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Resum

Després de vint-i-cinc anys plens d'alts i baixos, la terapia génica ha arribat a la
majoria d'edat com a disciplina cientifica, i ja no en diem que és una possibili-
tat futura molt atractiva, sind que és una realitat que esta curant i millorant la
qualitat de vida d'un nombre cada vegada més alt de pacients. Aquest cami
tortuds, pero, ha anat acompanyat d'un debat bioetic parallel intimament re-
lacionat amb les peculiaritats i I'esséncia mateixa d’aquesta disciplina. Moltes
de les porsinicials enfront al que aleshores era desconegut s’han anat esvaint,
perd n'han anat apareixent d'altres com ara la constatacié dels perills i els ris-
cos oncogeénics dels vectors integratius, els elevats costos dels primers pro-
ductes que han estat comercialitzats o I'ds cosmétic de les eines de terapia
genica. Més recentment, a la Ilum del descobriment d’unes noves eines per
fer edicié génica o genomica d'una manera eficient, ha reaparegut el vell de-
bat entorn de la possibilitat de fer terapies géniques en la linia germinal, un
tema que ha estat tabu i, de fet, explicitament prohibit en la majoria de paisos
que han legislat al respecte.
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Promises and hazards of gene therapy: giants
or windmills?

Summary

After 25 years of ups and downs, gene therapy has reached adulthood as a
scientific discipline and we no longer say that it is an attractive future possibility
but rather a reality that is healing and improving the quality of life of an increas-
ing number of patients. This winding road, however, has been accompanied by
a parallel bioethical debate that is closely related to the peculiarities and the
very essence of this discipline. Many of the initial fears about what was then
known have already faded, but others have emerged such as the realization
of the dangers and risks of the use of oncogenic integrative vectors, the high
costs of the first products that have reached the market or the cosmetic use of
gene therapy tools. More recently, in light of the discovery of new and effi-
cient tools for gene or genome editing, the old debate about the possibilities
of germ-line gene therapy has reemerged, a subject that has been taboo and
indeed explicitly prohibited in most countries that have legislated on this

nomica.

Introduccio

Poques disciplines han generat controvérsies
tan intenses com les relacionades amb la gene-
tica, la reproduccid i les neurociéncies, potser
perqué tenen a veure amb el que molts perce-
bem com la nostra esséncia més intima. Pro-
bablement també té alguna cosa a veure el ver-
tigen que ens produeix 'acceleracié amb que
avanca el coneixement en aquestes arees, i la
por que ens suscita la possibilitat que algt pu-
gui fer un mal ds d’aquests coneixements, sen-
se comptar que encara arrosseguem fantasmes
d’esdeveniments historics relativament re-
cents. Exemples paradigmatics d’aquests de-
bats sén 'eugenésia, la biotecnologia, el clo-
natge, la terapia génica (TG) o I'is de celules
mare procedents d’embrions. Des del moment
que els humans vam disposar d’eines per mo-
dificar les molécules portadores d’informacié
genética (el DNA), fins al desenvolupament i
utilitzaci6 cada vegada més habitual d’orga-
nismes transgeénics, la biotecnologia ha estat
una de les arees més sensibles en el debat bioe-
tic. Aquestes pors ja havien generat una confe-
réncia internacional a Asilomar (California)
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subject.
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I'any 1975, quan els experts i la societat es van
adonar del potencial del DNA recombinant.
Arran d’aquesta conferéncia es va consensuar
una moratoria, basada en el principi de pre-
caucio, en relacié amb I'ts i aplicacié d’aques-
ta nova tecnologia. Més tard va apareixer la
TG, un dels darrers exemples de disciplina
que la societat considera material altament
sensible, que en els seus inicis era percebuda
com a potencialment beneficiosa pero alhora
feia por perque les seves conseqiiencies eren
desconegudes. Les mateixes pors s’havien pro-
duit quan es van comengar a fer els primers
trasplantaments d’organs, un quart de segle
abans, i sens dubte tornaran a produir-se en el
futur davant de nous avengos que encara han
de venir.

La TG no és una unica estrategia perfecta-
ment definida i estudiada, i inclou diferents ti-
pus d’eines, diferents tipus de teixit diana, i di-
ferents estrategies, que a més estan en continua
evolucid. Pel que fa a les eines, els vehicles que
s'utilitzen per introduir material genetic en les
cellules, els vectors, habitualment deriven de
virus, i poden ser integratius o no integratius,
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depenent de si el seu material genetic és inserit
o no en el genoma de les cellules hoste. Els pri-
mers (per exemple, els derivats dels retrovirus)
son més eficacos quan es tracta de corregir de
manera permanent defectes genétics en cellu-
les mare, pero comporten dos tipus de risc,
I'oncogenesi insercional i la possibilitat de
transmissio a la linia germinal.

