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Com ha passat anteriorment centenars de vegades, en constitueix el tractament d'eleccié. Tot i que la

Escrit per

Jordi Barquinero

daoc0000P®

es dues primeres malalties que s’han
arribat a guarir mitjangant la TG
son dues formes relativament rares i
greus d'immunodeficiéncia primaria,
la X-SCID (1), que s'anomena aixi per estar 1li-
gada al cromosoma X, i la deficiéncia de I'en-
zima ADA (2). En ambdoés casos s’han utilit-
zat vectors retrovirics per inserir copies sanes
dels gens responsables de la malaltia dins les
cél-lules mare hemopoétiques (CMH), la qual
cosa déna com a resultat la correcci6 del de-
fecte genetic en tots els llinatges cel-lulars san-

! les promeses que els mitjans de comunicacié ens fe- majoria d’estudiosos estan convencuts que la TG va
L § ien a principis dels 90 en relacié a la terapia genica arribar per quedar-se, és cert que la velocitat de cre-

L N (TG) han resultat ser un miratge. Malgrat tot, aixdo no  uer a la que avanca aquesta disciplina jove és més

8 significa que des de llavors no s’hagi avancat, nimolt lenta del que s’esperava, en part perque les expecta-

&, menys. De fet, la TG ja ha guarit desenes de pacients tives van ser massa optimistes inicialment i, en part,
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guinis, incloent les que constitueixen el siste-
ma immunitari. El fet que aquesta estratégia
funcioni en les dues situacions citades i hagi
fracassat en dotzenes d’assaigs clinics previs
es deu ales peculiars caracteristiques d’aques-
tes malalties, la profunda depressi6 immuni-
taria, que facilita 'empelt de les cél-lules tras-
plantades i evita el seu rebuig, i a 'avantatge
selectiu de les cel-lules “corregides” genética-
ment, que els permet repoblar progressiva-
ment els ninxols buits i reconstruir la funcié
immunitaria. Tot i aix0, la capacitat dels vec-
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amb malalties genéetiques greus i, en algunes d'elles,
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tors retrovirics per integrar-se en els geno-
mes de les cel-lules hoste és una arma de dues
fulles. Per una banda, fa possible l'expressi6 a
llarg termini del transgén terapeutic en tota
la progénie de les cellules modificades, pero
per altra comporta un potencial risc de muta-
genesi i oncogenesi per insercio, determinada
atzarosament pels llocs del genoma en els que
s’integren. De fet, aquest greu efecte advers ja
s’ha observat en un dels assaigs clinics abans
esmentats, realitzat a Franca, en el qual, d’'on-
ze nens sotmesos al tractament experimental,
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tres han desenvolupat sindromes linfoproli-
feratius relacionats amb la terapia(3). Aquest
tipus de complicaci6 constitueix una de les
cares fosques de la TG, especialment la que
implica I'Gs de vectors integratius (4). Les bo-
nes noticies son que set dels altres vuit nens
sotmesos al mateix protocol estan probable-
ment guarits de la seva letal malaltia, i que en
els altres assaigs clinics de TG per a aquesta
mateixa i per a altres malalties que s’han por-
tat a terme, en cap cas s’ha observat aquest
tipus d’efectes adversos.
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perqué el cami ha resultat estar ple d'entrebancs.



Els problemes de la propia defensa

El segon gran obstacle que limita la utilitzacié
de la TG, i la importancia del qual només s’ha
comengat a tenir en compte recentment, és la
barrera immunitaria. Per mantenir la nostra
integritat davant de potencials agressions per
part de patogens, I'evoluci6 ens ha dotat d’'un
eficac arsenal d’elements defensius. Aquests
inclouen des de simples i eficaces barreres fi-
siques com la pell, fins a sofisticats sistemes
cel-lulars i moleculars capacos de destruir
o neutralitzar enemics externs (microorga-
nismes) o interns (tumors). Alguns d’aquests
sistemes defensius sén exquisidament espe-
cifics com els que constitueixen 'anomenada
immunitat adquirida o adaptativa. El funci-
onament d’aquesta requereix uns mecanis-
mes de reconeixement fins i precisos que per-

