IMMUNOTERAPIA CAR-T, LA TERAPIA
DEL FUTUR CONTRA EL CANCER

Terapia de células T con CAR

Se extrae sangre del " CélulaT Se preparan las células T
paciente para obtener| con CAR en el laboratorio
células T _
} Se inserta el gen del CAR
— - B
P \ Célula T
‘\\\w A < _ i~ Receptorde
— AR antigeno
quimérico (CAR)
g ¥
Las células T con CAR se unen 2 ce'“éaAL W
a las células cancerosas y las oon 4
destruyen 7 7\
g £ by o

B

ok il
Célula cancerosa [
Antigenos |

Se reproducen millones

Y f ‘ f
B N ) CélaT | de células T con CAR
¥ U K conCAR | | e

e ) - )
\ . = /,‘

N |

“ L Célula cancerosa” J
./ [
A L ,

Las células T
CAR se infunden
en el paciente

con

Pseudonim: Klein



Aquest treball el dedico als meus dos avis,
al meu oncle que esta lluitant contra el cancer

i a tots els pacients que pateixen o han patit aquesta malaltia.



“Cuando alguien tiene cancer, la familia entera y todo el que lo ama,
también.”

Terri Clark.



Index

Pag.
1. INtroducCiO......coouiiiiiii 7
2. MarC teOTIC. ..vuiiiie e 10
2.0 CANCOT. ... 10
2.2. Sistema immunolOogic i cancer............c.coevviiiiiiiiiiii, 12
2.3. Etapes d’una cel lula tumoral i estadificaci6 del cancer.............. 15
2.4. Estadistiques del cancer...........c.coeveveviiiiiiiiiii 17
2.5. Causes del CaNCer...........oeiuiiiiiiiiiiiiiii 20
2.6. Genetica del cancer...........coeveveiiiiiiiiii 25
2.7. Tractaments contra el cancer................cooeiiiiiiiiiiiiiinii, 30
2.8. TIpus de CANCETS. .....vuiniiitiiiii e 34
3. Part experimental/explicativa............cooviiiiiiiiiiiiiiiiii 41
3.1. Introduccié a la terapia CAR-T.........ccooviiiiiiiiiiii 41
3.2. Selecci6 de pacients per a la immunoterapia CAR-T (ARI-0001)... 43
3.3. Aferesi (1eucoaferesi)........coeviiriricieinenieinenceereceeeeeee e 47
3.4. Reprogramaci6 cel Tular...................oo 53
3.4.1. Introduccié i preparacié de la mostra...........c.ccceeveeeennn, 53

3.4.2. Separaci6 de les cel lules.................oocoiii 55

3.:4.3. ACtIVACIO. .. euviiiiiiiei i 58

3.4.4. Transducci6 del lentivirus..............cooooiiiii 59

3.4.5. Expansio dels limfocits T............c.oooiiii 61

3.5. Preparaci6 del pacient/Infusio............ccooeviiiiiiiiiiiiiiiin 62
3.6. Atacdecellules...........oooiiiii 65
3.7. Efectes secundaris de la terapia.............coooeiiiiiiiiiiniiiinin 66
3.8. La terapia durant el coronavirus.............c.coooeeiiiiiiiiiiiiiinninnnn, 68
3.9.Actualitat del tractament (Hospital Clinic).......ccccceceeveevvrecincenecnnnes 71

4. CONCIUSIONS. ...cuitiinitit e 72
5. Agraiments.............cooiiiiiiiiiiiiiiii 75
6. Bibliografia...............ooo 76



Abstract i summary

e Abstract

El céncer es una de las enfermedades que mas muertes causa en todo el mundo. Sin
embargo, no parece que esto disminuya, siné que se espera que en el 2040 esta cifra se eleve
un 70%. Por ello, aunque los tratamientos convencionales sean ttiles, es necesario encontrar
otros que sean mas especificos y solo se dirijan a las células tumorales. Desde hace tiempo
estas terapias se encuentran en auge y son llamadas inmunoterapias. Concretamente, este TR
(Treball de Recerca) se ha centrado en la inmunoterapia CAR-T que consiste en la
modificacion genética de los linfocitos T mediante distintas técnicas para posteriormente,
detectar las células cancerigenas y eliminarlas. Se usa exclusivamente en pacientes con
canceres refractarios o con aquellos que hayan sufrido muchas recaidas. Existen dos tipos de
CAR-T que son los comerciales y los académicos. En el HCB (Hospital Clinic de Barcelona),
donde he tenido la oportunidad de presenciar el funcionamiento de este tratamiento, se
trabaja académicamente con el ARI-0001. Se ha intentado averiguar si esta terapia sera
efectiva en el futuro para distintos tipos de canceres. Mediante la busqueda de distintos
estudios e informacion cedida por los profesionales médicos he podido obtener documentos
en los cuales se presencia que la evolucion de la vitalidad de los pacientes va en aumento y
ademas, he podido observar que se esta investigando el uso de otros CAR, ya que hasta
ahora esta inmunoterapia tinicamente puede tratar unos tipos de neoplasias. No obstante, se
ha podido establecer un ensayo clinico del CAR-T ARI-0002h, un CAR especifico contra el
mieloma mdultiple. Evaluando los resultados se puede determinar que la inmunoterapia
CAR-T sera uno de los tratamientos mas usados en el futuro por su alta eficacia y su

especificidad en el momento de detectar las células malignas.



e Summary

Cancer is one of the most deadly illnesses all over the world. Nevertheless, it seems this fact
will not decrease, otherwise it is believed to mushroom up to 70%. Thus, even though
conventional treatments are useful, it is necessary to search for a more specific alternative
that only targets tumorous cells. Since a long time these are in a boom, they are called
immunotherapies. Concretely, this TR has focused on CAR T-cell therapy that consists of the
genetic modification of T lymphocytes using several techniques to subsequently, identify
cancerous cells and kill them. It is used exclusively in patients suffering from refractory
cancers or with the ones that have undergone some relapses. We can contrast the academic
CAR-T with the commercial ones. At HCB (Hospital Clinic de Barcelona), where I have had
the opportunity to observe the process of this treatment, working with ARI-0001. It has been
used to find out whether this therapy will be effective in the future to treat different cancer
types. Having searched for some studies and information given by medical professionals I
have been able to obtain documents in which the increase of survival can be seen. Apart
from that, I have noticed that scientifics are researching the use of new CAR, given that until
now this immunotherapy has only been used with certain neoplasms. Nevertheless, it has
been able to establish a clinical trial of CAR-T ARI-0002h, a specific CAR against multiple
myeloma. Analysing the results it can be concluded that CAR T-cell immunotherapy will be
one of the most used treatments in the future due to its highly efficacy and specificity when

detecting malignant cells.



1. Introduccid

Des de fa temps que el cancer és una de les malalties que més ens afecta. Pot arribar a causar

grans seqtieles per aquells que 'hagin superat, o pels que no, la mort.

Aquesta malaltia és una de les principals causes de morts a tot el mén. Segons un estudi de
I"’Agencia Internacional per a la Investigacié del Cancer, al 2018, hi va haver 18 milions de
casos i 9 milions d’habitants van acabar defallint. Aquest estudi també preveu que a I'any
2040 augmentin ambdues xifres en un 70%, aquest increment important vindria donat per
causes generals com les exposicions a radiacions elevades, els diferents agents cancerigens i

diversos problemes mediambientals. "

Aquesta patologia no només afecta a les persones de paisos subdesenvolupats, sind que
també afecta als més avancats, un 65% i un 35%, respectivament. Concretament, les
principals casuistiques en els estats de menys ingressos sén la malnutrici6, infeccions pels
virus d’hepatitis i papiloma, mentre que als altres paisos sén el consum elevat de tabac i

alcohol, la falta d’esport i un elevat index de massa corporal.

El terme cancer abarca més de 100 diferents tipus. Cadascun té els seus factors de causa, el
seus simptomes, el pronostic i un tractament particular. A més a més, existeix la possibilitat
de que aquestes cel lules tumorals s’escampin per tot el cos provocant una metastasi. Els

més coneguts son: el carcinoma, el sarcoma, leucemia i limfoma.

En contra, hi ha diversos tractaments per intentar combatre aquesta malaltia. Alguns
tractaments poden ser la quimioterapia, la radioterapia, la cirurgia, transplants de cel lules
mare o immunoterapia. La majoria de cancers son tractats amb una combinacié de la

quimioterapia i radioterapia, que s6n les més conegudes.

Entre els tractaments menys utilitzats perd que actualment s’esta aplicant amb bastant
poténcia es troba la immunoterapia, un tractament que ajuda al mateix sistema immunitari
per lluitar contra aquesta malaltia. En aquest treball es parlara d’una terapia particular de
immunoterapia. Concretament, es tractara la terapia amb transferencia de cellules T o
també anomenada CAR-T (de l'angles Chimeric Antigen Receptor T). Altres tipus de
immunoterapies sén els inhibidors de punts de control immunitaris, anticossos

monoclonals, immunomoduladors, etc...



El tractament amb cel lules CAR-T es porta duent a terme als Estats Units des de fa temps,
perd a Europa va una mica endarrerit, aix0 és pels interessos d’empreses privades que
inverteixen molta quantitat de diners amb la finalitat de fer estudis i investigacions alla. No
obstant aix0, fa poc que a I'Hospital Clinic s’ha desenvolupat el primer tractament CAR-T
public de tot Europa. Aquesta novetat ha permes que altres centres sanitaris puguin optar a

aquesta tecnologia.

Aquesta terapia s’origina gracies al gran esfor¢ d’Ariana Benedé Jover, una noia que amb 13
anys va ser diagnosticada amb leucémia, pero llastimosament va morir al 2016 amb 18 anys.
Gracies al seus familiars i companys, que van liderar una campanya de recaudament beneéfic
de diners, van promoure aquesta immunoterapia amb ajuda dels investigadors i metges del
Clinic. Fins al 10 de febrer de 2021, ja s’aplicava una terapia semblant a pacients pediatrics i
adults joves de fins a 25 anys que patien leucemia limfoblastica aguda . Segons les dades de
I'hospital Sant Joan de Déu, hospital pediatric associat a I'Hospital Clinic, als 2 anys de la

terapia un 80% dels casos tractats sobrevivien. 1

No obstant aix0, el 10 de febrer de 2021 es publica una noticia que ho canviava tot. El titol de
la primicia era “L'AEMPS autoritza al CAR-T ARI-0001 de I'Hospital Clinic per a pacients
amb leucémia limfoblastica aguda”. Resulta que L'Agencia Espariola del Medicamento y
Productos Sanitarios (AEMPS) havia autoritzat I'as d’aquest medicament de terapia avancada
de fabricacié no industrial. En contrast amb 1’altre tractament, aquest es pot usar només en
pacients majors de 25 anys, que també pateixen leucémia limfoblastica aguda. Igualment que
la terapia aplicada a pediatria, només s’aplica en casos en que els tractaments convencionals

no siguin efectius o en pacients que hagin patit una recaiguda de la seva malaltia. 1

Gracies a I'anterior article vaig decidir investigar i llegir més sobre el CAR-T. Aix0 em va
intrigar tant que vaig decidir que aquest seria el tema del Treball de Recerca (TR) que es
presenta a continuacié. El fet que al futur poguéssim curar el cancer a partir de cel lules del
nostre propi cos i que a més fos una terapia personalitzada em va semblar una utopia.
També, em va inspirar a fer aquest TR la possibilitat d’explicar el tractament d’una forma
senzillaiclara ala gent que no el conegués i transmetre I'evolucié de la medicina juntament

amb la tecnologia que esta involucrada en el procés.



Aixi que vaig tenir I'oportunitat de fer una entrevista amb I"’hematologa Ana Merino que em
va explicar les nocions basiques dels diferents tipus de cancers i sobretot sobre la leucemia
limfoblastica aguda o LLA. A més, em va donar el contacte de I'hematoleg Valentin
Ortiz-Maldonado, un antic estudiant seu que ara es troba treballant a l'area de la
immunoterapia CAR-T, que m’ha permes visitar pacients amb ell i m"ha donat informaci6. A
continuaci6, el Dr. Lozano (cap de seccié d’hemoterapia) em va fer una presentacié de
'aféresi. Finalment, les Dres. Mariona Pascal i Marta Espafiol em van mostrar la seccio

d’immunoterapia avangada i em van explicar el procediment de la recombinacié genetica.

Tota aquesta informaci6 recollida, va donar com a fruit una série de dubtes que intentaria
anant ressolent amb els coneixements que aniria assolint al llarg del desenvolupament
d'aquest treball de recerca.

Les principals preguntes que van sorgir van ser:

“Com funciona aquesta terapia?”, “Quins son els factors que fan que alguns tipus de cancers

. N : : ?// 1" N : N .

puguin ser tractats amb aquesta terapia i altres no?”, “Sera viable aquesta terapia amb altres
tipus de cancers?”, “Quina diferencia hi ha entre aplicar aquest tractament amb pacients
pediatrics o pacients majors de 25 anys?”, “Si hi ha efectes secundaris, estan justificats
respecte els beneficis que té?”, “Per que no s’aplica aquesta immunoterapia com a primera
opci6 i no com a dltima?”, “Quan es triga per fer aquest tipus de terapia?”, “Com es va idear

aquest procediment a I'Hospital Clinic i com va ser la fase de prova de l'assaig clinic?”.

La cerca d’'informaci6 per resoldre aquestes qiiestions van concloure a formular la meva
hipotesi:
“Al futur, es podran tractar la majoria de cancers amb aquesta terapia i tenir una gran

eficacia en la vitalitat dels pacients.”



2. Marc teoric

2.1. Cancer

Nosaltres, els éssers humans estem formats per milions de céllules que creixen i es
divideixen per formar-ne de noves quan les necessitem per substituir-ne de velles o reparar
algun teixit. No obstant aixd, aquest procés cellular es pot descontrolar i com a

conseqiiencia donar lloc al cancer.

El cancer és una malaltia genetica causada per
mutacions' en els gens que controlen la nostra
divisi6 cel lular. Les mutacions es poden heretar
dels nostres pares, perdo també poden estar
causades per diversos factors del medi ambient.
Les heretables séon perque han tingut lloc a les
cel lules germinals com els ovuls o
espermatozoides. El cancer de cada persona sera
tnic i diferent als altres, aixo si, quan el cancer
segueix creixent les cel lules canceroses poden

tenir mutacions diferents. Es a dir, una cel 1ula

tumoral d'un organ pot tenir canvis genétics

diferents que una d’un altre teixit. (3:45] Imatge 1. Cel 1ula de cancer en procés de divisi6 cel lular.”

Les cel lules canceroses son cel lules que han sobreviscut al seu cicle de vida o que s’han
format quan no hauria d’haver passat (Vegeu Imatge 1). El cancer, és un procés en que les
cel lules es divideixen sense parar, es pot dividir en dos grans grups: els cancers
hematologics® o liquids i cancers solids que formen tumors. Quan el cancer s’esparceix per

altres teixits del cos a través dels vasos sanguinis o limfatics produeix metastasi.

Un tumor és una masa o bossoga constituida per un conjunt de cél lules canceroses que es
divideixen sense cap interrupcié. Poden ser de dos tipus, els benignes i malignes. Els
primers no sén cancerosos, fet pel qual no s'estenen cap a altres teixits. No sén tan perillosos
com els malignes pero s’han de controlar ja que poden ser d'una gran mida i poden afectar a

certes funcions vitals. Augmenten el nombre de cél lules, pero el seu funcionament i la seva

" Mutacions: Modificacions en la seqiiéncia genética.
2 Cancers hematologics: Son els cancers que afecten a la sang, és a dir a les cél-lules sanguinies. Poden ser la leucémia, el
limfoma o mieloma muiltiple.
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estructura segueixen normals. Els segons son cancerosos, és a dir que poden envair altres
teixits del cos huma. Les seves ceél lules creixen de manera incontrolada i perden la seva

forma natural. B4

Les cellules que provoquen cancer tenen certes caracteristiques que s’anomenen
hallmarks®que les fan diferents a la resta . Hi ha caracteristiques generals com les alteracions
en les propies cellules tumorals que presenten antigens* diferents respecte les cel lules
normals, pero també n’hi ha de més especifiques. Primer de tot, les canceroses no estan tan
especialitzades com les normals, aix0 fa que es puguin dividir sense parar. Normalment, les
cel lules especialitzades ja no es poden dividir més. En segon lloc, les cél lules canceroses
poden evitar rebre les senyals que envia el nostre cos a les cel lules perque es deixin de
dividir o facin apoptosi’. Una altra caracteristica que posseeixen és que poden ser no
detectades pel nostre sistema immunitari, el proces s’explicara en el segiient punt. Aquest
sistema esta format per teixits i cel lules especialitzades com els leucocits®. En quart lloc,
poden utilitzar el sistema immunitari pel seu benefici. Aixo és perque poden fer que alguns
leucocits canviin el seu funcionament natural i fer que no reconeguin a les canceroses. Per
altim, tenen la capacitat per crear un microambient al voltant de les cél lules normals, es
caracteritza per la formaci6 de petits vasos sanguinis que formen per atacar les normals amb
la finalitat d’extreure els nutrients i 'oxigen per a viure. A més, poden dipositar les seves

restes en aquests vasos. "l

3 Hallmarks: Caracteristiques distintives del cancer que s’adquireixen durant les diferents etapes dels tumors. Aquest concepte
va ser ideat per Douglas Hanahan i Robert Weinberg I'any 2000.

“Antigens: Molécules que es troba en la membrana cel-lular i identifica la cél-lula. Poden induir a la formacié d’anticossos o
una resposta immunitaria. Generalment, son proteines.

5 Apoptosi: Procés que utilitza el cos per desfer-se de les cél-lules que ja no necessita. Es coneix com mort cel-lular
programada.

8 Leucacits: Cél-lules sanguinies que formen part del nostre sistema immunitari. S6n els granulocits, limfocits i monaocits.
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2.2. Sistema immunologic i cancer

El nostre sistema immunologic té la capacitat d’identificar i eliminar les cel lules tumorals,
aquest procés s’anomena vigilancia immunologica. Aquesta caracteristica va ser descoberta
pel bioleg Macfarlane Burnett a I'any 1950 gracies a un experiment amb ratolins. Des
d’aquell moment es va comengar a pensar que el nostre sistema pot desenvolupar la funcié

de tractament contra el cancer. )

En condicions normals, les nostres cel lules expressen antigens a la seva superficie que
serveixen per identificar-les. En aquest cas, les cel lules sén reconegudes com a propies pel
nostre sistema immunitari i per tant, no sén atacades. Aquest mecanisme de reconeixement
s’anomena tolerancia immunitaria. En canvi, si en el nostre cos hi haguessin virus i bacteries
que no sén naturals del nostre cos i per aix0 tenen antigens diferents, el nostre sistema
immunologic els detectaria com a forans i els destruiria. Aquest procediment es diu resposta

immunitaria. 10112

Les cellules tumorals també manifesten antigens que tenen relaci6 amb el tumor. Els
antigens tumorals sén reconeguts pel nostre sistema immunologic perque quan les cel lules

normals esdevenen canceroses, alguns dels antigens de la superficie també canvien o muten.

