparticulas suele ser la aproximacién mas frecuente para llevar a cabo estas
terapias. Las nanoparticulas permiten una administracion segura y dirigida contra los
objetivos terapéuticos. En concreto, el uso de nanoparticulas virales no replicativas puede ser
una estrategia prometedora para la transduccién y expresidon de genes terapéuticos en
células tumorales. La expresion selectiva de los genes terapéuticos en las células diana se
pueden lograr de dos maneras: modificando el tropismo de la nanoparticula (via extrinseca) o
ahadiendo un promotor al gen terapéutico que haga que este Unicamente se exprese en un
ambiente tumoral (via intrinseca).'®

En los ultimos anos ha aumentado el uso y el interés por los virus adenoasociados (AAV)
como vectores para la terapia génica.'” Estos AAV son virus satélite, por lo que son incapaces
de replicar en la célula hospedadora en ausencia de un virus auxiliar o helper, que
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usualmente suele ser un adenovirus o un herpesvirus.'®'® Los AAV presentan un genoma de
ADN de cadena sencilla o ssDNA de unas 4,7 kb, flanqueado por dos secuencias invertidas
repetidas (ITR), que forman una estructura secundaria en forma de horquilla y se cree que
estan relacionadas con la encapsidacion del materia genético.™®

La obtencidon de AAV recombinantes o rAAV se realiza en sistemas de expresidon eucariotas
como células HEK 293, células de insecto o incluso levaduras como Saccharomyces
cerevisiae mediante la introducciéon de dos o tres plasmidos codificantes de todos los
elementos necesarios para la generacion de las particulas virales.?® Si bien algunas particulas
parecidas a virus (VLPs) derivadas de la capside de virus adenoasociados han sido obtenidas
a partir de sistemas de expresidn bacterianos como Escherichia coli, hasta el momento solo
se han expresado particulas con una Unica proteina natural o recombinante.?'2 La obtencidn
de rAAV portadores de un gen terapéutico a partir de un sistema de expresién bacteriano no
se ha realizado hasta la fecha, posiblemente por la limitaciones y retos que representa.

Hipotesis inicial y objetivos

La hipétesis inicial del trabajo plantea si la induccion apoptética mediante terapia génica
empleando vectores virales no replicativos generados en E. coli con tropismo aumentado
para las células tumorales del GBM puede generar beneficios terapéuticos en pacientes para
los cuales el tratamiento de primera linea no ha sido curativo o no ha supuesto una mejora en
el pronéstico de la enfermedad, los cuales resultan ser la mayoria.

Si bien la hipétesis inicial es la capacidad de la particula generada para proporcionar
beneficios terapéuticos, otra hipdtesis que se desarrolla en el proyecto es si los sistemas de
expresion bacterianos pueden resultar Utiles y efectivos en la generacion de rAAV.

Es por lo anterior mencionado que los objetivos del proyecto se dividen en dos grandes retos.
Por un lado, se pretende por primera vez expresar un rAAV funcional a partir de una bacteria
modificada por ingenieria genética. Por otro lado, se pretende aumentar las lineas de
tratamiento existentes para tratar el GBM, formular una alternativa terapéutica mas eficazy
selectiva, mejorar la calidad de vida (QolL) de estos pacientes, alargar la supervivencia y
disminuir la cantidad de efectos secundarios que aparecen a causa del tratamiento
convencional. Estos ultimos objetivos van ligados a la necesidad actual de nuevas lineas
terapéuticas para los pacientes con GBM, debido a su alta incidencia dentro de los tumores
malignos primarios del sistema nervioso central (50%) y su pobre prondstico."®

En el siguiente proyecto de investigacion se propone una alternativa terapéutica para el GBM
basada en la inducciéon apoptética de células tumorales gracias a la transduccion del gen pro-
apoptotico bax mediante un virus adeno-asociado (AAV) cuyo tropismo y capacidad de
atravesar la BBB han sido optimizados.

