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¿Qué es la terapia génica?
Técnica cuyo objetivo es curar o 
controlar enfermedades mediante 
modificación génica. 

Si falta una proteína (o se 
produce defectuosa) debido
a la mutación de un gen, la 
terapia génica puede
introducir una copia normal 
del gen y restaurar la 
función de la proteína.



Vectores: herramientas (vehículos) para introducir el material genético en   
células o tejidos. 

– Virales (adenovirus, adeno-asociados, oncorretrovirus, lentivirus…)
– No- virales (DNA desnudo, liposomas…)

Células diana: Células a modificar por el vector. 
– Cáncer: Células tumorales o células del sistema inmune
– Inmunodeficiencias: Células madre hematopoyéticas
– Enfermedades autoinmunes: Células del sistema inmune







Medicamentos de Terapia Génica aprobados

Es un tratamiento de terapia génica ex vivo con un vector retroviral para
ADA-SCID (“síndrome del niño burbuja)

2016: Strimvelis (Europa)

Inmunoterapia de células T autólogas modificadas genéticamente para que
expresen CD19 para el tratamiento de pacientes (hasta 25 años de edad) con 
leucemia linfoblastica aguda de precursores de células B. 

2017: Kymriah ™ (FDA) (USA) 

Vector AAV1 no replicativo con una copia correcta del 
gen para la lipoprotein lipasa humana. Afinidad por
células musculares.  

2012: Glybera ®  (FDA) (USA)



Cada patología:

- Varias estrategias
- Varios vectores posibles   

- Varias células diana  

Vectores 
Lentivirales 

(LVs)

Vectores adeno-
asociados (AAV)



Vectores Lentivirales (LVs)

• “Vehículos” para transportar la información génica

• Son capaces de expresar establemente un gen de interés
en células que se dividen o quiescentes (transducción).

• Bajo perfil inmunogénico. 



Genoma viral

LVs: eficiencia y seguridad 



Gen terapéutico

Sólo secuencias para empaquetamiento e integración
No replicativos (Self-inactivating (SIN) LTRs) 

LVs: eficiencia y seguridad



Diferentes proteínas 
de la envuelta

Gen terapéutico

LVs: eficiencia y seguridad



“Safety and Efficacy of Gene-Based Therapeutics for Inherited Disorders”
Edited by Nicola Brunetti-Pierri (Springer, 2017)

LVs: eficiencia y seguridad



Este estudio presenta evidencia experimental directa de que la integración de 
un vector autoinactivado prototipo tiene bajo potencial genotóxico. 

Junto con la alta eficiencia de transferencia génica y la eficacia terapéutica de 
los LVs demostrado en modelos preclínicos, sus resultados proporcionan una
justificación científica importante para el avance de estos vectores hacia la 
experimentación clínica.



• La interacción vector-cromatina y sus consecuencias son
cada vez más predecibles, pero la leucemia inducida por
vector permanece como factor impredecible en terapia
génica debido a su naturaleza multifactorial.

• Los potenciales efectos adversos tienen que ser
analizados en comparación con el beneficio clínico
esperado en cada paciente, teniendo en consideración
las complicaciones clínicas asociadas con tratamientos
alternativos ej. HSCT alogénico de donante compatible.

Kaufmann, KB. Et al EMBO Mol Med (2013) 5:1642-1661



Gene therapy: progress and predictions
Mary Collins, Adrian Thrasher
Published 23 December 2015.DOI: 10.1098/rspb.2014.3003

Terapia génica: Estrategias



Kaufmann, KB. Et al EMBO Mol Med (2013) 5:1642-1661

Células diana: HSCs como caballo de Troya

TG para HSCs autólogas: 
Ofrecen cross-corrección. e.j. monocitos 
diferenciados a microglía en cerebro. 



• Establecimiento de una fuente a largo plazo de enzima 
circulante para la cross-corrección de los tejidos afectados y 
su reconstitución con células madre corregidas.

• Reducción del rechazo del injerto y otras complicaciones 
asociadas con el uso de células alogénicas para su 
transplante.  

Terapia génica de HSCs autólogas



Destrucción de materia blanca en el 
cerebro y de la mielina que rodea los 
nervios.  

Arylsulfatase-A

Terapia celular-génica para la leucodistrofia metacromática

Image courtesy of Patrick Aubourg

ARSA



Lancet. 2016 Jul 30;388(10043):476-87.

Los pacientes con LDM de inicio temprano fueron tratados, en estadios sintomáticos previos o 
muy tempranos, con HSCs autólogas transducida con un LV que codifica el cDNA de ARSA 
humano bajo el control del promotor PGK humano (tras condicionamiento con busulfán).

Terapia celular-génica para la leucodistrofia metacromática



ARSA  
(granulocitos/neutrófilos)

ARSA
(líquido cefalorraquídeo)

Terapia celular-génica para la leucodistrofia metacromática



Función motora

Coeficiente
intelectual

Paciente MLD04 
tratado tras  el 

comienzo de los 
síntomas (59 meses 

de edad)

Terapia celular-génica para la leucodistrofia metacromática



Terapia celular-génica para la leucodistrofia metacromática



• GAA representa la única ruta para la 
degradación del glucógeno en 
lisosoma. 