Els antigens tumorals s’organitzen en 2 grans grups. Els primers sén els antigens especifics
de tumor, que sén propis de les cel lules canceroses perd no de les normals. Per exemple, els
que provenen de proteines que es troben presents en nounats i que en etapes adultes no

haurien d’estar-hi, pero s’activen en les cel lules cancerigenes. P11

Els segons s6n els antigens associats als tumors, que s’expressen tant en cel lules canceroses
com en cel lules normals. La principal diferéncia és que es troben en molta quantitat, amb
molt poc control i amb regulacié anomala. El sistema immunologic realitza una vigilancia
constant per trobar aquestes anomalies i poder destruir les cel lules que puguin esdevenir

un tumor. [10,11,12,13]

El tipus d'immunitat es classifica segons I'especialitzaci6 de cadascuna. La immunitat innata
és la que tenim des de que naixem. Correspon als leucocits i molécules que actuen més rapid
si hi ha microorganismes invasius al nostre cos. No és especifica i tampoc té memoria
immunologica. Els organs o teixits que conformen la immunitat innata sén la pell i les

mucoses que segreguen substancies antimicrobianes. A més a més, també estan presents els

12



macrofags i les cel lules citocines naturals o NK (de l'angles Natural Killer). Encara que les
NK es trobin en la immunitat innata, hi ha evidencies cientifiques que les relacionen amb

capacitats antitumorals. !

Per altra banda, el sistema immunitari adaptatiu esta més relacionat amb la resposta contra
els tumors. Es desenvolupa després del primer contacte amb agents forans i queda
controlada en els receptors de membrana dels limfocits, aix0 habilita una memoria
immunitaria. En una altra ocasid, si el nostre sistema immunitari se n’adona de la preséncia

del mateix agent intrusiu podra prendre les mesures correctes i procedira a eliminar-lo.

Quan hi ha respostes immunitaries contra tumors es troben presents tant la adaptativa com
la innata. Com s’ha mencionat anteriorment, el nostre sistema immunitari pot detectar els
tumors degut els seus antigens. Les cel lules dendritiques i els macrofags, que séon cel lules
presentadores d’antigens, detecten i capturen les tumorals. Aleshores, les cel lules
dendritiques i els macrofags presenten fragments dels antigens tumorals als limfocits T. Des
d’aquest moment, les cél lules T ja detecten els antigens tumorals com a estranys i perillosos.
Per tant, quan va per I'organisme i troba una cél lula amb aquesta caracteristica I'elimina. Es

un procés especific perqué només pot reconeixer aquest tnic antigen. 1°112%!

Tanmateix, el sistema immunitari no sempre funciona de manera tan eficag. Hi ha bastants
tumors que expressen una baixa quantitat d’antigens que poden ser reconeguts com forans i
per tant, és dificil que siguin reconeguts. També cal dir que 1’alta proliferacié i propagacioé de

les cel lules tumorals fa que els nostres mecanismes de defensa no donin abast. 2

A més, els tumors tenen certs mecanismes especialitzats per eludir les respostes
immunologiques del nostre organisme. Les cel lules canceroses poden disminuir o deixar
d’expressar antigens a la seva superficie amb la finalitat de no ser detectats. També, secreten
substancies que redueixen la funcié del sistema immunitari i dels limfocits T. Per altra
banda, el tumor pot créixer sense causar inflamacié i com a conseqiiéncia no manifestar

simptomes. 2!
També, les cel Jules immunitaries poden ser enganyades i reclutades pels tumors perque els

ajudin a créixer amb més velocitat. Aquest cas, es pot apreciar gracies a un estudi que es duu

a terme pels investigadors del Laboratori Cold Spring Harbor dels Estats Units. Han arribat
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fins a la conclusi6 que els neutrofils, que sén els globuls blancs que tenim en més

abundancia, poden arribar a ajudar a les cel 1ules cancerigenes per produir metastasi. >

Els neutrofils conformen entre el 60 i 70% de tots els leucocits per defensar el nostre cos
davant els diferents agents invasors que penetren el nostre organisme, com els fongs o els
bacteris. Seguidament, els neutrofils alliberen unes xarxes d’ADN, que s’anomenen trampes
extracel lulars de neutrofils o NET, amb les quals capturen i eliminen els agents forans.
Aquestes xarxes estan plenes d’enzims digestius que els acaben destruint. No obstant aixo,
les cel lules tumorals confonen els nostres neutrofils perquée aquests llencin les xarxes sense
que hi hagi cap invasor, i aixi utilitzar les NET per intentar moure’s més facilment pel nostre
organisme i arribar fins els altres organs. Els cientifics creuen que les NET ajuden a trencar
les proteines que conformen les membranes dels teixits. Amb aquest procés, s’obren petits
forats que permeten les cel lules canceroses passar cap a altres llocs diferents del tumor in
Situ7. [13,14]

La investigacié va determinar un possible tractament, que s’utilitza també per a la fibrosi
quistica. La terapia consisteix en l’administracié de farmacs que contenen un enzim
(ADNasa) que elimina les NET ja que estan formades d’ADN. En I’experiment amb ratolins
es va administrar un medicament amb les mateixes caracteristiques. Els resultats van
determinar que els fragments d’ADNasa van ser capacos de decréixer la metastasi cap als

pulmons. 4%

7 In situ: En el lloc original. Es a dir que les cél-lules canceroses no s’han disseminat.
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2.3. Etapes d’una cel {ula tumoral i estadificaci6 del cancer

La transformacié d’una cellula normal a una de cancerosa és un procés que pot durar
bastants anys i esta composat per unes etapes ben diferenciades. S’anomena carciogenesi i
consta de quatre fases (Vegeu Imatge 2). Aquestes, comprenen des de el moment en el qual
una céllula pateix una mutaci6 i comenca a proliferar de manera anormal fins

I'escampament de metastasi del tumor per la resta del cos.

El cancer s’origina quan un dels gens d'una ceél lula queda mutat fent que la cel lula no
dugui a terme el procés d’apoptosi. Els errors en la seqtiéencia d’ADN sén causats per
diferents substancies que es poden trobar dins del nostre cos (acid biliar o altes quantitats

d’oxigen entre d’altres) o fora del nostre cos (la radiaci6, el fum de les cigarretes, etc.).

Quan la ceél 1ula ja ha passat I'etapa d’iniciacié, continua la de promocié. Les cel lules que ja
han patit les primeres mutacions comencen a expandir-se incontroladament perqué els gens
que suprimeixen els tumors estan desactivats i els protooncogens® s’activen permanentment.

Es en aquest punt del procés en el qual es forma el tumor. 1*°!

Les ultimes dues fases s’anomenen progressié i malignitat. El tumor inicia I'angiogenesi, que
és un procés que consisteix en crear nous vasos sanguinis a partir dels ja existents amb la
finalitat de subministrar-se els nutrients i oxigen necessari per a sobreviure. Cal dir que la
majoria de tumors, i en aquest cas també la leucemia limfoblastica aguda, es propaguen

mitjangant els vasos limfatics. [

NITLATION FROMOTION DGRESSION
e —r —_— —
DNA repair
Nomnal cel T Initiated celd Preneaplast cells Malignant tumar
[ Blocking agents 1 [ Suppressing agents
1 }
| P
. Inhibition of invasion, angiogenesis
[ Chemopreventive agents } { i
and metastasis

Imatge 2. Etapes de la transformacié d'una cel lula normal a una cél lula cancerosa."”!

8 Protooncogens: Son els gens que controlen la divisio cel-lular.
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L’estadificaci6 consisteix en una classificacié que permet avaluar la gravetat del cancer amb
la intencié de fer un pronostic adequat i poder assignar el millor tractament possible al
pacient. Aquesta distribuci6 es fa amb un sistema que es diu TNM i darrere de cada lletra es
col loca un namero que aporta més informacié sobre el cancer. La lletra T fa referencia a la
mida del tumor i si ha envait algun teixit circumdant; la M ens comunica si el tumor
principal ha produit metastasi; la N informa si les cél lules tumorals s"han estés pels ganglis
limfatics. "%

A més d’aquesta classificacid, s'empra una altra que es basa en estadis. L'estadi 0 indica que
hi ha presencia de ceél lules anormals perd que no s’han disseminat pel voltant, també
s’anomena carcinoma in situ. En 'estadi LII i III s’observa que hi ha cancer; si el nimero és
més elevat, més gran és el tumor i més s’ha escampat. Finalment, el pacient es troba en
l'estadi IV si té metastasi. Es important explicar que no sempre hi ha la possibilitat

d’assignar una estadificaci6 al tumor. 5"

16



2.4. Estadistiques del cancer

Com és sabut, el cancer és una de les malalties que més casos i morts provoca en tot el moén.
Concretament, a I'any 2018 hi va haver una incidencia de 18 milions d’afectats. Encara que
les tecnologies i tractaments que sorgeixen cada dia sén més innovadores i més efectives,
s’espera que al 2040 hi hagi 29.500.000 casos. La incidencia és I'increment de nous casos

d’una malaltia en una poblaci6 i periode determinats (Vegeu grafic 1). "

Mundial, ambos sexos

25.000.000
2 20.000.000 LLlel
8 2018 | 18.078.957
£ 15.000.000 2040 | 29.532.994 (+63.1%)
v
£
S 10.000.000

5.000.000

2018 2020 2025 2030 2035 2040

Grafic 1. Representacié grafica on es dona una estimacié6 de la incidencia del cancer al mén. Grafic aconseguit de International

Agency for Research on Cancer 2019.

A més, el cancer té una mortalitat bastant alta, encara que en aquests tltims anys les xifres
han crescut més lentament (Vegeu grafic 2). Aixo és degut a les diferents mesures que s’han
pres. Per exemple com: xerrades i campanyes portades a carrec pels governs i autoritats
sanitaries per a conscienciar la ciutadania, un augment en el nombre d’estudis en persones
que tenen més factors de risc i un increment en els impostos de les substancies més

perjudicials (tabac, alcohol, begudes ensucrades...). !

Mundial, ambos sexos
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b 2018 | 9.555.027
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2 5.000.000
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Grafic 2. Representacié grafica on es dona una estimacié del nimero de morts pel cancer al mén. Grafic aconseguit de

International Agency for Research on Cancer 2019.
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A banda de les dos consideracions anteriors (incidéncia i niimero de morts), també s’ha de
tenir en compte un altre terme important, la prevalenga.

Aquest terme proporciona el percentatge de persones que han estat afectades per aquesta
patologia en un temps determinat. Aquesta dada inclou tota la poblacié que hagi patit la
malaltia que estigui viva, és a dir, que la pot seguir tenint o ’hagi superat.

La prevalenca és un indicador que ve determinat per la supervivencia dels cancers. Per
exemple, un cancer amb bastanta prevalenga vol dir que hi ha hagut molts supervivents;
mentre que un que en tingui poca, voldra dir que hi haura més morts o menys nombre de
casos d’aquest cancer en concret (Vegeu grafic 3).

Es pot observar la prevalenca de 5 anys de diferents tipus de cancers a Espanya I'any 2018.
Com es pot analitzar, el cancer de mama i el cancer de prostata sén els dos més prevalents
degut els grans avencos en els diferents ambits tecnologics per curar-los. No obstant aixo, el
cancer de pulmo no és tant prevalent encara que es detectin molts casos. Aixo és perque no
hi ha tanta supervivencia comparat amb els altres dos. Cal destacar el tipus de cancer LNH,

que és un limfoma no Hodgkin. ™"

MAMA
0TROS - ~~ 129.928 (16,8%)
234.702 (30,4%) v

___ PROSTATA
N 106.941 (13,8%)
MELANOMA
18.181 (2.4%)
TIROIDES
19.130(2,5%)
RINON COLORRECTO
21.584 (2,8%) 105.714 (13,7%)

LNH /
23.098 (3%) \
UTERO

| VEJIGA
(3,3%) PULMON 59.019 (7,6%)
2723B3%) 59 833 (3,7%)

TOTAL: 772.853

Grafic 3. Representacio grafica on es dona una estimacié de la prevalenca del cancer a Espanya. Grafic aconseguit de

International Agency for Research on Cancer 2019.

En altim lloc, I'edat és un dels factors de risc més important (Vegeu grafic 4). Representa el
percentatge de la probabilitat de patir cancer en els diferents rangs d’edat a Espanya. Es pot
analitzar que a partir dels 40 als 60 anys els homes tenen menys probabilitat de patir cancer

que les dones. En canvi, a partir dels 60 el risc dels homes es dispara considerablement
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respecte al de les dones. Aquestes principals diferencies es poden veure relacionades amb

I'exposicié de diferents factors de risc. Alguns estudis indiquen que aquesta diferéncia pot

ser a causa de les diferents hormones dels dos sexes i la seva relaci6 amb el sistema

immunitari. M

%
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Grafic 4. Representacié grafica on es dona una estimacié de la probabilitat de patir cancer (no melanoma) per

sexes a Espanya I’any 2018. Grafic aconseguit de International Agency for Research on Cancer 2019.
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2.5. Causes del cancer

En general, no es pot saber amb tota seguretat qué és el que causa cancer en algunes
persones i en altres no. Pero les grans recerques i reculls de dades han pogut definir certs
factors de risc que poden augmentar la possibilitat d'una persona de patir aquesta malaltia.
A més, el conjunt d’alguns factors fan que el cancer es desenvolupi més rapidament. Per

aquesta rad, els metges pensen que es tracta d’una alteracié multifactorial.

Molts oncolegs i investigadors dirigeixen estudis cientifics per determinar noves causes que
poden provocar la malaltia. Fins ara, s’han trobat aproximadament uns 200 factors que
s’agrupen en dos grups: els exdgens i endogens. Aquestes investigacions comparen pacients
amb cancer i altres que no amb la intencié de determinar factors als quals s’hagin exposat els
afectats. Pero, un tnic estudi no pot determinar els factors concrets, sin6 que han de

coincidir molts. Hi ha alguns factors que es poden evitar, en canvi, altres com 1’edat no. (18]

Els factors endogens es poden definir com els que engloben les alteracions genetiques del
metabolisme d’una persona. Generalment, son hereditaris, aixo implica que un avantpassat
pugui haver tingut la malaltia i I'hagi passat de generacié en generacié. Només entre un 5 i
10% dels casos sén hereditaris, fet pel qual existeixen proves d’analisis geneétics per a

controlar aquest tipus de mutacions. !

Els factors exdgens son totes les causes relacionades amb I'exterior; és a dir, factors que
provenen de fora i poden induir a la formacié d’un cancer. Aquests factors es poden evitar ja
que els podem escollir. Normalment, son exposicions a diferents substancies cancerigenes o
mals habits quotidians. Els agents relacionats amb el cancer es poden agrupar en diferents

ambits de la ciéncia; biologia, fisica i quimica. !

Tal com es comenta anteriorment, 1’edat és un factor molt important. Encara que el cancer es
pot manifestar en totes les edats, un 60% de persones afectades per aquestes malalties tenen
65 anys o més. Aix0 ocurreix perque s’acumulen les alteracions i modificacions genetiques.
Com a conseqiiencia, les mutacions afecten més a la divisi6 cel lular i l'organisme es troba

més debil per a donar una resposta immunitaria.

Les hormones sén necessaries per a algunes funcions fisiologiques del nostre cos. Pero, tres
cancers molt comuns estan indirectament relacionats amb aquestes substancies; el de mama,

el d’ovaris i el de prostata. Les hormones poden reactivar el tumor una vegada que ha entrat
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en remissi6. També, poden incitar als tumors en algunes zones sensibles i fer-lo créixer i

propagar-se més rapidament. 120222324

L'obesitat també s’ha de tenir en compte. Les persones que pateixen obesitat o sobrepes
tenen una possibilitat més alta de desenvolupar alguns cancers especifics com el de mama, el
de colon o el de pancrees. No només és un factor preocupant per aquesta malaltia, siné que
també és un gran risc amb altres patologies. Algunes d’aquestes podrien ser la diabetis,

artrosi, complicacions cardiaques o simptomes més greus de la COVID-19.

Tenir una dieta equilibrada i variada pot prevenir 1'aparicié d” algun tipus de cancer o certes
malalties cardiovasculars. Per una altra banda, s"ha d’evitar ingerir aliments processats o
carns vermelles ja que augmenten el risc de contreure cancer de recte. Aixi mateix, aliments
salats, encurtits o fumats incrementen la possibilitat de cancer d'estémac. Val la pena dir que
fer esport regularment pot contribuir a una millora en la salut de les persones i en la

prevencio de patologies. !

Seguint amb el mateix fil, hi ha altres habits que sén perjudicials, aquests sén el tabac i
'alcohol. Prendre alcohol amb regularitat és molt danyos pel nostre fetge, per aixo es
relaciona amb cancers hepatics o d’esofag. La quantitat d’alcohol consumida és directament
proporcional amb els factors de risc. Tanmateix, pres amb tabac, provoca un efecte
amplificador de tenir la malaltia. El tabac, és el principal factor de cancer i és el que causa
més morts. El tabac no es pot consumir de manera regulada perqué només el fet de fumar ja
afecta negativament a la nostra salut. Durant els anys, s"ha pogut detectar 4000 substancies
nocives en el tabac, de les quals 60 son cancerigenes. El benze’ i el quitra" son dues
substancies cancerigenes que conté el tabac. El 22% de morts per la malaltia sén degut el
tabaquisme. Cal destacar, que no només afecta als fumadors, siné que les persones que es
troben al voltant (fumadors passius) també introdueixen els hidrocarburs als seus

organismes. En particular el tabac esta connectat amb el cancer de pulmo. 20232

Un altre factor que ha de ser considerat son les relacions sexuals sense proteccions. Moltes
malalties de transmissi6 sexual (MTS) poden contribuir en l'aparici6é de cancers com l’anal, el
de penis o vaginal. Les MTS més relacionades amb aquestes patologies son el virus del

papiloma huma (VPH) o el virus del SIDA (VIH). Per exemple, el VPH pot infectar les

® Benzé: Hidrocarbur ciclic aromatic de 6 carbonis que forma un anell hexagonal.
'° Quitra: Hidrocarbur aromatic policiclic compost per fenols i amines.
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cel lules del nostre cos i convertir aquestes en ceél lules precanceroses. Si aquestes no
s’eliminen poden créixer i causar cancer. Per altra banda, el VIH és un virus que infecta i
mata les cellules T". Les persones infectades en tindran menys i per tant tenen més

possibilitat de ser afectades per les MTS, 202222324

La immunosupressié per medicaments especifics, malalties del sistema immunitari o el VIH
poden fer que el sistema immunitari tingui més debilitat i menys capacitat per detectar les

mutacions de les ceél 1ules cancerigenes o combatre altres patologies derivades del cancer.

