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INTRODUCCIO

Segur que alguna vegada hem sentit a parlar dels nens bombolla, pero, qui
sén? Per que es diuen aixi? Realment viuen en una bombolla de plastic? Quina

malaltia els afecta i quina importancia té? Hi ha un tractament definitiu per a ells?

Els nens bombolla s6n uns infants que pateixen el sindrome de la
immunodeficiéncia combinada greu que ve provocat per la deficieéncia d’'un enzim,
’ADA. L’abséncia d’aquest enzim provoca l'acumulacid de productes toxics
metabolics dins dels limfocits que acaba provocant la mort de la cél-lula. Aquest
fet comporta I'aparicié de diverses infeccions els primers dies de vida. Aquesta
malaltia, també anomenada SCID per les seves sigles en anglés (Severe
Combined Immune Deficiency), €s un trastorn autosomic recessiu. Aquest tipus
de SCID pot acabar amb la mort dels pacients abans dels dos anys d'edat per
infeccié massiva. Aproximadament 1 de cada 100.000 nens neix amb aquesta
malaltia. Antigament quan no existia una cura per a ells, aquests nens els aillaven
dins unes bombolles de plastic esterilitzades d’on no en podien sortir ja que hi

havia el risc que agafessin infeccions.

Amb els anys s’han anat trobant diferents tractaments, alguns dels quals
han donat molts bons resultats. El trasplantament de medul-la Ossia és de
moment la primera linia de tractament per a aquest sindrome, tot i que n’hi ha
d’altres perd no tan eficients. La terapia génica és un tractament innovador per a
aquesta malaltia, que pot tornar el somriure a aquests nens. Consisteix en la

modificacié dels gens de les cél-lules defectuoses per curar el trastorn genétic.

El nostre treball de recerca parla sobre la terapia génica aplicada al
sindrome de la immunodeficiéncia combinada greu provocat per la deficiéncia de
’ADA. També hem decidit incloure un apartat d'ética, ja que aquest tema pot
generar controversia. Dins aquesta part, hem inclos els resultats d'unes enquestes

per saber 'opinié publica.

La nostra font d'informacié ha estat principalment Internet, tot i que també
hem consultat llibres, articles, i hem fet entrevistes a especialistes en terapia

genica i en immunodeficiencies.

El nostre treball I'hem organitzat de manera que en un inici hem determinat
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uns objectius i hem plantejat una hipotesi. A la part teorica del treball hem inclos
uns conceptes generals sobre el tema i tota la informacié sobre el SCID i la
terapia génica. La part practica I'hem dividida en dues parts: una d’elles la vam fer
al Parc de Recerca Biomedica de Barcelona que consisteix en la modificacié
genética d'unes ceél-lules, i l'altre consisteix en entrevistes a professionals.
Finalment hem desenvolupat les nostres propies conclusions sobre I'objectiu que
cercavem. Als annexes hem inclos l'apartat d'ética, ja que és un tema que no esta
relacionat directament amb la idea principal del treball, perd que tot i aixi hem

trobat molt interessant, i per aquest motiu I’'hem posat als annexes

Per poder fer I'experiment de la part practica vam contactar amb un
conegut, en Francesc Posas, catedratic de la Universitat Pompeu Fabra, que
treballa al Parc de Recerca Biomédica de Barcelona. En un primer moment ens va
aconsellar sobre el tema del treball, ens va donar diverses idees i ens va mostrar
les instal-lacions del Parc de Recerca Biomedica de Barcelona. Fruit d’aquesta
primera trobada vam preparar la practica i ens va proporcionar els recursos
necessaris per portar-la a terme. També ens va proporcionar alguns dels

contactes que vam utilitzar més endavant per les entrevistes.

Vam contactar amb els professionals entrevistats per correu, que molt
amablement van accedir a respondre’ns a les nostres preguntes. Dos d’ells, la
Crsitina Fillat i el Miguel Chillon, son especialistes en terapia genica, i en Jordi
Barquinero és doctor del Institut de Recerca Vall d’Hebron, especialitzat en

immunodeficiencies.

Com hem dit anteriorment, als annexes hem inclds un apartat d’ética, on
hem realitzat unes enquestes per conéixer I'opinié publica sobre la modificacio
dels gens. Després de fer el treball, podem agrair a les 284 persones participants
gue van respondre a les preguntes sincerament i ens van ajudar a arribar a unes

conclusions finals.
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OBJECTIUS | HIPOTESI

L'objectiu d’aquest treball és determinar el perqué el sindrome de la
immunodeficiencia combinada greu és una de les poques malalties que
actualment es poden tractar amb terapia génica. En els darrers anys hem vist que
la terapia génica s'ha convertit en una nova linia de tractament per als nens
bombolla. Volem investigar perque aquesta malaltia si que pot incorporar aquest

tractament i unes altres no.

Per resoldre aquest problema buscarem informacié tant del sindrome com
de la terapia génica, per poder aprofundir els nostres coneixements i arribar a

unes conclusions el més completes i objectives possibles.

A partir dels coneixements que tenim actualment i sense haver buscat
informacio, hem plantejat la seglient hipotesi: si el sindrome de la
immunodeficiencia combinada greu és una malaltia monogénica, llavors
potser es pot tractar amb terapia genica. Pel que sabem en aquests moments,
el sindrome de la immunodeficiencia combinada greu és una malaltia
monogenica, és a dir, que afecta a un sol gen. La terapia genica és un tractament
gue només és viable en aquest tipus de malalties i en el cancer, per tant, no hi

hauria d'haver cap problema per poder tractar ’ADA-SCID.

Tot i aixi, també hi ha malalties monogéniques que no es poden tractar, que
no es poden corregir. Quan el gen afecta la formaciéo d’'un organ o d’'un sistema
durant el desenvolupament embrionari, un cop neix el nadé la malformacio ja hi és
present i no pot ser tractada amb terapia genica. Aquesta situacio és diferent a
guan el gen defectuds codifica per una proteina, ja que tu sempre ets a temps

d’introduir-la per algun mitja al teu organisme.
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ASPECTES TEORICS
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1. RESUM | CONCEPTES BASICS

El qué és el sindrome de la immunodeficiéncia combinada severa, que és
la terapia génica... ho anireu descobrint al llarg d'aquest treball, perd ara voldriem
definir uns quants conceptes que sortiran de manera repetida o que es donen per
sabuts, que han de quedar clars per tal que es puguin entendre bé els

procediments.

1.1. Els acids nucleics

Tots els éssers vius, estan constituits per cél-lules. Un organisme format
per una unica cel-lula, diem que és unicel-lular, mentre que si esta format per un
conjunt de cel-lules és pluricel-lular. Les cel-lules al mateix temps, estan
constituides per quatre tipus de molécules: glucids, lipids, proteines i acids
nucleics. Cal destacar els acids nucleics i les proteines pel seu paper important en
el tema tractat. Els acids nucleics son els responsables de I'heréncia, més
concretament, l'acid desoxiribonucleic (ADN). Totes les cel-lules d'un Unic
organisme contenen el mateix ADN, i aquest es va replicant i transmetent a les

cel-lules filles.

L'ADN és una cadena en forma de doble hélix formada per quatre tipus
diferents de nucleotids: adenina (A), citosina ( C), guanina (G) i timina (T). Les
dues cadenes d’ADN s'aparellen de tal forma que on en una d'elles hi ha A, en la
complementaria hi ha T; i on hi ha C, la complementaria és G. Les sequencies que
formen aquests nucleotids s'anomenen genoma. La informacié que conté el
genoma esta dividida en gens, i cada gen codifica per una proteina. Al mateix
temps, aquests gens estan agrupats segons la informacié que contenen formant

cromosomes.

A part de 'ADN, hi ha un altre tipus d'acid nucleic que és el ribonucleic
(ARN). Els diferents tipus d’ARN s'encarreguen de fer la transcripcié i la traduccié
de I'ADN. Trobem el ARN de transferencia, el missatger, el ribosomic i el

nucleolar.
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1.2. Herencia

Al llarg del treball parlarem sobre com s’hereta el sindrome que tractem i
per tant, cal coneéixer els tipus d’heréncia. L’heréncia genética és el fenomen de
transmissié d’un conjunt de caracters congénits que té un individu d'una
determinada espécie. Es el pas dels trets que caracteritzen un ésser viu als seus
descendents. Qualsevol caracteristica d’un ésser viu que pugui ser transmesa a la

seva descendéncia, 'anomenem caracter hereditari.

El conjunt de caracteristiques (no visible) que un ésser viu hereta dels seus
progenitors s’anomena genotip, i aquelles que es fan visibles en ell s‘anomena
fenotip; aquest ultim ve determinat pel genotip i les condicions ambientals en les
que I'ésser s’hi ha desenvolupat. La informacié que es transmet es divideix en

gens gque s’organitzen en cromosomes.

- ' gen 1
gcn 2 Padre Madre
"Portador” "Portadora”
~_gen no afectade no afectada

@@ ®
chmcmo de
ADN o gen
Cmmosoma
o > No afectado “Portador” no afectado Afectada
fuente: disefio Carmen Eugenia Pifia L. 1 pasibilidad de 4 3 pasibilidades de 4 1 pasiiidad de 4
Fig. 1. Estructura d’'un cromosoma Fig. 2. Patr6 d’herencia

Per parlar doncs dels diferents tipus d’heréncia, que és el que ens
interessa, cal que sapiguem que son els al-lels. Els gens al-lels sén dos gens que
ocupen el mateix lloc en un parell de cromosomes homolegs, és a dir, un parell de
cromosomes que tinguin la mateixa mida, forma i sequéncia de gens, un

cromosoma del pare i un de la mare.

Els al-lels poden interaccionar de diverses maneres, i d’aquesta manera
parlar sobre I'heréncia dominant i I’heréncia recessiva. Si preval un gen sobre

I'altre, direm que el primer és dominant sobre el segon, 0 que el segon és recessiu

10
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respecte el primer. També direm que l'individu és portador de I'al-lel recessiu, ja
que el posseeix encara que no el manifesti. El caracter dominant és sempre
visible i oculta al recessiu. El caracter recessiu pot restar latent durant
generacions i manifestar-se quan es donen les condicions de combinacio

adequades.

En la simbologia genética, que utilitza lletres per definir un caracter, les

propietats dominants s’escriuen en majuscula i les recessives en minuscula.

A la introducci6 hem mencionat que el sindrome de la immunodeficiéncia
combinada severa ADA és un trastorn autosomic recessiu. Amb autosomic ens
referim a que el gen es troba en un dels 22 parells de cromosomes no sexuals,
autosomes, podent afectar tant a nens i a nenes. L’al-lel alterat s’ha d’heretar tant

del pare com de la mare per tal que el nen pateixi la malaltia.

1.3. El sistema hematopoeétic
El sistema hematopoetic (Hema= sang, poetic= produccid) és el sistema

encarregat de la formacio de la sang.

La sang és un teixit liquid, compost per aigua i substancies organiques i
inorganiques (sals minerals) dissoltes, que formen el plasma sanguini i tres tipus
d’elements o cél-lules sanguinies: globuls vermells, gldbuls blancs i plaquetes. Per
al nostre treball, els qui tindran el paper més important sén els globuls blancs, dels
guals aprofundirem més endavant. Una gota de sang conté al voltant de 5.000 a
10.000 globuls blancs.

e Plasma sanguini: és liquid i esta format per un 90% d’aigua, i la resta son

sucres, proteines, lipids i sals minerals.

e Plaquetes: També anomenades trombacits, son els corpuscles més petits
dels components de la sang, sén fragments de cél-lules i la seva funcié és
permetre la coagulacié. Serveixen per taponar les ferides i evitar, aixi, les

hemorragies.

e Globuls vermells: coneguts també com eritrocits o hematies. Sén el

component més abundant de la sang, i actuen transportant I'oxigen

11
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molecular (O,) gracies a I'hemoglobina, un pigment vermell que déna color
a la sang. Es sintetitzen en la medul-la vermella d’alguns ossos llargs i la

baixa sintesi d’'aquests déna lloc a anémia.

e Globuls blancs: També anomenats leucocits, exerceixen la funciéo de
defensar el cos dels microorganismes infecciosos mitjangant mecanismes
de neteja (fagocits) i de defensa (limfocits). No sén tan nombrosos com els
globuls vermells. Sén cel-lules vives que es traslladen, surten dels
capil-lars i es dediquen a destruir els microbis i les cél-lules mortes que es
troben a l'organisme. També produeixen anticossos que neutralitzen els
microbis que produeixen malalties infeccioses i es sintetitzen a la medul-la

ossia.

GLOBULOS
ROJOS

LINFOCITO

MONOCITO

GLOBULOS

BLANCOS EOSINOFILO

|
dQe 1o

BASOFILO

NEUROFILO

OF

O
L PLAQUETAS X0,
o8

Fig. 3. Components de la sang produits a la medul-la
ossia

Tots aquests compostos que componen la sang es produeixen en la part
esponjosa (medul-la) d’alguns ossos de I'esquelet. En la medul-la 0ssia vermella
dels ossos es troben les cel-lules hematopoetiques pluripotencials, de les que

deriven totes les cel-lules de la sang, aixo es deu a que soén ceél-lules mare.

La sang s’encarrega del transport de nutrients, oxigen, dioxid de carboni i

hormones.

12
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1.4. Els limfocits

De limfocits, mencionats anteriorment com un tipus de gldbuls blancs, n’hi

ha tres tipus:

Limfocits T: Sén cel-lules centrals en la funcié i regulacié del sistema
immunitari cel-lular dels vertebrats. Sén els responsables de coordinar la
resposta immune cel-lular, constituint el 70% del total dels limfocits que
segreguen les proteines citosines. També s'ocupen de realitzar la
cooperaci6é per desenvolupar totes les formes de resposta immune, com la
producci6 d'anticossos pels limfocits B. Els limfocits T, que provenen de les
cel-lules mare que s'originen a la medul-la 0ssia, després passen al tim, on
maduraran. Es per aquesta ra6 que se'ls anomena limfocits T (Tim).

Es diferencien dels limfocits B i les cél-lules NK (Natural killers), ja que
tenen un receptor especial a la superficie de la membrana que els

diferencia.

Limfocits B: son limfocits que tenen un paper important en la resposta
immunitaria humoral (en contrast amb la resposta immunitaria cel-lular,
governada pels limfocits T). La funcid principal dels limfocits B és fabricar
anticossos contra antigens. Els limfocits B s6n un component essencial del

sistema immunitari adaptatiu.

Cél-lules NK: son un tipus de limfocits citotoxics que constitueixen un
component principal del sistema immunitari innat. S'anomenen NK de
natural killers (assassins naturals). Tenen un paper important en el refus de
tumors i cel-lules infectades per virus. Les cel-lules maten per mitja de
lalliberament de petits granuls citoplasmatics de proteines anomenats
perforines i granzims, que provoquen que la cél-lula diana mori per

apoptosi 0 necrosi.

13
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4 )

Fig. 4. Visualitzacié 3D dels limfocits T i B i les cel-lules NK

14
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2. DEFICIENCIA DE L’ENZIM ADA (ADA-SCID)

El sindrome de la immunodeficiéncia combinada severa €és una
immunodeficiéncia primaria que es troba dins el grup de les malalties rares.
Nosaltres ens hem centrat en un dels tipus que és el que ve provocat per la
deficiencia de I'enzim adenosina-desaminasa (ADA). La caracteristica principal és
generalment un defecte greu tant en els limfocits T com en els limfocits B. Aixo
provoca l'aparici6 d'una o meés infeccions greus en els primers mesos de vida.
Aquestes infeccions solen ser greus, i poden fins i tot, ser mortals. Poden incloure

la pneumonia, la meningitis o infeccions del corrent sanguini.

Els nens afectats per el SCID també poden emmalaltir per virus presents
en algunes vacunes. Aquestes vacunes (com la varicel-la, el xarampio, el
rotavirus, etc) contenen virus i bacteris debilitats que no danyen als nens amb un
sistema immune sa. En els pacients amb SCID pero, aquests virus i bacteris els hi
poden causar greus infeccions mortals. Els nens afectats també creixen més

lentament en alguns casos, i alguns tenen retard en el desenvolupament.

La deficiencia d’adenosina-desaminasa és un trastorn metabolic autosomic
recessiu que causa la immunodeficiéncia. Apareix en menys d’'un cada 100.000
nascuts vius en tot el mén. Representa al voltant del 15% de tots els casos
d’immunodeficiéncia combinada severa. Pot estar present en la infancia,
'adolesceéncia o I'edat adulta. L’edat d’inici i la gravetat es relaciona amb uns 29

genotips coneguts associats al trastorn.

Aquesta malaltia provoca la sintesi insuficient de lI'enzim adenosina-

desaminasa (ADA), que ajuda als limfocits a defensar I'organisme.

2.1. Adenosina-desaminasa

Es un enzim citosolic i un ectoenzim, és a dir, un enzim adherit a la cara
externa de la membrana cel-lular, que intervé en el metabolisme de les purines.
Promou la desaminacio irreversible de I'adenosina, donant com a resultat inosina,

la que pot continuar el seu procés metabolic transformant-se en hipoxantina.

Adenosina + HO = Inosina + NHj3

15



Terapia Genica: Trenquem la bombolla | 2015

Intervé en el desenvolupament i manteniment del sistema immune, en la
diferenciacié de cel-lules epitelials i en gestacié. També participa en els sistemes
cel-lulars que involucren els receptors acoblats a les proteines G.

L'enzim s'ha trobat en bacteris, plantes, invertebrats, vertebrats i mamifers,

amb alta conservacio de sequencia d'aminoacids.

2.1.1. Estructura

El gen ADA produeix un enzim de 363 aminoacids, i esta localitzat al
cromosoma 20. El grau de similitud entre les sequéncies d’aminoacids entre
especies és elevat. Aquest enzim es presenta tant en forma de mondomer, com en

forma de dimer complex.

Fig. 5. Visualitzacié 3D del monomer Fig. 6. Visualitzacié 3D del dimer de
adenosina-desaminasa adenosina-desaminasa

En forma de monomer I'enzim és una cadena polipeptidica, que envolta un
espai central que és el lloc actiu. Aquest espai central conté un i6 de zinc
coordinat per cinc atoms i el substrat. El zinc és I'inic cofactor necessari per a
l'activitat. El substrat, 'adenosina, s'estabilitza i s'uneix al lloc actiu per nou

enllacos d'hidrogen.

Té una estructura terciaria globular. Experiments in vitro han demostrat que
si es modifiquen els aminoacids que actuen amb I'atom de zinc s’elimina I'efecte

de I'enzim.
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2.1.2. Expressio

Els llocs on l'activitat del enzim ADA és més elevada depenen de I'espécie,
I'activitat de I'enzim varia segons el nivell d’activitat de la cél-lula. Amb tot, els
teixits on s’observa més activitat en gairebé totes les espécies son el duodeé i la
melsa. En els humans trobem que els llocs on I'activitat del ADA és més elevada
és en els teixits limfatics, especialment al tim, organ on maduren els limfocits
T. També trobem una elevada activitat en les vellositats de les cél-lules epitelials

gue recobreixen el duodeé.

2.1.3. Funcions
L’ADA citosolic és un enzim globular que catalitza la hidrolisi de 'adenosina
en inosina. Aquesta reaccio també es dona amb el substrat desoxiadenosina que

té com a producte la desoxiinosina.

rk:Hz I
2 O .. oerfl ADENOSING DESAMINASL HN4/ T N N
o~ N
HC\\N /C ~N i NN \
: Ribosa —®
Ribosa —® HZO NH3
IMP
AMP

L’adenosina-desaminasa actua en la degradacio de les purines. Aquesta
degradacio és especialment important en el fetge i el cervell. La inosina segueix
una ruta de degradacio fins a convertir-se en urat, que és eliminat amb la urea.
Unisoenzimde I'ADA és I'ADAR. L’ADAR és una adenosina-desaminasa
especifica per 'ARN. Esta codificat en el gen ADAR i entre les seves funcions

trobem les esmentades a continuacio.

L’ADAR bescanvia I'adenosina per inosina en ’ARN de transferencia. La
inosina és un nucleosid poc comu que es troba a ’ARN de transferencia després

gue aquest pateixi modificacions en la part final de la seva biosintesi. Quan
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'adenosina-desaminasa actua sobre I'ARN missatger aquest realitza el
mecanisme d’edicié, de manera que es canvia el missatge que codifica. En el
procés d’edicié d’adenosina (A) a inosina (I) el ADAR desamina I'adenina i dona
lloc a inosina. Aquestes modificacions alteren les propietats d’aparellament de
bases, abans A s’aparellava amb U, ara |, s’aparellara amb C. Aquesta edici6 té

lloc al nucli abans que ’ARN missatger es processi per complet.

0D T
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2.2. Causes i heréncia

Com hem vist fins ara, 'ADA-SCID
és provocat per la deficiencia de I'enzim
adenosina-desaminasa. La falta d’ADA
provoca una acumulacio intracel-lular de
desoxiadenosina i secundariament una
concentracio excessiva de
desoxiadenosina-trifosfat (dAATP). Aquesta
concentracio excessiva es fa
especialment greu en els limfocits, ja que
aquests no poden eliminar aquest
subproducte amb abséncia d’ADA mentre
gue altres cel-lules tenen altres vies per la

degradaci6 d’aquest excés.

ADA Converts Deoxyadenosine to a Non-toxic Substance

ADA Doﬁ:lcm:y

Deoxyadenosine

is a natural
compound

found in

e
Q TOXIC¥ the body.
Itis an intermediate
) product made during
break-down and

synthesis of DNA.

deoxyadenosine

Abnormal ADA
: cannot bind to

ADA binds to
deoxyadenosine
and converts it

(o
Deoxyadenosine

levels rise

& |
&
o

@ High levels of deoxyadenosine
kill 8 and T cells of the immune
system

@ The body is open to infection
by bacteria and viruses

Fig. 7. Representacio grafica de l'activitat de
I'adenosina-desaminasa

L’excés de dATP inhibeix un enzim clau per la sintesi de nucledtids, la

ribonucledtid-reductasa. Aquest fet provoca una deficiéncia en els nucleotids que

afectara a la proliferacié de limfocits T. Cal afegir que una de les funcions dels

limfocits T és el control i la col-laboracié amb I'activitat dels limfocits B, de manera

gue si els limfocits T es veuen reduits aleshores també es veu reduida la

produccié d’anticossos dels limfocits B. Aix0 suposa un sistema immune molt

debilitat i que qualsevol infeccid resulti un problema greu i fins i tot mortal en la

salut de l'individu.

