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Introduccion a la teoria y practica de los vectores virales

pgrama tedrico (aproximadamente 18 horas distribuidas en 6 clases).

Médulo 1:  Nociones bésicas de biologfa molecular. Estructura de los genes. Regulacién positiva
'negan'va de la expresion génica, Factores de transcripcion y rol de la cromatina. ADN y protefnas
mbinames. Nociones bdsicas de virologfa. Virus integrativos y no integrativos, virus
oplasmdticos o nucleares, virus liticos, persistentes y latentes. :

—-

"_ulo 2:  Modos de introduccién del ADN en células y en organismos eucariotes. Definicion
:lmnsgénesis en general y de terapia génica en particular. Transgénesis in vivo, in vitro y ex
Transpénesis somdtica y germinal. Métodos quimicos, ffsicos y biol6gicos de introduccién

s ———

®l ADN. Los vectores virales, ventajas y desventajas en relacion a otros modos de transgénesis.
Popiedades generales de los vectores virales: vectores episomales y vectores integrativos, vectores

e

fficos, vectores latentes, vectores atenuados, vectores incompetentes. Eleccion del tipo de vector.

e

R P

_M bilidad y expresion del vector y del transgen. Inmunidad especifica y no especffica.

ulo 3:  Los vectores episomales. El modelo herpético. Introduccién a la biologfa de los virus
néticos. El virus del herpes simplex de tipo 1 (HSV-1). Ciclo litico y ciclo latente. Vectores

A T

gombinantes salvajes, atenuados y defectivos. Vectores defectivos de tipo amplicén. Modo de
:':uccidn de ambos tipos de vectores. Ejemplos de utilizacién: terapia génica de enfermedades
jenéticas, neurodegenerativas y tumores cerebrales, cartograffa de conexiones sindpticas del
siema nervioso central. Utilizacion en investigacion bdsica.

T i e R e e

dulo4: Los vectores integrativos. El modelo retroviral. Introducciéon a los retrovirus.

i
.;{E
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etrovirus de tipo C y lentivirus. Construccion de vectores retrovirales. Las lineas celulares de
apsidacion y las lineas celulares productoras. Produccién de vectores retrovirales en sistema
sitorio. Los vectores derivados de HIV. Utilizacién de vectores retrovirales en terapia génica y

investigacion bdsica: estudio de lineas celulares y seleccion de clones celulares.

bdulo 5:  Otros vectores: vectores derivados de adenovirus y de virus adeno-asociados :
ovirus). Breve introduccion a la biologfa de ambos tipos de virus y a la construccion de P
ectores derivados de ambos modelos. Vectores derivados de virus a ARN. Vectores derivados de '
lovirus. Ejemplos pricticos de utilizacién de estos vectores.

pdulo 6:  Discusion general. Ventajas y desventajas de cada sistema de vectores. Problemas
icos y de seguridad. Confinamiento de vectores. Aspectos jurfdicos y econdémicos. La terapia

gnica hoy. Protocolos clinicos actualmente en desarrollo. Conclusiones.

dulo 7:  Evaluacién mediante coloquio y examen escrito de problemas y/o de preguntas.
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Introduccion a la teoria y practica de los vectores virales
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y negativa de la expresion génica. Factores de transcripcion y rol de la cromatina. ADN y proteinas
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vitro. Transgénesis somdtica y germinal. Métodos qufmicos, fisicos y biolbgicos de introduccién
del ADN. Los vectores virales, ventajas y desventajas en relacién a otros modos de transgénesis.
Propiedades generales de los vectores virales: vectores episomales y vectores integrativos, vectores
lticos, vectores latentes, vectores atenuados, vectores incompetentes. Eleccién del tipo de vector.
Estabilidad y expresién del vector y del transgen. Inmunidad especffica y no especffica.

Médulo 3:  Los vectores episomales. El modelo herpético. Introduccién a la biologfa de los virus
herpéticos. El virus del herpes simplex de tipo 1 (HSV-1). Ciclo litico y ciclo latente. Vectores
recombinantes salvajes, atenuados y defectivos. Vectores defectivos de tipo amplic6n. Modo de
produccién de ambos tipos de vectlores. Ejemplos de utilizacién: terapia génica de enfermedades
genélicas, neurodegenerativas y umores cerebrales, cartograffa de conexiones sindpticas del
sistema nervioso central. Utilizacién en investigacién bésica.

Modulo 4:  Los vectores integrativos. El modelo retroviral. Introduccion a los retrovirus.
Retrovirus de tipo C y lentivirus. Construccién de vectores retrovirales. Las lfneas celulares de
encapsidacion y las lineas celulares productoras. Produccién de vectores retrovirales en sistema
transitorio. Los vectores derivados de HIV. Utilizacién de vectores retrovirales en terapia génica y
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éticos y de seguridad. Confinamiento de vectores. ASpectos jurfdicos y econémicos. La terapia

génica hoy. Protocolos clfnicos actualmente en desarrollo. Conclusiones.
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Trabajos practicos.

Se utilizardn vectores derivados del HSV-1. Estos podrdn ser vectores recombinantes 0
vectores de tipo amplicén En todos los casos el transgen marcador serd el gen bacteriano LacZ,
expresando la B-galactosidasa, Cuya actividad serd puesta en evidencia gracias a la utilizacién dél
lests X-gal.

Los objetivos de los trabajos prdcticos son: (a) transmitir y experimentar la nocién de
complementacion genética en trans, utilizando veclores recombinantes y (b) construir y utilizar un
vector defectivo de tipo amplicén,

TP N° 1 (5 dias): Complementacién de vectores recombinantes incompetentes, expresando el
gen de la B-galactosidasa. Dos cepas virales, defectivas en genes esenciales diferentes (cepa
D30EBA, defectiva en el gen ICP4 y cepa CgalDel42, defectiva en el gen UL42) serdn utilizadas
para infectar células transcomplementantes (células ES Yy V9 respectivamente) o no
transcomplementantes (células VERO). En el caso de la utilizacién de células no trans-
complementantes (no permisivas a la infeccién), la complementacion en trans sers aportada (i) por
coinfeccién con el vector defectivo en la otra funcién (perteneciente a otro grupo de
complementacion) o (ii) por transfeccién con un pldsmido expresando la funcién ausente. De este
modo, tres tipos diferentes de complementacion serdn puestos en evidencia. En todos los casos se
fijardn las células y se coloreardn con X-gal 3 dfas después de la infeccién. Se realizardn todos los
controles positivos y negativos requeridos para la comprensién del trabajo practico.

TP N°2 (7 dias): Construccién de un vector de tipo amplicén expresando la B-galactosidasa.
Las células (BHK-21) serdn (i) transfectadas con un pldsmido de tipo amplicén y sobre-infectadas
el dfa siguiente con una cepa viral HSV-1 salvaje (virus auxiliar) o (ii) cotransfectadas por el
pldsmido amplicén y un juego de cinco césmidos conteniendo el conjunto de genes virales, pero en
los cuales ha sido eliminada la sefial de encapsidacién viral. Tres dfas mds tarde serdn titulados
tanto el virus auxiliar como el vector amplicén producidos por las células (formacién de placas de
lisis virales en el caso del virus auxiliar, test X-gal en el caso del vector amplicon). Se realizardn
todos los controles positivos Yy negativos requeridos para la comprension del trabajo préctico.
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