Un altre punt és la inflamacié provocada per altres trastorns. La inflamaci6 pot ser puntual o
crénica, si es cronica s’ha de vigilar més ja que comporta un risc més elevat. Es pot definir
com la resposta immunologica a agents exteriors o “agressions” al nostre organisme. Poden
ser: infeccions, bacteris, virus, ferides o substancies toxiques. El procés es caracteritza per
l'arribada continua de globuls blancs degut la constant segregacié de moduladors quimics
durant les infeccions. La inflamacié cronica pot ser causada per un desequilibri al nostre
sistema immunitari o per I'obesitat. L'obesitat és una malaltia causada per una acomulacié
excesiva de greix en el teixit adipds. Aixd causa que els adipocits®necessitin més oxigen i per
tant deixen de poder emmagatzemar triglicerids. Aquests acids grassos es poden acumular
en altres organs o en els vasos limfatics. Quan aixo es dona, els adipocits alliberen unes
molecules anomenades adipoquines®, que poden causar la inflamaci6. Amb el temps, aixd
pot afectar I’ADN i provocar mutacions que desemboquin en un cancer. La inflamacié
produeix molecules que contenen oxigen i nitrogen. Per tant, oxiden ’ADN i redueixen la
reparacié de les mutacions en la divisi6 cel lular. Per aquesta rad, les mutacions que no es
poden reparar fan que les cel lules es divideixin mes rapid i puguin produir cancer. Hi ha

altres malalties com la colitis ulcerosa o la malaltia de Crohn que propicia el cancer de colon.

Les infeccions per patogens poden ser bastant greus i col laborar en el desenvolupament del
cancer. Alguns virus, bacteris o parasits tenen la capacitat d’introduir elements i
codificacions genetiques en el nostre ADN. Nosaltres, com a conseqiiencia, expressem uns
altres gens diferents als inicials per la recombinaci6 genetica'. Els nous gens poden afectar al

creixement i divisié cel lular, debilitar el nostre sistema immunitari i produir inflamacié

" Cél-lules T: També anomenats limfocits T, son globuls blancs formats a la medul-la 6ssia que protegeixen el nostre
organisme de diverses infeccions i combateixen el cancer.

12 Adipocits: Son les cél-lules animals que tenen la funcié d’'emmagatzemar greixos.

3 Adipoquines: Molécules de senyalitzacié cel-lular (citoquines) amb funcions relacionades amb el metabolisme, inflamacio,
obesitat...

14 Recombinacié genética: Procés que consisteix en la produccié de noves combinacions genétiques a partir de les
generades per la mutacié. Concretament, es fa un encreuament dels 2 ADN i fan aparéixer les noves combinacions.
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cronica. Hi ha virus com els de I'hepatitis B i C que estan relacionats amb el cancer hepatic; el
VPH, amb el cancer de coll uteri; el VIH, amb limfomes no Hodgkin; el virus Epstein-Barr,
amb el limfoma de Burkitt. També, existeixen bacteris infecciosos com el Helicobacter pylori
que augmenta les possibilitats de patir cancer d'estomac. Al mateix temps, parasits com

Schistosoma haematobium i Opisthorchis sinensis poden causar cancers de bufeta i hepatics,

[20,21,24]

respectivament (Vegeu Imatges 3 i 4).

Imatge 3. Schistosoma haematobium.®! Imatge 4. Opisthorchis sinensis.™!

Un apartat que s’ha de mencionar sén les substancies quimiques que es troben dissipades
per l'ambient. La contaminacié atmosférica causada pels fums que s’alliberen en les
industries o per I'amiant que es troba en edificacions antigues sén forca perjudicials. També,
alguns pesticides que s'usen avui en dia poden afectar-nos greument. Per aixo, les persones

que s’exposen a aquestes substancies tenen més possibilitats de patir la malaltia.

Els medicaments i tractaments estan fets per ajudar-nos a combatre les malalties que patim.
No obstant aix0, poden tenir efectes secundaris que facin apareixer certs tumors. Hi ha
farmacs com el dietilestilbestrol (DES), composats per estrogens que augmenten els riscos
de tenir cancer de mama. Altres substancies mediques com els esteroides anabolics també
s6n danyoses. Es important dir que els tractaments de quimioterapies o radioterapies poden
fer surgir un segon tumor. Per altra banda, els riscos creixen amb l’administracio

d’immunosupressors pels transplantaments d’organs.

Per acabar, les radiacions d’ones i la llum solar també contribueixen al desenvolupament de
la patologia. La radiacié ultraviolada fa malbé el ADN formant dimers de timidina® que

afecten a I'hora de sintetitzar les cadenes d’ADN. Els pacients amb defectes de pigmentacié

'S Timidina: Nucleosid format per la timina unida a una desoxirribosa amb un enlla¢ glucosidic B-Ns. Normalment, es relaciona
amb la divisi6 cel-lular.
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tenen més risc de patir cancer de pell a I'estar exposats als raigs ultraviolats. El rad6, és un
gas radioactiu que s’allibera de forma natural per la Terra. Si els fumadors estan altament
exposats al gas, poden contraure cancer. Finalment, la radiacié ionitzant és preocupant si
n’estem amb contacte molt de temps. Consisteix en treure els electrons que es troben units
als atoms de la mateéria produint mutacions en el material genétic. Les podem trobar en les

explosions de bombes, en els raigs X de les radiografies, en elements radioactius... 2
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2.6. Genética del cancer

Des de l'antiguitat, quan van sorgir els primers casos de cancer, es pensava que aquesta
malaltia era completament hereditaria. Es a dir, es creia que els descendents d’un afectat el
tindrien també. En canvi, actualment se sap que el major nombre de cancers descoberts sén
causat per factors externs que alteren els nostres gens. Es considera una malaltia genetica
perque esta causada per canvis en els gens que controlen el creixement i la forma de les
nostres cel lules. Cal dir que hi ha un petit percentatge de cancers, com el de colon o el de
mama, que son hereditaris ja que afecten els gens de les cel lules reproductores. Un gen és
una seqiiéncia lineal d’ADN que té la funcié de passar els caracters hereditaris de pares a
fills. Normalment, els gens tenen la informacié necessaria per a fabricar una proteina
especifica. Els canvis que hi ha en els gens que codifiquen molécules per controlar la divisié
de les cel 1lules o els que vigilen que no hi hagi cap error en la codificaci6é genética sén la

major causa del cancer. ¥’

Hi ha dos grans grups de gens diferents segons la funcié que fan a les nostres cel lules. Els
primers (anomenats oncogens), son els gens que generen proteines estimuladores de la
divisi6 de les cel lules o els que ajuden a fer créixer al tumor perque inhibeixen 1'apoptosi.
Els segons (anomenats supressors de tumors), el conformen els gens que produeixen
productes proteics que prevenen la divisié cel lular i condueixen directament a la mort

cel lular.

Molts gens que conformen el nostre cos sén protooncogens. Aquests son responsables de
estimular a les nostres cel lules amb la finalitat de fer la divisi6 cel lular. A més, alguns
també controlen 'apoptosi. Quan els protooncogens pateixen variacions o mutacions en la
seva seqiiencia es transformen en els oncogens, que poden provocar que la ceél lula tingui
una divisié de manera incontrolada, irregular i desproporcionada. Hi ha uns 100 oncogens
descoberts que poden afavorir I'aparicié d'una neoplasia. La proteina ras, generada per un
d’aquest, es troba mutada en un 25% dels casos de cancer. Per entendre millor aquest
concepte es pot fer un simil amb un cotxe. Els protooncogens serien 1’accelerador del cotxe, i
només acceleraria si aquests volguessin. Per contra, els oncogens farien que 1’automobil no

necessités accelerador per accelerar, o sigui que avangaria sol. !

Els gens supressors de tumors tenen moltes funcions importants. Detecten si hi ha senyals
de creixement irregular o d’errors genétics en I’ADN de les cel lules. En el segon cas,

supervisen la reparacié d’aquest. També poden induir a la mort cel lular. Els gens supressors
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fan que la cel 1ula es deixi de dividir quan funcionen amb dues copies a la vegada, ja que es
troben en parella. Si qualsevol de les dues copies fallés, I'altra podria continuar la seva
funcié pero no amb tanta eficacia. Quan les dues copies fallen, la cél 1ula ja no pot controlar
ni prevenir el creixement excessiu. La proteina que es troba més afectada és la p53, que té
una funcié imprescindible dins la cel ula. Si féssim 1’analogia amb el cotxe, direm que els
gens supressors de tumors serien els frens del cotxe. Quan una de les copies no funcionés
correctament, seria com si s’aturés el cotxe només amb el fre de ma. El cotxe encara
continuaria frenant perd amb menys funcionalitat. Si les dues copies estiguessin mutades,
diriem que el cotxe no podria frenar i per tant acceleraria sense parar. En aquest cas serien

les cel lules cancerigenes que tindrien una divisio cel 1ular incontrolable. !

Fa uns 30 anys es va descobrir un nou tipus d’ARN que es diu MicroARN (que s’abrevia
miARN). Es una molécula que només té uns dotze nucledtids de llarg. El seu procés per
arribar fins a miARN té molts pasos i generalment la informaci6é prové dels introns'. El
MicroARN pot augmentar o disminuir la funcié d’alguns gens.

Molts investigadors han determinat que aquests fragments tenen molta relacié amb el cancer

(com la deteccio o el tractament). #*

Degut que el miARN té la capacitat de controlar I'activitat d’alguns gens, es pot arribar a
considerar com a oncogéen o com a gens supressors de tumor, depenent de si disminueixen la
velocitat i indueixen a I’apoptosi o si incrementen 1’acceleracié de la divisi6 cel lular.

També, es coneix que les cellules tumorals depenen de la glucolisi” anaerobica per a
sobreviure, aix0 és degut que necessiten molta energia. El mecanisme s’anomena efecte
Warburg. A més, les cel lules cancerigenes també produeixen acid lactic en més quantitat, fet
que fa que alteri 'homeostasi'®. S'ha arribat a apreciar que els miARN poden produir I'efecte

Warburg i ser complice d’accelerar el metabolisme tumoral. %!

Una altra caracteristica del miARN és que pot servir com a biomarcador en les analisi de
sang ja que han estat relacionats amb la malaltia.

Finalment, un estudi de 2012 va comprovar que la progesterona produia que les ceél lules
canceroses s'assemblessin a les cel lules mare. No obstant aixo, es va concloure que el

causant d’aquest canvi era la eliminacié d’un grup de miARN. Actualment, es vol trobar un

"% Introns: Regio de I'ADN que es troba en la seqiiéncia de codificacié perd que no s’acaba expressant. Normalment, impedeix
que la part que codifica pels gens importants quedi afectada per les mutacions.

7 Glucslisi: Degradacié anaerobica dels glucids (1 molécula de glucosa) en la qual s'obté 2 molécules d’acid pirtvic i energia
en forma d’ATP i ADP.

® Homeostasi: Equilibri i estabilitat del metabolisme cel-lular i del medi intern.
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tractament que activi aquests miARN amb la finalitat de disminuir I'aparenca de cel lules

mare de les cel 1ules neoplasiques. %%

No només els gens poden estimular i aturar la divisi6 cel lular, sin6 que també existeixen
unes substancies quimiques externes, normalment provinent de cel lules veines, que poden

cumplir la mateixa funci6 dels
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Imatge 5. Factors estimuladors i inhibidors del creixement tumoral.®!

El cicle cel lular és un procés molt important que va relacionat amb la divisi6 de les cel lules.
Es pot definir com una serie organitzada de passos i canvis en la mida de les cel lules, a part
de la quantitat d’informaci6 genética i el nombre d’organuls. Comenca a partir d"una cel lula
mare i finalitza quan aquesta s’ha dividit en dues cel lules filles idéntiques (si parlem de la

mitosi, ja que en la meiosi les cel 1ules filles tenen informaci6 genetica diferent). 322334

El cicle cel lular de les nostres cel lules consta de dues fases:
1.Interfase: Es I'etapa que ocupa la major part del temps dels cicle cel lular. Hi ha una gran
activitat metabolica ja que es produeix la transcripcié i traduccié (sintesi de proteines) i la
cel lula duplica el seu material genétic perque es prepara per la divisi6 cel lular. Esta dividit
en 3 parts (fase G1, Si G2).
1. Fase G1: La ceél lula té molta activitat bioquimica en la fase G1 ja que es dupliquen la
majoria d’organuls cel lulars. Només hi ha algunes excepcions com el nucli (que esta

format per la membrana nuclear, 'ADN juntament amb les histones" i el nucleol™).

® Histones: Proteines que conformen I'estructura dels cromosomes.
20 Nucléol: Organul que es troba dins del nucli. La seva funcio principal és la sintesi i maduracio de 'ARN.
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També s’incrementa la mida de la membrana citoplasmatica i hi ha una ampliacié del
volum cel lular.

Quan la cellula es queda sense energia o sense lipids, gltcids i altres molecules
necessaries, la cel lula passa a una subfase anomenada GO0. A la GO0, la cel lula espera
per obtenir els nutrients que necessita per continuar la duplicaci6 cel lular.

Al final d’aquesta fase, hi ha un punt R o de restriccié que controla que la G1 hagi
estat correcte. Si no és aixi, torna a la GO.

Fase S (o sintesi): Es la fase en la qual la cel lula duplica el seu material genétic. El
nombre de cromosomes no es duplica sind6 que el cromosoma acaba tenint dos
cromatides germanes idéntiques que s'uneixen per un centromer. A més, es
comencen a duplicar els centriols donant lloc a 2 precentrosomes o 4 precentriols.
Fase G2: LADN es segueix trobant en forma de cromosoma perque desapareix la
membrana nuclear i, com a conseqiiéncia els enzims digestius podrien destruir el
material genetic si es trobés en forma de cromatina.

Hi ha un altre punt de restricci6 que permet passar les cél lules que estiguin

preparades per passar a la fase M. 353

Cal dir que quan alguna cellula evita els punts R és molt possible que proliferi i es

reprodueixi molt rapid provocant I'aparicié d'un tumor. Un altre factor que explica I'aparici6

de cancer és que una cel lula superi el nombre limit de vegades que pot dividir-se. Pel

funcionament correcte, caldria que la cel lula entrés a la fase GO quan portés 50 divisions

adquirint I'etapa de senescencia®. Després, hi hauria la mort programada o apoptosi. **!

2.Divisi6: Periode que esta composat de la fase M o mitosi (en la qual es divideix el nucli) i

la citocinesi (en queé es divideix el citoplasma). Es reparteixen els organuls i el material

genetic equitativament a ambdues cél 1ules filles.

1.

Mitosi: Etapa en la qual es divideix el nucli (cariocinesi) i el citoesquelet reparteix els
organuls i cromosomes. Té quatre fases diferents (profase, metafase, anafase i
telofase). Com a la interfase també podem trobar punts de restriccid entre la metafase
i Ianafase. La finalitat de la mitosi en la divisi6é cel lular és créixer en nombre,
recuperar-se si ha estat danyada o regenerar-se.

Citocinesi: Etapa en la qual es divideix el citoplasma i les cel lules filles s’acaben
separant. En el cas de les cel lules animals, es fa una invaginaci6 en la part central de

la cel lula mare on es dona I'estrangulacié que resulta en les dues cel lules filles.

2 Senescéncia: Procés en el qual la cél-lula es fa vella i deixa de dividir-se.
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Com s’ha explicat anteriorment, les cellules canceroses poden evitar certs punts de
restriccid. Generalment, el fet que produeixin tumors ve donat d’errors a la divisi6 o al cicle
cel lular. Per tant, s"ha d’establir control i seguretat per assegurar-se que la progressié sigui
correcta. Per garantir la vigilancia, existeixen unes proteines que s’anomenen ciclines i CDKs
(quinases dependents de ciclines). Aquestes, comproven que el cicle cel lular funcioni
adequadament. Per a que les CDKs s’activin, s’han d"unir a les ciclines. Pero no sempre les
CDKs es poden activar ja que també estan controlades per factors externs (Vegeu Imatge 6).
Aixo és perque la cel lula es pot trobar en perill per dur a terme la divisi6 cel lular (degut la

mida, el volum o el nombre d’organuls). 5%

Habitualment, les CDKs s’activen quan es troben en els punts R o de restricci6. Hi ha

quinases dependents de ciclines especifiques Cyclin Expression Cycle

que actuen en cada punt de control, per tant X ; ; ;
augmenta la seva quantitat. Quan la céllula | _
8 ‘ !
- 8
supera els punts R, els enzims .§
citoplasmatics ataquen les ciclines i les | §
o
destrueixen. Com a resultat, ambdues

molécules deixen d’estar unides. 53738 G1 Phase S Phase G2 Phase Mitosis

Imatge 6. Cicle d’expressi6 de les ciclines.™!

Cyclin-dependent Kinases

Es necessari que la unié entre les CDKs i

Cyclin
cak les ciclines estigui fosforilada. Com totes
les quinases les CDKs sén enzims que
Phosphate-donating @ Cyclin binds
protein to Cdk . ..
fosforilen altres proteines. Aleshores, en
DTt Cyclin
Cdk el complex de les quinases dependents

is phosphorylated

@ Sl compiox de ciclines i les ciclines s’incorpora un

Sycin grup fosfat que activa una certa proteina.

o Seguidament, la proteina fosforitzada fa

Activated l \1 l l . 1 ..
Cdks li I °
@ Sl L que la cellula pugui passar al segtient

target protein

}@ Iy

. Cyclin fase de la divisi6 cel lular (Vegeu Imatge
. 7). [35,37,38]
Target i )
protein Activated protein
Q advances the
selee Imatge 7. Procés en queé s’aconsegueix fosforitzar una
proteina controladora del cicle cel 1ular.*"!
Target
protein
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2.7. Tractaments contra el cancer

Actualment, com s’ha pogut observar en els grafics anteriors, els casos de cancer estan
augmentant cada vegada més. Aixd és un problema considerable ja que que es necessiten
diferents tractaments per tractar aquesta malaltia. No obstant aixo, gracies a les noves
tecnologies s’estan trobant nous tipus més efectius que els convencionals. Obviament, les
terapies no tindrien la mateixa funcionalitat sense els diferents professionals de 1'ambit

sanitari que les supervisen en cada cas especific.

Cal destacar que curar el cancer significa eliminar totes les cél lules que siguin capaces de
causar cancer en alguna persona, ja que una Unica cellula cancerosa pot derivar fins a
'aparicié d'un tumor. Les principals modalitats terapéutiques son la cirurgia, la radioterapia
i el tractament farmacologic. A més, el tipus de tractament es especific per cadasct, depén de

les caracteristiques del pacient, del tipus i la fase del cancer.

La cirurgia és la terapia més antiga per tractar el cancer. Es pot utilitzar com a tinica opcié o
es pot combinar amb altres tractaments. La cirurgia és molt efectiva en els tumors solids
localitzats que estan en fases primerenques. Consisteix en 1'extirpacié del tumor o tumors,
pero s’ha d’establir una zona de marge al voltant per assegurar-se de la completa eliminacié
de totes les cel lules tumorals.

La cirurgia no només s’empra per a extirpar el tumor, sin6é que es pot usar per a disminuir la
mida d’aquest quan pot haver lesions en altres organs importants. També, es pot utilitzar
com a tractament pal liatiu quan el tumor causa dolor i exerceix pressi6 en els teixits.

A vegades, els ganglis limfatics s’extreuen amb cirurgia per avaluar I'expansi6 de la malaltia
i reduir la possibilitat d’expansié del cancer.

