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VECTORS RETROVIRICS

Els vectors retrovirics constitueixen un vehicle per a introduir DNA a
cel•lules eucariotes. Han estat els primers vectors utilitzats en els estudis de

terapia genica; el 1981 es va descriure el primer vector i el 1990 es va tractar el

primer pacient, un pacient que presentava una deficiencia en l'enzim adenosina

desaminasa (1). Avui per avui, aquests vectors segueixen tenint una gran

utilitat i al voltant del 86% dels assaigs clinics aprovats utilitzen com a vehicle

els vectors retrovirics (4).

CONSTRUCCIO DE VECTORS RETROVIRICS

Per tal de comprendre les caracteristiques d'aquests vectors, cal coneixer

quin es el cicle vital dels retrovirus (6). Els retrovirus son virus RNA. El proces

d'infeccio d'una cel-lula requereix, en primer floc, de la interaccio entre una
proteina de la capsida del virus i una proteina de la membrana cellular que

actua com a receptor. Com a consequencia, es produeix la internalitzacio de la
particula virica i l'alliberament del genoma, el RNA. Aquest RNA, mitjancant

la transcriptasa reversa, es retrotranscrit en el citoplasma obtenint aixi un
DNA copia, el cDNA, que es traslladat al nucli, on s'integra en el genoma de

la cel-lula hoste i es mante aixi de forma estable. Aquest DNA viric, un cop
integrat, es coneix com a provirus i s'expressa com un gen mes de la cel.lula,
utilitzant-ne tota la maquinaria de transcripcio i traduccio. Aquest provirus

consta de dues regions, els Long Terminal Repeat (LTR), que defineixen els
extrems del provirus i que contenen segiiencies reguladores de 1'expressi6
dels gens virics: Zona promotora, enhancers, elements repressors i senyals de
poliadenilacio. Entre els dos LTR es situen els Bens virics, gag, pol i env que
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codifiquen proteins estructurals del virus. Com a resultat de la interaccio entre una

de les proteines gap i el senyal d'encapsidacio, es produeix 1'empaquetament de

les particules viriques i l'alliberament de noves particules infectives.

El vector retroviric s'obte despres de substituir part del genoma viric, els

gens gag, pol i env, pel DNA d' interes (Fig. 1). Aquest vector contindra, per

tant, els LTR virics, els senyals d'encapsidacio i el gen d'interes.

Els gees gag, pol i env poden ser proporcionats en trans. Aixo ha permes el

desenvolupament de les denominades linies cel-lulars empaquetadores.

Aquestes son cellules a les quals s'ha transferit de forma estable els Bens gag,

pol i env, pero que no contenen les segiiencies necessaries per a 1'encapsidaci6

del virus.

El sistema que permet obtenir retrovirus recombinants consisteix en dos

components: d'una banda, el vector retroviric que conte el gen d'interes, i

d'altra banda les linies cellulars empaquetadores. Nomes quan els dos

components del sisterna, es a dir, el vector retroviric i les cel-lules

empaquetadores, es posin en contacte es produiran els retrovirus recombinants.

Per tal que aixo es doni, cal transfectar el vector retroviric que conte el gen

terapeutic a la linia cellular empaquetadora. En consegiiencia, s'acumularan

les particules viriques al medi extracellular. Aquests retrovirus recombinants

seran capacos de transduir les cel•lules diana i aconseguir aix% que aquestes

cel•lules continguin i expressin el gen d'interes.
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FIG. 1. Estrategia de preparacio i propagacio de vectors retrovirics.
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Sovint els vectors retrovirics contenen dos gens heterolegs, el gen marcador

que confereix avantatge selectiu a la cel•lula transduida i el gen terapeutic.

Ambdos gens poden ser expressats sota el control del mateix promotor,

aprofitant el mecanisme dd'acoblament (splicing) del propi retrovirus o be sota

dos promotors diferents, essent generalment un d'ells el propi LTR viric.

CARACTERISTIQUES DELS VECTORS RETROVIRICS

Els retrovirus presenten un conjunt de caracteristiques que condicionen el

seu us. Entre elles cal destacar la limitacio en la mida de 1' insert, que pot

arribar a tenir fins a 8 Kb coma maxim. D'altra banda, cal que les cel•lules diana

presentin en la seva superficie els receptors necessaris per que pugui tenir lloc

la transduccio. A mes, aquestes cel-lules hauran d'estar en divisio, la qual cosa

permetra que el transgen s'integri de forma estable en el genoma de la cellula

hoste i que aquesta quedi permanentment modificada. Aixo representa un

avantatge important quan es tracta d'actuar en malalties hereditaries i

alteracions croniques, pero tambe comporta rises com possibles alteracions

degudes a una sobreexpressio cronica del producte o be la possible introduccio

de canvis mutacionals com a resultat de l'efecte d'insercio (ex: disrupcio d'un gen

supressor de tumor o activacio d'un oncogen). Es important assenyalar que

aquests vectors s'integren de forma aleatoria en el genoma de la cel•lula hoste.

