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Resumen

Las células T que expresan receptores de antigeno quimérico (CAR-T, del inglés,
Chimeric Antigen Receptor T cells) han revolucionado las estrategias actuales de inmunoterapia
frente al cancer, exhibiendo un éxito impresionante para el tratamiento de tumores hematoldgicos
de linaje B refractarios/recidivantes CD19+. Estos receptores CAR son proteinas quiméricas que
combinan un dominio de unién, derivado generalmente de un anticuerpo monoclonal con un
dominio de sefializacion intracelular derivado del receptor de la célula T (TCR) y de correceptores
como CD28 y/o 4-1BB. Estos CARs expresados en la superficie de las células T, dirigen y
determinan su actividad hacia las células diana que expresan el antigeno frente al que estan
disefiadas. Actualmente han sido aprobados mas de cinco productos CAR-T como medicamento
de terapias avanzadas (ATMP) por las agencias de medicamento americana, europea y mas
recientemente, china, desde su inicio en 2017.

Sin embargo, estas terapias CAR-T aln presentan limitaciones importantes debido a
efectos secundarios muy graves (como la tormenta de citoquinas o los eventos neuroldgicos
adversos), asi como una falta persistencia a largo plazo en el 40-50% de los pacientes de leucemia
y linfomas tratados y presentando una respuesta aun més pobre frente a tumores sélidos.

A dia de hoy, la gran mayoria de las células CAR-T se generan utilizando vectores
retrovirales con promotores de expresion fuerte y constitutiva que generan una alta densidad de
CAR en la superficie de la célulay con ello, provocan en muchos casos, una excesiva sefializacion
tonica en ausencia del antigeno, agotamiento prematuro y una estimulacion crénica que reducen

la eficacia y comprometen la seguridad de la terapia.

Con laintencion de contribuir en la mejora de las estrategias de inmunoterapia, el objetivo
principal de la presente tesis doctoral persigue mejorar la funcionalidad de las células CAR-T
mediante la optimizacion de las herramientas de modificacion genética que se utilizan para su
generacién. Asi, nos planteamos la optimizacion y desarrollo de vectores lentivirales orientados
a incrementar la seguridad y eficacia de las células CAR-T mediante el control de la expresién
génica a través de dos abordajes diferentes, ya sea de forma end6gena (regulado por el estado de

activacion de la propia célula T) o ex6gena (mediante la administracion de doxiciclina).

En primer lugar, generando vectores lentivirales que permitan el control de la expresion
del CAR mimetizando una regulacion fisioldgica, es decir, imitando comportamiento natural del
TCR; y en segundo lugar, con un vector lentiviral inducible que permita el control exégeno de

cualquier gen de interés, incluyendo proteinas de relevancia terapéutica en las células T,



solamente en presencia de un inductor inocuo y en unas condiciones que puedan ser aplicables a

clinica.

En la primera estrategia, hemos demostrado que los vectores lentivirales que expresan el
CAR a través de un promotor basado en el locus del Sindrome de Wiskott-Aldrich (WAS), tenian
un patron de expresién muy similar al del TCR tras la estimulacion antigénica, exhibiendo una
bajada en la densidad del CAR en membrana y restaurandose a niveles basales a los pocos dias.
Esta cinética, contraria a la observada con las células CAR-T comerciales que se expresan bajo el
promotor fuerte EF1lo (como el CAR clinico de segunda generacion ARI-001), produjo células
AW-CAR-T (AWARI) con una mejor funcionalidad, al presentar una mayor proporcion de
celulas T troncales memoria, un menor agotamiento y menor sefializacion tdnica, asi como unos
niveles de secrecién menos agresivos de las citoquinas proinflamatorias TNFa e IFNy tras la lisis
eficiente de las células tumorales in vitro e in vivo. Ademas, utilizando un modelo artificial in
vitro de tumor de pancreas CD19+, hemos demostrado que las células AWARI tienen una mayor
actividad litica especifica que las ARI tras varias re-estimulaciones antigénicas. Estos resultados
demuestran que el vector lentiviral AW puede constituir una alternativa interesante para la

generacién de productos CAR-T con mejores caracteristicas.

Finalmente, dado que la expresion del CAR ARI-001 controlada por el vector AW mejora
sus propiedades, nos centramos en demostrar la factibilidad de producir células CAR-T AWARI

a gran escala en condiciones cercanas a GMP.