Es necessari mencionar que gracies a les noves tecnologies hi ha noves formes de tractament
quirargic que no requereixen el bisturi. Hi ha algunes d’aquestes que encara es troben en
estudis clinics. Per exemple, s’esta innovant a l'exposicié del teixit a baixes i altes
temperatures (criocirurgia i hipertérmia respectivament) i també amb terapia fotodinamica

(medicaments que reaccionen a certs tipus de llum) i lasers. #1424344]

La radioterapia és un altre dels tractaments que s'usen freqiientment. La seva eficacia és
gracies a la radiaci6, que és un tipus d’energia molt potent que esta generada per substancies
radioactives o un accelerador de particules atomiques. La radiaci6 és altament eficag perque
destrueix en primer lloc a les cel lules que es divideixen amb més rapidesa i tenen més

dificultat per a reparar I’ADN. Per tant, les cellules que més es destrueixen son les
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canceroses ja que tenen les caracteristiques anteriorment esmentades. Per altra banda, en
algunes ocasions la terapia no acaba funcionant degut la resistencia que presenten les
cel lules que provoquen cancer.

Hi ha diversos tipus de radioterapia que s’empren en l'actualitat, pero la més utilitzada és
I'externa. Consisteix en una maquina que aplica raigs d’energia cap al cos amb una gran
intensitat. A més, és un tractament localitzat perque tracta una part especifica del cos. Els
rajos poden ser de tres tipus: de fotons, d’electrons o de protons.

Els primers poden arribar fins a tumors que es troben profunds i son dificils d’arribar. No
obstant aix0, els feixos de radiacié no s’aturen quan arriben al tumor, siné que s’escampen
pels diferents teixits. Els segons son particules de carrega negativa que no poden arribar a
tots els teixits, per tant s’apliquen en cancers superficials com els melanomes. Els tercers son
particules carregades positivament que arriben fins a tumors dificils d’arribar. A diferéncia
dels fotons, quan 'energia arriba al tumor no s’escampa pels altres teixits i per tant ajuda a
disminuir la toxicitat.

Per utilitzar aquesta forma de radioterapia, els metges s’ajuden de tecnologies d’imatge per
saber on han de dirigir la radiacié. Algunes sén la tomoterapia o radiacié tridimensional.

Un altre tipus de radioterapia és la interna o braquiterapia. Consisteix en aplicar capsules,
que contenen radioactivitat en el seu interior, a prop o dins del tumor. Es un tractament molt
especific i d’alta potencia que escampa poca toxicitat als teixits del voltant.

Per acabar, hi ha un tractament anomenat radioterapia intraoperatoria en el qual
s’administra energia ionitzant en una area concreta mentre s’esta operant al pacient amb la

finalitat de controlar el tumor, 41424344

La quimioterapia és un altre tractament que s'utilitza per a tractar el cancer. Es un dels més
usats i a diferencia dels dos anteriors la seva eficacia es basa en 1'administrament de
medicaments antineoplastics” al pacient. Els farmacs tenen la capacitat d’eliminar les
cel lules que es multipliquen amb més rapidesa i sense control, en aquest cas, destrueixen les
cel lules canceroses. Es una terapia, que malauradament, també afecta a cel lules del nostre
cos que es divideixen amb molta velocitat (com les de la medul 1a ossia o les de l'intestf).
Avui en dia, les noves investigacions estan intentant trobar farmacs més selectius per evitar
els possibles efectes secundaris que es poden desenvolupar. La quimioterapia es pot
administrar com a tnic tractament o es pot aplicar com una combinaci6 dels altres.

Com a conseqtiéncia dels efectes secundaris i per a millorar I'eficacia s"han comencat a usar

farmacs diana que tenen la funcié d’atacar a llocs especifics. Per exemple, aturen la divisi6

22 Medicaments antineoplastics: Farmac que prevé de 'aparicié de tumors de teixit anormals.
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cel ular i impedeixen que les cél lules canceroses afectin I'estructura de les ceél lules sense
alteracions. A més, alguns medicaments impedeixen que es crein els vasos sanguinis que
proporcionen els nutrients i oxigen necessaris a les cel 1ules cancerigenes.

Malgrat tenir bastants beneficis també té considerables inconvenients. La seva eficacia es veu
limitada ja que no es pot aplicar un gran nombre d’administracions dels farmacs i tampoc es
pot fer molt llarga la durada del tractament. Addicionalment, els pacients també queden

bastant afectats, durant i a posteriori de

Quimioterapia: posibles efectos secundarios

Médula Ssea Sistema nervioso  Foliculos  Células del sistema
del cabel

T
secundaris que pot causar. Algun @ % 2 ;

la quimioterapia, degut els efectes
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d’aquests poden ser les nausees o els 2;’%?
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I'elevada fatiga o cansament (Vegeu

Imatge 8).1*1424

Imatge 8. Possibles efectes secundaris de la quimioterapia en els

pacients.*”]

La hormonoterapia és un altre tractament en que s’utilitzen medicaments per a modificar les
hormones® i reduir el creixement d’alguns tumors. Aquests eviten la seva sintesi i alteren el
seu comportament natural davant les cél lules canceroses. Ara bé, la terapia només funciona
si les cel lules tumorals presenten receptors a la seva superficie, aixd és perque les hormones
estimulen el creixement del cancer quan s’uneixen amb aquests. Per aquesta rad¢ s’'intenten
bloquejar les seves funcions. Els cancers que majoritariament es tracten amb la
hormonoterapia sén el de mama i el de prostata, encara que el d’ovari o el d’endometri

Htambé. 146471

El trasplantament amb medul 1a ossia és un procediment que consisteix en substituir les
cel lules mare dels pacients que hagin quedat afectades per les altes dosis de quimioterapia o
radioterapia. Les cellules mare sén cellules immadures que quan maduren es poden
especialitzar en altres cellules del nostre cos o bé poden tornar a ésser mare.

Majoritariament es troben en l'interior dels ossos de la sang com la pelvis, perd també es

2 Hormones: Substancies quimiques (generalment proteines) que sén elaborades per les glandules del nostre cos que
actuen com a missatgers intracel-lulars que canvien el metabolisme de les cél-lules. Algunes hormones sén la insulina o els
estrogens.

24 Endometri: Mucosa o teixit que recobreix l'interior de I'Gter.
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poden trobar, amb menys quantitat, y g

CELULA MUSCULAR

per la sang. Son essencials ja que a

partir d’aquestes es creen les cél lules CELULA GRASA

CELUL XUAL
sanguinies (globuls vermells, blancs i

plaquetes) que necessitem per a '
viure (Vegeu Imatge 9). Els donants  ceruia nmunimaria

CELULA OSEA
poden ser el mateix pacient (abans

del tractament), familiars o persones

que tinguin el mateix tipus de sang. CELULA EPITELIAL CELULA NERVIOSA CELULA SANGUINEA

[43]

Imatge 9. Especialitzacions de cel lules mare.*!

La immunoterapia és un tractament personalitzat ja que ajuda al mateix sistema immunitari
a reconeixer i atacar les cel lules cancerigenes. El nostre sistema immunitari esta composat
pels globuls blancs i pels organs i vasos limfatics. Es una de les terapies més noves que tenim
al nostre abast. Per aquesta ra6 només es pot aplicar en certs cancers i s’esta investigant per
aplicar-ho en tots. Hi ha diversos tipus d’immunoterapia que s'utilitzen avui en dia com els
anticossos monoclonals, els immunomoduladors, la terapia genica o inhibidors de punts de

control immunitari. #1424

Per acabar, cal dir que tots els anteriors mencionats van ser fa temps assajos clinics. Un
assaig clinic és una investigacié medica d’una nova terapia que es realitza a pacients de
manera voluntaria. Els assajos poden comparar dos tractaments diferents per veure quin
dels dos és més efectius. També, serveixen per donar una dltima oportunitat als pacients que
no hagin tingut cap millora amb els altres ja existents. Obviament, aquests estudis es
realitzen amb molt control i s’'intenta sempre garantir la seguretat de les persones. Els
estudis clinics sén primordials perqué bastants paisos no permeten I'tis de nous

medicaments o farmacs si no hi ha una eficacia i mesures de seguretat establertes. */
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2.8. Tipus de cancers

Existeixen molts tipus de cancers diferents. Es calcula que n’hi ha més de 200 i cadascun té
caracteristiques especifiques que els fa distints a la resta (la causa, 'evoluci6 i el tractament
que s’aplica per a tractar-lo). Es per aix0 que en aquest TR només s’explicara els tipus de
cancer més importants relacionats amb la immunoterapia CAR-T, que sén majoritariament
els de les cel lules B. Per tant, a continuacié s'informara sobre els limfomes de Hodgkin i no

Hodgkin, leucemies (concretament la limfoblastica aguda), cancer de prostata i de mama.

e Limfomes: Son un tipus de cancer que afecta especificament als globuls blancs
(leucocits) anomenats limfocits. Els limfomes poden desenvolupar-se a partir dels
limfocits B i T. Els limfocits T participen en la resposta immunologica cel lular (Vegeu
Imatge 10). Son capacos de reconeixer i destruir els agents infecciosos
(majoritariament virus) i els teixits conformats per cel lules tumorals. La lletra T
s'atribueix perqué maduren al tim®*. D’altra banda, els limfocits B actuen en la
resposta immunitaria humoral (Vegeu Imatge 11). Identifiquen als antigens
mitjancant els anticossos. També, poden convertir-se en plasmocits (que creen
anticossos) i poden ser cel lules presentadores d’antigens. Ambdés tipus de limfocits

son primordials pel sistema immunitari adaptatiu.

Imatge 10 i 11. a) Diferents funcions de les cel lules T b) Paper dels anticossos (produits per cel lules B) en la resposta

immunitaria humoral. ¥

% Tim: Organ del sistema limfatic ubicat a la cavitat toracica on maduren els limfocits T.
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Els limfocits es mouen pel torrent sanguini pero també ho fan a través dels vasos
limfatics. En la llarga xarxa de vasos limfatics podem trobar els ganglis limfatics. En
aquest organ es filtren i s’eliminen les cel lules mortes o canceroses gracies a la gran
concentracié de limfocits que hi ha. Quan els limfocits es tornen neoplasics es poden
disseminar per la medul la ossia, la melsa i la sang o poden romandre en un tnic
gangli. Existeixen dos tipus: Limfoma de Hodgkin i de no Hodgkin (que és més

freqiient). (/)

El limfoma de Hodgkin és una proliferaci6 maligna del sistema limfatic que
principalment afecta els teixits dels ganglis limfatics, el fetge, el tim i les amigdales.
La principal caracteristica fisiologica és la transformacié que es dona en la clonacié
dels limfocits B i com a resultat deriva en les cellules multinuclears de
Reed-Sternberg. Els simptomes sén la febre, sudoracions nocturnes i la perdua de pes
sobtada. El principal métode de diagnostic és la biopsia dels ganglis limfatics. Hi ha
dos tipus ben diferenciats de limfomes de Hodgkin.

El primer és el limfoma de Hodgkin classic (cHL en angles), en queé les cel lules
canceroses s’anomenen Reed-Sternberg. Els ganglis limfatics es troben més
engrandits degut la inflamacié que causen els leucocits que es troben al voltant
d’aquestes cel lules neoplasiques. Hi ha 4 subtipus diferents de cHL que depenen de
la infiltracié del cancer en els ganglis. L'altre tipus és el limfoma de Hodgkin amb
limfocits nodulars predominants (NLPHL en angles). Les cel lules d’aquest tipus es
caracteritzen per ser més grans i son variacions de les cél lules de Reed-Sternberg. La
principal diferencia és que en el NLPHL s’expressa la proteina CD20 que causa un
creixement més rapid del cancer i per tant requereix un tractament totalment

diferent. !

Els limfomes no Hodgkin (NHL en angles) sén un grup molt heterogeni de trastorns
que es caracteritzen per la proliferacié de cél lules limfoides malignes en el sistema
limfatic. La principal diferencia que té si el comparem amb el limfoma de Hodgkin és
la major probabilitat que existeix de disseminaci6é del cancer pels altres teixits de
l'organisme en el moment de ser diagnosticat. Un 90% dels NHL s’originen en
limfocits B, mentre que la resta ho fa en els limfocits T i les cel lules Natural Killer.
Depenent de 'etapa de diferenciacié en que es trobi el limfocit quan ocorre el procés

neoplasic, la determinacié de la malaltia i la seva evoluci6 seran distintes.
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Els limfomes no Hodgkin es poden comparar segons la velocitat del creixement i
propagacié. Els limfomes indolents o d’escassa malignitat creixen i es propaguen
lentament, normalment responen correctament al tractament administrat. Els
limfomes agressius proliferen amb més rapidesa i per tant necessiten ser tractats amb

immediatesa. %

A més, al 2016 la OMS (Organitzacié6 Mundial de la Salut) va determinar un sistema
de classificacié pels limfomes. Els agrupa segons el tipus de limfocit on va comengar
el cancer, 'aparenca del limfoma quan s’observa en el microscopi, les caracteristiques
dels cromosomes de la cel lula limfatica i les diferents proteines de membranes que

es troben a la superficie de la cel 1ula.

e Cancer de prostata: El cancer de prostata és el segon cancer que causa més mortalitat
entre el genere masculi. La prostata és una glandula que es troba sota la bufeta i
davant del recte. La principal funcié6 que desenvolupa és la produccié d'un liquid
que forma part del semen. Esta comprovat que l'aparicié d’aquest cancer pot estar
relacionada amb I'herencia, ja que hi ha gens que incrementen el risc de patir-lo
(BRCA1 i BRCA2). Es un tipus de cancer que creix molt lentament i per tant els
simptomes poden tardar décades fins a apareixer. Per exemple, hi ha hagut pacients
que van morir exempts de malalties i durant la realitzacié de I'autopsia els metges
van descobrir que tenia cancer de prostata. Els primer simptomes, casualment, poden
fer confondre aquesta neoplasia per una hiperplasia® benigna. Aixo és degut perque
ambdues malalties produeixen dificultat i molésties a I'hora d’orinar. Generalment, el
tumor no tendeix a disseminar-se. Aix0 no obstant, si hi ha metastasi és molt

probable que es doni en els 0ssos i en els ganglis limfatics. 5>

Le principals maneres de deteccié son a partir de la deteccié del tumor a través del

recte i realitzant un analisi de sang del PSA (antigen prostatic especific).

La prostata esta diferenciada anatdmicament en tres zones diferents (Vegeu Imatge
12). La primera és la zona central, on es troben els conductes per on es produeix

'ejaculacié. La segona es la zona de transici6, on es produeix la hiperplasia benigna.

% Hiperplasia: Increment en la quantitat d’un teixit per 'augment del nombre de cél-lules, perd que conserven la seva funcid i
la seva mida.
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La dltima és la periferica, on és més
facil que es desenvolupi el cancer. La

majoria dels cancers de prostata son

adenocarcinomes, que es RN ’ | Vesla
A \ seminal
desenvolupen en cel lules o
Tostata
glandulars”. P

Imatge 12. Cancer de prostata.™

Cancer de mama: El cancer de mama s’origina quan les cel lules mamaries es
comencen a dividir sense control. Per tant, s’acaben creant tumors que es poden
detectar palpant la zona del pit. Ara bé, moltes d’aquestes masses son benignes i no
acaben tenint més complicacié. Aixo si, en ambdos casos s’hauria d’anar al metge per

a fer estudis i determinar la naturalesa del bony. !

El seu origen pot donar-se en distintes parts del pit. Pot comencar en els conductes
ductals, que sén tubs encarregats de portar la llet als mugrons. També, en els lobuls,
glandules productores de llet. Aixi mateix, es pot iniciar en el teixit fibrés i adipos del

voltant de la mama.

Si el cancer s’inicia en els conductes s’Tanomena carcinoma ductal. Pot ser in situ (no
es dissemina a altres teixits) o invasiu (es propaga a altres teixits). Si comenga en els
globuls rep el nom de carcinoma lobular invasiu. Hi ha altres tipus de cancers com la
malaltia de Paget®, perd son menys freqiients.

Hi ha diferents caracteristiques diferenciadores dels cancers de mama que permeten

el professional sanitari administrar un tractament més adient. %

Poden presentar receptors d’estrogen (RE) o receptors de progesterona (RP). Les
neoplasies que tenen aquestes caracteristiques depenen de les hormones per la
proliferacié de les cel lules canceroses. Per tant, el tractament més coherent en aquest
cas és la hormonoterapia. S’ha observat que la major afeccié es troba en les dones que

ja han passat la menopausa.

27 cél-lules glandulars: Cél-lules productores del liquid de la prostata que s’agrega al semen.

% Malaltia de Paget: Malaltia que no s’ha de confondre amb la malaltia de Paget dssia. Cancer mamari del pit que s'estén fins
als mugrons i, normalment el pacient també té un carcinoma ductal. Es facil de detectar ja que hi ha nombroses manifestacions
dermatologiques (color taronja i irritacio).
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Altres depenen d'un gen anomenat receptor 2 del factor de creixement epidérmic huma
(HER2 en angles) per poder escampar-se. El gen HER2 produeix la proteina HER2

que és necessaria per el creixement de les cel lules tumorals. ')

Com en el cancer de prostata, els canvis en els gens BRCA1l i BRCA2 també
dictaminen el desenvolupament del cancer. Aquests gens es poden detectar
mitjancant diversos estudis i proves perqué esta demostrat el caracter hereditari

d’aquests. )

Considerant que és un dels cancers que més morts causa entre la poblacié6 mundial,
hi ha noves tecnologies de detecci6 per actuar preco¢ment i procurar les menys
complicacions possibles. De la mateixa manera, els tractaments estan avancant
considerablement per a poder abordar-lo de moltes maneres. Fins i tot, s’esta

estudiant la possibilitat d’implementar la immunoterapia CAR-T. %!

e Leucémies/LLA: Les leucémies sén un tipus de malalties malignes del sistema
hematopoetic que afecten la medul 1a ossia i els ganglis limfatics. Es caracteritzen per

la proliferaci6 incontrolada de cel lules de la sang (leucocits, hematies® i plaquetes).

Al comencament, es produeix un camul d’un gran nimero de globuls blancs en el
seu lloc d’origen. Posteriorment, les cel lules s’infiltren en els organs hematopoetics.
Mentre que el nombre de cel lules canceroses incrementa, la quantitat de cel lules
normals disminueix. Consegiientment, s’alliberen leucocits immadurs que debiliten
el sistema immunitari i fan que 1'organisme sigui més susceptible a infeccions. Quan
la neoplasia es trobi molt avancada, la presencia de cel lules normals sera quasi

nul 1a i predominaran les cancerigenes. ')

Depenent de l'agressivitat i del grau de diferenciaci6/immaduresa de les cel 1ules
neoplasiques, les leucémies es divideixen en dos tipus diferents. Les leucemies
agudes es caracteritzen per un conjunt de cel lules hematopoetiques immadures i
amb naturalesa blastica® en la medul 1a ossia. Es un tipus de leucémies que apareix

sobtadament i si no es tracten rapidament poden derivar en la mort. (¢!

2 Hematies: Eritrocits o globuls vermells.
% Naturalesa blastica: De naturalesa dels blasts, que sén els precursors dels leucocits. Els limfoblasts son precursors dels
leucocits; els mieloblasts, dels monocits i granulocits.
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Per altra banda, les leucemies croniques s’identifiquen per la proliferacié maligna de
leucocits morfologicament madurs (segueixen sent immadurs, perd no tant com els
de les leucemies agudes). La principal diferéncia és que s’instauren més lentament i
sense causar tants simptomes. També, la infiltraci6 de ceéllules malignes a la
medul 1a ossia no es tan veloc. Aixo s’explica per la maduresa que tenen els globuls
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blancs (Vegeu Imatge 13)
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Imatge 13. Hematopoesi humana (procés de maduracié de les cel lules sanguinies).*”

Hi ha molts tipus de leucémies, per6 en aquest TR s’explicaran les que tinguin més
relacié amb el tractament. En concret, seran la leucémia mieloide aguda i la leucemia

limfoblastica aguda (en adults i infants).

