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Enfermedades pioneras en la historia de la TG 



La hemofilia es una buena candidata para la TG 

Enfermedad monogénica, gen recesivo, fisiopatología conocida 

 

FVIII y FIX se secretan, cualquier tejido diana puede ser válido 

 

Expresión transgén no requiere excesiva regulación 

 

Niveles de corrección modestos (1-5%) son terapéuticos 

 

Existen buenos modelos animales 

Tamaño del cDNA (FVIII) 

 

No hay ventaja selectiva de las células corregidas 

 

Requiere una terapia in vivo (con vectores no integrativos) 

 

Posibles riesgos de los vectores (oncogenicidad, inmunogenicidad) 



Terapia génica in vivo vs ex vivo 

Kaufmann KB et al. EMBO Mol Med (2013) 



Virus 

Virus                                   Vectores 

Virus y vectores 







Vectores Adenoasociados (AAV): óptimos para la TG 
de la hemofilia 

Virus DNA, no integrativos 
 
Parvovirus (virus defectivos) 
 
No producen enfermedades 
 
Escasa inmunogenicidad 
 
Tropismo hepático 
 
Adecuados para la TG in vivo 



AAVs 
45-60 nm 

5 kb 

www.discoverymedicine.org 

cDNA F8: 9 kb 

El tamaño de los vectores limita su capacidad de cargo 



9 Kb 

mRNA 

265 Kda 
 

tΔ 8-12 h 

56 Kda 
 

tΔ 18-24 h 

A 

B 

150 ng/ml 

5 μg/ml 1,4 Kb 

100 veces más moléculas de FIX 

Características F VIII y F IX 



Elementos en terapia génica 

Gen o secuencia 
terapéutica 

Tejido diana Vector 

enfermedad 



En la hemofilia el tejido relevante és el hepático 

FVIII (HA)                    FIX (HB) 



http://www.mid-day.com/articles/health-special-be-the-immunity-superhero/15523190 

La barrera inmunitaria 



El hígado es un órgano tolerogénico 



La barrera immunitaria frente a AAVs 

30-50% de la 
población 
tiene AcN 
frente a AAVs 

Tras una 
inyección i.v. 
el 100% los 
desarrollan 

PRE                                          POST 





Estrategias para mejorar 
la eficacia de la TG en 

hemofilia 



Promotores 

constitutivos vs específicos de tejido 
 

quiméricos 



Promotores específicos de hígado 

Alb: Albúmina 
TTR: Transtiretina 
AAT: α1-Antitripsina 
 

Quiméricos 
LP-1        HLP         ET 



Optimización de los transgenes 

B domain deleted (BDD) FVIII  

Meulien P et al, Prot Eng 1988 

F VIII 



Optimización de las secuencias codificantes 

Optimización de codones 



Variantes hiperactivas 

F IX 



Vectores AAV y tropismo 



Pseudotipado de vectores 

AAV2/8 



Eficiencia de transducción: ratón vs humano 

% hepatocitos 
transducidos 80-90 < 5 





Ensayos clínicos 
en hemofilia 



2 hermanos con HB moderada 
 
Retrovirus, promotor CMV 
 
Fibroblastos piel autólogos 

1er ensayo clínico de TG HB, Shanghai, China, 1993 



Se obtienen fibroblastos 

del paciente mediante  

biopsia de piel 

Se introduce el 

gen del FVIII en 

las células 

mediante 

electroporación 

Las células 

genéticamente 

modificadas se 

expanden in vitro 

Las células se 

inyectan 

i.p. en el paciente 

Inyección i.p. de fibroblastos transfectados con pFVIII 



BDD-FVIII LTR LTR 

Ensayo Chiron: Inyección i.v. de retrovirus - FVIII 

Vector Retroviral 

Inyección 

i.v. 

nivel FVIII 
15-20% 

Powell JS et al. Blood 2003 

Ensayo F. I/II (1999-2002) 
 
U. North Carolina (Chapel Hill) 
 
13 pacientes HA grave 
 
inyección i.v. hasta 8,8x108/Kg 
 
actividad  >1% en 6 pacientes (max 6%) 
 
 requerimientos FVIII 
 



Había funcionado en perros 
 
8 pacientes con HB grave 
 
inyección i.m. (10-72 dosis) 
 
actividad  > 1% transitoria 
 
 requerimientos FIX 

Ensayo Avigen (Children’s Hospital Filadelfia), 1999 



Mark Kay, U. Stanford 
Nat Med 2006; 12: 342 

dosis: 8 x 1010 – 2 x 1012 gc / Kg 

1 paciente: niveles FIX 12% 

Inyección intraarteria hepática de AAV-FIX 



N Engl J Med 2011; 365: 2357 

Primer ensayo clínico exitoso en HB 



Resultados (6 pacientes) 



Respuesta inmune celular frente al vector 

CTL 



Riesgos: genotoxicidad (oncogenicidad) 

Tumorigenicidad hepática 

 

AAVs integrados en céls tumorales 

 

Sólo en periodo neonatal 

 

Sólo con dosis altas de vector 

En >100 ensayos clínicos con 

AAVs no se han observado 

casos de oncogenicidad 

Probabilidad integración: 10-3 



El “mercado” de la TG en hemofilia 

Chatham 
Therapeutics 

HB AAV5 F1/2 

HA/B AAV8 F1/2 

HA AAV5 F1/2 HA/B 

F1/2 

HA/B AAV6 

F 1/2 



AAV5-FVIII (BMN 270) gene transfer in HA 



AAV5-FVIII (BMN 270) gene transfer in HA 



AAV5-FVIII (BMN 270) gene transfer in HA 



AAV5-FVIII (BMN 270) gene transfer in HA 



SPARK (SPK-9001) gene transfer in HB 









¿CUANTOS PACIENTES OPTARAN POR LA TG? 