Materiales y métodos

El siguiente proyecto se divide en paquetes de trabajo o workpacks. La finalidad de esta
distribucion es establecer un protocolo controlado y dividido en diferentes fases con objetivos
parciales en aras de identificar etapas de riesgo y proponer alternativas.

A grandes rasgos, los paquetes de trabajo de dividen en: obtencidon de una fabrica celular
bacteriana que permita la generacidon de rAAV, optimizacién del tropismo vectorial, obtencién
del producto terapéutico final y evaluacion de eficaciay seguridad (Figura 1).
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En los siguientes subapartados se detallan las etapas de riesgo y las limitaciones de cada
fase, con alternativas que permitan que el proyecto continle en caso de que alguna etapa
falle.

A S

Expresion adecuada de genes Transduccion y expresion adecuada
eucariotas y funcionalidad Transduccién y gene delivery correcta,
proteica expresion funcional del gen y efecto

Algunos genes pueden no terapéutico adecuado
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Figura 1: Flujo de trabajo del proyecto. Se representan algunos de los retos y limitaciones presentes en el proyecto,
como la mutagénesis limitada por el mantenimiento de los codones de inicio y final o la capacidad de autoensamblaje
y generacién de particulas funcionales. Otras limitaciones incluyen la capacidad bacteriana para expresar particulas
funcionales y permitir la encapsidacion correcta del gen terapéutico. Por otro lado, la existencia de un tropismo
relativo hacia células off-target presenta una limitacién en relacién con la toxicidad del tratamiento.

1. Obtencion de una cepa de E. coli capaz de producir rAAV
Usualmente, los rAAV no se expresan en sistemas bacterianos, sino en sistemas eucariotas
como las células HEK 293 o células de insecto.?° Es por eso que no existe un método
estandarizado para la generacion de rAAV en células procariotas. En algunos estudios se han
generado VLPs de virus adenoasociados capaces de autoensamblarse en E. coli mediante la
sobrexpresién de una Unica proteina, en concreto la VP3.2'-2 Sin embargo, son particulas sin
material genético, y por tanto su finalidad no es la terapia génica.

La generacion de particulas recombinantes a partir de un virus adenoasociado en procariotas
puede resultar controversial por varios motivos, como la carencia de sistemas de
modificacién postraduccionales o la incapacidad de generar ARNm distintos a partir de un
mismo gen mediante splicing alternativo o leaky scanning. No obstante, los sistemas de
expresion bacterianos presentan numerosas ventajas, como el coste, la escalabilidad o la
facilidad de modificacidén y seleccién de mutantes.

Construir VLPs de AAV con todas las proteinas de la capside en E. coli tedricamente es
posible simplemente expresando las proteinas de la capside junto con la proteina activadora
del ensamblaje o AAP. El proceso se complica si se pretenden generar rAAV que contengan
ADN o ARN, ya que se ha demostrado que la generacién de particulas no es siempre
dependiente de virus auxiliares, y puede suceder en células expuestas a sustancias
genotoxicas.?* Es por esto, que la replicaciéon y empaquetamiento de un virus adenoasociado
en procariotas teéricamente no precisa de la complementacion de proteinas auxiliares de
otros virus, como herpesvirus, papilomavirus o adenovirus.

Para poder expresar rAAV en procariotas se podria emplear la clonacion de ADNc de los
diferentes ARNm que codifican la capside proteica y las proteinas involucradas en la
replicacion y la encapsidacion del ADN. Para ello, se disefnaria mediante ingenieria genética
una cepa de E. coli capaz de expresar las proteinas necesarias en el proceso de generacion de
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particulas de virus adenoasociados. Como se ha mencionado anteriormente, la necesidad de
proteinas auxiliares de otros virus en principio no es necesaria.

La cepa obtenida se denominara E. coli rAAVexp. A continuacion se detallan las proteinas
necesarias para producir estos rAAV.

