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«Una idea que no és perillosa és absolutament indigna

de ser anomenada una idea».

Oscar Wilde
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RESUM

Des de ben petita, sempre havia sentit la frase de “La curiosidad mat6 al gato”. Com a
cientifica i persona curiosa que soc, no podia estar-hi més en desacord. Considero que,
quan parlem de curiositat, parlem d’'innovacio, de creativitat i d’evolucié. | us preguntareu,
perqué estic parlant de creativitat? Basicament, perqué aquest treball, es basa en aixo,

creativitat i innovacio.

El tema principal del treball és la viroterapia, un nova tecnica en la que s’intenta tractar el
cancer a partir de l'utilitzacioé de virus modificats genéticament. Per tal d’entendre en que
consisteix aquesta terapia, el treball presenta un marc teodric, on es desenvolupen els
coneixements tedrics basics i necessaris per la bona comprensié del treball. En aquest
marc teodric, es parla dels elements principals de la viroterapia: el cancer, els virus, la
terapia génica (utilitzada per modificar els virus). Com a sintesi de tota aquesta
informacio, al final del marc teoric s’explica la viroterapia, que és i les limitacions que

presenta actualment.

A partir d'una d’aquestes limitacions tractades en el marc teodric, es realitza el marc
practic. Al tractar-se d’'un tema complex, la practica no la vaig poder realitzar jo mateixa,
tot i aixi, a partir d’'una visita i de diverses explicacions i resultats proporcionats pel doctor
Ramon Alemany, investigador principal de I'IDIBELL, vaig poder plantejar una hipotesi,

analitzar els resultats i extreure conclusions d’aquests.
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RESUMEN

Desde pequefia, siempre habia oido la frase de "La curiosidad maté al gato". Como
cientifica y persona curiosa que soy, no podia estar mas en desacuerdo con esta frase.
Considero que, cuando hablamos de curiosidad, hablamos de innovacion, de creatividad y
de evolucién. Y os preguntaréis, porque estoy hablando de creatividad? Basicamente,

porque este trabajo, se basa en eso, creatividad e innovacion.

El tema principal del trabajo es la viroterapia, una nueva técnica en la que se intenta tratar
el cancer a partir de la utilizaciéon de virus modificados genéticamente. Para entender en
qué consiste esta terapia, el trabajo presenta un marco teoérico, donde se desarrollan los
conocimientos teodricos basicos y necesarios para la buena comprension del trabajo. En
este marco teodrico, se habla de los elementos principales de la viroterapia: el cancer, los
virus, la terapia génica (utilizada para modificar los virus). Como sintesis de toda esta
informacion, al final del marco tedrico se explicada la viroterapia, qué es y las limitaciones

que presenta actualmente.

A partir de una de estas limitaciones tratadas en el marco tedrico, se realiza el marco
practico. Al tratarse de un tema complejo, la practica no la pude realizar yo misma, aun
asi, a partir de una visita y de varias explicaciones y resultados proporcionados por el
doctor Ramon Alemany, investigador principal del IDIBELL, pude plantear una hipotesis,

analizar los resultados y extraer conclusiones de estos.
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ABSTRACT

From a very young age, | had always heard the phrase “The curiosity killed the cat”. As a
scientist and curious person that | am, | couldn’t disagree more. | think when we talk about
curiosity, we talk about innovation, creativity and evolution. And you ask yourself, why am |
talking about creativity? Basically, because this work is based on that, creativity and

innovation.

The main topic of the work is virotherapy, a new technique that tries to treat cancer from
the use of genetically modified viruses. In order to understand what this therapy consists
of, the work presents a theoretical framework, where the basic theoretical knowledge
necessary for a good understanding of the work is developed. In this theoretical
framework, we talk about the main elements of virotherapy: cancer, viruses, gene therapy
(used to modify viruses). As a synthesis of all this information, at the end of the theoretical

framework, virotherapy is explained, what it is and the limitations it currently presents.

Based on one of these limitations addressed in the theoretical framework, the practical
framework is realized. As this is a complex topic, | was not able to do the practice myself,
however, based on a visit and various explanations and results provided by Dr. Ramon
Alemany, principal investigator of IDIBELL, | was able to raise an hypothesis, analyze the

results and draw conclusions from them.
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GLOSSARI D'’ABREVIATURES

O Alfa V

Ad Adenovirus

CAR En anglés, chimeric antigen receptor

CPH En anglés, major histocompatibility complex
CD46 En anglés, cluster of differentiation 46

°C Graus centigrads

CR En anglés, Complete Response (resposta completa)
DNA Acid desoxiribonucleic

DCR En anglés, Disease Control Rate

E1 En anglés, early gene 1

E1A En anglés, early gene 1A

E1B En anglés, early gene 1B

E2 En anglés, early gene 2

E3 En anglés, early gene 3

E4 En anglés, early gene 4

HA Acid hialuronic

ICTV Comité Internacional de Taxonomia de Virus
kD Kilodalton

L1 En anglés, late gene 1

L2 En anglés, late gene 2

L3 En anglés, late gene 3

L4 En anglés, late gene 4

LS En anglés, late gene 5

mi Mil-lilitres

mm3 Mil-limetres cubics

nm Nanometres

ORR En anglés, Overall Response Rate

(0N En anglés, Overall Survival
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p.i.
PFS
PCR
PBS
PR
RGD
RNA
mRNA
SD
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Potencial d’hidrogen

En anglés, post injection

En anglés, Progression Free Survival

En anglés, polymerase chain reaction

En anglés, Phosphate Buffered Saline

En anglés, Partial Response (resposta parcial)
Arginina-Glicina-Acid Aspartic

Acid ribonucleic

Acid ribonucleic missatger

En anglés, Stable Disease (malaltia estable)
En anglés, transducing unit (unitats de transduccio)

Particules virals
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0. INTRODUCCIO

0.1. Motivacio
Sempre he estat interessada en la ciéncia. Concretament, en els darrers anys, el meu

interés per la medicina ha anat creixent. Per aquesta rad, quan se’m va presentar
I'oportunitat de realitzar el treball de recerca vaig comencar a investigar sobre quins temes
actuals podria tractar. Des del principi, tenia clar que volia investigar alguna sobre alguna
cosa innovadora i ambiciosa. Em vaig plantejar quins eren els problemes médics més

presents en la nostra vida i d’aqui va sorgir la idea del cancer.

El cancer ha estat una malaltia molt present darrerament i amb el pas del temps ha anat
augmentant el nombre d’afectats, fent-la una de les malalties més temudes per la
poblacié. Aquest augment dels casos ha estar causat per 'augment de I'esperanga de
vida degut a la millora en les condicions de vida de les persones, cosa que ha fet que
aquestes visquin més anys perd siguin meés propenses a desenvolupar malalties
associades a l'envelliment , com és el cancer. Les estadistiques apunten que, una de

cada tres persones presentara un cancer algun cop a la vida.

Finalment, vaig sentir parlar d’'una terapia contra el cancer que encara estava en procés
d’investigacid, perd que semblava que estava donant uns resultats molt prometedors. A
partir d'aqui, vaig plantejar-me aquesta pregunta: Hi ha cosa més ambiciosa que

investigar sobre la cura del cancer?

0.2. Objectius

Els objectius principals del treball son:

* Investigar sobre la malaltia del cancer. Entendre qué és, com funciona i com
tractar-la.

* Realitzar una petita investigacio sobre els virus, I'element principal del tractament
plantejat en el treball, amb la intencié d’entendre quin paper juguen en la curacio
del cancer.

» Entendre qué és la terapia génica, perque la podem utilitzar i quin tipus de terapia
s’utilitza per modificar els adenovirus.

» Explicar qué és i com funciona la viroterapia i les seves limitacions.
11
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* Millorar I'efectivitat de la viroterapia buscant solucié a una de les limitacions que
aquesta presenta.

* Aplicar técniques de recombinacié genética per crear un adenovirus recombinant
capag d’infectar i eliminar les cél-lules tumorals de manera efectiva.

» Destruir el tumor utilitzant la menor quantitat de virus possible mitjangant una

disseminacio viral meés eficag.

