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RESUMEN.

Modificar el material genético de las células de un individuo con la finalidad de
prevenir, paliar o curar una enfermedad es el principal objetivo de la Terapia Génica (TG).
Los vectores virales, virus recombinantes defectivos, transfieren el DNA terapeutico pero ni
se replican ni son patogénicos. Los mas estudiados son los adenovirus, los virus
adenoasociados Yy los retrovirus. En esta revision bibliografica se describen los protocolos de
TG aplicada al Sindrome de Inmunodeficiencia Combinada Severa por déficit de Adenosina
Desaminasa (SCID-ADA). En este caso se utiliza un vector retroviral, portador del gen ADA
humano, ex vivo sobre células madre hematopoyéticas del propio paciente, que una vez
modificadas se reimplantan como transplante autélogo. También se detallan las mejoras
técnicas en el disefio de vectores virales integrativos que minimicen el riesgo de mutagenesis
insercional y potencial desarrollo de leucemia post-TG, junto a nuevas alternativas no virales.
Por ultimo, se identificaron en la base de datos de ensayos clinicos de U.S National Institutes
of Health (NIH) 8 ensayos clinicos en fases I/ll de TG ex vivo para SCID-ADA, 3 de los
cuales desarrollan vectores lentivirales autoinactivados, como una alternativa mas segura a los

vectores y-retrovirales que se aplicaron en los primeros ensayos.

INTRODUCCION Y ANTECEDENTES.

Terapia Génica. Conceptos generales

La Terapia Genica (TG) consiste en una serie de técnicas que permiten la transferencia
de material genético a las células de un individuo, con la finalidad de corregir un defecto
genético, para prevenir, paliar o curar una enfermedad’.

Durante las ultimas cuatro décadas se han ido desarrollando poco a poco distintas
estrategias para luchar contra enfermedades muy distintas: 1) Trastornos genéticos graves,
como el Sindrome de la Inmunodeficiencia Combinada Severa (SCID de su denominacion
anglosajona) o las hemofilias A y B. 2) Enfermedades de larga duracion como el cancer,
trastornos cardiacos y autoinmunes, que son multifactoriales y por tanto de abordaje mucho
méas complejo. 3) Patologias adquiridas como la infeccion por el Virus de la
Inmunodeficiencia Humana (VIH) o el Virus de la Hepatitis B (HBV por su denominacion en
inglés).

Sin embargo, el avance de la terapia génica no estuvo exento de dificultades y diversas
complicaciones. La aparicion de graves efectos adversos, principalmente por problemas de
seguridad relacionados con los vectores, provocaron un retraso en el desarrollo de estos

tratamientos. Hasta la fecha sélo dos protocolos de terapia génica han sido autorizados:
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Gendicine® en China (2004), p35 en adenovirus para el carcinoma de células escamosas en
cabeza y cuello, de admministracion in vivo intratumoral y Alipogene tiparvovec (Glybera®)
en la Union Europea (2012), lipoprotein lipasa en vector viral adenoasociado (AAV), que
también se admministra in vivo, por via intramuscular en pacientes con deficiencia de
lipoprotein lipasa familiar®.

La terapia génica implica una modificacion del ADN, con lo cual no estd exenta de
controversias. Se consideran dos tipos de células: somaticas y germinales. Técnicamente
ambas pueden ser modificadas con un objetivo terapéutico, pero con distintas implicaciones.
La terapia génica en células somaticas presenta la dificultad de lograr un direccionamiento
especifico al tipo celular afectado y que los cambios pueden no ser permanentes. Sin
embargo, al cambiar el ADN de una célula germinal, o bien de una célula embrionaria en sus
primeros estadios, esta modificacion se mantiene de por vida y se transmite a la descendencia,
perpetuandose en las generaciones siguientes. Actualmente sélo se han autorizado ensayos en
células somaticas. Asi en esta revision solo se considerara de ahora en adelante este Gltimo
enfoque.

Existen diversas formas de abordar la TG. 1) Transferir, mediante un vector, una copia
funcional del gen defectuoso. En este caso se introduce en el nacleo celular el ADN
codificante de la proteina que es deficitaria en el trastorno, para que la expresion de la misma
permita la curacion y reversion de los sintomas. 2) Inhibir la expresion de los genes
enddgenos que causan la patologia. Mediante la transferencia de ARN de interferencia u
oligonucleétidos antisentido que dificulten la expresién', o administrando nucleasas muy
especificas®. 3) Correccién de los genes: implica eliminar el gen defectuoso original y
sustituirlo por una copia funcional, en lugar de aportar solamente éste ultimo.

Contemplando la modalidad de TG que consiste en introducir una copia sana del gen en
la célula somatica que lo necesita, se identifican dos estrategias: 1) TG in vivo: La técnica se
aplica sobre el paciente directamente y 2) TG ex vivo: la transformacién se realiza en las
células aisladas del individuo. Las células se extraen del paciente, se cultivan, reciben el gen

terapéutico y luego son reimplantadas en el paciente™.

Vectores virales. Tipos y caracteristicas
Para introducir el gen terapéutico en la célula diana es necesario disponer de vectores,
vehiculos que facilitan la llegada del ADN al nicleo®. Pueden clasificarse en dos tipos. 1)

Vectores virales: Virus modificados para que transporten el material genético de interés. 2)



Vectores no virales: Nanoparticulas sintéticas de distinta naturaleza y estrategias basadas en
endonucleasas especificas.