1.1 Proteina activadora del ensamblaje (AAP)

Para que la capside viral se autoensamble en algunos serotipos de AAV, se precisa de una
proteina auxiliar codificada por el propio virus que ayude a la estabilizacién de los
capsémeros.? Esta proteina auxiliar deberia estar presente en el sistema de expresion del
rAAV si se desea un ensamblaje correcto de la capside virica. La AAP estéa codificada en el gen
cap del AAV, y en células eucariotas se expresa gracias a procesos como leakly scanning.
Para expresar este gen en E. coli, se deberia unir a un promotor inducible el ADNc del ARNm
salvaje que codifica esta proteina en el serotipo de AAV escogido.

1.2 Proteinas codificadas por el gen rep del AAV

El genoma de los virus adenoasociados cuenta unicamente con dos genes. Uno de ellos es el
gen cap, que codifica las proteinas de la capside viral y la AAP, como se ha mencionado
anteriormente. Por otro lado, el genoma contiene el gen rep, que codifica diferentes proteinas
involucradas en la replicacién y encapsidacion del genoma viral.?® Este gen codifica para las
proteinas Rep78, Rep68, Rep52 y Rep48, que se sintetizan en células eucariotas por splicing
alternativo y por la iniciacién de la transcripcién en dos ORFs distintos. Las proteinas Rep78y
Rep68 estan involucradas en la replicacion del genoma del virus. Estudios han demostrado
que la expresion de una de estas dos proteinas en ausencia de otras es suficiente para la
replicacion del genoma virico.?” Por otro lado, las proteinas Rep52 y Rep48 son helicasas
involucradas en el proceso de encapsidaciéon del genoma en capsides preformadas.?®

Estas proteinas se pueden expresar en E. coli de la misma manera que la AAP, clonando el
ADNCc de los transcritos maduros en la bacteria.

1.3 Clonacién en E. coli BL21
Por lo comentado anteriormente, las proteinas AAP, Rep78, Rep68, Rep52 y Rep48 seran
clonadas en el genoma de la cepa BL21 de E. coli. Esta cepa es la elegida para ser modificada
porgue ya presenta diferentes cualidades que permiten emplearla para sobrexpresar una o
varias proteinas de interés mediante el control del promotor de la polimerasa del bacteriéfago
T7, inducible por el reactivo isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosddico (IPTG).%®

Para clonar todos estos genes en la bacteria, se ha optado por realizar una estrategia “all-in-
one” descrita por Egger et al. (2020), que permite la obtencién de bacterias modificadas
genéticamente sin la necesidad de emplear un gen de resistencia antibidtica.?° En resumen,
esta estrategia permite la integracion de un cassette amplificado por reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) con los genes que se desean expresar en la zona de integracion del
Transposoén 7 llamada attTn7 (Figura 2A). Al Tn7 se le afiade un sitio de corte para el enzima
de restriccién [-Scel, que seréd el uUnico sitio de corte para este enzima en el genoma
bacteriano. La integracion sucede por recombinacién homodloga mediada por proteinas del
fago ARed, codificadas en el plasmido pAlO, que es transformado en la cepa de E. coli antes
de la transformacién del cassette. Por ultimo, se realiza una digestién con /-Scel para
seleccionar aquellas bacterias en las que ha habido un doble evento de recombinacién, y por
tanto el cassette se ha integrado exitosamente (Figura 2B).
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Es una técnica que se describe para la cepa BL21 de E. coli, lo que facilita el proceso, ya que
simplemente es necesario ajustar el cassette de interés que se desea clonar, que en este
caso sera policistrénico (Figura 2A). Este cassette sera inducible por IPTG, ya que se le
incorpora el promotor de T7 junto con el represor lacO. De esta manera se pretende controlar
la expresion génica de todos las proteinas necesarias para la expresion de rAAV.