0.3. Hipotesi

Centrant-nos en I'objectiu principal del treball, que és millorar I'efectivitat de la viroterapia

buscant solucio a una de les limitacions que aquesta presenta, la hipotesi plantejada és:

» Els adenovirus injectats al pacient infectaran una part de les cél-lules tumorals.
Aquestes cel-lules seran les encarregades de transcriure i traduir el material genétic
del virus, en el qual s’hi ha inserit el gen que codifica la hialuronidasa, una enzima
capac¢ de degradar I'acid hialuronic. Aquesta degradara gran part de I'acid hialuronic
localitzat a la matriu extracel-lular i facilitara la disseminacio viral, fent que gran part

de la massa tumoral sigui infectada i destruida.

0.4. Metodologia i estructura
El treball té dues parts ben diferenciades: el marc teoric i el marc practic. La primera part

(marc teoric) esta dividit en quatre parts, en les quals, s'expliquen els conceptes teorics
basics per entendre el treball. Per comencar, en la primera part, es parla del cancer, la
malaltia a tractar. Seguidament, la segona part aporta la informacié necessaria sobre els
virus (aprofundint amb els adenovirus), 'element principal de la terapia. En la tercera part
del marc tedric, s’explica la terapia génica, concretament, les técniques de modificacio
genetica utilitzades per modificar el genoma viral. Per ultim, s’investiga la viroterapia, les
seves limitacions i les estratégies de millora d’aquestes. Tota la informacié cercada en
aquesta part ha estat extreta d’'Internet i de llibres (articles, videos, enciclopédies...). La
segona part (marc practic), a causa de la seva complexitat, ha estat realitzada amb I'ajuda
del doctor Ramén Alemany, investigador principal de I'IDIBELL. En aquest treball, no ha
estat possible realitzar un procés experimental propi per tal de demostrar la hipotesi
plantejada, com he dit abans, a causa de la complexitat de I'experiment no em va ser

permes realitzar-lo pel meu compte. La part practica, ha estat realitzada a partir d’'una
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visita a les instal-lacions de I'IDIBELL, en la qual se’m va explicar tota la informacié
necessaria per explicar I'experiment (préviament realitzat pels investigadors del centre) i
per fer un analisi profitds dels resultats que se’m van proporcionar. Per facilitar als lectors

la comprensi6 del treball, s’ha realitzat un glossari d’abreviatures a l'inici.
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MARC TEORIC

|

1. EL CANCER

1.1. Que és?
El cancer és una malaltia provocada per una o diverses mutacions al material geneétic de
les cél-lules que componen els nostres teixits. Aquestes cél-lules es reprodueixen de

manera descontrolada fins a formar un tumor, el qual pot afectar o no als érgans.

Es diu que el tumor és benigne quan aquest no envaeix ni destrueix altres oérgans. Aquest

s’extreu, en ocasions, quirurgicament i no torna a reproduir-se.

Si el tumor és maligne, pot arribar a envair i destruir diversos organs, desplacant-se

mitjangant el sistema limfatic, provocant aixi el que anomenarem una metastasi.

1.2. Origen del cancer: la carcinogenesi.
El procés de desenvolupament d’un tumor maligne és anomenat carcinogenesi. Durant

aquest etapa de desenvolupament el tumor es considerat no canceros. Aquesta requereix
un conjunt d’interaccions entre factors exdgens i enddgens i es produeix a través de tres

estadis:

El primer estadi es anomenat iniciacié. Durant aquesta fase, el carcindogen s’uneix de
forma irreversible al DNA provocant una mutacio. Tot aquest procés comporta I'activacié

d’un oncogen o la inactivacié d’'un gen supressor. Es irreversible i amb memoria.

Seguidament, comenga I'estadi de promocid on I'agent promotor és un compost quimic, el
qual és capa¢ de causar l'expansido selectiva de les cél-lules iniciades. Aquestes
provoquen alteracions en la transduccié de senyals cel-lulars, sense modificar I'estructura
molecular del DNA no es veu afectada. A diferéncia de les altres alteracions, aquesta és

reversible.
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Per ultim, s’inicia I'estadi de progressio. L'agent progressor és un compost quimic capag

de convertir una cél-lula en estat de promocié en una cél-lula potencialment maligna.

Aquesta alteracié és irreversible i provoca una inestabilitat cariotipica que inclou

alteracions en Il'aparell mitotic, transtorns funcionals en els teldmers i recombinacio,

amplificacio i transposicidé génica. També es pot donar a partir de cél-lules normals, com

resultat d’'una exposicio a dosis citotoxiques molt altes.

~ « ey +
Exposiciong

INICIACION

Necrosis

~»P Muerte celular

oz ... Apoptosis

0
8

g

—DI Metabolismo-;i Aductos de ADN ap
(Mutdw :

Reparacion

o
Lenes®

"-l Respuesta Inmune |

Etapas de la Carcinogénesis

PROMOCION PROGRESION

Division celular
) - Fijacion de
Proliferacion ) .
Alteraciones
cromosOmicas

Neoplasia

e

No permanencia del “iniciador”

Mutaciones simples: oncogenes, proto-oncogenes,
Tumor suppressor genes

Causas
S.'Anlropogcmcas P. quimicos Asbestos
Dieta .
. Calorias Benzeno
Alimentos .
Dietas grasas DES
Agentes creados en el procesado L.
Contaminantes naturales —a— ATSouice
. . ) X ' , Hormonas UV-B/C
Nitrosaminas (endégenas y exégenas) s Lpie
Sintéticas
Tabaco .
Naturales
Naturales (Terpenos) UV-A
UV-B/C
Caracteristicas
Trreversibilidad Expansion reversible Irreversible
No Umbral de las células inicjadas Umbral??

Umbral
Administracién coptinua
Cambios en genes ‘anti-apoptosis

Cambios en cariotipo

Figura 1. Esquema de les etapes de la cancerogenesi quimica i hormonal. Font: http://www.inen.sld.pe/portal/documentos/pdf/educacion/
01102014_CARCINOGENESIS_lIl.pdf
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1.3. Classificacio

Carcinoma

Completant en total entre un 80 i 90 percent dels casos, els carcinomes, sén un dels tipus
meés habituals de cancer. Tenen el seu origen a les cél-lules epitelials, presents en els

teixits externs (pell) o interns (mucoses).

Si el teixit afectat té una funcid secretora, el tumor es anomenat adenocarcinoma, si el

teixit no té cap tipus de funcié glandular s’Tanomena carcinoma epidermoide.

Sarcoma

Sén un tipus de cancer que es forma als teixits de suport i connectius, normalment als
0ssos i els teixits tous. En alguns casos es poden arribar a formar als musculs, greixos i,

fins i tot, als vasos sanguinis i/o limfatics.

Mieloma

Es un cancer que s’origina a les cél-lules plasmatiques de la medul-la dssia. Les cél-lules

plasmatiques produeixen algunes de les proteines que es troben a la sang.

Leucémia
Soén cancers que es formen i desenvolupen a la medul-la dssia, que é€s on es produeixen
les cél-lules sanguinies. En molts casos, provoca una sobreproduccié de globuls blanc

immadurs, provocant al pacient un gran risc d’infeccio.

Limfoma

Els limfomes es desenvolupen a les glandules o ganglis del sistema limfatic, una xarxa de
vasos, ganglis i organs que purifiquen els fluids corporals i produeixen globuls blancs o
limfocits que combaten les infeccions. A diferéncia de les leucémies, les quals s'anomenen

"cancers liquids", els limfomes sén "cancers solids".
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1.4. Fases

El desenvolupament d’'un cancer no té una duracio exacta. Depenent de la persona i les
seves condicions fisiques i biologiques, pot evolucionar de manera més rapida o més

lenta:

» Etapa 0: durant aquesta fase es produeixen les mutacions en les cél-lules en
questio, dotant a aquestes amb les caracteristiques de la malignitat (multiplicacioé
descontrolada i capacitat d’invasié). No es presenta cap tipus de simptoma, la

detecci6 és impossible.