A favor 

En contra 

Inmunización (AcN) 
Pérdida de expresión 
¿Riesgos a largo plazo? 
 
Admin. periódicas 
> coste económico 

Un único tratamiento 
< coste económico 
 
Bioseguridad alta 
No veta futuras opc. 



Modelos de éxito en TG 

AAVs 

RVs 



Modelos de éxito en TG 

Tejidos postmitóticos 

AAVs 

Tejidos proliferativos 

RVs 



el futuro 



Edición génica 



Edición génica 



Nucleasas en dedos de zinc TALEN 

CRISPR/Cas9 

Herramientas para la edición génica 

Modificado de X. Anguela 



albúmina 

Proteína plasmática más abundante 
 
[ ]: 35-50 g/L:  se sintetizan 15 g/día 

Utilización del locus de la albúmina (I) 



Utilización del locus de la albúmina (II) 

Blood 2015; 126: 1777 



Cambio de paradigma 

TG convencional 
 

vectores muy eficientes 
 

expresión transgén a largo plazo 

TG mediante edición 
 

vectores muy eficientes 
 

expresión transitoria de los 
elementos de edición  

 
“hit & run” 



Resumen 

1) La TG mediante AAVs dirigidos a hígado parece segura y está 
funcionando razonablemente en ensayos clínicos en HA y HB. 
 

2) La respuesta inmune celular sólo se produce con dosis altas de vector 
pero puede controlarse con inmunosupresión convencional. La 
respuesta humoral no se evita, pero no perjudica a la terapia actual 
(aunque podría vetar futuras opciones). ¿Pacientes con AcN? 
 

3) Quedan dudas sobre la expresión de los transgenes a largo plazo. 
 

4) Coste económico, quien podrá y querrá tratarse con TG. 
 

5) En el futuro habrá vectores más seguros y eficientes. TG convencional 
vs TG con edición génica. 





Clínica: hemorragias 

Grave (<1% de actividad): 60% 

  
hemorragias espontáneas 

traumatismos mínimos 

 

Moderada (1-5% de actividad): 15% 

 
traumatismos leves o moderados 

 

Leve (6-30% de actividad): 25% 

 
asintomática 

estudio familiar 

estudio de la hemostasia 

sangrado post quirúrgico 



Tratamiento  



“”haima” = blood, “philia” = love 

 

Incidence: 1/6000 males (HA), 1/25.000 (HB) 

 

200-300.000 people affected in the world 



Deficiencia de FVII (HA) o FIX (HB) 
 
 

1/5000 – 1/10.000 hombres 
 
 

Ligada al cromosoma X 





Gen F8 

Gen F9 

Identificación de la mutación 

DNA  
Amplificació 

Sequenciació 



Hemofilia A o B? 

HB: F IX 

HA: F VIII 



2011 
 
Use of patient-specific induced pluripotent stem cells 
(iPSCs) to improve diagnosis and treatment of 
hemophilia A 

HEMO-iPS 

http://www.google.be/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=k9ewDd5Z0fQtdM&tbnid=-_KKfbR_liNS0M:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.agence-nationale-recherche.fr/programmes-de-recherche/appel-detail/appel-a-projets-transnational-pour-la-recherche-sur-les-maladies-rares-conduite-par-des-jeunes-chercheurs-dans-le-cadre-de-lera-net-e-rare-2-2012/&ei=jFAbUtXLLIbbtAa50YHoBw&bvm=bv.51156542,d.Yms&psig=AFQjCNEZHJoDczOXBqtoRWAwyo0JNuVR3w&ust=1377608200196672


HEMO-iPS 

 

 

 

PARIS 

A. Dubart & A. Weber (INSERM) 

Hepatocyte differentiation 

TORINO 

P. Schinco. Hemophilia Unit 

 

 NOVARA 
A. Follenzi. Endothelial differentiation, 

preclinical gene therapy  

BARCELONA 
F. Vidal & R. Parra (BST). 

