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= s Qué es la terapia génica?

Tecnica cuyo objetivo es curar o
vectir controlar enfermedades mediante

i i modificacion génica.

vector binds
to cell

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

Nucleus

new gene injected
into nucleus
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Vectores: herramientas (vehiculos) para introducir el material genético en
células o tejidos.

— Virales (adenovirus, adeno-asociados, oncorretrovirus, lentivirus...)

— No- virales (DNA desnudo, liposomas...)

Células diana: Celulas a modificar por el vector.

— Cancer: Células tumorales o células del sistema inmune
— Inmunodeficiencias: Células madre hematopoyéticas

— Enfermedades autoinmunes: Células del sistema inmune
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Indications Addressed by Gene Therapy Clinical Trials |\§K'a

vh

Cancer diseases 64.6% (n=159%90)
Monogenic diseases 10.5% (n=259)
Infectious diseases 7.4% (n=182)
Cardiovascular diseases 7.4% (n=178)
Neurological diseases 1.8% (n=45)
Ocular diseases 1.4% (n=34)
Inlammatory diseases 0.6% (n=14)
Other diseases 2.3% (n=56)

Gene marking 2% (n=50)

Healthy volunteers 2.2% (n=54)

00000000

The Journal ot Gene Medicine, © 2017 John Wiley and Sons Lid www.wiley.co.uk/genmed/clinical
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Vectors Used in Gene Therapy Clinical Trials (%)

X X X R XX XXX
o % J

Adenovirus 21.2% (n=535)
Retrovirus 18.3% (n=462)
Naked/Plasmid DNA 17.1% (n=431)
Adeno-associated virus 7.3% (n=183)
Vaccinia virus 6.8% (n=172)
Lentivirus 6.3% (n=158)

Lipofection 4.6% (n=116)

Poxvirus 4.2% (n=106)

Herpes simplex virus 3.6% (n=90)
Other vectors 7.7% (n=195)
Unknown 3% (n=76)

The Journal of Gene Medicine, © 2017 John Wiley and Sons Lid www.wiley.co.uk/genmed/clinical
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Medicamentos de Terapia Génica aprobados

2012: Glybera ® (FDA) (USA)

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

Ay,

2016: Strimvelis (Europa) 3, & Strimvelis @

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

2017: Kymriah ™ (FDA) (USA) U NOVARTIS

Inmunoterapia de células T autélogas modificadas genéticamente para que
expresen CD19 para el tratamiento de pacientes (hasta 25 afnos de edad) con
leucemia linfoblastica aguda de precursores de células B.
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Cada patologia:

Eficiencia = Seguridad
- Varios vectores posibles

- Varias células diana

_ . Vectores r no-
Eficiencia  wouiiues Yecirer e
terapeutica g

O % Efectos

secundarios
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Vectores Lentivirales (LVs)

* “Vehiculos” para transportar la informacion génica

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

« Bajo perfil inmunogénico.
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LVs: eficiencia y seguridad

Genoma viral
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LVs: eficiencia y seguridad

Gen terapéutico

Solo secuencias para empaquetamiento e integracion
No replicativos (Self-inactivating (SIN) LTRs)

% y st PP
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LVs: eficiencia y seguridad

thferentes proteinas

- / de la envuelta

Ny
W

Gen terapéutico
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LVs: eficiencia y seguridad

Table 1 Summary of y-retroviral and lentiviral vector gene therapy trials

Discase Viral vector | Total n patients | Vector-induced CIS genes
adverse events

ADA-SCID | y-RV 42 None
X-SCID | v-RV | 23 | Leukemia . IMO02
s X-SCID 'SINRV | 9 ' None |
X-CGD | y-RV | 3 | Myelodysplasia 'EVII. PRMDI6, SETBPI
‘WAS | y-RV 110 | Leukemia | LMO?2 |
) WAS ISINIV |14 None
ALD ISINLV | 4 | None
=) MLD 'SINIV |20 | None
-Thalassemia jSlx\'.I\’ 10 None

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

Hematopoietic stem cell gene transfer in a tumor-prone
mouse model uncovers low genotoxicity of lentiviral
vector integration

Eugenio Montini!, Daniela Cesanal2, Manfred Schmidt®*, Francesca Sanvito’, Maurilio Ponzoni®,
Cynthia Bartholomae®, Lucia Sergi Sergi!, Fabrizio Benedicenti!, Alessandro Ambrosi®, Clelia Di Serio®,
Claudio Doglioni®3, Christof von Kalle»*7 & Luigi Naldini!-2

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

Junto con la alta eficiencia de transferencia génica y la eficacia terapéutica de
los LVs demostrado en modelos preclinicos, sus resultados proporcionan una
justificacion cientifica importante para el avance de estos vectores hacia la
experimentacion clinica.
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« La interaccion vector-cromatina y sus consecuencias son
cada vez mas predecibles, pero la leucemia inducida por
vector permanece como factor impredecible en terapia
genica debido a su naturaleza multifactorial.