» Etapa I: es caracteritza per l'existéencia de la microscopica lesid cancerosa
unicament localitzada al teixit on s’ha originat. Tampoc apareixen simptomes, pero

en alguns tipus és possible detectar-los amb técniques de diagnodstic precog.

» Etapa Il: la lesié comencga a extrendre’s fora de la seva localitzacio inicial i envaeix
altres teixits i/o drgans. Aquesta és anomenada la fase d'invasio local. Comencen a

apareéixer simptomes en el pacient.

* Metastasi: finalment, la malaltia s’expandeix fora del seu lloc d'origen i apareixen
lesions tumorals a distancia denominades metastasi. Es l'etapa d'invasié a

distancia. La simptomatologia que presenta el pacient sol ser complexa.

» Etapa IV (fase terminal): aquesta fase es caracteritza per l'existéncia de malaltia
oncologica avangada, progressiva i irreversible (incurable), també es coneix com

cancer terminal.

2. ELS VIRUS
2.1. Que son?

Els virus son particules senzilles de material genétic encapsulades en una vesicula de

proteines. Aquestes petites particules no sén capaces de replicar-se per elles mateixes i

17


Tecnic
hela


o . \ . . . 7 . ; - ’
_ﬁ. La viroterapia: 'enemic de I'enemic és un amic | # .‘ 2%
_

necessiten utilitzar els mecanismes de les cel-lules, que préviament han estat infectades,

per tal de multiplicar-se.

L4

2.2. Classificacio
D’acord amb la teoria cel-lular, els virus no sén considerats éssers vius, per aquesta rao la

majoria de bidlegs els exclouen del sistema de classificacid biologica. Tot i aixi, els

cientifics s’han vist obligats a crear una classificacié que agrupa els virus per semblanca.

2.2.1. Classificacio ICTV

s . . . TAXONOMIA
El Comité Internacional de Taxonomia de Virus
Super-regne -viria
(ICTV) ha desenvolupat un sistema de classificacio :
Regne -virae
en el qual es dona certa importancia a unes |fjum _viricota
propietats concretes dels virus per tal de mantenir | Subfilum -viricotina
la uniformitat familiar. Classe viricetes
Ordre -virales
Subordre -virineae
Al'any 2020, I' ICTV contava un total de 6 dominis, |Familia —vinidae
10 regnes, 17 filums, 2 subfilums, 39 classes, 59 | Subfamilia -virinae
ordres, 8 subordres, 189 families, 136 subfamilies, | %™ virus
Especie -virus

2224 generes i 9110 espécies.

Taula 1. Taula de classificacio segons I'lCTV. Font:
Elaboracié propia a partir de la informacié de https://
es.wikipedia.org/wiki/Virus#Clasificacion_del_ICTV

2.2.2. Classificacio de Baltimore

David Baltimore és el bidleg, guanyador del Premi Nobel, que va dissenyar un sistema de
classificacio dels virus. Actualment, aquest sistema creat per Baltimore s’utilitza en

combinacié amb el proposat per I'ICTV.

La classificacio de Baltimore es basa en els mecanismes de produccié del RNAm. Els
virus necessiten generar aquest RNAm per tal de produir proteines i replicar-se, tot i aixi,
cada familia de virus utilitza uns mecanismes diferents. El genoma dels virus pot ser

monocatenari (ss) o bicatenari (ds), de RNA o DNA, i poden utilitzar o no la transcriptasa
18
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| I 1 v inversa. A més, els virus RNA monocatenaris
[TasbnA | [Tssona | [TaseNA | [(F)ssRNa| poden ser positius (+) o negatius (-). Aquesta

classificacio reparteix els virus en set grups:

| (-)ssRNA|

*I: Virus dsDNA (adenovirus, herpesvirus, poxvirus)
*ll: Virus ssDNA (parvovirus)

*lll: Virus dsARN (reovirus)

*IV: Virus (+)ssRNA (picornavirus, togavirus)
*\/: Virus (-)ssRNA (Ortomixovirus, rabdovirus)
Figura 2: Esquema de la classificacié de Baltimore. *VI: Virus ssRNA-RT (retrovirus)

Font: https://es.wikipedia.org/wiki/
Virus#Clasificacion_Baltimore . ..
*VII: Virus dsDNA-RT (Hepadnaviridae)

Cada tipus de virus esta explicat a 'annex.

2.3. Procés de replicacio viral
Els virus sén patogens obligatoris, el que significa que son completament dependents del

metabolisme de la cél-lula infectada per replicar-se. El procés de replicacid viral es
divideix en 6 passos essencials, tot i que aquests poden variar depenent del tipus de

virus:

» Unié: durant aquesta fase les proteines de la capside interactuen amb els
receptors especifics de la membrana de la cél-lula hoste.
* Penetracio: préviament, el procés d’unié pot haver induit canvis conformacionals,

com a resultat, succeeix una fusié de les membranes viral i cel-lular.

» Eliminacioé de la capside: un cop dins la cél-lula, la capside sera eliminada per
enzimes, tant virals com de la mateixa cél-lula hoste, alliberant aixi el genoma del

virus.

* Replicacio: quan la capside ja ha estat eliminada, el genoma del virus es transcrit i
traduit per la mateixa cél-lula, resultant en la sintesi de les proteines i del genoma

viral. Aquest és el pas més variable.
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* Acoblament: després de la sintesi, les proteines i els genomes s6n empaquetats

per formar els virions, els quals ja estan a punt per sortir de la cél-lula.

* Alliberament dels virions: hi ha dos mecanisme d’alliberament:

» Lisis: la cél-lula en questid es degrada, deixant lliures als virus que tenia a
l'interior. Aquest procés culmina en la mort cel-lular. Els virus que s’alliberen
mitjangant la lisis son anomenats citolitics.

» Gemmacio: els virus adquireixen la capa lipidica de la cél-lula hoste. Aquest
procés és exclusiu per virus amb embolcall i no resulta en la mort cel-lular. Els

virus que s’alliberen mitjangant la gemmacié sén anomenats citopatics.

o8

/ ' ¥ 1 Unién/Endocitosis \
. /"4

6 -
k j
Ribosomas Aparato de Golgi | (o X=)

Figura 3. Esquema del procés de la replicacio viral. Font: https://
www.immunology.org/es/public-information/bitesized-immunology/
pathogens-and-disease/replicacion-viral

2.4. Els adenovirus
Els adenovirus soén virus de DNA bicatenari. A l'infectar la cél-lula hoste deixen el seu

material genétic lliure pel nucli i aquest es transcriu de forma independent. La utilitzacio
d’aquests vectors virals té diferents avantatges com que no porten a la mutagénesi o que
sén capacos d’infectar tant a cel-lules en divisi6 com cél-lules quiescents (no es

divideixen).
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Per realitzar terapies es modifica genéticament als virus. Als vectors de 1a generacio se’ls
elimina una part del gen E1 (early 1), basic per la replicacio viral. Per altra banda, als
vectors de 2a generacié se’ls elimina gens temprans en el cicle del virus. En ambdos
casos, quan es realitza la infeccid s’expressen un seguit de gens que provoquen una

resposta immune del cos del pacient.

2.4.1. Particularitats

L'immens regne dels virus presenta una gran varietat d’especies, cadascuna amb
particularitats i caracteristiques completament diferents. Els adenovirus, causants del
refredat comu, presenten un seguit de particularitats concretes que els han fet els
candidats perfectes per aquest tractament:

» S6n virus poc patologics, és a dir, no arriben a desenvolupar malalties greus,
perjudicials per la salut humana. Per tant, inserir aquest virus no suposa cap tipus
de perill per la persona.

* Els pacients afectats per aquesta familia de virus majoritariament sén
asimptomatics, de manera que els virus no son perjudicials per la salut del pacient.

* Per altra banda, els adenovirus son una familia molt coneguda i estudiada, es
coneix la informacié necessaria per utilitzar-lo correctament i extreure tot el seu
potencial.

» Al ser un virus de DNA es considera més estable, al no tenir tendéncia a patir
mutacions, per tant, és més senzill tenir-lo controlat.

 Els adenovirus afecten principalment a cél-lules epitelials, en les quals es formen la

majoria dels tumors.

