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Aplicaciones

* Modelos animales de enfermedades
neurodegenerativas

* Terapia genética de enfermedades
neuroldgicas
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¢QUE QUEREMOS HACER NOSOTROS?

Aplicaciones preclinicas

* Usar genes que aumenten o disminuyan una determinada
funcion en un drea particular del cerebro de ratas

* Esos genes pueden ser para enzimas, receptores,
canales, factores neurotroficos etc.

* En los casos particulares de enfermedades
neurodegenerativas (modelos animales) puede ser para
estudiar mecanismos etiopatogénicos o para inducir
mejoria




Si tenemos,

1. El transgen de interés insertado en el vector
viral apropiado

2. El vector viral en cantidad suficiente como
para lograr la expresion geneética esperada

Entonces,

Podremos administrar el transgen

intracerebralmente simplemente como
una DROGA!




Vectores virales

* AAV recombinantes:
Modelo Alzheimer en ratones

* HSV1 amplicones:
Modelo EP temporal en ratas




Virus Adeno-Asociado Virus Herpes Simple 1
Ventajas Ventajas

" Poco inmunogénicos " Neurotropismo

"No son patogenos " Transgenes grandes
Desventajas Desventajas
“Transgenes pequenos <4kb " Son patogénicos
"Posible mutacidn insercional " Inmunogénicos




Tecnologia de Terapia Genética

1. CONSTRUCCION TRANSGENES DE INTERES

2. PRODUCCION VECTORES VIRALES
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VIRUS HERPES SIMPLE 1



VIRUS DEL HERPES SIMPLE TIPO I (HSV-1)
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El hombre es el huésped
natural del HSV

La infeccion es casi
universal, casi todos los
adultos son seropositivos
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L yﬁc\m/‘ Latent

1. Replicacion litica en la puerta de entrada epitelial
2. Viriones liberados del epitelio entran en los ferminales sensoriales
3. Nucleocdpside y tegumento van por transporte axénico retrégrado al soma
4. ADN viral enfra al nicleo e inicia cascada litica de expresion
genética o se vuelve latente
5. Durante la latencia el genoma viral permanece episomal o nuclear, sélo los genes
LAT se expresan
6. Inmunosupresion, enfermedad intercurrente u otros estimulos
“reactivan” la infeccién litica
7. Los viriones son formados por gemacién de la membrana nuclear
8. Nucleocdpside y glicoproteinas transportadas separadamente por transporte
axonal anterégrado
9. Ensamblaje del viriony salida del ferminal
10. Infeccion epitelial recurrente en el sitio de la lesién primaria o
cerca de ella
Latency Reactivation
Spinal ganglion
| ]

Primary infection Recurrent infection/viral shedding

The herpes simplex virus life cycle
Expert Reviews in Molecular Medicine © 2003 Cambridge University Press




Genoma Virus Herpes Simple 1

IR IR
™, u IR, U TR
HSY-1 Genome: e

B LATs 1.5 Kb o

" Doble banda de ADN lineal 152Kb

Tiene 81 genes, la mitad no esenciales que pueden
reemplazarse por 40-50kb de genes extranos




GENES principales para la REPLICACION

1. Alfa o tempranos inmediatos:
ICPO, ICP4, ICP22, ICP27, ICP47 que
son factores transactivantes que
permiten produccion de los

2. Tempranos :codifican para metabolismo de
nucledtidos y replicacion de
ADN

3. Tardios : activados por los anteriores y
codifican para proteinas estructurales




VECTORES DERIVADOS DE HSV-1

Tropismo variado, neurotropismo

Células mitéticas y post-mitdticas

Se mantienen como episomas
Genoma de 152 kpb




Vectores derivados de HVS1

* Recombinantes

* Amplicones




Recombinantes HSV1

* Son virus con replicacion deficiente
por eliminar uno de los genes tempranos
inmediatos como ICP4

* Son menos patogénicos y pueden
dirigir la expresion del transgen en el
cerebro




Amplicon

Un término para cualquier pequefio
fragmento replicante de ADN




Amplicones HSV1

Plasmidos producidos en bacterias que tienen:

1. Sitio de origen de replicacion de £ co/i (col E ori)
2. Sitio de origen de replicacion de HSV 1 (OriS)
3. Secuencia de empaquetamiento de HSV 1