El vector ideal en TG debe ser: facil de obtener, ofrecer gran capacidad de carga (genes
de gran tamafio), actuar tanto sobre células en division como en células que ya no se replican,
gue no genere respuesta inmune, sea facil de dirigir a diferentes tipos celulares concretos,
logre que el DNA se mantenga y se exprese un tiempo prolongado y que incluya un sistema
de regulacion de la expresion de la proteina terapéutica’.

Los virus fueron los primeros en ser utilizados como vectores. Estan compuestos por un
ADN o ARN rodeado por una capsida proteica y ademas, en el caso de los virus envueltos,
una envuelta lipoproteica. Presentan una alta eficacia como vehiculos de &cidos nucleicos, ya
que se aprovecha su sistema natural de replicacion, que requiere la introduccion de su
material genético en tipos celulares concretos, reconocidos por receptores en la membrana
plasmética®.

Para generar un vector viral apto para terapia génica a partir de un virus silvestre, es
preciso generar virus modificados, recombinantes y defectivos, es decir, insertar el gen de
interés y eliminar alguna  funcién necesaria para su replicacion que reduzca su
patogenicidad. La estrategia general para modificar los virus consiste en generar dos
plasmidos, uno que incluya el genoma viral, al que se le han eliminado genes indispensables
para la replicacion o de interaccion patogénica con la célula hospedadora y las sefiales de
empaquetamiento y otro que lleve el gen terapéutico con las sefiales de empaquetamiento. En
lineas celulares empaquetadoras, que han sido manipuladas para que expresen estos genes
esenciales del virus separados entre si, se cotransforman los plasmidos anteriores. Dentro de
la célula se generan particulas virales, que incluyen el gen de interés en vez de los genes
eliminados, que posteriormente se aislan y purifican. No se generan particulas patogénicas, ya
que sélo las particulas con el gen terapéutico presentan sefial de empaquetamiento®,

Entre los vectores virales mas utilizados se encuentran los adenovirus, virus adeno-
asociados, virus herpes, retrovirus, entre otros (alfavirus y vaccinia)™*.

1.-Adenovirus: Los adenovirus son virus ADN de doble cadena (dsDNA) sin envuelta,
de nucelocéapside icosaéedrica, de la que parten filamentos proteicos para el reconocimiento de
la célula diana. Son responsables de las principales enfermedades de vias respiratorias altas,
con muy buen tropismo por células humanas”.

El genoma adenoviral es de aproximadamente 35 kb de tamafio. Presenta dos regiones
donde se agrupan distintos genes: genes tempranos (early) y tardios (late). Estas uUltimas

contienen la informacion para la formacion de las particulas virales, sin embargo, las
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tempranas se expresan antes de comenzar la replicacion de los viriones y pueden dividirse en
cuatro &reas: en E1, genes que interfieren con la célula hospedadora; en E2, las proteinas
necesarias para la replicacion; en E3, sistemas de evasion del sistema inmune y en E4,
proteinas silenciadoras de genes de la célula infectada, regulando el trafico de ARNm®.

El ciclo replicativo de un adenovirus es sencillo: se une a un receptor de membrana
especifico para después ser internalizado por endocitosis. La propia capside adenoviral
desestabiliza el endosoma, que se rompe y libera las particulas virales al citoplasma. Asi las
nucleocapsides llegan a la membrana nuclear y son capaces de introducir el genoma viral a
través de los poros nucleares”.

Para generar adenovirus recombinantes defectivos se aplica la estrategia general.
Deleccionando la region Else logra una capacidad para 5kb, y si ademas se eliminan E3 y E4
se alcanzan las 7-8kb. Los ultimos avances pasan por la obtencion de adenovirus vacios, con
una capacidad tedrica de 30 kb®.

Ventajas: infectan todo tipo de células, tanto si de dividen como si no y son estables y
faciles de purificar y concentrar. Inconvenientes: toxicidad a dosis altas, generan una fuerte
respuesta inmune (destacar el caso de una muerte en un ensayo clinico en 1999)%, no son
integrativos y la duracion de la expresion es limitada, sobre todo en células en division®. Hoy
en dia son los més utilizados in vivo, para ocasiones en las que no se requiere una expresion
duradera del gen. Un ejemplo es Gendicine®, cuyo objetivo es expresar p53 en las células
tumorales.

2.-Adenoasociados (AAV): Son virus ADN monocaternario (sSDNA) sin envuelta que
necesitan de la conifeccién con otro virus (adenovirus o herpesvirus) para completar su ciclo.
Infectan al ser humano pero no son patégenos. El genoma de un AAV es de 4,8 kb y tiene dos
regiones codificantes: cap, que codifica las tres proteinas de la capside, y rep, que codifica 4
proteinas necesarias para la replicacion viral®.

La infeccion por AAV comienza por la union a receptores celulares y su entrada en la
célula. EI genoma viral entra en el ndcleo, se convierte a doble hebra y se integra en un locus
especifico localizado en el brazo largo del cromosoma 19 humano (banda 19q13), dirigido por
proteinas de la célula infectada y por dos proteinas virales. Asi el genoma viral queda
integrado en el genoma, como un provirus latente. Ante una sobreinfeccion por adenovirus 6
herpesvirus, el AAV comienza su fase litica con la transcripcion de los genes virales, la
replicacion del genoma viral y el empaquetamiento en las capsides para dar lugar a nuevos

viriones®.



El mecanismo de obtencién de vectores AAV es muy similar al anterior, solo que
necesita ademas la coinfeccion con un adenovirus silvestre, o bien incluyendo un tercer
plasmido con las funciones del virus, lo que reduce el riesgo de contaminacion por adenovirus
al purificar los AAV.