| Estrategia de integracion all-in-one |

ac0 Reprs 1 Fepse H| Repsz H{ Repis e T T N

I-Scel RS

I-Scel RS
4

— ey —

I1-Scel

Recombinacién doble

Figura 2: Proceso de obtencion de una cepa de E. coli mutante capaz de generar
rAAV. (A) Estrategia de integracién. El cassette construido presenta dos regiones
flanqueantes homologas al genoma de la bacteria, el promotor de T7, el represor
lacO, los genes de interés con sus respectivos RBS y el terminador transcripcional.
En el genoma bacteriano se observa el transposon Tn7 insertado en el genoma, que
presenta la secuencia de corte del enzima |-Scel. También se observa el plasmido
pAIO, que codifica las proteinas necesarias para la recombinacién, y ademas
también presenta una secuencia de corte para el enzima I-Scel. (B) Digestion de las
células transformadas con el cassette. Al realizar el experimento de digestion,
Unicamente las células que hayan incorporado el cassette en su genoma por doble
recombinacion seran viables. Si la recombinacién no se ha dado o se ha dado un
Unico evento de recombinacién, el cromosoma bacteriano linealiza y la célula no
sera viable. Tras el ensayo de digestion, el plasmido pAIO es cortado y por tanto se
pierde por la accion de exonucleasas.

Es importante empelar posteriormente cebadores especificos para amplificar la secuencia
del cassette y parte del genoma con la finalidad de confirmar la correcta insercion.
Posteriormente se realizaria una secuenciacién o se correria un gel de agarosa para
comprobar que el amplicon es del tamano esperado.

1.4 Problemas asociados y plan de contingencia
Los principales problemas asociados a la metodologia de este paquete de trabajo son la
funcionalidad proteica y la capacidad de expresién adecuada de las proteinas en E. coli
rAAVexp.
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Al ser proteinas que se expresan en sistemas eucariotas, la diferencia en la maquinaria
celular puede conllevar a la expresion de proteinas no funcionales. En este caso, es posible
que la VLP no pueda autoensamblarse o que el gen de interés a empaquetar no pueda ser
replicado y encapsidado correctamente segun qué proteina no es funcional.

Si la AAP no es funcional, es posible que la VLP no pueda autoensamblarse correctamente,
aunque en concreto el AAV9 solo precisa de un fragmento de la AAP llamado CAAP para poder
autoensamblarse.?® Es importante tener en cuenta que, de todas maneras, las proteinas de la
capside expresadas podrian autoensamblarse en E. coli sin necesidad de la AAP, pero seria
interesante confirmarlo experimentalmente.

Por otro lado, si las proteinas Rep no son funcionales, el genoma no podra replicar ni
encapsidarse. Algunas alternativas para este problema serian la replicacién independiente de
proteinas Rep o la replicacion del gen de interés in vitro empleando proteinas Rep
funcionales.®

Si el genoma no es capaz de encapsidarse, una alternativa seria realizar la encapsidacion in
vitro siguiendo el método descrito por Xiaohua Zhou and Nicholas Muzyczka. (1997).

Algunos problemas se podrian dar en etapas posteriores, pero en resumen las alternativas
propuestas en este apartado cubren gran parte de las limitaciones y problemas que podrian
surgir a lo largo del proyecto.

2. Optimizacion del tropismo vectorial
Se optimizara el serotipo 9 o AAV9, por su capacidad natural de atravesar la BBB y presentar
cierto tropismo por el SNC.

El aumento del tropismo vectorial por las células tumorales y de la capacidad de atravesar la
BBB se llevara a cabo a través de un experimento de evolucién dirigida, en el cual se generera
una genoteca de plasmidos, cada uno con la capacidad de generar una particula viral
diferente.'® Para crear la genoteca, se mutaran al azar los genes codificantes de las proteinas
de la capside del AAV9 mediante PCR con tendencia al error o EP-PCR**** Estos amplicones
se ensamblaran mediante Gibson assembly junto con un vector de expresién previamente
linealizado para generar una unidad de expresion policistrénica que sera expresada en E. colj
rAAVexp.®® La célula sera a su vez cotransformada con otro plasmido con diferente origen de
replicacion y diferente gen seleccionable que contendra el ADN que se desea empaquetar en
la particula.

Para posteriormente evaluar el tropismo y capacidad de cruce de la BBB de los diferentes
mutantes, se empelara la proteina verde fluorescente o GFP expresada bajo el promotor del
citomegalovirus (CMV). Esta secuencia debe estar flanqueada por las ITRs del AAV9 para que
pueda ser correctamente empaquetada.