Com ja hem mencionat anteriorment 'ADA-SCID s’hereta de forma

autosomica recessiva. Per tant és necessari que els dos pares en siguin portadors

0 bé la pateixin, és a dir, que els dos pares han de tenir minim una copia del gen

defectuds. Si només un dels pares té aquesta copia llavors el fill només en podra

ser portador o no es veura afectat.

Com que és autosomica, tant nens com nenes poden patir-la, ja que no

esta lligada als cromosomes que determinen el sexe.
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En la seglent imatge es pot veure representat el patré d’heréncia que té la
malaltia de deficiencia d’ADA quan els dos pares en son portadors:

Autosomal Recessive Inheritance

Chromosome with
MOM_DAD normal copy of gene

Chromosome with

defective copy of gene

Carrier Carrier
(no symptoms) (no symptoms)

Possible combinations:
Each child inherits one
copy of the gene from
each parent.

Normal Carrier Carrier Affected

Fig. 8. Patr6 d’heréncia autosomica recessiva

Un 25% dels fills es veura afectat per la malaltia, mentre que un 50% en
sera portador. Només un 25% no es veura afectat.
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2.3. Altres tipus de sindromes de laimmunodeficiéncia combinada severa

2.3.1. Deficiencia de la cadena gamma comuna de limfocits T

Aquesta és la forma més comuna del SCID, que afecta casi al 45% de
tots els casos. Es deguda a mutacions en un gen del cromosoma X (per tant
ligada al sexe) que codifica per una cadena proteica de la membrana de les
cel-lules T i NK, en particular, la cadena gamma comuna de la super familia de
receptors d'interleucines (citosines). Aquesta cadena és necessaria per al
creixement normal i la funcié dels limfocits T. Aquesta variant del SCID s'hereta de
manera recessiva lligada al cromosoma X, per tant, Unicament els homes
presenten aquest tipus de SCID tot i que les dones en poden ser portadores.
Aquesta mutacioé provoca un baix nivell de limfocits T i limfocits NK, i tot i que el

nivell de limfocits B és normal la seva funcio és molt pobre.

Es caracteritza per infeccions greus i recurrents, associades a diarrea i
retras en el creixement. Es manifesta durant els primers mesos de vida amb
infeccions virals, bacterianes o fungiques greus i que normalment amenacen la

vida, i retras en el creixement.

2.3.2. Deficiencia de Cinasa Janus 3

Aquest tipus de SCID és provocat per una mutacié en un gen del
cromosoma 19 que codifica un enzim anomenat Cinasa Janus 3 (Jak3). Aquest
enzim és necessari per la funcié de la cadena gamma mencionada anteriorment.
Els nens que pateixen aquesta variant també tenen un nivell baix de limfocits T i
limfocits NK, igual que en el SCID lligat al cromosoma X. Tot i aixi, aquesta forma
del SCID s’hereta de manera autosdomica recessiva, per tant, tant nens com nenes

poden estar afectats.

La deficiencia de Jak3 representa menys del 10% de tots els casos del
SCID.

2.3.3. Deficiencia de la cadena alfa del receptor IL-7
Es una forma del SCID deguda a mutacions en un gen del cromosoma 5

que codifica un component d’'un altre receptor necessari pel creixement dels
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limfocits T, la cadena alfa del receptor IL-7 (IL-7Ra). Els nens que pateixen
aquesta immunodeficiéncia tenen limfocits B i NK, pero no tenen limfocits T. La
falta d’aquest tipus de limfocits provoca que els limfocits B siguin indtils. La
deficiencia de la cadena alfa del receptor IL-7 s’hereta com un caracter autosomic

recessiu i s’observa en menys del 5% dels casos de SCID.

2.3.4 Sindrome Omenn

Es degut a mutacions en el cromosoma 11 que codifica enzims necessaris
pel desenvolupament dels receptors que reconeixen antigens dels limfocits T i B.
Aquests gens s’anomenen activadors de recombinasa 1 i 2 (RAG1 i RAG2). Els
nens amb aquest tipus de SCID no tenen limfocits T ni limfocits B, pero si que en

tenen de NK. S’hereta com un caracter autosomic recessiu.

Finalment, hi ha altres tipus de SCID pels quals encara no s’han identificat

els defectes moleculars.
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2.4. Simptomes

Els simptomes del SCID generalment apareixen en els primers mesos
d’edat, i els pacients normalment es veuen afectats per infeccions bacterianes,
virals o fungiques greus als primers mesos de vida, i sovint es presenten amb
malalties pulmonars, diarrea cronica i retard en el desenvolupament. Si aquests
nens no es tracten, pel que és general moren en 1 any degut a infeccions
recurrents greus, a menys que hagin estat sotmesos a algun tractament amb éxit.
Els seglents sén els simptomes més comuns del SCID. Tot i aixi, cada nen pot

experimentar-los d’una forma diferent. Els simptomes poden incloure:

e Nombroses infeccions que amenacen la vida que no es poden tractar
facilment i no responen als medicaments (com ho farien els nens que no
pateixen d’aquest sindrome) i son de llarga durada, inclouen les seguents:

o Pneumonia — infecci6 dels pulmons
o Meningitis — inflamacio del cervell
o Seépsia —infeccio en el corrent sanguini

e Infeccions croniques de la pell

e Infeccions per fongs en la zona bucal i del bolquer

e Diarrea

e Infeccio del fetge

e Perdua de pes

e Debilitat

e Escas creixement

e Algunes infeccions provoquen la mort del pacient, com la verola, el

xarampio i el citomegalovirus.

En general els primers simptomes sén infeccions respiratories frequents i
greus com una pneumonia i episodis recurrents de diarrea de causa infecciosa.
Es molt important que els nens amb ADA-SCID se’ls ailli de la resta de nens que
no pateixen la malaltia 0 es prenguin precaucions, ja que aquests nens sans

podrien ser portadors de malalties com la varicel-la o el xarampio.
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2.5. Tractament

Els nens que pateixen d’aquesta malaltia no es poden vacunar amb virus
vius, com amb la vacuna de la varicel-la o la triple virica (xarampio, galteres i
rubeola). Donat que no es poden defensar fabricant anticossos, el fet d’introduir
un virus a un nen amb SCID, encara que es tracti d’'un virus debilitat com els que
contenen les vacunes, pot ser molt perillds. Els nens amb SCID només poden
rebre transfusions de sang préviament irradiades per matar globuls blancs, ja que,

si aquestes cél-lules estiguessin vives, podrien atacar a 'organisme receptor.

Els pediatres també els poden administrar immunoglobulines per via
intravenosa, per ajudar a defensar I'organisme de les infeccions. Tot i aixi, la
primera linia de tractament que hi ha actualment pel SCID és el trasplantament de

medul-la ossia.

Al llarg dels anys s’han anat desenvolupant diferents tractaments per
solucionar la deficiéencia de I'enzim ADA. Perd abans de veure en qué consisteix

cada un d’ells veurem una mica d’historia sobre la malaltia i els seus tractaments.

2.5.1. Historia

Els dos primers trasplantaments de medul-la 0ssia es van fer a Estat Units
lany 1968. Un dels pacients tenia el sindrome de Wiskott-Aldrich i I'altre patia un
sindrome de la immunodeficiéncia combinada severa. Tots dos van rebre medul-la
de donants que eren idénticament histocompatibles. Va ser 'any 1973 que es va
dur a terme el primer trasplantament de medul-la 0ssia amb éxit en un pacient
amb SCID, on el donant era també 100% histocompatible. El pacient va requerir

multiples injeccions de medul-la pero finalment es va aconseguir curar-lo.

Entre els anys 1968 i 1973, els metges ocasionalment eren capacos de
diagnosticar un cas de SCID, pero, si no hi havia donants histocompatibles no
podien corregir el defecte. Desafortunadament, la majoria d’aquests casos no van
ser diagnosticats fins que el nen estava greument malalt. El 1971 es va produir
una oportunitat inusual. Una mare que havia perdut un fill a causa de la malaltia
estava embarassada d’un altre nen. Com que el risc que el nou bebé patis la
mateixa malaltia era una possibilitat real, es van fer plans per intentar mantenir

aquest nen sa i estalvi fins que el seu sistema immunitari pogués corregir-se. En
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David Vetter va néixer el 21 de setembre de 1971 i es va traslladar
immediatament en un bressol d’aillament especialment dissenyat on l'aire es
filtrava i tots els elements que entraven al bressol estaven esterilitzats préviament.
Es va comprovar rapidament que el seu sistema immunologic era defectuds, pero
no hi havia esperanga que la seva germana gran fos un bon donant de medul-la
Ossia. La resta de la familia d’en David es van fer les proves, perd cap dels
membres era histocompatible i tampoc hi havia registres de donants. En
consequeéncia, a mesura que creixia també ho feia la bombolla on el noi vivia. Els
mitjans de comunicacio van narrar una cronica de la seva vida i es va fer conegut

arreu del mén com “el noi bombolla”.

Fig. 9. David Vetter tancat dins la seva Fig. 10. Pel-licula inspirada en el cas
bombolla de plastic de David Vetter

No va ser fins a principis dels anys 80 que es va desenvolupar una tecnica
per utilitzar la medul-la 6ssia d’'un donant que no era 100% histocompatible.
Aquest metode finalment va fer possible I'is d’'un donant compatible haploidéntic
gue ha estat i segueix sent el tractament més important per a aquesta malaltia

durant les Ultimes dues décades.

2.5.2. Trasplantament de medul:la 0ssia

Aquest tractament consisteix en la introduccié de cél-lules mare de la
medul-la o0ssia a 'organisme del pacient, amb I'esperanca que les noves cel-lules
mare niin i es desenvolupin en l'organisme, permetent aixi la reconstruccio del
sistema immunitari. Per tenir les majors possibilitats d’exit, els trasplantaments es

solen fer utilitzant la medul-la d’'un germa. De totes maneres, la medul-la Ossia
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dels pares també és un recurs acceptable algunes vegades. En els nens que no
tenen parents que puguin ser donants, els metges utilitzen donants no relacionats
geneticament amb el pacient. Les probabilitats d’exit amb aquest tipus
d’intervencié sén majors quan el transplantament es fa com més aviat millor,

durant els primers tres mesos de vida si és possible.

Alguns pacients amb SCID necessiten rebre quimioterapia abans de
sotmetre’s al trasplantament, tot i que no és recomanable. La quimioterapia
permet destruir cél-lules de la medul-la ossia per deixar espai a les cel-lules
donades i per impedir que el sistema immunitari del nen ataqui a les noves
cel-lules inserides. Hi ha pacients que no necessiten rebre aquest tipus de
tractament, sobretot els que tenen molt poques cél-lules immunitaries. L'us de la
guimioterapia abans del trasplantament depén de la gravetat de la
immunodeficiencia, del tipus de SCID, del donant que s'utilitzi i del centre on es
realitzi el trasplantament. En els casos de SCID causats per I'abséncia d’un
enzim, es pot aconseguir que aquest enzim exerceixi la seva funcié mitjancant
’'administracié d’injeccions setmanals que el continguin. No es tracta d'un
tractament curatiu siné pal-liatiu, ja que aquests nens hauran de rebre injeccions
de per vida.

EL TRASPLANTE DE MEDULA OSEA EN CORDOBA

— TRASPLANTES — CONANTES

Recoleccion de médula dsea oonANTE

Aguja de
Jamshidi

o

Hay a Y =
cantdad sicento do puipn san necesrias vasas
pinchazos. La médua se extas dol mur o la paivis
TRASAUAN TE—
0 MEOULA OSEA

RECEPTOR

Fas la pusfcacidn de lapupa
n

JArreh e
X

7 (A C‘ GLOBLLS

e — 0

QUE ES LA MEDULA OsEA?
E3un %o e3p0r 0 que llena s cavidades

Fig. 11. Metode d’extraccié de medul-la ossia Fig. 12. Procediment que es segueix
en un trasplantament
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2.5.3. Enzim ADA amb solucié PEG

Es basa en una solucié que combina I'enzim adenosina-desaminasa amb
un poliéter anomenat polietilenglicol (PEG). Pot ser usat per permetre a les
cel-lules immunes recuperar-se, ja que conté I’enzim necessari que els hi falta a
les ceél-lules per tenir un sistema immunitari sa. Es un tractament cronic i

extremadament car.

2.5.4. Terapia Génica

Un altre enfocament terapéutic i és el que veurem al llarg d’aquest treball
és la terapia geénica. Es una tecnologia revolucionaria que consisteix en la
manipulacio genética de les cél-lules del pacient previament extretes del seu
organisme, i tornades a inserir després de tractar-les. Si aquestes cel-lules arriben
a la medul-la ossia i hi nien, podran comencar a produir cel-lules immunitaries
sanes. La terapia génica s’ha utilitzat amb resultats satisfactoris als pacients amb
ADA — SCID, tot i que en un altre tipus de SCID alguns pacients tractats amb
terapia genica van desenvolupar certs tumors, i aguest ha estat un dels motius
pels quals la terapia génica no s’ha convertit en un tractament habitual i s’estan

realitzant molts assaigs amb ella.

Els primers experiments de terapia genica en humans es van iniciar el
1990. Dues nenes amb SCID de deficiencia d'ADA van ser tractades, en diverses
ocasions, durant un periode de 2 anys, amb les cél-lules T que porten I'ADN
corregit. Basicament, els investigadors van corregir I'ADN en una mostra de
cél-lules T de les noies i després van tornar a inserir a 'organisme les cél-lules.
L'exit d'aquests primers assajos va ser centre d’'un debat. Examens periodics de
les nenes van mostrar que les seves cél-lules modificades sobrevivien i
augmentava la produccio de I'enzim ADA, pero les nenes seguien rebent terapia
enzimatica de substitucid. Si bé aquest estudi no va produir una correccio d'éxit
complet dels sistemes immunitaris de les nenes, demostrava que si posaves un
gen correcte en suficients cel-lules en un pacient malalt podies corregir la malaltia.
Més endavant veurem altres exemples d’assaigs amb terapia génica que si van

tenir éxit.
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3. TERAPIA GENICA

La disponibilitat de técniques que permeten introduir en un determinat
organisme un gen estrany i fer que es desenvolupi, ha obert cami a la terapia
genica, és a dir, la cura de pacients afectats per malalties hereditaries mitjancant

la implantacié d’un gen “correctiu” capag de compensar el defecte genetic.

Quan es van anunciar els primers experiments de ADN recombinant amb
bacteris, molts investigadors van reconeixer la possibilitat d’utilitzar aquesta nova
tecnologia en el tractament de pacients amb malalties hereditaries. Aquest tipus
de curacié amb enginyeria genética rep el nom de terapia genica. Aquesta es pot
aconseguir a nivell individual, introduint en el pacient al-lels normals dels gens
deficients que determinen la malaltia. Una alternativa més ambiciosa és

aconseguir que el canvi perduri i es transmeti a les seglients generacions.

Perd abans que ’ADN recombinant es pogués utilitzar en éssers humans
s’havien de superar certs obstacles. Era necessari localitzar i clonar els gens
causants de les malalties genetiques en particular, i calia desenvolupar vectors
especials que poguessin proveir de manera fiable i eficac els gens a les cél-lules

humanes.

3.1. Rerefons historic

A la década dels vuitanta, els avancos en biologia molecular van permetre
gue els gens poguessin ser sequenciats i clonats. Els cientifics, cercant un
meétode de produir proteines facilment, van investigar la manera d’introduir els
gens humans en I'’ADN bacteria. D’aquesta manera, els bacteris modificats
produirien la proteina corresponent, que podria ser purificada i injectada en les

persones que no la sintetitzessin de forma natural.

Els cientifics pero, volien estalviar-se la purificacio continua de la proteina i
la posterior injeccid, i introduir els gens directament en cel-lules humanes,
centrant-se en un principi en les malalties causades per una sola mutacio, com
la fibrosi quistica, I'hnemofilia o 'anémia falciforme. Tanmateix, ha esdevingut molt

més complicat que modificar un simple bacteri, principalment degut als problemes
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gue comporten traslladar grans quantitats d'ADN i que vagi a parar just en el lloc
correcte del genoma.

El primer cas dut amb éxit de terapia géenica es produi I'any 1990, en qué
I'investigador Michael Blaese aconsegui guarir Ashanti da Silva, una nena de 4
anys que patia una rara immunodeficiencia deguda a una mutacié en un gen.
Blaese va aplicar la terapia génica ex vivo: va extreure cél-lules sanguinies de la
nena, inseri en aquestes ceél-lules la copia correcta del gen, i reintrodui les
cel-lules als vasos sanguinis de la nena. Com a resultat, da Silva va millorar
notablement, i tot i que s'ha anat sotmetent a diferents controls, es pot considerar

el primer cas d'un ésser huma guarit amb terapia genica.

e A ! ; :

Fig. 13. Cynthia i Ashanti (1992) amb el doctor  Fig. 14. Michael Blaese amb Ashanti da Silva
Michael Blaese al centre. (esquerre) i Cindy Kisik (dreta) a la
Conferencia Nacional IDF de 2013.

Malgrat aquests principis encoratjadors, els avencos posteriors en terapia
genica (que es comentarem més endavant) han estat més lents i han tingut

menys éxit del que es pensava en un principi.

L’any 1990, W. French Anderson, proposa I'is de cél-lules de la medul-la
ossia tractades amb un vector retroviral que porta una copia correcta del gen que
codifica per I'enzim adenosina-desaminasa, el qual es troba mutat. Va realitzar la
transformacié ex vivo amb limfocits T del pacient, que després es van tornar a
introduir al cos. Cinc anys més tard, es van publicar els resultats de la terapia que
va contribuir a que la comunitat cientifica i la societat consideressin les

possibilitats d’aquesta técnica.

No obstant, el recolzament a la terapia va estar guestionat quan alguns
nens tractats per al SCID van desenvolupar leucemies. Les proves cliniques es

van veure interrompudes en 'any 2002, a causa del impacte que va suposar el
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cas de Jesse Gelsinger, la primera persona reconeguda publicament que va morir
a causa de la terapia genica. La seva mort va ser deguda al vector adenoviral per
a la transduccio del gen necessari per tractar la seva malaltia, el qual va causar
una excessiva resposta immune, que va provocar una fallada multiorganica i mort
cerebral. L’any 2002, quatre assaigs en funcionament de terapia génica es van
veure paralitzats quan un nen tractat amb una malaltia similar va desenvolupar
leucémia. Posteriorment, després de revisar els procediments, es van reprendre

els projectes en funcionament.

3.2. Tipus de terapia génica

En teoria és possible transformar tant les cel-lules somatiques (la majoria
de cel-lules del cos) com les germinals (com els espermatozoides, ovuls, i les
cel-lules mare precursores). Actualment, la totalitat de la terapia génica s’ha dirigit
a les cél-lules somatiques, mentre que l'enginyeria de les cel-lules germinals

humanes roman només com a un projecte de futur altament controvertit.

e Terapia génica germinal: Es aquella que esta dirigida a modificar la
dotaci6 genetica de les cel-lules implicades en la formacié
d’espermatozoides i ovuls, i per tant pot ser transmesa a la descendéncia.
Aquest tipus de terapia genica seria la indicada per corregir de forma
definitiva malalties congenites, una vegada que la tecnica sigui eficag i
segura. La terapia genica de linia germinal humana no ha estat practicada
degut a les limitacions de la tecnologia de manipulacié de cel-lules

germinals i a tot un seguit de limitacions étiques.

e Terapia génica somatica: Es aquella dirigida a modificar la dotacio
genetica de cél-lules no germinals, és a dir, de ceél-lules somatiques o
constituents de I'organisme. Per aix0, la modificacié genética no pot ser
transmesa a la descendéncia. Per consens general entre tots els
investigadors i amb la legislacié actual, basada en motius etics i de
seguretat, solament es duen a terme protocols clinics en aquest tipus de

terapia génica. En principi, la terapia génica somatica no ha esta motiu de
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tantes limitacions étiques, excepte les relacionades amb I'objectiu de

potenciar algun caracter (per exemple I'altura).

3.3. Vectors

Els vectors son sistemes que ajuden en el procés de transferéncia d'un gen
exogen a l'interior de la cel-lula. Faciliten I'entrada i la biodisponibilitat intracel-lular
del material genetic, de tal manera que aquest pugui funcionar correctament. Es
poden definir les seguent caracteristiques per obtenir un “vector ideal” i adaptar-

les a situacions concretes.

e Ha de ser capag de reproduir-se i tenir una certa estabilitat.

e Ha de permetre la insercio de material genetic de qualsevol mida, i
permetre la transduccio tant en ceél-lules en divisio com en cél-lules que no
s’estan reproduint.

e EIl gen terapéutic s’ha de poder inserir en un lloc especific del genoma i
només un cop per cél-lula, per poder controlar-ne la dosis.

e Ha de reconéixer i actuar sobre unes cel-lules especifiques.

e L’expressi6 del gen terapéutic ha de ser completa i s’ha de poder regular.

e Ha de ser innocu o0 que els seus efectes secundaris siguin minims i que li
manquin elements que indueixin a un resposta immune.

e Ha de ser facil de produir i emmagatzemar i tot el procés ha de tenir un

cost raonable.

Els vectors utilitzats no nhomés contindran els gens funcionals que volem
introduir en el pacient, siné que també contindran altres elements necessaris per a
'expressi6 i la regulacié del material genétic, ja siguin promotors, potenciadors o

sequéncies especifiques que permetin regular I'expressioé sota certes condicions.

Al llarg del temps s’han utilitzat diferents tipus de vectors, que es
classifiqguen en tres grups: virals, no virals i hibrids. Els vectors virals ofereixen
com a avantatges la capacitat dels virus per infectar cél-lules i facilitar I'expressio
dels gens exogens pero presenten com a desavantatges la resposta antiviral del
sistema immunitari, sent un risc per al pacient i una limitacié per al tractament
amb dosis multiples. Els vectors no virals sébn menys efectius, com sistemes de

transferencia genica, pero ofereixen com principal avantatge la seguretat. A més,
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permeten que els gens puguin ser formulats com medicaments, ser estudiats

farmacologicament i administrats al pacient d'una forma dosis-dependent.

