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INTRODUCCIO

El coneixement de les bases moleculars
de les malalties ha obert la possibilitat de
noves estrategies terapeutiques. La identifi-
caci6 de les proteines, 'alteraci6 o deficien-
cia de les quals origina una determinada
malaltia 0 bé 'administracié de les quals po-
dria palliar els simptomes o el desenvolu-
pament d’aquesta malaltia, ha estat el fona-
ment de la terapia génica. La transferéncia
de gens té utilitat general per substituir1’ad-
ministracié d’una proteina amb valor tera-
peutic per I'administracié del DNA que la
codifica. D’aquesta manera es pot aconse-
guir teoricament la generacié in situ de la
proteina de manera perllongada, regulada i
especifica. Alternativament, es pot adminis-
trar DNA amb la finalitat de bloquejar I'ex-
pressié d’una determinada proteina (tecno-
logia antisentit o ribozimes). El desenvolu-
pament de la terapia génica suposa un
treball d’identificaci6é i caracteritzacié de
gens d’interes terapéutic. D’altra banda, es

requereixen vehicles per introduir de mane-
ra eficient, especifica i innocua el DNA a
céel-lules de teixits, és a dir, vectors genics.

El primer dels objectius, l'aillament de
gens d’interés terapeutic, ha avancat consi-
derablement en els darrers anys i continua
progressant a bon ritme. A més, cal esperar
que el projecte de seqtienciacié del genoma
huma ens permeti en un futur proper dispo-
sar de la informaci6 corresponent als 50.000-
100.000 gens que es calcula que posseeix el
genoma huma. Per contra, els avengos refe-
rents a vectors génics sén menys previsibles.
No existeix en I'actualitat un vector que reu-
neixi totes les qualitats necessaries per fer-lo
idoni per alamajoria d’aplicacions, ni tampoc
sembla clara la solucié que pugui resultar fi-
nalment reeixida. Un altre aspecte encara no
resolt és el control de la integracié del trans-
gen en els cromosomes de la cél-lula recepto-
ra. Lesaproximacions actuals de terapia geni-
ca suposen la introduccié d'una o diverses
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copies del transgen a la cél-lula hoste i de ve-
gades la integracié d’aquesta(es) copies en el
genoma cel-lular, la qual es realitza a I'atzar.
Seria desitjable poder introduir elements que
dirigissin la integraci6 especifica del trans-
gen, pero encara desconeixem els mecanis-
mes que regulen aquest procés en eucariotes.

MALALTIES POTENCIALMENT
TRACTABLES PER TERAPIA GENICA
I TEIXITS DIANA

La terapia genica es concebi inicialment
per al tractament de malalties d’origen ge-
nétic causades per deficiencies en un dnic
gen. D’entre aquestes malalties, de les quals
se n’han descrit més de cinc mil, algunes sén
bastant freqiients: anémia perniciosa, fibro-
si quistica, distrofia muscular de Duchenne,
talassémia o fenilcetontria; d’altres sén ra-
res: malaltia de Lesch-Nyan o trastorns en el
metabolisme de lipids i carbohidrats. Els
gens involucrats en més de mil d’aquestes
malalties han estat ja identificats i clonats.
La filosofia daplicacié de la terapia génica
era clara: si una malaltia és causada per la
deficiencia en un determinat gen, es pot cor-
regir mitjancant la restitucié6 del gen funcio-
nal. La terapia génica podria, en teoria,
proporcionar una solucié definitiva per a
aquestes malalties si s’aconseguis afectar
exclusivament les cél-lules diana i s’assolis
una expressio adient i persistent.

Tanmateix, aviat es va fer pales que a
més de les malalties causades per la defi-
ciéncia en un dnic gen, la terapia génica té
una aplicacié molt amplia i pot emprar-se
per a malalties molt variades: cardiovascu-
lars, cancer, desordres endocrins o infec-
cions viriques.

De fet I'origen poligenic o multifactorial
no és un inconvenient per al disseny de tera-
pia génica sempre que es demostri la possi-
ble utilitat terapeutica de la introduccié d"un

gen adient. De fet, en I'eleccié de les malal-
ties diana cal considerar factors tan impor-
tants com I'elevada morbiditat o mortalitat
de la malaltia i I'existencia d'una relaci6 be-
nefici/risc positiva. També és important el
fet que les terapies actuals siguin inadequa-
des (Ledleyl et al., 1987; Macer, 1992).

La terapia genica en humans es restrin-
geix a la manipulaci6 genica de cel-lules so-
matiques. La modificacié genetica de cel-lu-
les germinals, per qiiestions etiques (Danks,
1994), només s’aplica a animals per a 'ob-
tenci6é d’animals transgenics amb un enfo-
cament molt diferent: creacié de models
animals o millora de la produccié. Dins de la
terapia de cel-lules somatiques cal diferen-
ciar la terapia fetal. Aquesta terapia s’aplica-
ria a fetus que hagin estat identificats com a
afectes en proves de diagnostic prenatal i
que haurien d’ésser tractats en l'tter en el
periode de desenvolupament. Aquesta
aproximaci6 esta en fase d’experimentaci6
molt inicial en models animals.

Molt més avancada es troba la terapia
genica aplicada a individus adults de la qual
existeixen nombrosos protocols clinics en
curs. Pel que fa referéncia als tipus de teixits
tractables mitjangant terapia genica, tots hi
poden ésser susceptibles. Les caracteristi-
ques del teixit diana (replicacié cel-lular,
massa i localitzacié) determinaran la via
d’administracié o el vector que s’utilizara.
També sera determinant el tipus de proteina
que es vol expressar, si és intracel-lular o és
una proteina sistémica. En el primer cas, en
general es pretendra modificar el major
nombre possible de cel-lules diana; en 1'al-
tre, la secreci6 de la proteina des d'unes po-
ques cel-lules pot ésser suficient. Podem dis-
tingir les estrategies per a intervencions de
terapia genica en actuacions in vivo o ex vivo.
La transferéncia de gens al teixit intacte o
administracié in vivo es pot realitzar in situ
al teixit diana o via sistémica. Aquest tipus
d’estrategia té una serie de particularitats
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com el fet que no permet un procés de selec-
ci6 de les cel-lules que han adquirit el gen i
que en general requereix afectar un gran
nombre de ceél-lules. Quan 1’administracié
és sistémica, el DNA administrat tindra una
biodisponibilitat limitada per una serie de
barreres de teixit (membranes connectives,
epiteli vascular, membrana hematoencefa-
lica), proteines inactivants (proteases-nucle-
ases, proteines amb carrega positiva que
adsorbiran el DNA) i immunologiques (sis-
tema del complement, resposta immune
cellular i anticossos neutralitzants). Sera
doncs necessari disposar d'un vector que
vehiculi una optima biodisponibilitat i es-
pecificitat del DNA al teixit diana. L’espe-
cificitat de teixit es podra conferir alterna-
tivament utilizant una regié reguladora
teixitespecifica de 1'expressié del transgen.
En el cas de I’administracio6 ex vivo, es tracta
d’aillar in vitro les cél-lules d'un determinat

VECTOR-TRANSGEN

TRANSFERENCIA

Alliberacié DNA

teixit i efectuar el procés de transferencia ge-
nica. Aquestes cel-lules, que poden fins i tot
sotmetre’s a un procés de seleccid, seran
posteriorment reimplantades en l'individu
donant. En la practica, aquest sistema resul-
ta idoni per a cel-lules que tinguin capacitat
de proliferaci6 in vitro i que poden seleccio-
nar-se per expressar establement el trans-
gen abans de ser reimplantades. Una alter-
nativa a la terapia génica ex vivo consisteix
en la utilitzacié de cel-lules alienes a I'indi-
vidu, habitualment linies cel-lulars, les
quals han estat modificades genéeticament
per expressar de manera estable el transgen.

VECTORS DE TRANSFERENCIA
GENICA

Per aconseguir l'expressi6 d'un DNA
fora en una cél-lula diana caldra véncer una
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FIGURA 1. Etapes en la transferéncia cel-lular de gens.
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TAULA I: Caracteristiques del vector idoni.