D’altra banda, en funcidé de si les cellules
diana s6n somatiques o germinals la TG es pot
classificar en TG somatica i TG germinal. Ates
que els vectors integratius actuals s’insereixen
en els genomes de les cellules hoste d'una ma-
nera semialeatoria, fins ara no ha estat possible
controlar on ho faran, i aixo ja sha demostrat
problematic, per una banda a causa de la pos-
sibilitat esmentada d’oncogeénesi insercional i,
en I’hipotetic cas que es transdueixin cellules
germinals, la possibilitat de modificar el geno-
ma de les futures generacions. Una segona ma-
nera de classificar la TG té en compte la mane-
ra com s’exposen les cellules o teixits diana als
vectors. Segons aquest fet podem distingir en-
tre TG in vivo i TG ex vivo. En el cas de la TG
ex vivo, la possibilitat de transmissi6 a linia



germinal és practicament nulla, ja que els vec-
tors només entren en contacte amb les cellules
diana fora de 'organisme, en cultiu, i en el mo-
ment de ser readministrades als pacients, els
vectors només es troben al seu interior, perd
no es podran transmetre a altres cellules (per
exemple, les germinals). En canvi, en la TG in
vivo els vectors s’administren directament als
pacients de manera local (per exemple, siste-
ma nervids, retina, muscul) o bé sistémica (in-
travenosa), cosa que deixa oberta la possibili-
tat que arribin a transduir i integrar-se en
céllules germinals segons el seu tropisme natu-
ral i altres factors propis de 'hoste.

La preocupacié social per la TG inclou as-
pectes bioétics que van des del possible mal Gs
a Pautonomia dels individus futurs, passant
per la justicia distributiva o el seu ambit d’apli-
cacid, és a dir, I's d’aquestes tecnologies per a
la «millora» dels individus en lloc de tractar
malalties. En el cas de la transduccié de la linia
germinal, sigui com a objectiu primari o, invo-
luntariament, com a efecte colateral d’'una TG
somatica, les persones que serien objecte del
procediment encara no han nascut, i per tant
genera un conflicte amb el principi bioétic
d’autonomia. Atesa la seva enorme transcen-
deéncia, deixarem la discussi6 sobre la TG ger-
minal per al final d’aquest article.