Ventajas: buena infectividad, transducen células en division y no mitoticas, integracion
en el genoma de la célula huésped, muy baja toxicidad y ausencia de respuesta inmune
celular. Inconvenientes: requieren de las funciones de un adenovirus para su obtencién, y la
especificidad de la integracion en un locus concreto se pierde en los AAV recombinantes, y
en consecuencia, la integracion se realiza al azar. Los AAV estan ganando popularidad
rdpidamente y estan especialmente indicados en aplicaciones in vivo en las que se requiere
una expresion prolongada del gen terapéutico®. Un ejemplo es Glybera®, cuyo objetivo es
expresar la lipoprotein lipasa y se administra via intramuscular.

3.-Virus Herpes: Basados en el virus Herpes simplex (HSV), son virus envueltos con un
genoma lineal de 152 kb de dsDNA. Tienen un marcado tropismo neuronal. Tras la entrada
en la célula, el virus penetra por los poros nucleares. Se expresan entonces los genes
inmediatos tempranos, que activan la expresion de los genes tempranos (necesarios para la
sintesis de ADN viral) y de los genes tardios (proteinas estructurales). Cando no se replican
entran en un periodo de latencia, donde se expresan solamente los genes de la region de
latencia de forma persistente. Ademas, se trata de vectores de gran capacidad porque permiten
acomodar hasta 50 kb de ADN exdgeno®.

4.-Retrovirus: Son virus ARN de polaridad positiva (+RNA) envueltos, de céapside
icosaédrica que contiene la transcriptasa inversa (RT), la integrasa y dos copias del genoma
viral. Este tiene 3 tipos de genes: genes gag (que codifican las proteinas de la capside), genes
pol (que codifican las enzimas necesarias para el ciclo viral, como la proteasa y la integrasa) y
genes env (que codifican las glicoproteinas de la envuelta)®.

El ciclo replicativo de los retrovirus comienza cuando el virus es reconocido por
receptores celulares, seguido de la fusion de la envuelta viral con la membrana celular y a la
internalizacion del nucleoide. A continuacion tiene lugar la retrotranscripcion del genoma
para formar un ADNCc bicatenario, dentro de la nucleocapside, después se desensambla la
capside y se transporta al nucleo. Meidante la integrasa, el genoma viral se integra en el
genoma de la célula hospedadora, y entonces comienza la transcripcion. Los ARNm son
exportados al citoplasma y traducidos, dando lugar a poliproteinas gagpol, que forman nuevas
nucleocapsides al unirse a la sefial de empaquetamiento de los ARN positivos, y a las

proteinas de la envuelta, que se dirigen a la membrana®.
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Tras el empaquetamiento, que tiene lugar en el citoplasma, las capsides salen de la
célula por evaginacion de la membrana, quedando rodeadas de nuevo por una envuelta
fosfolipidica procedente de la célula hospedadora que contiene las glicoproteinas codificadas
por el virus que habian llegado anteriormente a la bicapa. Las nuevas particulas retrovirales se
activan cuando la proteasa rompe la poliproteina gagpol dentro de la propia particula viral y
da lugar a moléculas independientes de proteasa, integrasa y retrotranscriptasa. Para generar
un retrovirus recombinante defectivo, se sigue el esquema general descrito anteriormente®.

La familia Retroviridae estd compuesta por las subfamilias Spumaviridae, Lentiviridae
y Oncoviridae. Los derivados de oncovirus murinos tipo C o y-retrovirus han sido los més
utilizados, en concreto el virus de leucemia murina (MLV)’. Ventajas: tienen buena
infectividad, amplio tropismo y son integrativos, con lo cual aseguran una larga duracion de la
expresion. Inconvenientes: baja capacidad de carga (7-8kb), son bastante labiles y dificiles de
purificar, son inactivados por el sistema del complemeto, sélo transducen células en division
y se han detectado casos de procesos oncogénicos en algunos ensayos clinicos®. Se aplican
principalmente en terapia génica ex vivo transformando células madre hematopoyéticas
(HSC), por ejemplo en el Sindrome de Inmuodeficiencia Combinada Severa (SCID), como se
detalla mas adelante.

Por otro lado, recientemente se han desarrollado vectores retrovirales basados en
lentivirus, familia a la cual pertenece el HIV1, uno de los virus mejor estudiados. Algunas de
las proteinas virales tienen sefiales de localizacion nuclear y facilitan la entrada del virus por
los poros nucleares. Por eso, al contrario que los oncovirus, presentan la ventaja de infectar
células que no estan en division y parecen evitar algunos de los problemas de seguridad de
estos. Su principal aplicacion esté en la transferencia de genes a células del sistema nervioso

in vivo, y a progenitores hematopoyéticos ex vivo, que también se aplica en el SCID>.

Terapia génica en las inmunodeficiencias primarias.