Capacitat de transport 1-1.000 kb
Eficiencia transferéncia: relaci6 vector/cel-lula >10
Integracio Si (direccional)
/No
Expressié sostinguda Si
Transferéncia cel-lules quiescents/replicatives Si/5i
Transferéncia in vivo Si
Direccionalitat de transferéncia Si
Direccionalitat de transcripcié St
Particules virus recombinants salvatges No
Expressié de proteines virals No
Oncogenicitat No

série de barreres (figura 1). En primer lloc el
DNA o el vehicle hauran de ser capagos
d’interaccionar especificament amb la
membrana cel-lular. Després d’aquesta
interaccié el complex DNA-vector haura
d’ésser internalitzat, procés que majoritaria-
ment implica I'entrada per vesicules d’en-
docitosi i en una minoria dels casos la fusi6
amb la membrana. A continuacié el DNA
haura de salvar la degradaci6 lisosomal as-
sociada al procés endocitic i traspassar la
membrana nuclear. Un cop al nucli, el DNA
podra integrar-se o romandre episomal i
aixi determinar la durada de l'expressié
(transitoria o estable). El vector tindra un
paper fonamental a determinar i optimitzar
cadascuna d’aquestes etapes.

El vector idoni per a ésser utilitzat en te-
rapia genica és una entitat teorica inexistent
pero és el model cap al qual tendeixen els
vectors actuals i futurs (Hodgson, 1995). El
vector idoni reuniria les caracteristiques re-
collides en la taula I. En els sistemes de
transferéncia actuals podem diferenciar en-
tre metodes fisics de transfecci6 i transduc-
ci6 virica. Entre els meétodes fisicoquimics
d’aplicacié en terapia genica cal destacar:
els liposomes, els conjugats mol-leculars i el
microbombardeig. Entre els vectors virals

els més remarcables son els retrovirus, ade-
novirus, virus adenoassociats i virus her-

pes.

Vectors retrovirics

Els vectors retrovirics constitueixen un
vehicle per introduir DNA a cel-lules euca-
riotes i han estat els primers vectors utilit-
zats en els estudis de terapia genica. E1 1981
esvadescriure el primer vectoriel 1990 es va
iniciar el primer assaig clinic en pacients que
presentaven una deficiencia en I'enzim ade-
nosina desaminasa (Blase et. al., 1990). Ara
com ara, aquests vectors continuen tenint
una gran utilitat en clinica i s’estan duent a
terme nombrosos estudis d'investigacio ba-
sica dirigits a millorar-nel’eficacia.

Cicle de vida i construccio de vectors retrovirics

Per tal de comprendre les caracteristi-
ques d’aquests vectors cal coneixer el cicle
vital dels retrovirus (Salmons et al., 1993).
Els retrovirus sén virus RNA. El procés
d’infeccié d’una cél-lula necessita en primer
lloc la interacci6 entre una proteina de la co-
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FIGURA 2. Estratégia de preparacio i propagacio de vectors retrovirics.

berta del virus i una proteina de la membra-
na cel-lular que actua com a receptor. Com a
conseqiiéncia, es produeix la internalitzaci6
de la particula viral i I'alliberament del ge-
noma, I'RNA. Aquest RNA, mitjancant la
transcriptasa reversa, és retrotranscrit en el
citoplasma i aixi s’obté un DNA copia, el
c¢DNA, que és traslladat al nucli on s’integra
en el genoma de la cel-lula hoste i es manté
aixi de forma estable. Aquest DNA viral un
cop integrat es coneix com a provirus i s’ex-
pressa com un gen més de la cel-lula i uti-
litza tota la maquinaria de transcripcié i
traduccié de la propia cel-lula. Aquest pro-
virus consta de dues regions LTR (long ter-
minal repeats), que defineixen els extrems del
provirus i que contenen seqtiéncies regula-
dores de l'expressi¢ dels gens virals: zona
promotora, enhancers, elements repressors i
senyals de poliadenilacié. Entre els dos LTR
se situen els gens virals, gag, pol i env que co-
difiquen proteines estructurals del virus.

Com a resultat de la interacci6 entre una de
les proteines gag i el senyal d’encapsidacioé
es produeix I'empaquetament de les parti-
cules viriques i l'alliberament de noves par-
ticules infectives.

El vector retroviric s'obté després de
substituir part del genoma viral, els gens
qag, polienv, pel DNA d’interés. Aquest vec-
tor contindra, per tant, els LTR virals, els
senyals d’encapsidacié i el gen d’interes. Els
gens gag, pol i env poden ser proporcionats
en frans. Aixd ha permes el desenvolupa-
ment de les denominades linies cel-lulars
empaquetadores (Markowitz et al., 1988;
Markowitz et al., 1988). Aquestes s6n cel-lu-
les a les quals s’han transferit de forma es-
table els gens gag, pol i env, perd que no
contenen les seqiiéncies necessaries per a
'encapsidacié del virus.

El sistema que permet obtenir retrovirus
recombinants consisteix en dos compo-
nents: d'una banda, el vector retroviric que
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conté el gen d’interes, i d’altra banda les li-
nies cel-lulars empaquetadores (figura 2).
Només quan els dos components del siste-
ma, és a dir, el vector retroviric i les cél-lules
empaquetadores, es posin en contacte, sera
quan es produiran els retrovirus recombi-
nants. Per tal que aix0 es doni, cal transfec-
tar el vector retroviric que conté el gen tera-
peéutic a la linia cel-lular empaquetadora. En
conseqiiencia en el medi extracel-lular s’a-
cumularan les particules virals. Aquests re-
trovirus recombinants seran capagos de
transduir les cel-lules diana i aconseguir aixi
que aquestes cél-lules continguin i expressin
el gen dinteres.

Sovint els vectors retrovirics contenen
dos gens heterolegs: el gen marcador que
confereix avantatge selectiu a la cel-lula
transduida i el gen terapéutic. Ambdoés gens
poden ser expressats sota el control del ma-
teix promotor, aprofitant el mecanisme de
splicing del propi retrovirus, o bé sota dos
promotors diferents, essent generalment un
d’ells el propi LTR viral (Levine et al., 1991 i
Byun et al., 1996).

Estrategies de transferencia genica utilitzant
vectors retrovirics

La via d’administracié més comuna per
a aquests tipus de virus és la que s’ha deno-
minat ex vivo i consisteix en aillar les cel-lu-
les diana del pacient, cultivar-les in vitro en
presencia del vector retroviric que conté el
gen terapeéutici finalment administrar al pa-
cient les cel-lules corregides. Aquesta estra-
tegia s’esta utilitzant molt per transduir
cel-lules hemopoetiques (Bordignon et al.,
1995; Fillat et al., 1996). S'ha utilitzat també
per modificar altres tipus de cel-lules com
ara cel-lules hepatiques (Grompe et al., 1992)
i fibroblasts (Levy-Yeyati et al., 1995) entre
d’altres.

L’estrategia alternativa és la que con-

templa 'administracié dels retrovirus re-
combinants directament in vivo. Com que
els titols que s’obtenen de retrovirus no s6n
molt alts, aquesta via generalment resulta
poc eficient, si bé actualment molts esforcos
s’encaminen a desenvolupar meétodes que
permetin concentrar el nombre de particu-
les infectives/ ml. Com a sistema alternatiu,
i d’aplicaci6 en determinats cancers que
desenvolupen tumors solids, resulta molt
més eficient I'administracié in situ de les
cél-lules productores dels retrovirus recom-
binants (Wei et al., 1995; Tamiya et al.,
1995).

Caracteristiques dels vectors retrovirics
com a vectors de transferéncia. Avantatges
i inconvenients

Els retrovirus presenten un conjunt de
caracteristiques que en determinen 1'tis com
a vectors de transferencia. Els vectors retro-
virics disposen d’una capacitat per a la clo-
nacié de l'insert que pot arribar a tenir fins a
8 kb com a maxim, la qual cosa limita el ti-
pus de fragment que podran vehicular.