Les cel-lules d'aquests

ratolins transgénics expressen
constitutivament una proteina
fluorescent (GFP). Els animals
transgeénics sén ampliament utilitzats
per seguir inequivocament el rastre
de les cel'lules trasplantades in vivo
mitjancant tecniques d'imatge, de

citometria o de biologia molecular.
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metin discriminar el que és propi del que és
alie amb la finalitat de poder dirigir l'atac (o
la defensa) davant I'invasor, pero respectant
a tota costa el que és propi. En ocasions, el
sistema immunitari saltera, responent exa-
geradament a antigens externs (al-lergies),
o equivocadament davant d’antigens propis
(autoimmunitat). En d’altres, com en el rebuig
d’un organ trasplantat, les cel-lules immuni-
taries només estan acomplint la seva missio.

A la vista d’aquests fets, la inducci6 de tole-
rancia especifica sense que es comprometi la
funcionalitat global del nostre sistema immu-
nitari (com fan els tractaments immunosu-
pressors convencionals) és un dels grans rep-
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tes de la medicina actual, una vella quimera
que seria de gran utilitat en disciplines com
el trasplantament d’organs, les al-lergies o les
malalties autoimmunitaries. En un trasplan-
tament d'organs, el sistema immunitari del
receptor tendeix a atacar a I'organ trasplantat
que eventualment acaba sent rebutjat. Per evi-
tar o minimitzar aquest rebuig, els receptors
dels trasplantaments han de rebre tractament
immunosupressor, normalment de per vida.
El trasplantament de progenitors hemopo-
eétics (TPH) constitueix, des del punt de vis-
ta immunologic, una situaci6 especial (5). A
diferencia dels receptors d’organs solids, les
persones que reben un TPH allogénic (d'un
altre donant huma no idéntic) s’han de sot-
metre, abans del trasplantament, a un tracta-
ment (anomenat condicionament) l'objectiu
del qual és triple. En primer lloc, és un intent
d’eradicar el clon o clons de cel-lules malignes
(la principal indicaci6 del TPH son els cancers
hematologics). A més, és mieloablatiu, és a dir,
destrueix total o parcialment I’hemopoesi del
receptor, la qual cosa facilitara I'empelt de les
céllules trasplantades (de fet, aquesta mie-
loablaci6 és el que fa necessari rescatar I'he-
mopoesi amb el trasplantament). Per Gltim, el
condicionament elimina o deixa inerme el sis-
tema immune del receptor anul-lant la seva ca-
pacitat per rebutjar les cél-lules trasplantades.

Tot i aixo, els empelts hematopoétics també
son armes de dues fulles; a més de les cel-lules
mare necessaries per reconstituir ’hemopoe-
si del receptor, també contenen cél-lules T del
donant, per un costat necessaries per facili-
tar l'empelt o implant de les CMH trasplan-
tades, pero, per laltra, amb potencial d’al-lo
reactivitat i capacos de produir la temuda ma-
laltia de I'empelt contra ’hoste (EICH). Si el
tractament immunosupressor la pot prevenir
o l'arriba a controlar, en general s’aconsegueix
finalment un estat de tolerancia creuada que
fa innecessari qualsevol tipus de tractament,
a diferencia del que passa amb els receptors
de trasplantaments d’organs solids, que nor-
malment necessiten immunosupressi6 de per
vida. Quant al condicionament previ al tras-
plantament, com que esta basatenlairradiacié
corporal total i/o en altes dosis de quimiotera-
pics, combinant un efecte mieloablatiu amb
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limmunosupressor, s’associa a una elevada
morbimortalitat. Aquesta toxicitat podria es-
tar justificada quan es tracta de salvar la vida
de certs pacients (per exemple, davant d’'una
leucemia que no respon a la quimioterapia),
peroen altres situacions, com sén la majoria de
malalties hereditaries que afecten al sistema
hematopoeétic, la relaci6 risc/benefici és molt
més dubtosa, si no clarament desfavorable.