Las inmunodeficiencias primarias (PID por sus siglas en inglés) son un conjunto de
enfermedades raras hereditarias en las que por el déficit de un gen concreto y Unico
(enfermedades monogeénicas), se observan alteraciones graves del sistema inmunitario. Se
conocen mas de 190 genes cuya ausencia puede desencadenar uno de estos cuadros que
reducen considerablemente la esperanza de vida del paciente?. El tratamiento de eleccién es el
transplante de células madre hematopoyéticas (HSC por sus siglas en inglés) de HLA
compatible. Para aquellos casos en los que es imposible localizar un donante adecuado, la

terapia génica se ofrece como una alternativa inigualable.
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Las PID més estudiadas son el Sindrome de Inmunodeficencia Combinada Severa
(SCID por sus siglas en inglés) también conocida como la enfermedad de los nifios burbuja,
que puede ser debido a la ausencia autosémica recesiva de la Adenosina Deaminasa (SCID-
ADA), donde se ve interrumpida la ruta catabdlica de las purinas; o bien a una mutacion en la
cadena gamma del receptor de IL-2 (yc), localizado en el cromosoma X , es decir SCID ligado
al cromosoma X (SCID-X1). En ambos casos se ve afectada la linea linfoide, ya sea porque
no se produce o por presentar una funcion disminuida. Otras PID que también han sido
objetivo de la TG son el sindrome de Wiskott-Aldrich (WAS) y la enfermedad cronica

granulomatosa (GCD)>.

OBJETIVOS.

1) Descripcion de los vectores virales y los protocolos aplicados en la terapia génica
para el Sindrome de Inmunodeficiencia Combinada Severa por déficit de Adenosina
Desaminasa.

2) Busqueda de los avances tecnoldgicos desarrollados recientemente en materia de
vectores integrativos encaminados a mejorar la seguridad de este tratamiento.

3) Revisidn de los ensayos clinicos que se estan llevando a cabo para la terapia génica
de esta enfermedad.

METODOLOGIA.

Se realizaron busquedas bibliogréficas en las bases de datos PubMed (NCBI)® con las
palabras clave “viral vector” “gene therapy”, limitdndose a aquellas revisiones publicadas
entre 2010 y 2015 y en humanos como especie de estudio. Se consultaron las revistas
especializadas Nature Gene Therapy y Blood.

Busqueda de ensayos clinicos. La busqueda de ensayos clinicos se realiz en la base de
datos de ensayos clinicos™ de U.S National Institutes of Health (NIH), aplicando los términos
de busqueda: "gene therapy" OR "gene transfer" OR "virus delivery”, en enfermedad:
"Severe Combined Immunodeficiency” AND "Adenosine Deaminase Deficiency” y se
seleccionaron aquellos ensayos clinicos de disefio experimental (no observacional). Los
gréficos generales se obtuvieron del sitio web del Journal of Gene Medicine, base de datos
gue recoge informacién sobre ensayos clinicos en TG de las agencias oficiales, literatura
cientifica y presentaciones y posters de congresos y conferencias. La informacion de esta

pagina se encuentra actualizada a fecha de enero de 2015.



RESULTADOS Y DISCUSION.
¢ Qué es el SCID por déficit de ADA?

ADA es la encargada de la de una de las etapas de degradacién de purinas, en concreto
es responsable de la desaminacion de adenosina y 2’-desoxiadenosina para formar inosina y
2’-desoxiinosina, respectivamente. Cuando falta esta enzima, se acumulan ambos metabolitos,
pero es el aumento de los niveles de 2’-desoxyadenosina y la formacion de dATP lo que causa
toxicidad en los linfocitos T inmaduros'®. De esta forma se ve alterada o impedida la
proliferacion, supervivencia, desarrollo y correcta funcion de los linfocitos, lo que termina
desencadenando en un cuadro de inmunosupresion caracteristico. EI SCID-ADA suele
diagnosticarse en torno a los 6 meses de edad, cuando el paciente presenta recurrentes
infecciones oportunistas, las cuales su sistema inmunitario es incapaz de controlar. Se detecta

panlinfopenia y la ausencia de respuesta inmune tanto humoral como celular®,

¢ Qué tratamientos estan disponibles actualmente?

El tratamiento de eleccion actual para el SCID por déficit de ADA es el transplante de
células madre hematopoyéticas (HSC por sus siglas anglosajonas), de un donante de HLA
compatible emparentado®. Sin embargo, en muchos de los casos no es posible encontrar un
donante de estas caracteristicas y se recurre a donantes no emparentados de HLA compatible,
0 bien donantes haploidenticos (paternos). Estos ultimos presentan resultados
significativamente peores que el de donante compatible emparentado, por el efecto de injerto
contra el huésped®.

Cuando el transplante de médula 6sea no es posible, se aplica la terapia de reemplazo
enzimatico (ERT por sus siglas en inglés), con la version pegilada de la enzima, adenosina
desaminasa bovina modificada con polietilenglicol, ADA-PEG (Adagen®), disponible desde
finales de los afios 1980. La pauta mas comdn es la inyeccion intramuscular una o dos veces
por semana . Aunque la ERT logra un aumento en el recuento linfocitario y una mejora en la
funcién inmunoldgica, el numero de linfocitos sigue manteniéndose por debajo de lo normal,
y la respuesta inmune va decayendo con el tiempo*2. Ademés requiere una administracion de

por vida y el coste elevado limita el acceso al tratamiento™.

¢ Terapia génica para el SCID por déficit de ADA?
Se ha contemplado la hipotesis de que si se corrigiera el defecto genético en unas pocas
células madre hematopoyéticas (HSC por sus siglas en inglés) del paciente, y éstas se

reimplantaran como transplante de médula 6sea aut6logo, esta nueva poblacion generaria una
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nueva linea linfoide que tendria una fuerte ventaja selectiva sobre los linfocitos T afectados y
terminaria por repoblar completamente el compartimento de células T. El efecto de la ventaja
selectiva de los linfocitos T sanos se ha comprobado en casos de pacientes que
experimentaron una reversion espontanea de la mutacion. En estos casos se observa que, con
el paso del tiempo, todo el conjunto de la poblacion de células T estaba compuesto por células
sanas 2.