La leucemia mieloide aguda (LMA) és un tipus de leucemia caracteritzada per la
divisi6 sense control dels mieloblasts. S’ha de tenir en compte que el major nombre
de casos es dona en persones més grans de 20 anys, pero a partir dels 50 és quan

incrementa la incidencia. [

La LMA comenca en la medul la 0ssia’, perd freqiientment es dissemina cap a la

sang. Quan aix0 ocorre, és molt probable que els globuls vermells i les plaquetes

3 Medul'la éssia: Part tova de I'interior dels ossos on es produeixen les cél-lules sanguinies.
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disminueixin la seva concentraci6 en sang. Aquesta disminucié de les cel lules
sanguinies provoquen anemia (degut la manca de globuls vermells i per tant
hemoglobina, el ferro es troba en baixa quantitat) i nombrosos sagnats o morats (ja
que hi ha poques plaquetes). Hi ha estudis que classifiquen les leucémies segons les
anomalies cromosomiques de les seves cellules. Entre aquestes es troben les
deleccions, addicions o inversions cromosomiques i translocacions del material

genetic entre dos cromosomes. !

La leucemia limfoblastica aguda (LLA) és un tipus de leucemia que es caracteritza
per la proliferacié descontrolada dels limfoblasts. Com la LMA, s’inicia en la
medul 1a dssia. Es molt probable que hi hagi metastasi i quedin afectats els testicles o
el sistema nervids central. Hi ha vegades en qué es pot disseminar fins a la medul 1a
espinal i el cervell. Es important destacar que la maxima incidéncia es troba entre els
2 i 15 anys d’edat. No obstant aixo, la LLA suposa un 40% de tots els casos de

leucemies en adults. [

Hi ha vegades que es confon amb els limfomes perqué ambdoés tipus de cancer
afecten els limfocits. La LLA afecta principalment a la medul 1a i a la sang, mentre
que els limfomes generalment ho fan als ganglis limfatics i altres organs. Com pot
existir dificultat per determinar-los correctament, es fa un estudi de la medul 1a ossia.

Siun 20% d’aquesta esta conformada per limfoblasts, es considera leucémia.

S’ha detectat que en aquest tipus de leucémia es troba un tipus de translocaci6
coneguda com “cromosoma Filadelfia” en la qual hi ha una anomalia entre els
cromosomes 9 i 22 (Vegeu Imatge 14).

Es necessari comunicar que és una leucémia amb moltes possibilitats de tractament.
Es pot tractar amb quimioterapia en diferents

Cromosoma 9 alterado

fases, també es pot tractar amb radioterapia si

afecta el sistema nervids central. Si NO  comosoma Ruptura I

9 normal cromosémica

Cromosoma

22 alterado
Cromosoma (cromosoma
22 normal Filadelfia)

funcionés cap dels anteriors esmenats, es l

< = 4
podria tractar amb trasplantaments de cel lules BcR—> g > E}mm
mare. Com a ultima opcié o si hi hagués una w
recaiguda per part del pacient, es podria tractar Aot -

amb immunoterapia CAR-T. [

Imatge 14. Translocaci6 “cromosoma Filadelfia” .
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3. Part experimental / explicativa

3.1. Introduccié a la terapia CAR-T

La immunoterapia CAR-T és un tractament, bastant recent, que utilitza les nostres propies
cel lules per destruir les cel lules neoplasiques. Es pot considerar una terapia personalitzada
ja que només es podran utilitzar les cel lules modificades amb el pacient que les ha donat.
Basicament, consisteix en modificar els limfocits T de l’afectat perque tinguin la capacitat

d’atacar les cel lules leucémiques que presentin 'antigen CD19 (en el cas de LLA-B). [*°l

Com a introduccid, la terapia consta de diverses fases diferenciades (Vegeu Imatge 15).
Primerament, hi ha un gran periode de temps on es segueixen una serie de tramits
burocratics per acceptar al pacient a la terapia. A més, cal dir que hi ha molts requisits
medics que son estrictes. Seguidament, si el malalt ha estat acceptat, se’l sotmetra a I’aferesi
o leucoaféresi que es un procés mitjangant el qual s’extreuen globuls blancs (que inclouen els
limfocits T). A continuaci, es modifiquen geneticament aquests limfocits T i es
multipliquen. En pendltim lloc, es prepara al pacient amb una quimioterapia préevia perque
I'infusié de les cellules sigui més efectiva. Finalment, s’avalua i es fa un seguiment al

pacient per veure la seva evoluci6 i determinar si el tractament actua correctament. [#666758]
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Imatge 15. Procés complet de la immunoterapia CAR-T.1*’!
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Aquesta immunoterapia esta conformada per tres terapies avancades diferents: la mateixa
immunoterapia, la terapia cellular i la terapia genica. Es una terapia genica perque els
limfocits es modifiquen; és una terapia cel lular ja que es considera un farmac “viu” que

s'introdueix al pacient; és immunoterapia, doncs son les cel lules del malalt les tractades. 1!

Es necessari fer un aclariment envers els tipus de CAR-T que existeixen. N'hi ha dos ben
diferenciats que tenen diferents caracteristiques. Uns son els comercials, mentre que els
altres son els academics o els assaigs clinics. No obstant aixo, el CAR-T que s’empra a
I"'Hospital Clinic, que és el que explicaré, és un “assaig clinic” que degut els seus excel lents
resultats ha estat declarat excepcionalment com a medicament autoritzat per La Agencia

Espariola del Medicamento y Productos Sanitarios (AEMPS). 1%
Es pot concloure que el tractament ARI-0001 és un OMG (organisme modificat

genéticament). Aixo significa que és un organisme (limfocits T) modificat utilitzant eines

d’enginyeria genetica.
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3.2. Selecci6 de pacients per a la immunoterapia CAR-T (ARI-0001)

Com ja s’ha mencionat a la introducci6, hi ha un gran procés de seleccié per determinar els
pacients que poden ser tractats i els que no. Aixo passa perque el tractament és d’elevat cost
i per tant, els malalts han d’estar en unes condicions “minimament sanes” per a poder ser
escollits. A més, aquesta immunoterapia involucra molts departaments de medicina:

virologia, immunologia, hematologia...

Primerament, cal clarificar que els CAR-T comercials poden ser administrats a 8 hospitals
més arreu d’Espanya, pero el CAR-T ARI-0001 només pot ser aplicat a 'Hospital Clinic de
Barcelona (HCB). Per aquesta rad, els hospitals de les altres comunitats autonomes (CCAA)
amb possibles aspirants al tractament han d’enviar sol licituds per poder ser valorats per un

grup de professionals del HCB.

Uns dels principals requisits per 1'acceptacié a aquesta immunoterapia és el fet que moltes
linies de tractaments previs no hagin funcionat i hi hagi hagut una recaiguda. Per exemple,
hi ha pacients en els quals la quimioterapia (amb diferents tipus de farmacs), la radioterapia,
la donaci6 de ceél lules mare i la terapia (amb anticossos monoclonals i inhibidors de tirosina

cinasa®) no tenen cap efecte.

Com a curiositat, existeix la possibilitat que la leucémia limfoblastica aguda es dissemini a
I'encéfal i la medulla espinal. Per tant, la quimioterapia s’injecta directament a l’area
afectada (n'és un exemple clar el liquid cefaloraquidi). Si s’ha de col locar a 'espai intratecal
es fa a partir de la columna vertebral o el reservori d’Ommaya, que és un aparell cupular

que transporta els medicaments cap al cervell.

L'edat és un altre factor molt important. En aquest sentit, es segueix una legislacié molt
estricte. Es a dir, hi ha terapies CAR-T que estan dirigides a pacients joves de fins a 25 anys,
aixo vol dir que si sobrepases aquest limit per un dia ja no pots ser acceptat i per tant, el
pacient hauria de buscar un altre tractament per a persones majors de 25 anys. Aquesta
mesura és deguda al fet que durant I'época d’assaig clinic només es tracten malalts fins a
una certa edat i, els hospitals no es poden arriscar a un resultat no desitjat. No obstant aixo,

277

hi ha una petita “excepcié” que s’explicara posteriorment.

%2 Inhibidors de tirosina cinasa: Son inhibidors que bloquegen I'enzima tirosina cinasa. Aquesta produeix que les cél-lules
mare es converteixin en els globuls blancs que el cancer necessita per desenvolupar-se.
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A continuaci6, es procedira a l'explicacié del llarg procés mitjancant el qual es seleccionen
els possibles aspirants al tractament:

1. Solicitacié o explicaci6é de la immunoterapia CAR-T al pacient. En el cas de ser d'una
altra comunitat autonoma és possible que el doctor no sapiga de l'existencia de la
terapia. Per tant, el pacient pot haver buscat informacié préviament, i durant la
citaci6 medica pot explicar-la. També, pot ser que sigui el doctor qui ho comuniqui al
malalt. En el pitjor dels casos, el doctor pot decidir no realitzar els tramits ja que

segons el seu criteri no sigui una opcié viable.

2. Si el doctor decideix prosseguir amb el procés, es posa en contacte amb 1"hospital
destinatari (en aquest cas I’'Hospital Clinic de Barcelona). A més ha de demanar la
“Solicitud de valoracion por el grupo de expertos en la utilizacion de medicamentos CAR a
nivel SNS”, que és un document de la Secretaria General de Salut i també una serie de
proves amb la finalitat que els metges de 'HCB puguin saber aproximadament I’estat

de salut del pacient .

El document en qtiestié consta de diversos requisits. Primerament, s’ha d’aclarir quin tipus
concret de cancer té I'afectat, si ha tingut recaiguda i amb quantes linies de tractament s’ha
sotmes. Seguidament, s’ha de declarar que el pacient es trobi amb bon estat funcional. A
més, s’ha de clarificar que el malalt no pugui optar a cap altre opci6é de farmac. En el cas que
els cromosomes del pacient fossin “Filadelfia”, el tractament d'ITK* hauria d’haver fracassat
en dues ocasions (exceptuant que hi hagi intolerancia o contraindicacié de I'utilitzacié dels

mateixos).

A continuaci6, s’ha d’indicar que les cel lules tumorals del pacient expressin I’antigen CD19
(relacionat amb la LLA) (Vegeu Imatge 16). Tot seguit, cal dir que el pacient no és VIH+, no
té hepatitis B i C, no s’ha tractat anteriorment amb una altra immunoterapia CAR-T, no
presenti sindromes associats a la medul 1a espinal. El document descriu que no es pot iniciar
el tractament si hi ha altres neoplasies presents o en el cas de les dones en edat fertil o

embarassades, que no estiguin prenent metodes anticonceptius.

Cal destacar que si la LLA s’expressa en una forma que no és la més habitual, el pacient no

pot procedir a l'aplicacié de la immunoterapia. Un cas és quan la leucémia limfoblastica

3 ITK: Inhibidors de tirosina cinasa.
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Imatge 16. Limfocit T, amb el gen CAR insertat, detectant

una cel lula tumoral.”!

3. Quan el document s’ha enviat als professionals de 1"'Hospital Clinic de Barcelona i
donen el vistiplau, el pacient s’ha de dirigir a Barcelona per a tenir una primera
entrevista amb els hematolegs involucrats en la terapia. En aquesta primera visita, el
doctor explica resumidament el procés i dona 1'opcié d’aclarir els possibles dubtes
que hi hagi. Convé fer ressaltar que també es duu a terme una puncié lumbar, més

analisis, una aspiracié de medul 1a ossia i biopsia.

Una puncié lumbar és un examen meédic que serveix per agafar una mostra de liquid
cefalorraquidi de la columna vertebral. Quan s’aconsegueix extreure, es procedeix a
examinar el liquid sota el microscopi per determinar les cel lules leucémiques disseminades

al sistema nervios central. Aixi es pot mesurar la gravetat de la neoplasia.

Una aspiracié de la medul 1a ossia consisteix en insertar una agulla buida en el maluc o
I'esternum per extreure una mostra d’aquesta substancia. De la mateixa manera que en la

puncié lumbar, s’observa al laboratori per saber si hi ha cel lules tumorals.

Les analisis també son importants ja que permeten veure el nivell en sang dels leucocits,
plaquetes i hematies. Els tltims dos son importants ja que es veu l'afectacié de la leucemia
en el funcionament usual del nostre organisme. Generalment, si el nivell d’eritrocits i
trombocits™ és molt baix significa que les cellules anormals han ocupat gran part de la
medul 1a. Cal mencionar que hi ha hagut casos en que els marcadors tumorals de les analisis
han estat nuls. Es a dir, no s’han detectat antigens (com si el pacient no tingués leucémia,
pero si que en té). Pot passar pels mecanismes d’evasi6 de les cel lules tumorals explicats en

z 17

el punt 2. En aquest cas es produeix la petita “excepcié” esmentada préviament, que

% Trombocits: Plaquetes.
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s’anomena fer el tractament per “compassié”. Aixo significa que la terapia no seguira la
legislacié del medicament autoritzat per la AEMPS. En canvi, es tractaria al pacient com si

fos un assaig clinic ja que pot ser acceptat sense complir tots els requisits.

4. Després d’aquest pas ja es procediria a la segtient fase del procés, que seria la
leucoaferesi. Es duria a terme una setmana després (aproximadament) a partir de

'entrevista feta a 'Hospital Clinic de Barcelona.

Durant la part practica del treball es contaran diferents experiencies de les visites a 'HCB
que vaig tenir oportunitat de veure. Aquestes anecdotes les aniré redactant durant la part

practica/explicativa depenent de la part del tractament.

En un dels dies en qué vaig poder anar, gracies al Dr.Valentin, vaig estar a la consulta de
diferents pacients que eren tractats per la immunoterapia CAR-T. Una de les afectades és
una dona jove d'uns 30 anys aproximadament, provinent de Salamanca, que pateix una
leucémia limfoblastica aguda refractaria. Després de diversos intents sense exit de tractar-la
amb quimioterapia, radioterapia i trasplantaments allogenics (provinent de la seva
germana) de medul la espinal, va necessitar adrecar-se a 'HCB per a poder realitzar el
tractament. Ella va adonar-se’n de I'existéncia d’aquest quan estava sent tractada a Valéncia
amb una altra terapia distinta. Aixo va ser gracies a la possibilitat de contactar amb una altra
pacient, a través d’un xat destinat a malalts de leucemia, que estava sent tractada també a
I"'Hospital Clinic. Ella es trobava en l'estadi en que es produeix I'entrevista amb els doctors
encarregats de les admissions. L'hematoleg Valentin va procedir a explicar-li amb molt detall
com seria el mecanisme d’aquesta innovadora immunoterapia. Va mencionar els possibles
efectes secundaris que podia patir després de la infusi6 i va posar-se a la seva disposicié per
aclarir els dubtes que pogués tenir. A I'acabar va signar els documents i permisos que eren

necessaris per a ser tractada.
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3.3. Afeéresi (leucoaféresi)

La fase que segueix a la selecci6 dels pacients és l'aféresi o leucoaferesi. El terme aféresi
prové del grec deaipeoig (aphairein) i significa treure o emportar-se. Existeix una figura
poetica amb el mateix nom, pero no té cap relacio a la referida en aquest TR. En medicina,
l'aféresi es pot definir com una terapia extracorporia en que la sang del pacient o del donant
es fa passar a través d'una maquina que separa els seus components, selecciona un de

particular i retorna la resta a 1’organisme de la persona.

La idea de crear o perfeccionar aquest aparell va ser d'un enginyer d'IBM anomenat George
Judson. El fill de George Judson patia leuceémia, i I'Institut Nacional de la Salut (NIH en
angles) dels Estats Units tenia un innovador tractament que consistia en extreure les cel lules
cancerigenes del pacient. No obstant aix0, el mecanisme era molt lent, poc productiu i molt
laborids. Per tant George va decidir consultar un hematoleg reconegut dels Estats Units per
demanar-li consell médic. Aproximadament mig any després, 1’'enginyer va haver fabricat
un prototip que retallava el temps necessari de la terapia. Per altra banda, no funcionava
gaire bé, perd amb l'ajut de I'hematoleg va aconseguir crear la IBM 2990 (la primera
maquina d’aféresi continua) al 1966. Des de I'any 1966 s’ha anat creant diferents tipus de
maquines d’aferesi. Concretament, a 1'Hospital Clinic de Barcelona treballen amb la Amicus i

la Spectra Optia, que després explicaré i compararé les seves caracteristiques. "

Depenent de la separacié6 de components que es vulgui seleccionar, 1'aféresi rep noms
diferents. En el cas d'aquesta terapia, s’anomena leucoaféresi ja que es volen separar els

leucocits (limfocits T, limfocits B, granulocits, neutrofils...).

El procés de recol leccié de sang comenca aproximadament dues setmanes abans de I'inici
de la infusi6é de les céllules CAR-T. Es fa una primera visita a la planta d’aferesi on els
professionals medics avaluen i determinen les diferents venes per on poden administrar les
vies. Concretament, és necessari que hi hagi una vena per on surti la sang i una altra per on
retorni la sang a 1'organisme. Es possible que el pacient no tingui venes visibles o en tingui
pero debilitades per altres tractaments anteriors. En aquests casos, s'usarien cateters
venosos centrals de doble llum (Vegeu Imatge 17). S6n tubs que s’insereixen en diferents
parts del cos i permeten el drenatge de la sang. Es poden colocar en les arteries jugular (20%

de complicacions), la femoral (57% complicacions) i l'arteria subclavia (60% de
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complicacions). Per tant, sempre és
recomanable que aquest procediment
no es faci per cateterisme degut els
riscos que existeixen.

L

P

Imatge 17. Catéter venos central de doble llum.” /
En aquesta primera visita també es * )

demana que el pacient no estigui

prenent certs tipus de medicacié com

bloquejadors B* o inhibidors de

I'enzim conversiu de l'angiotensina®

(IECA). A més es requereix una

analisi de la sang 30 dies abans de I’aferesi que detecti si el pacient té altres malalties. Es fan
marcadors per determinar si el tractat té el virus del VIH o els virus de 'Hepatitis Bi C, es fa
una VDRL (prova de laboratori que detecta la sifilis), també es busca HTLV (que és un
retrovirus que afecta permanentment als limfocits T i causa una malaltia espinal d’evolucié

lenta) i si cal, la malaltia de Chagas®. ™

Seguidament (quan pertoqui), el pacient es dirigeix a 'hospital amb la finalitat de dur a
terme l'aféeresi. Es comenca a fer l'extracci6 de la sang, en que la maquina d’aferesi

recolectara la sang i la retornara al pacient separada dels leucocits.

Aquesta tecnologia consta d’'un mecanisme centrifugador en el qual s’aconsegueix separar la
sang, els globuls blancs i el plasma sanguini. Depenent de la velocitat de centrifugacié de la
maquina hi haura més separacié o menys en 1’area on es troben els leucocits. Per exemple, si
es fa amb una alta velocitat hi haura plaquetes i hematies que quedin en la superficie del
plasma sanguini. Mentre que si es fa amb una rapidesa mitjana només quedaran surant en el

plasma algunes plaquetes (Vegeu Imatge 18 ai18 b).