La major part dels assaigs clinics en terapia géenica, dirigits principalment a
corregir problemes hereditaris o al tractament del cancer, han utilitzat com a
vectors virals els retrovirus o adenovirus i com vectors no virals els complexos

ADN-liposoma (lipoplexos).

3.3.1. Vector viral

Tots els virus ataquen els seus hostes i introdueixen el seu material genetic
en la cél-lula hoste com a part del seu cicle de replicaci6. Aquest material genetic
conté instruccions de com produir més copies d'aquests virus, segrestant la
magquinaria de produccio cel-lular per servir les necessitats del virus. Les cel-lules
infectades es veuran forcades a produir més i més copies del virus, amb el que
cada cop es veuran infectades més cel-lules. Certs tipus de gens normalment
insereixen fisicament els seus gens en el genoma de I'hoste. D’aquesta manera
s'incorporarien els gens d'aquest virus en els de la cel-lula durant el que li quedi
de vida. No ho fan per regla general tots els virus pero si que n‘hi ha alguns

capacos de fer-ho.

Tot aix0 és clarament una sobre simplificacio, i existeixen nombrosos
problemes que prevenen contra I'is de vectors virals per a la terapia genica, tals
com: problemes en la prevencié d'efectes no desitjats, assegurar-se de que el
virus infectara la cél-lula correcta en el cos, i assegurar-se de que el gen inserit no

interrompra cap gen vital ja existent en el genoma.

e Retrovirus: Son virus que tenen la informacié genética en forma d’ARN.
Un cop infectada la cél-lula, 'ARN es converteix en ADN. L’ADN viral
s'insereix a I'atzar en el genoma de la cél-lula, replicant-se cada cop que la
cél-lula infectada es replica i expressant els gens virals a la resposta de
diferents senyals de les cél-lules. Després de ser integrat, el gen terapeutic
s'expressa utilitzant enzims de la cél-lula en la qual s’allotgen. Una de les

preocupacions en el desenvolupament inicial dels retrovirus va ser la
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possibilitat de que s’inserissin a prop d’oncogens i poguessin transformar

la cel-lula en cancerigena.

e Adenovirus: Els adenovirus sén virus d’ADN de doble cadena. Per
construir els vectors adenovirus s'han d'eliminar els gens que codifiquen les
proteines essencials per la replicacié viral. Aquestes modificacions fan
'adenovirus deficient i generen espai per inserir el gen terapéutic. Els
adenovirus poden transportar gens d'una longitud més gran. Aquests tipus
de vectors tenen una gran eficiencia de traduccid, son utilitzats per el
desenvolupament de la terapia genica per les dues malalties pulmonars
més frequents, com la fibrosis quistica i la deficiencia d’antitripsina. Una
caracteristica dels adenovirus és que el material genétic viral no s'integra al
genoma de la cél-lula. Aixo fa que el risc de produir gens mutants sigui
practicament nul, tot i aixi, I'expressio del gen terapeutic en les cél-lules

gue s'estan replicant es perd quan es divideix a la cél-lula.

e Virus adenoassociats: Son virus que pertanyen al grup de parvovirus
humans, i sén naturalment deficients a la replicacid, ja que necessiten un
adenovirus o un virus herpesvirus (HSV) per iniciar el cicle de la replicacio

viral.

e Herpesvirus: Els herpesvirus (HSV) son virus de ADN de doble cadena,
amb un tropisme per les cel-lules del sistema nervios. Aquests virus

estableixen una infeccié en les neurones, generalment benigna.

Integrase (IN)

Genomic RNA

Matrix protein (MA) NucIEOCa’\?Sid
protein (NC)
Capsid
protein (CA)

{ 05 B c -Ig': single-stranded DNA

\--=-:-— : Ih —
T..,m..,o

exon

Fig. 15. Estructura d’un retrovirus Fig. 16. Estructura d’un adenovirus
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3.3.2 Vectors no virals

Els vectors no virals representen un intent d'imitar les funcions dels virus

com a vehicles de transferéncia genica mitiancant sistemes sintétics, de manera

gue en principi s6n vectors molt més segurs des del punt de vista de la perillositat

biologica i la patogenicitat que representen els virus. En aquests sentit, els vectors

no es diferencien conceptualment de farmacs als que estem acostumats. La

principal limitacié d'aquest tipus de vectors és que a l'actualitat la seva eficacia in

vivo és molt menor que la dels vector virals.

ADN nu: Aquest és el méetode més simple de transfeccié no viral. S’han dut
a terme assaigs clinics consistents en injectar plasmidis d’ADN nu
intramuscular amb certs resultats limitats i una expressié molt més baixa
comparada amb altres métodes de transfeccié. A més dels assaigs amb
plasmidis s’han dut a terme alguns amb ADN nu provinent de la PCR
(técnica utilitzada en biologia molecular, amb I'objectiu d’obtenir un gran
nombre de copies d’'un fragment d’ADN especific a partir d’'una quantitat
minima) amb un éxit semblant al primer, per0 que tanmateix no es pot
comparar amb altres metodes no virals molt més eficients com
I'electroporacié o I'is de la biobalistica, que consisteix en disparar

particules d’or cobertes d’ADN cap a les cel-lules a altes pressions de gas.

Oligonucleotids: L'us d’oligonucledtids sintétics en la terapia génica s’'usa
per inactivar els gens implicats en la malaltia. Hi ha diversos métodes pels
quals es pot aconseguir aix0. Una estratégia és la terapia “antisentit’ que
utilitza els oligonucleotids amb la sequiéncia complementaria de ’ARNm del
gen diana per interrompre la seva transcripci6. Un altra possibilitat
consisteix en utilitzar oligodesoxinucleotids com a esquers pels factors que
es necessiten en I'activacié de transcripcié del gen diana. Els factors de
transcripcid s’uneixen als esquers en comptes de als promotors del gen

defectuds, per tant es redueix I'expressié del gen defectuds.

Igual que la tecnica del ADN nu, es necessiten metodes de transformacio

per introduir aquestes técniques dins la cel-lula.
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e Liposomes i poliplexes: Milloren el transport del ADN cap a les cel-lules,
ja que el protegeixen de I'entorn que el pugi malmetre i en faciliten I'entrada
a la cel-lula. El plasmidi de ADN pot estar recobert amb lipids en una
estructura organitzada com una micel-la o un liposoma. L'Us més comu de
lipoplexos s'ha donat en la transferéncia genética a cél-lules canceroses,
on els gens substituts han activat els gens supressors de tumors de la
cel-lula i disminuit l'activitat dels oncogens. La majoria de poliplexes
consisteixen en polimers cationics i la seva produccio es troba regulada per
interaccions ioniques. Una gran diferéncia entre el metode d'acci6 de
poliplexes i el de lipoplexos és que els poliplexes no poden alliberar I'ADN

gue transporten, en el citoplasma.

Cell merpbrane Nucleus
~ Proteoglycan  _§ - Escapefrom &7 f DNA
& T E3 Lipoplex e
DNA N + 2 i '-'?4;,&
. % £ .
u_? . .: = JEN Endc_)sun?el with
/’ * + ,‘; Endocytosis 3 ;‘ \ lipid mixing
Hposome | ioaplex TES3 TS somal
+ + Endosome maturation
+ 4 -
E DNA
N . fragmentation %
Lyso.s'ome
Fig. 17. Tecnica d’injeccié de DNA nu Fig. 18. Metode d’insercié del DNA dins la

cél-lula amb lipoplexos

3.3.3. Vectors hibrids

Com que tots els métodes de transferéncia de gens tenen defectes, s'han
desenvolupat alguns metodes hibrids que combinen dues o més tecniques. Els
virosomes en son un exemple, que combinen liposomes amb el virus inactiu VIH o

el virus de la grip.
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A continuaci6 podem observar una taula resum amb els vectors mencionats

anteriorment i altres que no s’utilitzen tan freqientment:

VECTOR

Retrovirus

Adenovirus

Virus

adenoassociats

Herpesvirus

Lentivirus

Liposomes i

poliplexos

Injeccio directa

Tractament amb

pressio

Pistola genica

AVANTATGES

Transferéncia eficient

Transferéencia a cel-lules

gue no estan en divisio

No reaccio

immunitaria

produeixen

Es poden inserir en cel-lules
del sistema nervios central,
reaccio

no  provoquen

immunitaria

Poden transportar gens de

mida gran
No hi ha replicacio, no
estimula reaccio
immunitaria

No hi ha replicacio, dirigida

a teixits especifics

Es segur, ja que és un

procediment ex vivo

No hi ha vectors

DESAVANTATGES

Transfereix el ADN només a
cél-lules en divisio, insereix a

I'atzar: pot activar oncogens

Produeix reaccié immunitaria

Conté una quantitat petita de
ADN, dificil de produir
Dificil

quantitats

de produir en grans

Preocupacions sobre la

seguretat

Baixa eficacia

Baixa eficacia, no actua bé

dins alguns teixits

Més eficacia amb molécules
petites de ADN

Baixa eficacia

Fig. 19. Taula on es mostren els vectors més comuns utilitzats en terapia genica
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3.4. Procediment

Depenent del lloc on es manipulin les cél-lules parlarem de terapia genica

eXx Vvivo 0 in vivo.

In vivo: La terapia génica in vivo és la modificacio genetica de la cél-lula a
l'interior de l'organisme. Per la terapia in vivo s'utilitzen vectors de ADN
recombinant per introduir-se dins les cel-lules somatiques transportant el
gen terapéutic. Aquests virus s’injecten directament al pacient quan les
cel-lules no poden ser cultivades o reemplacades en l'individu afectat. La
cel-lula a la que se I'ni ha introduit un gen de forma artificial s’Tanomena
cel-lula transgénica, i el gen involucrat s’anomena transgen. Aquesta
terapia s’'usa per exemple en malalties pulmonars, ja que no és

recomanable extreure cél-lules pulmonars i després tornar-les a introduir.

Ex vivo: En el cas de la terapia génica ex vivo, la manipulacio genética es
porta a terme fora de I'organisme. En aquests cas, s'extreuen les cel-lules
del pacient, es cultiven en el laboratori, se’ls hi introdueix el gen terapeutic i
es tornen a introduir al pacient. Aquests procés és mes facil amb cel-lules
mare, com el cas de ’ADA-SCID, amb I'obtencié de medul-la 0Ossia, la
modificacié genética de les cel-lules mare en el laboratori i la seva posterior
introduccié a l'organisme amb la versié funcional del gen retornat al
pacient. La introduccio del gen ADA funcional en les cél-lules progenitores
del sistema immunologic ha curat ja a nens amb aquesta malaltia, en
alguns assajos clinics. Logicament, el metode d'introduccié d'un gen

terapeutic dependra del teixit diana de la terapia i I'objectiu de la terapia.

A la majoria d'estudis de terapia genica, una copia del gen funcional

s'insereix en el genoma per compensar el defectuds. Si aquesta copia simplement

s’introdueix en el genoma i no es treu el gen defectuds, es tracta de terapia genica

d'adicié. En canvi quan tractem per mitja de la recombinacié homologa, vol dir que

el gen gue inserim es canvia pel gen defectués i aquest s’elimina, és a dir, que el

gen correcte substitueix I'altre.
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Fig. 20. Procediment in vivo (esquerre) i procediment ex vivo (dreta)

3.5. Cél-lules diana
Les cel-lules diana es seleccionen en funcié del tipus de teixit en el qual
s’ha d’expressar el gen introduit, i han de ser a més cel-lules amb una vida
mitjana llarga, ja que no té sentit
transformar cél-lules que en poc
temps moriran. També s'ha de tenir by o
en compte si la cel-lula diana és una / _
cél-lula en divisi6 o quiescent, / B

perque determinats vectors virals, / : '

com els retrovirus, només infecten
cel-lules en divisio. Fig. 21. Els virus reconeixen a les cél-lules
diana gracies a uns factors caracteristics

En funcié d'aquestes consideracions, les cel-lules diana ideals serien les
cél-lules mare, ja que la insercié d'un gen en elles produiria un efecte a llarg
termini. A causa de l'experiencia en trasplantaments de medul-la Ossia, les
cél-lules diana més treballades sbén les cel-lules mare hematopoétiques (les
cél-lules mare de la sang). La terapia genica en aquestes cél-lules és tecnicament

possible i és un teixit molt adequat per a la transferéncia ex vivo.
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3.6. Aplicacions
e Marcatge genic: El marcatge genic té com a objectiu, no la curacié del
pacient, sind fer un seguiment de les cel-lules, és a dir, comprovar si en un
determinat lloc del cos son presents les cél-lules especifiques que s‘han
marcat. Per exemple, en un pacient de cancer (leucémia) al qual se li ha
realitzat un trasplantament, és necessari saber d'on procedeixen les
cel-lules, si son de ceél-lules trasplantades o si son cel-lules que han

sobreviscut al tractament.

e Terapia de malalties monogéniques hereditaries: S'usa en aquelles
malalties en les quals no es pot fer, 0 no és eficient, I'administracié de la

proteina deficit. Es proporciona el gen defectuds o absent.

e Terapia de malalties adquirides: Entre aquest tipus de malalties la més
destacada és el cancer. S'usen diferents estratégies, com la insercié de
determinats gens suicides en les ceél-lules tumorals o la insercio d'antigens

tumorals per potenciar la resposta immune.

3.6.1.Cancer

El tractament del cancer fins al moment ha implicat una destruccio de les
cél-lules cancerigenes amb agents quimioterapeutics, radiacio o cirurgia. Tot i aixi,
la terapia genica €s una altra estrategia que en alguns casos ha aconseguit que la

mida dels tumors solids disminueixi en un percentatge molt significatiu.

L'estrategia més utilitzada, és I'ls dels gens suicides. Es tracta de
transferir a les cel-lules tumorals un gen que codifiqui una proteina capac¢ de
provocar la mort cel-lular. Es molt popular I'is del gen de la timidin-kinasa del
virus del Herpes Simplex (HSV-tk), que codifica una altra proteina (ganciclovir
trifosfat) que pot provocar la mort de les cel-lules que es divideixen activament, i

aixi eliminar les cél-lules tumorals selectivament.

Aquesta estratégia s'ha utilitzat en tumors cerebrals, fent servir vectors
retrovirals per eliminar només cel-lules tumorals (en divisid) perd no neurones.
També s'ha utilitzat amb éxit en tumors hepatitics, utilitzant en agquest cas vectors

adenovirals.
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Una altre estrategia utilitzada en la terapia genica del cancer, es basa en la
substitucio de les cél-lules malignes amb gens supressors tumorals. Per ultim,
una de les estratégies que ha tingut més éxit i que ofereix millors perspectives de
futur és la immunopotenciacio, és a dir, afavorir la resposta immune davant de

les cél-lules tumorals.
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Fig. 22. Abordatge genetic en el cancer, acci6 dels gens suicides.

3.6.2. Sindrome de Wiskott-Aldrich (WAS)

Aquest sindrome és una malaltia recessiva lligada al cromosoma X
caracteritzada per ser una immunodeficiéncia lligada als limfomes i a les malalties
autoimmunitaries. També hi ha una versio meés lleu d'aquesta malaltia coneguda
com trombocitopenia lligada al cromosoma X que €s caracteritza per ser una
malaltia congénita amb plaquetes petites. Ambdues malalties estan produides per
mutacions en el gen WAS que codifica per una proteina multidomini que només

s'expressa en cél-lules WASP.

Per tant la majoria dels que tenen aquesta malaltia pateixen una mort
prematura degut a infeccions, hemorragies, cancer o anemia. Actualment, s'han
realitzat tractaments eficacos en pacients amb aquest sindrome a través de
transplantaments de medul-la ossia o sang del corddé umbilical d'un donant HLA
idéntic o compatible. Després de la terapia genica, van detectar nivells
significatius de la proteina WASAP en les diferents cel-lules del sistema immune
dels pacients. El resultat va ser que els pacients van tenir varies millores, i un

d'ells es va recuperar per complet de I'anemia autoimmune.
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PART EXPERIMENTAL
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4. PRACTICA: Modificaci6 genética de cél-lules de llevat

Per poder realitzar la seglient practica vam necessitar la col-laboraci6é del
Parc de Recerca Biomedica de Barcelona (PRBB), que ens va proporcionar la

idea i I'ajuda necessaria per dur-la a terme.

El fet que la terapia génica sigui un tractament medic destinat als humans,
se’ns feia impossible poder dur a terme una practica del tema en concret. Pero al
PRBB ens van oferir la possibilitat de realitzar un procés semblant a escala més
petita, és a dir, manipular genéticament unes cel-lules de llevat. La practica
consisteix en la modificacié d’'un dels gens del llevat i en marcar-ne un altre amb

proteines fluorescents.

La terapia genica comporta moltes més complicacions, ja que les cél-lules
humanes son molt més complexes que les cel-lules de llevat, el procediment és
meés dificil i extens. Tot i aixi, la practica ens ha servit per veure la veritable
complexitat del procés, ja que encara que s'’utilitzin cel-lules de llevat no sempre

s’obtenen els resultats esperats.

4.1. Objectiu i hipotesi
Portar a terme la suplantacié del gen HOG1 amb el casset kanMX6, i el
marcatge del gen HHF2 amb els cassets yeGFP-KITRP1 i ECFP-KITRP1.

L’eliminacié del gen HOG1 es dura a terme a partir de la recombinacio
homologa del gen pel casset escollit. Es comprovara la correcta eliminacio per
mitja d’'una PCR amb els primers especifics del casset seleccionat i es podra
verificar per Western Blot (Transferencia Western), amb anticossos dirigits contra
la proteina que sintetitza el gen HOGL. Si el gen ha estat suplantat correctament
els anticossos anti-HOG1 no haurien d’afectar les cél-lules i la PCR hauria de

donar-nos algun resultat.

El marcatge correcte de HHF2 amb les proteines fluorescents es
comprovara també per PCR i, en aquest cas, es podra verificar observant les
cél-lules en un microscopi de fluorescencia. Els nuclis dels llevats que hagin
incorporat els cassets de marcatge del gen HHF2 haurien d'aparéixer

fluorescents.
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4.2. Material
-Pipetes

-Vas de precipitats
-Matras aforat
-Tubs d’assaig
-Gradeta
-Plaques de petri
-Gel

-Fogonet
-Centrifugadora
-Vortex

-PCR
-Electroforesi
-Porta objectes

-Cobra objectes

-Microscopi de fluorescencia

e Productes

-Aigua esterilitzada

-Llevats (soques estables amb varies mutacions dels laboratoris)

-Agar YPD

-Solucié AcLi

-Solucié PEG (polietilenglicol)

-Solucié TE
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-sSDNA (ADN de I'esperma de salmo)
-Dissolvent organic DMSO
-Solucio per a la PCR:
-Buffer
-MgCl,
-dNTPs
-oligonucleotids
-Taq polimerasa
-Agarosa

-Bromur d’etidi

4.3. Metodologia
Dia 1l

El primer dia s’han de preparar les mostres de les cél-lules que utilitzarem, i

deixar-les a una temperatura favorable.

e Cal preparar un cultiu de les cél-lules de llevat silvestre que volem
transformar: 3ml de YPD (extracte de llevat peptona dextrosa, €s un mitja

complet per al creixement del llevat).

La versi6 d’agar YPD consisteix en 0,3% d’extracte de llevat, 1% de

peptona, 1% de glucosa/dextrosa, 2% agar, i la resta aigua destil-lada.

Deixarem el cultiu en un matras aforat perque les cel-lules de llevat

proliferin.
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Dia 2

El segon dia s’han de preparar les diferents solucions que contindran les

cel-lules que volem modificar i els diferents marcadors.

Diluim el cultiu del dia anterior en 50ml YPD fins a ODgoo*= 0,2. Deixem
créixer la mostra unes 3h i 30min fins a ODgoo= 0,8-1.

*ODsoo: Es una abreviatura que indica la densitat dptica d’'una mostra a una
longitud d'ona de 600nm, mesurada per un aparell anomenat
espectrofotdmetre. Es un métode comu per I'estimacié de la concentracié
de cél-lules. Pot indicar en quina fase de poblacid es troben les cél-lules.
En aquest cas es necessita que estiguin en la fase exponencial de

creixement.

Un cop deixem preparades les cél-lules de llevat cal transformar els llevats
amb els cassets per a I'eliminacié de HOG1 i els marcatges de HHF2,
sense oblidar el control negatiu sense ADN. Finalment haurem de plaquejar
en plaques les mostres de llevat.

1. Durant el temps que deixem créixer fins a la fase exponencial la
nostra poblaci6 de Illevat preparem les tres solucions de
transformacio. Agquestes solucions prepararan les cel-lules perque
siguin capaces d’acceptar I’ADN. Com que treballem amb
substancies que es poden contaminar, cal treballar en una area
esterilitzada, com per exemple al costat d’'una flama.

A cada tub d’assaig col-loquem les seglents solucions:

Solucié de AclLi Solucié PEG Solucié TE ’
1ml TE 10x 1ml TE 10x 1ml TE 10x

1ml AcLi 10x (1M) 1ml AcLi 10x (1M) 9ml H,O

8ml H,O 8ml PEG 50%

Fig. 23. Les tres solucions preparades amb el contingut corresponent de
cada una
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Fig. 24. Autores del treball preparant Fig. 25. Tubs d’assaig utilitzats en
les diferents dissolucions. I'experiment

2. Mentre realitzem les diferents solucions, també s’ha de preparar una
solucié amb ssDNA (ADN de I'esperma de salmd), que cal escalfar-
lo a 100°C durant 10 minuts, i després refredar-lo de seguida amb
gel a uns 4°C.

Cal afegir 'ADN de salm6 (ssDNA) a les solucions amb I'’ADN
recombinant que ens interessa a nosaltres per introduir-los junts dins
les cél-lules de llevat. Les nucleases s’encarreguen de degradar
’ADN de salmé, mentre que el nostre ADN queda intacte sense
veure’s afectat per I'accié d’aquests enzims.

El ssDNA és una substancia molt densa, per tant a ’hora d’extreure
el contingut dels tubs d’assaig per a les mostres s’ha de fer amb

molta cura amb les pipetes.