ESTRATEGIES DE TRANSFERENCIA GENICA UTILITZANT VECTORS RETROVIRICS

La via d'administracio mes comuna per aquests tipus de virus es la que s'ha

denominat ex vivo i consisteix en a'illar les cel•lules diana del pacient, cultivar-

les in vitro en presencia del vector retroviric que conte el gen terapeutic i

finalment administrar al pacient les M-lules corregides. Aquesta estrategia

s'esta utilitzant molt en assaigs clinics per a transduir cel•lules hematopoetiques

(2). S'ha utilitzat tambe per modificar M-lules hepatiques i cel.lules tumorals.

L'estrategia alternativa consisteix 1'administraci6 dels retrovirus

recombinants directament in vivo. Ates que els titols que s'obtenen de retrovirus

no son molt alts, aquesta via, generalment, resulta poc eficient. En el cas

d'actuar sobre tumors solids, el que resulta eficient es administrar in situ les

cel•lules productores del retrovirus recombinant, previament irradiades per

frenar-ne la divisio, pero que fins a ser destruides estaran produint els

retrovirus recombinants de forma continuada.

TRANSDUCCIO DE LES CEL•LULES HEMATOPOETIQUES: APLICACIO A MALALTIES

MONOGENIQUES HEREDITARIES

Les cel•lules progenitores de la hematopoesi son potencialment una poblacio

cellular ideal per ser transduida mitjancant vectors retrovirics, ja que la
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transducci6 de les cel•lules mare (stem), les cellules progenitores de

I'hematopoesi mes primitives i amb caracteristiques totipotencials,

representaria una aportaci6 continuada de cel•lules hematopoetiques

modificades al llarg de tota la vida de I'individu (7). La transducci6 de les

cel•lules mare (stem) es dificil, ja que, a mes de trobar-se en petita quantitat, es

troben principalment en estat quiescent.

Nombrosos esforcos s'encaminen a aconseguir modificar aquestes cel•lules

(5). La transducci6 d'aquestes cel•lules es interessant principalment per aquelles

malalties en que l'alteraci6 primaria radica en les cel•lules hematopoetiques.

De tota manera, el trasplantament de moll d'os s'ha mostrat efectiu tambe per

a algunes malalties metaboliques en que l'afectaci6 principal no radica en les

cel•lules hematopoetiques. Aixo ha fet pensar que, en aquests casos, la

transferencia genica a cel•lules mare (stem ) podria donar beneficis terapeutics,

sobretot si el producte genic pot esser eficientment secretat. Algunes malalties

hereditaries, corn el grup de malalties lisosomals, esdevenen models excel•lents

en els quals avaluar aquesta estrategia.

Les malalties lisosomals constitueixen una familia de malaties metaboliques
hereditaries amb unes 40 alteracions diferents i que resulten de la deficiencia
en algun dels enzims localitzats en el lisosoma. Una d'elles, la muco-
polisacaridosi tipus VI(MPS VI), consisteix en la deficiencia en 1'arilsulfatasa

B (ASB), enzim que hidrolitza esters de sulfat presents en els gluco-
saminoglicans, principalment el sulfat de dermata. Els individus afectats per
aquesta malatia presenten dismorfia facial, estatura curta, disostosi multiple,
hepatoesplecnomegalia, cardiomegalia i cataractes. Les cel•lules diana
d'aquesta malaltia son principalment els fibroblasts i condrocits, encara que

totes les cel•lules de l'individu es troben alterades. Diferents aproximacions

s'estan emprant per al tractament de la MPS VI; entre les quals es troba el

trasplantament de cel•lules de moll d'os. S'ha pogut observar que, despres del
trasplantament, aquests pacients experimenter millores en algunes de les
alteracions principals, com ara en les funcions respiratoria i cardiaca i reduIda
hepatoesplecnomegalia. D'altra banda, pero, no s'observen canvis en les
alteracions ossies. La possible efectivitat d' una terapia genica per a aquesta
malaltia esta essent estudiada per diversos grups. Els nostres estudis indiquen
que la transferencia del gen de 1'ASB mediatitzada per vectors retrovirics a
cel•lules hematopoetiques de moll d'os condueix a uns nivells elevats

d'expressi6 de l'enzim. L'enzim es a mes secretat a 1'exterior de la cel•lula i pot
ser endocitat via receptor manosa 6-fosfat per la cel•lula veina. Com a resultat,

s'observa una correcci6 del defecte metabolic (3). Els estudis iniciats en els

models animals, corn el gat MPS VI, ens permeten avaluar 1'efectivitat del

sistema en l'organisme viu.

Les situacions patologiques preferentment candidates a una terapia genica
dirigida a cel•lules hematopoetiques son aquelles malalties en que les propies

cel•lules hematopoetiques estan alterades corn a resultat de modificacions en
algun gen que s'expressa en aquesta poblaci6 cellular. En constitueix un
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exemple la sindrome de Wiskott-Aldrich (WAS), una malaltia lligada al

cromosoma X, que apareix corn a consequencia d'un defecte genetic en el gen

WASP. La clinica cursa amb immunodeficiencia, trombocitopenia i eczema.

Amb el trasplantament al•logenic de medulla ossia, s'aconsegueix el guariment

definitiu de la malaltia. Donada la dificultat d'obtenir donants histocompatibles,

aquesta malaltia es una candidata excellent a la terapia genica. En el nostre

grup s'estan iniciant estudis encarninats a un millor coneixernent de les bases

mol-leculars d'aquesta malaltia corn tambe a estudiar diferents estrategies de

terapia genica mediatitzada per vectors retrovirics.
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