A partir de esta hipotesis surge la idea de la aplicacion de la terapia génica (TG) en el
SCID-ADA. Las propias HSC del paciente serian modificadas genéticamente, a traves de un
vector viral integrativo portador del gen funcional de ADA junto a un promotor que asegure
su expresion. Este es capaz de llevar el gen sano a los nucleos de las células que presentaban
el defecto genético y lo integra en el genoma asegurando su mantenimiento y expresion. Esta
técnica se aplicaria ex vivo y una vez corregidas, las HSC sanas se reimplantarian en el
paciente mediante un transplante autélogo. De esta forma se elimina la necesidad de un
donante adecuado y se minimizan los riesgos de rechazo™. A continuacién se detalla la
evolucion cronoldgica de la aplicacion de TG en el SCID-ADA.

e Principio de los afios 1990: Se inician los primeros ensayos clinicos de terapia génica
para SCID por déficit de ADA. Las estrategias utilizadas fueron la transferencia del cDNA de
la adenosina desaminasa humana a través de un vector y-retroviral (oncovirus) murino,
(MLV)’, en linfocitos T periféricos y en HSC CD34+ extraidos de la médula 6sea o de sangre

del cordon umbilical*® 3,

Desgraciadamente, estos primeros no demostraron beneficios
clinicos. Presentaban un bajo rendimiento en la transformacion génica, obteniéndose un
escaso numero de HSC corregidas, el prendimiento del injerto estaba dificultado y por tanto
se detectaban bajos niveles de linfocitos T sanos en sangre periférica’’. No se realizaba
acondicionamiento previo ni se suprimia la ERT. En este punto surge la hipétesis de que la
continuacion de la ERT tras el autotransplante inhibia o dificultaba el prendimiento de las
células corregidas y bloqueaba su ventaja selectiva, ya que cuando la ERT disminuia o se
suprimia, los rendimientos de la TG mejoraban®?.

eFinales de los afios 1990: Las mejoras técnicas en el aislamiento y transformacion
génica de HSC permitieron el desarrollo de nuevos ensayos clinicos™. En estos momentos se
incluye en el protocolo una fase de acondicionamiento previo. Se tratd a los pacientes con
agentes quimioterapicos citorreductores como busulfan o melfalan, a dosis bajas no
mieloablativas™. De esta forma se reduce la poblacién celular de la médula 6sea y aumenta
considerablemente la probabilidad de prendimiento del injerto. En estos ensayos ya si se

detectaron efectos clinicos beneficiosos de reconstruccion del sistema inmune. Los estudios a
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largo plazo de estos primeros casos favorables muestran que las células corregidas se
mantienen mas de 10 afios y presentan distintos lugares de integracién vectorial'2.

¢ Afios 2000: Se realizan nuevos ensayos clinicos con vectores mejorados y aplicando el
acondicionamiento citorreductor previo y suprimiedo la ERT tras el transplante'?. En torno al
70% de los pacientes recuperaron la funcion del sistema inmunitario. En una revision de
2013?, se afirma que los 40 pacientes SCID-ADA tratados hasta entonces en Italia, UK y USA
siguen vivos, con el sistema inmunitario reconstruido y de los cuales 29 han podido
abandonar la ERT unos resultados mucho més favorables que los que se obtienen tras un

transplante de HSC no compatible.

Terapia génica para SCID-X1 y sus efectos adversos

También se ha ensayado la terapia génica en el caso de la SCID-X1. Aqui el gen
deficitario codifica para la cadena gamma del receptor de IL-2 (yc) y atin no esta disponible
una terapia de reemplazo. Al igual que en el SCID-ADA, los beneficios de este tratamiento
son superiores (mortalidad de un 10%) al transplante de HSC alogénico (mortalidad de un
25%) y el acondicionamiento no mieloablativo aumenta las posibilidades de éxito de la
terapia®. De igual manera las células T sanas presentan ventajas selectivas sobre las afectadas,
lo cual favorece el éxito del transplante.

A pesar de los prometedores resultados hallados (17 de los 20 pacientes tratados por
SCID-X1 estan vivos y tienen el sistema linfocitario corregido), la aparicién de leucemia
linfoblastica de céluas T en 5 de los 20 pacientes SCID-X1que participaron en los ensayos
clinicos de terapia génica a los 2,5-5 afios de la intervencion hizo necesaria una evaluacion
més exhaustiva de la seguridad de esta técnica™*.

En el tratamiento del SCID-X1 se eligié un vector y-retroviral, como en el caso anterior.
Recientes estudios indican gque los sitios de integracion de los y-retrovirus no se distribuyen al
azar sino que se localizan en clusters de genes relacionados con las funciones
hematopoyéticas y de crecimiento y supervivencia celular, como demuestran meta-analisis
bioinformaticos™. En concreto tienden a localizarse en zonas préximas a los lugares de inicio
de trasncripcion. Al integrarse el provirus, ademas de incluir el gen terapéutico en el genoma,
inserta consigo los potentes promotores virales. Tienen como objetivo asegurar la expresion
del gen de interés, sin embargo podrian aumentar la expresion de otros genes del genoma del
paciente’.