Considerando todo lo anterior, hemos propuesto las células CAR-T AWARI para la
realizacion de un ensayo clinico con la finalidad de determinar si realmente se logra mejorar los
resultados de las células CAR-T ARI-001, tanto en términos de eficacia como de reduccion de
los efectos secundarios.

Respecto a la segunda estrategia, nos planteamos la generacion de células CAR-T que
pudieran ser controladas de forma exdgena. Nuestro objetivo final es poder controlar la actividad
de la célula CAR-T gracias al control de la expresién de cualquier proteina mediante la
administracion de un farmaco inocuo. Esta herramienta incrementaria asi la potencia de las células
CAR-T, contribuyendo a generar nuevas células CAR-T de cuarta generacion inducibles
(denominadas iTRUCKS). Las diferentes moléculas de relevancia inmuno-terapéutica incluyen
citoquinas muy potentes como (IL-12, 1L-18, IFN, TNFa, entre otras), que no deben ser
expresadas de manera continua en las células CAR-T, y por tanto, se requiere de un control de la

expresion muy preciso, versatil e inducido por un farmaco inocuo.

El grupo de investigacion habia desarrollado previamente los vectores lentivirales Lent-

On-Plus, sin (LOP) o con un aislador en el LTR 3’ (LOP-1s2), capaces de controlar la expresion
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en células embrionarias y otras células de interés. Este sistema es un vector “todo-en-uno”, que
no requiere de transactivadores (importante para la traslacion a clinica) y que ha demostrado
regulacion de la expresion de diferentes transgenes sin necesidad de tener una poblacion pura
(clonal). En esta tesis hemos demostrado que el sistema LOP es capaz de controlar la expresion
en las diferentes subpoblaciones de células T primarias humanas, pero que para ello requieren de

la presencia del elemento aislador 1S2.

Este vector LOP-1S2-permitio la generacion eficiente de células T primarias inducibles
que respondieron a 100 pg/ml de doxiciclina (Dox), alcanzando la expresién méxima en 1-10
ng/ml. El sistema LOPIS2 permite controlar la expresion en modelos in vivo a una concentracion
de Dox de 10-100 ng/ml administrada en gelatina. Destacamos que estas concentraciones estan
por debajo de la dosis terapéutica como bacteriostatico, minimizando asi el riesgo de resistencia

antibidticos y aumenta el potencial para una aplicacion clinica futura més segura.

Finalmente, como prueba de concepto, validamos la funcionalidad y versatilidad del
sistema generando células CAR-T inducibles de tercera generacion (a«CD19-41BB-CD28zz).
Estas células iCAR-T fueron capaces de mostrar una citotoxicidad especifica frente a células

tumorales CD19+ s6lo en presencia de Dox.

Los resultados obtenidos con el sistema LOP-Is2 determinan su potencial y versatilidad
como herramienta para regular la expresion de diferentes transgenes en células T primarias
humanas en un entorno clinico debido a la ausencia de transactivadores y a las bajas dosis de

doxiciclina requeridas.

Esto abre la puerta a explorar nuevas estrategias de inmunoterapia para poder expresar de
forma controlada, nuevas moléculas proteicas que, por su toxicidad, no han podido considerarse
para ser expresados por las células CAR-T o en otros tipos celulares como los linfocitos
infiltrantes del tumor (TILS).
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ABREVIATURAS

A lo largo de la Tesis se utilizaran varias abreviaturas procedentes del inglés. Esto se debe
al extendido uso del inglés en las publicaciones cientificas y para una comprension més facil, se

mantendran asi en algunos casos especificos.

ACT Terapia celular adoptiva, del inglés Adoptive Cell Therapy

ADN Acido desoxirribonucleico

AdV Vectores adenovirales, del inglés Adenoviral vectors

AEMPS Agencia Espafiola del Medicamento y Productos Sanitarios

AICD Muerte celular inducida por activacion, del inglés Activation induced cell death

aMLV Virus de leucemia murino anfotropico, del inglés, Amphotropic murine leukemia
virus

APC Células presentadoras de antigenos, del inglés, Antigen-presenting cell

ARNM Acido ribonucleico mensajero

ATMP Medicamento de terapias avanzadas, del inglés, Advanced therapy medicinal product

p2M B2-microglobulina

BCMA Antigeno de maduracién de las células B, del inglés, B-cell maturation antigen

BCR Receptor de células B, del inglés, B-cell receptor

BHE Barrera hematoencefalica

BiTE Anticuerpo biespecifico de union a células B, del inglés, Bi-specific T-cell engager

BTK Inhibidor de la tirosina quinasa de Bruton, del inglés, Bruton’s tyrosine kinase