3. Un cop hem fet les tres solucions i hem preparat el ssSDNA,
col-loquem en una gradeta quatre tubs d’assaig i els etiquetem amb
el nom del contingut que hi posarem: HOG1 que sera la solucio en
la que recombinarem un gen per un casset, HHF2-GFP i HHF2-
ECFP que seran les solucions a les quals hi afegirem els gens de
les proteines fluorescents, i finalment el control negatiu.

Preparem uns altres tubs d’assaig estérils on posarem mostres de

cél-lules de llevat per a cada solucio.
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. Traiem el matras on han estat creixen els llevats de la camera de

fred per escalfar a temperatura ambient, i preparem banys a 30°C i

42°C on més endavant haurem d’escalfar les mostres.

Repartim les cél-lules en quatre tubs d’assaig i les centrifuguem 5
minuts a 3000 r.p.m. Amb aquest procediment ens queden les
cel-lules al fons del tub, mentre que el que sobra del medi de cultiu
ho eliminem per decantacio. Afegim 500uL d’aigua esterilitzada per
netejar les cél-lules i ho tornem a centrifugar durant 1 minut més a
3000 r.p.m.

. Tornem a extreure la substancia sobrant del tub d’assaig amb la
pipeta per obtenir nomeés les cel-lules i hi afegim 500uL de la solucio
d’AcLi que hem preparat anteriorment, per tal de fer les cél-lules
competents per acceptar 'ADN. En aquest punt del protocol podem

parar, sempre que es conservin les cél-lules a 4°C.

Preparem el mix per a cada transformaci6
a) 10pL de ssDNA bullit durant 10 min (és molt important obrir el
tub en un espai esterilitzat, a prop d’'una flama).
b) ADN per transformar: 1puL maxi/ 2uL warryprep/ 12uL de
deleci6 o integracio.
c) 100pL de cél-lules competents.
d) 600uL de solucié PEG

. Arribats a aquest punt hem de tenir quatre tubs d’assaig amb les
solucions corresponents, un amb el control negatiu, dos amb les
proteines fluorescents del gen HHF2 i un altre solucié amb el casset
del gen HOGL1. Passem els quatre tubs pel vortex per tal que les

solucions quedin ben homogeénies.

Col-loguem les solucions a un bany de 30°C durant 45 minuts.
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10. Afegim 70uL de DMSO, que és un dissolvent inorganic que s’utilitza
per debilitar la membrana cel-lular. Cal anar amb compte ja que és

un producte inflamable.

11. Tornem a afegir les solucions a un bany, aquest cop a 42°C durant
15 minuts. Es molt important que el temps sigui exacte.

12. Centrifuguem les mostres durant 1 min a 3000 r.p.m. Amb una
pipeta en traiem el medi sobrant, i suspenem les cel-lules amb 100
UL de la solucié TE. Aquesta solucié ens servira per poder controlar

en tot moment el pH de les cel-lules.

13. Un cop hem afegit la solucié TE plaquegem cada transformacié en
una placa de petri diferent amb el medi adequat, i etiguetem cada
placa per saber quina transformacié ha patit aquell conjunt de

cel-lules.

Fig. 26. Plagueig de les cél-lules Fig. 27. Plaques de petri amb els diferents tipus
de cél-lules
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Dia 4-5

El quart o cinqué dia tornem als laboratoris per veure les nostres colonies
de cel-lules. Cal venir uns dies després per tal que les cél-lules tinguin temps de
reproduir-se. Aquest cop haurem de preparar les mostres per fer-li a cada una una
PCR i després visualitzar els fragments d’ADN per electroforesi en gel. Aixo ens
servira per veure si han incorporat el nou casset i han eliminat el gen HOG1. Per
veure s’hi els altres llevats han incorporat les proteines fluorescents ho
comprovarem amb un microscopi de fluorescéncia i PCR. La PCR s’encarregara
de fer copies dels nostres fragments d’ADN. Els primers que col-locarem a la
solucié de la PCR només es complementen amb el casset que substitueix el gen
HOG1, o bé en l'altre cas amb els que es complementen amb els cassets de les
proteines fluorescents. Per tant, només ens hauria de donar resultat si el genoma

de les cel-lules ha estat modificat.

e Preparem una solucié que afegim a les quatre mostres que haviem

preparat els dies anteriors. Aquesta solucio ens servira per a la PCR.

| COMPONENTS PER A LA SOLUCIO PCR

20,25uL x 4= 81uL d’aigua esterilitzada

6uL x 4= 24uL de Buffer (conté els tints per a la visualitzacio)
1,8uL x 4= 7,2uL de MgClI2
0,6uL x 4= 2,4uL de dNTPs

0,6uL x 4= 2,4uL de cada primer, per tant 4,8uL

0,15uL x 4= 0,6 pL de la Taq polimerasa (enzim)

Fig. 28. Taula on es mostren els components de la solucié necessaria per fer una PCR

e Un cop hem preparat la dissolucié per a la PCR I'afegim a les mostres.
Abans perd, haurem de preparar sis tubs d’assaig on col-locarem els
diferents controls. En el primer hi posarem un control negatiu, mentre que
en el segon i el tercer hi posarem unes petites mostres de cel-lules que
haurien d’haver substituit el gen HOG1. Per tant, només la segona i la

tercera mostra s’haurien de visualitzar.
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En un quart tub hi tornarem a posar un control negatiu, perd en aquest cas
del conjunt de cél-lules que haurien hagut de marcar el gen HHF2 amb les
proteines fluorescents. En el cinque i el sisé tubs hi col-locarem mostres

d’aquest tipus de cél-lules més la solucié per a PCR.

Configurem la PCR i hi afegim les mostres:
Etapes Temperatura Temps

Inicialitzacié | Escalfem la reacci6 fins a 94°C. Aixd és Duracio: 3:00
necessari, ja que la Taq polimerasa minuts
s’activa amb calor.

Cicles 1r cicle: s’escalfa la reaccio a 94°C. Duracio: 0:30

minuts
2n cicle: es baixa la temperatura fins a Duracio: 0:30
55°C. minuts

3r cicle: es torna a escalfar la reaccio, | Duracio: 1:00

aquest cop a 72°C. minut
Elongacio S’escalfa la reaccié a 72°C i s’assegura Duracié: 10:00
final que qualsevol ADN de cadena simple minuts

sigui ampliat.

Conservacio | Aquest pas es duu a terme a 4°C per | Temps indefinit

conservar la reaccio a curt termini.

Fig. 29. Taula on es mostra la configuracié de la PCR

Després de la PCR cal visualitzar les dissolucions per electroforesi.
Preparem el gel que utilitzarem per veure els fragments d’ADN. El nostre
gel tindra una concentracio de 1,5%, per tant contindra 1,5g d’agarosa i
150ml d’aigua. Hi afegim una petita quantitat de bromur d’etidi, que és un
colorant que ens permetra veure els fragments. La mescla es diposita en
un motlle on es solidificara, és important col-locar-hi a la part superior del

motlle una plantilla dels pouets. Els pouets sén uns petits forats en el gel on
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hi dipositarem les mostres, per tant cal col-locar la plantilla abans de que

s’assequi el gel.

Dipositem les sis mostres en sis pouets diferents i connectem el gel al
corrent electric. Els grups fosfats de ’ADN tenen carrega negativa, per tant
amb el corrent eléectric es dirigiran cap al pol positiu. La velocitat dependra
de la mida dels fragments de ’ADN. Deixem I’electroforesi en procés durant
mitja hora o una hora. Un cop hagi passat aquest temps agafem les
mostres i els hi apliquem llum ultraviolada. D’aquesta manera podrem

observar els diferents fragments com franges a diferents nivells.

Agafem una altre petita quantitat de cél-lules que contenen les proteines
fluorescents i les col-loguem en un portaobjectes. Aguestes mostres les
observarem en un microscopi de fluorescéncia a uns 100 augments.

Fig. 30. PCR utilitzada Fig. 31. Electroforesi en gel de les
mostres
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4.4. Resultats
En primer lloc, podem observar les cel-lules de llevat que vam veure pel
microscopi de fluorescéncia. Si apliqguem la longitud d’ona corresponent a

I'activacioé de cada proteina, veurem els nuclis cel-lulars d’un color o un altre

Proteina verda (casset Proteina vermella
yeGFP-KITRP1) (casset ECFP-KITRP1)

. - -
Cél-lules observades Localitzacio dels nuclis
sense fluorescencia cel-lulars

_

Fig. 32. Imatges obtingudes a partir del microscopi de fluorescéncia
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La seglent imatge representa els resultats donats per la PCR, que

comentarem a les conclusions.

Grup control  {

Grup control <

Fig. 33. Resultats de la PCR sobre la recombinacié homologa del
gen HOGL1 i el marcatge del gen HHf2
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4.5. Conclusions

Després de realitzar la practica hem arribat a dues conclusions.

El marcatge del gen HHF2 amb les proteines fluorescents ha estat un éxit.
Tal i com es pot veure en els resultats, amb el microscopi de fluorescencia
hem pogut observar els nuclis de les cel-lules il-luminats, ja que el gen
HHF2 codifica per les histones, que sén unes proteines que es troben al
nucli cel-lular. Si traiem la llum fluorescent, podrem observar les ceél-lules, i
si superposem les imatges de fluorescencia i sense fluorescéncia veurem a

quin espai de la cél-lula es troba el nucli.

En el cas de la PCR hem tingut més problemes, ja que no ens ha donat
cap resultat. Tot i aixi, creiem que el problema es troba en la PCR o la
sequenciacioé de I’ADN, per diversos motius. Per comencar, les cel-lules a
les quals haviem recombinat el gen HOG1, les haviem posat a créixer en
un medi especial perqué només proliferessin aquelles cél-lules que
haguessin incorporat el casset de recombinacié. El fet de trobar colonies
cel-lulars dies després ens fa pensar que el procediment seguit abans de la
PCR havia estat correcte. A més, el conjunt de cél-lules que hem observat
pel microscopi de fluorescencia sén les mateixes a les quals hem aplicat la
PCR. Per tant, aquestes cel-lules si que havien incorporat els cassets de

fluorescéncia tot i que la PCR i la sequienciacidé no donessin resultats.

Finalment, aquesta practica ens ha estat util per veure la complexitat del

procés, observar de primera ma els estris utilitzats en la modificacié genetica i

entendre la importancia de tenir a les mans un poder tan revolucionari i important

com aquest, el poder de crear i modificar noves especies amb poques limitacions.
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5. ENTREVISTES A ESPECIALISTES

A continuacié us presentem les entrevistes que hem realitzat al llarg
d’aquest treball, per resoldre dubtes i per tal que aquests especialistes ens ajudin
a arribar a unes conclusions finals més completes i puguem aconseguir el nostre

objectiu.

5.1.Cristina Fillat

La Dra. Fillat lidera el Grup de Terapia Genica i
Cancer (Gene Therapy and Cancer Group) com a part de
I'Oncologia Gastrointestinal i Pancreatica de I'equip del
IDIBAPS. Es la investigadora principal del Grup U716 en
el Centre d’Investigacio Biomédica en la Xarxa de
Malalties Estranyes (CIBERER), Barcelona, Espanya.

Va obtenir un doctorat en Bioquimica I'any 1990 i

es va iniciar en el camp de la terapia génica durant la
seva etapa post doctoral al Mount Sinai School of
Medicine a Nova York.

L'any 1995 es va iniciar en el camp del cancer de pancrees, i va mostrar
interes tant en el coneixement de la fisiopatologia i complexitat molecular del
cancer de pancrees, com en I'exploracié de les terapies contra el cancer, amb
especial emfasis en les terapies basades en gens virals. La seva feina actual es
centra en dues grans vies d’investigacio:

e La identificaci6 de vies cel-lulars especifiques i determinants moleculars
gue actuen com a mediadors entre les cél-lules neoplasiques i el

microambient.

e En [lavaluacié preclinica de estrategies terapeutiques basades en

adenovirus oncolitics dirigides a tumors pancreatics.

-La Terapia Genica a la decada dels 90 era la gran promesa del futur. Per qué
en més de 25 anys no hi ha hagut un gran avanc¢? Per exemple en el cas de
les cel-lules mare, si que hem sentit més a parlar-ne.

Bé, jo estaria bastant en desacord. Totes aquestes investigacions han tingut
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booms. La ciéncia avanga i d’alguna manera apareix una nova tecnologia, sembla
que hi ha moltes expectatives posades en el fet i se'n fa un gran
desenvolupament. Després a vegades les expectatives han sigut més grans que
els resultats, i aix0 entra en una fase estacionaria i després va seguint la seva
evolucio. En el cas de les cel-lules mare, has sentit molts que s’hagin curat amb

tot aixo?

-Realment no, peré si que se’n sent més a parlar en els mitjans de
comunicacio.

Clar, pero perqué vosaltres ho esteu vivint en aquest moment. Als anys 90 se'n
sentia molt a parlar de la terapia genica. EI boom que hi va haver sobre que podia
ser una tecnologia revolucionaria per tractar malalties va ser anterior a vosaltres.
En canvi, de les cél-lules mare vosaltres n’heu sentit a parlar perqué és molt més
recent. Vosaltres no havieu ni nascut quan la terapia génica es comencava a
gestar. Es va anar desenvolupant, i a part van haver algunes situacions que van
obstaculitzar el procés, ja que es van induir algunes leucemies. Pero ara ja hi ha
bastants casos de nens que s’han curat amb terapia genica. | bé, vosaltres sabreu
si esteu mirant la malaltia del SCID per exemple, que el tractament que se |i fa
primer de tot en un nen d’aquests és un trasplantament de medul-la. Perd els
trasplantaments de medul-la necessiten tenir un donant histocompatible, si no
tenen un donant histocompatible el risc €s molt alt, de fet hi ha un 25% de mort
associada quan el donant no ho és. Actualment la terapia génica en aquests

casos esta com a segona linia de tractament.

-Per tant la primera opcié que donen als pacients és el trasplantament de
medul-la.

Exacte, el trasplantament sempre hi quan tinguin un donant que sigui
histocompatible. Si no hi és, passa a la terapia génica, aixo actualment. Pero ara
hi ha un estudi publicat en que uns grups han comparat quins son els resultats de
fer un trasplantament haploidentic respecte la terapia génica i estan veient que la
reconstitucio del sistema immune és molt millor amb la terapia génica que no amb
un trasplantament. Aixo vol dir que és probable que d’aqui un temps la terapia
genica pugui ser la primera linia de tractament per aquests nens. De moment no,

ja que tots els sistemes de control de seguretat i regulacio tenen el seu ritme.
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-Després de modificar genéticament unes cel-lules de llevat hem pogut
comprovar la dificultat del procés. Les cél-lules de llevat s’han de preparar
perqué puguin acceptar el nou ADN. En el cas de la terapia genica, els
pacients també cal preparar-los d’alguna manera?

La terapia génica, comencem per aqui, quan es va aplicar als pacients hi havia
dos tipus d’estratégies, la que es diu in vivo i la que es diu ex vivo. In vivo vol dir,
que tu prepares I’ADN dins d’'uns vectors determinats, i I'injectes directament en el
pacient, a I'd6rgan que et sembla o de forma sistémica o el que sigui, en funci6 de
la malaltia. En el cas d’aquestes malalties que vosaltres esteu investigant, s’aplica
la terapia ex vivo. Ex vivo vol dir que s’obtenen les cél-lules del pacient i en el
laboratori es posen en contacte amb aquest ADN, i després aquestes mateixes

cel-lules es reinfonen una altre vegada en el pacient.

-Llavors no cal preparar el pacient, no? Només cal que les cel-lules que
s’extreuen es tractin.

Exacte. Hi ha algunes malalties que si que s’ha de preparar el pacient a través
d’'uns tractaments que en diuen de condicionament, que solen ser un tipus quimio,
un citotoxic, per matar una mica les cél-lules que tenen, ja que d'aquesta manera
les que tu els hi poses puguin niar alla. Sind, hi ha una competicié molt gran i no
tenen espai. Pero, en alguns casos, i per exemple en aquesta malaltia en concret
(SCID) aix0 no es fa, perqué poses el pacient massa en risc, és a dir, ja té el
sistema immune prou afectat com si tu a més a més encara li dones un tractament
agressiu per baixar-li més les defenses, podria ser que aixd comprometes la seva
supervivencia. Amb el qual, en aquest cas en concret el pacient no se li fa cap
preparacio, és a dir, I'inic que se li fa és obtenir cél-lules a través de la sang
periferica i aquestes cel-lules es purifiquen en el laboratori, es modifiquen i llavors

se’ls hi reinfonen.

-l els dos metodes tenen la mateixa eficacia?

Tot depen de la malaltia. Si tu pots fer ex vivo sempre és més segur, perque ho
tens molt més controlat, és a dir, in vivo tu poses al pacient ’ADN que t'interessa,
gue pot distribuir-se a les cel-lules que tu vols i a vegades a les que no vols. En
canvi, de I'altre manera nomeés entrara en aquelles cel-lules que tu has extret, has

modificat, i tornes a introduir. Fins i tot, el sistema immunitari no té una reacci6 en
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contra de 'ADN que tu has posat perqué el que el sistema veu son les cél-lules
del propi pacient, mentre que quan tu estas administrant in vivo, si que pots tenir

un efecte de rebuig contra el que estas administrant.

-Sabent els efectes secundaris que pot provocar el fet d’utilitzar virus, per
guée és el metode més utilitzat? No seria més prudent desenvolupar un
meétode no viral?

Tot aixd ha anat evolucionant i aqui hi ha un tema d’eficiéncia que és molt
important. Els virus com ja sabeu, una cosa que saben fer és entrar dins la cel-lula
i introduir-hi el seu material genetic. La terapia génica fonamentalment el que fa
és modificar aquests virus de manera que ara a més de portar el seu genoma
portin el gen que tu vols. | solen ser molt eficients en modificar les cél-lules que a
tu tinteressen. Totes les estratégies que s’hagin desenvolupat fins ara que no
estiguin basades en virus son molt poc eficients. Perque tu pugis corregir un
defecte necessites un percentatge de cel-lules bastant alt que hagin incorporat el
nou gen. Els sistemes basats en liposomes, en polimers o en nanoparticules, de
moment la tecnologia esta en el punt que amb aix0 aconsegueixes molt poques
cel-lules modificades, és tan poc eficient que no pot aportar un benefici en
aquests moments.

Cal dir que depenent de la malaltia s’utilitzen un tipus de virus o uns altres, és a
dir, aquestes malalties que volem tractar ex vivo, que obtenim les cel-lules del
pacient, que les modifiquem..., aquestes cél-lules evidentment quan nosaltres les
cultivem al laboratori s’estaran dividint. Si volem que es conservi aquest gen que
hem incorporat, s’ha de poder integrar en els cromosomes de la cél-lula, perqué
siné quan la cel-lula es divideix es perd el gen. Hi ha virus que el que fan és
guedar-se en el nucli de la cel-lula de forma episomal, on la informacio es queda
al nucli perd no s’integra en els cromosomes. Aix0 esta molt bé si arriba a cél-lules
gue sbn terminantment diferenciades, cel-lules que després ja no es divideixen
més. Pero quan tu vols que el gen entri en una cél-lula que s’anira dividint, quan la
cél-lula es divideix, la membrana nuclear desapareix i déna lloc a dues filles, una
I'incorporara pero l'altre no l'incorporara. Amb el qual a base de varies divisions el
gen s'anira diluint, i no ens interessa perqué perdriem I'efecte del nostre gen. Per
tant, necessites utilitzar el que s’anomenen virus integratius, que tintegren el

material genéetic en el genoma de la cel-lula.
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La tecnologia que hi havia fins fa poc, permetia només una integracié aleatoria,
vol dir que alla on trobava un “forat” s’inseria. Els primers casos que es van fer es
va veure que sobretot s’integrava en llocs on hi havia una transcripcié molt activa i
que moltes vegades era al costat d’'uns gens que normalment estan silenciats, i si
es col-locaven aquestes sequéncies al costat, s’activaven i induien a la formacio
d’'un tumor.

Pero aix0 era degut a que aquests virus, de la manera que estaven dissenyats
perqué poguessin expressar el gen que nosaltres voliem corregir, tenien unes
sequencies determinades en el seu genoma, i aquestes eren les que actuaven
com a activadores d’aquests tumors. El que s’ha fet ha sigut una nova generacio
de virus on aquestes sequéncies s’han eliminat. | des que s’han generat aquests
nous virus que se’ls anomena Selvin Activator Virus, no hi ha hagut cap cas de
leucemia. No ho sé si ni pot haver o no, pero hi ha bastants pacients tractats i des
de que s’han eliminat aquestes sequéncies no s'ha donat cap més cas. Per tant

d’alguna forma s’ha trobat quin és I'origen del problema.

-Hem vist que a I’hora d’inserir els gens es pot fer per adicio (on no treus el
gen defectuds) o bé per recombinacio homologa. En el cas del SCID quina
de les dues possibilitats s’utilitzaria?

Actualment a nivell de laboratori, a nivell preclinic, nosaltres aqui ho estem fent
(IDIBAPS) amb cultius etc, sense arribar al malalt, s’estan desenvolupant les
tecniques possibles per fer una recombinaci6 homologa. Pero per poder fer la
recombinacié homologa vol dir que tu has d’anar fins on tens el gen incorrecte i
provocar-hi un tall. Aquest tall ha de ser molt selectiu, és a dir, només pot ser alla i
no en un altre lloc, i llavors introduir a la cél-lula el casset de recombinacio i
substituir-lo pel gen defectuds (que es produeixi la recombinacid). Aixd quan tu ho
fas aqui al laboratori és possible, pero aquests enzims que tallen de moment no
sbén tan segurs com per només tallar en aquest lloc. S6n capagos d’anar a aquest
lloc perd a vegades també se’t poden unir en algun altre punt i provocar-te un altre
tall. Mentre no siguem capacos que aquests punts que necessitem tallar siguin
Unica i exclusivament al lloc on volem, la recombinaci6 homologa no anira a la
clinica, per tant aixd €s una tecnologia que s’esta desenvolupant. Perd no hi ha
assaigs clinics per fer la recombinaci6 homologa, el que s'esta fent fins ara és

inserir al genoma cel-lular el gen que a tu tinteressa sense treure el que et
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provoca la malaltia.