Se identificaron los lugares de integracion vectoriales, que en los casos de

hiperproliferacion linfocitaria correspondieron con zonas proximas a proto-oncogenes. En
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cuatro de los cinco casos se trataba del gen LMO2 (LIM domain only 2), donde se
desencadenaba una expresion desmesurada del mismo que activaba los procesos de leucemia
linfoblastica identificados. El protocolo de quimioterapia resultd efectivo en cuatro de los
cinco pacientes afectados, encontrandose actualmente en remision y sin haber sufrido una
pérdida de las lineas celulares corregidas’ ** *°.

Existe una diferencia importante entre la terapia génica de ambos tipos de SCID.
Aunque en los dos casos se han aplicado protocolos y vectores y-retrovirales con un patron de
integracion muy similar, los casos de desregulacion transcripcional integrativa
leucemiogénicos solo se han detectado en los pacientes SCID-X1 y no asi en el SCID-ADA.
Las causas aun se desconocen, pero su descubrimiento serd de gran ayuda para aumentar la

seguridad de la terapia génica™.

Mejoras en los vectores virales

Como se ha descrito anteriormente, durante el curso de los ensayos clinicos para la
terapia genica del SCID-X1 se detectaron procesos oncoldgicos, en concreto leucemia
linfoblastica de células T, en 5 de los pacientes. Se ha demostrado que este grave efecto
adverso estuvo directamente relacionado con las caracteristicas del vector y-retroviral que se
aplico. En 4 de los 5 casos, el vector se integrd en la regién regulatoria cercana al proto-
oncogen LMO2 y activéd por mutagénesis insercional su sobreexpresién'*. Estos eventos
impulsaron la investigacion y el desarrollo vectores virales mas seguros, que se describen a
continuacion.

1) Vectores y-retrovirales autoinactivados (SIN-y-retroviral, Self-inactivating v-
retroviral vector): El genoma viral de los y-retrovirus esta compuesto por tres genes, como se
ha descrito anteriormente, y ademas contiene una sefial de empaquetamiento (PSI) mediante
la cual las moléculas de ARN se unen a las proteinas de la capside y son empaquetadas
eficazmente. En ambos extremos se encuentran dos secuencias conocidas como repeticiones
terminales largas (LTR, Long Terminal Repeat). En el 5’LTR se encuentra una region (U3)
con funcion promotora de la trascripcion y la zona de unidn al cebador (pbs) necesaria para la
retrotranscripcion®. Para la obtencién de un retrovirus SIN, se delecciona precisamente la
region promotora U3 del 5° LTR (Fig. 1). De esta forma se logra un LTR inactivo a la
transcripcion. La eliminacion de la actividad promotora del vector se compensa mediante la

inclusion un promotor interno heterélogo que permite la expresion del transgen de intereés.
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Genoma Retroviral
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* Promotor fisiolégico

Figura 1: Esquema y comparacion del material genético de un vector clasico retroviral y
los vectores autoinactivados (SIN). Modificado de Human Molecular Genetics. Open course®.

A pesar de que el vector SIN sigue siendo un vector vy-retroviral y su patron de
integracion no se ve modificado, su la genotoxicidad esta fuertemente reducida al encontrarse
regulado por un promotor propio, como se evidencia en estudios in vitro de inmortalizacion
celular de Modlich en 200621V | os SIN, ademas de presentar la ventaja de ofrecer unos
niveles de expresion mucho mas similares a los fisiologicos, demostré una reduccion del
riesgo de activacion de proto-oncogenes vecinos?. Actualmente se esta aplicando en ensayos
clinicos para el SCID-X1 registrados en la base de datos de ensayos clinicos® de U.S
National Institutes of Health (NIH) bajo los nimeros NCT01129544 y NCT01175239"7.

2) Vectores lentivirales: Ademas de ofrecer la ventaja de poder transducir células post-
mitoticas, los vectores lentivirales tienen un patrén de integracion diferente. En lugar de
dirigirse a las zonas regulatorias de proto-oncogenes, parece preferir incluirse en el cuerpo de
los genes®. Esto, si bien no lo elimina, reduce el riesgo de genotoxicidad, como demuestran
los estudios de potencial oncogénico in vivo e in vitro de Moldlich y Montini en 20092"Visio,

A raiz de estas investigaciones surge el consenso de que la integracion de los virus es un
proceso activo, catalizado por el complejo de preintegracion viral, que se dirige
principalmente a regiones que se encuentran mas expuestas: zonas poco empaquetadas en
cromatina, zonas sensibles a DNAsa | y con marcas epigenéticas®. Existen ademés estudios
para su aplicacion in vivo en trastornos neurodegenerativos (Parkinson) y oculares
(Degeneracion macular exhudativa), pero ain requieren un perfeccionamiento del targeting y
las técnicas de obtencion en grandes concentraciones.

3) Vectores lentivirales autoinactivados (SIN-lentiviral): La version SIN de los vectores
lentivirales también se ha contemplado, al aportar las ventajas de ambos tipos de vector y de
hecho es la preferida en la terapia ex vivo sobre HSC. Actualmente esta presente en ensayos
cinicos de terapia génica contra SCID-ADA, como se detalla mas adelante, otras PID como
WAS y CGD entre otros.
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4) Vectores lentivirales no integrativos (NILV): En estos casos se ha eliminado del
vector todo aquello indispensable para la integracion, y al llegar al nicleo quedan como
circulos extracromosomicos. A parte de ser interesantes para aplicar en células que no se
dividen y cuando se desea una expresion temporal del gen de interés, en el caso del SCID

podrian ser de utilizad en estrategias basadas en el uso de endonucleasas®”.

Alternativas a los vectores virales.