Molecular diagnosis of hemophilia 

Hemophilia Unit 

J. Barquinero, LL. Martorell (VHIR). 

Preclinical gene therapy 

A. Raya (IBEC). 

Control of stem cell potency 

http://www.google.be/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=k9ewDd5Z0fQtdM&tbnid=-_KKfbR_liNS0M:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.agence-nationale-recherche.fr/programmes-de-recherche/appel-detail/appel-a-projets-transnational-pour-la-recherche-sur-les-maladies-rares-conduite-par-des-jeunes-chercheurs-dans-le-cadre-de-lera-net-e-rare-2-2012/&ei=jFAbUtXLLIbbtAa50YHoBw&bvm=bv.51156542,d.Yms&psig=AFQjCNEZHJoDczOXBqtoRWAwyo0JNuVR3w&ust=1377608200196672


Selección y reclutamiento de pacientes  

www.hemobase.com 

Mutation 
type 

Nonsense Splicing 

# of patients 3 4 

7 pacientes (HA) reclutados 

Unidad de Hemofília / BST / VHIR 

Biòpsia de pell 

Se decide incluir también el 
paciente con HB y su madre 

http://www.google.be/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=k9ewDd5Z0fQtdM&tbnid=-_KKfbR_liNS0M:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.agence-nationale-recherche.fr/programmes-de-recherche/appel-detail/appel-a-projets-transnational-pour-la-recherche-sur-les-maladies-rares-conduite-par-des-jeunes-chercheurs-dans-le-cadre-de-lera-net-e-rare-2-2012/&ei=jFAbUtXLLIbbtAa50YHoBw&bvm=bv.51156542,d.Yms&psig=AFQjCNEZHJoDczOXBqtoRWAwyo0JNuVR3w&ust=1377608200196672


HEMO-iPS: generación de iPSCs 

Cultivos primarios 

Oct 4  

Sox 2 

Klf4 

c-Myc 

Colonias de iPSCs  

A. Raya 
(CMRB) 

Queratinocitos 
y fibroblastos 

Biopsia de piel 

http://www.google.be/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=k9ewDd5Z0fQtdM&tbnid=-_KKfbR_liNS0M:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.agence-nationale-recherche.fr/programmes-de-recherche/appel-detail/appel-a-projets-transnational-pour-la-recherche-sur-les-maladies-rares-conduite-par-des-jeunes-chercheurs-dans-le-cadre-de-lera-net-e-rare-2-2012/&ei=jFAbUtXLLIbbtAa50YHoBw&bvm=bv.51156542,d.Yms&psig=AFQjCNEZHJoDczOXBqtoRWAwyo0JNuVR3w&ust=1377608200196672


Hannan et al. Nat Protoc 2013; 8: 430 

Protocolo de diferenciación a hepatocitos (HLCs)  

D0 iPSC (HB-16) D27 HLCs (HB-16) Endoderm 

D0 D2 D5 D8 

Ly294002 (10 µM) 
Activin A (100 ng/

ml) 
BMP4 (10 ng/ml) 

FGF2 (100 ng/ml) 

Activin A 
(100 ng/ml) 

FGF2 
(80 ng/ml) 

HGF (20 ng/ml) 
Dex (0,1 mM) 

OSM (20 ng/ml) 

CHIR9901 
(3 µM) 

Activin A 
(50 ng/ml) 

D27 

CDM-PVA RPMI/B27 HCM 

D6 

Activin A 
(100 ng/ml) 

FGF2 
(80 ng/ml) 

D11 

BMP4 
(20 ng/ml) 

FGF10 
(10 ng/ml) 

Passage 

on 

Collagen I 

Hepatic progenitors Hepatoblast maturation 

D4 

ASGR/DAPI 

A1AT HNF4A/AFP/DAPI 

HNF4A/CK19/DAPI 



HEMO-iPSC: RESULTADOS 

Paciente Madre 
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HB-28 

HB-16 

Nonsense- 

mediated decay 

Martorell L et al. 2017 

mutación de splicing  

wt  

mutado  

HLCs 

F9 

mRNA  

NGS 





Terapia génica: ensayos clínicos (2017) 

http://www.wiley.com/legacy/wileychi/genmed/clinical/ 



Terapia génica: vectores utilizados (2017) 

http://www.wiley.com/legacy/wileychi/genmed/clinical/ 



Terapia génica: ensayos por año 

http://www.wiley.com/legacy/wileychi/genmed/clinical/ 



Karen Kozarsky (ReGenX 

Biosciences) 

Targeting in GT: exploiting natural tropisms of vectors 



Transcriptional targeting in GT 



(+) Endogenous gene regulation 
 

(-) Generally low efficiency 

Can be stimulated through induction of 
Double Strand Breaks (DSBs) 

Genome editing 

TG: adición vs. edición 

Homologous recombination 



- Hay más de 7000 

- Modelo de mercado 

1,4 millones de €  

Retos en TG para enfermedades minoritarias 



Retos en TG para enfermedades minoritarias 

Excesiva regulación 







scAAV vectors 



Hemofilia: modelos animales 

Murino 
Hemofilia A: disrupción exón 16 ó 17 (neo) 

Hemofilia B: disrupción promotor o exón 8 (neo) 

 

Canino 
- Hemofilia A 

- Perro Chapel Hill: setter irlandés 

- Perro U. Queen’s: Schnauzer miniatura 

 

- Hemofilia B 

- Perro Chapel Hill: Keagle 

- Perro U. Auburn: Lhasa Apso 