4. Transgen bajo control de un promotor temprano
inmediato

5. Marcador seleccionable




Plasmido amplicon
pA-EUA2 e

pA (BGH)

Fe¢oRI 2537

CEMC (Lyon)

Tth111 4485

CO'E]. Narl 4408

Narl 4304

oriS Sphi 4003
Resist. Ampicilina
GFP Plasmid name: pA-EUA2

Plasmid size: 7737 bp

H CM V p ro moTo r Constructed by: Valerie Revol

~ Construction date: Mai 2000
Comments/References: Introduction d'un fragment (Bglll-BE/BamHI-BE) de 1350
nt contenant le promoteur HCMV, le polylinker, et la sequence poly-A de SV40 du plasmide
pCl (Promega), dans le site Kpnl-BE du polylinker PL1 du plasmide amplicon pA-EUA1

EcoRI 3811




Enveloppe
Tégument
Capside

ADNdb

Glycoprotéine

‘ Ori

plasmido Amplicon

oA HSV-1
@

EL VECTOR AMPLICON |

TRANSGEN



VECTORES AMPLICONES

1. Desprovistos de genes virales

-ausencia de toxicidad
-capacidad de transferir >130 kpb ADN exd6geno

2. Expresion TRANSITORIA

3. Construccion de plasmido amplicon facil y
rdapida

4. Necesidad de un virus AUXILIAR para su
produccion, que provea los genes
requladores y estructurales que faltan para
replicacion y empaquetamiento de las
particulas virales




VIRUS DEFECTUOSO AUXILIAR
(HELPER) HSV1-LalAT

Barreras de seguridad independientes:

* Carece de los GENES que codifican para,
° proteina esencial ICP4
° factor de virulencia ICP34.5

* No se empaqueta durante la
produccién de vectores amplicones, por tanto
se producirdn muy pocos helpers que es lo
deseable




Sistema auxiliar (helper)
basado en Cre-loxP

Delecion Sitio-especifica
de secuencias «a» de
empaquetamiento

HSV1-LalAJ




Elementos del nuevo sistema de
produccion de vectores amplicones

* Virus HSV-1 LaLdeltaJ (virus auxiliar):

° defectuoso (no tiene ICP4; ICP34.5)
° encapsidacion inhibida en presencia de recombinasa
Cre

* Linea celular BHK CINA (ICP4+)

* Linea celular TE CRE GRINA (ICP4+; Cre+)




Comch

El sistema HSV-1 LaL-AJ/TE CRE GRINA

Aa LalL Aa/ICP4 Aa/ICP4

1. o= | EEEE  mmmm  HSV-1LalAJ
Virus HSV1 UL44
auxiliar

2 - \ '
HCMV { ICP4] IRES NeoR
Células BHK-CINA
- — —— P
3 GRES {ICP4] IRES NeoR
- —>

Células TE CRE GRINA | HCMV | CRE,




Produccion de AMPLICONES HSV1
CGCM, Lyon Francia

Etapa I

Dia O: Células BC6 (BHK que expresan ICP4)

Dia 1: Transfeccidén con pA-transgen
la 2: Super-infeccidon con virus defectuoso helper LaLAJ
ia 3: Esperar
ia 4: Recoger STOCK 1:

vector amplicon + virus helper

Etapa 2

Dia 0: Células TE CRE GRINA 129 (expresan ICP4y CRE)
Dia 1: Infeccion con STOCK 1
Dia 2: Recoger STOCK 2:

vectores amplicon 5 x 106
1% max de contaminacién 5 x 104

Titulacion al final de cada etapa




Comck

Produccion Vectores Amplicones

oriS %
. Helper virus

Plasmido () a
Amplicon | V.~
TRANSFECCION INFECCION

CELULAS
BHK-CINA

Replicacion y
empaquetamiento

FASE 1
Vectores Virus
Amplicones auxiliar




Produccion Amplicones usando el sistema LalL-AJ

HSV-1 LalL-AJ
(VIRUS AUXILIAR) .

