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Terapia génica: definicion

Reintroducion de material genético capaz de curar
0 atenuar la progresion de una enfermedad.
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Terapia génica: definicion

Reintroducion de material genético capaz de curar
0 atenuar la progresion de una enfermedad.

— mayor especificidad de accion

— mayor potencial terapéutico, al inducir cambios
fundamentales en los parametros fenotipicos de la
enfermedad



Terapia génica: avances tecnoldgicos

Aislamiento e
Identificacion de
genes terapéuticos

Desarrollo de
vectores de
transferencia




Terapia génica: barreras extracelulares

BARRERAS DE TEJIDO

PROTEINAS INACTIVADORAS

BARRERAS INMUNOLOGICAS

* Membranas conectivas

* Epitelio vascular

* Membrana hemato-encefalica
* Mielina

* Proteinas séricas de carga positiva
* Proteasas/nucleasas

* Respuesta inmune cellular
* Anticuerpos
* Complemento



Terapia génica: barreras intracelulares
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Caracteristicas del vector ideal

« expresion prolongada del transgén

e iInmunolégicamente inerte

« expresion regulable

 selectividad hacia el tipo celular deseado
« capacidad del transgén aincorporar

« facil produccion y a titulos elevados

* integracion

* baja transmisibilidad a células germinales



Vectores usados en terapia génica

1.- no virales * DNA “desnudo”

* [iposomas cationicos

e condensados de DNA

* electroporacion

« pistolas de DNA sistemas “fisicos”




2.- virales — clasificables en base a:

» capacidad integrativa

» capacidad replicativa




Vectores usados en terapia génica

Integrativos:

* retrovirus
2.- Virales —» clasificables en base a:

* lentivirus
* Virus adenoasociados

no integrativos
« adenovirus

» capacidad integrativa

» Herpes simplex virus




2.- virales — clasificables en base a:

» capacidad integrativa

vectores replicativos

» capacidad replicativa

vectores no replicativos




Terapia génica: vectores usados en protocolos clinicos

Fuente: “The Journal of Gene Medicine”
© John Wiley & Sons, 2001
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Terapia génica: vectores usados en protocolos clinicos
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\ NUumero
de protocolos

Retrovirus 212 35,8 %

Adenovirus 164 27,7 %

72,4 % B Pox-virus 37 6,2 %
B Virus Adeno-asociados 13 2,2 %

B Herpes simplex virus 5 0,5 %

Lipofeccion 77 13,0 %

DNA desnudo 55 9,3 %

B Transferencia de RNA 5 0,8 %

Pistola de DNA 5 0,8 %

Fuente: “The Journal of Gene Medicine”
© John Wiley & Sons, 2001 N/C 22 3,7 %
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Del virus al vector virico: ciclo viral
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Del virus al vector virico: ciclo viral

introduccioén

1.- INFECCION del genoma viral

expresion
de proteinas
tempranas

reguladoras

2.- REPLICACION »
expresion

de proteinas
estructurales
+
replicacion
del DNA

produccion
de nuevos virus



Del virus al vector virico: construccion de vectores
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Del virus al vector virico: construccion de vectores
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Del virus al vector virico: construccion de vectores
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del genoma viral:
! | TRANSDUCCION

P ’s.’
"R

expresion
de protzinas
ter.pranas
reguladoras
casete de expresion
— A — replicazion
gen interés d<: DNA
promotor (transgén) poly-A \\

\ producr.on
0| jo 20 30 40 50 60 70 80 90 100 mu de nuzvos virus
- !
| / VEEIOn expresién

secuencias adyacentes (en “cis”) del transgén



Del virus al vector virico: construccion de vectores

célulanormal célula “empaquetadora”

(packaging)
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Problematica de la construccidon de vectores

« probabilidad de recombinacion entre genomas para generacion
de particulas competentes para replicacion (RCV)

« complejidad del genoma viral: desbalance de la produccion en
“cis” y en “trans”

* retencion de proteinas virales en los vectores que actuan como
inmunogenas

 toxicidad de las proteinas virales en las células empaquetadoras

» dificil escalado de los procesos



Vectores retrovirales (Rv)
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Vectores retrovirales (Rv): propiedades

Capacidad maxima del inserto: 8 kb

Necesidad de division celular para una transduccion efectiva

Poco inmunogeéenicos

Mucha experiencia clinica

Ejemplos: Familia oncotropicos: M-MLV
Familia lentivirus: HIV-1, SIV



Vectores adenovirales (Ad)
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Vectores adenovirales (Ad): propiedades

Capacidad maxima del inserto: 8 kb

No integracidon: se mantiene de forma episomica

Muy inmunogenicos

Altamente bio-seguros

Ejemplos: Ad-2
Ad-5



Vectores derivados de Herpes simplex (HSV)

Elementos repetidos
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Vectores derivados de Herpes simplex (HSV):
propiedades

Se mantienen en forma de ciclo lisogénico (infeccion latente)

Dan lugar a una expresion del transgén prolongada

Poca experiencia clinica

Ejemplos: HSV-1
HSV-2



Vectores derivados de virus adenoasociados (AAV)
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Vectores derivados de virus adenoasociados (AAV):
propiedades

Capacidad maxima del inserto: 4,5 kb

Integrativos al azar

Forman concatenameros, lo que permite augmentar el tamano
del inserto que pueden contener

Poca respuesta inmunoldgica
Bio-seguros

Ejemplos: AVANVEY.
JAVANVELS



Comparacion entre vectores virales

PROBLEMA ALTERNATIVA
retrovirus Requerimiento de division Vectores lentivirales
Mutagénesis insertacional
Obtencion de titulos bajos Uso de proteinas de envoltorio

de otros virus

lentivirus Bio-seguridad Vectores hibridos con
no-humanos

adenovirus Alta inmunogenicidad Vectores “gutless”
Direccionamiento del vector
(“targeting”)

Herpes simplex Toxicidad de la proteinas en Nuevas delecciones
“trans” en cél. empaguetadoras

Adeno-asociados Poco tamaifio del inserto Uso de los concatenameros
Produccion dificil



Vectores virales: nuevas estrategias (1)
Vectores hibridos

Vectores “mezcla” que intentan combinar propiedades de mas de
un vector

Ejemplos: - pseudo-tipado (substitucion de una particula de la
capside viral por otra de un virus distinto)

Ej. vectores retrovirales con la prot G del VSV

- combinacion de vectores adenovirales y AAV, para
obtener la capacidad integrativa

- encapsulacion de genomas retrovirales en un virus
adenoviral



Vectores virales: nuevas estrategias (2)
Vectores replicativos condicionales (CRV)

Vectores mutantes que actuan como virus salvajes en células con determinadas
caracteristicas genéticas, llevando a su muerte.

Utilidad en |la terapia génica del cancer
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Ejemplos: Adenovirus (CRA) : ONYX-015, AdA24
Herpes virus : G207