2.4.2. Estructura

Els adenovirus son virus de DNA bicatenari lineal, amb un genoma format per
aproximadament 36.000 parells de bases, cadascuna de les quals conté entre 30 i 40
gens cadascuna. Els virions tenen una capside icosaédrica sense envoltura, la qual té un

diametre d’entre 70 i 90 nm.
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La capside esta formada per 240 capsomers, subunitats morfologiques de la capside,
formats per hexones i pentones. Les 12 pentones es troben en cadascun dels vertex,
aquestes presenten una base pentona i una fibra, la qual conté proteines de adheréncia

virica que permeten la infeccio de les cél-lules.

Dins de la capside es troba el material genétic del virus i, almenys, dos de les seves
proteines principals. Tot i aixi, el viri6 dels adenovirus conté almenys 11 proteines, de les

quals, 9 tenen una funcioé estructural.

Aquesta estructura proporciona als adenovirus unes certes propietats, com la estabilitat a

baix pH i a altes temperatures, o la resisténcia a les secrecions gastriques i/o biliars.

|
|
—— Base del Penldén
f———- Fibra
|

—— Proteina del core

L——- Prolelna asociada al haxdn
—— Protaina del core

- Protsina asoémé al hexon

™~ Proteina especifica para grupos
de nueve hexones

Figura 4. Respresentacié esquematica d’una particula d’adenovirus amb les seves parts senyalitzades. Font: https://es.slideshare.net/
sidney20178/adenoviridae

2.4.3. Mecanisme de replicacio dels adenovirus

Tots els mecanismes de replicacié tenen una estructura similar, tot i aixi, en funcié del
tipus de virus i les seves caracteristiques aquesta pot variar. Els adenovirus sén virus de
DNA bicatenari, aquesta caracteristica els aporta un seguit de propietats i, per tant, el seu

cicle consta de diferents parts:
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* Unio: els adenovirus tenen afinitat a les cél-lules mucoepitelials dels tractes
respiratoris, gastrointestinals i conjuntius, per aquesta rad, sén els causants de
malalties com els refredats o la gastroenteritis. Els receptors amb els quals es
compatible I'adenovirus son el CAR, el CPH i el CD46. La integritat de la seva

envoltura és av Integrina’.

* Penetracié: 'entrada a l'interior de la cél-lula hoste es dona per endocitosi de les
vesicules de la membrana. La membrana d’aquestes vesicules es trenca a causa de
'accio toxica del pentd, d’aquesta manera, perdent les proteines de la capside, la
particula viral entra dins del citoplasma. Amb I'ajuda dels microtubuls, la particula viral
arriba als porus nuclears, on aquesta es desmunta i allibera el DNA viral a dins del

nucli.

* Replicacié del DNA: el cicle litic dels adenovirus es divideix en quatre etapes o fases:
la fase primerenca, la duplicacioé del DNA, la fase tardana i, finalment, 'acoblament i la
maduracio.

» Fase primerenca: Els gens de la fase inicial s’encarreguen d’expressar les proteines
reguladores no-estructurals, les funcions d’aquestes proteines son:
> Alterar I'expressié de proteines de la cél-lula hoste, necessaries per realitzar la
sintesi del DNA.

> Activar altres gens del virus, com per exemple, la DNA polimerasa.

> Evitar la mort prematura de la cél-lula hoste a causa d’una resposta immunitaria de
'organisme. Aquestes proteines bloquegen les defenses immunitaries com

I'apoptosi, I'activitat de l'interferd i la translocacio i expressiéo CPH de clase 1.

Dins del nucli, el genoma viral es transcriu. S’ha detectat que, en ambdues cadenes

complementaries, els adenovirus tenen 6 proteines de transcripcié temprana:

' Forma part d’una superfamilia de glucoproteines que participen majoritariament en la unio de les
cel-lules amb la matriu extracelul-lar. Font: https://es.wikipedia.org/wiki/Integrina
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Gen Funcié
E1A Es el gen encarregat d’activar la transcripcié genética virica.
Aquest s’uneix al supressor del creixement cel-lular i altera el
creixement de la ceél-lula hoste. A més a més, inhibeix
I'activacié dels elements de resposta del interferd.
E1B S’uneix al supressor del creixement cel-lular (p53 estimula la
transformacio) i inhibeix I'apoptosi.
E2 Aquest gen activa alguns promotors. Codifica la proteina
terminal en el DNA i la DNA polimerasa.
E3 Es I'encarregat d’impedir la inflamacié pel factor TFN-alfa
(necrosis tumoral alfa).
E4 Limita I'efecte citopatologic del virus.
AV ARN Inhibeix la resposta de l'interfero.

Taula 2. Proteines sintetitzades durant la fase temprana de la replicacio viral dels Adenovirus. Font:
Elaboracié propia a partir de la infromacié de https://es.slideshare.net/sidney20178/adenoviridae

* Duplicacio del DNA: La replicacié del material geneétic és realitzada a partir de les

dues cadenes en forma semiconservativa. Una de les proteines terminals de 55 kD

s’uneix covalentment a I'extrem 5’ de la cadena de DNA i actua com a primer. El DNA

polimerasa d’origen viric s’encarrega de mediar la replicacio.

» Fase tardana: La ultima fase de la replicacié es basa en la produccié de proteines

estructurals que s’utilitzaran per empaquetar el material genétic ja duplicat. Poc

després d’haver comencat la duplicacié s’inicia la transcripcié dels ARNm tardans,
concretament, 5 regions (L1, L2, L3, L4 i L5).

Acoblament i maduracio: En acabar la duplicacié del DNA, les proteines estructurals

son transportades al nucli, on comencga l'acoblament. En cada cél-lula infectada es

formen aproximadament unes 10.000 particules virals en les 30 hores post-infeccio.

Finalment, els adenovirus sén alliberats per una lisis de la cél-lula hoste, per aquesta

rao, els adenovirus son considerats virus citolitics.
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3. LA TERAPIA GENICA

3.1. Que és?
La terapia génica és una nova tecnologia que es basa en la transferéncia de material
genetic a les cél-lules d’un individu com a tractament per algunes malalties. La finalitat
d’aquesta terapia és restablir una funcié cel-lular abolida o defectuosa, introduir una nova
funcié o interferir en una funcié existent. Les diferents estratégies de la terapia génica es
basen en la combinacié de tres elements clau: el material genétic a transferir, el métode

de transferéncia d’aquest i el tipus cel-lular a que s’incorporara el material.

En relacid al tractament del cancer, aquesta técnica és utilitzada de diverses maneres per

la curacié d’aquesta malaltia. Aquestes estan explicades a 'annex.

3.2. Recombineering
El recombineering és una técnica de biologia genética i molecular basada en sistemes de

recombinacié homologa. El cromosoma bacteria i els plasmidis es poden dissenyar in vivo
mitjangant recombinacié homologa utilitzant productes de PCR i oligonucleotids sintétics
com a substrats. Aquest procés és possible perqué les proteines de recombinacio
codificades per bacteridfags sén capaces de recombinar eficientment seqiéncies amb
homologies d’entre 30 i 50 bases. Aquesta tecnica permet inserir o eliminar sequéncies de

DNA sense tenir en compte la ubicacio dels llocs de restriccio.

La seva realitzacié requereix d’'un seguit de técniques complexes. Per comencar, es
prepara un stock de bacteris competents, els quals seran posteriorment transformats
mitjangant electroporacié. Un cop s’aconsegueix homogeneitat en la mostra, es realitza
'aillament, a petita o gran escala, del DNA plasmidic. Els plasmidis extrets seran
modificats genéticament utilitzant enzims de restriccio. Aquests plasmidis seran introduits,
mitjangant una transfeccié amb fosfat de calci, als virus per tal de generar adenovirus
recombinants. La homogeneitat en I'estoc és vital per el bon funcionament de la técnica,
per tant, es fa una seleccié de clons dels adenovirus. Finalment, aquests virus son

amplificats i purificats.
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4. LA VIROTERAPIA ONCOLITICA
4.1. Que és?
La viroterapia és un nou tractament contra el ’ Infeccion preferencial

de células tumorales

genéticament mitjangant la terapia genica, fent O eoticacién selectn O

en tumor y lisis

que aquests només infectin a les ceél-lules \ celular

cancer en el qual s’utilitza un virus oncolitic, és a
dir, un virus que infecta i destrueix uUnicament a

les cél-lules canceroses. Els virus son modificats

eliminacién de las
células tumorales

.
Dispersién viral O
oor el tumor

R i . i Figura 5. Esquema del sistema de propagacioé dels virus
cél-lules tumorals si es combina amb altres tipus oncolitics. Font: https://www.tdx.cat/bitstream/handle/

10803/120183/elj1de1.pdf?sequence=1

[ Reinfeccién y

afectades pel cancer, d’aquesta manera el virus

es torna completament inofensiu per al pacient.