« Los potenciales efectos adversos tienen que ser
analizados en comparacion con el beneficio clinico
esperado en cada paciente, teniendo en consideracion
las complicaciones clinicas asociadas con tratamientos
alternativos ej. HSCT alogénico de donante compatible.

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

Estrategias

DIRECT DELIVERY

CELL-BASED DELIVERY

therapeutic therapeutic
transgene the therapeutic | the therapeutic transgene
transgene is ( transgene is
v pa;kagcd into a » 1 packaged into a X
2 & delivery vehicle o~ (=] delivery vehicle
such as a virus ) ] such as a virus
/ | g
- D
= -
“ o’ 7 il D
I | the therapeutic
; target organ | transgene is
.. and injected ' . (e.g. liver) introduced into a
A .

into the patient & delivery cell such as

9 a stem cell that is
often derived from

the patient

the genetically modified
cells (e.g. stem cells)
are multiplied in the

.. and readministered laboratory

to the patient
sy
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Gene therapy: progress and predictions
Mary Collins, Adrian Thrasher
Published 23 December 2015.DOI: 10.1098/rspb.2014.3003
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Células diana: HSCs como caballo de Troya
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TG para HSCs autdlogas:
Ofrecen cross-correccion. e.j. monocitos
diferenciados a microglia en cerebro.

& Kaufmann, KB. Et al EMBO Mol Med (2013) 5:1642-1661
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Terapia génica de HSCs autélogas

« Establecimiento de una fuente a largo plazo de enzima
circulante para la cross-correccion de los tejidos afectados y
su reconstitucion con células madre corregidas.

 Reduccion del rechazo del injerto y otras complicaciones
asociadas con el uso de células alogénicas para su
transplante.
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Terapia celular-génica para la leucodistrofia metacromatica

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

Sulfatides

Metachromatic
(ase'A leukodystrophy

Aryls

Galactocerebroside
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Terapia celular-génica para la leucodistrofia metacromatica

Lentiviral Hematopoietic Stem Cell
Gene Therapy Benefits
Metachromatic Leukodystrophy

Alessandra Biffi,1’2'3*§AEsugenio Montipi,l* Laura Lorioli, “*** Martina Cesani,’
Francesca Fuma alli,™ " Tiziana Plati, C‘rl.stlna Bal_doll, ‘Siab.at.a Martino, 8 Maria Sessa*, Laura Lorioli*, Francesca Fumagalli, Serena Acquati, Daniela Redaelli, Cristina Baldoli, Sabrina Canale, Ignazio D Lopez,
Andrea Calabria,” Sabrina Canale,” Fabrizig Benedicenti,” Giuliana Vallanti, Francesco Morena, Andrea Calabria, Rossana Fiori, Paolo Silvani, Paola M V Rancoita, Michela Gabaldo, Fabrizio Benedicenti, Gigliola Antonioli,

3 : 9 = 10 ~; . T
lﬁ?zczaoBlllal.zc??i’nisAmfn& le'ﬁ?é 1'3"3/?::'(:?&35?‘:’3|ils9,lauf{%!lr%aann,]eét;’sigéu'iazwaz'p ] Andrea Assanelli, Maria Pia Cicalese, Ubaldo del Carro, Maria Grazia Natali Sora, Sabata Martino, Angelo Quattrini, Eugenio Montini,

Boelens,"” Ubaldo Del Carro,” David J. Dow,lz Manfred Schmidt,”” Andrea Clelia Di Serio, Fabio Ciceri, Maria Grazia Roncarolo, Alessandro Aiuti, Luigi Naldini, Alessandra Biffi
Assanelli,>* Victor Neduva, 2 Clelia Di Saegio," Elia StupylafsJason Gardngr,”
Christof von Kalle, Clal.llr:lzi?4Bordignon, *® Fabio Ciceri,”” Attilio R(gvelli,

Lentiviral haemopoietic stem-cell gene therapy in
early-onset metachromatic leukodystrophy: an ad-hoc
analysis of a non-randomised, open-label, phase 1/2 trial