Al final se obtendra un conjunto de particulas viricas con diferentes mutaciones capaces de
expresar la GFP, y por tanto, su tropismo y capacidad de cruce de la BBB sera evaluable.

El proceso de generacion de fragmentos mutantes de la capside y la clonacién de estos en un
vector de expresidn para obtener la genoteca se resume en la Figura 3.
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Figura 3: Proceso de obtencidon de particulas mutantes a partir del gen cap del
AAV9. (A) Mutagénesis de las regiones codificantes de las proteinas estructurales
del virus. (B) Preparacidn del vector para la clonacion de los fragmentos mutados
aleatoriamente. (C) Gibson assembly para la creacién del vector de expresion
final.

2.1 Error-prone PCR

A partir de la secuencia del gen cap del AAV9 (AY530579.1), se amplificaran por separado
mediante EP-PCR los fragmentos génicos codificantes de las proteinas de la capside VP1,
VP2 y VP3.%%3% Los cebadores empleados, contienen una regién extendida que presenta
secuencias no codificantes homoélogas entre amplicones y el propio vector, tal y como se
observa por colores en la Figura 3A. Estas secuencias deberan de contener regiones de
Shine-Dalgarno, que son secuencias a las que se une el ribosoma bacteriano (RBS), en aras
de que el ribosoma bacteriano pueda traducir correctamente y por separado cada proteina.

Los amplicones mutados al azar seran purificados posteriormente en un gel de agarosa o
mediante algun kit comercial, segun el tamafio estimado del amplicén.

2.2 Gibson Assembly
El ensamblaje por Gibson es una técnica que permite la unidn de hasta 5 fragmentos de ADN
in vitro, lo cual permite clonar varios fragmentos de ADN a un vector previamente
linealizado.*® Es una técnica de eleccidén en este caso porque ofrece una alternativa de
clonacién de ADN al uso de enzimas de restriccidon, que debido a la EP-PCR, podria generar
cortes en el interior de los amplicones, pudiendo bajar la eficiencia en la obtencién de
fragmentos mutantes.

La adicion de regiones homoélogas en los amplicones permite realizar un ensamblaje de
Gibson de todos los productos de PCR junto con un vector de expresidon previamente
linealizado empleando el enzima de restriccion Ndel y la exonucleasa T5 (Figura 3By C).
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En este caso el vector de expresidn elegido es un plasmido de la serie pET, en concreto el
plasmido pET-15b. Los plasmidos de la serie pET son uno de los vectores de expresién mas
empleados para la sobreexpresion de proteinas en E. coli por su alto nivel de expresiéon y su
relativamente facil manipulacién y regulacion.

De nuevo, los pldsmidos recombinantes obtenidos por este método se purificaran empleando
un kit comercial o realizando electroforesis en gel de agarosa.

Para finalizar, seria conveniente amplificar el inserto con cebadores adecuados y
posteriormente secuenciar para confirmar la correcta clonacién del inserto.

2.3 Cotransformacion plasmidica y produccion de rAAV
A partir de la genoteca creada, se transformara mediante electroporacién la cepa de E. coli
rAAVexp con dos plasmidos, uno que contenga los genes que codifican la capside y otro que
contenga el ADN a empaquetar con el gen reporter EGFP.

Existen varios plasmidos comerciales que contienen ya el gen EGFP controlado bajo el
promotor del CMV o el promotor CAG, como por ejemplo el pAV-CAG-GFP. Este plasmido
permite la replicacion del genoma modificado del AAV9 y su encapsidacion. Es importante
que los dos plasmidos contengan origenes de replicacién y resistencias antibidticas
diferentes, para asegurar la cotransformacion, evitar la pérdida de un plasmido por exclusion
0 competencia y seleccionar adecuadamente las bacterias que han incorporado ambos
plasmidos.

Al final, se siembran las bacterias cotransformadas en medio selectivo para los dos
plasmidos y se induce la expresion de todas las proteinas necesarias para la produccién y
encapsidacion del rAAV afadiendo IPTG.