Una altra de les particularitats dels re-
trovirus es basa en el fet que la transduccié
de les cellules diana és mitjancada per re-
ceptors (Weiss et al., 1995). Aquest pas té
lloc durant la primera etapa del procés d'in-
feccié d’una cel-lula i es caracteritza per la
uni6 de la proteina de la coberta del retrovi-
rus (proteina env) a un receptor especific si-
tuat en la membrana de la cellula diana.
Cada tipus de retrovirus reconeix un recep-
tor determinat. Els retrovirus més utilitzats
son els que es basen en el virus de la leuce-
mia murina i aquests es divideixen en dos
tipus: els retrovirus ecotropics, que només
infecten cel-lules murines i utilitzen com a
receptor un transportador d’aminoacids ba-
sics (Kim et al., 1991), i els retrovirus amfo-
tropics, que poden infectar cel-lules tant hu-
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manes com murines i que utilitzen com a
receptor un transportador de fosfats (Miller
et al., 1994). Segons si les cel-lules diana pre-
senten o no aquests receptors i segons el
nombre de receptors dels quals disposen,
aquests retrovirus podran modificar més o
menys eficientment les cel-lules. Modificar
el tropisme d’aquests retrovirus pot interes-
sar tant per afavorir 'eficiencia de trans-
duccié com per aconseguir una major espe-
cificitat de transducci6 .

Una de les estrategies desenvolupades
per modificar el tropisme dels retrovirus es
basa en la substituci6 total de la proteina de
la coberta env del virus original per una al-
tra proteina env que procedeixi d'un virus
diferent i que posseeixi unes altres caracte-
ristiques pel que fa al mecanisme d’entrada
a la cel-lula diana; els virus aixi generats re-
ben el nom de retrovirus pseudotipats. Un
exemple concret és el que es basa en la subs-
tituci6 de la proteina de la coberta del virus
originari, el de la leucemia murina, per la
glucoproteina G del virus de 1'estomatitis
vesicular humana. Mentre que el virus ori-
ginari només és capag de modificar cel-lules
que expressin el receptor requerit, el nou vi-
rus generat podra modificar un ampli es-
pectre de cel-lules, ja que no reconeix un re-
ceptor especific sindé un fosfolipid de
membrana present en molts tipus cel-lulars.
Aquests retrovirus modificats, a més de
presentar un ampli espectre d’infeccid,
quan se sotmeten a un procés de concentra-
ci6 aconsegueixen obtenir titols de fins a 10°
particules infectives/ml (Burns et al., 1993).
Aquests titols son molt més elevats que els
titols obtinguts amb el virus de la leucemia
murina, que en el millor dels casos poden
arribar a ser de 107 particules infectives/ml.
Aquesta estrategia aconsegueix millorar I'e-
ficiencia en el procés de transduccié de les
cél-lules diana.

Una estrategia encaminada a modificar
I"especificitat d’infecci6 dels retrovirus és la

que introdueix elements pont entre la pro-
teina env del retrovirus i la superficie de la
cel-lula. Aquests elements pont permeten
que el retrovirus reconegui altres receptors
que poden ser més especifics del tipus
cel-lular. Aquests elements pont poden ser
diversos; un exemple seria el que utilitza l’a-
coblament de lligands quimics com és la
uni6 de moleécules de lactosa per tal d’acon-
seguir transduir els hepatocits a través del
receptor de la galactosa (Neda et al., 1991).

Una altra estrategia dirigida a modificar
el tropisme dels retrovirus és la que desen-
volupa sistemes basats en la modificaci6 de
la capacitat d'unié de la proteina env de la
coberta del virus. Aquestes modificacions
inclouen la introducci6 de nous dominis
d’uni6 en la regié N-terminal de la proteina
(Somia et al., 1995), la substituci6 dels frag-
ments naturals d’unié al receptor per d’al-
tres amb una especificitat diferent (Kassaha-
ra et al., 1994) o bé petites modificacions en
el domini natural d'uni6 al receptor (Cosset
et al., 1996). Si bé aquestes estrategies per-
meten la unié especifica del virus amb el re-
ceptor, s’ha observat que la posterior trans-
locaci6 de les capsides virals al citoplasma
és molt ineficient, de manera que la trans-
ducci6 s’esdevé en uns nivells baixos.

El desenvolupament de metodes efi-
cients i especifics d'infeccié mitjancada per
retrovirus és un dels reptes principals que
aquests vectors de transferéencia plantegen
per al seu millor Gs en terapia génica.

Una altra de les particularitats dels vec-
tors retrovirics més utilitzats, els derivats
del virus de la leucémia murina, és que les
cel-lules susceptibles de ser modificades
han d’estar en divisi6 per tal que el DNA te-
rapéutic accedeixi al nucli de la cellula.
Aquest fet representa una limitacié impor-
tant en 1'ts d’aquests vectors, ja que exclou
la modificaci6 de cel-lules quiescents. D’al-
tra banda, pero, un cop al nucli, el transgen
s’integra de manera estable en el genoma de
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la cel-lula hoste, la qual queda aixi perma-
nentment modificada (Miller et al., 1990). La
integraci6 del transgen en el genoma de la
cel-lula representa un avantatge important
sobretot quan es tracta d’actuar en malalties
hereditaries i alteracions croniques, pero
també existeixen uns riscs potencials com
possibles alteracions degudes a una sobre-
expressio cronica del producte o bé la possi-
ble introduccié de canvis mutacionals com a
resultat de I'efecte d’inserci6 que es produi-
ria en integrar-se el transgen de forma alea-
toria en el genoma de la céel-lula hoste. (ex.:
disrupcié d'un gen supressor de tumor o ac-
tivacié d"un oncogen).

Lentivirus

El desenvolupament dels lentivirus com
a vectors de transferencia ha sorgit recent-
ment i per tant existeixen pocs estudis que
permetin valorar ampliament leficiencia
d’aquest sistema. Els lentivirus sén un tipus
de retrovirus que presenten la capacitat
d’integrar-se de manera estable en el geno-
ma de la céllula hoste tant en cél-lules en
proliferacié com en cel-lules no proliferati-
ves. Aix0 és perque aquests virus expressen
unes proteines que son capaces d’interac-
cionar amb la maquinaria d’import nuclear i
mitjangar aixi el transport a nucli (Naldini et
al., 1996). Aquesta és una propietat que els
fa molt atractius, ja que una de les limita-
cions principals que presenten els vectors
retrovirics derivats del virus de la leucémia
murina (MLV) és el requeriment que les
cel-lules per ser modificades de manera es-
table han d’estar en divisié. Els primers vec-
tors lentivirics desenvolupats es basen en el
virus de la immunodeficiencia humana
(VIH) i s’ha pogut demostrar en experi-
ments in vivo que transdueixen de manera
eficient cel-lules hepatiques, musculars (Ka-
fri et al., 1997) i neuronals (Naldini ef al.,

1996). En canvi, en investigacions realitza-
des en cellules totalment diferenciades de
I'epiteli pulmonar s’ha detectat un bloqueig
en la transferéncia, probablement al nivell
d’entrada del virus a la cel-lula (Goldman et
al., 1997). El desenvolupament de vectors
basats en el virus VIH presenta considera-
cions importants de seguretat biologica. La
utilitzacié de lentivirus d’origen no primat
com el feline immunodeficiency virus (FIV) co-
menca a ser estudiada, si bé cal realitzar di-
verses modificacions per tal d’incrementar
I'eficiencia de la transferéncia per causa del
seu reduit tropisme (Peoschla et al., 1998).