Maria Grazia Roncarolo, """ Alessandro Aiuti,"**"? Maria Sessa,*” Luigi Lancet. 2016 Jul 30;388(10043):476-87.
Naldini**§
Sciencexp http://www.sciencemag org/content/early/recent / 11 July 2013 / Page 1/ 10.1126/science. 1233158

Los pacientes con LDM de inicio temprano fueron tratados, en estadios sintomaticos previos o
muy tempranos, con HSCs autdlogas transducida con un LV que codifica el cDNA de ARSA
humano bajo el control del promotor PGK humano (tras condicionamiento con busulfan).
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Terapia celular-génica para la leucodistrofia metacromatica

Lentiviral haemopoietic stem-cell gene therapy in
early-onset metachromatic leukodystrophy: an ad-hoc
analysis of a non-randomised, open-label, phase 1/2 trial

Maria Sessa”, Laura Lorioli*, Francesca Fumagalli, Serena Acquati, Daniela Redaelli, Cristina Baldoli, Sabrina Canale, Ignazio D Lopez,
Francesco Morena, Andrea Calabria, Rossana Fiori, Paolo Silvani, Paola M V Rancoita, Michela Gabaldo, Fabrizio Benedicenti, Gigliola Antonioli,

Andrea Assanelli, Maria Pia Cicalese, Ubaldo del Carro, Maria Grazia Natali Sera, Sabata Martino, Angelo Quattrini, Eugenio Montini,

Clelia Di Serio, Fabio Ciceri, Maria Grazia Roncaralo, Alessandro Aiuti, Luigi Naldini, Alessandra Biffi

ARSA
(granulocitos/neutroéfilos)

ARSA
(liquido cefalorraquideo)
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ARSA activity in CD15+ cells (nmol/mgq per h)

ARSA activity in CSF (nmol/mg per h)
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Terapia celular-génica para la leucodistrofia metacromatica

Lentiviral haemopoietic stem-cell gene therapy in
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Terapia celular-génica para la leucodistrofia metacromatica

Lentiviral haemopoietic stem-cell gene therapy in
early-onset metachromatic leukodystrophy: an ad-hoc
analysis of a non-randomised, open-label, phase 1/2 trial

Maria Sessa”, Laura Lorioli*, Francesca Fumagalli, Serena Acquati, Daniela Redaelli, Cristina Baldoli, Sabrina Canale, Ignazio D Lopez,
Francesco Morena, Andrea Calabria, Rossana Fiori, Paolo Silvani, Pacla M V Rancoita, Michela Gabaldo, Fabrizio Benedicenti, Gigliola Antonioli,

Andrea Assanelli, Maria Pia Cicalese, Ubaldo del Carro, Maria Grazia Natali Sera, Sabata Martino, Angelo Quattrini, Eugenio Montini,

Clelia Di Serio, Fabio Ciceri, Maria Grazia Roncaralo, Alessandro Aiuti, Luigi Naldini, Alessandra Biffi

Coronal FLAIR

MLDO2 aged 40 months

MLDO02 aged 60 months
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Enfermedad de Pompe

ArOphagossme

\ . Fuvon Lysosome

///

Fwom * Glucose

Glucose J Ir' ™~
J \n

/ ™
\ \
//\« )

Nucleus

GAA = acid alpha-glucosidase; UDP = undine diphosphate

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

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

Hirschhorn R, et al. Glycogen storage disease type Il: acid alpha-glucosidase (acid-maltase) deficiency. In:
Scriver C et al. The metabolic and Molecular bases of inherited disease. McGraw Hill, 2001: 3389-3420
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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 GAA recapturado por M6P-R
(cataliticamente activas) de la membrana celular.
JJ Signal Peptidase Predicted Primary Translation Product

_._leeasﬂ

: Yy vy v v Y Yo . L : :

s Internalizacion y direccionamiento a lisosomas

GAA Precursor (110 kDa)

JL Protease 2
78__113 122 Y ?ﬂ Y ?ﬂ Y Y Yo
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M m B8 T e Moreland, R. J. et al. J. Biol. Chem. 280, 6780—6791 (2005).

Mature GAA (70 kDa)



Mecanismo de cross-correccion

Normal (enzymatically

competent) cell LSD cell

M6P-R bound enzyme.-

<. '~ W gl
{ x\EE . . E Eal
y ¢ =~
Células de paciente
modificadas genéticamente . —
e W
A
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Figure 2. The Mechanisms of Cross-Correction

Functional enzyme secreted by wild-type cells is taken
up and sorted to the lysosomal compartment of the
LSD cells through the mannose-6-phosphate receptor

(M6P-R) pathway. This leads to restoration of substrate
metabolism.