% Bloquejadors B: Son farmacs que s’empren en diverses afeccions, perd particularment en trastorns del ritme cardiac i a la
proteccioé cardiaca posteriorment a un infart de miocardi.

% Inhibidors de I’enzim conversiu de I'angiotensina: Medicaments que s'utilitzen en el tractament de la hipertensio arterial i
la insuficiencia cardiaca cronica. Aquests, formen part d’una série d’inhibidors que causen reaccions reguladores de la pressio
sanguinia.

7 Malaltia de Chagas: Malaltia parasitaria causada pel parasit Trypanosoma cruzi que pot derivar en problemes greus en
lintesti i el cor.
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Imatges 18 . a)Velocitat de centrifugacié b) separacié de tipus de cel lules en leucoaféresi.”!

El procés de centrifugacio es fa gracies a una serie de tubs que es troben dins la maquina i
separen els leucocits de la resta de material sanguini. El procediment encara no esta tan
perfeccionat per a poder separar els limfocits T durant aquest pas, aixi que després els
limfocits T s’han de separar usant unes altres técniques. En el futur, es comengaran a usar

tecnologies més eficaces que ens estalviaran temps.

Com a curiositat, segons 1'explicacié del Dr. Lozano, hi ha estudis que han observat que si el
temps utilitzat per a separar els limfocits T és elevat, 1'efectivitat de les cel lules CAR-T
disminueix. Per tant, és recomanable que el temps entre I'extraccié de sang i la separacio

dels components sigui el menor possible per evitar complicacions en el tractament.

S’adjuten dues imatges que representen visualment com és el recorregut de la sang per la
maquina i com es selecciona. S'observaran els tubs interns de leucoaferesi que separen els

leucocits (Vegeu Imatges 19 aib).

__ Sl

Imatge 19 . a) Representaci6 visual b) Representaci6 grafica del funcionament de centrifugacié de l'aféresi.”

Ara es compararan les dues maquines d’aféresi que tenen en funcionament a 1"'HCB.
Seguidament, s’observara una taula amb les caracteristiques de cadascuna (Vegeu Taula 1).

Posteriorment, explicaré les diferencies i els beneficis que les caracteritza:
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AMICUS SPECTRA OPTIA
Tipus de flux Discontinu Continu
Maxim ratio de flux 80-85 ml/min 145 ml/min
Operacié/Funcionament Automatic Semiautomatic
Recol-leccié de cél-lules Contraflux Aspiracio
Plaquetes Retornats al donador Recol-lectades

Taula 1. Comparaci6 i especificacié de les caracteristiques de les maquines d’aferesi que s’utilitzen a 'Hospital Clinic de

Barcelona.

En primer lloc, compararem els fluxes d’ambdues maquines. L' Amicus té un flux discontinu,
significa que 1'extracci6 de sang i separaci6 dels components es fa en diferents cicles, és a dir,
que l'entrada i sortida de sang del pacient ocorre en diferents temps. En contrast, la Spectra
Optia té un flux continu que es caracteritza per l'entrada i sortida de sang de manera

constant, o sigui, sense interrupcié (Vegeu Imatges 20 aib).

Imatges 20. a) Spectra Optia (també centrifugacié) a dalt i b) Amicus a sota. !

e
En segon lloc, s’observa a 4

partir de la taula que el e ——
temps de la primera és — i
quasi la meitat que el \‘é\ L( : |

temps de la segona. Per tant, les persones que necessitin

més litres (L) de sang extrets ho faran amb la segona.

En tercer lloc, I’ Amicus té un funcionament automatic que permet que el nombre d’infermers
sigui menor ja que la maquina té més autonomia. En canvi, la segona necessita més
professionals sanitaris controlant-la perque és semiautomatica.

Per acabar, la sang que es recol lecta a partir de la primera es retorna automaticament durant
el procés. Per altra banda, la Spectra Optia necessita que els metges retornin la sang als
pacients manualment.

L'objectiu del procés de l'aferesi és aconseguir un nombre exacte de cel lules que varia

depenent de si el CAR-T és comercial o no ho és. En el cas del CAR-T ARI-0001, s’ha de
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disposar d'1,00x10° cellules T aproximadament per modificar amb el gen CAR
posteriorment. Hi ha dues maneres d’estimar el volum de sang que s’ha de processar. La
primera es fa a partir del recompte de limfocits T; la segona s'estima a partir dels limfocits
totals que es recol lecten (ja que un 70% sén limfocits T). A partir del nombre de limfocits T
que es necessiten, existeix una férmula per determinar el volum de sang exacta que s’ha

d’extreure (Vegeu férmula 1).

Cells in the product (Cgis) * Product volume (mlL) )
* 100

P ' P '
( redonation cell count-; ostdonation cell count) + Processed blood volume (mL)

CE1(%) = (

Foérmula 1. Eficiencia de recol lecci6 a partir de recompte complet de sang (CBC).

A continuacié posarem un exemple de 1'utilitzacié d’aquesta férmula d’una manera efectiva,
es podra observar la diferencia de volum de sang que és necessari depenent de les cel lules

mononuclears (MNC) a la sang abans de realitzar la leucoaféresi.

Es troba que en dos pacients diferents 1'objectiu és aconseguir 7x10° MNCs i Ieficiencia de
recol lecci6 dels MNCs és del 46%. A més sabem que hi ha un dels tractats que a I'inici té

1,00x10° MNCs per la sang i Ialtre en té 5,50x10°. Per tant quan apliquem les férmules s'obté:

A partir de les equacions, calculant i aillant la incognita trobem que en el primer cas s’hauria

de processar un total de 15,2 litres, mentre que en el segon només 2,8L.

7x10° MNCs 7x10° MNCs

5510 U 7

046 =

Durant el temps que s’ha fet aquest aquesta terapia a 'HCB s’han anat recollint dades sobre
els procediments. Cal destacar una dada en particular que és la manera en que s’ha tingut
accés a la sang, si per via venosa o per cateterisme. Un 63% dels casos s’han tractat a partir
de les venes perifériques, mentre que un 37% ho han fet mitjancant cateterisme.

Aquesta dada és ambigua ja que els primers casos van ser majoritariament tractats amb
cateterisme. Segons allo que el Dr.Lozano em va comentar, actualment estan fent servir un
tipus d’ecografia per detectar venes que no siguin perceptibles a través dels nostres sentits.
Es a dir, s’estalvien complicacions, es fan menys intervencions amb cateterisme i els pacients

tenen més seguretat a I'hora d’extreure la sang.
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Es necessari explicar que existeix la possibilitat, si la preparacio i el control no sén correctes,
de manifestar simptomes d’hipocalcémia. L'hipocalcémia causa parestesia *degut I'augment
de l'excitament de les membranes de les cel lules nervioses (despolaritzacié espontania). Els
simptomes poden ser lleus (adormiment en els dits, sabor metal lic a la boca o aparicié de
calfreds), moderats (rampes, nausees i sensaci6 de vibracio) i greus (tetania® o arritmia

cardiaca®). 377]

Per tant, és aconsellable administrar citrat durant la leucoaferesi. El citrat és un
anticoagulant que es troba en la nostra sang en baixes concentracions, desenvolupant una
funci6é important en el metabolisme de les cel lules. El citrat regula el calci circulant, que és
causant de part de la coagulacié. Les principals funcions del citrat son la prevencié de la
coagulacié en la circulacié extracorporal, inhibici6 de l'agregaci6 de les plaquetes (per

reducci6 del pH) i manté la generaci6 d’ATP gracies a la preséncia de dextrosa.”!

Per acabar, es destacaran conclusions de diversos estudis relacionats amb 1'eficacia de les
cel lules CAR-T. En primer lloc, s’ha descobert que en concentracions més baixes (100x10°
cells/mL) tenen més viabilitat comparades amb concentracions altes (300x10° cells/mL). En
segon lloc, una alta quantitat de monocits a I'hora de modificar les cel lules T estava
relacionada amb una menor expansié d’aquestes. També, una gran presencia de neutrofils
estava relacionada amb una baixa eficiencia de la transducci6 de les cel lules (Vegeu grafics

516). 757

A Fold Expansion Effect Model B Transduction Efficiency Effect Model
i i 1 i L L r . : . : :
c 1.8 ® S50
(=] c
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= | c
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Meut:CD3 Ratio

Grafics 5 i 6. a) Representacié grafica de I'expansié de les cel lules T modificades respecte la quantitat de monocits. b)
Representaci6 grafica de Ieficacia de la transduccio de les cel lules T respecte la preséncia de neutrofils.[
En ambdues grafiques, la regié delimitada pel color blau representa els diferents casos que s’han tractat i els valors que s"han

obtingut. La linia blava indica la mitjana dels mateixos.

% Parestésia: Trastorn de la sensibilitat i de la percepcié de les sensacions.
% Tetania: Espasme continu d’'un muscul.
40 Arritmia cardiaca: Trastorn de la freqliéncia o del ritme cardiac.
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3.4.1. Reprogramacio cel lular (Introducci6 i preparacié de la mostra)

El segitient punt del procés és la reprogramacié cellular, aquesta consta de diversos

mecanismes que, a continuacio, s’explicaran en diferents subapartats.

En primer lloc, quan s'acaba de fer la leucoaferesi al £

pacient, es porta rapidament la bossa que conté els
globuls blancs a la secci6 d’immunoterapies
avancades. Seguidament, es col loca la bossa amb els
limfocits T a un congelador especial que controla la
disminuci6 de temperatura per a no fer malbé la
mostra (Vegeu Imatge 21). Aquest congelador especial
va disminuint la  temperatura gradualment,

aproximadament uns 6°C cada minut. La maquina

acaba la seva feina quan la bossa es troba a -130°C.

Imatge 21. Congelador Asymptote.®
Quan la mostra ja es troba a la temperatura anteriorment mencionada, amb l'ajuda d’uns

guants termics, es traspassen els globuls blancs a unes cubes gegants. En aquestes, la
conservacio sera ideal ja que contenen nitrogen liquid a una temperatura menor als -130°C.
Cal mencionar, que també es conserven els lentivirus*, ja modificats amb el gen CAR, que
funcionaran com a vectors per als limfocits T. No obstant aixo, el virus s'emmagatzema en

una cuba diferent que es troba tancada amb clau (Vegeu Imatge 22 a i b).

=
z
Z
=Z

Imatge 22. a) Cuba de nitrogen liquid amb mostres d’aféresi b) Cuba amb clau de nitrogen liquid que emmagatzema
lentivirus modificats amb el gen CAR.®

41 Lentivirus: Génere de virus amb periode d’incubacié bastant llarg (mesos o fins i tot anys). Té un genoma amb bastanta
flexibilitat. Aquesta caracteristica el converteix en un vector perfecte per a la transferéncia o transduccié dels gens.
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En el moment en qué els metges procedeixen a seleccionar els limfocits T, es descongela la
bossa amb una maquina especifica de “bany Maria”. Més endavant, ensenyarem les imatges

corresponents d’aquesta i explicarem el seu funcionament.

Quan s’ha descongelat la mostra i roman a una 36°C, es comenga a separar els limfocits T
dels altres leucocits. Tots els processos que s’esmentaran a continuacié es duen a terme en

unes habitacions especials anomenades “sales blanques”.

Les sales blanques s6n sales aillades que estan dissenyades per conservar un nivell molt baix
de contaminacié microbiana, virica o de qualsevol altre tipus. En el cas de I'Hospital Clinic,
disposen de 4 tipus de sales blanques diferenciades (LILIII i IV). Aquestes sales estan
connectades. Es a dir, per entrar a les sales de menys contaminaci6 s’ha d’haver passat
anteriorment per les altres:
e Les sales de tipus I es poden definir com les “més brutes” de les quatre. Els metges
que hi accedeixen han d’anar vestits amb guants, petics, mascareta i gorro medic.
e Les sales de tipus II son més netes que les primeres. Els professionals medics han de
dur un vestit especial, a part de totes les mencionades mesures de seguretat anteriors.
e En les sales de tipus III s’entra amb les mateixes mesures anteriors. L'tnica diferencia
resideix en el fet que un cop passen de la sala II a la sala III s’han de treure el vestit
que duien i s"han de posar un de nou.
e Finalment, en les sales de tipus IV s’adopta la seguretat de la sala III pero s’afegeixen
noves condicions sanitaries. A més de dur un vestit especial, semblant als dels
cirurgians, els metges s’han de posar una altra vestimenta semblant a la que es duu

contra els virus molt infecciosos (com !’ebola).

Abans de continuar amb el segiient pas de la reprogramaci6 cel lular, és necessari saber que
a I'Hospital Clinic de Barcelona s’utilitza una maquina anomenada CliniMACS Prodigy que
fa automaticament totes les fases que s’explicaran. Per tant, s’ha decidit que s’explicara de

manera separada la funcié que desenvolupa en cada etapa del procés.
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3.4.2. Reprogramacio cel lular (Separacié de les cel lules)

A THCB s'utilitzen dues técniques diferents mitjangant les quals es poden separar els

limfocits T de les altres ceél lules cel lules sanguinies blanques.

En primer lloc, la CliniMACS Prodigy és la maquina que s’empra amb més freqiiencia. La
separaci6 de ceéllules immunomagneétiques es basa en anticossos acoblats a perles
magnetiques. Durant la incubacié amb un periode de suspensié cellular, el complex
anticos/perla magnetica s'uneix a les cel lules que expressen I'epitop* corresponent. Quan
aquesta suspensié cellular es colloca en un camp magnetic, les cellules marcades
magnéticament es retenen, mentre que les altre cel lules queden eliminades. Per recuperar
les cel 1ules que es troben marcades magnéticament, la mostra s’extreu del camp magnetic.

Les maquines que es troben en I'Hospital Clinic de Barcelona funcionen amb columnes i
unes microperles de mida nanometrica. No obstant aixo, hi ha una altra maquina semblant,
fabricada per la mateixa empresa, que no necessita columnes i es basa en microperles de

mida micro.

Per separar els limfocits dels altres tipus de leucocits existeixen moltes estrategies de
separaci6 diferents, pero en aquest TR s’han escollit dos bastant representatives:

e Separaci6 individual (Seleccié positiva d'un tipus de cel lula diana): Els limfocits T,

en aquest cas, es marquen magneticament i se separen de la suspensio cel lular.

Aquest tipus de separacié només requereix un tnic marcador (Vegeu Imatge 23).

Magnetic labeling Magnetic separation Elution of the labeled cells

G ==t

Imatge 23. Selecci6 positiva d’'un tipus de cél 1ula diana./®!

Es pot observar que durant la separacié la columna es colloca entre el camp
magnétic de la maquina. Les cél lules marcades geneticament (limfocit T) queden

retingudes dins la columna, mentre que les no etiquetades flueixen a través

42 Epitop: També anomenat determinant antigénic, son les parts especifiques de I'antigen que interactuen amb I'anticds.
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d’aquesta. Després de que s’hagin separat, s’extreu la mostra del camp magnetic per

obtenir les cel 1ules diana.

Separaci6 seqiiencial (Selecci6é negativa i posteriorment, positiva): Primerament, les
cel lules no desitjades s’etiqueten magneticament i s’eliminen de la suspensi6é
cel lular. En segon lloc, les cel Jules diana s’aillen de la resta mitjancant selecci6
positiva. La separaci6 seqiiencial és més llarga, perd ens assegurem que els limfocits

T s’han separat perfectament (Vegeu Imatge 24).

1st st 2nd 2nd Elution
magnetic magnetic magnetic magnetic of the
labeling separation labeling separation labeled cells
O cjk 5 (@ 5 5
(@)
o © é
\_/ N \__/

Imatge 24. Separaci6 seqiiencial. Primer selecci6 negativa i posteriorment, negativa.™

Aquesta separacié és més ttil quan un marcador important per a les cel lules diana
també s’expressa en una fracci6 de cel lules no desitjades. En primer lloc, les cel 1ules
que no es necessiten es marquen amb antigens diferents d’aquest marcador comd.
Quan ja s’ha produit la primera fase de separaci6, es marquen positivament les
cel lules diana (limfocits T) amb un marcador diferent de les altres semblants per

separar-les definitivament.

Competing column-
free technology
Weak magnetic force

Technology
Strong magnetic force

Per a la separaci6 dels limfocits T s"usa H [[ MACS* MicroBead

un metode de separaci6 basat en
columnes i microperles nanometriques
ja que és més efica¢ per a la terapia
CAR-T. Comparant-lo amb metodes
sense columnes d’altres empreses es
pot observar que hi ha nombrosos

beneficis (Vegeu Imatge 25 a i b).

éO
@)

o

Minimal labeling
suffices

Benefits of minimal

labeling

« No non-specific
labeling

« No cell activation

« No alteration of cell
characteristics

i
%

Massive labeling
required

Consequences of

massive labeling

« Non-specific labeling

« Cell activation

« Alteration of cell
characteristics

Imatge 25 a i b. Comparacié basada en tecnologies de columnes i

tecnologies de separaci6 de cel lules magneticament sense columnes.™!
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S’observa que després de marcar les cel lules amb un marcador especific i posteriorment
separant les cellules amb els dos metodes que es comparen, la microscopia electronica
d’escaneig (en angles Scanning Electron Microscope ) és completament diferent. En 25 a,
encara que s'hagi etiquetat la cel lula, no s’observa cap etiquetatge. En canvi, en 25 b si que
se n'observen bastants. Aquest fet produeix que en 25 a les cel lules diana (limfocits T) no

quedin afectats a 'hora de fer la seva funci6, mentre que en 25 b, si.

Per tant, es pot concloure que un mecanisme que funcioni amb columnes i microperles

nanometriques exercira la mateixa funcié sense alterar les caracteristiques de la cel 1ula.

En segon lloc, també s’utilitza la citometria de flux. La citometria de flux és una técnica que
s'utilitza per detectar les caracteristiques fisiques i quimiques d’una poblacié de cel lules
determinades. Aquesta técnica és molt important ja que permet analitzar el cicle cel lular
complet i el contingut d”ADN en les diferents fases. A més, es detecta si s’expressen antigens
o marcadors a la superficie de les cel lules. Hi ha diversos tipus de citometria de flux, pero

només s’explicara 'usat en 'HCB.

Per comencar, es marca I'antigen que nosaltres volem detectar amb pigments especials o

amb fluorescencia (fluorocrom). La fluorescencia detecta proteines o complexos que

s‘'uneixen a determinades molécules Flow Cytometry
especifiques. Per tant, la mostra de cel lules ... 1. F;f:; e sseoenson
(leucocits i limfocits T marcats amb K,
- . e
fluorocrom) es posa en suspensio cel lular i >
e
es fa passar per un tub de tal manera que p
només en passi una pel raig de llum. Nozzie 3 Hydrodynamic Focusing
Cel 55 th h
N . « . in'sisngf:a:e'mug
Aquest laser excita les molécules (i per tant >
emeten llum) ja que es correspon amb la »
. , . Fluorescence
longitud d’ona del fluorocrom (Vegeu ettt from
L Y detected
Imatge 26). Posteriorment, la maquina ®
2 . 2 Forward and side
també detecta la dispersio de la llum que ( scattered light from
& all cells detected
L < . Laser light source
passa a través de les cél lules amb I'antigen e
marcat i les compara amb les cel lules no pu
etiquetades. Finalment, les pot separar per @
“ ’

poder aillar els limfocits T.