Vectors adenovirals

Els adenovirus es van aillar per primera
vegada el 1953 a partir d’adenoides humans
en la recerca dels agents causals d"un refre-
dat comt. S"han descrit un total de quaran-
ta-un serotipus, la majoria clinicament inno-
cus. Els més estudiats son els serotips 21 5,
els quals estan totalment seqiienciats. La
utilitzaci6 dels adenovirus com a vectors de
transferencia genica és recent; les primeres
experiencies descrites son del periode 1991-
1993 (Berkner et al., 1988; Becker et al., 1994).
Els vectors adenovirics, o adenovirus re-
combinants, son virus deficients, als quals
s’han delecionat regions del genoma indis-
pensables per a llur replicacio.

Estructurai cicle litic

La particula de I'adenovirus té simetria
icosaeédrica, i té un diametre de 70 nm. La
coberta proteica esta constituida per una
molecula de 30 nm de llarg formada per tres
polipeptids identics que es projecta des de
la superficie del virus i es troba en cadascun
dels dotze vertexs. Aquest complex anome-
nat pento esta constituit per una proteina, la
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base del pent6, que forma una cavitat on
s'inserta I'extrem N-terminal de la fibra.
L’extrem C-terminal de la fibra és el domini
d’interaccié amb les cel-lules hostes.

El seu genoma (pes molecular de 24 x10°
daltons) esta constituit per un DNA de do-
ble cadena de 36 kb, amb una capacitat codi-
ficadora per a vint proteines, i que uneix co-
valentment a cada extrem una proteina de
55 kDa. De manera arbitraria, el genoma
del’adenovirus es divideix en cent unitats de
mapa (mu), cadascuna de les quals corres-
pona 360 bp.

El primer esdeveniment que es déna en
la infecci6 viral és el reconeixement especi-
fic de la cél-lula diana amb un receptor espe-
cific a la superficie cel-lular. Recentment
s’ha identificat una proteina anomenada
CAR (receptor dels adenovirus i virus Cox-
sackie) com a responsable de la interaccié
especifica amb la proteina de la fibra adeno-
virica (Bergelson et al., 1997). Després d’ha-
ver-se fixat a la superficie cel-lular, el virus
s’introdueix a la cel-lula per endocitosi i en
aquest procés interaccionen la base del pen-
t6 i les integrines cel-lulars (Wickham et al.,
1995). Un cop internalitzada la particula vi-
rica i gracies a la capacitat endocitolitica de
la base del pent6 en la capsida (Pastan et al.,
1986), pot fer arribar el seu genoma integre
alnucli dela cel-lula hoste. El genoma del’a-
denovirus no s’integra en els cromosomes
cellulars, siné que roman extracromoso-
mic. Poc temps després de l'arribada al
nucli (hores) s’inicia I'expressié dels gens
virals, en la qual es diferencien una etapa
primerenca (abans de la replicacid), en que
s’expressen gens de proteines reguladores
de la transcripci6 i relacionades amb el con-
trol dela replicaci6 del virus, i una etapa tar-
dana, en queé s’expressen els gens de les pro-
teines estructurals de la capsida. Al final del
cicle litic, aproximadament dos dies després
de la infecci6, s’han produit de mil a cinc mil
particules viriques per cel-lula.

Caracteristiques dels adenovirus com a vectors
de transferéncia genica i estratégies per a la
preparacio d’adenovirus recombinants

Els adenovirus que s’utilitzen com a vec-
tors de clonatge i expressi6 son virus dele-
cionats; els primers virus recombinants pre-
parats (anomenats de primera generacio)
estan delecionats en la regié primerenca o
early E1 (essencial per a la replicaci6). La de-
leci6 té una doble finalitat: d'una banda con-
verteix els adenovirus en vectors incapagos
de replicar-se, i d’altra banda proporciona
cabuda al gen fora; la longitud maxima de
genoma que es pot empaquetar és de 38 kb
(106 unitats de mapa). Posteriorment, s’han
preparat altres virus recombinants en que
s’han delecionat parts addicionals dels ge-
nomes i que, en conseqiiéncia, tenen més ca-
pacitat de transport de gens forans i una
reduida expressié de proteines virals (Ar-
mentano ef al., 1995; Yeh et al., 1996).

Aixi doncs, els adenovirus vectors son
capacos d’infectar cel-lules permissives, en
les quals es produira I'expressié del genoma
viral i els gens forans que portin insertats,
pero onno tindra lloc la replicacié. Per acon-
seguir la propagaci6 del virus s"utilitzen li-
nies cel-lulars en les quals s’ha insertat la re-
gi6 E1, que expressen. La més utilitzada és
la linia de cel-lules epitelials de rony¢ 293.
En aquestes cel-lules es dura a terme el cicle
litic, i en el medi de cultiu es trobaran els
adenovirus a titols d’entre 10° i 10" pfu/ml
(pfu = unitats formadores de plaques).

La introducci6 del gen fora en el genoma
adenoviric es pot realitzar fonamentalment
mitjangant dues aproximacions. Una d’elles
es basa en el lligament de fragments de
DNA viric i el gen d’interes, i la posterior
transfeccié de les cellules propagadores
(293) amb la molecula recombinant. Aques-
ta aproximacié presenta la dificultat d’ha-
ver de manipular el gran genoma viral (36
kb) il'inconvenient que es produeixen algu-
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FIGURA 3. Estratégia de preparacio i amplificacio d’adenovirus recombinants E1-deficients.

nes particules de virus no recombinants per
la preséncia de petites quantitats de DNA
viric no trencat, altament infectiu. Una sego-
na aproximacid, habitualment utilitzada, es
basa en la cotransfecci6 de les cel-lules per-
missives amb dos plasmidis que contenen
fragments genomics de I'adenovirus super-
posables; un d’aquests plasmidis inclou, a
més, el gen fora (figura 3). Aquests plasmi-
dis sofriran recombinacié homologa in vivo,
la qual cosa generara particules infectives
d’adenovirus amb el genoma recombinant
deficient (Berkner, 1988; Becker et al., 1994).

Avantatges i inconvenients dels adenovirus com
avectors de DNA en terdpia genica

Un primer aspecte positiu dels vectors
adenovirics és la seguretat biologica dels
adenovirus. Existeix 'antecedent que deter-
minats adenovirus intactes han estat am-
pliament emprats en 1'obtencié de vacunes.

A més, en cap cas s’han relacionat els adeno-
virus amb la generacié de tumors en hu-
mans.

Un altre avantatge a destacar, i que els
fa superiors als retrovirus en aquest camp
d’aplicacio, és la possibilitat d’obtenir titols
molt elevats de virus (de fins a 10" pfu/ ml),
els quals poden ésser encara incrementats,
mitjancant concentracié per meétodes fisics,
fins a 10” pfu/ml o més.

La capacitat dels adenovirus per infectar
un gran ventall de diferents tipus de cel-lu-
les eucariotes representa un avantatge addi-
cional; fonamentalment tenint en compte
que els humans son els hostes naturals d’a-
quests virus. Han estat infectats amb eéxit
amb vectors adenovirics: hepatocits (Go-
mez-Foix et al., 1992), cel-lules beta pancrea-
tiques (Becker et al., 1994), miocits (Baqué et
al., 1994), cél-lules del sistema nerviés (La-
Salle et al., 1993), cel-lules epitelials (epiteli
bronquial) (Lemarchand et al., 1992), entre
d’altres, i d’especies diferents. Els adenovi-
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rus, amés, no tenen un requeriment especial
per a cellules quiescents o en replicacio.
Tanmateix, i pel fet que el seu genoma no
s’integra en el de la cél-lula hoste, I'expres-
si6 del virus resulta transitoria en cel-lules
en divisi6, mentre que es manté estable, in
vitro, en cel-lules no replicatives.

Un altre fet destacable dels adenovirus
és que l'eficiencia de transduccié en molts
sistemes cel-lulars assoleix valors propers al
100%, eficiencia no aconseguida amb cap al-
tre sistema de transferéncia.

Un dels inconvenients dels adenovirus
com a vectors és que el disseny i construccié
dels vectors adenovirics, per recombinacié
homologa, és més complex que, per exem-
ple, el cas dels retrovirus. Una altra limita-
ci6 del vectors adenovirics més usuals és la
restringida capacitat per acceptar seqiien-
cies de DNA fora d’entre 5-7,5 kb, segons el
tipus de vector.