Mala conducta

Abans que s’iniciessin els primers assaigs cli-
nics controlats de TG, abans fins i tot que apa-
reguessin els primers vectors virics que garan-
tissin una eficiencia minima, aquesta incipient
disciplina ja es «va estrenar» amb un esdeveni-
ment for¢a desafortunat. L’any 1980, el doctor
Martin Cline, un hematoleg i brillant investi-
gador de la Universitat de California a Los An-
geles, va convencer collegues d’Italia i Israel
per tractar en aquests paisos dues pacients
afectes de talassemia, una anemia hereditaria
causada per mutacions en el gen que codifica
una de les subunitats de 'hemoglobina. El
doctor Cline tenia experiéncia en trasplanta-
ment hemopoétic i, en una época en queé s’es-
tava iniciant la tecnologia del DNA recombi-
nant, malgrat que els vectors virics encara no
estaven disponibles, volia aplicar una idea
molt simple: incubaria les celules de la medul-
la ossia dels pacients amb el gen en qiiestio i
després seleccionaria les cellules que 'havien
incorporat gracies a un segon gen que conferia
resisténcia al metotrexat i permetia fer aquesta
seleccid ex vivo, com havia demostrat prévia-
ment en ratolins, en els quals havien assajat
una terapia similar amb exit. El problema és
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que el doctor Cline no havia comunicat a cap
dels cinc comites etics implicats en 'assaig que
utilitzaria DNA recombinant per tractar els
pacients, ni per descomptat ho va fer a les au-
toritats sanitaries del seu pais. L’assaig no no-
més no va funcionar, sin6 que a més va posar
en risc els dos pacients tractats i va jugar amb
unes substancies de qué es desconeixien els
possibles efectes. L’excés d’ambicié de Cline va
ser castigat i se li va retirar la llicencia per exer-
cir la medicina al seu pais (Beutler, 2001).
Quasi dues décades més tard, el 1999, quan
la TG encara era una disciplina molt jove, va
tornar a ser el centre d’atenci6 a causa d’un al-
tre trist esdeveniment. Jesse Gelsinger tenia
divuit anys i patia una deficiéncia de 'enzim
ornitina-transcarbamilasa, una malaltia del
fetge en la qual subjeu una incapacitat de me-
tabolitzar 'amoni, subproducte del metabolis-
me dels aminoacids. Encara que la malaltia sol
ser mortal en la infancia, Jesse patia una forma
més lleu que li permetia gaudir d’'una qualitat
de vida decent seguint una dieta estricta i me-
dicacié. Amb tot, va ser reclutat en un assaig
clinic de TG que feia la Universitat de Pennsil-
vania. Gelsinger va ser tractat amb un vector
adenoviric portador d’una versié normal del
gen responsable de la malaltia, i que tenia com
a organ diana el fetge. Després de ser-li admi-
nistrada la dosi més alta del vector, va desen-
volupar una resposta inflamatoria exacerbada
que li va produir una fallada multiorganica ila
mort quatre dies més tard. La investigaci6 duta
a terme per les autoritats de la FDA va con-
cloure que el responsable de I'assaig, el doctor
James Wilson i el seu equip, havien actuat amb
negligéncia. Concretament, havien inclos Gel-
singer com a substitut d’un altre voluntari que
s’havia fet enrere, tot i que pels seus nivells
plasmatics d’amoni hauria estat exclos de I'as-
saig. A més, la Universitat no va informar de-
gudament del fet a les autoritats sanitaries. Es
van detectar fallades en el document del con-
sentiment informat, en el qual no es discutia
clarament sobre la mort de micos que havien
estat exposats a un tractament similar. Final-
ment, també va sortir a la llum Iexisténcia
d’un clar conflicte d’interessos en saber-se que
I'investigador principal del projecte, el doctor
Wilson, tenia invertides quantioses sumes de
diners en la companyia Genovo, una empresa
privada que clarament es podia beneficiar dels
resultats d’aquell assaig. Tot i que la Universi-
tat va discrepar en alguns d’aquests punts, els
pares de Jesse van rebre una generosa com-
pensacié economica i el doctor Wilson va ser
desacreditat per la comunitat cientifica.
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Aquest darrer exemple de mala conducta
va ser forga airejat en els mitjans de comunica-
ci6 i va representar una greu estocada per a la
TG, que a més, després de quasi deu anys de
proves, encara no havia donat cap resultat po-
sitiu. Perd en molt poc temps la situacio va fer
un gir inesperat, i I'any 2000 la revista Science
va publicar el primer éxit ingiiestionable de la
TG. Els resultats d’un assaig clinic fet en nens
afectats d’un tipus d’immunodeficiéncia com-
binada greu lligada al cromosoma X parlaven
d’auteéntiques curacions (Cavazzana-Calvo et
al., 2000). En aquest assaig, fet a Franga, s’ha-
via aplicat una terapia ex vivo i utilitzava com a
teixit diana cellules mare hemopoétiques, que
des de feia décades es podien trasplantar amb
&xit, i com a vectors retrovirus convencionals.
Malauradament, a partir de 'any 2003, entre la
cohort de nens tractats en aquest assaig van
comengar a aparéixer casos de leucémia, que
van acabar afectant un total de cinc dels setze
nens tractats. Immediatament les autoritats
sanitaries van aturar els assaigs que implicaven
I'ts de vectors integratius a tot el mon, i els in-
vestigadors implicats van dur a terme una re-
cerca del que havia passat, que va ser un exem-
ple de transpareéncia i de rigor. Es va trobar
que les leucémies havien estat induides per in-
sercions del vector retroviric en punts del ge-
noma propers a oncogens, principalment un
d’anomenat LMO2, que havien resultat acti-
vats pel vector i havien transformat les céllules
en canceroses (Hacein-Bey-Abina et al., 2003).
També es va observar I'aparici6 de leucémies
en un altre assaig clinic per la sindrome de
Wiskott-Aldrich, un altre tipus d’immunode-
ficiencia greu en el qual s’utilitzava un vector
similar (Boztug et al., 2010). En canvi, no s’han
descrit casos de transformaci6 maligna en cap
altre assaig clinic de TG, incloent-hi alguns
que també utilitzaven el mateix tipus de vec-
tors integratius, com ara els dirigits a tractar
un altre tipus d'immunodeficiéncia causat per
la deficiencia de 'enzim adenosina-desamina-
sa (ADA), i que actualment es considera un
&xit rotund de la TG (Aiuti et al., 2002). Mal-
grat I’aparicié d’aquestes complicacions, en
molts casos la relacid risc/benefici encara re-
sulta favorable a la TG, tenint en compte que
les Gniques alternatives terapéutiques dis-
ponibles (com el trasplantament hemopoetic
a partir d’'un donant no emparentat), sovint
provoquen complicacions més greus que les
observades amb la TG. Cada any es fan cente-
nars d’assaigs clinics amb nous medicaments a
tot el mon, i dels voluntaris sans, sovint remu-
nerats, i dels pacients que hi participen, molts
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pateixen efectes adversos sovint imprevisibles,
i de vegades greus o fins i tot letals. En general
els mitjans de comunicacié no solen parlar
gaire d’aquests fets, si és que es fan publics.
Aquesta incertesa, que és una caracteristica in-
trinseca dels assaigs clinics, pot semblar que
violi el principi de no-maleficéncia pel que faa
aquests afectats, pero aixo es justifica pel fet
que teoricament els resultats obtinguts poden
proporcionar un benefici superior que justifi-
qui els riscos. Encara que no ens agradi, ara
com ara els assaigs clinics son necessaris per-
qué es produeixin avencos en el coneixement
medic, ila historia ens demostra que el progrés
es basa massa sovint en la prova-error. La so-
cietat entén que aquests riscos son un peatge
obligat i ho accepta per aconseguir un possible
benefici superior. Pero amb la TG, que junta-
ment amb la terapia cellular es considera una
terapia avangada, els nivells d’exigencia regu-
ladora pero que s’apliquen als medicaments
tradicionals, i la tolerancia davant possibles
errors o desviacions és menor, en part per la
naturalesa mateixa d’aquests medicaments tan
heterogenis (Flory et al., 2013).