En el cas de la TG hematopoética per a malal-
ties hereditaries no hi ha necessitat d’eliminar
cap tumor. A més, les cél-lules per trasplantar
son autologues i, si bé la propia modificacié
genética els pot fer expressar gens potenci-
alment immunogénics, la necessitat d’im-
munosupressié és molt menor o nulla, i la
mieloablaci6 només es requeriria per “crear”
espai ala medul-la 0ssia per a les cel-lules tras-
plantades. Per aixo, I'aplicaci6 de la TG en el
sistema hematopoétic passa necessariament
per la recerca de tractaments condicionadors
d’intensitat reduida que facilitin 'empelt, pero
que no comprometin la salut del receptor.

La descoberta de Medawar

De la mateixa forma que les vacunes induei-
xen o augmenten una resposta defensiva es-
pecifica davant un determinat patogen, en el
cas d’'una malaltia autoimmunitaria en la qual
s’ha perdut la tolerancia davant un o diversos
autoantigens, una estratégia podria consistir
en reeducar el sistema immunitari perqueé dei-
xi de reaccionar davant aquests antigens pro-
pis i es restauri la tolerancia perduda. Fa més
de mig segle, un investigador d’origen arab,
ciutada del Regne Unit, Peter Brian Medawar,
va establir mitjancant elegants experiments
les bases de la tolerancia immunologica (6),
troballa per la qual se li va concedir el Premi
Nobel de Medicina de 1960. A finals dels anys
70, Slavin et al. van demostrar que el quime-
risme induit per la infusi6 de medulla ossia
allogenica després de la irradiacié limfoide
total en ratolins adults s’associava a toleran-
cia davant d’'empelts cutanis de donants de la
mateixa soca, pero no d’'una altra, una prova
de qué s’estava induint tolerancia especifica
davant d’al-loantigens del donant, i de que les
cél-lules de la medul-la dssia albergaven la clau
per crear aquesta tolerancia (7).
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Experiment

de Medawar

Setmana 0
S'injecta MO de ratolf de la
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Setmana 6

Es trasplanta pell de les soques B i C
al ratolf (ja adult) de la soca A.

Setmana 7

La pell de la soca B és acceptada,
la de la soca C es rebutjada.
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Els ratolins transgenics
constitueixen una extraordinaria eina
en biomedicina. En arees com el
trasplantament, la terapia cel-lular o
la medicina regenerativa, la utilitzacié
de cel-lules o organs de ratolins que
expressen proteines fluorescents i
altres marcadors permet coneixer el
desti de les cél'lules trasplantades.
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Enl'ambit de 1a TG per a malalties he-
reditaries, la introducci6é de gens que codifi-
quen per a proteines que el sistema immunita-
ri del receptor mai ha “vist” anteriorment, pot

induir respostes immunitaries, com demos-
tren multitud d’estudis experimentals precli-
nics i clinics. De forma analoga al que passa
amb els quimerismes mixtes donant/receptor,
els quimerismes moleculars estables, consis-
tents en la coexisténcia en un mateix indivi-
du de cel-lules hemopoétiques que expressen
transgens amb altres que no ho fan, s’associen
a tolerancia immunologica davant dels pro-
ductes d’aquests transgens, ja que els poten-
cials antigens codificats pels transgens seran
presentats i reconeguts com si fossin propis.
El problema és que, per crear quimerisme mo-
lecular en el sistema hematopoetic, és neces-
sari modificar genéticament les CMH autolo-
gues ex vivo i trasplantar-les, un procediment
que, com ja hem vist, requereix tractaments
condicionadors altament toxics.