-Es preveuen efectes secundaris a llarg termini per a aquells que han estat
tractats amb Terapia Génica?

Bé, a aquests pacients se’ls va seguint constantment. En aquests moments, per
exemple per al sindrome de la immunodeficiéncia combinada severa, els primers
que es van tractar va ser fa 16 anys i actualment estan perfectes. Es a dir, portem
16 anys, durant aquest temps no s’ha vist en principi cap efecte secundari greu, al
contrari, aquests nens poden anar a I'escola i fan vida normal. Tenen el seu
sistema immune, no probablement al nivell d'una persona totalment sana, pero

suficientment bé per poder fer una vida normal.

-Quin factor determina que una malaltia es pugui tractar amb Terapia Genica
i altre no? Pel que hem vist, les malalties monogéniques sén les uniques
gue es poden tractar. Pero per exemple el cancer també es tracta amb
aquest procediment i esta determinat per més d’un gen.

En el cas que estem treballant nosaltres aqui als laboratoris, I'abordatge que
tenim sobre el cancer és per induir la mort de la cél-lula. No és corregir un
defecte, siné provocar la mort de la cél-lula tumoral. Per molt que hi hagi molts
gens que estiguin provocant el cancer tu pots anar amb estratégies que siguin
dissenyades per eliminar la cel-lula. Per exemple, nosaltres utilitzem virus que
guan han infectat una cel-lula repliquen a dins seu, i quan volen sortir de la
cél-lula ells mateixos la lisen per poder sortir i infectar les cel-lules del costat. Si tu
aquests virus els modifiques de tal manera que aixd nomeés ho puguin fer en el
tumor estas eliminant la cél-lula tumoral i no estas danyant les cel-lules no

tumorals.

-Per dir-ho d’alguna manera, aquest és I'abordatge que s'’utilitza en els
diferents tipus de cancer, no?

Si, aix0 seria una estrategia més aviat universal. Aixo, o pots modificar aquests
virus perque indueixin les ceél-lules a morir més facilment, per diferents

mecanismes que tenen les cel-lules de morir.
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-Quins soOn els inconvenients més importants que hi ha en aquests
moments?

En terapia genica cada malaltia és un moén diferent. Els problemes relacionats
amb les cel-lules sanguinies o el sistema hematopoetic, la terapia genica esta
avancant molt rapid, com el cas del SCID o moltes altres immunodeficiéncies
primaries, hi ha molts assaigs clinics. S’ha aprés a cultivar aquestes ceél-lules,
perqué s'han descobert uns vectors que funcionen bé. Altres malalties que afecten
a molts organs diferents (multisistémiques) el problema esta en com ho
distribueixes, és a dir, com pots arribar als diferents organs. Es una dificultat. Uns
virus poden arribar molt bé a cel-lules musculars, uns altres al fetge, pero si tens
un problema que t'afecta a més d’un conjunt té més complexitat.

El tema de seguretat sempre esta alla, intentar que els vectors siguin el més
segurs possibles. Pero bé, el tema esta en tenir els vectors ideals per poder
administrar el gen.

Hi ha moltes malalties que no son degudes a un unic gen sinG que com heu dit
abans, n'afecta a molts i s’han de buscar altres estrategies que no
necessariament siguin suplementar aquell gen sind fer expressar una molecula
gue pugui ajudar a que el pacient millori.

Per exemple, la diabetis. Es basa en la destruccio de les cel-lules beta del
pancrees i el que fan els diabetics és administrar-se insulina. Hi ha cientifics que
estant intentant produir insulina a través d’un vector de terapia génica. Pero
aquesta insulina ha de ser molt finament regulada perqué no pots tenir una
expressio constant d’insulina sind que necessites que respongui a la glucosa.

Depén dels dissenys dels vectors que puguis fer.

-Llavors també hi ha la possibilitat de tractar aquestes malalties que afecten
més d’un gen, pero des d’un abordatge diferent.

Si, hi ha gent que esta treballant-hi, com per exemple en el cas de la diabetis. No
estaria limitada a les malalties monogeéniques, siné que qualsevol malaltia amb la
qual tu pensis que la produccio d’'una proteina pot ser beneficiosa. En aquest cas
la insulina, perd en un altre cas per exemple, un factor de creixement perqué
indueixi la regeneracid6 d’'unes cél-lules x. Sempre es tracta de com regular
aguesta expressio, perqué només la necessites en un moment donat, aquest és el

control que es necessita.
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Actualment és professor d'Investigaciéo ICREA de la UAB des de I'any 2001
i és cientific responsable de la Unitat de Produccié de Vectors, una plataforma
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Comité de Bioseguretat de la UAB des de 2006. Cofundador de Nanotherapix,
empresa spin off en biotecnologia, en 2009. Ha publicat més de 60 articles i 5

patents generades en vectors virals.

-La Terapia Genica a la decada dels 90 era la gran promesa del futur. Per qué
en més de 25 anys no hi ha hagut un gran avan¢? Per exemple en el cas de
les cel-lules mare, si que hem sentit més a parlar-ne.

La resposta és molt complexa, no se n'ha sentit tant a parlar per guestions
economiques, de legislacio i técniques.

En els 90 era la gran promesa del futur perqué tot just s'estava desenvolupant la
tecnologia i el potencial que tenia era molt gran. Perd6 més endavant, es va veure
gue hi havia una série de problemes que en un principi no s’havien vist i que calia
solucionar. Un dels problemes era que quan tu posaves un vector (viral) dins
l'organisme, l'organisme el reconeixia com una cosa estranya i creava tot un
seguit de defenses contra aquest vector, que podien eliminar les cél-lules
tractades, ja que les reconeixia com infectades. També podia passar que el teu
cos hagués estat exposat abans a aquests vectors de terapia génica, ja que per
exemple n'hi ha alguns que deriven del refredat, i que el teu organisme ja hagués

creat uns anticossos. Quan es posaven aguests vectors de terapia genica
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modificats per curar-te, I'organisme els reconeixia i els atacava abans d'arribar a
les cél-lules diana. Un altre problema que va sorgir era que, en el cas dels virus
que s'integren dins del genoma, inicialment es pensava que per la grandaria del
genoma huma, els vectors s'integrarien en llocs sense importancia. Pero es va
veure que en el sindrome de la immunodeficiéncia combinada greu s'integraven a
prop d'un tipus de gens anomenats oncogens, que si s'activaven donaven lloc a
tumors. Aixd0 comportava que s'haguessin de manipular els virus per tal que no
s'integressin a prop d’'oncogens. En resum, hi havia tot un seguit de problemes
tecnics que amb el temps s'han anat solucionant.

En la questi6 legislativa, el fet que hagis de modificar, reprogramar, la informacio
genética de les teves cél-lules, des del punt de vista dels comités d'etica és un
tema molt delicat. Estaria ben vist si fos només i exclusivament per tractar
malalties, pero la tecnologia que fas servir per curar malalties pot ser la mateixa
gue utilitzis per provocar o induir que tinguis una série de caracteristiques o de
guanys, ja sigui a nivell muscular o visual per exemple, que et representi tenir un
guany de funcionalitat. Per tant, aquells que volguessin tenir els ulls de color verd,
per posar un exemple, se'ls podrien canviar si se sap quin €s el gen que dbéna el
color als ulls. Per aixo, en questions d'estetica que no tinguin res a veure amb una
malaltia mortal, hi ha molts problemes per tal que et permetin arribar a
desenvolupar aquesta tecnologia perque es pot traspassar molt faciiment a
innovacions que no serien correctes. Encara que tinguis molt clar que vols curar
una malaltia que no té cura, que no hi ha alternatives, els comités de regulacio i
d'etica posen moltes traves. | només deixen linies d'investigacions per a tumors
molt malignes o malalties hereditaries que siguin mortals (no per a aquelles en
gue pots estar 20 anys malvivint perdo no et provoquen una mort rapida). Nomeés
passen i s’aproven al cap de molts anys aquests tractaments, i et demanen tantes
coses que fa que a nivell de farmacologia, de les industries farmaceutiques que
han de produir aquests vectors virals, sigui extremadament car.

Ara és quan passem a la part economica. Per exemple, per produir un virus
modificat provat a cinc, deu 0 quinze pacients, només per veure si funciona,
poden ser des d'un mili6 a deu milions d'euros. Cada assaig clinic que es fa, pot
durar entre 2, 3 i 4 anys, independentment de tots els permisos regulatius que
tinguis. Aix0 significa que per a passar les diferents fases abans de la

comercialitzacio del producte pots estar entre 10 i 15 anys. Aix0 es deu al fet que
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cal observar la duracié de la funcionalitat del virus, perque pot ser que el vector
introduit deixi de ser eficient en un any. Llavors, tu com pots estar segur que el teu
tractament és eficient o no? Per aixo, li has de donar prou temps per poder-ne
veure l'eficiencia (assaigs llargs). Tot aix0 en quant a la durada, pero
economicament, quan has de tractar a l'Ultima fase un grup de 100 o 200
pacients, et pot costar perfectament 50, 100 o 200 milions d'euros. Aguesta
guantitat economica per a un grup cientific és molt dificil d'aconseguir, i llavors
necessites anar fent moltes xerrades i parlar amb grans industries farmacéutiques
per tal que et donin els diners. Aixo tampoc es fa d'un mes per un altre, s6n molts
diners, inversions molt grans i també comporta molt de temps.

En resum, des de que comences fins que acabes poden passar 20 anys, pero
aix0o només passa en terapies avancades, que serien la terapia génica, les
ceél-lules mare i els teixits regeneratius. Quan es tracta d'una molécula senzilla
(per exemple l'aspirina), el periode de temps és molt més curt i els costos son
més baixos, ja que els comites etics no demanen tantes mesures, perqué no
significa reprogramar la teva informacié genetica i que aquesta reprogramacio
pugui passar a la descendencia. Si tu comences a jugar amb la informacié
genetica de l'espécie humana, a saber el que ens podrem trobar al cap d'un
temps. Per aixo0, s'ha d'anar amb molt de compte i ha d'haver-hi molts controls.
Llavors, per que tot el procés triga tant? Perque com he dit, hi ha problemes

tecnics, de legislacio i economics.

-Sabent els efectes secundaris que pot provocar el fet d’utilitzar virus, per
gue és el metode meés utilitzat? No seria més prudent desenvolupar un
metode no viral, o uns virus que no impliquessin I'aparicio de tumors?
Depén. Ara posarem un exemple.

En el teu cos, exceptuant neurones i cel-lules musculars, totes les teves cél-lules
es van renovant. Algunes molt rapidament, com les intestinals que entre 3 i 7 dies
ja s'ha renovat tot I'epiteli intestinal, i altres triguen un any, uns mesos o unes
setmanes. Si tu amb un virus no integratiu entres en alguna d'aquestes cél-lules ja
diferenciades, a la teva cél-lula corregida s'estara expressant el gen terapeutic,
funcional, durant el temps de vida de la cel-lula, si és una setmana, doncs durant
una setmana funcionara i després desapareixera. Com que tu has posat un virus

no integratiu en el teu cos, després del temps que hagi trigat la cél-lula en
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renovar-se s‘haura de tornar a introduir un altre virus perque les cél-lules que han
tornat a néixer siguin corregides. Perdo com que tu ja li has posat el virus abans, es
produeix un efecte vacuna, el teu cos reconeix el virus, hi ha defenses, i quan el
poses en sang un altre vegada €s reconegut i inactivat. Per aixd s'ha de buscar
una manera que el virus s'integri dintre del genoma d'aquelles cél-lules que
encara no estiguin del tot diferenciades i per tant que es puguin replicar varies
vegades i transmetin el gen corregit. Es per aquest motiu que es busca un virus
integratiu. Els virus no integratius només funcionen per cel-lules que ja no es
renovaran, com les del cervell o del muscul, totes les altres s'acabaran renovant, i

el gen es perdra.

-l qué me'n diu dels Selvin Activator Virus?

Des de que es va produir aquella aparicio de tumors en el sindrome de la
immunodeficiencia, hi ha dos canvis que s'han fet. Un és que enlloc de fer servir
els virus que s'utilitzaven fins ara, s'han fet servir uns de molt semblants als
retrovirus i als lentivirus normals, com el virus del sida, que s‘ha modificat per tal
gue sigui innocu. Se sap que també s'integra pero no de la mateixa manera que
ho feien els virus que es van utilitzar en els primers assaigs d'aguesta
immunodeficiencia que tracteu. El segon canvi que es va fer era que si algun
d'aquests virus encara s'integrés en un lloc que no toqués, se li posaria una
segona questio de seguretat la Selvin Activating. Aquesta sequencia significa que
el virus es comporta d'una manera mentre esta dins de la capsida viral, pero en el
moment que s'integra es perd una part del seu genoma, i que un cop integrat ja no
pugui sortir de la cél-lula ni activar gens propers (oncogens). Es una modificacio

gue provoca que no pugui activar altres gens.

-Es preveuen efectes secundaris a llarg termini per a aquells que han estat
tractats amb Terapia Génica?

Aixo fins que no passin els anys necessaris no se sap (5, 10, 15 anys), pero aixo
passa també amb moltes tecnologies que es fan servir en medicina normal. Per
exemple, hi ha molta gent que diu que si prens aspirines durant molt de temps
pots tenir problemes de coagulaci6. O per exemple, aquelles persones que
pateixen del peu bord, normalment es corregeix per cirurgia i aquests peus van bé

durant 15 o 20 anys; pero s'ha vist que si enlloc de fer cirurgia els poses en un
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guix, que és molt més lent, pero el deixes corregir tot sol, després de 40 anys els
pacients tenen el peu molt bé mentre que els que s'havien fet cirurgia, tenen
problemes després de 15 o 25 anys. El que vull dir €s que cinc anys €s un termini
de temps llarg, perdo qui et diu que no pots tenir efectes secundaris en 10 o 20
anys. Quan un treballa en questions com aquestes, inclosa la terapia genica, és
un dubte que surt, és una molt bona pregunta. Qué fem els investigadors per
evitar aix0? Hi ha varies estrategies, una és posar promotors que siguin induibles,
no es fa servir molt perqué hi ha altres complicacions, pero la idea sempre és
aquesta. De manera que tu puguis posar alguna cosa al menjar o al beure que
indueixi que s'activi o inactivi el teu gen. D'aquesta manera tu tens el gen en el teu
cos i si hi ha un desconeixement sobre algun factor, una de les opcions és: per si
de cas, donem alguna cosa que posi el gen en off. O bé, si tens un problema i no
saps si és degut al gen, €s bo que tu puguis posar-lo en off, per assegurar-te que
no és provocat pel gen i després el puguis tornar a posar en on. L'altra cosa que
es busca que és meés intel-ligent encara, és treballar amb el mateix promotor que
fa servir el teu gen amb el teu cos. Per exemple, si tu tens una malaltia com la
diabetis i tens un problema amb la insulina, lI'objectiu seria utilitzar el mateix
promotor de la insulina perque reguli de forma natural la teva produccio d'insulina.
Perod aixo implica coneixer molt bé els promotors, que no sempre és facil, i implica
gue els promotors tinguin una mida petita perque els puguis posar dintre del teu
virus, i no sempre es possible. Tot i aixi s'estan buscant solucions a aquests

problemes.

-En els ultims assaigs realitzats, algun pacient ha desenvolupat algun tipus
de tumor?

El que jo tinc entés és que els tumors van sortir amb els primers assaigs. El canvi
d'estratégia no n'ha fet sortir més o si n'hi ha hagut no s'han pogut associar a
aquest tractament, ja que de tumors en van sortint independentment. Els tumors
van ser provocats perqgue el virus es posava just al costat d'un oncogen i aquest
oncogen s'activava formant un tumor. Amb els altres casos, que jo tingui entes, no

ha passat, i aix0 de fet és un éxit.
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-Quins soOn els inconvenients més importants que hi ha en aquests
moments?

Depén de per quina malaltia. Per al SCID, que s'esta tractant bastant bé,
inconvenients n'hi ha pocs. Entre els Selvin Activator i el canvi de virus els
problemes que hi ha s6n molt menors. En quant a les altres malalties, cada
malaltia té la seva dificultat o les seves caracteristiques propies. Com que no
existeix un tractament per a totes, has de decidir quin tipus de farmac o quin tipus

de virus necessites per a cada malaltia en particular.

En el cas del sindrome de laimmunodeficiéncia combinada severa, en quina
fase preclinica es troba?

En aquest cas, com que no hi ha gaires pacients segurament no arribis a la fase
comercial. Per exemple, hi ha una malaltia que a Espanya només hi ha 7
persones afectades i a Franca n'hi ha set o vuit més, és a dir, que n'hi ha molts
pocs. Tu quan fas els assaigs, si en la primera fase preclinica tractes set o vuit
pacients ja has tractat tots els malalts d'Espanya, i quan facis la segona fase
hauras tractat tots els d'Europa. Amb el qual no té sentit arribar a la fase comercial
perque ja no tindras pacients. Aquestes fases es fan pensant en malalties que sén
molt més grans. Per exemple, en la fibrosis quistica, en la que 1 de cada 25
persones és portadora i afecta a 1 de cada 2500 persones; és a dir, malalties que
s6n molt més frequents. Pero amb el SCID so6n tant pocs els pacients que en les

fases precliniques ja els has tractat a tots.

-Després de modificar geneticament unes cél-lules de llevat hem pogut
comprovar la dificultat del procés. Les cél-lules de llevat s’han de preparar
perque puguin acceptar el nou ADN. En el cas de la terapia génica, els
pacients també cal preparar-los d’alguna manera?

Primer, si el procés és més complicat en humans és en part, per l'accés a les
cél-lules. Perque accedir a cel-lules de cervell per exemple, implica que has
d'arribar fins alla o tenir un vector que pugui travessar la membrana
hematoencefalica. Si vols anar a cel-lules musculars, injectes i ja esta, una
vegada el gen a arribat al nucli de la cel-lula és igual el tipus de cel-lula. La
guestié és transportar el teu gen terapéutic de manera que ni es degradi ni es

perdi abans d'arribar al nucli. El que fa un virus o un vector no viral és protegir el
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gen de la seva degradacié o de la resposta immune, i un cop dins la cél-lula
dirigir-lo des de la membrana fins al nucli, pero una vegada esta dins és
independent del tipus de cél-lula.

Segon, vosaltres segurament veu fer servir un sistema no viral, o bé per xoc
termic o posant un compost cationic o alguna substancia que envoltés el plasmidi i
li permetés entrar dins el nucli. A nosaltres ens agraden mes els vectors virals. Per
exemple, si vols fer un xoc térmic en terapia genica, en molt pocs tipus de
cel-lules ho podries fer, les musculars en serien unes. Tu poses unes plaquetes o
uns eléctrodes i dones un xoc eléctric per a que les membranes de les cél-lules
s'obrin, facin uns porus i 'ADN pugui entrar. Per alguns tipus de cél-lules es pot
fer aquest tipus de procediment, pero per exemple, no pots donar descarregues
eléctriques al cervell o al cor. Ex vivo, €s un procediment que també es pot fer en
alguns tipus de cél-lules, normalment per hematopoétiques, perque tu no pots
extreure una biopsia de cervell o0 no és recomanable fer-ho de pulmd, perque al
tornar-les a introduir hi pot haver complicacions. Si sén ex vivo, si que pots agafar
les cél-lules, posar-les en un plat de cultiu i alla tractar-les. Pero tu finalment
voldras tornar-les a posar dins I'organisme. En el moment que tu tens les cel-lules
fora del cos estan en estrés i poden canviar el seu perfil i la seva expressio, i com
més coses els hi facis, més canvis tindran, de manera que quan les tornis a
introduir no es comportaran com abans d'extreure-les. Quina és una de les coses
més innocua a priori per a les cél-lules? Els virus o alguns nanocompostos. Per
gue? Perqué sén organismes preparats per entrar a les cel-lules, «escapant» dels
sistemes de deteccid, i no canvien el perfil d'expressié de les cel-lules. Quan tu
treballes amb humans, per eficiencia, es prefereix treballar amb virus, ja sigui per
ex Vivo i sobretot per in vivo, ja que €s molt més facil introduir el virus en sang i
gue aquest vagi buscant la cel-lula diana, que si has d'anar posant eléctrodes o
substancies cationiques, que a meés costaria molt de legalitzar.

Els virus sén els més eficients. A dia d'avui si un mira qué és el que es fa servir
més en terapia génica en humans, hi ha diferents pagines web on es poden
buscar, la gran majoria son sistemes virals, i si s6n no virals, tenen estrategies de
virus o algunes proteines virals per dirigir-los a les cél-lules diana. En resum,

excepte alguns nanocompostos la gran majoria son sistemes virals.
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-Llavors, no seria més eficient el procediment in vivo? Tenint en compte que
si tu extreus les cél-lules de I'organisme les tens en un estrés constant.

Si les infectes amb un virus no tens perqué. Es el que passa amb el sindrome de
la immunodeficiéncia: tu selecciones les cél-lules que vols, les modifiques, les
reprogrames amb els virus i les tornes a injectar, i al cap i a la fi hi ha pocs canvis.
Quins avantatges presenta I'in vivo o I'ex vivo? L'ex vivo per comencgar, NOmes es
pot fer amb cel-lules hematopoétiques, avantatge: al tractar les cél-lules en un plat
i tractar-les amb el virus, el virus que no ha entrat el pots eliminar i no el
reintrodueixes amb les cél-lules a I'organisme. Amb el qual l'organisme no te'l
detecta i no genera una resposta immune contra el virus. Es molt més segur
treure els virus que no et facin falta i introduir nomes les cel-lules infectades. Quan
tu poses el mateix virus in vivo, aquest infectara majoritariament les cel-lules
diana, pero també n'infectara d'altres, i aix0 pot provocar que generi una resposta
involuntaria, com la sobre expressio d'una proteina. Sempre és més segur fer-ho
ex Vivo perque poses menys carrega virica, pots eliminar els virus restants i poses
les ceél-lules que vols. Es més complexa, ja que t'han de viure les cél-lules i les
has de tornar a introduir, pero te uns components de seguretat que son importants

a tenir en compte.

-Quin factor determina que una malaltia es pugui tractar amb Terapia Genica
i altre no? Pel que hem vist, les malalties monogéniques sén les uniques
que es poden tractar.