Medicina de la millora. Objectiu:

el perfeccionament huma

Algunes preocupacions respecte a la TG tenen
a veure amb els limits relatius al seu ambit
d’aplicacio. En el nostre entorn practicament
ningt no dubta que la TG esta justificada per
tractar malalties greus per a les quals no hi ha
gaire alternatives, o bé si el cost d’aquestes és
molt alt, ja que el risc quedaria compensat pels
beneficis potencials. En el que probablement ja
no estarien tant d’acord és en el fet que també
estigui justificat aplicar la TG per millorar trets
humans basics com la bellesa fisica, I'al¢ada, la
intelligéncia o la capacitat atlética, el que al-
guns han anomenat medicina o fins i tot tera-
pia de millora, encara que estrictament no sén
terapies, i llavors seria més correcte parlar de
intervencions genétiques de millora. Entre
aquestes dos tipus d’aplicacions hi ha una bona
distancia, pero entremig queda un ampli terri-
tori de limits difusos, que inclouria malalties
lleus, prevencio, reduccié de factors de risc de
malalties, per exemple per reduir pes, mitigar
els efectes d’envelliment o lluitar contra la cal-
vicie. Pero qui decideix quins trets son normals
i quins constitueixen una discapacitat o tras-
torn? Si comencéssim acceptant aquestes prac-
tiques com a adequades estariem davant d’un
pendent relliscos que comporta el risc que pot-
ser no podriem posar el fre abans que s’hagi
arribat massa lluny. Exemples passats d’aquests
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pendents relliscosos son, per exemple, la cirur-
gia estetica, que en els seus inicis plantejava
dubtes relatius al seu tis amb finalitats no medi-
ques, per6 que avui dia és una practica rutina-
ria acceptada socialment en molts paisos, enca-
ra que provoca problemes seriosos a moltes
persones; pero, qui vol renunciar als drets i lli-
bertats individuals que ja s’han aconseguit?

El temps ho haura de confirmar, pero I'ex-
periéncia ens demostra que quan les tecnolo-
gies arriben a ser suficientment segures i asse-
quibles, s’acaben imposant i sén acceptades en
aplicacions de millora, i llavors és molt proba-
ble que les eines de la TG també acabin per
aplicar-se a aquest fi. Aquesta noci6 de la in-
tervenci6 genetica per a la millora o el perfec-
cionament huma entronca amb el transhuma-
nisme, un moviment intellectual que defensa la
utilitzaci6 de la tecnologia per tal de millorar
la condicié humana des dels punts de vista fi-
sic, psicologic e intellectual, una evolucié que
ens portaria a convertir-nos en posthumans.
El terme transhumanisme va ser proposat
I'any 1957 pel bioleg Julian Huxley, germa de
I'escriptor Aldous Huxley, i el va conceptualit-
zar d’aquesta manera: «Fins ara la vida huma-
na ha estat, en general, com Hobbes la va des-
criure, “desagradable, brutal i curta”; la gran
majoria dels éssers humans (si no han mort
joves) han estat afectats per la miséria [...]. Po-
dem sostenir justificadament la creenga que
existeixen aquests horitzons, i que les limita-
cions actuals i frustracions miserables de la
nostra existéncia podrien ser en gran manera
suportades [...]. L’espécie humana pot, si ho
desitja, transcendir-se a si mateixa —i no no-
més de manera esporadica, un individu aqui
d’una manera, un individu alla d’una altra ma-
nera, sind en la seva totalitat, com a humani-
tat» (Huxley, 1957).