Al mismo tiempo que se busca mejorar la seguridad de los vectores virales integrativos,
de los que ya se tienen antecedentes de éxito y sus riesgos asociados en el tratamiento del
SCID, surgen nuevas ideas para lograr llevar el gen terapéutico y mejorar atin mas el balance
riesgo beneficio. Existen tres enfoques, los dos primeros basados en el principio de
recombinacion homologa:

1) Correccidn genética: Implica modificar el gen responsable de la enfermedad in stiu,
lo que ofreceria la ventaja de que se mantendrian los promotores y otros mecanismos
naturales de regulacién de la expresion®”.

2) Direccionamiento en locus especifico. Consiste en integrar el gen terapéutico ya no al
azar, ni siquiera manteniendo un patrén conocido, como se observa en el uso de virus
integrativos, si no que localizdndolo en zonas seguras del genoma. En estas zonas, conocidas
como “puertos seguros”, la integracion de un gen no causaria ningin dafio ni una
desregulacién perjudicial’.

3) Transposones: Se trata de elementos de DNA que tienen la propiedad de poder
translocarse espontaneamente de un lugar a otro de los cromosomas, ayudados por una
enzima transposasa. Algunos de estos sistemas son a) Sleeping Beauty: cuyo patron de
integracion es al azar y parece no estar relacionado con delecciones o recombiancion al
cambiarse de sitio, b) Tol2 similar al anterior pero con una capacidad de carga de DNA mayor
y ¢) PiggyBac que aunque su transposicion es mas eficiente que la de los anteriores tiene un
patrén de integracion similar al de virus integrativos'’.

Para lograr el éxito en cualquiera de las dos primeras estrategias es necesario un sistema
que permita la recombinacion homologa de forma eficaz. Este sistema utiliza los mecanismos
naturales de reparacion del ADN de las células, que se activan al detectarse una rotura en la
doble hélice. Ya que estas roturas ocurren espontaneamente en muy baja proporcion, se
requiere de mecanismos que sean capaces de cortar la doble cadena en el lugar escogido y sin

dafar al resto del genoma. Se contemplan dos alternativas:
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1) “Homing endonucleases” (HE): Son enzimas capaces de cortar en secuencias
especificas que van de 14 a 40 pares de bases. La HE modelo, I-Scel, identificada en
levaduras solo presentaba un Gnico punto de corte. Para poder aplicarlas, es necesario
desarrollar una HE que sea especifica para la secuencia donde se quiere inducir la
recombinacion homologa, mediante mutagénesis en las regiones de reconocimiento de
secuencias y posterior seleccién por mecanismos de “High-Thoughput sceening” (HTS) *".

2) Nucleasas dedos de Zinc (ZFN): Son enzimas generadas por fusion, uniendo el
dominio nucleasa de la endonuclesa Fok 1 a dominios dedos de Zinc. Estos son regiones de
unién a DNA y reconocimiento especifico de secuencias. De esta forma se puede lograr una
nucleasa especifica para el punto de corte de interés®. Esta Gltima estrategia ha sido probada

en estudios preclinicos in vitro para el SCID-X1, con un éxito del 5-17% 17(revision,

Ensayos clinicos.
Hasta la fecha se han llevado a cabo mas de 2000 ensayos clinicos de terapia génica en
todo el mundo, y en estos ultimos cinco afios (2010-2015), se ha autorizado al afio 100
ensayos de media'’. La gran mayoria, un 64,2%, estaban enfocados al tratamiento del cancer
y las enfermedades monogénicas ocuparon el segundo lugar con un 9,2%. (Fig. 2). En el afio
2012, la fibrosis quistica era el trastorno méas estudiado entre estas enfermedades, con un
22,4%, seguido por los SCID, que supusieron un 20% de los ensayos clinicos en terapia

génica para alteraciones de un solo gen®.

Figura 2: Indicaciones de los ensayos clinicos de terapia genica. Tomado del sitio web

de The Journal of Gene Medicine!*. Actualizado enero 2015.

Por su parte los vectores preferidos son los adenovirus (22,5%), seguidos de los
retrovirus (18,8%). Se observa un descenso en el uso de vectores retrovirales, en 2004

suponian el 28%, posiblemente a raiz de los efectos adversos detectados en los ensayos de la
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terapia del SCID-X1'®. Poco a poco van apareciendo nuevos vectores que presentan menor
problematica, al menos de momento, como son los lentiviurs, que actualmente suponen un
4,6%.(Fig. 3)

Figura 3: Vectores utilizados en los ensayos clinicos de terapia génica. Tomado del sitio
web de The Journal of Gene Medicine (web wiley). Actualizado enero 2015.

En la base de datos de ensayos clinicos'® de U.S National Institutes of Health (NIH), se
localizaron ocho ensayos clinicos para el desarrollo de la terapia génica ex vivo del Sindrome
de Inmunodeficiencia Combinada Severa por déficit de Adenosina Deaminasa (SCID-ADA),
Ilevados a cabo en Italia, Inglaterra y Estados Unidos.

Todos los ensayos consultados son abiertos, no aleatorizados y no emascarados de fase
I/11, en la que se aplica por primera vez el protocolo en humanos. La participacion esta
restringida a pacientes, en este caso nifios de pocos meses, dadas las caracteristicas de la
terapia y la patologia.

Con respecto al vector viral empleado, en 5 de los 8 ensayos clinicos se utiliza un vector
y-retroviral basado en el virus murino MLV. Los 3 restantes, de inicio mas reciente aplican un
vector SIN-lentiviral en el que los LTR han sido modificados y la funcién promotora de la
transcripcion la ejerce el promotor del EFlo (EFS-Lentiviral).