nfeccuon /

FASE 11

CELULAS

BHK-CINA AL

TECRE GRINA



Comch

El sistema HSV-1 LaL-AJ/TE CRE GRINA

Aa LaL Aa/ICP4 Aa/ICP4
. i BE—— B | HSV-1 LalAJ

UL44

Amplicones +
- —8—____— | Helper virus

FASE 1

HCMV | ICP4) IRES NeoR 3:1

Células BHK-CINA

i —.— 1

FASE 11 GRES (ICP4) IRES NeoR

Amplicones +
Helper virus

Células TE CRE GRINA HCMV | CRE 200:1




TITULACION

Amplicones células Gli 36 (glioblastoma)
Dia O: Células Gli 36
Dia 1: infeccidn
Dia 2: contar nimero de células GFP+

Virus helper' células E5 (Vero que expresan ICP4)
Dias Oy 1: igual a amplicén
Dias 3 y 4: contar nimero de placas de lisis

Recombinante células Vero (African green monkey kidney)
Tgual a E5: ver signos de citotoxicidad




Células GFP +




Comcy
PRODUCCION DE VECTORES AMPLICONES CON EL SISTEMA LAL-AJ

[ Helper virus
(pfu/ml)

B Amplicons
(tu/ml)

Lineas

celulares BHK CINA TE CRE GRINA

En células BHK-CINA, la razon vector/auxiliar es 3:1

En células TE CRE GRINA, la razon vector/auxiliar es 200:1




Ausencia de citotoxicidad de VECTORES AMPLICONES (48 p.i)
Marcaje con ioduro de propidium (PI)

Linea celular Gli36\

PI"=1,8% 5  PI'=2,1%

'I'I'IIII|—I'I'I'IIII|—I'I'I'IIII'| B -
10 10" 102 103 104 10* 102 103 10% 10" 102 103 104
GFP GFP GFP

No infectadas Vector amplicon ector amplicon (5 TU/cell)
(5 TU/cell) + HSV-1 LaLDJ (2 PFU/cell)
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AUSENCIA DE CITOTOXICIDAD DE
VECTORES AMPLICONES (48 P.l.)

(coloracion cristal violeta)

Linea celular Gli36

B No infectadas

] Vector amplicon
(5 TU/cel)

i Vector amplicon
(5 TU/cel)
+ HSV-1 LaLAJ
(2 PFU/cel)

] HSV-1 LalLAJ
(5 PFU /cel)

B HSV-117+
(5 PFU/cel)




VECTORES AMPLICONES
derivados de HSV-1

|

\4
Terapia genética Vacunas @ Transferencia de genes

Enf. cerebrales il VHC, VIH Bibliotecas genémicas
Jll bacteria humanas y murinas




PROCESO DESDE DISENO HASTA LA
PRODUCCION DE UN VECTOR

1. Disenar el "INSERTQO"

2. Hacer el plasmido con el transgen

3. Amplificar plasmido VECTOR y VIRUS
HELPER

4. Producir VECTORES




pA-GFP-loxP

- I % | Pigsmido amplicon
B
E. Coli loxP
Cre X
loxP Bac-Contig X
CLONAJE DE UNA SECUENCIA l
GENOMICA’
DENTRO DE UN PLASMIDO
AMPLICON
pA-Contig X

Contig X

pAmplicon

Secuencia gendmica

Plasmido amplicon
con el transgen




Ccmc

Construccion de un plasmido amplicon
que lleva una secuencia gendmica

v

pA-Contig X

Contig X

pAmplicon

lEncapsidacién

Vector amplicon que porta
150 kbp de ADN exo6geno

p Amplicon ¢ virus auxiliar

Tr'ansfe-A écién

Replicacion
Encapsidacion

;
@
#ﬁé

Vectores amplicones
No contaminados



Comck
Clonaje de la biblioteca genédmica humana en amplicones

loxP
B Contig A

— B i ] p
— C 10 kbp Plasmldo Ompllcon

E. coli-CRE

(o @ @

Encapsidacion




Vectores virales

* AAV recombinantes:
Modelo Alzheimer en ratones

* HSV1 amplicones:
Modelo EP temporal en ratas




* Modelo de EPILEPSIA

Parcial Compleja, o del l6bulo temporal
(ratas TRANSGENICAS)

VECTOR: HSV1 amplicon
Gen: enzima glutamato decarboxilasa (GAD)

GEN REPORTERO: GFP junto con el transgen

CGMC (Lyon, Francia)




¢Qué es EPILEPSIA?