Desigualtat

Un altre debat bioetic que planteja la TG és
que, a causa dels alts costos economics, el seu
model comercial dominant molt probable-
ment contribuira a augmentar les diferéncies
entre els paisos i entre les persones. Aixd tam-
bé ha passat i esta passant amb altres tipus de
serveis medics, diagnostics o terapeutics, cada
vegada més sofisticats i cars, com els trasplan-
taments, els medicaments biologics o els anti-
virics per tractar la hepatitis C o la infeccio per
HIV, i per aix0 és previsible que no seran ac-
cessibles en molts paisos, ni tan sols per a una
majoria de persones dins els paisos economi-
cament més avancats. En aquest sentit, la TG
no és diferent d’altres tractaments més tradi-

Treballs de la Societat Catalana de Biologia, 67: 38-43

cionals, encara que molt probablement sera
més cara i complexa que aquests. Com a con-
trapartida, la TG ofereix la possibilitat de curar
molts pacients en una tinica intervencio, i evi-
tar aixi tractaments sovint cars que a més s’han
d’administrar durant tota la vida, per la qual
cosa el seu cost/benefici sera generalment fa-
vorable ala TG.

Tradicionalment els avengos més impor-
tants en TG han estat fruit del treball de grups
académics en hospitals, universitats, centres
publics de recerca o bé petites empreses, que
durant anys han generat idees i les han valida-
des en models preclinics i, en molts casos, fins i
tot en assaigs clinics promoguts per aquests
mateixos grups amb finangament public. Pero
arribat un punt (habitualment I'assaig clinic de
fase 3), aquests grups ja no poden assumir els
elevats costos que representa la fabricacio de
grans estocs de vectors en condicions GMP
(good manufacturing practice), obligatories
quan aquests vectors han de ser aplicats a hu-
mans. Tant els productes de TG com de terapia
cellular es consideren medicaments de terapies
avancades, i com a tals estan sotmesos a una
forta regulaci6 que per a molts d’aquests grups
académics és una llosa que frena enormement
el progrés en aquesta area. Malgrat tot, un cop
demostrat que la TG en qiiesti6 funciona, ge-
neralment entren en accid les mitjanes o grans
companyies farmacéutiques, que si que tenen
la capacitat i experiéncia necessaries per a
aquesta mena de desenvolupaments. Aixi ha
estat en el cas del primer medicament de TG
aprovat a Europa, 'INN-alipogene tiparvovec
(Glybera®), un vector basat en un virus ade-
noassociat (AAV) que cal administrar per via
intramuscular en tres dosis després d’'immuno-
suprimir el pacient, i que esta indicat en pa-
cients amb deficieéncia hereditaria de I'enzim
lipoproteina lipasa. El cost d’aquest tractament
supera el milié d’euros per pacient, una xifra
que esta fora de I'abast de la majoria d’afectats.
Molt recentment s’ha comercialitzat a Europa
un segon producte, Strimvelis, per tractar la
immunodeficiencia combinada greu deguda a
la deficiencia de 'enzim ADA.

Altres exemples de productes de TG que
s’estarien a prop de comercialitzar son els uti-
litzats en estratégies de TG que ja han demos-
trat que funcionen clinicament i que en molts
casos son un model a seguir per abordar altres
malalties. En el moment d’escriure aquestes li-
nies (octubre de 2016) podriem dir que hi ha
diferents exemples de models d’éxit en TG
(Naldini, 2015), la dirigida a celules mare he-
mopoctiques basada en vectors integratius



ex vivo, la basada en administraci6 de vectors
AAV ala retina (Simonelli et al., 2010), els ma-
teixos AAV administrats sistémicament perod
dirigits transcripcionalment al fetge com els
utilitzats en pacients amb hemofilia B (Nath-
wani et al., 2011) o bé els administrats via in-
traraquidea (per exemple, els nens amb atrofia
muscular espinal), i la basada en célules T au-
tologues transduides amb receptors quimerics
d’antigen (CAR), que ja s’ha demostrat molt
eficag en diferents tipus de leucemies B (Maus
et al., 2014). Caldra veure si quan es comercia-
litzen aquests productes estaran a 'abast de la
majoria de pacients.

TG versio 2.0: edicio genomica (EG)
Alllarg dels darrers vint-i-cinc anys, la TG s’ha
basat en estratégies que el que pretenen és in-

