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> Que son el vectors virals adenoassociats o AAVs?

» Quins factors cal tenir en compte per a incrementar eficiencia?
» Estudis especifics en medicaments de terapies avancades basats
en AAVs quan arriben als assaigs clinics

» Exemples d’estudis de recerca basica utilitzant AAVs
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Biologia dels virus Adenoassociats

~

Familia Parvoviridae

-

Genere Dependovirus

v

* No patogenics en humans

* No autonoms: necessiten un virus
auxiliar per a completar el seu cicle vital

* Genoma viral roman episomal

y

Seguretat

ITR

p5 p19 p40

PolyA ITR

ssDNA 4,8kb

Rep78 _

Rep68 — . —

Rep52 |

' Proteines replicaci6

Repd0 —{. 8

VPL
VP2
vP3

ﬁ Proteines capsida

Existeixen diferents serotips amb diferent tropisme

L

Diferent afinitat per receptors cel-lulars




Biologia dels virus Adenoassociats - Serotips

AAV-5

AAV-9 AAV-10 \

AAV9 capac de creuar la barrera hematoencefalica

Seguretat

Diferents serotips

.

Bon candidat com a vector viral
per a terapia genica




Vectors Virals recombinants Adenoassociats (rAAV)

¢Quée hem de fer per a que un virus adenoassociat es converteixi en un AAV?

Cassette de expresio

- ¥ - . . . 7
» al genes '- Virus adenoassociat Infeccid

ITR ITR
_ﬁenmfﬁntemsu: Vector vira I Transduccié
ITR ITR adenoassociat

o

e Transduccio de cel-lules quiescents i en divisio

e Expressio a llarg termini (fins a 10 anys) amb tan sols un Unic tractament

Es poden obtenir preparacions en concentracions elevades

Baixa capacitat de clonacio (4.7 Kb)

~
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ITR: Inverted terminal repeats



Terapia genica amb rAAV

¢ Quins objectius podem aconseguir amb I'as de AAV?

* Introduir nous gens En les cel-lules o teixits

, ., . . L . . diana amb la finalitat de
* Modular I'expressié de gens existents (incrementar, disminuir o silenciar) =

prevenir o curar una
* Corretgir la seqliéncia amb edicio genica (Zincfinger nucleases, CRISPCas...)

malaltia

=

Els primers parametres que hem de definir per a tractar una malaltia mitjangant una estrategia de

terapia génica son:
4 N
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El gen d’interes Ceél-lules o teixit diana
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Seleccio del gen d’interes

SObfGEXpI‘ESSié MR |1 promotor > [ transgen ][ }

Introduir la sequéncia d’ADN del gen que codifica per la
proteina que volem sobreexpressar

"R

El gen d’interes

Malalties monogéniques Malalties complexes
on no es produeix una proteina o es
produeix una proteina no funcional ‘

No hi ha un Unic gen responsable (Ex. DM1)

¥

Expressio copia corretgida del gen deficient

K cMv_ > | pistrofina || ]{m]




Seleccio de cel-lules o teixits diana

Proteina NO secretable

Transduccio teixits que requereixen
I'expressio del transgen

F & |
\

Transduccio el més restringida possible per

\ a evitar efectes secundaris indesitjables

—Y .

Cel-lules o teixit diana

Proteina secretable \

Teixit que produeix la proteina
de forma natural
0
Teixits amb capacitat de
sintetitzar i secretar proteines
facilment accessibles
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Factors per incrementar l'especificitat tissular
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Serotip
AAV

AN

O

Via d’administracio
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Que la major part de particules virals

arribin al teixit diana

4 N
) mtr > (s )

Seqiiéncia

Cassette d’expressio
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Que el gen d’interes s’expressi en
els teixits que ens interessen




Factors per incrementar l'especificitat tissular
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AAV-5 AAV-9 AAV-10 \
*ﬂ Serotips modificats

geneticament

AAVMYQO3
AAVLKO3

Serotip
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Factors per incrementar l'especificitat tissular

ITR

promotor > [ transgen ][ ]

Seqliéncia
Cassette d’expressio

Promotors: regio d’ADN proximal a un gen que regula la seva expressio

Ubics: s’expressen en tots
els tipus cel-lulars
« CMV, CAG, RSV...