Finalment, el principal inconvenient dels
adenovirus com a vectors de transferéncia
génica in vivo és la resposta immunitaria
que generen. Les cél-lules transduides amb
adenovirus donen lloc a una resposta infla-
matoria, la generacié de limfocits T citoto-
xics i la destruccié de les céel-lules modifica-
des. Aix0 causa la desaparici6 de I'expressio
del transgén en un temps relativament curt
(setmanes). Aquest fet es relaciona amb I'ex-
pressio en la cel-lula de proteines viriques
que serien altament immunogeniques. En
aquest sentit, les noves generacions de virus
incorporen delecions més extenses del geno-
ma en unintent de minimitzar1’expressioé de
proteines viriques, per tal de disminuir la
resposta immunologica.

Vectors adenoassociats
Els virus adenoassociats (AAV) sén virus

de DNA delafamilia dels parvovirus que no
han estat implicats com a agents causals de

cap malaltia. El serotipus 2 infecta de manera
natural cel-lules de I'epiteli pulmonar en hu-
mans, i en cultiu mostra un ampli tropisme.
Els AAV presenten unes caracteristiques po-
tencials altament interessants per a la trans-
feréncia genica: la infeccié de cel-lules per
partde virus salvatges condueix ala integra-
ci6 del genoma viral de manera estable enun
lloc especific del cromosoma 19 i no es res-
tringeix a cap moment del cicle cel-lular. Do-
nades aquestes caracteristiques, emergiren
com una alternativa atractiva a la dels vec-
tors retrovirics, la inserci6 dels quals es pro-
dueix de forma aleatoria en el genoma, i no-
més en cel-lules replicatives. Nogensmenys,
els vectors recombinants adenoassociats
dels quals es disposa en I’actualitat semblen
haver perdut la propietat d"integracio espe-
cifica i en I'actualitat s’esta estudiant quins
son els elements responsables d’aquest efec-
te (Samulskietal., 1991).

Estructurai cicle de vida

El virus és una particula icosaédrica pro-
teica altament resistent a tractaments qui-
mics o fisics que inactiven altres virus. El
genoma és una cadena senzilla linear d"apro-
ximadament 4,68 kb en la qual es distingei-
xen tres regions. Unes seqiiéncies repetides i
invertides de 145 nucleotids en els extrems o
ITR (inverted terminal repeat), on s'inclouen
I'origen de replicacid i el senyal d’empaque-
tament i integracio, i que sén les tiniques re-
gions indispensables en cis per dur a terme
els esmentats processos. Entre els dos ITR es
troben els gens Rep i Cap, que codifiquen pro-
teines necessaries per a la replicacié i encap-
sidaci6 del virus. La regié Rep conté dos
marcs oberts de lectura que s’expressen sota
els promotors p5ip9ique generen les protei-
nes Rep (Rep 78, Rep 68, Rep 52 i Rep 40).
Aquestes proteines estan involucrades en la
regulaci6 de la replicaci6 viral, en el control
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del'expressid de les proteines de la capsida i
en la integraci6 especifica en el cromosoma
cel-lular. Laregié Cap codificales tres protei-
nes de la capsida, VP-1, VP-2 i VP-3, que es
transcriuen des del promotor p40 (Lebrows-
kietal., 1988; Rolling et al., 1995).

La infecci6 amb virus adenoassociats
dona lloc a un cicle de vida latent. La parti-
cula de virus s"uneix a un receptor encara no
identificat. La particula es transporta al nu-
cli on perd la capsida. Els ITR formen unes
estructures en forma de T per complemen-
tarietat de seqiiéncia, que constitueixen el
lloc d’inici de la sintesi de DNA i de forma-
ci6 de la molecula bicatenaria que s’integra-
ra en els cromosomes cel-lulars en forma de
provirus. La integraci6 del virus salvatge es
doéna en un lloc especific del cromosoma 19.
Quan es produeix la coinfeccié o superinfec-
ci6 amb un virus auxiliar (adenovirus, her-
pesvirus o vacci), el virus adenoassociat rea-
litza un cicle de vida litic. Aquest virus im-
plica també el rescat del provirus insertat i
compren 'activacié de I'expressi6 de la re-
gi6 Rep de I’AAYV, la replicacié del genoma
viral i 'empaquetament de les particules en
capsides.

Construccio de vectors AAV

En els vectors adenoassociats se substi-
tueixen els gens Rep i Cap pel gen terapeutic
que quedara compres entre els ITR. Per tal
d’obtenir particules infectivesien les prime-
res preparacions es duia a terme la cotrans-
feccié del vector recombinant AAV (que con-
té el gen terapeutic) conjuntament amb els
gens Rep i Cap alalinia cel-lular 293 que pre-
viament ha estat infectada amb un adenovi-
rus. Ara es disposa de linies derivades de les
cel-lules 293 productores, generades per in-
serci6 estable dels gens Rep i Cap (Clark et al.,
1995). A partir d’aquestes linies és possible
preparar linies cel-lulars que portin integrat

establement el vector AAV recombinant. La
generacio de particules del virus s’indueix
per infeccié d’aquestes linies amb adenovi-
rus. Els vectors recombinants s’alliberen per
la lisi i mort de les cel-lules que el produei-
xen. Aquests vectors son posteriorment pu-
rificats, sotmesos a un procés de concentra-
ci6 i ja estan preparats per al seu s com a
vectors de transducci6 (Flotte et al., 1995).

Caracteristiques dels AAV. Avantatges
i inconvenients

Es tracta d'un virus no patogenic, ja que
I'exposici6 al virus no s’ha associat, fins ara,
a cap malaltia. Un avantatge d’aquests vec-
tors consisteix en el fet que s6n capagos d’in-
fectar cel-lules i integrar el DNA situat entre
els dos ITR independentment de la fase del
ciclecel-lular (Podsakoff et al., 1994), sibé1'e-
ficiencia d’infeccié és molt més alta quan les
cel-lules diana s’estan replicant (Russell et
al., 1994). Pel que fa a les limitacions, aques-
tes son diverses; d'una banda, la baixa efi-
ciencia d’infeccié en comparaci6é amb retro-
virus o adenovirus. D’altra, les limitacions
de la mida del DNA que pot ésser empaque-
tat; com que el genoma de I'’AAV és petit, la
mida maxima del transgen que es pot vehi-
cular es de 5 kb. Finalment, els titols aconse-
guits amb els meétodes de preparacié des-
crits sén baixos, prop de 10° particules/ml.

Virus derivats d'Herpes simplex

Els virus Herpes simplex HSV-1 i HSV-2
causen de manera natural infeccions de les
ceél-lules epitelials humanes que cursen amb
un cicle litic. Durant la infecci6 el virus esta-
bleix una infecci6 latent de les neurones que
innervenelllocdelalesid, per causa del man-
teniment del seu genoma com un element ex-
tracromosomic en un estat quiescent, i des
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d’allaactuencomareservoriiinfecten de ma-
nerarecurrentles cél-lules epitelials.

Estructura

La particula virica esta formada per una
coberta que inclou glicoproteines i rodeja
una capsida proteica icosaédrica, separada
del genoma per una capa de proteines ano-
menada tegument. El genoma és una do-
ble cadena de DNA de 152 kb que conté
almenys vuitanta gens. Aproximadament
la meitat dels gens sén essencials per a la re-
plicaci6 viral i els altres son dispensables.
Per tant tenen una gran capacitat per accep-
tar DNA. El genoma consta de dues regions
uniques (llarga i curta) flanquejades per se-
qiiencies repetides. Hi ha dos origens de re-
plicacié i tres copies de la seqiiencia «a» que
mitjanga el trencament i empaquetament
del DNA viric (Fink et al., 1997).