2.4 Purificacion de los rAAV mutantes, caracterizacion y evaluacion del
tropismo vectorial y la capacidad de cruce de la BBB
Las particulas resultantes se purificaran por separado para poder establecer trazabilidad. La
purificacidn se realizara seguin el método descrito por Fripont. (2019).%¢ Este método debera
adaptarse a células procariotas, empleando los enzimas necesarios para la lisis bacteriana.

Por otro lado, estas particulas se analizarian por microscopia electrénica para comprobar la
estructura de la capside viral.

El método descrito por Fripont. (2019) también permite evaluar el tropismo selectivo de las
particulas purificadas mediante la deteccion de fluorescencia. Esto se realizaria primero in
vitro y posteriormente en un modelo murino.

Para la evaluacién del tropismo in vitro se realizaria un cultivo de células de GBM y se
transfectaria con diferentes rAAV para evaluar la mas selectiva. Esto se ha realizado con otros
virus y otros genes reporter también para el GBM, por lo que el protocolo seria el mismo.*” Por
otro lado, para evaluar la capacidad de cruzar la BBB se pueden empelar estrategias in vitro
como la descrita por Cho et al. (2017).38

Estos experimentos in vitro deberian acompanarse de la evaluaciéon de las mismas particulas
en un modelo murino infectado por via sistémica, que seria la ruta preferente de
administracion del producto terapéutico final. No obstante, también podria realizarse la
evaluaciéon empleando diferentes rutas de administracién para ver cual presenta mayor
eficacia y perfil de seguridad. El modelo de eleccidon seria ratones a los que se les ha
inoculado células tumorales de GBM.*
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La situacion ideal seria aquella en la que, tras analizar la fluorescencia producida en el ratén,
haya una deteccién muy alta en la localizacion del tumor y muy baja o nula en el resto del
ratén.

Una vez realizados ambos ensayos, se escogeria la particula mas eficaz, se observaria por
trazabilidad cual es la secuencia de los genes cap que la ha producido y estos genes cap se
volverian a someter al mismo proceso mencionado en este apartado (EP-PCR, generaciéon de
genoteca...). Esto se realizaria varias veces para aumentar la selectividad y la capacidad de
cruce de la BBB (Figura 4).
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Figura 4: Esquema del ensayo de evolucion dirigida. La particula mas
eficaz en las evaluaciones seria de nuevo mutada para poder encontrar
una particula aun mas eficaz.

2.5 Problemas asociados y plan de contingencia

Muchos de los problemas asociados durante este proceso ya han sido mencionados
anteriormente en el apartado 1.4. Como posible problema en este ultimo proceso, se
encuentra la capacidad de la bacteria de generar las tres proteinas y que sean capaces de
autoensamblarse. En caso de que no fueran capaces, se podrian expresar las proteinas por
separado y posteriormente se juntarian en un entorno éptimo que permita su autoensamblaje
in vitro.®? Este proceso se podria realizar en conjunto con la encapsidacioén in vitro antes
mencionada.

3. Encapsidacion del gen terapéutico
Para encapsidar el gen terapéutico, en este caso el gen bax humano, se sigue el mismo
principio mencionado en el apartado 2.3, pero el gen EGFP ahora sera el gen bax. Este gen se
insertara en el plasmido como ADNc, con el fin de optimizar el espacio.

Al final se obtiene la particula virica con el tropismo aumentado y portadora del gen pro-
apoptotico bax.
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De nuevo, y como plan de contingencia, si no fuera posible el empaquetamiento en las
células de E. coli rAAVexp, se podria empaquetar in vitro. Otra alternativa seria generar la
particula recombinante con los genes cap que permiten el tropismo aumentado y el genoma
con el gen terapéutico en células HEK 239 o células de insecto.

Se debera asegurar que las particulas han empaquetado correctamente el ADN gen
terapéutico mediante comprobacién por PCR.