Aquesta terapia pot facilitar la destruccié de les

de tractaments, com la quimioterapia o la
radioterapia. L'eficacia d’aquesta no és gaire alta si no es combina amb altres terapies i/o
drogues. Per aquesta rad, s’esta treballant per incrementar la seva eficacia mitjangant

altres métodes aliens a altres tractaments o drogues.

4.2. Limitacions
Tot i estar demostrat que la viroterapia és efectiva en la majoria dels casos, aquesta

presenta un seguit de limitacions que fan disminuir la seva efectivitat. Limitacions com
larribada dels virus al tumor o la seva disperssidé per aquest mateix redueixen
considerablement les possibilitats d’exit d’aquest tractament, i fan que, de moment, no

pugui ser utilitzada en pacients.

4.2.1. Arribada dels adenovirus al tumor

Factors com la localitzacié i la disseminacié del tumor dificulten en major o menor mesura
I'arribada dels adenovirus a aquest. Els tumors poden aparéixer no disseminats, és a dir,
concentrats en una sola massa, o en metastasi, escampats per diferents parts de
'organisme de I'afectat. En cas que el tumor no estigui disseminat els virus s’injectaran

mitjangcant una administracio local en la zona afectada. Per altra banda, si el cancer esta

26


Tecnic
hela


P
° . N . . . s . s
.ﬁ, La viroterapia: 'enemic de I'enemic és un amic | # .‘ 2 g
-~

en estat de metastasi es recorreria a una administracio intravenosa, la qual, presenta més

problemes.

Els adenovirus no estan adaptats a la circulaci6 sanguinia, per tant, son eliminats
rapidament. Els virus son neutralitzats per la cascada del complement i la unié de
plaquetes i eritrocits al entrar als vasos sanguinis, de la mateixa manera, els anticossos
que l'organisme pot haver produit contra els adenovirus també contribueixen en la

inactivacio.

A part de la resposta immune que I'entrada dels virus provoca, el nivell de vascularitzacio
pot influir en la capacitat de disseminacié dels adenovirus, dificultant aixi, la penetracié del
virus a la cél-lula. Per aquesta rao, la viroterapia és més efectiva en tumors petits, la seva
gran vascularitat facilita I'entrada. Per ultim, la pressié de I'espai intersticial, delimitat per
les membranes de les cél-lules de I'endoteli vascular i les tumorals, és significativament

elevada, de manera que, dificulta l'arribada a la cél-lula.

4.2.2. Dispersio intratumoral dels adenovirus

La dispersi6 intratumoral és essencial per tal d’eliminar la maxima massa tumoral possible
amb la menor quantitat possible de virus. Quan la distribucié dels virus és insuficient es

dificulta I'eliminacid de les cél-lules tumorals.

El teixit tumoral presenta elevades contraccions a la matriu extracel-lular, la qual esta
formada per col-lagen, fibres elastiques i acid hialuronic. La pressidé intersticial que
produeixen aquests compostos dificulten el transport de macromolécules, fent també que

la distribucié dels adenovirus sigui més lenta i dificultosa.

Dels diferents components de la matriu extracel-lular destaca I'acid hialuronic, el qual, s’ha
demostrat que, en les cel-lules tumorals es troba sobreexpressat i causa comportaments
invasius i metastasics (indueix la migraciéo i adhesié del tumor a altres zones de

I'organisme).
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4.2.3. Potencia oncolitica dels adenovirus

Els darrers assajos clinics han demostrat que és necessaria I'obtencié de nous virus i/o
mecanismes amb millor eficacia antitumoral. Mitjangant un seguit d’estudis ha quedat
demostrat que tots els efectes adversos (simptomatologia gripal, elevacions de
transaminases hepatiques o hiperbilirrubinémia) que pot provocar la viroterapia son

facilment controlats, de manera que la fa una terapia segura.

Tot i aixi, la poténcia oncolitica dels virus no és suficient per I'eliminacié majoritaria o total
del tumor en questid, per tant, I'activitat antitumoral existeix perd la resposta terapéutica
és insuficient. La combinaci6 amb altres terapies com la quimioterapia i la radioterapia
augmenta l'eficacia sense necessitat de fer ascendir també la toxicitat. Amb aquest mateix
objectiu, existeixen estratégies per contrarestar la baixa eficacia dels adenovirus en

alguns casos.

4.2.4. Models utilitzats

Per la realitzacié dels assajos clinics s’utilitzen models, majoritariament rosegadors com el
ratoli o el hamster. Els assajos d’eficacia son realitzats amb ratolins immunodeficients
amb tumors xenodgrafs humans, per centrar-se en la capacitat dels virus per eliminar
massa tumoral. Per altra banda, també es realitzen assajos de toxicitat, en els quals
s’utilitzen ratolins immunocompetents per tal d’estudiar si els efectes secundaris que
poden ser causats per la terapia sén greus. Desgraciadament, en alguns casos els
assajos sén poc precisos a causa dels seglents problemes:

* L'organisme dels ratolins és poc permissiu a la replicacié dels adenovirus humans,
cosa que fa que el virus no actui de la mateixa manera que si fos injectat en un
pacient huma.

» Per altra banda, els tumors que s’'implanten als ratolins sén fets artificialment, de
manera que, tenen estructures i cinétiques de progressio diferents als tumors

espontanis.

28


Tecnic
hela


P P
o . \ . . . 7 . "
.éj‘lb La viroterapia: 'enemic de I'enemic és un amic | # .‘ 2 ;l.'
-~

4.3. Estrategies per millorar I'eficacia terapeutica
4.3.1. Millora del control de E1A

Les modificacions transcripcionals de E1A realitzades al material genétic del virus soén les
causants de la pérdua de quantitat de proteina E1A expressada. Aparentment, aquesta
pérdua pot semblar insignificant, perd al provar-se en diferents tumors la pérdua de

potencia oncolitica és perceptible.

Per compensar aquesta pérdua, es treballa en 'augment d’expressié de la E1A que
aconsegueix augmentar la quantitat de virus. De la mateixa manera, una quantitat més

elevada de virus implica més quantitat de virus alliberats al medi extracel-lular.

4.3.2. Bioseleccio dels adenovirus

Per tal de seleccionar els adenovirus meés potents, es realitza un cribatge en condicions
controlades en un laboratori d’'un conjunt de virus ja modificats. Aleshores es donara
aventatge selectiva a aquells virus que compleixin les condicions ideals, ja triades

préviament.

4.3.3. Adenovirus armats

Les modificacions genetiques que es realitzen als adenovirus resulten utils ja que aporten
eines exdgenes amb funcions que els mateixos virus no sén capagos de realitzar. Per
aquesta rao, es combina la viroterapia amb la terapia génica. Aquesta estratégia provoca
una multiplicacié de la quantitat de transgen mitjangant la replicacio viral, afavorint a la

infeccio i destruccio de cél-lules tumorals.

Quan modifiquem geneticament un organisme hem de tenir en compte dos factors. Per
comengar, la replicacio viral no es pot veure afectada per la mutacié. A més a més, s’ha
de pensar en la capacitat d’incorporacié de nou material genétic que tenen els adenovirus

utilitzats, per exemple, 'adenovirus huma és capag d’incorporar un 105% de material.