* Crisis recurrentes que resultan de descargas
anormales en el cerebro
Alteracion de conciencia, movimiento o
sensacion

* Causas desconhocidas

Predisposicion genética a heredar umbral
bajo para descargas en algunos casos

Trauma, infeccion, tumor o ACV

* No hay cura, puede haber buen control
farmacoldgico




BALANCE




Epilepsia
Aumento de excitabilidad y/o
Disminucion de inhibicion en la
funcion cerebral




Sindrome EPILEPTICO

1. Exceso funcion excitadora (TGIuTamate)
2. Déficit funcién inhibidora (lGABA)

3. Exceso de funcion Na+ canales




Sindrome epiléptico:

* Crisis generalizadas (6Grand Mal, ausencias):
Involucra todo el cerebro
Pérdida de conciencia

* Crisis parciales:
Involucra sélo una parte del cerebro
No siempre hay pérdida de conciencia

1. Simple
Sensaciones o movimientos locales no
usuales

2. Compleja (EP temporal)
Una disminucidn en el estado de
conciencia con movimientos repetitivos




Mormal
Activily

Epilepsia Parcial

Seizure
Activity

SeIZUre

discharge focus,
= IPHS partial seizure



EP del Lobulo Temporal

EP compleja parcial
puede comenzar en una
pequefia drea del Iébulo
temporal: AMIGDALA,
parte del sistema limbico

£ el e | ESTOS pacientes
: | presentan alteraciones
| i pnf| e | del estado de
it L B conciencia y con

frecuencia sintomas
psiquicos



Epilepsia parcial compleja
(psycomotora or temporal)

* Deterioro de la conciencia

* Compleja distorsién de sensaciones y
pensamiento (gozo, temor,sonidos, olores)

Actividad motora parcialmente
coordinada (automatismos)

* Con frecuencia dificil de controlar

Tratamiento quirdrgico para 30% de casos
(sélo 50%-60% mejoran)




"KINDLING"
Modelo animal EP Parcial Compleja

* Estimulacidn eléctrica repetida con
intensidad subumbral

* En regiones especificas del cerebro como la
amigdala

* Esto lleva a aumento permanente de la
susceptibilidad a crisis EP




Sustrato anatémico SISTEMA LIMBICO

- EP parcial compleja
- 'kindling’

Anterior
thalamic
nuclei

Fornix

Septal nuclei +—

Frontal lobe

Olfactory bulb

Parahippocampd

gyrus
limbic lobe)

Una red de estructuras localizadas debajo de la

corteza implicadas en el control de emociones,
afecto y memoria.



‘Kindling
Unas 2 semanas luego de repetida estimulacidn sub-

umbral los animales exhiben convulsiones al aplicarse la
estimulacion eléctrica

Sus cerebros se “sensibilizan" al estimulo sub-umbral!

El nombre viene del término inglés "encender” por la
comparacion de encender lefia con pequefios tizones,

Es como “encender” el cerebro




La teoria detrds del kindling..

Pequerios eventos repetidos de
estimulacion aumentan la susceptibilidad
para futuros episodios que finalmente
pueden ocurrir espontdneamente

Algo pasa en el cerebro en el tiempo que
aumenta la vulnerabilidad del sujeto para
las crisis.




"Kindling” puede modificar “"conexiones” del cerebro

QLA F Epileplogrnic

'.ﬂﬁ):?“

orin

8
ﬁ%h | L Y B

—

Morimoto K. Progress in Neurobiology, 2004

° Crecimiento de nuevas conexiones.
° Pérdida de las conexiones existentes

En respuesta a exceso de activacion neural
(kindling) que lleva a alteracién permanente
de la susceptibilidad a las crisis



Epilepsia

Desbalance neuroquimico en el cerebro

Cambios en,

* Amino acidos: GLU, GABA
* Neuropéptidos: NPY o Galanina
* Factores neurotroficos : BDNF

* Citokinas

Pueden inducir crisis epilépticas




DENTATE GYRUS

AMIGDALA Canula Microdialisis
electrodo L /

Estimulacion
Eléctrica




Microdialisis en hipocampo
durante kindling en amigdala

anterior

Amigdala

Dentate Gyrus

posterior

Cerebro de rata



Estimulacion Eléctrica “kindling” en AMIGDALA

Plate 19 Plate 19

Cerebro rata AP:-3.4 mm bregma
L: 4.5 mm sagittal sinus



Plate 24

Cerebro de rata AP:—4.5 mm bregma
L: 2.2 mm sagittal sinus



cRRule EEngle

=l - in
Hipocampo
Dentate gyrus

P. Rada Lab. Fisiologia Conducta Larisa Poluektova CNND Omaha 2005




Hipocampo
dentate gyrus ratas

P. Rada Lab. Fisiologia Conducta Larisa.Poluektova CNND Omaha 2005



Microambiente bioquimico alrededor de sinapsis ‘

SINAPSIS

Espacio
Extracelular ’ /




Microdialisis en movimiento...