Economic. Per dir-ho d'una altre manera. Hi ha dos tipus de families de farmacs:
els quimics i els biologics. Els quimics sén molécules que quan estan en contacte
amb la cel-lula provoquen que la cel-lula
tingui una serie de canvis en quant a
I'expressio de certes proteines. Els
farmacs biologics, formats per proteines
o parts d'aquestes, sén produits per un
bioreactor (cél-lules humanes que
produeixen el farmac a nivell industrial)

d'on les industries farmaceutiques

n‘agafen les proteines que s'han format

Fig. 27. Bioreactor d’una industria . )
farmaceutica en el bioreactor, prenen un extracte i el
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posen en uns vials per a la seva comercialitzacié. El que fa la terapia génica és
agafar el gen que utilitzen les industries farmaceutiques per als bioreactors, per tal
gue siguin les cel-lules del teu organisme qui sintetitzin les proteines. El farmac
sera el mateix, perd no estara produit per un bioreactor. Que és més car, produir
la proteina amb un bioreactor i obtenir grans dosis o produir un virus i injectar-li al
pacient? Ala curta sembla que produir el virus és més barat, ja que tu només I'has
diinjectar i ja tens per tota la vida l'expressio. Pero la caracteritzacio de
bioseguretat del virus és tan cara que costa milions i milions d'euros, encareix tant
el farmac que realment al final surt mes barat utilitzar els bioreactors, ja que no
s'utilitzen virus i tant el pacient com el doctor estan més segurs a I'hora d'utilitzar-
lo. Llavors el cost sera 10, 20 o 50 euros, pero no 20 mil o 30 mil euros, és a dir,
€s una questio economica. Pero a nivell farmaceutic, qué interessa més a les
companyies, un farmac que tu puguis donar una vegada i ja estiguis curat per tota
la vida o un tractament on t'hagin de donar dosis de manera repetida? Tot i que €s
molt fort, realment aquestes industries aposten pel tractament continuat.

En quant a les malalties poligéniques, quan tu tractes una malaltia poligénica, el
gue fas per exemple, no és tractar la malaltia sin6 que es basa en adormir la via
de senyalitzacié del dolor. Hi ha malalties autoimmunes que son molt complexes,
on pots anar a incidir al punt final de la mutacié, de manera que encara que hi
hagi molts gens defectuosos si tu modifiques I'Ultim, pots obtenir un bon resultat.
El que vull dir és que hi ha moltes estrategies que impliquen que no hagis de

modificar tots els gens. Pero realment, tot €s una questido economica.

-Hem vist que a I’hora d’inserir els gens es pot fer per adicié (on no treus el
gen defectiu) o bé per recombinacié homologa. En el cas del SCID quina de
les dues possibilitats s’utilitzaria?

En veritat, no hi ha cap estrategia in vivo en humans que es pugui canviar per
recombinacié. En cultius cel-lulars si que s'ha aconseguit pero res més. Ara hi ha
una tecnologia nova que ho esta investigant per fer-ho in vivo. Pero primer cal
tenir en compte que el genoma huma sén 3 mil milions de parells de bases, per
poder fer una recombinaci6 homologa tu has de tenir una molécula d’ADN dins
d'un vector que sigui capac d'anar al cromosoma indicat entre aquests milions de
bases, desenrotllar el cromosoma, reconéixer la sequencia indicada del gen,

forcar la unid provocant un tall i canviar-se. De tot aix0, el més complicat de tot és
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I'especificitat, reconeixer la sequéncia. Tant complicat, que amb les millor armes
que tenim avui en dia que son els virus integratius perqué tenen milions d'anys
d'evolucié, no es pot controlar a on va. Com es pot afavorir aixd0? In vitro, tu
treballes amb unes linies cel-lulars que no son linies primaries, son linies estables
gue ja tenen moltes mutacions cromosomiques per les diferents modificacions que
se'ls hi ha fet i forces el sistema per tal que alguna funcioni dins de la cel-lula. Aixo
només ho pots fer en cultius, amb unes cel-lules i unes condicions molt
determinades. In vivo ja us puc assegurar que no hi ha manera, tot i que hi ha una

tecnologia que ara sembla que podria realitzar aixo in vivo.

-Creu que la terapia génica s'hauria de limitar a uns casos molt concrets
perque en un futur no se'n faci un Us indegut?

En un futur molt llunya aixo sera una tecnologia molt barata. El problema no sera
gue la gent es vulgui canviar el color dels ulls. Total, avui en dia també et pots fer
un diagnostic prenatal per si vols nen o0 nena perque a la familia hi ha una malaltia
associada al cromosoma X o al cromosoma Y, per tal que no et neixi el fill amb
una malaltia mortal, aix0 ja es pot considerar una seleccio. El problema no es que
tu canviis el gen a de color blau pel gen b de color verd perqué aixd son modes, el
problema esta en que tu comencis a canviar I'ordre i el nombre de gens que tens.
Si posem per exemple la hormona de creixement, tu podries donar-li un promotor
més fort o donar-li dues copies del gen per tenir-ne més quantitat, aixo voldria dir
gue tindries un home molt més gran. Aixo ja canvia el genoma de manera radical,
no perque et canviis el color dels ulls, que és el que crida més l'atencid, I'estética,
aquest és el menor dels problemes. El que canvia molt és que tu canviis realment
el nombre o l'ordre dels gens humans. Aixd canviaria l'espécie, podries fer una
espécie nova, que fins i tot podria dificultar I'encreuament entre els humans.
Perqué en el moment que tu tens cromosomes amb parts noves, potser no es
recombinen bé o no fan correctament la mitosi. En un pais comencaran fent una
cosa i en un altre pais una altra i al final tindras milions de variants del genoma

huma.
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-Aix0 també es podria relacionar amb la terapia genica germinal o la terapia
génica somatica. Si fas la terapia germinal si que podria transmetre's el
canvi a les seglents generacions.

Si, perd quan poses un virus en sang, com pots estar cent per cent segur que no
infecta també les cél-lules germinals? | ara perqué no es vol fer amb ceél-lules
germinals, pero qui diu que no es pugui fer? Realment és molt més senzill perqué
€s un procediment ex vivo, tu agafes els ovuls, els manipules i fertilitzes in vitro. |
la tecnologia hi és, qui et diu que algld no ho pugui fer? Aixo ja si que a nivell
d'etica és molt complexe, és tant potent I'eina que ara estan posant molt de pes
per evitar que passi, com amb la radioactivitat, que al poc de ser descoberta ja es
va fabricar la bomba atdmica, i aix0 é€s tant 0 més potent. Aquesta manipulacié pot
canviar totalment a nivell genétic I'especie humana. O al revés, que facis uns virus
gue puguin anar destinats a determinats tipus cel-lulars o determinats receptors
gue estiguin més presents en un tipus de poblacié que en una altre. En un futur es
podra fer tot, per aixd és un tema molt delicat. Es tant potent que la gent té por o

n'hauria de tenir.

-Pero realment la terapia génica no és una cosa que tothom conegui. Vam
fer unes enquestes al nostre institut i al nostre poble sobre el nivell de
coneixement de les diferents branques de I'enginyeria genética, i vam poder
observar que la majoria de la gent desconeixia que és la terapia génica.

Aix0 no vol dir que no es treballi. A Espanya potser hi ha 50 o 60 grups treballant
en el tema, pero a tot el mon potser n'hi ha cinc cents o mil. Que no sigui
coneguda no vol dir que no hi hagi la tecnologia per fer-ho. Es com la fisica
guantica, poca gent en sap pero no vol dir que no estigui present. De fet, fa cosa
de dos o tres anys van venir a preguntar-me uns del centre d'alt rendiment si
existia el dopatge genétic. A nivell del Comite Olimpic Internacional es pensava
gue hi havia algunes persones molt sofisticades que podien provocar-te amb
terapia genica una hipertrofia muscular: et posen amb un vector un dels gens que
augmenta la massa muscular i al cap d'un temps et desapareix i no queda rastre,
és el teu propi gen, la teva proteina i la teva informacié genetica, simplement
durant un temps li has posat més copies amb un vector que et desapareix. Amb
aguesta tecnica pots tenir més massa muscular, més resistencia i fins i tot podries

arribar a modelar els atletes d'alt nivell. Es fa? Jo diria que no, pero si que es pot
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fer des de fa anys.

-Pero aix0 deu estar regulat per aquests controls d'ética, no?

No, és igual que una droga, estan prohibides pero la gent igualment les pren.
Imagina't: si vosaltres mateixes vau poder fer una manipulacié genetica amb
llevats, i les eines son gairebé les mateixes, podrieu manipular molt
tranquil-lament el genoma d'aquests plasmidis perqué en comptes d'introduir-los
en llevats puguin entrar en cél-lules humanes. Quan et podria costar aixo sent
il-legal i sense passar cap control? 500 euros 0 menys, és a dir, molt poc. Fixeu-
VOS, vosaltres que sou estudiants ja teniu les eines per poder modificar cel-lules,
per tant per a professionals és molt facil. Ara bé, quan vols anar a curar malalties

amb terapia génica i que tingui un efecte terapeutic ja €s més complicat.

-l actualment es podria estar desenvolupant aquesta practica en el mén
olimpic?

Tecnicament es podria fer i des de fa anys. De fet, el Comité Olimpic Internacional
esta darrere d'aquesta practica, esta preocupat per si s'esta desenvolupant. | aixo
ja va sortir fa temps en una revista cientifica que si el dopatge genetic no era una
realitat detectada igualment estava present. Gent que no tingui escrupols i per

diners hi podria accedir.

5.3. Jordi Barquinero

Es va llicenciar en Medicina a la Universitat
Autonoma de Barcelona 'any 1982, i va acabar la
seva residéncia en Medicina Interna I'any 1989.
L'any 1992 va aconseguir un doctorat amb honors
per la UAB. Va ser becari postdoctoral al Fred
Hutchinson Cancer Research Center (Seattle,
EUA, 1992-4). Juntament amb el Dr. Antonio
Salgado, van rebre el Premi Boehringer Ingelheim

al millor article sobre biotecnologia en medicina.

Lany 2004 va ser president del Comite
Organitzador de la segona Reuni6 de la Societat Espanyola de Terapia Genica

(SETGYC), de la qual és un dels membres fundadors.
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La seva recerca s’ha centrat principalment en I'autoimmunitat i la terapia
génica basada en cél-lules mare hematopoeétiques, i ha participat en diversos
projectes nacionals i europeus relacionats amb aquests camps. També és coautor
de més de 60 publicacions en revistes cientifiques, aixi com de diversos capitols
de ciéncia popular o llibres cientifics.

Actualment esta coordinant un projecte europeu sobre I'is de cél-lules
mare pluripotents induides per modelar patdogens i aspectes terapéutics de
’lhemofilia A. Des de 2009 és a més, vicepresident de la Societat Catalana de

Biologia.

-La Terapia Genica a la década dels 90 era la gran promesa del futur. Per que
en meés de 25 anys no hi ha hagut un gran avang¢? Per exemple en el cas de
les cél-lules mare, si que hem sentit més a parlar-ne.

Perqué en aquell moment hi havia moltes expectatives posades, i normalment
guan surt una tecnologia nova i els mitjans de comunicaci6 i tothom diu que allo
sera la gran revolucio, la gent s'ho creu. | aixo ha passat no solament amb la
terapia genica, si no que ja havia passat abans amb els trasplantaments. Els
trasplantaments van tenir la mateixa historia pero 50 anys endarrere. Quan es van
descobrir semblava que ho havien de curar tot, i la veritat €s que van estar molts
anys sent un desastre perqué la gent es moria. Et posaven un fetge o un ronyo i
vivies uns mesos, el primer trasplantat de cor va viure hores, pero era la gran
promesa. Fins que no han passat 25 anys no s'ha anat coneixent el tema i
millorant la immunosupressio, i ara els trasplantats ja tenen una esperanca de
vida d'uns 20 anys, perd aquesta practica ha patit un procés molt lent, i amb la
terapia génica ha passat el mateix. Al comencament hi havia la idea i unes eines
gue teoricament ja podien servir, pero en realitat eren unes eines molt primitives,
els primers vectors que es van provar mirats des d'ara veus que allo tenia molt
pogues probabilitats de funcionar. Pero la il-lusié va fer que semblés que aquesta
tecnologia serviria per curar moltes malalties. Que ha passat, doncs? S'han anat
trobant obstacles, pedres en el cami que s'han anat superant poc a poc. En un
assaig que es va fer es va veure que la terapia genica provocava cancer,
leucemia, en els pacients tractats del SCID (cadena gamma), i aixd va parar la

recerca i els assaigs que es feien durant molt temps. Després, es van investigar
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nous vectors, vectors més bons i més segurs. Tot aixo ha derivat en un procés lent
i ara comenca una altre vegada de nou, no se'n sent parlar gaire perdo hi ha
assaigs que estan funcionant forca bé i han millorat molt respecte el que es feia
abans. Probablement en el futur veurem moltes més coses perqué quan un nou
tractament comenca a funcionar ja s'aplica molt més a altres malalties i

segurament d'aqui uns anys hi haura un altre boom de la terapia génica.

-Quins soOn els inconvenients més importants que hi ha en aquests
moments?

La terapia génica al comencament es va aplicar a moltes malalties, cada
especialista volia tractar la seva malaltia, pero és veritat que no va funcionar casi
bé res, i les Uniques que van funcionar inicialment van ser les immunodeficiencies.
Aquest fet no era casual, quan tu modifiques les cél-lules mare del moll de I'os
gue son les que donen lloc al sistema immune, la cél-lula que has modificat té un
avantatge selectiu respecte a les que no has modificat. Aixo vol dir que aquella
cel-lula pot proliferar millor perque rep les senyals adequades per poder proliferar,
i pot sobreviure i funcionar millor. Encara que tu en modifiquis molt poques,
aguestes poques s'acaben convertint en moltes, mentre que les que no has
modificat es van morint rapidament. Per tant, les cel-lules que has modificat
proliferen molt, s'expandeixen i al final acaben desplacant a les altres. Aquest
avantatge selectiu que tu els hi estas proporcionant només es dona en les
immunodeficiencies, amb les altres malalties no. | aix0 és degut a que en el cas
de I'ADA per exemple, I'enzim ADA també els hi serveix a les cel-lules per
sobreviure. El problema del deficit d'ADA és que es tracta d'una malaltia toxica,
s'acumula un metabolit que no es degrada i la cel-lula que acumula molt d'aquest
metabolit es mor. Quan poses el gen ADA, quan corregeixes aquestes cél-lules, ja
poden degradar els metabolits, ja no tenen aquesta toxicitat i per tant aquelles
cél-lules sobreviuen, mentre que les que no has modificat moren. En una altre
malaltia, posem la hemofilia que és una malaltia on hi ha un factor de la
coagulacié alterat, encara que tu corregeixis aquella cel-lula no li dones
l'avantatge selectiu, la cél-lula li és igual fabricar un factor de la coagulacié normal
gue un factor que estigui alterat o no fabricar-ne, de cara a la seva supervivencia
0 a la capacitat de proliferar, no li presenta cap avantatge. Per tant només van

funcionar bé les malalties en les que la modificaci6 genética que tu fas
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proporciona un avantatge selectiu a la cel-lula. Aixd és molt important, perque

explica el perqué en aguesta malaltia ha funcionat i en unes altres no.

-Sabent els efectes secundaris que pot provocar el fet d’utilitzar virus, per
gue és el metode més utilitzat? No seria més prudent desenvolupar un
meétode no viral o utilitzar uns altres tipus de virus?

Aquestes leucémies van apareixer en un dels assaigs del SCID, en la variant de la
deficiencia de la cadena gamma. El perqué van aparéixer en aquesta variant del
SCID i en les altres no, encara no se sap, perque era un virus molt similar el que
s'utilitzava, pero el que si que és veritat és que en el cas de la deficiencia gamma
el virus s'integra en el genoma de la cel-lula. En un principi es pensava que
aguestes integracions es farien a l'atzar, és a dir, que potser nomeés un dels gens
es col-locaria al costat d'un oncogen. Qué passaria si posessis un gen del virus al
costat d'un oncogen? Podria ser que el promotor del virus fos molt potent i pogués
activar I'oncogen del costat. Aix0 era un risc que tedricament tothom sabia que
existia, pero es pensava que seria un risc molt baix, perqué d’oncdgens no n'hi ha
molts i el genoma és molt gran. Pero la veritat es que d'aquests nens amb els que
es van fer els assaigs, diria que eren setze en total, va haver sis que van
desenvolupar leucémia, com un 30%. En canvi en el ADA, no va haver cap cas.
Perqué en I'ADA no, i en la deficiencia de la cadena gamma si, no se sap. Pero
aixo realment té a veure amb el patré d'integracions que té el virus amb una
malaltia o0 amb una altre, ja que el tipus de promotor del virus no és exactament el
mateix en una malaltia o en una altre. També podria ser degut a les diferencies
gue hi ha entre els gens, és a dir, per cada malaltia hi ha un gen diferent a canviar,
potser les homologies de la seqguéncia d'un gen i l'altre, faci que un sigui més
propens a integrar-se en un lloc o en un altre. La questié és que en I'ADA no hi ha
hagut cap leucemia, i de fet I'ADA, és un dels grans éxits de la terapia génica. |

ara, crec que a partir de I'any que bé estara comercialitzat aquest tractament.

-Pel que hem pogut veure, fins a ara la primera linia de tractament per a
aquests nens és el trasplantament de medul-la ossia i després se'ls ofereix
la terapia génica. Una altre especialista ens va explicar que potser en un
futur la terapia génica acabava sent la primera linia de tractament.

Efectivament. El trasplantament de medul-la és més o menys aconsellable,
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depenent de que tu trobis un donant que sigui més o menys compatible. Tu no
pots trasplantar qualsevol medul:-la a qualsevol persona, ha dhaver una certa
compatibilitat. La compatibilitat ideal és la d'un germa que hagi rebut exactament
els mateixos haplotips que tu, aquest seria el donant ideal i no hi hauria moltes
complicacions perqué serieu molt compatibles. Quan no és aixi, llavors has de
buscar un donant que es diu no emparentat: en el mén hi ha una base de dades,
un registre de donants, i busques el que sigui més compatible. A vegades el
trobes i altres vegades trobes un que s'assembla molt perd no és exactament
igual. Si trobes un bon donant, que s'assembla molt, el risc del trasplantament de
medul-la és molt baix, és un procediment bastant segur. Pero si €s un donant més
diferent, el risc de complicacions és molt alt, llavors és una cosa molt poc
assumible. En un trasplantament no emparentat tu tens el 50, 60 o 70% de
probabilitats que funcioni, perd0 si no funciona et mors per les diferents
complicacions que hi ha associades. Llavors cal pensar, és assumible aquest risc
0 €s massa arriscat? En aquest cas €s quan la terapia genica passa a ser la
primera eleccio. Si tens un bon donant germa, normalment el trasplantament es
I'ideal, si no tens un bon donant llavors és cada vegada meés aconsellable fer

terapia génica ja que se sap que funciona.

-També hem vist que hi ha un altre tipus de tractament, que es basa en
injectar I'enzim ADA amb un combinat de soluci6 PEG. Dels tres
tractaments, quin seria el més efica¢c?

El tractament amb PEG també és eficac, el problema que té és que és molt car,
cada any per pacient, ens en podem anar a desenes de milers d'euros. Pel
sistema sanitari €s massa car, i si arriba al mercat un altre tipus de tractament
millor, apostara pel nou. L'altre inconvenient és que I'has de prendre de per vida,
no el pots deixar mai. En canvi la terapia génica amb una sola vegada ja et cura, i
encara gue aquesta Unica vegada sigui cara la persona no haura de rebre més el
tractament amb ADA que dura tota la vida. Perd una cosa i l'altre no sén
incompatibles, és a dir, aguests nens fins que no es tracten amb terapia genica
estan rebent tractament amb ADA, per aixd no necessiten esta en bombolles de
plastic. En el passat perqué si qgue ho necessitaven? Perqué no hi havia aquest
tractament amb PEG i eren susceptibles d’agafar infeccions, ara com que

s'injecten I'ADA no és necessaria aquesta proteccid perquée el seu sistema
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immune va fent. Aquest tractament es doéna des del diagnostic fins al
trasplantament o la terapia génica.

-Per al tractament del SCID, quin tipus de virus s'utilitza?

S'utilitzen retrovirus, gammaretrovirus o bé lentivirus.

-l els Selvin Activator Virus?

Si, so6n aquests els que es fan servir. Els que provocaven leucémies no eren
aquest tipus de virus, si no que eren retrovirus normals, la primera generacio de
retrovirus tenia un promotor molt potent que podia activar el gen del costat. En
canvi, els Selvin Activator Virus no poden activar el gen del costat, pero els hi has

de posar un promotor diferent.

-Es preveuen efectes secundaris a llarg termini en aquests pacients?

Aquesta és la pregunta del milié. No ho sap ningu perqué, qui sap el que passara
d'aqui deu anys? Ara de moment en medicina, quan creus que una cosa ha de
funcionar ho proves i fins que no ha passat molt temps no saps realment si pot
passar alguna cosa més endavant o no. Ara et posaré un exemple: se sap que la
guimioterapia per curar el cancer provoca cancer també, és un veri que provoca
mutacions que poden arribar a provocar cancers secundaris que apareixen al cap
de 20 anys. Pero deixaras de donar la quimioterapia perque potser d'aqui 20 anys
et provocara un altre cancer? No ho faras, i amb terapia génica passa el mateix:
tu has de tractar el pacient i si apareixen complicacions ja es veura, pero ara és
impossible preveure si hi haura complicacions al cap de 20 anys. Potser si que
n'hi haura, de fet 'ADA és una malaltia que no només afecta els limfocits si no que
afecta a més llocs, el deficit d'aquest enzim el tenen totes les cel-lules del teu cos i
tu no estas corregint el defecte en altres llocs que no siguin el sistema
hematopoetic, no corregeixes ni el sistema nervios, ni les céel-lules del cor ni les
del fetge. De moment no se sap que pot passar quan tinguis 40 anys pergue fins
ara no hi ha hagut cap pacient amb déeficit d'ADA que hagi viscut 40 anys, és ara
gue es comencen a tractar amb terapies que son eficaces com la solucio PEG, els
trasplantaments o la terapia genica. | ara els pacients amb més edat que hi ha
deuen tenir uns 20 anys, €s a dir, que encara no es pot saber i s'ha d'anar veient

com evolucionen aquests pacients.
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-Després de modificar genéticament unes cel-lules de llevat hem pogut
comprovar la dificultat del procés. Les cél-lules de llevat s’han de preparar
perqué puguin acceptar el nou ADN. En el cas de la terapia genica, els
pacients del SCID també cal preparar-los d’alguna manera?