Imatge 26. Descripci6 general de la citometria de flux./®!
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3.4.3. Reprogramacio cel lular (Activacid )

Continuem amb la reprogramaci6é cellular, que es dona després de la separaci6 dels

limfocits T. L'activacié es dona en la mateixa maquina CliniMACS Prodigy.

En aquest pas, les cellules T

In vivo Laboratory
s’activen fora del pacient (ex

Signal 2 »
viv0). S'utilitzen  diverses j
estratégies per aconseguir-ho.

Per exemple, la utilitzacié de -.rla
R L\
F

cel lules dendritiques, o)

-

cel 1ules presentadores Slgnal1 7

d’antigens artificials, perles
magnetiques recobertes
d’anticossos (vegeu Imatge 27),

0 s’activen mitjancant

interleucines.

Imatge 27. Cél lula dendritica activan una céllula T (in vivo). Perles

recobertes d’anticossos activant un limfocit T.[”]

En la imatge adjuntada anteriorment, s’aprecia el mecanisme en qué les cellules
dendritiques activen les cél lules T. També, es pot interpretar que les perles magnétiques que
tenen anticossos a la membrana (Anti-CD28 i Anti-CD3) s"uneixen al marcador CD3 del TCR

i al coestimulador, que en aquest cas es el CD-28. Posteriorment activen aquests limfocits T.

L'activaci6 és indispensable, perd és necessari que sigui optima. S’ha de fer controlant que
posteriorment, I'expansié no tingui una immensa diferenciacié cel lular o que hi hagi una

mort cel lular produida per activacié de cél lules T.

A més, pot influenciar la composici6é cel lular dels limfocits T modificats geneticament i

també pot alterar el fenotip **del producte final.

43 Fenotip: Expressi6 del genotip en un determinat ambient. El genotip és la informacié genética que posseeix un organisme
(generalment en forma d’ADN).
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3.4.4. Reprogramacio cel lular (Transduccié del lentivirus)

Per a aconseguir I'expressi6 genica estable a partir de la insercié del gen CAR als limfocits T,
s'utilitza un tipus de mecanisme de transduccié dels gens que son els vectors lentivirals
(LV). Aquests, a I'HCB, soén inicialment modificats geneticaments mitjancant eines
biotecnologiques i posteriorment, sén alliberats en la mostra que conté les cél lules T. Per

tant, s’explicaran ambdés processos.

En primer lloc, és necessari explicar el procés de biotecnologia en que s’afegeix el gen CAR
als lentivirus (vectors). Concretament, a I'Hospital Clinic aquesta modificacio es fa a la secci6

de virologia.

La terapia genica es defineix com un conjunt de processos que transfereixen el material
genetic o modifiquen el material genetic del pacient per curar malalties, principalment
genetiques. En aquest cas s’insereix el gen CAR en el material genetic del lentivirus atenuat.
Es a dir, el virus no pot donar cap malaltia relacionada amb la naturalesa d’aquest. Un
lentivirus es troba en la familia de retrovirus. Els retrovirus tenen el material genétic en una
cadena senzilla d’ARN, pero durant la transcripcié es converteix en una cadena bicatenaria
d’ADN gracies a l'enzim retrotranscriptasa. Aquest fet sera bastant important en la
transduccio.
L'estrateégia que s'usa s’anomena Ex Vivo. Consisteix en extreure les cél lules del pacient que
es volen modificar (en el nostre cas els limfocits) per insertar el gen desitjat i retornar-les a
I’organisme.
A continuaci6 es presenta un esquema dels passos que s’han de seguir (Vegeu Imatge 28):

1. Primerament, es duu a terme

1. ielextr.aent las células 5 2. Enel I.:l;.oratorio_ llextraccié de les Cél 'lules del
el paciente se modifica un virus
\ de forma que no

S : . . N
\ pusdareproducir=e . pacient (limfocits T).

oo, |
/' o l 7 2. En segon lloc, en el

g ——————— 7 Las celulas modificadas un gen en el

e e P 2 virus laboratori es modifica el virus

la proteina o la hormona <8 -:—
deseada. <3 -
~

=

1 3

%,
(e, Y %)

" P4 pugui insertar el gen CAR al

5
N
\ ‘. el e material genétic d’aquest. Per fer
L, #

WA

(lentivirus) per atenuar-lo i que es

6. Las células modificadas
se inyectan al paciente <

del paciente

aquest ultim pas s’‘empren els

5. Las células del paciente
se modifican genéticamente
enzims de restriccio™.

Imatge 28. Esquema representatiu de la terapia génica emprant vectors virals.®!

“Enzims de restriccié: Son enzims que tallen 'ADN en una seqliéncia concreta de nucleotids.
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3. S'insereix el gen CAR a la informacié genetica del virus.
4. El lentivirus ja modificat es deixa anar en la mostra de limfocits T. Quan el virus

infecta la cel lula comenga a produir-se el procés de transduccié.

El segon pas destacable és la transduccié del virus que és un procés en el qual 'ADN
d’aquest (en aquest cas el virus es troba atenuat i amb el gen CAR) es transfereix a una
cel lula (limfocit T) mitjangant l'infecci6 d’aquestes. El vector viral només dura a terme el
cicle lisogenic, ja que si hi hagués cicle litic els limfocits T que volem obtenir moririen.
Aquests lentivirus no poden fer el cicle litic perque han estat modificats previament. Cal
clarificar que el virus s’afegeix a les 24 hores si l'aferesi és fresca o en 48 hores si era
congelada. El procés també consta de diversos pasos (Vegeu Imatge 29):

1. Adsorci6: El virus s’adhereix a la membrana cel lular de les cel lules T.

2. Penetracio: Es deixa anar el material genetic a I'interior del limfocit.

3. Integracié del virus atenuat o en estat
latent en el DNA de la cellula: En
aquest pas el virus es troba en forma
d’ARN monocatenari, perd gracies a
I'enzim retrotranscriptasa pot copiar el
RNA en forma d’ADN. Quan I’ADN del
virus s’uneix amb el del limfocit T, es
pot quedar en estat quiescent/inactiu
(generalment els primers dies de la
infeccid) o pot reproduir-se. En el cas de
que es reprodueixi, el gen CAR insertat
al material genetic del virus i ara del

limfocit T, podra comencar a duplicar-se

quan també ho faci la cel 1ula.

Imatge 29. Representacié grafica del cicle lisogenic dels

lentivirus en infectar els limfocits T.[*!

Actualment s’estan desenvolupant nous meétodes per substituir els lentivirus a 'hora de
transferir el gen CAR als limfocits T. Aquesta recerca és deguda a l'alt cost dels vectors
virals. Per aix0, hi ha vectors no virals que s’estan comencant a implementar, sén els
CRISPR/Cas9, transposons i I’ARN missatger (aquests dos ultims consisteixen en

I’electroporacio).
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3.4.5. Reprogramacio cel lular (Expansié dels limfocits T)

Seguidament, es procedeix a expandir les cel lules T ja modificades geneticament, és a dir,

les cel lules CAR-T.

El procediment d'expansid, per obtenir una major quantitat de cel lules CAR-T es pot
realitzar de distintes maneres:

e Matrassos de cultiu cel lular

e Bosses de cultiu estatiques

e Diferents tipus de bioreactors o dispositius

Després, les cel lules CAR-T es renten i es criopreserven, per posteriorment, traslladar-les al
lloc on sera administrat el pacient (en cas de CAR-T comercial). Es molt necessaria una
constant comprovacié del producte a la vegada que es realitzen proves de control de la

qualitat del producte.

Per altra banda, a I'Hospital Clinic de Barcelona, les dues tecniques més utilitzades sén la

suplementacié amb citoquines i la inhibici6é de les vies de senyalitzacio especifiques.

La suplementacié de citoquines més comuns sén les segiients interleucines (IL-2, IL-7 i
IL-15):

e IL-2: Actua per promoure la proliferaci6 de les cellules T. Es produeix
majoritariament pels limfocits T activats.

e IL-7: Actua quan s’estimula el desenvolupament de les cel lules precursores dels
limfocits T i B. De mateixa manera, tenen activitat antitumoral ja que augmenten la
produccié de limfocits T citotoxics/CD8 (que destrueixen la cel lula diana) i les
cel Tules NK.

e [L-15: Es una interleucina que té una funcié molt semblant a les IL-2 perd que

desenvolupa una cadena d’actuaci6 diferent.
La inhibici6 de les vies de senyalitzacié especifica ens permeten tenir un fenotip menys

diferenciat del llinatge cel lular del producte amb la finalitat d"obtenir el producte CAR-T en

unes bones condicions.
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3.5. Preparaci6 del pacient/Infusié

Després de finalitzar el procés de reprogramacio cel lular i haver obtingut les cel lules T

necessaries per a la infusi6 del pacient, es conserven en nitrogen liquid.

Tres dies abans de la infusié s’interna al malalt per tenir control d’aquest i avaluar la seva
situaci6. També, es prepara al pacient amb una dosi baixa de quimioterapia anomenada
limfodepleci6®* que deriva en la limfopenia*. Afecta les ceéllules T, B i NK; té diversos

efectes positius abans de la terapia amb cel lules CAR-T.

Els principals beneficis son:
1. Lareducci6 del volum del tumor.
2. Disminuci6 en la produccié d’alguns metabolits.
3. Supressié del sistema immunologic del pacient. Per tant, les cel lules T modificades
geneticament poden persistir més.

4. Major quantitat de interleucines*” com la IL-2, IL-7 i IL-15.

Aquesta quimioterapia no es fa amb els medicaments habituals, sin6 que es fa amb uns més
debils. Aquests son Fludarabine (30 mg/m?®/dia) i Cyclophosphamide (300 mg/m?/dia).
S’administra per prevenir un possible rebuig de I'organisme a les cel lules CAR-T. En aquest
poc temps, s’intenten eliminar els limfocits T que no sén efectius per aconseguir que els
modificats geneticament amb el gen CAR puguin proliferar correctament després de ser

injectats.
Imatge 30. Descongelador “bany Maria”./*"!

Quan passen els tres dies, el pacient és e
administrat una de les dosis que conté un
10% de les cellules T totals que s’han
d’administrar. La segona dosis és del 30% i la
tercera, 60%. Es necessari clarificar que no
sempre s’ha d’administrar el 100% de la
quantitat total de limfocits. Hi ha vegades en

que el pacient té prou amb menys quantitat i

I'eficacia és la mateixa. Les dosis es troben

4 Limfodeplecié: Mort dels limfocits del pacient.

6 Limfopénia: Afeccié en qué hi ha un nombre més baix de limfocits en la sang.

47 Interleucines: Conjunt de proteines (citoquines) que son sintetitzades pels leucocits, concretament pels limfocits TCD4
(helper).
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congelades per conservar-les, aixi que
mitjancant una maquina de “bany Maria”
s’aconsegueix passar els limfocits T de
-130°Cfins a una temperatura de 35C
aproximadament en només 5 minuts. No

obstant aix0, ara s’esta intentant

implementar una nova maquina que
consisteix en un descongelador biologic.
Aquesta pot descongelar la mostra en

només 2 minuts.

Imatge 31. Descongelador biologic.”

Al principi de la terapia s’administrava el 100% de la mostra en una tinica vegada. Degut
aix0, molts pacients van acabar desenvolupant efectes secundaris més greus o van estar a

punt de morir.

Les infusions duren aproximadament entre 15 i 20 minuts i es realitza a I'Hospital Clinic de

Barcelona amb un regim d’ingrés.

Fent referencia al tractament i a la infusié dels limfocits T modificats, cal dir que aquestes
cel lules T no podran sobreviure, disseminar-se o desplacar-se a altres organismes, fet pel

qual no es pot produir cap tipus de contagi en altres humans, animals o plantes.

El tractament només estara guardat en el centre on es duu a terme la produccié (HCB) fins la
seva administracié. La preparacié de les cel lules ARI-0001 es realitzara en condicions

aseptiques utilitzant técniques esterils.

En la primera hora després de I’administracié del tractament, és recomanable, com a mesura
preventiva, no tocar-se la zona on s'han injectat les cel lules per un possible risc d’infecci6. A
més a més, és crucial prendre moltes mesures higieniques de caracter general durant la

setmana posterior.

Es important que el pacient estigui en constant vigilancia pels possibles efectes secundaris

que puguin haver. Per tant, les hores segiients a la infusié s’ha d’anar controlant
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continuament 1’estat del malalt. Els efectes secundaris s’explicaran més endavant en un altre

apartat.

El pacient estara 2 setmanes més internat a I'Hospital Clinic de Barcelona. A continuacio, rep
l'alta pero no pot tornar a casa, siné que ha d’estar vivint 1 mes a menys de 30 minuts de
I'hospital. Es una mesura que es pren per assegurar-se que el malalt es recuperi correctament
després de la infusi6. Les persones que viuen a Catalunya gairebé no tenen cap problema,
pero les de fora del territori catala ho tenen més complicat. Per aixo, hi ha apartaments que
es troben a disposicié dels malalts i els seus acompanyants. Els pisos sén donats per la

fundaci6é de 'HCB o la fundaci6 Josep Carreras entre d’altres.

Com he mencionat anteriorment, relataré algunes de les meves experiéncies quan vaig

assistir a les visites dels pacients juntament amb 1’hematoleg Valentin.

En primer lloc, el Dr.Ortiz va visitar una dona d’uns 35 anys que patia leucémia mieloide
aguda (LMA). Ja portava 11 mesos amb la terapia i segons explicava ella, havia presenciat un
canvi considerable en la seva vida. Al principi es trobava més debil i sense forces, perd amb
el temps va comencar a sentir-se millor. No obstant aix0, comentava que tenia petits dolors a
l'estébmac, unes berrugues (possiblement de caracter bacteria, ja que el sistema immunitari
esta lleugerament debilitat). Cal dir que quan arribés a I’any el tractament hauria finalitzat,
obviament després d'un exhaustiu examen meédic. Posteriorment, s’anirien fent continues
revisions per controlar l'estat de la pacient. Com a curiositat, és interessant analitzar com la
seva immunitat es trobava decaiguda, ja que ella es va vacunar de les dues dosis amb la

vacuna contra el Covid-19 i no va generar anticossos.

L'altre pacient visitat va ser un home, també doctor de I'HCB, d'uns 60 anys que tenia
leucemia limfoblastica aguda (LLA). Portava ja 1 any i 2 mesos amb aquest tractament. Deia
que es trobava amb més forces i il lusions. Va explicar una anecdota en qué s’apreciava la
seva millora. Va exposar que, mentre es trobava de vacances, va haver de saltar una tanca
(per unes circumstancies que no sén d’interés) i ho va poder realitzar sense gaire dificultat.
Quan ho explicava, vaig sentir una gran emocié en la seva veu, que em va fer pensar com

aquesta immunoterapia pot fer canviar la vida d’un malalt aparentment sense més opcions.
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3.6. Atac de cel lules

Per entendre 1'acci6 que desenvolupen els limfocits T al ser introduits a I'organisme del

pacient, s’ha de clarificar el funcionament d’aquests.

Els nostres limfocits T es diferencien en 2 tipus. Els primers sén els Th (helpers)/CD4 i els
segons son els citotoxics/CD8. La funci6 dels Th és activar els limfocits B després que una
cel lula dendritica o APC (en angles Antigen-presenting Cell) hagi presentat els antigens d'un
agent infecciés als TCD4. En canvi, els citotoxics provoquen la lisi dels agents patogens que
detecta com estranys gracies a unes substancies, generalment proteiques, que allibera

(perforines i granzimes).

En aquest cas, els limfocits TCD8 no detecten

Anticuerpo
les cel lules tumorals i per tant, necessiten el o~

Complejo TCR

gen CAR per poder-les detectar i seguidament,
eliminar-les. (Vegeu Imatge 32)

El gen CAR esta format per la zona variable de
'anticos que reconeix I'antigen CD19 (antigen
expressat en limfocits B). També, per una regi6
frontissa que permet un moviment més ampli
al CAR. Finalment, un marcador de membrana

(TM) i els dominis de senyalitzacio.

Imatge 32. Esquema del complex CAR (Receptor quimeric

d’antigen).
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inducible suicide constructs)
« Enzymes Imatge 33. Estructures del gen CAR. !

Es important saber que la relacié dptima de limfocits Th CD4 i Te CD8 és 1:1. Aixi s’evita una

gran diferenciacié dels limfocits i es redueixen les possibilitats d’alguns efectes secundaris.
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3.7. Efectes secundaris de la terapia

El ARI-0001 pot provocar efectes adversos amb el sistema immunologic que poden ser greus

o potencialment mortals. Hi ha una serie d’efectes adversos que es reporten amb més

freqiiéncia, sén els segtients:

Sindrome d’alliberacié de citoquines (CRS): En certes vegades, el creixement i
reproduccié de les cellules ARI-0001 en l'organisme per eliminar el tumor pot
arribar a ser perillés per les substancies que alliberen la sang (citoquines). Quan la
quantitat de citoquines a la sang és molt alta es pot sentir febre alta, calfreds, dolors
musculars, erupcions cutanies, nausees, vomits i en casos greus hipotensio, dificultat
per respirar i inclas es pot produir un error en el funcionament dels organs vitals
com els ronyons, fetges, pulmons, cervell o cor. Malgrat tot aixo, existeixen
tractaments especifics pel control d’aquesta complicacié. L'aparici6 d’aquests
simptomes ocorren generalment la primera setmana després del tractament. Per
tractar el CRS s’utilitza el farmac tocilizumab, és un anticos que s"uneix i inactiva la
IL-6 (pot arribar a estar augmentada unes mil vegades). La IL-6 s’origina en diversos
tipus cel lulars (monocits, macrofags, cél lules endotelials...) i intervé regulant la
resposta immunologica. Pot tenir efectes proinflamatoris i antiinflamatoris a la
vegada.™

Es possible que els factors de creixement mieloide, en concret els factors estimulants
de colonies de granulocits i cél lules dendritiques, poden empitjorar els simptomes
de CRS. Per tant, no estan recomanats durants les 3 primeres setmanes posteriors a la
infusio.

Toxicitat neurologica: En certes ocasions, el creixement de les ceél lules ARI-0001
poden afectar al sistema nervios, aixd pot manifestar-se com problemes en el moment
d’anar a dormir i en els casos més greus al lucinacions, convulsions o fins i tot, coma.
Es degut I'augment del nivell d’interleucines inflamatories a nivell del sistema
nervids. Les cellules CAR-T també tenen certa accié en aquest efecte secundari.
Malgrat tot, aquestes complicacions també son reversibles amb antagonistes del
receptor de la IL-6. No obstant aixo, si la neurotoxicitat es troba sense CRS no es pot
aplicar aquest tractament, doncs hi ha estudis que dictaminen que la situaci6 del
pacient pot empitjorar.