1 ] |

Syringe pump

Microdialysis probe

Collection for analysis




Analisis de muestras

Mediciones de glutamato y otros

* HPLC

* CE-LIFD
alta sensibilidad,
buena resolucion

muy bajos volimenes de muestras
recoleccidon en tiempos muy cortos !




Primera microdidlisis hipocampo
2da sesion de estimulacion eléctrica - No convulsiones

600 T

5001  Estimulacion
Eléctrica

l

0 100 200 300 400

Tiempo (sec.)
Glutamato aumento > 300% (CE-LIFD)

400 A

300 A

200 A

1007 control

Porcentaje del nivel basal

0




Segunda microdidlisis hipocampo
15ema estimulacion eléctrica - Convulsiones

(o]

Glutamato Gyro dentado

N

[e)]

(6}

N

w

Glutamate (1x10-8 M)

[y
!

o

CONTROL Antes

ultima estimulacion

Niveles basales de glutamato estan ya aumentados
antes de la estimulacion eléctrica



Manipulacion de Sistemas
Aminoacidérgicos
por
Transferencia Genética

En “kindling” en ratas
(modelo de EP compleja parcial)




e

Transgen enzima
Glutamato
descarboxilasa
(GAD)
en HSV1 amplicones

° Mds GABA en
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° Modificacion de B ||

"Kindling” y su vy
correlato bioquimico ?? #H'” .!!|.||H|HWE
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Sinapsis aminoacidérgicas




RESULTADOS esperados

* Cambios de conducta
-tests conductuales-

* Cambios quimicos:
-microdidlisis y andlisis de muestras-

Con respecto a los cambios ya conocidos durante
"kindling"




TENDENCIAS EN TECNQOLOGIA
TRANSFERENCIA GENETICA

1. Mas aplicaciones pre clinicas y clinicas

Probar en mds enfermedades mono, multigénicas y

otras:
PD, ALS, epilepsia, diabetes, hipertensidon, AR etc.

2. Optimizacion de vectores como “drogas”
Seguridad: inmunogenicidad de vectores
Prevencidn de replicacion viral
Evitar agentes contaminantes
Prevencion de mutaqgénesis insercional
Prevencidn de paso de ADN exdgeno y viral a la linea
germinal




Para el futuro

Expresion genética mds eficientemente
dirigida al blanco, para resolver mas
problemas médicos, sin causar dafio a los
pacientes, investigadores o ambientelll







Pero actualmente,

No podemos utilizar los vectores preparados
fuera de Venezuela por regulaciones
aduanales internacionales

Por tanto tenemos que producir aqui los
vectores virales si queremos hacer algo de lo
anterior




INFRAESTRUCTURA
PRODUCCION DE VECTORES AMPLICONES

. Cultivo de BACTERTAS E. Coli competentes
clonaje de secuencia genémica en pldsmido amplicon
produccion de plasmido amplicén

. Cultivo de CELULAS
produccion del amplicén: células BHK y TE CRE GRINA
titulacion de los vectores: células GLI 36, E5, VERO

. Produccion de VECTORES AMPLICONES
FASE I: amplicones y helper virus
FASE II: amplicones




iI Laboratorio de
BACTERIAS (clonaje)

Centrifuga Campana de trabajo
regrigerada con bacterias
maxipreparacion

Trabajo en la campana
cultivo de bacterias




Laboratorio de
BACTERIAS (clonaje)

Campana, nevera y meson Sonicador y centrifuga




Laboratorio de

i| BACTERIAS
(clonaje)

Incubador Yy agitador
crecimiento de

bacterias
(fubos y matraces)

| |f.fU)l”“




B [LABORATORIOS NIVEL 2 DE SEGURIDAD




B | LABORATORIOS NIVEL 2 DE SEGURIDAD

GRUPO 2 DE RIESGO: riesgo individual moderado,
riesgo comunidad bajo

* Cualquier patdégeno que pueda causar enfermedad humana
en CN improbable que sea un peligro serio para trabajadores,
comunidad, animales o el ambiente.