+ Figura 1. Exemple de com es podria substituir
un fragment de DNA genomic afectat per una
mutacioé per una seqiiéncia normal. Els complexos
CRISPR/Cas9 contenen la nucleasa (Cas9)
acoblada a molécules de RNA guia, que han estat
dissenyades perqueé s'uneixin especificament a
seqliencies que flanquegin la mutacié (a). Una
vegada units a aquestes sequiéncies la Cas9
s'activara i tallara la doble cadena de DNA, en
aquest cas per dos llocs diferents, i alliberara el
fragment que conté la mutacié (b). Tot aquest
procés activa la maquinaria ceHular reparadora
del DNA, que, en preséncia de molecules de DNA
aportades exdbgenament i que continguin
sequiéncies amb homologia amb els extrems
lliures del DNA genomic, facilitara la unio
d’aquestes regions homologues i la insercié de la
sequéncia desitjada (c), que substituira la que
contenia la mutacio (d).
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troduir copies normals d’un transgén o altres
seqiiéncies terapéutiques en un teixit diana per
tal que s’expressin, generalment, a llarg termi-
ni. La TG actual que coneixem es tracta, doncs,
d’una TG additiva que, en el cas d’utilitzar vec-
tors integratius, de cap manera no permet diri-
gir les seqiiencies terapeutiques a localitza-
cions del genoma desitjades, ni tan sols a
regions més o menys segures allunyades d’on-
cogens (safe harbors), ja que els punts d’inser-
ci6 sén practicament aleatoris. D’aquest fet
deriva el risc d’oncogénesi insercional i, en el
cas de la TG in vivo, que es produeixin possi-
bles modificacions en el genoma de les céllules
germinals. Pero la TG ideal, la que en el fons
sempre ha estat en la ment dels investigadors,
seria una TG que corregis els defectes genétics
directament sobre les mutacions, la qual cosa
permetria una expressio fisiologica i més segu-
ra, cosa que alguns han anomenat cirurgia del
genoma o edici6 genomica (EG) (vegeu la fi-
gura 1). No és que fins ara no hagin existit,
conceptualment, estratégies per aconseguir
aquest adrecament especific en el genoma. La
idea d’utilitzar la recombinacié homologa
(RH), que explota I'existéncia de mecanismes
presents en les céllules per reparar el DNA, en-
tre altres funcions, és fins i tot anterior ala TG
(Folger et al., 1982). El principal obstacle era la
baixa eficiéncia del procés. Es va descobrir que
aquesta eficiencia de la RH podia incremen-
tar-se en diversos ordres de magnitud si es ge-
neraven talls en la doble cadena de DNA, els
anomenats DSB (double strand breaks). Per
produir aquests talls amb una minima especi-
ficitat es disposa d’una série d’enzims, les me-

’?/1/4 Complexos CRISPR/Cas9
a) S5 4
2
&,
5
<

Cas9

L | T BT

Cas9

escissio del fragment de DNA que conté la mutacié

insercié mediada per
recombinacié homologa

T PH YRR P T

regié d’homologia
WHUTH TR AT H AT L

molécula de DNA exogena amb la seqiiéncia desitjada flanquejada amb dues regions d’homologia

b)
AL T L T ST L T )
c) /
regié d’homologia
U LT UTU P T T U TR AT
d)

TR |l T A P00 0T TR0 Y R R TE T R T P FERAS ELTl PHT T

DNA genomic reparat

Treballs de la Societat Catalana de Biologia, 67: 38-43

ganucleases, que, introduides o expressades en
cellules, produien DSB, fet que activava la ma-
quinaria reparadora cellular i millorava nota-
blement la RH.

Els darrers anys han estat molt intensos en
el desenvolupament d’eines per a 'EG, des de
Iaparici6 el 2002 de les nucleases en dit de zinc
(zinc-finger nucleases) (Bibikova et al., 2002),
les TALEN (transcription activator-like ef-
fector nuclease) el 2011 (Zhang et al., 2011) o
les més recents CRISPR/Cas9 al 2012 (Jinek et
al., 2012). Es tracta de molécules que contenen
dos elements fonamentals: una nucleasa que
pot tallar una o les dues cadenes de la molécula
de DNA, i una subunitat de reconeixement
que permetra dirigir la nucleasa especifica-
ment a seqiiéncies concretes del genoma, de
manera que els talls que faci en aquests punts
activaran la maquinaria cellular reparadora
del DNA. En el cas de les ZFN i les TALEN,
aquest reconeixement es fa a través de protei-
nes modulars, en les quals cada modul reco-
neix (i s’hi uneix de manera especifica) un tri-
plet de nucleotids concret (en les ZFN) o un
nucleotid concret (en les TALEN), de manera
que poden ser dissenyades per reconeéixer i
unir-se practicament a qualsevol seqiiéncia
d’interés. Pel que fa a les CRISPR/Cas, els ele-
ments de reconeixement es basen en RNA que
s’uneixen directament a la nucleasa, i sén molt
més facils de dissenyar i produir. Des de lla-
vors, la tecnologia s’ha aplicat amb éxit per
editar genomes de bacteris, insectes, plantes,
peixos, animals de granja, primats no humans
(Niu et al., 2014) i, en un estudi recent molt
controvertit, d’embrions humans, encara que
els resultats no han estat massa satisfactoris
quant a eficiéncia i seguretat (Liang et al.,
2015). Ates que les seqiiencies guia (de reco-
neixement) per a aquestes nucleases es poden
fabricar a mesura per reconeixer i tallar practi-
cament qualsevol seqiiencia de nucleotids,
teoricament és factible dirigir aquestes tisores
moleculars a qualsevol punt del genoma, on la
nucleasa tallara la doble cadena, o bé, utilitzant
una versié modificada, només una de les dues
cadenes de DNA. Aquests trencaments poden
activar en la ceéllula dos tipus de maquinaria
reparadora: a) la que resulta en la uni6 d’ex-
trems no homolegs, i que en un percentatge
molt alt dels casos dona lloc a insercions o de-
lecions (indels) en el lloc de la ruptura (cosa
que generalment resulta en la inactivaci6 del
gen afectat), o b) la RH, que pot conduir a I'ac-
tivacio, la inactivacié o, si es proporciona una
molécula de DNA que pugui fer de plantilla, a
la insercié d’aquest DNA en el punt de tall, de
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manera que amb aquestes tecnologies teorica-
ment és possible modificar quasi qualsevol se-
qiiencia genomica.