Resultats amb EGFP

Utilitzant un model muri de trasplantament
de cel-lules hemopoetiques transduides amb
un gen potencialment immunogenic com el
de la proteina fluorescent verda (EGFP), el
nostre grup va descriure que la quantitat de
mieloablacié que rebien els receptors previa

al trasplantament es correlacionava amb els
nivells d’empelt a llarg termini d’'una forma
dosi depenent, i que, com ja s’havia descrit,
una dosi baixa de céllules trasplantades, i
la manipulacié ex vivo de les cél-lules de la
medulla oOssia, tenien un impacte negatiu
sobre els nivells d’empelt a llarg termini (8).

Tot i aix0, en aquests experiments, vam ob-
servar un detall aparentment nimi, pero que
ens va semblar ple de significat. Els percen-
tatges de cel-lules procedents del donant que
expressaven el transgen (EGFP) en els teixits
hematopoetics (sang, melsa i medul-la oOssia)
dels animals trasplantats eren independents
de la quantitat de mieloablaci6 administrada
i que, fins i tot en ratolins experimentals que
havien rebut pautes minimament mieloabla-
tives (2-3 Gy de radiacio), i que presentaven
nivells molt baixos de quimerisme del donant
(inferiors a I'1% de les cél-lules de la medul-la
oOssia), es mantenien les proporcions de cel-
lules transduides a nivells similars als dels
ratolins sotmesos a mieloablaci6 letal (9 Gy),
la qual cosa suggeria que molt probablement
n’hi havia prou amb nivells de quimerisme
molecular molt baixos (< 1%) per a que s’in-
duis tolerancia davant el producte d’'un trans-
gen (8). Davant d’aquests descobriments vam
decidir explorar el potencial de la creacié de
microquimerismes moleculars com a estra-
tégia per induir tolerancia antigen-especifica
a llarg termini en situacions de major interés
clinic, com les que es donen en persones que
reben terapies substitutives, terapia genica o
en certes malalties autoimmunitaries. L'avan-
tatge del microquimerisme sobre el macroqui-
merisme és que, per crear-lo, es necessita una
quantitat molt menor de condicionament, que
té com a resultat una menor toxicitat.

Malalties amb autoantigens coneguts

En la majoria de malalties autoimmunitaries
humanes es desconeixen els antigens que ini-
cien o contra els quals va dirigit I'atac immu-
nitari. Malgrat tot, existeixen models experi-
mentals que reprodueixen amb certa fidelitat
la malaltia humana i en els quals els autoanti-
gens si son coneguts. Un exemple d’aquests és
lanomenada encefalomielitis autoimmunita-
ria experimental, o EAE, un model d’esclerosi
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miltiple en rosegadors, en el qual la malaltia
s'indueix experimentalment immunitzant
amb determinats antigens que formen part
de la beina de mielina de cél-lules del sistema
nerviés central, com per exemple el peptid
40-55 de la glicoproteina mielinica dels oligo-
dendrocits, 0 MOG,,s;. En collaboraci6 amb
membres de la Unitat de Neuroimmunologia
Clinica de I'Hospital Universitari Vall d’He-
bron, grup de referencia i amb una dilatada
experiéncia en el tema, vam postular que ex-
pressant el citat peptid en les cel-lules hemo-
poetiques dels ratolins experimentals s’indui-
ria tolerancia davant del citat autoantigen i es
previndria o milloraria la malaltia. Per confir-
mar-ho, vam utilitzar vectors retrovirics per
introduir la seqiiéncia del peptid MOG,,s;s de
manera estable en les CMH de ratolins sot-
mesos a pautes minimament mieloablatives.

Els resultats fins al moment indiquen que el
microquimerisme molecular amb l'autoanti-
gen (és a dir, expressat en menys de '1% de
les célllules sanguinies), es tradueix en una
marcada proteccié davant la malaltia expe-
rimental. Malgrat aixo, a la practica, una es-
tratégia preventiva d’aquest tipus no serveix
de molt en la clinica humana, doncs ninga
se sotmet a cap tractament abans de qué se
li diagnostiqui la malaltia. Per aixo, aquesta
estratégia només es podra utilitzar si funci-
ona també de manera terapeutica, és a dir,
en individus en els que ja s’hagi desenvolupat
la malaltia. Quan realitzem els experiments
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