* Exposiciones en el laboratorio rara vez causan infeccion que lleve a
enfermedad grave

* Debe haber tratamiento efectivo y medidas preventivas disponibles

* El riesgo de diseminacion es limitado




LABORATORIO NIVEL 2

* Los riesgos de exposicion primaria nivel 2 son a través de:
ingestion, inoculacion y via de entrada mucosa.

* Aunque los agentes nivel 2 no son trasmitidos por via aérea,
al generarse aerosoles en los mesones pueden volverse un
riesgo de ingestion por contaminacién de manos o salpicaduras

* Usar dispositivos de contencién primaria como centrifugas con
rotores sellados o tapas de seguridad

* Usar epuipo apropiado de proteccion para el personal (guantes,
batas de laboratorio, proteccion de los ojos).

* Minimizar la contaminacion ambiental por el uso de lavamanos y
dispositivos de decontaminacién (autoclaves)




Laboratorio P2

CULTIVO DE CELULAS
Y TRABAJO CON
VECTORES

ambiente cerrado aire
acondicionado




Laboratorio P2

NevemsI a la entrada de cuartos
de FLUJO LAMINAR




Laboratorio P2

! Campana Campana células
vectores
|

congelador

nevera

Campanas de flujo laminar separadas, para trabajo con vectores
(fondo) para trabajo de cultivo de células (frente)




Laboratorio P2

CAMPANA para TRABAJO CON CELULAS




Laboratorio P2
CAMPANA TRABAJO
CON CELULAS

LITEFET Y
ErEE NI RNV EFTI 11




Laboratorio P2 Campana células




Laboratorio P2

Campana antes de comenzar




CAMPANA TRABAJO
CON VECTORES DESPUES
DE USO

Area dentro de la

campana
para descartar material
contaminado con vectores
y virus




Laboratorio P2

Campana vectores




- campana campana celulas
~ vectores

Eliminacion de desechos en P2




Laboratorio P2

|. F-EL_—__ ‘-_!-_

E=en

L4 -
=
i ol o:
+® -@® 20

Incubador 37°C 5% CO2
Lineas celulares

Incubador 34° C 5% CO2
Células infectadas




Laboratorio P2

Material autoclavado

as y tubos conicos

{ Ty
~ R
f =
s
1
hJ




Laboratorio P2

L i
&

T

.J".‘I... '___-. 4
A ® 6 °

L

Microscopio de inversion para ver células en cultivo




Laboratorio P2

Sonicador para romper células y agitador
Protectores de ultrasonido




FREGADERO DE P2
Fuera de los laboratorios con flujo laminar




FREGADERO DE P2
Fuera de los laboratorios con flujo
laminar

Recipientes desechables con
hipoclorito de sodio antes de
descartarlos




. FREGADERO DE P2
WATER BATH 37°C Il \\ ATERTAL PARA DESCARTAR




CUARTO DE LIMPIEZA
GENERAL

Material vidrio y plastico reusable

Autoclave




Laboratorio Biologia Molecular‘




Laboratorio Biologia Molecula




Laboratorio Biologia Molecular

quimicos



Laboratorio Biologia Molecular




Laboratorio Biologia Molecular‘

Cuarto frio a 4°C‘




Centrifuga para eppendorfs
minipreps




Laboratorio Biologia Molecular“

Vortex, spinner

Incubador diferentes temperaturas |




Laboratorio
Biologia Molecular

Electroforesis de geles
de agarosa




Laboratorio
Biologia Molecular

Transiluminacion y fotografia
geles de agarosa




Laboratorio Biologia Molecular“

~ Bafio 37°C digesfio-nes




Laboratorio
Biologia Molecular
refrigeracion

| e

—

| {

Congeladores -80°C
Vectores y virus

o
|

|

|
A0

i |
!
.




Laboratorio Biologia Molecular"

Fregadero




Oficina
Escritorios, computadoras







¢Podremos hacerlo?
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