Decreixement en els nivells de defenses i plaquetes: Es possible que les cel lules
ARI-0001 poden alterar breument els nivells de les cel lules de la sang. Pot ser que

aquesta situacié es mantingui de manera prolongada.
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e Infeccions: El tractament amb cel lules ARI-0001 pot afavorir el desenvolupament
d’infeccions. Normalment, sén de baixa perillositat. Aixo no vol dir que a vegades
puguin ser infeccions greus.

e Sindrome d’obstruccié sinusoidal: Les cel lules T modificades geneticament amb el
gen CAR poden derivar en la descomposici6 de una sindrome d’obstruccié
sinusoidal previament establert. Aquesta sindrome, també s’anomena malaltia
venooclusiva hepatica. Consisteix en un error en el funcionament d’algunes venes
del fetge que provoca la disminucié del flux de la sang en el fetge i causa danys. Els
simptomes més freqiients sén I'augment del pes, la pell i la part blanca dels ulls es
tornen groguencs, el color de I'orina es torna obscur i el fetge augmenta de mida.

e Aplasia® de cellules B: En els tumors de cellules B, els limfocits modificats
geneticament amb el gen CAR ataquen aquestes cel lules B. Les ceél lules ARI-0001
poden arribar a atacar les cellules B sanes també, que sén les que fabriquen
immunoglobulines/anticossos. Pot provocar que disminueixi la capacitat de defensa
del nostre organisme davant de les infeccions. Per prevenir-les s’administren

immunoglobulines de caire general.*

8 Aplasia: Abséncia o desaparicio del desenvolupament de les cél-lules, els teixits o els drgans.
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3.8. La terapia durant el coronavirus

La pandemia de COVID-19, causada pel SARS-CoV-2 (en angles Severe ACute Respiratory
Syndrome Coronavirus-2) ha generat un gran impacte en diversos aspectes de la societat (com
I'economia o la salut). Algunes de les seves conseqiiencies han estat el tancament de
fronteres, el confinament de les persones i la reduccié del transit de persones. Aixo ha
provocat un desequilibri en el proveiment dels productes medics. SARS-COv-2 va ser
reportat a Wuhan (China) al desembre de 2019 i va ser considerat una pandémia per la OMS

(en angles World Health Organisation) al marg de 2020.

Obviament aquesta pandémia ha afectat la immunoterapia CAR-T. No obstant aixd, s’han
pres certes mesures per mantenir el funcionament del tractament. Algunes d'aquestes sén:

1. La garantia de suficient personal medic per realitzar la leucoaféresi i la recepcié de
les mostres cel lulars en la seccié6 d'immunoterapia avancada.

2. Iniciar la limfodepleci6 només després de rebre les cellules T ja modificades
geneticament.

3. Disponibilitat de 1lits hospitalaris durant 4 setmanes que és el periode que dura el
tractament aproximadament. Hi ha adults que s’han hagut de moure a hospitals
pediatrics perque hi havia més llits.

4. La garantia d'un equip medic amb la capacitat de saber respondre a complicacions
derivades del COVID-19.

5. L'establiment d'uns protocols pels pacients que infectats amb COVID-19.

Durant el primer mes de l'estat d’alarma declarat a Espanya pel COVID-19, tots els
procediments relacionats amb la terapia CAR-T es van posposar i només es va realitzar una
infusié a I'Hospital Clinic de Barcelona. No obstant aixo, el tractament no va ser cancel 1at,

pero si que es van retrasar les infusions degut la falta d’espai a les UClIs.

També, dos pacients van ser traslladats a I’hospital pediatric Sant Joan de Déu ja que hi havia

falta de llits a ' HCB.

Posteriorment al primer mes de pandémia, un llit a la UCI es reservava exclusivament per
malalts tractats amb ARI-0001. Aquesta mesura va permetre tractar nou pacients durant tota

'etapa d’estat d’alarma.
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Es feien proves constants als pacients tractats amb terapia CAR-T (per exemple, abans de la

leucoaféresi o anteriorment a la infusi6). Es limitaven i controlaven les visites als familiars

per reduir el risc d"infeccié amb el virus.

Pero no només la pandemia va afectar a 'ambient hospitalari, sin6 que les tecnologies que

s'utilitzen en tots els processos i provenen d’altres regions o paisos van patir retards a I’hora

d’arribar a la seva destinacio.

Seguidament, es mostra una imatge que esquematitza el procés de manufacturacié de les

cel lules CAR-T durant la pandémia de COVID-19 (Vegeu Imatge 34)
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Imatge 34. Procés de manufacturacié estandard de les cél lules CAR-T durant la pandémia de COVID-19.1

El procés consta de diversos pasos que s’observen en la imatge (Vegeu Imatge 34):

1. En primer lloc, els pacients s’han de fer una PCR (en anglés Polymerase Chain

Reaction) per detectar SARS-COv-2 abans de la leucoaferesi.

En cas de donar negatiu es continua amb la terapia CAR-T. En canvi, si és positiu, el

tractament queda en repos fins que la PCR doni negativa.

2. Depenent del tipus de CAR-T (comercial o academic) hi ha petites diferéncies. En 2a

(academic) el temps de transferéncia fins la zona de produccié és menor a una hora,
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mentre que en 2b (comercial) el temps és major a un dia. En el cas de 'HCB
(academic) es fa la produccié en el mateix centre, per tant no hi ha restriccions de
mobilitat. Per contra, en un CAR-T comercial si que hi ha restriccions de moviment.

3. Les cellules T s’elegeixen, s’activen i es fa la transducci6 amb un vector viral o no
viral per expressar el gen CAR desitjat i expandir-lo en un biorreactor. Posteriorment,
les cel Jules T ja modificades geneticament s’aillen i es criopreserven. També superen
un control de qualitat i de garantia. Aquestes cel lules es tornen a enviar al lloc on es
fara la infusié. El temps d’entrega depéen de 2a i 2b.

4. Abans de fer la infusi6, es torna a fer una PCR a la mostra de limfocits T per
assegurar-se que no hi ha infeccié per COVID-19. Aquesta tltima fase només es dona

en els pacients que havien donat positiu a la PCR de la leucoaferesi.

Com a conclusi6, els centres s’han d’adaptar a les mesures de seguretat establertes durant la
pandémia per continuar amb el tractament ARI-0001. Pels pacients que es troben en un estat
més greu, el temps és crucial. Es necessaria una bona organitzacié entre els diferents equips
que hi intervenen. A més, caldria tornar a avaluar algunes d’aquestes normes regulatories

per permetre més flexibilitat durant la pandémia en aquests casos.
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3.9. Actualitat del tractament (Hospital Clinic)

El 10 de febrer de 2021, ' AEMPS va autoritzar el CAR-T ARI-0001 de I'Hospital Clinic per
tractar la leucémia limfoblastica aguda als pacients en que els tractaments convencionals no
hagin funcionat.

Avui, 17 de desembre, aproximadament 11 mesos després, 'HCB ha pogut obtenir el primer
CAR-T del mieloma multiple a Europa. De moment ha estat acceptat com a assaig clinic per
I"AEMPS, pero els bons resultats del tractament, han fet que els professionals de 1'hospital
hagin decidit recol lectar informacié i dades dels resultats d’aquest per poder enviar-los a
I"AEMPS. Si 1’Agencia Espariola de Medicamentos y Productos Sanitarios ho accepta , aquesta
podra ser usada com a medicament de terapia avancada de fabricaci6é no-industrial.

Ha estat una cerca i investigacié multidisciplinar entre diferents hospitals de 1'estat espanyol
(la Clinica Universidad de Navarra, I'Hospital Universitari de Salamanca, 1'Hospital Virgen
de la Arrixaca de Mdrcia i I'Hospital Virgen del Rocio a Sevilla). El mieloma miltiple, és el
segon cancer de sang més habitual arreu del moén. Els resultats del CAR-T han estat bastant
positius, la majoria de pacients milloren i es calcula que un 75% d’aquests segueixen
millorant un any després del tractament.

El mieloma maultiple és un tipus de cancer de la sang localitzat a la medul 1a ossia, lloc en
que es troben les cel lules plasmatiques. En aquesta malaltia, les cél lules anormals formen
tumors en zones properes als 0ssos.

El primer CAR-T anava dirigit contra la diana CD19, mentre que aquest segon va dirigit
contra I'antigen BCMA, el més comt en les immunoterapies dels es.

Aquest segon és diferent al primer ja que el CAR-T ARI-0002h esta humanitzat, cosa que
implica que els anticossos creats tinguin major temps de durada i sigui més dificil la
possibilitat de rebuig. En canvi, I’ARI-0002 empra anticossos que sén de ratolins, la qual cosa
produeix menys eficacia.

A més, cal dir que la innovacié de l'investigacié ha fet que aquest nou CAR-T tingui dues
fases en comptes d'una. La primera consta de tres dosis petites per reduir la toxicitat en
I'organisme i evitar els efectes secundaris; la segona fase consisteix d'una dosi que
s’administra després de quatre mesos, només en els casos dels pacients que no hagin
millorat.

Es necessari destacar que dels 30 pacients tractats, en un periode de 12 mesos, un 75% dels
pacients segueixen amb l'eficacia del tractament i no es propaga la malaltia, i un 60% tenen
una remissié6 completa. S'observa en els pacients uns efectes secundaris i toxicitat

neurologica lleus.”
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4. Conclusions

Un cop ja finalitzat el Treball de Recerca, resumiré els aspectes més rellevants i importants
que he pogut obtenir i a més, els contrastaré amb les preguntes i la hipotesi que vaig tenir a
l'inici. Aquest bloc de conclusions consistira en l'exposicié dels resultats i la interpretacié

d’aquests que he anat recol lectant, tant en la part practica com en I'experimental.

Pel que fa referencia al treball, consta de dues parts ben diferenciades. La primera part, que
podria ser considerada com la teorica, s’ha fet una breu aproximacié a les caracteristiques
del cancer, pero sobretot s’ha fet una gran incidencia en la genetica d’aquest i dels diferents
tipus existents. Partint d’aquesta informacié clau, s’ha establert un recorregut on s'han
destacat els problemes més importants (com la falta d’especificitat) dels tractaments
convencionals contra el cancer i s’ha remarcat el paper de les noves terapies. D’aquesta
manera, el treball ha posat bastant emfasi en les immunoterapies, concretament en la

immunoterapia de cel lules CAR-T, que era el tema principal del treball.

La segona part és la part experimental, que s’ha fonamentat i verificat a partir de diferents
estudis realitzats. A més, els doctors i doctores amb les quals vaig poder assistir a I'Hospital

Clinic de Barcelona em van enviar documentacié elaborada alla.

D’entre les diferents preguntes que em vaig fer al comencament de treball, he pogut trobar

respostes que m’han ajudat a entendre millor el perqué d’aquesta terapia.

He pogut entendre que la terapia CAR-T és multidisciplinar, és a dir, que hi participen
moltes seccions, i és necessari que el procés sigui molt organitzat. S'apliquen diferents
tecniques com per exemple, la enginyeria genética o la transduccié del lentivirus. A més, he
compreés que, resumidament, es basa en la insercié del gen CAR en els limfocits T per poder

detectar els limfocits B que s"han convertit en cél lules tumorals i seguidament, eliminar-los.

La terapia es va iniciar a 'HCB gracies a I'esfor¢ d’Ariana Benedé Jover, una noia que amb
16 anys va ser diagnosticada amb leucemia. Amb l'ajut dels seus familiars, de distintes
fundacions i professionals medics del Clinic va poder fer una campanya per recaudar diners.
Amb aquests, va promoure el desenvolupament d’un CAR propi que s’anomena ARI-0001
en honor al seu nom. La fase de prova de I'assaig va ser bastant llarga ja que es va iniciar

I'any 2017 i va ser autoritzat el seu tis com a medicament de terapia avancada no industrial.
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Es necessari destacar que la fase experimental també es va dur a terme amb pacients

pediatrics. No obstant aixo, el farmac només esta indicat per adults majors de 25 anys.

El temps de produccié depen de la naturalesa del CAR-T. En cas de ser un académic, com és
el cas d’ARI-0001, el temps en que esta preparat el producte final és aproximadament de 10
dies ja que es fabrica en el mateix hospital. Mentre que un industrial, pot tardar uns 15 dies.
Aix0 és degut els diferents trasllats que es necessiten per a que la mostra de la leucoaferesi

arribi fins al centre de producci6 i es modifiquin les cel lules T.

Aquesta immunoterapia s’aplica en pacients en els quals els tractaments convencionals no
son efectius o han patit diverses recaigudes. A més, s’aplica com a tltima opci6 perque és un
procés molt llarg i els pacients han d’estar amb unes minimes condicions de salut. També,
s’ha de mencionar que els vectors virals i les tecnologies que s’empren sén molt costoses. Per
altra banda, la medicina va evolucionant i s’estan trobant nous vectors no virals (com els

transposons) que abarateixen molt el producte final.

La meva hipotesi era: “Al futur, es podran tractar la majoria de cancers amb aquesta terapia i

tenir una gran eficacia en la vitalitat dels pacients.”

Durant aquesta recerca he pogut concloure, amb un gran percentatge de certesa, que es
verifica aquesta afirmacié. He pogut observar que tindra una gran eficacia, ja que gracies a la
recol lecci6 de dades que elaboren els cientifics, s’intenten establir diversos metodes per
evitar una mala transduccié que conduiran a un baix rendiment de l'expansi6.”®”’!

Els efectes secundaris més significants sén la CRS, la toxicitat neurologica i l'aplasia de
cellules B. Al comencament del tractament, s’aplicava tota la mostra de limfocits T
modificats geneticament en una tnica dosi, que provocava una probabilitat major de patir
aquests efectes. Pero, donada la gran capacitat d’observaci6 i reflexi, van decidir repartir la
mostra en tres dosis diferents. D’aquesta manera, es va aconseguir un control més efectiu
sobre els efectes secundaris. Amb aquesta explicacié em refereixo a 'adaptacié que tenim
per aprendre dels errors, és a dir, en el futur és segur que millorarem els sistemes i diferents
mecanismes que engloben aquesta immunoterapia.

Segons les dades que he rebut de I'Hospital Clinic de Barcelona, aproximadament hi ha
hagut un 85% de vitalitat. Considerant que l'evolucié del tractament ha anat creixent

positivament, es pot arribar a deduir que aquest percentatge pot anar a I'alga.
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La majoria de cancers que s’han tractat fins ara sén cancers que afecten els limfocits B
(alguns tipus de leucémies i limfomes). Aixo és perque al complex CAR que s’inserta en els
limfocits T, té com a diana I’antigen CD19 que s’expressa en les cel lules B.

Ultimament, s’estan desenvolupant nous CAR-Ts que detectin altres antigens d’altres
cel Tules tumorals (com en el cancer de mama o el mieloma).*”)

En el cas del mieloma multiple, s’ha aprovat un nou tipus de CAR-T, I'’ARI-0002h, que
encara no ha estat aprovada per I’AEMPS com a medicament de terapies avancades, pero en
poc temps ho estara. A més, cal dir que l'eficacia d’aquest segon en comparacié de
I"’ARI-0001 és molt major, ja que s’han utilitzat els coneixements observats a partir dels errors
comesos en el primer CAR-T.

En definitiva, la immunoterapia de cel lules T s’ha consolidat, i al futur ho fara més, com
una tractament potencialment curatiu pels pacients amb neoplasies malignes refractaries. La

variabilitat d’antigens als quals es pot dirigir per eliminar-los i la seva alta eficacia, la

converteixen en unes de les terapies més prometedores.
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5. Agraiments

Per acabar aquest Treball de Recerca, és necessari agrair a varies persones i institucions que

han estat ajudant en tot moment, assessorant amb la informacié i aclarint dubtes.

En primer lloc, vull agrair la meva mare que ha estat la persona que em va donar a coneixer
aquest tractament, ja que anteriorment no el coneixia. A més, em va donar el contacte de la
hematologa Anna Merino i de la immunologa Mariona Pascal. També, va estar
assesorant-me i revisant certes qiiestions del treball. Es a dir, explicant funcionaments

immunologics o paraules que no coneixia.

En segon lloc, m’agradaria donar les gracies a I'Hospital Clinic de Barcelona per donar-me

permis per assistir a les diferents zones on es realitza la immunoterapia CAR-T.

En tercer lloc, agraeixo els diferents professionals medics que han fet que aquest treball sigui
possible. A la Dra. Anna Merino per haver-me donat una petita xerrada introductoria i
haver-me guiat a I'hora de fer el treball. També, al Dr. Valentin Ortiz per donar-me
I'oportunitat de presenciar la visita d’alguns pacients a les consultes, per enviar-me
documents informatius/dades de la terapia i per contactar amb el Dr. Lozano. Agrair al Dr.
Lozano (Cap de Seccié d’Hemoterapia) per haver-me explicat el procés de la leucoaferesi i
haver-me permes fer diverses fotografies a les maquines relacionades amb el procés.
Finalment, a la immunologa Mariona Pascal (Cap de Seccié d'Immunoterapies Avangades) i
la biomedica Marta Espafiol que em van donar 'opcié de visitar, desde el passadis, les sales

blanques.
Per acabar, és molt necessari donar les gracies al meu tutor d’aquest Treball de Recerca.
M’ha estat fent les correccions que creia necessaries per fer el millor treball possible i ha estat

a disposicié quan tenia qualsevol consulta.

En general, m’emporto una experiéncia inolvidable que m’ha fet pensar en diferents ambits i

sobretot m’ha aportat nous valors.
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Representacié grafica de l'expansié de les cellules T modificades respecte la
quantitat de monocits i representacié grafica de l'eficacia de la transduccié de les
cel lules T respecte la preséncia de neutrofils.
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Congelador Asymptote.
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Cuba de nitrogen liquid amb mostres d’aferesi i cuba amb clau de nitrogen liquid
que emmagatzema lentivirus modificats amb el gen CAR.
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Selecci6 positiva d"un tipus de cél 1ula diana.
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Esquema del complex CAR (Receptor quimeric d’antigen).
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Estructures del gen CAR.
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Procés de manufacturacié estandard de les cel lules CAR-T durant la pandemia de
COVID-19.
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-de-seguiment
Ponterio E, De Maria R and Haas TL (2020) Identification of Targets to Redirect CAR

T Cells in Glioblastoma and Colorectal Cancer: An Arduous Venture. Front.

Immunol. 11:565631. doi: 10.3389/ fimmu.2020.565631.

83


https://www.biolifesolutions.com/precision-thawing-solutions/
https://www.mscbs.gob.es/profesionales/farmacia/pdf/20190508_Protocolo_manejo_efectos_adversos_CAR_T.pdf
https://www.mscbs.gob.es/profesionales/farmacia/pdf/20190508_Protocolo_manejo_efectos_adversos_CAR_T.pdf
https://www.clinicbarcelona.org/ca/noticies/el-clinic-idibaps-desenvolupa-un-car-t-per-a-mieloma-multiple-que-demostra-una-eficacia-de-mes-del-70-despres-dun-any-de-seguiment
https://www.clinicbarcelona.org/ca/noticies/el-clinic-idibaps-desenvolupa-un-car-t-per-a-mieloma-multiple-que-demostra-una-eficacia-de-mes-del-70-despres-dun-any-de-seguiment
https://www.clinicbarcelona.org/ca/noticies/el-clinic-idibaps-desenvolupa-un-car-t-per-a-mieloma-multiple-que-demostra-una-eficacia-de-mes-del-70-despres-dun-any-de-seguiment