D’altra banda, una de les limitacions més
critiques és que la nucleasa no sempre talla ex-
clusivament en el lloc desitjat, i també pot re-
conéixer i tallar en altres seqiiéncies que tin-
guin homologia amb la desitjada per¢ fora de
I'objectiu o diana (els anomenats efectes
off-target) (Hsu et al., 2013), fet que pot tenir
conseqiiéncies imprevisibles. També es coneix
molt poc sobre com I'epigenética (per exem-
ple, la metilacié del DNA) pot afectar I'escissio
de les nucleases o, inversament, com s’altera
I'estat epigenétic del genoma de les celules
com a conseqiiéncia de I'accié de les diferents
eines d’EG, tots aspectes clau que encara han
de ser investigats en profunditat.

Aixi, amb I'EG s’ha aconseguit, des del
canvi d’un anic o d’uns pocs nucleotids, fins
a la insercié de fragments de DNA de fins a
15 kb en el punt de trencament. Un obstacle
addicional per a l'aplicabilitat de 'EG a la cli-
nica és la seva baixa eficiencia. En general, el
procés requereix fer arribar les nucleases a un
gran nombre de celules, i si s’utilitza la RH,
també la d’un vector donant, que no solament
han d’arribar als citoplasmes de les céllules,
sind a 'interior dels seus nuclis. Una eficiéncia
de transduccié limitada pot no ser un proble-
ma important quan es vol fer una TG en celu-
les somatiques, pero0 si s’aplica a la linia germi-
nal, porta indefectiblement a la generacié de
quimeres genétiques, embrions en els quals
coexistirien céllules no modificades amb cel-
lules modificades, en les quals a més no es po-
dria assegurar que les modificacions s’hagues-
sin produit en el sentit desitjat, i llavors no es
pot garantir que els teixits o organs rellevants
en la malaltia a tractar derivessin de celules
amb el defecte genétic corregit. En el cas de les
malalties hereditaries potencialment tracta-
bles mitjangant TG ex vivo, especialment en
aquelles en les quals les célules corregides te-
nen un avantatge selectiu (com en algunes im-
munodeficiéncies o 'anémia de Fanconi), hi
hauria una via potencialment més segura ba-
sada en la generacié de cellules amb pluripo-
téncia induida (iPSC) especifiques dels pa-
cients, la correccié del defecte genétic utilitzant
eines d’EG i 'analisi i seleccio dels clons que
s’hagin corregit adequadament, i derivar-ne
célules madures «sanes» que podrien ser tras-
plantades al pacient, teoricament sense risc de
rebuig. Es tracta d’un canvi qualitatiu, concep-
tual, que té el potencial per revolucionar, entre
moltes altres coses, la manera com es fala TG,
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i és probable que en pocs anys les tecnologies
actuals ja siguin obsoletes i en disposem d’al-
tres més segures i eficients. En aquests mo-
ments 'EG ja s’ha aplicat a pacients humans
en un assaig clinic de TG somatica que va uti-
litzar ZFN per alterar el gen que codifica la
molécula CCR5, un coreceptor de 'HIV, en
les cellules T de pacients infectats per aquest
virus, per tal de fer-los resistents a la infeccid, i
amb la intencid que les céllules resistents al vi-
rus acabessin per repoblar el sistema immuni-
tari. Malgrat algunes limitacions, I’assaig ha
estat considerat exitos (Tebas et al., 2014). En
un estudi més recent s’ha descrit I'eficacia te-
rapeutica del sistema CRISPR/cas9 per elimi-
nar un exé mutat en célules musculars en un
model muri de malaltia de Duchenne (Nelson
etal.,2016).