Cicle de vida

Aquest virus infecta les cel-lules per
interaccié amb un receptor i la coberta es fu-
siona amb la membrana cel-lular, la nucleo-
capsida entra a la cel-lula i es mou cap al nu-
cli on allibera el DNA viral, el qual roman
episomic en forma circular. En el cicle de
vida latent, la transcripci6 és limitada i no-
més es formen uns quants transcrits anome-
nats transcrits associats a la laténcia o LAT
RNA, que no pertorben la cél-lula hoste. En
el cicle litic es distingeixen dues etapes de
transcripcio: la early (abans de la replicacid) i
la late. Les proteines expressades en la €poca
early tenen a veure amb factors de transcrip-
ci6, la DNA polimerasa viral i la timidina
quinasa. Les proteines late son proteines es-
tructurals de la capsida. El genoma es repli-
ca per un mecanisme de rodet on es forma
un concatamer d’unitats de genoma que sén

després trencades i empaquetades. L'en-
capsidaci6 té lloc al nucli de la cel-lula.

Vectors

S’han descrit dos tipus de vectors. Els
vectors genomics i els amplicons. La cons-
truccié de vectors genomics requereix la
deleci6 de regions relacionades amb la
replicaci6 i la patogenia, i la utilitzaci6 del
promotor viric actiu en la latencia per dirigir
I'expressié del transgen. Aquests vectors
expressen proteines viriques i tenen l'incon-
venient d'una molt alta citotoxicitat (Marco-
niet al., 1996).

Una alternativa consisteix a utilitzar ani-
cament les seqiiencies d origen de replicacié
i d’empaquetament: sén els amplicons.
Aquests vectors es varen desenvolupar en
observar que quan s’'infecten ceél-lules a una
elevada multiplicitat d’infeccié es formen
virus defectius, el genoma dels quals, si bé
tenia una longitud de 150 kb, estava format
per copies unides cap a cua d’una unitat d’a-
proximadament 3 kb. Les regions de DNA
presents en aquests concatamers contenien
les regions essencials en cis per replicar i
empaquetar el DNA: 1" ori-s o origen de re-
plicacié del DNA viral i la regi6 «a» (senyal
de trencament dels concatamers i d’empa-
quetament).

S’han construit plasmidis bacterians que
inclouen aquesta unitat on es pot insertar el
gen fora expressat des d'un promotor propi
viral (lacZ + polyA) o un promotor regula-
ble. Aquest genoma es replica i s’encapsida
amb l'ajut de cel-lules empaquetadores que
expressen el gen IE3 de la regi6 early i el vi-
rus auxiliar (virus herpes defectius en el gen
IE3) (DeLuca et al., 1985). Es produeixen per
tant particules viriques que empaqueten el
virus auxiliar defectiu i el virus recombi-
nant. Els vectors recombinants estan for-
mats per concatamers que inclouen ele-
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ments virics i el gen fora fins a mides de 150
kb. S’ha demostrat que aquest procés és efi-
cient per a transgens de fins a 15 kb. En ron-
des successives d’infeccio, el virus recombi-
nant creix amb mes eficiéncia que l'auxiliar
per la disposicié del lloc de replicaci6 (ori),
el qual fa innecessari un procés de seleccio.

Avantatges i inconvenients

Aquests virus presenten un ampli tro-
pisme i una particular afinitat per les cel-lu-
les neuronals. Se n’obtenen titols de I'ordre
de 107 particules/ml. Els inconvenients in-
clouen una eficiencia d’infeccié relativa-
ment baixa.

Transferéncia mitjancada per liposomes

Els liposomes son vesicules de lipids am-
fipatics que vehiculen 'entrada de DNA a
cel-lules eucariotes. El tipus de complex
DNA-liposomes pot ésser de dos tipus: 1) El
DNA es transporta encapsidat a I'interior de
la vesicula lipidica; aquest és el cas de vesi-
cules formades per lipids anionics. 2) El
DNA, com a molécula carregada negativa-
ment, s’acomplexa a vesicules preformades
de liposomes cationics (Felgner et al., 1989;
Legendre et al., 1992). El mecanisme de
transferencia a la cél-lula es basa en 1’adsor-
ci6 del complex liposoma-DNA sobre la su-
perficie celllular, procés altament eficient
pels liposomes cationics, i posterior entrada
principalment per endocitosi i, en una petita
fraccid, per fusié amb la membrana cel-lu-
lar. En la vesicula d’endocitosi el DNA en-
trara en contacte amb els lisosomes i per tant
sera majoritariament degradat. Es calcula
que només una de cada mil molecules de les
que entren a la cel-lula arribaran a expres-
sar-se. Aquesta és la principal limitacié de
I'eficiencia de transferéncia mitjancada per

liposomes. En aquest sentit s’estan desenvo-
lupant estrategies que plantegen la coadmi-
nistracié dels liposomes juntament amb
proteines amb capacitat endocitolitica o
drogues que alteren la funci6é lisosomal
(Baruetal., 1995).

La distribuci6 in vivo dels liposomes de-
pen de la composici6 lipidica i mida de la
particula (Baru et al., 1995; Zhu et al., 1993;
Gabizon et al., 1988; Thierry et al., 1995).
Aquests factors es poden modificar per
aconseguir un grau de transferéncia més es-
pecific. Una altra via que permet conferir di-
reccionalitat enl’adsorci6 cel-lular de les ve-
sicules és 1'addici6 de lligands (com ara de
receptors o anticossos) a la superficie dels li-
posomes (Heath 1987; Huang et al., 1987).

Avantatges i inconvenients

La lipofecci6 és un metode relativament
eficientiadaptable, si bé I'eficiencia és clara-
ment inferior a la dels métodes viricsivaria-
ble en funcié del tipus de cél-lula diana. La
transferéncia és principalment transitoria, ja
que la integracié és molt ineficient. La lipo-
feccié presenta importants avantatges res-
pecte als vectors virics pel que fa a la no
limitaci6 de la mida del transgen que trans-
porta o a la seguretat bioldgica. També cal
destacar que el procés de preparacié del
complex DNA amb liposomes cationics re-
sulta extremadament senzill i rapid. D’altra
banda, els liposomes ofereixen un gran po-
tencial respecte a la possibilitat de direccio-
nalitat de la transferéncia mitjangant mani-
pulacié de la composicié de la vesicula.

Transferéncia de DNA mitjancada
per receptor

Aquesta estratégia es fonamenta en
acomplexar el DNA amb proteines (lligands
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de receptors o anticossos) capaces d’interac-
cionar amb receptors cel-lulars i ser interna-
litzades per endocitosi a la cel-lula diana
(Wu et al., 1987). A més d’aquesta funcio, el
lligand proteic ha de complir altres requisits
com so6n: ésser capag d’interaccionar espon-
taniament amb el DNA que ha de vehicular
i arribar amb una eficiéncia acceptable al
nucli de la céllula. Per aix6 se sintetitzen
complexos moleculars o proteines hibrides
que consten de: 1) un domini d'unié especi-
fica a unreceptor cel-lular; 2) un domini d"u-
ni6 al DNA, sigui un policatié com la polili-
sina o un domini proteic capag de lligar-se
amb afinitat al DNA com el present en acti-
vadors transcripcionals (Fominaya et al.,
1996), i 3) un domini endocitolitic, capag de
desestabilitzar els lisosomes i evitar la de-
gradaci6é del DNA. Aquest complex s'unira
posteriorment al DNA per interaccié espon-
tania deguda a la seva carrega negativa o
afinitat. Les construccions més estudiades
han estat la mitjangada per asialoglicopro-
teines, les quals son reconegudes especifica-
ment per un receptor hepatic (Wilson et al.,
1992) i els complexos amb la transferrina de
caracter ubic (Zenke et al., 1990).

En dltim terme, si bé la técnica presenta
clars avantatges com la direccionalitat i la
seguretat biologica, presenta serioses limi-
tacions pel que fa a la seva eficacia: d'una
banda leficiencia en la introduccié del
DNA és baixa per causa de la degradacié
per accié dels enzims lisosomals en el seu
cami cap al nucli, i d"altra banda la inestabi-
litat del DNA, que no arriba a integrar-se en
el nucli cel-lular i que fa que l'expressié si-
gui transitoria.