Molecular Therapy

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

Alessandra Biffi'->*

A
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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
2

|IGF2-GAA BMn-701 \
AN Glycogen

IGF2R GAA AT \\4//

M6PR S S

Catabolized
material Lysosome

(C)

M-6-P-
enriched GAA

Muscle cell of a patient with Pompe’s disease

Muscling up on Myozyme
Fulmer, T. SciBX 5(48); 10.1038/scibx.2012.1250
Published online Dec. 13 2012
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Correccion genética de HSCs para la enfermedad de Pompe

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

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

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

CELL-BASED DELIVERY

™ therapeutic ‘,_,II

\ the therapeutic transgene
| .
e transgene is

; packaged into a "

) -7 delivery vehicle \
J ! such as a virus d
/ %

S

L |

the therapeutic

get organ \transgene is
.g. liver) introduced into a

delivery cell such as
4 i‘ ? a stem cell that is
r often derived from
g the patient

... and readministered
to the patient

the genetically modified
cells (e.g. stem cells)
are multiplied in the
laboratory

Gene therapy: progress and predictions
Mary Collins, Adrian Thrasher

Published 23 December 2015.DOI: 10.1098/rspb.2014.3003



Correccion genética de HSCs para la enfermedad de Pompe

L Vs usados para TG de la enfermedad de Pompe

 Promotores MND (retroviral) y C5-12 (especifico de musculo).
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. Correccion metabdlica parcial e induccion de
tolerancia a ERT en ratones GSDII. Irradiados a 6 Gy e inyeccion
retro-orbital.
Douillard-Guilloux G. et al. J Gene Med (2009) 11(4):279-287
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Correccion genética de HSCs para la enfermedad de Pompe

LVs usados para TG de la enfermedad de Pompe

 Promotor CMV. Inyeccion intravenosa en ratones GSDII recién
nacidos (para prevenir respuesta inmune). hGAA. Provirus
detectados en corazon e higado. No deteccion en diafragma o
cuadriceps. Pérdida de células transducidas mas que un efecto de
silenciamiento del promotor CMV.

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

 Promotor SFFV en ceélulas lin-. GFP y hGAA. No en cerebro.
Expresion en corazon, diafragma, estbmago, utero, pulmon e
higado. Sugieren reemplazar SFFV por promotores celulares como
PGK o EF1a.

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

La administracion de HSCs expresando GAA no solo
mejoraria el nivel de proteina en diferentes tejidos
(incluyendo SNC) sino que ademas los pacientes no
desencadenarian respuesta inmune frente a GAA.
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OBJETIVOS para el proyecto

LVs eficientes y seguros celulares y HSCs.
que sobreexpresen mGAA.

WGAA _) J ooo/
. 00
52 gy S ¥
0

1- Optimizacion del o

GAA murino
00

Transplantl
/%enetically modified HSCs

4- Expresion y funcionalidad
/ de mGAA: experimentos
terapéuticos en modelo

SAA. murino de Pompe.




Produccion de LVs y transduccion de células

SIFLG LVs CIFLG LVs

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

l

Analisis de la expresion de mGAA
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Expresion de mGAA en células K562

NT SIFLG CiFLG

60x

Marcador de lisosomas
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Expresion de mGAA en células lin- GAA-/-

S
A,
& S &0
- l,‘— ‘—. A A
—— T TR g,E’xpresmn de m’GAA expression en cerebro,
' musculos, corazon, diafragma e higado?

Raton tratado con busulfan
Expresion de GFP bajo el promotor SFFV

Brain

SEWP

R

JUNTA DE ANDALUCIA Universidad de Granada



MGAA es secretado al medio de cultivo

K562 transducidas

SNIml{} SN 500ul { } SN sin{}
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MGAA es captada por células Sol8 (mioblastos murinos)

CIFLG LVs
SIFLG LVs G C
&
K562 0 &S
= .
150 — .
SN " 100 — — -l
v -
Medio
condicionado | NT CiFLG SIFLG

Sol8
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EN MARCHA:

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

B6:129-GaatmiRabn/

Ratones Gaa knock-out exhiben una progresiva acumulacion de
glucdégeno lisosomal en corazon, musculo esquelético y diafragma
con movilidad reducida y debilidad muscular progresiva.

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

Expresion de mGAA
Actividad de GAA
Experimentos funcionales
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Lin —cells
isolation

A4

TD GAA-/- lin-cells

\V

IP
Busulfan

IV injection

GAA-I-

!

Analysis 3 months later
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