La fina linia vermella de la TG
germinal

Tot aix0 ens porta que reflexionem i ens re-
plantegem de nou els possibles beneficis i els
riscos de la TG germinal, la delicada frontera
que tothom estava d’acord que no s’havia de
travessar quan només disposavem dels vec-
tors de TG convencionals. Ja hem vist que els
recents esdeveniments en tecnologies d’EG
ens proporcionen una nova caixa d’eines que
en el seu estat actual encara estan molt lluny
de ser ideals i aplicables a la clinica a gran es-
cala, pero representen un salt qualitatiu molt
important respecte a les que hi havia disponi-
bles i que majoritariament encara es fan servir
en TG. Es probable que moltes de les limita-
cions actuals puguin ser superades en els pro-
pers anys gracies a refinaments técnics, pero
les bases ja estan assentades i, com diu J. Craig
Venter, la pregunta que ara ens hem de fer no
és si 'EG s’aplicara en TG germinal o no, sin6
quan es fara. De fet, un article publicat a la re-
vista Nature Biotechnology recollia les respos-
tes de vint-i-sis experts a un qiiestionari que la
revista va fer en relacié amb I’EG basada en
CRISPR en celules germinals. Una gran ma-
joria opinava que simplement amb prohibi-
cions, que a més haurien d’aprovar-se a tots
els paisos del moén, no s’aconseguiria evitar
que aquestes tecnologies s’arribin a aplicar.
Alguns es mostren partidaris d’establir una
moratoria consensuada i d’altres que es pro-
mogui un debat social que determini la ido-
neitat i els limits de la investigacid i es definei-
xin raonablement els ambits d’aplicaci6. En el
cas de la moratoria d’Asilomar i els acords
signats, el cert és que molts no van ser respec-
tats (Larrion, 2011), amb el principal argu-
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ment que els EUA no es podien permetre per-
dre el lideratge en aquest terreny, perd també
és cert que la majoria de les pors i preocupa-
cions inicials es van anar esvaint al llarg dels
anys posteriors, i vistes en perspectiva ara ens
semblen alarmistes i injustificades. Pel que fa
ala modificaci6 genetica de les cellules germi-
nals humanes, la moratoria ha perdurat, s’ha
anat renovant repetidament en subseqiients
reunions i, amb motiu dels descobriments de
noves i potents eines per a 'EG, fa poc que
han tornat a ser un centre d’atencié. Concre-
tament, al gener del 2015 va tenir lloc una reu-
nié a Napa (California) en queé divuit experts,
incloent-hi cientifics i bioeticistes, van con-
sensuar desaconsellar qualsevol intent de mo-
dificacio genética a la linia germinal per a apli-
cacions cliniques, perd alhora fomentar el
debat entre la comunitat cientifica i bioética, i
promoure la recerca i millora en la seguretat
d’aquestes tecnologies d’una manera transpa-
rent (Baltimore et al., 2015).

Malgrat 'enorme transcendencia del
tema, també hi ha detractors del debat. En el
cas de la TG germinal i la promesa d’acabar
amb la majoria de malalties hereditaries, al-
guns es pregunten si aquest debat és massa
precipitat. Per qué cal plantejar el tema ara si ja
disposem de maneres d’eradicar la majoria
de les malalties hereditaries, sense necessitat de
fer servir 'EG? L’abaratiment de la seqiiencia-
cié massiva posara en les mans de cadascu de
nosaltres que ho vulgui la informaci¢ detallada
dels nostres genomes, de les variants alleliques
i de les mutacions de les quals som portadors.
Quan una parella decideix que vol tenir fills,
podra coneixer a priori els riscos concrets de
transmetre malalties genétiques a la seva des-
cendencia i, si el risc ho justifica, tindra a
Iabast la fertilitzacid in vitro i el diagnostic ge-
netic preimplantacional, dues tecnologies que
fa temps que han deixat de ser sospitoses o
plantejar dubtes de caire bioetic, per poder se-
leccionar els embrions sans. Ciéncia-ficci6?
L’escenari plantejat abans en té una bona dosi,
de fet recorda Gattaca, la visionaria pellicula
escrita i dirigida per Andrew Niccol el 1997.
Pero molts opinen que al mén hi ha molts al-
tres problemes més importants (superpobla-
cid, fam, canvi climatic, sostenibilitat, desi-
gualtats socials creixents, guerres, refugiats...) i
que els debats sobre la TG germinal, 'EG o el
transhumanisme no haurien d’estar en prime-
ra linia, ja que encara queden relativament
lluny de la nostra realitat. Malgrat tot, no dei-
xen de preocupar a molts altres que opinen
que és bo que es comencin a plantejar i se’n



parli obertament atés que, ho vulguem o no,
més tard o més d’hora ens els trobarem a la
cara. En aquest sentit, la implicaci6 de la socie-
tat i la transparéncia en el debat és absoluta-
ment necessaria si es vol evitar el que s’ha ano-
menat «problema Monsanto», la desconfianga
o la clara hostilitat que van provocar els orga-
nismes modificats geneticament, en gran part
a causa de la manca de debat social i transpa-
réncia quan aquests van aparéixer a la passada
década dels noranta (Specter, 2015). Esperem
que algun dia els humans aprendrem les lli-
cons de la nostra propia historia, si més no de
la més recent.
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