No, en aquesta malaltia no és necessari, nomeés se'ls hi ha d'extreure les cél-lules.
Si es fes un trasplantament normal del moll de l'os si que s'hauria de fer un
tractament preparatiu perqué cal matar les cél-lules que tu ja tens per fer lloc a les
que tu modifiques. Pero en el cas de I'ADA o la gamma no cal, perque ja tenen
espai suficient i accepten facilment qualsevol cél-lula que hi posis sense
necessitat de fer-hi cap tractament. Per tant s'extreuen directament les cel-lules i
es modifiquen, procediment que es diu ex vivo, fora de la persona i una vegada
modificades es tornen a injectar per via intravenosa. Aquestes ceél-lules tornen a

anar al moll de l'os i alla ja fan la seva funcié.

-Quin factor determina que una malaltia es pugui tractar amb Terapia Genica
i altre no? Pel que hem vist, les malalties monogéniques sén les uniques
que es poden tractar.

L'ambit d'aplicacié de la terapia genica no és gaire ample, de moment només son
tractables les malalties genetiques hereditaries que sén monogéeniques, és a dir,
gue hi ha un sol gen afectat, i el cancer sobretot és el segon ambit d'aplicacio.
Pero en tots els altres tipus de malalties no seria aplicable, com en la hipertensié
o la diabetis, seria molt dificil. En les monogeniques si, pero sén molt poques
malalties les que pots corregir. Per exemple, imagina't que hi ha una malaltia on hi
ha un gen que durant el desenvolupament embrionari provoca que tinguis un
sistema nervios alterat, aqui ja has arribat tard amb la terapia genica perque ja no
pots corregir el desenvolupament, ja s'ha produit. En el moment de néixer ja s'ha
fet 'embriogenesi, ja s'han format els organs i ja no hi pots fer res. El que vull dir,
€s que de limitacions n'hi ha moltes, i hi ha malalties on la terapia géenica no hi pot

fer res.

-l en el cas d'una malaltia que sigui provocada per més d'un gen defectuds?
Aqui també es molt dificil perqué, quin gen tractes? En aquestes malalties
poligéniques, com l'obesitat o la diabetis és més complicat, i a més en cada

pacient no seran els mateixos gens els que es veuran afectats. En aquests
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moments no es contempla que es pugui fer res amb terapia geéenica per les

malalties poligéniques, potser d'aqui 20 anys si, pero de moment no.

-Després d'investigar una mica sobre la malaltia hem vist que hi ha cinc
tipus diferents del SCID. Totes les variants es podrien tractar amb terapia
genica o només el déficit d'ADA i el déficit de la cadena gamma?

Els altres tipus s'estan investigant en diferents estudis, pero els que han arribat als
pacients a la clinica sén els dos que has mencionat. Perd n'hi ha d'altres que
potser no s6n immunodeficiéncies tan severes, que estan en diferents fases, o bé
en preclinic o bé en recerca basica, és a dir, només a nivell cel-lular per veure si
es corregeix el defecte, que es el que s'ha de fer sempre préeviament. Abans
d'anar a clinica s'ha de veure si el gen realment corregeix el defecte cel-lular i que
en models animals no hi hagi complicacions, i un cop ho tens tot, et deixen fer

l'assaig en humans, i en tot aquest procés passa molt temps.

-La malaltia del SCID ve provocada per un defecte genetic hereditari, pero és
possible que pugui ser causat per una mutacié?

En la immensa majoria de casos €s una malaltia recessiva, aixo vol dir que el nen
gue pateix la malaltia ha heretat una copia defectuosa del gen del pare i una altre
de la mare, que ells dos estan sans perque ells tenen l'altre copia sana del gen,
pero les dues copies defectuoses de cada un d'ells ha anat a parar al seu fill. Aixo
passa nomeés un 90% de les vegades. També potser que el fill hereti per exemple,
una copia defectuosa d'un dels dos progenitors i una copia normal de l'altre
(heterozigot), perd que hi hagi una mutacio de novo, vol dir que apareix en un
moment del desenvolupament embrionari, i llavors aquest nen ja esta malalt.
Després és quan estudies els pares i veus que un dels dos és portador i l'altre no,
per tan és degut a una mutacié de novo (rebuda de nou). Pero que t'aparegui la
mutacio a l'edat adulta no, perqué tu ja tindras bilions de cél-lules, encara que
t'afectés una només seria una cel-lula, i aixd segurament passa continuament.
Aquest defecte genetic ja no et faria res a tu, perque la cél-lules es moriria i

igualment tu seguiries tenint milions de cel-lules que et funcionarien bé.
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-Creu que la terapia génica s'hauria de limitar a uns casos molt concrets
perqué en un futur no se'n faci un Us indegut?

Com a us indegut suposo que ens referim al fet de voler ser més intel-ligents o
tenir unes qualitats especifiques. Si realment s'arriba al punt en qué aixo és
factible, que puguis fer més intel-ligents i més guapes a les persones, voldra dir
que la terapia génica haura sigut un exit i per tant s'hauran pogut curar moltes
malalties. Aix0 ja sera com la cirurgia estetica per dir-ho d’alguna manera, ja que
tu tens la cirurgia «normal» i la cirurgia estética per si vols ser més guapo. Si
arriba a aquest punt ja no ho podrem parar, sera inevitable, hi haura gent que ho
fara i no hi haura cap llei internacional que ho pugui prohibir. Cada pais té la seva
legislacio, en les investigacions amb cél-lules embrionaries hi ha paisos que estan
d’acord, d’altres que no; per tant amb la terapia genica sera impossible de firmar
un acord internacional consensuat per tot el mén. Si no ens posem d’acord amb el
canvi climatic i sabem que estem canviant el clima, com creus que ens hauriem
de posar d’acord amb un tractament tan revolucionari? Aquesta és la meva opinio
es clar. Tot i aixi, si arriba, sera una cosa imparable, igual que la clonacié humana:
el dia que es pugui clonar un huma que aixo arribara en un futur no molt llunya
perque ja s'han clonat totes les espécies. El problema son les desigualtats que hi
ha en el mon, hi ha paisos molt pobres, i dintre de cada pais hi ha gent molt
pobre. Aquesta gent no podra accedir mai a terapies d’aquestes, la terapia génica
sera una cosa exclusivament pels rics i els paisos rics, no sera un medicament
com l'aspirina que tothom la pot comprar al mercat. De fet, el primer tractament de
terapia génica que s’ha provat a Europa es diu Glybera que serveix per tractar un
deficit genetic, i val un mili6 quatre cents mil euros per persona. Qui pot pagar

aixo? No s’ho pot pagar ningu.

-Els pacients tractats fins a dia d’avui, han hagut de pagar aquests preus tan
elevats o els hi ha subvencionat I’estat?

Jo diria que aqui a Espanya ningu ha hagut de pagar aquesta quantitat de diners.
Es impossible de pagar, el problema d’aquestes terapies és que soén molt cares.
De fet, ara per I'ADA ha sortit un tractament comercialitzat, una industria
farmacéutica que es diu Glaxo Smith Kline (GSK) a partir de I'any que bé
comercialitza un tractament per '’ADA. El mateix tractament que es feia als

hospitals i als grups que treballen amb aix0, ara ho fara Glaxo. | com funcionara
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aquest tractament? Doncs ara imagina’t que aqui a la Vall d’Hebron diagnostiquen
un nen amb déficit d’ADA: aquest nen el tindran aqui ingressat, li trauran cel-lules
del moll de l'os, les enviaran algun lloc d’Europa on Glaxo duu a terme aquests
tractaments, alla es fara la modificacié6 amb els retrovirus i les cél-lules tornaran a
viatjar fins aqui i li injectaran al nen. | aix0 potser valdra un milié d’euros, encara
no és segur perqué no sortira fins 'any que bé. Perd aquest és el model de
comercialitzacié que té aquest tipus de terapia génica ex vivo i esta a punt de
sortir.

En el cas de 'ADA com que hi ha molt pocs pacients, potser a Espanya hi ha un
cas a I'any o dos, doncs potser si que es subvenciona. Pero si fos com I'hepatitis ¢
gue hi ha moltes persones afectades no seria accessible per tothom perqué no hi
ha prous diners. Quan son malalties molt rares i hi ha un tractament que funciona
molt bé, potser acaba sortint més a compte pagar un milié d’euros en un unic
tractament, que no pas haver de pagar per tota la vida la solucié recombinant
d’ADA. Hi ha molts medicaments cronics d’aquests que valen 200, 300 o 400 mil
euros a l'any, i si pots curar aquestes malalties de per vida al preu d’'un milié

d’euros, al cap de quatre anys ja els has amortitzat.

-Pero les industries farmaceutiques no preferirien apostar per un tractament
cronic que no pas per un tractament un cop a la vida?

Les industries farmacéutiques han estat vetant la terapia genica durant molts
anys, pero quan han vist que la terapia genica ha funcionat molt bé, ja no ho
poden parar ja que aix0 sera un exit si o si. Llavors no els hi queda més remei
gue apostar-hi, ja que no hi poden competir. Pero de moment hi ha moltes
companyies que s’estan resistint perqué els hi surt molt més a compte vendre
medicaments durant tota la vida. El mateix passa amb la vacuna de la SIDA, a les
industries farmacéutiques els hi va millor donar retrovirals tota la vida, i si poden

frenar la vacuna ho faran, pero el dia que algu la inventi no ho podran aturar més.
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5.4. Conclusions
A partir d'aquestes entrevistes als especialistes, hem pogut extreure molta
informacié important que ens ha ajudat a desenvolupar unes conclusions finals

més encertades i completes que mencionarem més endavant.

En primer lloc, ens han confirmat varies hipotesis que teniem abans de fer
les entrevistes, aixi com, ens han resolt dubtes i ens han donat punts de vista més
diferents dels que ens pensavem. D'aquesta manera hem pogut coneixer una
mica millor aquest mon de la biomedicina i veure'l des de diferents punts de vista.
Cal dir també, que no totes les preguntes han estat respostes de forma aclaridora,
alguns d'ells han comencat explicacions que han divagat una mica sobre la
pregunta en questi6. Tot i aixi, gracies a aquest fet, ens han aportat uns
coneixements que no esperavem obtenir i ens han donat una lleugera visié sobre

aquest futur no gaire llunya que ens esta per arribar.

Ha estat un honor i una experiéncia molt gratificant poder parlar amb
aquests cientifics reconeguts internacionalment en el camp de la biomedicina, no
nomeés pels seus treballs sinG també pels articles publicats i els premis dels quals

han estat guardonats.
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6. CONCLUSIONS

Després de realitzar tot el treball i parlar amb els especialistes, hem pogut

comprovar la nostra hipotesi inicial: com que la deficiéncia de I'’enzim adenosina-

desaminasa que provoca el SCID és una malaltia monogénica es pot tractar amb

terapia génica. Perd també hem pogut veure que no és només per aquest motiu,

siné que hi ha més d’un factor que fa que la terapia génica sigui un tractament

viable per a aquesta malaltia.

A continuacié us presentem les diferents conclusions a les quals hem

arribat, que recullen totes les idees principals del treball:

En primer lloc, cal tenir clar que la primera linia de tractament per als nens
gue pateixen aquesta malaltia no és la terapia génica, sind que és el
trasplantament de medul-la 0Ossia. Tot i aixi, aguesta opcid6 nomeés és
possible si es té un donant histocompatible. Els millors casos es donen
guan hi ha un germa que tingui un genotip semblant. Pero hi ha casos en
gue aix0 no és possible, i llavors cal buscar un donant no emparentat. La
compatibilitat amb aquest tipus de donant pero, ha de ser alta, ja que hi ha
un 25% de mor associada si el trasplantament no surt bé.

També hi ha un altre tipus de tractament, que és la solucié6 PEG combinada
amb I'enzim ADA, que és la que se€’ls hi proporciona aquests nens fins que
no se’ls hi fa un trasplantament o terapia genica. Aquesta solucio és la que
els hi permet viure fora d’'una bombolla de plastic. Antigament com que no
es coneixia aquest tractament, els pacients havien d'estar aillats en
bombolles de plastic. La solucido PEG pero, és extremadament cara i €s un

medicament cronic.

Abans de que la terapia genica fos un exit per al SCID, van haver tot un
seguit de limitacions que van aturar els assaigs. Inicialment, en un dels
assaigs clinics del SCID van apareixer leucémies, en la variant de la
deficiencia de la cadena gamma. Aix0 va ser degut a que es van utilitzar un
tipus de virus que eren integratius, és dir, que el material genetic
s’integrava dins el genoma de la cél-lula hoste; i aquests virus que es
pensava que s’integraven aleatdriament, es col-locaven a prop d’oncogens.

Els oncogens sén gens que normalment es troben silenciats, perdo que si
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s’activen indueixen la formaci6 d’'un tumor. Si el gen introduit pel virus tenia
un promotor molt potent, podia arribar a activar aquests oncogens. Tot i
aixi, aixo només va passar en un tipus de SCID, i no en el que hem estat
tractant en aquest treball. Per evitar futures leucemies, es van millorar els
virus utilitzats que eren retrovirus, gammaretrovirus o lentivirus, i es van
crear els Selvin Activator Virus. Des d’aquesta nova generacié de virus que

no es van produir nous casos de leucemia.

Una de les coses que ens preguntavem a l'inici de fer el treball era
I'eficiencia del procediment ex vivo i in vivo. Ara doncs, podem dir que el
tractament ex vivo pot tenir la mateixa eficiéncia, perd és molt més segur.
Al tractar les cel-lules en un laboratori, pots eliminar els virus sobrants, i
només introduir aquelles cel-lules que tu vols. En canvi, in vivo, no es pot
controlar on actua el virus ni si nomeés infectara les cél-lules diana, sempre
hi ha més risc. A més, amb el procediment in vivo es pot produir un efecte
vacuna, que el teu cos reconegui aquell virus i ja tingui anticossos

preparats per defensar I'organisme.

Si sumem a aquests problemes el fet que la terapia génica és una
tecnologia revolucionaria i molt perillosa si se’'n fa un Us indegut, trobem
gue hi ha moltes limitacions legislatives. Tal i com ens va explicar Miguel
Chillon, els comités d’ética només aproven aquell projectes que compleixen
els multiples requisits necessaris, i al cap de molt temps. La possibilitat que
la terapia genica pugui derivar en la modificacié personalitzada del genoma
en benefici de 'home, genera un cert temor entre la comunitat cientifica.
Els comités d’ética estan posant molt de pes per evitar que passi com amb
la radioactivitat, que al poc de ser descoberta es va crear la bomba
atomica. En un futur aquesta tecnologia sera molt més barata que ara, i
sera molt senzill accedir als mitjans necessaris per manipular els gens
humans. Després de fer les entrevistes, hem vist que el problema no esta
en que tu canviis el color dels ulls o del cabell, el problema apareix quan es
comenga a jugar amb el nombre o l'ordre dels gens, o quan es vulguin

potenciar certes qualitats, com la musculatura o la intel-ligéncia.

85



Terapia Genica: Trenquem la bombolla | 2015

Actualment, el Comité Olimpic Internacional esta darrere d’'una practica
molt relacionada amb aquest tema. Es creu que hi ha persones que son
capaces de modificar geneticament la massa muscular dels esportistes
d’elit, per tal d’augmentar-la. Aquest experiment és indetectable, ja que
amb el temps, aquelles cel-lules que tu has modificat sén substituides per
altres ( s'utilitzen virus no integratius), i per tant no queda rastre de cap
manipulacié genética. | aquesta tecnologia no seria gaire cara, costaria al
voltant d’'uns 500€, és a dir, que seria accessible per la majoria
d’esportistes d’elit. Encara que el dopatge genétic no s’hagi detectat, és

una realitat present.

Tornant a la part clinica, un dels motius pels quals ’ADA-SCID va ser un
exit i altres malalties monogéniques no, és gracies a I'avantatge selectiu
que se’ls hi proporciona a les cél-lules. Tal i com ens ha explicat Jordi
Barquinero, aquest avantatge implica que les cél-lules de la medul-la
proliferin més i acabin apartant i fent minoritaries les cel-lules defectuoses.
La deficiencia de I'enzim adenosina-desaminasa provoca que s’acumulin
metabolits toxics per a la cél-lula en el seu interior. La correcta funcionalitat
d’aquest enzim provoca que no s’acumulin aquests metabolits, i que per
tant les cel-lules sobrevisquin.

El fet de ser monogénica és clau es clar, tots els especialistes estan
d’acord en que en les malalties poligéniques, la terapia génica de moment
és inviable. Pero no tots coincideixen en els motius. El Dr. Chillon afirma
gque tot és una questi6 economica, no es tracta de limitacions
tecnologiques, cosa que creuen el Dr. Barquinero i la Dra. Fillat. El fet de
ser poligéniques, vol dir que afecten més d’un gen, i per tant s’han de
plantejar altres abordatges. En el cas del cancer per exemple, s'intenta
induir la mort de la cel-lula. Pero en malalties com la obesitat o la diabetis,
en que cada persona pot tenir diferents gens alterats, ja €s més complicat, i
de moment no s’han trobat solucions. Per tant, realment s6n molt poques

les malalties que puguin ser tractades amb terapia génica.

També hem vist que si la terapia génica no avanca tan rapid com ens

pensavem, és pel fet que la majoria d’assaigs clinics son molt llargs. Abans
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gue un medicament es comercialitzi, hi ha tot un seguit de fases
precliniques que cal realitzar. Primer es prova el producte a nivell cel-lular
als laboratoris, després en animals, i si fins aqui tot ha anat bé després ja
es passa a provar en humans, primer a grups reduits i després a grups
més grans, i finalment la comercialitzaci6. Cada fase implica uns dos, tres o
guatre anys, independentment dels permisos legislatius, que poden arribar
a trigar un any en donar-te’ls. Aixd provoca que abans de comercialitzar el
producte et puguis estar perfectament 10 o 15 anys. Aix0 és degut a que es
necessita un cert temps per veure la funcionalitat del virus abans de ser
comercialitzat.

Cal apreciar que aquests tractaments sén carissims. Com que la majoria
de vegades son malalties inusuals, I'Estat subvenciona el tractament, que
pot costar milions d’euros. Pero realment, si es compara amb el fet d’estar
pagant un tractament cronic que en valgui milers, a la llarga acabes
amortitzant el mili6 d’euros. De fet, Glybera és el primer tractament de
terapia génica comercialitzat a Europa, que costa un milio quatre cents mil
euros, pero el tractament cronic costa quatre cents mil euros 'any, per tant

en quatre o cinc anys ja has amortitzat el tractament.

El problema també estar en saber si la terapia génica a la llarga acabara
derivant en efectes secundaris no desitjats. Aixo de moment no es pot
saber, ja que els primers pacients de SCID tractats amb terapia genica ara

deuen tenir uns 20 anys.

En relacio a la part practica realitzada al Parc de Recerca Biomédica de
Barcelona, la técnica que vam utilitzar va ser la recombinacié homologa,
pero aquesta només és possible amb cel-lules senzilles com les de llevat i
en un laboratori. En el cas dels humans, encara no s’ha donat cap cas que
aquesta recombinacié hagi estat possible, ja que no es té la tecnologia

necessaria.

Hem volgut comentar aqui també els resultats de les enquestes que hem
inclos a I'apart d’etica dels annexes. Després de realitzar les enquestes,

hem pogut comprovar que el coneixement de la poblacié sobre la terapia
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génica és minim, com a molt n’han sentit a parlar o saben de qué tracta.
Altres tecnologies, com les cél-lules mare, si que sdbn més conegudes
gracies sobretot als mitjians de comunicacié. Tot i aixi, en parlarem

ampliament més endavant, en els annexes.

Finalment, hem pogut coneixer en qué consisteix realment la deficiéncia de
’enzim adenosina-desaminasa, veure’n els diferents tractaments, i especialitzar-
nos en la terapia génica. A més hem pogut veure com es tractaria aquesta
malaltia des d’'un punt de vista preclinic, ja que ens hem endinsat en el mén de la
biomedicina, dels laboratoris, de les técniques utilitzades i de les diferents
complicacions que hi pot haver. Podem dir doncs, que hem complert I'objectiu que
ens haviem proposat i hem corroborat i ampliat la nostra hipotesi inicial. Tot i aixi,
ens queda el dubte del que passara en un futur, és a dir, de I'GUs que es fara de la

terapia génica i de la part economica que comportara.
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ANNEXES
L’ETICA | LA TERAPIA GENICA
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A continuaci6 us presentem I'apartat d’ética d’aquest treball. En aquesta
part parlarem del perque aquesta tecnologia genera tanta controversia i planteja
tants problemes etics.

Algu ha dit, alguna vegada, que la terapia genica sera la quarta revolucio
en medicina, de forma consecutiva a la introducci6 dels primers sistemes sanitaris
pel control de les infeccions, la implantacié de I'anestesia i la introduccio de les

vacunes i els antibiotics.

Com a conjunt de procediments innovadors, la terapia genica planteja en la
seva aplicacié conflictes potencials de diferent ordre: meédic, etic, economic i
social.

La terapia genica inclou un conjunt d’estratégies on la particularitat recau
en I'Us de material genétic, avui en dia més ben conegut que décades enrere,
amb finalitat terapeutica. Podem suposar que algun dia totes o casi totes les
malalties genetiques podran ser combatudes amb aquest metode, i fins i tot poder

preveure-les.