Microbombardeig
Es basa enl'acceleracié a grans velocitats

(cap a400 m/s) de particules que inclouen el
DNA, que impacten i penetren en la cel-lula.

Algunes de les particules arribaran directa-
ment al nucli on s’alliberara el DNA. En el
metode convencional s’empren microparti-
cules esferiques de tungste, que han estat re-
cobertes amb el DNA. Les microparticules
es posen enfront del cilindre de nil6 com
una suspensioé aquosa i es projecten mitjan-
cant corrent d’heli (o descarrega electrica)
sobre el teixit (Klein et al., 1987). S’ha demos-
trat l'efectivitat dutilitzar aquest sistema en
la transferencia de gens a diferents tipus
cel-lulars (Williams et al., 1991; Fitzpatrick-
McElligott et al., 1992; Jiao et al.,1993).

Avantatges i incovenients

L’eficiencia de transferéncia és compara-
ble a l’electroporacié o a la lipofeccio.
Aquest sistema presenta I'avantatge de la
rapidesa; cal tenir present que el procés de
transferencia té lloc en menys d’un minut.
Una de les principals limitacions és 1’acces-
sibilitat de la «pistola de DNA» al teixit dia-
na i també la delimitacié de ’area afectada,
definida pel diametre de sortida del disposi-
tiu. Un altre aspecte limitador és la facilitat
del DNA per abandonar la microparticula
transportadora. S’han fet modificacions
d’aquest metode en les quals eviten unir el
DNA a microparticules i el mantenen en so-
luci6. En aquest cas, el DNA esta vehiculat
per gotes en suspensio que s’acceleren en un
corrent d’aire i que contenen tant el DNA
com els microprojectils. Un cop s’arriba a la
cel-lula, les microparticules creen forats a
la membrana pels quals penetra el DNA,
que es mou de manera independent. Final-
ment, un inconvenient del metode és que
causa un cert grau de lesi6 cel-lular deguda
al bombardeig amb les microparticules. Cal
esperar que futures modificacions i optimit-
zacions del sistema permetran utilitzar
aquesta estrategia, si més no en algunes de
les aproximacions de terapia genica.
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PRODUCCIO DE PROTEINES
SISTEMIQUES

La produccié de proteines circulants
mitjancant transferéncia o enginyeria gene-
tica és un procés complex, ja que la quantitat
de la proteina produida, la regulaci6 de la
secreci6 i la biodistribuci6é resulten criti-
ques. Una producci6 insuficient de la pro-
teina podria no tenir un impacte suficient
per revertir la malaltia; per contra, I'excés
podria resultar perniciés. Les primeres
aproximacions que s’han dut a terme les po-
dem diferenciar en:

Aproximacions ex vivo

Un dels millors teixits candidats per a
aquest tipus d’aproximaci6 son les cel-lules
hemopoetiques, ja que son facils d’obtenir,
de modificar genéticament amb vectors re-
trovirics, de seleccionar i de reimplantar.
Les diferents poblacions cel-lulars circulen
per tot I'organisme i poden difondre facil-
ment el producte del transgen. Tanmateix
s’ha demostrat que el transgen introduit és
inactivat amb freqiiéncia durant els com-
plexos processos de diferenciacié (Challita
et al., 1994). Una alternativa és utilitzar cul-
tius primaris de fibroblasts obtinguts a
partir de bidpsies de pell, modificar-los ge-
néticament i reimplantar-los en organoides
(Moullier et al., 1993). També les cel-lules
endotelials resulten particularment atracti-
ves per la seva accessibilitat i el fet que alli-
beren els productes directament al torrent
sanguini. Aquestes cel-lules es poden fins i
tot utilitzar per recobrir catéters que seran
posteriorment implantats en el sistema cir-
culatori. D’altra banda els mioblasts també
ofereixen la possibilitat d’ésser modificats
ex vivo i ésser posteriorment reimplantats
al mascul, on es fusionaran amb fibres pre-
existents i des d’on es produira l'allibera-

cié dels productes de secreci6 (Barr et al.,
1991).

Cel-lules encapsidades

Es possible implantar cel-lules heterolo-
gues a l'individu, previament encapsidades
en membranes de permeabilitat selectiva
(Hubell, 1995) que les protegiran del siste-
ma immunitari i n’evitaran la disseminacio.
Aquestes cel-lules acostumen a ésser cel-lu-
les immortalitzades, a les quals s"han inserit
préviament i establement transgens, i que
podran replicar-se i per tant mantenir-se ac-
tives durant llargs periodes (Chang et al.,
1993). En aquest sentit s’han preparat fibro-
blasts capagos de secretar '’hormona del
creixement (Chang et al., 1993) o cél-lules de
pituitaria productores d’insulina (Newgard
etal., 1994).

APLICACIONS DE LA TERAPIA
GENICA

Cel-lules hemopoétiques

Les cel-lules hemopoetiques es compo-
nen de diferents poblacions cel-lulars, totes
derivades d'una cél-lula mare, i aixo repre-
senta un sistema molt atractiu per a la mani-
pulacié genetica. Aixi, la modificacié d'una
tnica cél-lula resultaria en la modificacié de
totes les que en deriven. Les cel-lules pluri-
potencials hematopoetiques que es troben
en el moll d’os han estat tradicionalment les
ceél-lules diana per als experiments de trans-
feréencia genica. Més recentment s’ha de-
mostrat que les cel-lules progenitores de la
hemopoesi presents tant en sang periférica
com en sang de cordé umbilical s6n suscep-
tibles també de ser modificades geneética-
ment de manera prou eficient. L’aproxima-
cié més comuna que s'utilitza per transferir
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gens a aquestes cel-lules es fonamenta en la
terapia ex-vivo utilitzant vectors retrovirics.
Cellules hemopoetiques d'un donant es
mantenen en cultiu i s’exposen als retrovi-
rus ja sigui per cocultiu amb cel-lules pro-
ductores de retrovirus irradiades, ja sigui
utilitzant estocs de virus procedents de so-
brenedants d’aquestes cél-lules. Després les
cél-lules transduides s’injecten a 1'organis-
me receptor, el qual s"haura acondicionat,
generalment per irradiaci6, i afavorira aixi
el procés d’implantaci6 de les cel-lules tras-
plantades.

Estudis dirigits a millorar I'eficiencia de
transferéncia i la capacitat d’implantacié de
les cel-lules modificades en 1'organisme re-
ceptor constitueixen els dos punts princi-
pals sobre els quals actuar per incrementar
I'eficiencia en el conjunt del procés. Les mi-
llores en I'eficiéncia de transferéncia es diri-
geixen tant a manipulacions en els vectors
retrovirics (Krall et al., 1996) com a modifi-
cacions en el sistema de cultiu de les cel-lu-
les hemopoetiques. En aquest sentit cal des-
tacar l'enriquiment de cél-lules mare en la
poblacié del cultiu que té lloc per selecci6
de les cel-lules que presenten en la superfi-
cie 'antigen CD34; com més indiferenciada
és la cellula, més elevat és el nivell d’ex-
pressio6 de I'antigen CD34 (May et al., 1995).
D’altra banda, el tipus de cultiu de les
cel-lules hemopoetiques també condiciona
I'eficiencia de transferéencia. Els anomenats
cultius a curt termini han donat bons resul-
tats en ratolins, mentre que en animals
grans i en humans han estat menys satisfac-
toris. En aquests casos la utilitzacié de cul-
tius a llarg termini sembla més beneficiosa.
En aquest tipus de cultius s’aprofita que les
cel-lules de l'estroma presents en el cultiu
secreten els factors de creixement necessa-
ris per tal que es doni tant el procés de dife-
renciaci6é dels progenitors com la capacitat
d’autoreplicar-se de la cel-lula mare. L'efi-
ciéncia de transferéncia en aquest tipus de

cultius s’ha demostrat tant en animals mu-
rins com en animals superiors (Bienzle et al.,
1994; Fillat et al., 1996) i recentment en cul-
tius humans s’ha observat també que la pre-
sencia de cel-lules de l'estroma permet in-
crementar |'eficiencia de transferéncia i la
longevitat dels precursors hemopoetics
(Nolta et al., 1995). Els estudis dirigits a in-
crementar la capacitat d’implantaci6 de les
cél-lules transduides en I’organisme recep-
tor se centren en combinacions de tracta-
ments per irradiacié i administracié de fac-
tors de creixement com el G-CSF, factor
estimulador de granulocits (Mardiney et al.,
1996).