@

Forts, permeten reduir
dosi d’AAV pero poden
ser toxics

Especifics de teixit

* Fetge: hAAT, albumina

* Skm: desmina, creatina cinasa

* Neurones: Synapsin

* Teixit adipos: Ucpl, adiponectina

\ 4

Evitar efectes indesitjats en altres teixits

/@'

o

inflamacio

Reduccio lipids i

Sobreexpressio Sirtl

7§

Baixa funcio Depressio
cardiaca ansietat /




Medicaments de terapies avancades

Eficacia

Seguretat

Seqiéncia

Teixit
diana

Advanced Therapy
Medicinal Products (ATMP)

agencia espanola de
medicamentos y
. productos sanitarios

= Elevats requisits de qualitat, eficacia i
seguretat

= Segueixen la mateixa normativa d’assaigs
clinics que els farmacs convencionals, amb
algun estudi addicional degut a la propia
naturalesa dels AAVs
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Estudis de Farmacocinetica amb AAVs

Biodistribucio: in vivo distribucid, persisténcia i Excrecio (Sheeding) del vector viral a través de
eliminacié de I'’AAV des del punt d’injeccio a la resta de

teixits © Femta

* fluids corporals: orina, saliva, fluids nasals,
llagrimes, suor

Dificil en persones, només n’hi ha un complet en un °© Sang
pacient injectat amb un AAV9 que va morir per causes * semen
alienes al tractament :
Per a saber si poden afectar a altres persones o

al medi ambient
Es realitza en estudis preclinics

Prendre mostres durant els 3 primers meses post-

tractament

O
Analisi copies vg per gPCR

\ 4

Analisi copies vg en diferents teixits per gPCR




Estudis de Farmacodinamica amb AAVs — Dosi/Exposicio/Resposta

-

/

A
AN
P
{

Escalat de dosi de I'animal a
I’lhuma és complex.

S’estableix durant les fases I/I1i 1l

de I'assaig clinic

Injeccio IV
No es recomana superar 104 vg/Kg

&

~

Dosi d’AAV Evitar efectes adversos graves
UNICA (hepatotoxicitat,
K Risc/benefici microangiopatias trombaticas) /
4 Hemofilia A N
/ . s \ Proteina secretable (Factor VIII)
Dosi Exposicio Resposta
Diferents “ Produccio “ Efecte terapeutic Avaluacié concentracié Factor VIll en sang
Dosis proteina (eficacia) \_ + n2 hemorragies en un any )
‘ 4 Atrofia Muscular Espinal N
_ Teixit transduit SN central i periféerica
No sempre pot ser analitzada Proteina no es pot quantificar
\ No accés a biopsia del teixit /
valuacié de la funcié motora
\_ Avaluacio de la funcié mot )




Analisi d’anticossos neutralitzants (NAb)

$

Un anticos neutralitzant (NAb) és un anticos que defensa una cel-lula d’un patogen o
particula infecciosa neutralitzant qualsevol efecte biologic que tingui

Son el resultat d’haver passat algunes malalties i de 'administracié de vacunes

/Pacients amb elevats titols de NAb sé
exclosos dels assaigs clinics

$

Los NAb destrueixen els AAVs i el
tractament de terapia genica
gueda sense efecte

\_
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@

ocs dies després del tractament

$

No permet readministracio
Reactivitat creuada serotips

AN

AAVs, es comencen a produir NAb

~

amb

/

/
4 N

S’estan buscant
alternatives

$

Plasmaferesis
Disseny de Capsides

\Via d’administracio no IV/




Terapies amb AAVs aprovades per 'EMA

Glybera 2012
Prot Lipasa Hereditaria

Advanced Therapy
Medicinal Products (ATMP)

|

Tractament de malalties
rares monogeniques

Zolgensma 2020
SMN1 - Atrofia
Muscular Espinal

Luxturna 2019
RPEGS - Distrofia Retinal

Roctavian 2022 Hemgenix 2023

Factor VIII - Hemofilia A Factor IX - Hemofilia B

Ofereixen noves oportunitats a pacients amb
malalties que no tenen cura o que no tenen
tractaments prou eficagos




Terapies avangades amb AAVs en estudis clinics

diseases (n=67)
« Alzheimer's disease
[}:-w:[] - Parkinson disease
* Huntington disease
& « Canavan disease

\ Ocular diseases (n=72) 238 clinical trials employing
« Wet AMD

« X linked retinoschisis pigmentosa rAAV-based gene therapy
* Choroideremia

\. * Leber congenital amaurosis
* Leber hereditary optic neuropathy
Cardiovascular diseases (n=12) ‘
« Ischemic cardiomyopathy
iomyopathy

Catalunya és referent en la participacié en assaigs

FRetatioNo dseases (ne35) clinics en terapies avancades, es situa en la
=il Glycogen storage di . . e . . ,

| - Mucopolysaccharidosis cinquena posicio a Europa i la vuitena del mon
: 1" +Familial lipoprotein lipase deficiency