Podriem considerar que el fet étic prioritari (tot i que no és I'uinic) consisteix
en que per primera vegada, en el laboratori, 'home ha estat capac¢ de sortejar les
barreres de la naturalesa. Per primera vegada I'home té a les mans el poder de
canviar genéticament una especie sencera i crear-ne una totalment diferent. Ens
enfrontem a una revolucié en la qual ’'home té la possibilitat de transformar-se a si
mateix i controlar la seva propia evolucié bioldgica. ElI conjunt d’actituds,
conviccions, creences morals, religioses i formes de conducta que regeixen
actualment en la nostra societat, sén insuficients per entendre i acceptar les
consequeéencies que els avancos de la biotecnologia plantegen en el camp de
’'enginyeria genética aplicada a la medicina, el que provoca que sigui

imprescindible un profund debat étic sobre I'is d’aquestes tecnologies.

El progrés en el camp de la biomedicina, i en particular en el de la terapia
genica, ha obert interrogants que generen moltes incerteses en diversos sectors
de la societat, respecte I'abast i el limit d’aquests avangos cientifics. A aquesta
situacio li sumem, que en alguns paisos no existeixin marcs reguladors per a

aquestes activitats, pel que els cientifics han d’autoregular-se d’acord amb les
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seves propies creences i conviccions. L’aplicacié abusiva de les diverses
tecnologies biomédiques és el que genera preocupacions. Per tant, és fonamental
que la societat s’informi sobre tots els aspectes relacionats amb la terapia génica i
a partir d’aixd promoure un debat per contestar les noves preguntes que es

plantegen.

Actualment existeixen més de 250 protocols clinics en curs aprovats per la
RAC-FDA (Recombinant Advisory Committe, Food and Drug Administration) als
Estat Units i prop de 50 a Europa. L’acceptacié de que gens defectuosos o
inactius puguin ser reemplacats per gens funcionals esta modificant els conceptes

terapeutics vigents.

La terapia genica constitueix la forma de manipulacié genética que tracta
de corregir o disminuir els efectes que ocasionen malalties d’origen genétic. Hi ha
pero, nombroses dificultats tecniques que no estan del tot resoltes. No s’ha
demostrat encara l'eficacia clinica i es poden produir danys irreversibles en
'organisme. Per una part, existeix la necessitat de regular aquesta técnica, per

mitja de protocols que han de ser rigorosament analitzats per comités etics.

Per veure I'opinié publica sobre la terapia genica i els riscs que comporta,
hem realitzat unes enquestes a la poblacié. Aquestes enquestes consten de dues
parts: una primera part ens permetra veura el grau de coneixement que té la gent
sobre diferents branques de I’enginyeria genética, i una segona part ens permetra
coneéixer I'opinié i el sentit de I'ética que hi ha entre la poblacié respecte a la

terapia génica.
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MODEL D’ENQUESTA

1. Sexe

|| Dona [ ] Home
2. Educacié

| Primaria | ] Grau

| | Secundaria | ] Cicles
|| Batxillerat || Altres

3. Ocupacio

4. Edat
1 12-16 | ] 36-50
| | 17-25 [ ] +50
| ] 26-35

5. Saps qué és la biotecnologia?
|| si
. 1 No

6. Quins coneixements tens sobre les branques que abasta?

poc molt
Clonacio 112 ]3| 4 5
Terapia Génica 1 2 3 4 5
Projecte Genoma Huma 1 2 3 4 5
Transgenics 1 2 3 4 5
Cel-lules mare 112 ]3| 4 5

La terapia genica és un tractament medic que consisteix en manipular els gens
(ADN) de cel-lules malaltes per corregir un defecte que provoca una malaltia
genetica. Amb I'ajuda de virus (generalment) s’introdueix el gen mitjangant unes

tecniques especifiques.
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7. Creus que és etic modificar els gens dels humans?
L Isi
[ No

|| En alguns casos. Quins?

8. I, esta d’acord amb la modificacié dels gens d’alguns animals o plantes
per millorar-ne les qualitats?

|| Si

. ] No

|| En alguns casos. Quins?

9. Creus que és correctament étic tractar NOMES els malalts molts greus i
sense més alternatives amb terapia genica?

[ ] si

I No

10. Quin creus que és el problema més greu que pot comportar la terapia
genica?

|| Pot provocar un tumor

|| Pot produir un desequilibri en I'organisme

|| En canvi pot afectar a generacions futures

|| Només hi podrien accedir aquells que s’ho poguessin permetre



Terapia Genica: Trenquem la bombolla | 2015

RESULTATS

Sexe

M Home (113)
®Dona (171)

Edat
2,50%

M12-16  (124)
®17-25 (90)
26-35 (6)
436-50 (57)
més 50 (7)

2,10%

Saps que és la biotecnologia?

M Si (164)
® No (116)
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Quins coneixements tens sobre les branques que abasta?

Clonacié Terapia Génica
5 5
4 4
3 y 4 Terani
i i Clonacio 3 Te‘rapla
2 # 2 Genica
1 # 1
0 50 100 0 100 200
Projecte Genoma Huma Transgeénics
5 5
4 4
3 4 Projecte 3
Genoma ® Transgenics
2 Huma 2
0 100 200 0 50 100

Cél-lules mare

=

i Cel-lules
mare

Ik

o

50 100

Creus que és etic modificar els gens dels humans?

MSi (118)

ENo (71)
i Altres (77)
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I, estas d'acord amb la modificacio dels gens d'alguns
animals o plantes per millorar-ne les qualitats?

u Si (163)
®No (93)
4 Altres (22)

Creus que és correctament étic tractar NOMES els malalts
molt greus i sense més alternatives amb terapia génica?

MSi (150)
ENo (130)

Quin creus que és el problema étic més greu que pot
comportar la terapia genica?

140

120
100

80

60
40
20 -

Tumor Desequilibri Descendéncia Economics
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CONCLUSIONS

Després de realitzar les enquestes i observar els grafics obtinguts hem

pogut arribar a les seguients conclusions.

Més de la meitat de la poblacié sap o ha sentit a parlar de la biotecnologia,
concretament un 58%. Tot i aixi, podem observar que els enquestats de 12 a 16
anys la majoria no sap qué és. Creiem que es deu a I'escassa informacié sobre el
tema, ja que els primers coneixements es donen a partir de 4t d’ESO. En els joves
(17-25) hem vist que una mica més de la meitat si que sap qué és o n’ha sentit a
parlar, depenen dels estudis que estiguin cursant. Finalment els adults (+36), la
majoria, ha donat una resposta afirmativa, que creiem que pot ser deguda al fet
que pels mitjans de comunicacié se’'n sent molt a parlar, i en els darrers anys

aguest camp ha patit un gran desenvolupament.

Sobre la pregunta del grau de coneixement sobre les diferents branques de
I'enginyeria genética hem pogut establir un ordre: encapcalant la llista trobem la
clonacio, seguidament les cél-lules mare, en tercer lloc els transgenics, i en quart i
cinque lloc amb resultats molt similars, primer el projecte genoma huma i
finalment la terapia génica. La clonacio €s un concepte molt ampli i conegut per la
majoria de publics, ja que es coneix des de fa molt temps, i per tant és meés facil
gue la gent en tingui coneixement (s’estudia a partir dels 12 anys). Les cél-lules
mare ocupen el segon lloc ja que és un tractament molt innovador i que se n’ha
sentit molt parlar els darrers anys en els mitjans de comunicacié. Els transgénics
€s un tema molt proper al nostre dia a dia, per aix0 la poblacié6 en té un
coneixement més ampli. A més, en els ultims anys hi ha hagut molta controversia
al voltant d’aquest tema. Per ultim, el projecte genoma huma i la terapia génica
tanquen la llista, ja que un 50% de la poblacié no n’ha sentit mai a parlar. Aixo és
degut a que son temes molt recents i molt especifics de I'ambit cientific. Molt pocs

dels enquestats tenen un nivell mitja o alt de coneixements sobre la terapia genica.

Entrant ja en la part ética hem pogut veure que la poblaci6 és més
permissiva amb els animals i els vegetals que amb els humans. Menys de la
meitat de la poblacié (44,5%), esta a favor de la manipulacié genética en humans,
mentre que un 60% si que esta d’acord amb la modificacié de vegetals i animals.

Aix0 ens fa pensar que a la poblacié li afecta més el fet que la salut humana es
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vegi involucrada, i no déna tanta importancia als altres organismes. Si ens fixem
en els enquestats que creuen que només s’haurien de manipular genéticament els
organismes en alguns casos, podem veure que només un 8% han tingut en
compte aquesta opcid en plantes i animals, mentre que en humans un 30% dels
enquestat creu que la terapia génica només s’hauria d’aplicar a malalties molt

greus.

Una mica més de la meitat dels participants en I'enquesta creuen que és
correcte tractar només els malalts molt greus. Per una part pensem que aquest
resultat és degut a que les persones creuen que si hi hagués complicacions amb
aguests pacients aplicant aquest tractament tan nou no hi perdrien res perquée
seria de les Ultimes oportunitats mediques que podrien tenir. Els que han estat en
contra pensem que és pel fet que creuen que tots els malalts s’haurien de poder

tractar, i no només aquells que estan molt greus.

Finalment, hem pogut observar un fet molt curiés respecte I'tltima pregunta.
Els enquestat que tenen entre 12 i 16 anys creuen que el problema més greu que
pot comportar la terapia genica és que et pugui provocar un tumor O un
desequilibri en I'organisme. Mentre que la majoria dels adults que han respos les
enquestes creuen que el major dels problemes seria que no hi podria accedir
tothom. Aix0 ens fa pensar en que els joves tenen més en compte la propia salut,
mentre que els adults es fixen més en la part economica, és a dir, si ells podrien

accedir a aquest tractament.

En resum, aquestes enquestes ens han ajudat a veure per una part quin
coneixement té la poblacié sobre aquestes tecnologies tant revolucionaries, com
també el temor de la gent davant de la manipulacié genética, ja que hi ha hagut

un terc de la poblacié que només es mostra d’acord en cas de malalties greus.
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El que us mostrem a continuacio, és un petit resum de la resta de branques
que abasta l'enginyeria genética i que hem mencionat anteriorment en les
enquestes. També hem adjuntat un breu resum sobre una ciéncia anterior a la

genética anomenada eugeneésia.

Clonacio

Entenem clonar com a obtenir un organisme
completament nou que és una copia de loriginal. La
clonacié més coneguda i important en el mon cientific va
ser la de l'ovella Dolly, el 23 de febrer de 1997, ja que va
ser el primer mamifer clonat. Era una ovella de sis mesos

que va ser clonada a partir d’'una cél-lula del teixit de la

mamella d’'una altre ovella. Aixd va despertar moltes

reaccions i opinions a la gent. Ovella Dolly

La clonacié molecular és un conjunt de métodes experimentals en biologia
molecular que s’utilitzen per unir molécula d’ADN recombinant, i per dirigir la seva
replicacio dins d’organismes hostes. S’anomena clonacio, ja que a partir de 'ADN
d’'una sola cél-lula, per mitja de la duplicacio, s’obté una gran poblacié de cél-lules
geneticament idéntiques. Per exemple, quan es vol obtenir una proteina a gran
escala, es selecciona el gen d’interés i es replica varies vegades fins a tenir un
conjunt de cél-lules que l'incorporin i sintetitzin aquesta proteina. Es distingeixen
fases:

e Obtenir el fragment d’ADN que conté el gen que es vol clonar.
e Inserir aquest gen a una altre molécula d’ADN que servira de vector.
e Introduir el vector de clonacié amb el gen que ens interessa en una cel-lula

d’un altre organisme, aquesta cél-lula sol ser una cél-lula bacteriana per la

seva rapidesa i simplicitat en la duplicacio.
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e Multiplicar dita cél-lula per obtindré moltes copies del gen.

Els organismes que es reprodueixen asexualment practiquen aquest
procés de clonaci6. Com per exemple, en el cas dels bacteris. El principal
problema en clonacié animal a partir de les cél-lules és reprogramar el seu
material genétic, és a dir, desdiferenciar-les, fer-les embrionaries. Aix0 és
necessari, ja que es necessiten cél-lules diploides per tant no es pot usar el nucli
de I'6vul (haploide). Els cientifics trasplanten a un ovul anucleat, el nucli de la
cel-lula adulta a clonar. Hi ha dos tipus de clonaci6:

e Clonacio terapeutica: Es dur a terme per crear cel-lules mare embrionaries

gue seran utilitzades per tractaments medics

e Clonacio reproductiva: Es dur a terme amb la intencio de crear un nou

organisme. Fins al moment, s’ha utilitzat amb finalitats de recerca.

Cél-lules mare

En el cos huma tenim uns tipus diferents de cel-lules que constitueixen el
nostre organisme. Aquestes s’organitzen en complexos que realitzen les funcions
vitals dels éssers vius. Les cel-lules mare en sén un tipus, perd0 no estan
especialitzades, i per tant tenen la increible capacitat de formar tots els altres tipus
de cel-lules. Les cél-lules mare, al ser una especie de sistema de reparacio per al
cosa, poden dividir-se potencialment sense limit per substituir cél-lules danyades.
Per dir-ho d’una altre forma, son proveidores de tots els altres tipus de ceél-lules, i
aquestes poden fer més copies de si mateixes. Per tant, quan les cel-lules mare
es divideixen, poden seguir sent cel-lules mare o especialitzar-se en un altre tipus

de cél-lula, com una cel-lula muscular o un globul vermell.

Segons l'origen existeixen dos tipus principals de cél-lules mare: les

cel-lules mare embrionaries i les cél-lules mare adultes.

Les cel-lules mare embrionaries només existeixen en les primeres fases del

desenvolupament embrionari i sén capaces de produir qualsevol tipus de cél-lula
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del cos. Els cientifics estan comencant a comprendre com fer que aquestes
cel-lules es converteixin en qualsevol dels més de 200 tipus de cel-lules del cos

huma.

Les cel-lules mare adultes sén aquelles que no estan diferenciades, que
tenen la capacitat de clonar-se i crear copies de si mateixes per regenerar organs

i teixits.

En funcié de la capacitat de diferenciar-se en més o menys teixits, es

distingeixen tres tipus de cel-lules mare:

e Totipotents: Poden generar un nou individu completament organitzat i

estructurat.

e Pluripotents: Poden generar tots els tipus d’individus d’'un organisme pero

no un nou individu.

e Multipotents: Només poden generar uns determinats tipus de ceél-lules.

A l'actualitat, existeixen pocs tractaments amb trasplantaments de cél-lules
mare que siguin segurs i eficacos. ElI millor exemple és el trasplantament de
medul-la ossia. Tot i aixi I'estudi d’aquestes cél-lules pot ajudar a explicar com es
produeixen alguns quadres seriosos com en el cas dels defectes congeénits i el
cancer. Algun dia les cel-lules mare podran utilitzar-se per generar tractaments
per la cura de moltes malalties, incloent la malaltia de Parkinson, la malaltia de
I’Alzheimer, els traumatismes en la medul-la espinal, les malalties cardiaques,

Iartritis i la diabetis.

Transgeénics

Soén productes d’origen animal o vegetal obtinguts a partir d’individus en els
quals la seva informacié genética ha sigut manipulada per 'home amb el fi de

millorar-ne les propietats. S’anomenen organismes genéticament modificats



Terapia Genica: Trenquem la bombolla | 2015

(OGM). Per exemple, existeixen alguns cereals que son resistents a les plagues i

les sequeres, fruits que triguen més en madurar o en podrir-se, etc.

Els transgénics s’obtenen introduint un gen d’'una espécie al genoma d’una
altre amb la finalitat que el gen introduit s’expressi en un organisme on abans no
ho feia. De fet, a vegades també és necessari introduir un promotor que en reguli

I'expressio.

Els que defensen els transgénics, ho argumenten amb I'augment de la
productivitat (que acabaria amb la fam del tercer mén), una agricultura més

ecologica, la produccié de vacunes o d’aliments més rics en vitamines.

Per l'altre banda, els que estan en contra d’aquesta técnica argumenten
que els transgénics sén un risc per la salut humana, el medi ambient i I'agricultura,
pel fet que acumulen insecticides, perden els seus nutrients o poden provocar una

perdua de la biodiversitat.

L’arrds daurat €s un clar exemple d’arros transgénic. Es va crear 'any 2000
per pal-liar el déficit de vitamina A en les persones que s’alimenten
fonamentalment d’arrds. Incorpora tres transgens que provoquen que cada gra
sintetitzi aquesta vitamina. Es necessiten nomeés 40 grams per pal-liar el deficit de

vitamina A. Uns altres exemples d’aliments transgeénics soén:

e El blat de moro transgenic, ja que és resistent a insecticides i insectes.

e Els tomaquets transgénics, maduren d’'una manera més lenta, la seva pell

€s més gruixuda i té resisténcia a les plagues.

e Algunes patates transgeniques que sén immunes contra els escarabats.

e El café Trueba, té millor sabor i menys cafeina.

e Algun tipus de blat que produeix farina de millor qualitat.

Projecte Genoma Huma
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El projecte genoma huma és el major projecte d’investigacié biomeédica de
la historia. A partir de 1985, un gran nombre d’investigadors van concebre la
possibilitat d’investigar les instruccions presents en el conjunt de gens dels
humans. Aquesta investigacié va ser anomenada amb el nom “Projecte Genoma
Huma” (PGH).

Un gen és un fragment d’ADN que és responsable d’expressar un caracter.
El conjunt de gens d’'un organisme constitueix el seu genoma. A mesura que han
avancat les investigacions, s’han anat reduint les estimacions sobre el nombre de
gens que constitueixen el genoma huma: dels 1.000.000 inicials es va passar a
parlar de 60.000 a 80.000 gens, i I'any 2000 I'estimaci6 era de 30.000 gens. Els
gens actuen segons la seqiéncia de bases nitrogenades per les que estan

formats: adenina, timina, citosina i guanina.

Al 1990, el PGH, ja estava en marxa. Diversos paisos hi participaven, el
seu principal impulsor van ser els Estats Units, amb un pressupost d’'uns 200
milions de dolars. L’objectiu era localitzar, identificar i sequenciar tots els gens de
’ADN abans del 2003. Aix0 suposava coneixer la sequiéncia de tres mil milions
d’alternances entre A, T, C i G (les bases nitrogenades) que componen els gens
dels 23 cromosomes. El pas segient ha sigut comprendre les funcions
codificades de cada gen i la proteina que expressen, i identificar els gens

responsables de les malalties genetiques.

El projecte inclou elaborar mapes i sequiéncies dels genomes d’organismes
evolutivament senzills, com a models d’estudi. També inclou I'estudi de les
consequencies etiques, legals i socials que puguin derivar-se de I'adquisici6 i

utilitzacio d’aquest coneixement.

El 15 de febrer del 2001, el consorci public va presentar abans del previst,
un primer esborrany del genoma. El rapid exit ha estat degut a les enormes
inversions fetes per diverses empreses de biotecnologia. L'estudi del genoma
huma implicara importants beneficis médics. En aquests moments s’ha desxifrat el
100% de tota la informaci6 del conjunt del nostre genoma. Aixo significa que en
pocs anys hi ha hagut un gran avang, perd tan sols és l'inici del cami, ja que

encara queda una llarga distancia per recérrer. Encara s’ha d’aprendre com
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interaccionen i funcionen totes aquestes seqiencies entre elles, i quins gens

codifiquen cada proteina.

Eugenesia

L’'Eugenésia, com a ciéncia, és la branca de la manipulacié genética que
estudia la millora de la espécie humana. El pare de I'eugenésia va ser Francis
Galton (cosi de Charles Darwin), a finals del segle XIX, abans de I'existéncia de la
genetica. Buscava millorar les qualitats indesitjables dels humans. Aquests
proposit ha sigut buscat des de fa molt de temps i encara no s'ha pogut realitzar
degut al poc coneixement sobre la totalitat dels gens humans.

APUCEMLE IR Thil

SALF pmLCTION
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unificava una diversitat de camps diferents.

Existeixen dos tipus d’eugenésia, la positiva i la negativa. EI moviment
eugeneésic busca la prevencié de malalties congénites, mitjancant lI'examen
genetic del fetus i la consellera genética. Té l'idea de manipular genéticament el
fetus perque es desenvolupi amb caracteristiques desitjables amb gens de
diferents pares i amb caracteristiques excepcionals. A aquestes fetus se’ls
extraurien els gens defectuosos i els gens que produeixen caracteristiques no

desitjades. Hi han dos tipus d’eugenésia, la negativa i la positiva.

e Negativa: Pretenia eliminar directament aquelles caracteristiques

genetigues no desitjables per a l'espécie humana. Amb la finalitat
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d’aconseguir aquesta exclusid de caracteristigues no desitjades es
proposaven mides per evitar la descendencia "defectuosa', aixi com
prohibir els matrimonis que presentaven riscs genetics, o impedir
embarassos a aquelles parelles genéticament incompatibles. Si la
concepcié ja havia tingut lloc, es proposava l'avortament eugenésic o la
mort del nad6 acabat de néixer. Les mesures estaven en l'ordre del dia i
venien recolzades per I'opini6 majoritaria del estament cientific. Es tractava
de restriccions que, segons es deia, s'havia d'imposar a alguns matrimonis
pel bé comua de la humanitat. Les esterilitzacions d'alguns ciutadans devien
ser també obligatories, aix0, 0 estar sempre reclosos en centres adequats,
amb la finalitat d'evitar que poguessin reproduir-se.

Positiva: Intentava difondre al maxim el nombre de gens i genotips
considerats com desitjables, és a dir, volien millorar la qualitat de la
poblacié. Aixi doncs arribaven a facilitar alguns matrimonis i atorgaven
premis a les families geneticament seleccionades que més es reproduissin.
Fins i tot, es van arribar a organitzar concursos i festivals. Sempre va ser

més dificil portar a la practica I'eugenésia positiva que la negativa.
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DISSENY DE LA PORTADA

Després de realitzar tot el treball vam voler plasmar la idea principal en la
portada de dit projecte. El titol ha estat fruit d'una de les autores del treball i
la foto és un dibuix realitzat per I'altra autora. La foto és un dibuix fet a ma, el
muntatge del qual s'ha fet per ordinador, perd0 hem volgut adjuntar els
esbossos originals del dibuix al final del treball. EI dibuix representa un bebé
afectat pel sindrome de la immunodeficiéncia combinada severa tancat dins una
bombolla, i el seu germa és a fora tocant la bombolla per intentar estar amb ell.
La bombolla I'hnem fet inacabada per indicar que la terapia genica €s un
tractament que evitara que aquests nens visquin aillats, i és el que també s'ha

volgut plasmar amb el titol.
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