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Mutacion genética:

Falta de una proteina ENFERMEDAD
(0 se produce defectuosa)

By Kevin Mitchell

Terapia génica:

Puede introducir una copia normal del gen y restaurar la funcion de la proteina.
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http://www.portalplanetasedna.com.ar/terapia.htm
www.medspain.com/ant/n1_oct98/genetica.htm
http://www.youtube.com/watch?v=3taJgAODG-w
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Enfermedad de Pompe

Proteina: alpha-glucosidasa acida (GAA)
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GAA = acid alpha-glucosidase; UDP = unidine diphosphate

GAA representa la unica ruta para la
degradacion del glucégeno en lisosoma.

En la enfermedad de Pompe el
glucogeno se acumula en los lisosomas
como material sin “digerir”.

Esta enfermedad puede presentarse desde la infancia a edad adulta con
sintomas que dependen de los niveles de actividad de la enzima

residual.
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Procesamiento GAA

Precursor 110 kDa:
Glicosilado en el RE y adquisicion de M6P en el Golgi

90%

10%

Transporte a lisosomas (via M6P-R) Secretado por las células

GAA de 95-, 76 y 70 kDa
(cataliticamente activas)
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GAA recapturado por M6P-R
de la membrana celular.

Internalizacion y direccionamiento a lisosomas




Mecanismo de cross-correccion

~

Molecular Therapy

=GN

Hematopoietic Stem Cell Gene Therapy
for Storage Disease: Current and New Indications

Alessandra Biffi'+
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Células de paciente
corregidas
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Terapia de reemplazamiento enzimatico (ERT)

Modificaciones para aumentar la captura y estabilidad
del GAA exdgeno administrado a los pacientes.

Extracellular space

|IGF2-GAA BwvN-701 \0‘
v Ny Glycogen
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enriched GAA
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Catabolized
material Lysosome

Muscle cell of a patient with Pompe’s disease

Muscling up on Myozyme
Fulmer, T. SciBX 5(48); 10.1038/scibx.2012.1250

Respuesta inmune frente al rhGAA exdgeno: Published online Dec. 13 2012

Complejos rnGAA+anticuerpos anti-GAA
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TERAPIA GENICA: Vectores Lentivirales

* “Vehiculos” para transportar la informacion génica

« Son capaces de expresar establemente un gen de interés
en celulas que se dividen o no que no se dividen.

« Bajo perfil inmunogénico.

Gen
terapéutico
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Terapia genica: Estrategias
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Células madre como caballo de Troya

ADAPTADO DE Kaufmann, KB. Et al EMBO Mol Med (2013) 5:1642-1661
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Ventajas de la terapia génica con HSCs autologas

* Fuente a largo plazo de enzima circulante para la cross-
correccion de los tejidos afectados.

« Los pacientes no desencadenarian respuesta inmune frente
a GAAy otras complicaciones asociadas con el uso de células

alogeénicas.
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OBJETIVOS

3- Analisis del mGAA en lineas

2- Diseno y produccion de
celulares y HSCs.

LVs eficientes y seguros
que sobreexpresen mGAA.

ol
s (#)
Vector design LVs (@ / o O GAA-/-
&
i‘

1- Mejora del GAA murino o 0
incluyendo secuencias

para aumentar la O
secrecion, la captacion ransplante

por las células y
direccionamiento

lisosomal.
Busuﬂ

Genetlcally modified HSCs

4- Expresion y funcionalidad
de mGAA: experimentos
terapéuticos en modelo
murino de Pompe.




Diseno de VLs para sobreexpresion de mGAA

Direccionamiento Optimizaciéon codones

a lisosomas /
Peéptido lider para

favorecer la secrecion €—— LSP | mGAA SIFLG

al medio
mGAA SIFG

Para compararlo
rara compararo «—— | IGF2 | mGAA S2G

VECTORES LENTIVIRALES ~ ©:9'%
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Sobreexpresion de mGAA (in vitro)

K562 (linea leucémica mieloide humana)
SOL 8 (células musculares de raton)
Lin- GAA-/- (cels madre murinas)

¢, EXPRESA

GAA?

¢, SECRETA GAAAL MEDIO?

\

. CAPTA GAA
DEL MEDIO?
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EXPRESION GAA: WESTERN-BLOT

Sol8 (cels musculares de raton)

kDa NT SIFLG SIFG S2G

150 == <«—— Sobreexpresada (110 kDa)
100 = ey k‘ ' GAA

75 .. W

- e e ~, <—— Endogena (75 kDa)
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EXPRESION GAA: CITOMETRIA DE FLUJO
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EXPRESION GAA: MICROSCOPIA CONFOCAL

SOLS8 SIFLG




CAPTACION DE mGAA POR CELULAS SOLS8

Varf
«®) -
SIFLG LVs kDa NT SIFLG SIFG S2G
7o ’ Medio '
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150
SIFG LVs SN 100 |
prom——% e 75 |
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Solg - " .~ ANALISIS EXPRESION GAA

p
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Medio condicionado de K562 anadido a Sol8 NT

GAA ENDOGENO

Sol8-NT GAA STC
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Células madre como caballo de Troya

ADAPTADO DE Kaufmann, KB. Et al EMBO Mol Med (2013) 5:1642-1661
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Mejora del engraftment de las células madre transducidas con vectores

Busulfan (IP)
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Biodistribucién de la proteina
verde fluorescente (GFP)

(4 meses)
=
(-
:©
(@]
(@]
(O]
>
£
lin- HET-NT a lin- HET-SEY/P
8% /
i / i
e /
IE
RERRES
¢ C GERFITCA




EXPRESION DE GFP EN DIFERENTES TEJIDOS:

NT (1) NT (11+1D) H1-165 SEWP H2-167 SEWP SANGRE
N 0.44%| =1 | 05% =1 93.3% 65%
< ) L /e
3 .ot N

GFP

Semanas tras el transplante:

% GFP en sangre 2 semanas 3 semanas 6 semanas 14 semanas 19 semanas
H1-165 62.5 72 92 88.8 93.3
H2-167 81.20 90 92 75.4 65
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EXPRESION DE GFP EN DIFERENTES TEJIDOS:

NT (11) ~ NT(11+1D) H1-165 SEWP

(. 0.14% 0.14%| 84.8%

BAZO

SSC-A
&>
-

GFP

NT (11 NT (11+1D) H1-165 SEWP H2-167 SEWP
0.61%

MEDULA OSEA

SSC-A

4
i

¢ —

GFP

G e n O CENTRO PFIZER-UNIVERSIDAD DE GRANADA-JUNTA DE ANDALUCIA
DE GENOMICA E INVESTIGACION ONCOLOGICA




EXPRESION DE GFP EN DIFERENTES TEJIDOS:

NT (11) NT (11+1D) H1-165 SEWP H2-167 SEWP

0.55% (Rl 074% CEREBRO
< i B
GFP
NT (11+1D) ]
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EXPRESION DE GFP EN DIFERENTES TEJIDOS:
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EXPRESION DE GFP EN DIFERENTES TEJIDOS:
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_ o _ B6;129-Gaatm?Rabn/J
Experimentos terapéuticos en modelo murino de Pompe
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GAA KO mice Lin- GAAKO
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Gramos

GRIP STRENGTH
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CONCLUSIONES
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