* Pompe disea
. Fabryp.dimsa /

rAAV gene therapy

Cancer (n=2)
* Gastric cancer

Hematological diseases (n=32)
+ Hemophilia A
+ Hemophilia B

Neuromuscular diseases (n=18) ) ,l 7o

* Duchenne muscular dystrophy L7
: J !‘{

\ ‘P f Advanced Therapy
AV Medicinal Products (ATMP)



Exemples estudis de recerca amb
estrategies de terapia genica basades

en AAVs

cbateg UAB

. Universitat Autonoma
animal i terapia génica de Barcelona




Estudis amb terapia genica pel tractament del fetge gras
i la resistencia a la insulina

$

Incrementar la capacitat oxidativa del fetge per a reduir 'acumulacié lipidica i aixi

evitar I'aparicié o revertir la resisténcia a la insulina

2 .=

‘osforilacio A
e | m | el
PPARd

El gen d’interes Sobreexpressio / \ I I?
IEo ([em) |5y I 3

l Cpt1, Aco, Mcad
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Seleccid de parametres per a incrementar I'especificitat tissular

\ 4 )
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Sobreexpressio hepatica de Sirtl: menor acumulacio lipidica
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Sobreexpressio hepatica de Sirtl: reduccio inflamacidé hepatica
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Efectes en altres teixits metabolicament actius
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La sobreexpressio hepatica de Sirtl millora la sensibilitat a la insulina

/ O HC+AAVS-Null \
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ll Hepatic steatosis and inflammation

~

Citation: Molecular Therapy — Methods & Clinical Development (2014) 1, 14039; doi:10.1038/mtm.2014.39
© 2014 The American Society of Gene & Cell Therapy  All rights reserved 2329-0501/14

H H www.nature.com/mtm
ll Inflammation in WAT pa—

AAVS8-mediated Sirt/ gene transfer to the liver prevents high
carbohydrate diet-induced nonalcoholic fatty liver disease

Laia Vila'#3, lvet Elias'*?, Carles Roca'#?, Albert Ribera'#?, Tura Ferré'?, Alba Casellas'3, Ricardo Lage'?, Sylvie Franckhauser'? and
Fatima Bosch'?*

ﬂ Insulin sensitivity /

1} Lipid oxidation is skeletal muscle




Estudis amb terapia genica

pel tractament de la diabetis mellitus tipus 1

Crear un sensor de glucosa en el muscul esquelétic, incrementant la captacio de

72N
(=4

El gen d’interes
N /

glucosa i alliberant insulina

GLUCOSE
@

Other Tissues

| SKELETAL
MUSCLE



Seleccid de parametres per a incrementar I'especificitat tissular

s ) (s o ¢ ¢
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Gastrocnemi




Sobreexpressio Ins+GcK en ratolins diabetics
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Sobreexpressio Ins+GcK en gossos diabetics

(@R BT )
Callejas et al. 2013
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Transferencia genica de Ins+Gck al muscul esquelétic corretgeix la diabetis tipus 1 en gossos /
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Sobreexpressio Ins+GcK en gossos diabetics

Dog 2 video



Sobreexpressio Ins+GcK en gossos diabetics - Estudi a llarg termini
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Fins a 8 anys post-tractament, la sobreexpressié de Ins+Gck al muscul esqueletic manté controlada la diabetis
tipus 1 sense la necessitat d’insulina exogena




Sobreexpressio Ins+GcK en gossos diabetics - Estudi a llarg termini
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8 anys després d’una unica administracié dels
vectors virals, els gossos encara expressaven
els transgens

Molecular Therapy AMERICAN SOCIETY of
Methods & Clinical Development N/ GENE s CELL
e s a velop \ .

Original Article

Long-Term Efficacy and Safety of Insulin
and Glucokinase Gene Therapy for Diabetes:
8-Year Follow—Up in Dogs

Maria Luisa Jaén,">* Laia Vila,' > Ivet E.has - Veronica fnmenez, < Jordi Rodo,"** Luca Magg;om
Rafael Ruiz- de (Jopegul Mlguel Garcia," Serglo Munoz,'-** David Callejas  Eduard Ayuso > Tura Ferré,'-
Iris Grifoll,"** Anna Andaluz,” Jesus Ruberte,*> Virginia Haurigot,"->* and Fatima Bosch'-*




Take home message

$ Els vectors virals adenoassociats s'utilitzen com a eina per introduir seqiiéncies
d'ADN dins les cel-lules

@ La correcta combinacio entre via d'administracio, serotip d'AAV i promotor
incrementaran l'especificitat tissular de la terapia

$ Aquests medicaments de terapia avancada sén regulats pels mateixos
organismes que els medicaments convencionals (Agéncia Espanyola del
Medicament i EMA)

# Existeixen medicaments de terapies avangades basats en AAVs acceptats per al
tractament de malalties monogeniques




Moltes gracies!!!