Utilitzant la terapia genica es pot aconseguir fer front a algunes de les limitacions que té

aquesta terapia, com la dificultat d’arribada o dispresio per la cél-lula tumoral, o la pressio
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intersticial que produeix la matriu extracel-lular. Amb aquestes incorporacions busquem

assolir els seguents objectius:
* Augmentar la capacitat citotoxica dels adenovirus.

* Modificar el microambient tumoral i/o la resposta immune en contra de la cél-lula

tumoral.

» Degradar la matriu extracel-lular.

4.3.4. Combinacioé amb drogues o altres terapies

La combinacid de la viroterapia amb altres terapies convencionals del cancer permet
augmentar [I'activitat antitumoral, d’aquesta manera, s’incrementa ['efectivitat del

tractament.

La mort de les ceél-lules tumorals a causa de la quimioterapia deixa espai intersticial lliure,
cosa que, facilita la difusio dels virus pel tumor. A més a més, les drogues supressores
sén capaces de neutralitzar la resposta immune, i augmentar aixi I'efecte antitumoral. Per
una altra banda, es pot utilitzar la terapia génica per inserir un transgen capag¢ de
degradar la matriu extracel-lular i aixi afavorir la disseminacid del virus, perd també de

'agent quimioterapéutic.

En resum, la combinacié de diferents tecniques amplia les possibilitats de potenciacié de

I'efecte oncolitic.

4.3.5. Utilitzacio de models més complets

Tal com s’ha explicat anteriorment, una de les limitacions de la viroterapia son les
diferencies entre els models utilitzats en els assajos, en aquest cas ratolins, i I'ésser
huma. Per aquesta rad, es proposa utilitzar el gos com a nou model d’investigacio, ja
que,és molt més complet. La utilitzacié de gossos permet, en gran mesura, investigar amb
tumors espontanis amb comportament biologic més similar als de I'espécie humana. A
més a més, el genoma de les espécies canines té una major proximitat al genoma huma,
cosa que fa que l'organisme dels models reaccioni de manera semblant a la de

I'organisme huma.
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MARC PRACTIC

Com s’ha explicat en el marc tedric, s’ha comprovat que la viroterapia presenta un seguit
de limitacions que impedeixen la seva utilitzacié meédica. Una d’aquestes limitacions és la
disseminacié dels adenovirus per la massa tumoral. A partir d’'aquest problema, es va
plantejar una hipotesi que proporcionava una soluciéo a aquest. Finalment, es va dur a
terme tota la fase d’experimentacié i es van extreure les conclusions a partir de fer un

analisi dels resultats.

Per tal de realitzar aquesta part practica, vaig acudir a les instal-lacions de I'Institut de
Recerca Biomeédica de Bellvitge, I'IDIBELL. Vaig posar-me en contacte amb el doctor
Ramén Alemany, un dels investigadors principals del centre, el qual em va facilitar la
investigacid que estaven duent a terme. A partir d’aquests resultats, vaig realitzar un

proceés d’interpretacio dels resultats i en vaig extreure conclusions.

L'Institut de Recerca Biomédica de Bellvitge (IDIBELL) és un centre de recerca orientat
vers la millora dels problemes de salut de les persones. Per aconseguir-ho és necessari

dur a terme recerca basica i clinica d’alt nivell.

L'IDIBELL té investigadors propis i integra la recerca que es duu a terme a I'Hospital
Universitari de Bellvitge, I'Hospital de Viladecans (ambdods de l'Institut Catala de la Salut),
I'Institut Catala d’Oncologia a I'Hospitalet i la Universitat de Barcelona al Campus de

Bellvitge.

Els més de mil investigadors de I'IDIBELL s’organitzen en quatre grans arees tematiques
—la de cancer, la de neurociéncies, la de medicina translacional i la de medicina

regenerativa, nou programes de recerca i prop de setanta grups. 2

2 https://idibell.cat/linstitut/
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5. FONAMENTS TEORICS

5.1. Factor Duran-Reynals
Francesc Duran i Reynals va néixer a Barcelona el 5 de desembre de 1899 i va morir a

New Haven, EUA, el 27 de marg de 1958. Va ser un metge i microbidleg catala
descobridor del que ara s’anomena el factor testicular o de difusio. Aquesta factor es basa

en la hialuronidasa.

1. un enzim que catalitza la hidrolisi de I'acid hialuronic, el "material de ciment" dels teixits
connectius; es troba en els testicles humans, aixi com en les sangoneres, el veri de la
serp i el veri de les aranyes, i és produit per diversos bacteris patdgens, que els permeten

propagar-se pel teixit.3

5.2. Virus utilitzats
A continuacié, es mostra un grafic que representa els genomes dels adenovirus

recombinants que han estat utilitzats en el projecte.
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Figura 6. Representacio grafica dels genomes virals amb les seves modificacions corresponents
indicades. Font: diapositives proporcionades per Ramén Alemany.

3https://medical-dictionary.thefreedictionary.com/Duran-Reynals+spreading+factor
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Adwt: és el genoma d'un dels adenovirus utilitzats per crear tota la sequéncia de virus
utilitzats per al tractament del cancer. Aquest no presenta cap mutacio, ni en la regié E1a

(Early 1a) ni en la regi6 L5 (Late 5).

AdwtRGDK: es modifica la regi6é L5 del genoma afegint-hi una fibora RGDK. La regio E1a

no es modifica.

ICOVIR-15: en aquest virus, s’aplica la mutacié delta 24 en la regié E1a, la qual I'elimina.

A més a més, s’afegeix la regié E2F i en la regio L5 s’hi afegeix una fibra RGD.

ICOVIR-15K: es realitzen exactament les mateixes modificacions que en l'adenovirus
ICOVIR-15, amb la diferéncia que, a la regi6é L5 s’hi afegeix una fibra RGDK, en lloc d’'una
fibra RGD.

ICOVIR-17: s’aplica la mutaci6 delta 24 en la regié E1a, la qual I'elimina. A més a més,
s’afegeix la regid E2F i en la regio L5 s’hi afegeix una fibra RGD. El que el diferéncia del

virus ICOVIR-15 és que també se I'hi afegeix el gen que expressa la hialuronidasa.

ICOVIR-17K: es realitzen exactament les mateixes modificacions que en l'adenovirus
ICOVIR-17, amb la diferéncia que, a la regi6é L5 s’hi afegeix una fibra RGDK, en lloc d’'una
fibra RGD.

5.3. SKMel-28

Les SKMel-28 sén una série de linies cel-lulars de melanoma, aillades a partir de mostres
tumorals derivades del pacient. Aquesta linia cel-lular expressa el mutant B-Raf (V60OE) i
el tipus salvatge N-Ras. S'utilitza en els laboratoris ja que aquesta és capag¢ de formar
tumors en ratolins. Va ser establerta a partir d’'un gangli limfatic axil-lar d’'un home de 51

anys d’etnia desconeguda.

S’ha utilitzat aquesta linia per realitzar diversos assajos in vitro ja que les seves cél-lules

sén unes de les que produeixen més acid hialuronic.
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6. PROBLEMA

Esta demostrat que el teixit tumoral presenta elevades contraccions a la matriu

extracel-lular, la qual esta formada per col-lagen, fibres elastiques i acid hialuronic.

Aquestes contraccions son degudes a les grans quantitats d’acid hialuronic (HA) que
presenta el teixit tumoral. La pressi6 que aquest realitza als tumors dificulta la
disseminacio dels virus arreu de la massa tumoral, fent aixi, que es necessitin una gran

quantitat de virus per destruir completament, o gairebé, el tumor.

Per tant, com podriem augmentar la poténcia oncolitica dels adenovirus i facilitar la

disseminacio d’aquests pel tumor?

7. HIPOTESI

Recordant la hipotesi plantejada al principi del treball:

» Els adenovirus injectats al pacient infectaran una part de les ceél-lules tumorals.
Aquestes cel-lules seran les encarregades de transcriure i traduir el material genétic
del virus, en el qual s’hi ha inserit el gen que codifica la hialuronidasa, una enzima
capac¢ de degradar I'acid hialuronic. Aquesta degradara gran part de I'acid hialuronic
localitzat a la matriu extracel-lular i facilitara la disseminacié viral, fent que gran part

del tumor sigui infectada i destruida.