En teoria qualsevol malaltia que sigui
curable per trasplantament de moll d’os pot
ésser tractada per la introduccié del gen de-
fectiu en cel-lules de la linia hemopoetica.
Amb aquesta idea es varen iniciar els pri-
mers estudis de terapia genica en humans a
ceél-lules hemopoetiques. La malaltia escolli-
da va ésser laimmunodeficiéncia greu com-
binada. Es tracta d'una deficiéncia en 1'en-
zim adenosina deaminasa, ADA, el qual in-
tervé en el catabolisme de les purines.
Aquesta alteraci6é condueix a un deficit en
les funcions de les cel-lules T i B i resulta
amb infeccions recurrents en les persones
afectades per aquesta patologia. Com que la
malaltia és totalment curable per trasplanta-
ment de moll d’os, la inserci6 del gen ADA
en les cel-lules del moll d’os d’aquests pa-
cients hauria de solucionar les manifesta-
cions cliniques. A més existeix I'avantatge
que les cel-lules poden suportar nivells va-
riables d’activitat de I'enzim, de manera que
nivells d'un 5-10 % del normal serien sufi-
cients. Els primers experiments duts a terme
en pacients han demostrat que el grau de
transducci6 de les cel-lules hemopoetiques
era baix; en estudis més recents, si bé es
mostra un increment en 1'eficiencia del sis-
tema, no es pot parlar encara d’un clar bene-
fici terapeutic (Barragner et al., 1996).
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Cél-lules hepatiques

Les cellules hepatiques poden ésser
transduides amb gran eficiencia in vivo amb
adenovirus. L’administraci6 sistémica d’a-
quests vectors virics ha posat de manifest el
seu marcat tropisme per a aquest teixit
(Hertz et al., 1993). També és possible la
transduccié dels hepatocits mitjancant re-
trovirus, si bé esta condicionada a la induc-
ci6 de replicaci6 cel-lular, ja sigui per factors
de creixement in vitro o mitjancant hepatec-
tomia parcial previa in vivo. Tot i aixi, l'efi-
ciencia demostrada és relativament baixa
(Grossman et al., 1991). Un sistema que re-
sulta atractiu per la seva especificitat és el de
I'entrada mitjancada pel receptor de les
asialoglicoproteines, malgrat que la baixa
eficiencia del sistema ha limitat 1'exit d’a-
questa estrategia (Wu et al., 1988).

Hi ha diverses malalties que afecten el
teixit hepatic, en les quals el restabliment
de la funcié perduda seria d’utilitat en la te-
rapia. Entre elles cal destacar la hipercoles-
teroléemia familiar deguda a manca en el
receptor de les LDL, la fenilcetontria resul-
tant de deficiéncia en fenilalanina hidroxila-
sa (Wuetal., 1988), les hemofilies per caren-
cia dels factors Vi 0 IX de coagulaci6 (Key et
al., 1994) o la deficiéncia en I'ornitina trans-
carbamilasa (Morsy et al., 1993).

Cel-lules musculars

Per a 'administracié de gens al muscul
s’han proposat dues estrategies: la modifi-
caci6 ex vivo de mioblasts i posterior reim-
plantacid, o I'administracié directa al teixit
muscular in vivo, per injeccié intramuscular
(Svensson et al., 1996) o per infusi6 en el sis-
tema vascular muscular aillat (Welling et
al., 1996). L’aplicaci6é de mioblasts genética-
ment modificats sembla restringida a la
produccié de proteines circulants. La trans-

feréncia de mioblasts és massa costosa, en
temps i recursos econodmics, per ser util en
el tractament de miopaties. A més, el mus-
cul huma sembla poc receptiu al trasplanta-
ment de mioblasts (Mendell et al., 1995). In
vivo, els vectors de transferéncia més utils
han resultat els adenovirus (Stratford-Pe-
rricaudet et al., 1992), si bé s’ha demostrat
que el DNA plasmidic injectat intramuscu-
larment arriba a expressar-se en les miofi-
bres (Wolff et al., 1991). Tot i aix0 aquestes
estrategies han demostrat ésser d’una efi-
ciéncia limitada de cara a afectar una pro-
porcié considerable de la massa muscular,
ja que la transferéncia resulta localitzada a
l'area injectada o infundida. Les principals
malalties diana en el muscul s6n la malaltia
de Duchenne o la distrofia muscular de
Becker produides per alteracions en la pro-
teina del citoesquelet distrofina (Ragot et
al., 1993).

Cel-lules endotelials

D’entre les malalties que afecten aquest
teixit, cal destacar els intents de terapia ge-
nica per a la fibrosi quistica. Aquesta afeccié
és originada per alteracions en el gen CFTR,
el qual codifica una proteina transmembra-
na que forma un canal de clor. Com a resul-
tat de la reduccié o perdua de la funcié del
canal, principalment en les cel-lules de I'epi-
teli pulmonar, apareixen els simptomes
classics de la malaltia. La transferencia in vi-
tro del cDNA de la proteina CTFR a cel-lules
procedents de pacients amb fibrosi quistica
ha demostrat ésser capag de recuperar la ca-
pacitat de secretar ions clorur (Rich et al.,
1990). In vivo, la via d’administracié més
adient sembla 1'administracié dels vectors
mitjangant aerosols. Essencialment, s’han
dut a terme assajos utilizant liposomes i
adenovirus, que en l'actualitat no han de-
mostrat encara un benefici terapeéutic sufi-
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cient donada la relativa ineficiéncia de la
transferencia (Grubb et al., 1994; Caplen et
al., 1995; Knowles et al., 1995).

Cel-lules nervioses

Entre les aplicacions potencials de la te-
rapia génica de malalties del teixit nervids
hi hauria la malaltia de Parkinson, causada
per degeneracié de les neurones dopami-
nergiques; la malaltia d’Alzheimer, neu-
rodegeneracié per perdua progressiva de
neurones colinergiques, o la malaltia de
Lesch-Nyhan, deficiéncia en 'enzim hipo-
xantina-guanina fosforibosil transferasa
HPRT de la via salvatge de sintesi de puri-
nes (Blomer et al., 1996), entre altres. Les
principals estrategies apuntades per a la
malaltia de Parkinson es basen en la transfe-
réncia in situ de fibroblasts transduits amb
retrovirus que contenen la tirosina hidroxi-
lasa i que sén productors de precursors de
dopamina (Jiao ef al., 1993). També la gene-
raci6 in situ de factors de creixement neuro-
nal podria ésser d’utilitat per a les malalties
de Parkinson i Alzheimer. Pel que fa als vec-
tors, els primers emprats varen ésser els her-
pes virus donat el seu conegut tropisme per
a les cellules neuronals (Chiocca et al.,
1990). Tanmateix aquests han estat amplia-
ment desplacats pels adenovirus (Akli et al.,
1993) més eficients i menys citotoxics.

CONCLUSIONS

En resum, les eines i tecniques de trans-
ferencia génica de queé disposem sén encara
imperfectes i aix0 ha fet que les demostra-
cions cliniques de I'éxit d’aquests procedi-
ments obtingudes fins a I'actualitat siguin,
de fet, reduides. De totes maneres, la filoso-
fia de la terapia geénica és molt simpleiel po-
tencial d"aplicacié molt important. Per tant,

si bé els mitjans tecnics de que disposem en
'actualitat son limitats, cal esperar que el ra-
pid progrés de les tecniques que sustenten
aquesta terapia ens apropin a un futur molt
prometedor.
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