Estos virus transducen del cDNA del gen ADA humano ex vivo en células madre
hematopoyéticas (HSC) y ademaés en células CD34+ de sangre del cordén umbilical en uno de
los ensayos o linfocitos de sangre periférica en otro (Tabla 1).

Registro’ Estado® Organismo  Vector Células
1 NCTO00018018 Completo NHGRI® y-Retroviral HSC
(2001-14)  (EEUU)
2 NCTO00599781 Completo IRCCS* v-Retroviral HSC y linfocitos
(2008) (Italia)
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3 NCT00794508 Activo NIH>(EEUU)  y-Retroviral HSC

(2008-15)

4 NCT00598481 Inicio GSK® (UK) v-Retroviral HSC
(2008-15)

5 NCTO01279720 Reclutando  NHS’ (UK) v-Retroviral HSC
(2011-12)

6 NCT01380990 Inicio NHS' (UK) EFS- lentiviral HSC
(2011-12)

7 NCT01852071 Reclutando  NHGRI® EFS- lentiviral HSC
(2013-15) (EEUUV)

8 NCT02022696 Completo NHGRI® EFS- lentiviral HSC y corddn
(2013-15) (EEUU) umbilical

Tablal: Resumen de los registros de ensayos clinicos consultados. *Nmero de registro
en clinicaltrials.gov. La primera fecha indica el inicio del registro en la base de datos y la
segunda la Gltima actualizacién del registro. *National Human Genome Research Institute.
*IRCCS San Raffaele, Fondazione Telethon. °National Institutes of Health.
®GlaxoSmithKline.’Great Ormond Street Hospital for Children NHS Foundation Trust.

El nimero de pacientes y los criterios de inclusion y exclusion se muestran en la Tabla
2. Destacar que en 5 de los ensayos se aplico un tratamiento no mieloablativo previo con
busulfan que facilita el prendimiento del injerto y que no se admitio en el estudio ningdn

paciente con algun proceso oncologico maligno.

Sujetos Sexo' Edad Sin donante’/  Diagnéstico Criterios
Fallo ERT? molecular? exclusion®
18 M-F >1 mes Sil- Si
28 M-F - Si/Si -
310 M-F > 1 mes- Sil- Si
18afos
4 12 M-F <17afos Si/Si -
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5 10 M-F <18afos Sil- Si HIV+

6 10 M <5afos Si/Si Si HIV+

7 15 M-F >1 mes Si/- -

81 M-F > 1 mes Si/- - HIV+,
-65afos HBV+ HCV+

Tabla 2: Criterios de inclusion a los ensayos clinicos -~ M: Masculino, F: Femenino. “No
disponen de un donante emparentado de HLA compatible. *Fallo en la Terapia de Reemplazo
Enzimatico (ERT). “Existe un diagnéstico de SCID-ADA por anélisis genético o por
deteccién de una actividad enzimatica ADA celular muy reducida. *HIV+: infeccién por
Virus de Inmunodeficiencia Humana. HBV+: infeccion por Virus de Hepatitis B, HCV+:

infeccion por Virus Hepatitis C.

Perspectivas de futuro

La idea de poder modificar los genes que son responsables de una enfermedad ya no es
una utopia. La terapia génica estara en pocos afios irrumpiendo con fuerza en muy diversos
ambitos de la medicina. En el caso del SCID, los ensayos clinicos muestran unos resultados
espectaculares en la amplia mayoria de los sujetos tratados. A pesar de los problemas que se
detectaron a principios de los afios 2000 en la terapia génica del SCID-X1, la comunidad
cientifica no ha perdido la esperanza en esta estrategia terapéutica. Por el contrario, ha
decidido redoblar sus esfuerzos en la lucha contra las enfermedades hereditarias,
desarrollando avances técnicos que permitan mejorar el balance riesgo beneficio.

Los vectores SIN lentivirales se disponen como una alternativa mas segura que los y-
retrovirus utilizados en los primeros ensayos, ya que su patron de integracion tiene menos
riesgo de provocar mutagénesis insercional y la expresion del transgen se encuentra regulada
por un promotor fisioldgico. Por otro lado hay que destacar los recientes avances en técnicas
de transduccion mediante vectores no virales, como son el empleo de nucleasas especificas de
secuencias (HE y ZFN) y los sistemas transposon-transposasa. Aun asi, no debemos olvidar
que, aunque mejoren los sistemas, siempre va a existir un riesgo de mutagénesis asociado,

cuando se trata de manipular nuestro material genético.
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CONCLUSIONES.

1) Los primeros ensayos clinicos con vectores y-retrovirales de terapia génica para

SCID-ADA tuvieron un gran éxito al incluirse en el protocolo un acondicionamiento no

mieloablativo previo a la intervencion y la suspension del reemplazo enzimatico después.

2) Los vectores SIN-lentivirales reducen el riesgo de desrreguacion transcripcional y se

presentan como una alternativa mas segura a los vectores y-retrovirales clasicos. Sin embargo,

los sistemas basados en endonucleasas especificas o en transposones podrian ofrecer mayores

ventajas en el futuro.

3) Si bien hasta la fecha no se ha detectado ningin caso de mutagénesis insercional

asociada al uso de vectores y-retrovirales en la terapia génica para SCID-ADA, ya se estan

aplicando vectores SIN lentivirales en ensayos clinicos para minimizar el riesgo.
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