8. MATERIALS I METODES

En aquesta part del treball, s’explicara tot el procediment seguit per realitzar I'experiment.

Apareix de forma resumida, /a versio detallada i extensa es troba a I'annex.

8.1. Tecniques de manipulacio dels bacteris
Per tal d’'obtenir les quantitats necessaries de DNA plasmidic, cal amplificar els bacteris.

Aquests plasmidis han de contenir un origen de replicacié que els permeti replicar-se dins
de la cepa d’interés i un gen de resisténcia als antibiotics (kanamicina o ampicilina), per tal
de seleccionar els bacteris i evitar contaminacions. En aquest experiment, ha estat

utilitzada la cepa DHS5 del bacteri Escherichia Coli. Per amplificar els plasmidis, aquests
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van ser introduits a les DH5 mitjangant transformacid, un cop l'estat de competéncia ja

havia estat induit.

8.2. Tecniques de manipulacio dels llevats
Les recombinacions d’aquest experiment han estat realitzades amb llevats, a causa de la

seva eficiéncia. Igual que en els bacteris, els llevats han de contenir els elements
necessaris per la replicacio i un marcador de seleccid que hagi estat mutat. Els llevats
utilitzats pertanyen a la cepa Saccharomyces cerevisiae YPH857. Aquests han estat
modificats per presentar mutacions en gens concrets implicats amb la sintesis de algunes
molécules (ura3-53, lys2-801, ade2-101, his3-A200, trp1-A63, leu2-A1cyh2R).

Les recombinacions han estat realitzades mitjangant la transformacio dels dos DNAs
d'interés lineialitzats en llevats, als quals se'ls havia induit I'estat de competéncia

anteriorment.

8.3. Cultius cel‘lulars

La linia cel-lular utilitzada en aquest estudi (SKMel-28) es fa créixer formant una
monocapa cel-lular amb morfologia epitelial adherida al suport solid on aquestes es

cultiven.

Un cop realitzat el cultiu, s’ha de realitzar un contatge cel-lular per determinar el nombre
de cél-lules i sembrar-ne, justament, la quantitat necessaria. Seguidament, les cél-lules es
resuspenen amb el medi necessari per tenir la concentracido desitjada. Quan la
concentracio és la desitjada, aquestes cél-lules son congelades utilitzant nitrogen liquid i
es porten a una concentracio d’entre 5 i 20 milions de cél-lules per ml de medi en
congelacio. Al cap d’'unes hores, les cél-lules ja es poden descongelar mitjangant un bany
de 37°C, es canvia el medi de congelaci6 i les cél-lules es suspenen en el seu medi de
cultiu corresponent. Aproximadament a les 16 hores, la majoria de les cél-lules ja estaran

adherides.
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8.4. Adenovirus recombinants
Els adenovirus han estat obtinguts per recombinacié homologa en els llevats de la cepa

YPH857.

El procés de construccié dels adenovirus recombinants esta compost per dos passos: per
comengar, cal generar un insert, obtingut per PCR o sintesi directa, que contingui totes les
modificacions que volem introduir al genoma del virus. Posteriorment, aquest insert es
recombinat amb el plasmidi. Un cop s’obté el plasmidi que conté el genoma viral que
volem introduir als adenovirus, s’allibera el genoma del suport del DNA que permet la

replicacio en bacteris i llevats. Aquest genoma viral es transfecta a les cél-lules.

8.4.1. Tecniques per titular adenovirus

Per titulart als adenovirus poden ser utilitzades tres técniques diferents:

» Determinacié6 de les particules viriques per espectrofotometria (vp/ml): Aquest
protocol es basa en determinar I'absorbancia que té el DNA viral a una longitud d'ona
de 260 nm, cosa que ens permet determinar el nombre de particules virals totals d'un

estoc viral purificat (sense discriminar entre particules virals infectives i defectuoses).

» Determinacio de les particules viriques por PCR a temps real (vp/ml): Aquest protocol
es basa en determinar els genomes virals que es troben en una mostra. Aquest
procés es realitza mitjangant per amplificacié de I'ADN per PCR a temps real. El
nombre de copies de genomes virals serveix per fer una quantificacio en relacié a una

corba patro realitzada a partir de dilucions 1/10.

» Determinacioé de les particules virals funcionals (tu/ml) per tincié de 'hexd: Aquest
protocol es basa en fer un recompte del nombre de cel-lules que sén tenyides per la
immunotincié de la proteina viral de I'hexé en una monocapa de cél-lules infectades.
Permet determinar el nombre de particules funcionals dels estocs virals purificats i

d'extractes cel-lulars.

4 Les tecniques de titulacio s’utilitzen per determinar la concentracio de virus presents a I’'estoc
purificat.
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8.5. Tecniques utilitzades en assajos in vivo en ratolins

amb adenovirus
Per comencar, es realitza una implantacié subcutania de les cél-lules tumorals als ratolins

amb els quals es realitzara I'experiment. Quan els noduls arriben a un volum d'entre
100-150 mma3, els ratolins es distribueixen a I'atzar en grups experimentals. Seguidament,
es procedeix a administrar els estocs de virus purificats amb PBS. La injeccidé pot ser

intratumoral o sistémica.

9. RESULTATS

9.1. Resultats experimentals
9.1.1. RGDK i Hialuronidasa per millorar I'orientacio i la

difusio

SKMel-28

DR S
COVIR17
COVIR17-RGDK

% tumor growth vs day 0

s pE

o0 70 80 S0

day p.i.

Grafic 1. Respresentacié grafica dels resultats de I'experiment in vitro realizat en ratolins
utilitzant els virus ICOVIR-17 i ICOVIR17-RGDK. Font: diapositives proporcionades per Ramoén
Alemany.

En aquest grafic es pot observar I'evolucio del creixement d’'un tumor tractat amb
viroterapia (dos virus en concret). Aquest tumor ha estat induit en ratolins a partir de la
linia cel-lular SKMel-28.
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Per comengar, el PBS (Phosphate Buffered Saline), representat en color lila a la grafica,
s’utilitza com a solucié tampd. Inicialment, s’introdueix als ratolins aquesta solucié salina
tamponada amb fosfat per després injectar el virus. S’observa, unicament injectant el
tampd, que el creixement de la massa tumoral és forga significatiu, sobretot, entre els dies

40 50, on hi ha un gran increment del creixement.

El virus ICOVIR17, representat en color verd, ha estat modificat genéticament perqué
expressi I'enzima hialuronidasa. Veiem que, I'expressiéo d’aquesta enzima afavoreix a la
frenada del creixement del tumor. Per altra banda, representat en color groc, apareix el
virus ICOVIR17-RGDK, aquest virus també ha estat modificat genéticament perqué
expressi hialuronidasa, perd, a més a més, se li ha modificat la fibora RGD per la RGDK, la
qual afecta al factor de biodistribucié del tumor. Inicialment, la linia que representa
ICOVIR17-RGDK segueix el mateix patrd que la del ICOVIR17, tot i aixi, a partir del dia 50
aquestes es comengen a diferenciar. El virus ICOVIR17-RGDK, resulta efica¢g en la
reduccio del tumor, cosa que, pot ser deguda a la combinacié dels dos factors utilitzats:

'expressié de hialuronidasa i 'augment de la focalitzacié tumoral.
9.1.2. Adwt que expresa hialuronidasa: AdwtRGD-PHZ20

300 -
—e—PBS
250 - —s—AdwtRGD
] 200 | —a—AdwtRGD-PH20
=
=
g 150 4
k>
= 100 -
(3)
)
=) 50
N
0 - .
#
=50 - *
100 - Dias post-inyeccion

Grafic 2. Respresentacio grafica dels resultats de I'experiment in vitro realitzat en ratolins
utilitzant els virus AdwtRGD i AdwtRGD-PH20. Font: diapositives proporcionades per Ramon
Alemany.
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En aquest grafic, també es representa el creixement després de tractar-lo amb un virus
concret. En aquest cas, els virus utilitzats son els adenovirus AdwtRGD i el AdwtRGD-
PH20 (amb hialuronidasa). L'experiment va ser realitzat en ratolins immunodeficients, als
quals se’ls va injectar un tumor subcutani de la linia SKMel-28 humana. L’administracio

dels virus es va realitzar per la via intratumoral.