4. Pruebas de eficacia y toxicidad
De la misma manera que en la evolucidon dirigida, se cuantificara la capacidad del rAAV
generado de inducir apoptosis en células de GBM, tanto in vitro como en un modelo murino.

Para evaluar esto in vitro, se emplearan algunas pruebas como el ensayo TUNEL, la
microscopia de fluorescencia o la deteccién de formas activas de caspasas o de sus
siguientes moléculas cascada.

Es importante utilizar un control negativo, como un cultivo de astrocitos sanos, para
comprobar que la particula unicamente genera apoptosis en células tumorales, y no en
células sanas. Se requeriran también otros tejidos para evaluar la toxicidad, como el tejido
hepatico.

Las pruebas in vivo se realizaran de la misma manera que in vitro, pero ademas se podria
medir la disminucién del tamafio del tumor mediante resonancia magnética nuclear (RMN) y
se podria evaluar la supervivencia del ratén, siempre comparando con un control.

4.1 Limitaciones y resultados esperados

A pesar de que los resultados que se esperan obtener son favorables, existen algunas
limitaciones que podrian hacer que la eficacia del tratamiento variara. Las dos grandes
limitaciones del tratamiento son la existencia de anticuerpos neutralizantes contra el
producto terapéutico y la incapacidad del virus de replicar en células tumorales.
Desarrollando esta ultima limitacidn, las células tumorales destacan por su capacidad de
division, lo que modifica la eficacia del tratamiento, ya que el virus no es replicativo y por
tanto es incapaz de mantenerse en la progenie tras varios eventos de division celular.

Presupuesto y plan de difusion

El presupuesto para el proyecto se estima teniendo en cuenta que se realizara en el Institut de
Biotecnologia i Biomedicina de la UAB (IBB). El personal necesario ya se encuentra contratado
en el centro, por lo que los sueldos del personal ya son pagados por la instituciéon o becas
externas. Ademas, la tecnologia y equipos de trabajo basicos como termocicladores o
centrifugadoras ya se encuentran en el centro,

El equipo contaria con el investigador principal, un técnico de laboratorio que emplee la mitad
de su tiempo en el proyecto, una investigadora, investigadore o investigador relacionado con
el mundo de la microbiologia, la biotecnologia y la virologia, una persona licenciado en
veterinaria para el cuidado y manutencion de animales y una plaza de doctorado en biologia
molecular y biomedicina. Quisiera mencionar que la eleccién del personal se realizara en
funciéon de las cualidades individuales de cada persona, sin importancia de sexo, género,
procedencia u orientacién sexual.

A continuacion se desglosa el presupuesto del proyecto por paquetes, teniendo en cuenta
que tiene una duracion de unos 3 anos.
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e Personal: 0€ (personalya contratado mas becas predoctorales).
e Establecimiento:
o Costes de equipo de libre uso comprado por el IBB: 0€
o Costes de servicios externos como microscopia electrénica, secuenciacion o
cultivos celulares: 10.000€
o Costes estabulario y manutencién animal: 25.200€
e (Gasto en ratones (a 30€ el ratén): se emplearian uno 50 ratones, por lo que el coste
seria de 1.500€
e Gastos de material fungible y reactivos (1.000€ por personay mes): 144.000€
e Gastos de difusién: 0€ (convenios del IBB con editoriales)
e Asistencia a congresos (2.000€ al afno): 6.000€
e Analisis de patentabilidad: 10.000€

A este presupuesto se le afade un 25% para gastos indirectos e imprevistos, por lo que el
presupuesto total del proyecto es de 245.875€.

En caso de que el andlisis de patentabilidad permitiera patentar el producto, el presupuesto
podria variar, con una cifra estimada de 100.000€.

El plan de difusién consiste en la publicacién de los resultados obtenidos en articulos
cientificos, publicados en las editoriales que presentan convenio con el IBB o con la UAB.
Estas publicaciones se realizaran teniendo en cuenta si el producto es patentable o no, con la
finalidad de proteger la propiedad intelectual. Ademas, por principios personales, los
resultados solo se publicaran en revistas de acceso libre y gratuito.
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