• En la enfermedad de Pompe el 
glucógeno se acumula como 
material sin “digerir”. 

Enfermedad de Pompe  

Hirschhorn R, et al. Glycogen storage disease type II: acid alpha-glucosidase (acid-maltase) deficiency. In:
Scriver C et al. The metabolic and Molecular bases of inherited disease.  McGraw Hill, 2001: 3389-3420



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

10%

Secretado por las células 

GAA recapturado por M6P-R 
de la membrana celular. 

Internalización y direccionamiento a lisosomas

Transporte a lisosomas (vía M6P-R)

GAA de 95-, 76 y 70 kDa  
(catalíticamente activas)

90%

Moreland, R. J. et al. J. Biol. Chem. 280, 6780–6791 (2005).

Procesamiento de GAA



Mecanismo de cross-corrección

Células de paciente
modificadas genéticamente



Muscling up on Myozyme
Fulmer, T. SciBX 5(48); 10.1038/scibx.2012.1250
Published online Dec. 13 2012

M6PR

Terapia de reemplazamiento enzimático (ERT) 

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

IGF2-GAA 



Uno de los mayores problemas de la ERT es la respuesta inmune frente al rhGAA exógeno:

• Sobre el 80% del rhGAA puede unirse a anticuerpos anti-GAA y estos complejos pueden 
causar analfilaxis y coagulación intravascular diseminada en modelos murinos de Pompe.

El uso de HSCs autólogas modificadas genéticamente también supera el fuerte 
condicionamiento y las barreras inmunológicas asociadas con un trasplante alogénico.

Gene therapy: progress and predictions
Mary Collins, Adrian Thrasher
Published 23 December 2015.DOI: 10.1098/rspb.2014.3003

Corrección genética de HSCs para la enfermedad de Pompe 



LVs usados para TG de la enfermedad de Pompe 

• Promotores MND (retroviral) y C5-12 (específico de músculo). 
Mioblastos murinos primarios y fibroblastos de pacientes GSDII 
infantiles y adultos. GFP y hGAA.

Richard E. et al. In vitro Cell Dev Biol (2008) 44:397-406

• Promotor MND. Terapia génica con HSCs en un modelo murino de 
GSDII. GFP y hGAA. Corrección metabólica parcial e inducción de 
tolerancia a ERT en ratones GSDII. Irradiados a 6 Gy e inyección 
retro-orbital.

Douillard-Guilloux G. et al. J Gene Med (2009) 11(4):279-287

Corrección genética de HSCs para la enfermedad de Pompe 



LVs usados para TG de la enfermedad de Pompe 

• Promotor CMV. Inyección intravenosa en ratones GSDII recién 
nacidos (para prevenir respuesta inmune). hGAA. Provirus
detectados en corazón e hígado. No detección en diafragma o 
cuádriceps. Pérdida de células transducidas más que un efecto de 
silenciamiento del promotor CMV. 

Kyosen SO. Et al Gene Therapy (2010) 17:521-530

• Promotor SFFV en células lin-. GFP y hGAA. No en cerebro. 
Expresión en corazón, diafragma, estómago, útero, pulmón e 
hígado. Sugieren reemplazar SFFV por promotores celulares como 
PGK o EF1

van Til, N.P. et al (2010) Blood (2010)115, 5329–5337

Corrección genética de HSCs para la enfermedad de Pompe 



Hipótesis

La administración de HSCs expresando GAA no sólo
mejoraría el nivel de proteína en diferentes tejidos
(incluyendo SNC) sino que además los pacientes no
desencadenarían respuesta inmune frente a GAA.



2- Diseño y producción de 
LVs eficientes y seguros
que sobreexpresen mGAA. 

3- Análisis del mGAA en líneas
celulares y HSCs.

OBJETIVOS para el proyecto

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

1- Optimización del 
GAA murino



SIFLG LVs CIFLG LVs

Transducción de células:  
K562 (humanas) y Lin- GAA-/- (HSCs murinas) 

Análisis de la expresión de mGAA

Producción de LVs y transducción de células



Marcador de lisosomas

60x

Expresión de mGAA en células K562  



Expresión de mGAA en células lin- GAA-/-

Raton tratado con busulfán
Expresión de GFP bajo el promotor SFFV 

¿Expresión de mGAA expression en cerebro,
músculos, corazón, diafragma e hígado? 



mGAA es secretado al medio de cultivo

K562 transducidas



mGAA es captada por células Sol8 (mioblastos murinos)

Medio
condicionado



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

EN MARCHA:

Ratones Gaa knock-out exhiben una progresiva acumulación de 
glucógeno lisosomal en corazón, músculo esquelético y diafragma 
con movilidad reducida y debilidad muscular progresiva. 

Recapitula aspectos críticos de ambas formas infantil y adulta de 
la enfermedad. 

B6;129-Gaatm1Rabn/J

Expresión de mGAA 
Actividad de GAA 
Experimentos funcionales

WT