S’observen uns resultats similars a la grafica anterior. Quan la solucié tamp6 és aplicada,
el creixement del tumor segueix sent significatiu. Per altra banda, es comprova que
I'eficacia oncolitica dels virus AdwtRGD és baixa, ja que no atura el creixement del tumor
al llarg del temps. Tot i aixi, si aquest adenovirus és modificat genéticament perquée
expressi hialuronidasa (PH20), la resposta antitumoral que aquest té és molt significativa.
Es pot veure com, no només es frena el creixement del tumor, sindé que, a més a més,

aquest es redueix.

9.1.3. Eficacia antitumoral de ICOVIR17

350 - PBS SKMel28
K 300 - —=— |COVIR15
2 250 - = ICOVIR17
=
+ 200 -
c
2 150 -
%
D 100 -
U —
S % 5 - & 1 * #
s 0 /,/qi-/ = = ‘i'rj {—’Li:i'—i——‘
10 20 30 40 50

Dia

Grafic 3. Respresentacio grafica dels resultats de I'experiment in vitro realitzat en ratolins amb
els virus ICOVIR15 i ICOVIR17. Font: diapositives proporcionades per Ramon Alemany.

En aquest grafic, es veu representat el creixement d’'un tumor després de ser tractat amb

els virus ICOVIR15 i ICOVIR17. L'experiment va ser realitzat amb ratolins
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immunodeficients, als quals se’ls va injectar un tumor subcutani, també de la linia

SKMel28 humana. En aquest cas, pero, 'administracio dels virus va ser sistémica.

Els resultats son similars als altres dos grafics que han estat comentats préviament. El
virus ICOVIR15 frena el creixement del tumor, perd de manera gairebé insignificant. En
canvi, el virus ICOVIR17 atura el creixement del tumor totalment, i en alguns casos, fins i

tot podria reduir la mida d’aquest.

PBS

hyaluronic acid hyaluronic acid

Figura 7. Comparacié de la quantitat d’acid hialuronic abans i després de ser tractat amb el virus
VCN-01 (ICOVIR17K). Font: diapositives proporcionades per Ramon Alemany.

En la figura 7 apareixen dues imatges d’'un tumor on s’hi diferencia I'acid hialuronic. El
tumor de la primera imatge, ha estat tractat unicament amb tampé (PBS) i es veu una
gran quantitat d’acid hialurdnic repartit per tota la massa. Per altra banda, el tumor de la
segona imatge, ha estat tractat amb virus VCN-01 (ICOVIR17K), virus que, expressa

hialuronidasa. Es comprova que la major part d’aquest s’ha degradat.

40


Tecnic
hela


o . \ . . . 7 . ; - ’
_ﬁ, La viroterapia: 'enemic de I'enemic és un amic | # .i EE
_

9.2. Assaig clinic (VCN-01 + GE/nab-paclitaxel: efficacy
and immune activation)

RECIST v 1.1 criteria N=10

CR (Complete Response) 1(10%)

PR (Partial Response) 3 (30%)

SD (Stable Disease) 6 (60%)

Long SD (>40 weeks) 2 (20%)

DCR (Disease Control Rate) 10 (100%)

ORR (Overall Response Rate) 4 (40%)

PFS (median) 9,93 months (2,8-20,2)
OS (median) on-going 11,0 months (5,0-23,4)

Taula 3. Resultats de I'assaig clinic VCN-01 + GE/nab-paclitaxel: efficacy and immune
activation. Font: diapositives proporcionades per Ramon Alemany.

PACIENTS F (%)
CR (resposta completa) 1 10
PR (resposta parcial) 3 30
SD (malaltia estable) 4 40
Long SD (+40 setmanes) 2 20
TOTAL 10 100

Taula 4. Resultats de I'assaig clinic traspasats a una taula de frequiéncies. Font: elaboracié propia (a partir dels resultats
proporcionats per Ramoén Alemany).

L'assaig clinic va ser realitzat en 10 pacients. Només un d’aquests va produir una
resposta completa, cosa que vol dir que el seu tumor va desapareixer per complet. Tres
dels pacients van desenvolupar una resposta parcial, €s a dir, el seu tumor va reduir-se
considerablement pero no del tot. Per altra banda, en la resta de pacients la terapia els va
servir per mantenir la seva malaltia estable. Quatre d’aquests van mantenir la malaltia
estable durant un periode de temps mitja, perd a dos dels pacients els va ajudar a

mantenir-la estable durant un periode major a les 40 setmanes.
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A més a més, a la taula 3 es veuen dos apartats més: OS (Overall Survival) i PFS
(Progression Free Survival). Aquestes dues variables, serveixen per saber com funciona
el tractament en I'evolucié de la malaltia del pacient, és a dir, com aquest allarga la vida
del pacient. La principal diferéncia entre aquestes dos és que la PFS té en compte el
creixement del tumor, el que vol dir que, I'esperancga de vida comenga a contar-se a partir
que el cancer deixa de créixer. Contrariament, la OS conta I'esperancga de vida desde que
el pacient es tractat. Per aquesta rao, la OS (11 mesos) és més elevada que la PFS (9,93

mesos).

RESULTATS ASSAIG CLINIC (10 pacients)

CR (resposta comp...
10,0%

Long SD (+40 setm...
20,0%

PR (resposta parcial)
30,0%

SD (malaltia estable)
40,0%

Grafic 4. Respresentacio grafica dels resultats de I'assaig clinic. Font: elaboracié propia (a partir dels
resultats proporcionats per Ramon Alemany).

10. ANALISI DE RESULTATS I CONCLUSIONS

A l'inici del treball, es van plantejar un seguit d’objectius a assolir durant tot aquest procés.
Inicalment, part dels objectius eren adquirir els coneixements necessaris per tal de
realitzar el treball i ampliar considerablement els coneixements sobre el tema principal.
Aquest objectiu ha estat assolit gracies a tot el procés de recerca previ. A més a més, es

va plantejar un objectiu principal d’aquest treball.

L'objectiu principal d’aquest treball és augmentar la poténcia oncolitica dels virus, trobant
la solucié a una de les limitacions de la viroterapia. En aquest cas, la limitaci6 tractada és

la dificultat dels virus per disseminar-se per la massa tumoral. Es pot considerar que la
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hipotesi plantejada en aquest treball era correcta i I'objectiu principal que s’havia marcat
ha estat assolit. Al llarg del treball, s’ha vist que la utilitzacié del factor Duran-Reynals
augmenta molt notoriament la poténcia oncolitica dels adenovirus, ja que els permet

disseminar-se practicament per tota la massa tumoral.

Veient els resultats, es pot veure com els virus modificats per expressar hialuronidasa
presenten una eficacia significativament superior a la resta dels adenovirus. En els tres
primers grafics, es comprova que el creixement del tumor es redueix considerablement, i
fins i tot, en alguns casos, aquest disminueix el seu tamany. A més a més, a la imatge es
veu de forma visual i clara la degradacié de gran part de I'acid hialurdonic que presentava

el tumor abans de ser tractat.

Per altra banda, I'assaig clinic realitzat permet veure com els adenovirus actuen dins de
I'organisme huma, que és el que realment interessa. Els resultats de I'assaig mostren que
la viroterapia és més eficac per mantenir la malaltia controlada, o simplement per aturar o
reduir el seu creixement. Tot i aixi, només un pacient va desenvolupar una resposta
completa a la terapia, per tant, es demostra que la viroterapia encara ha de ser

perfeccionada per tal d’utilitzar-la com a métode definitiu de curacié.

Per tant, com a conclusié general es pot dir que la viroterapia €s un tractament molt
prometedor per al futur i que amb els coneixements generats amb les noves evidéncies
cientifiques i la recerca biomédica, s’aconseguira perfeccionar-lo per tal de véncer

definitivament la malaltia del cancer.
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