CAR Receptor de antigeno quimérico, del inglés, Chimeric antigen receptor

CD Antigenos de diferenciacidn, del inglés, cluster of differentiation

CEA Antigeno carcinoembrionario, del inglés, carcinoembryonic antigen

CFDA Departamento de administracién de alimentos y medicamentos de China, del inglés,
China Food and Drug Administration Department

CMvV Citomegalovirus

SNC Sistema nervioso central

CRISPR Repeticiones palindromicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas, del
inglés, Clustered regularly interspaced short palindromic repeats

CRS Sindrome de liberacidn de citoquinas, del inglés, Cytokine Release Syndrome

CTLA-4 Antigeno 4 del linfocito T citotoxico, del inglés, Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4

DAG Diacilglicerol

DAMPs Patrones moleculares asociados a dafio, del inglés, Damage-associated molecular
pattern

DMEM Medio Dulbecco’s Modified Eagle

Dox Doxicilina

EAE Enfermedad autoinflamatoria experimental

EICH Enfermedad de Injerto contra huésped
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regulated kinases
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Virus del herpes simple tipo 1, del inglés, Herpes simplex virus type 1
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cell-associated neurotoxicity syndrome
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1 NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS DE LINAJE B

El término “cancer” engloba a todos los tipos de tumores malignos siendo
desafortunadamente la primera o segunda causa de muerte en paises cada vez mas envejecidos
segun la Organizacion Mundial de la salud (OMS, 2020) y constituye la primera causa de
mortalidad en pacientes pediatricos, especialmente la leucemia. Se estiman que 10 millones de
personas han fallecido por alguno de los diferentes tipos de cancer en 2020 y se han diagnosticado
mas de 18 millones de nuevos casos (GLOBOCAN 2020, Sung et al., 2021).

A lo largo de los afios, la investigacion contra el cancer ha intentado comprender los
diversos y complejos mecanismos intrinsecos de cada tumor y sus mecanismos de escape
asociados, que no dejan de evolucionar. Sin embargo, s6lo unas pocas estrategias consiguen
mejorar significativamente la vida de los pacientes por lo que existe una continua necesidad de
avanzar tanto en investigacion basica como en novedosos tratamientos versatiles y mas seguros

gue permitan solventar cualquier nuevo mecanismo de escape.

Hasta hace unas décadas, el tratamiento convencional ha incluido estrategias como la
guimioterapia (Savage, 2016), radioterapia (FitzGerald et al., 2019) y reseccion por cirugia
(Sullivan et al., 2015) como primera linea de tratamiento que, si bien han resultado efectivos,
presentan muchos efectos secundarios. La quimioterapia emplea agentes citotoxicos que impactan
sobre las células en division, afectando asi no sélo a las células malignizadas, sino también a las
células epiteliales del intestino, precursores hematopoyeéticos y el foliculo piloso, entre otros. La
cirugia, generalmente es empleada para tumores operables primarios, siendo indtil cuando hay
metastasis. La radioterapia utiliza altas dosis de radiacién para inducir dafios en el ADN, a
menudo empleada sobre tumores primarios, 0 como previo paso a la cirugia o quimioterapia,

donde las células sanas adyacentes se ven afectadas de la misma manera.

La inmunoterapia es un area que ha ido evolucionando en los dltimos 30 afios,
proporcionando diferentes enfoques muy potentes y prometedores para diferentes enfermedades,
especialmente contra el cancer (Aranda et al., 2019). La inmunoterapia antitumoral o inmuno-
oncologia, laureada con un premio Nobel en 2018 gracias al trabajo de los inmunologos James P.
Allison y Tasuku Honjo por su descubrimiento de los inhibidores de punto de control
inmunolégico (ICls del inglés, immune check-points) como tratamiento para el cancer, constituye

a dia de hoy un nuevo pilar con identidad propia (He and Xu, 2020).

Las neoplasias hematoldgicas forman un grupo de enfermedades heterogéneas que
provienen de la expansion clonal de células hematopoyéticas, que afectan a sangre periférica y
médula 6sea (tradicionalmente conocidas como leucemias) u a 6rganos linfoides secundarios

(linfomas), con un desarrollo agudo o crénico (més lento), dependiendo del tipo celular y estadio
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de diferenciacion. Las leucemias ocupan la primera causa de muerte a nivel mundial en poblacion
menor de 40 afios, con una incidencia del 14.7% de las muertes en 2020, seguida en quinta
posicion por los linfomas de tipo no-Hodgkin (6%). (Figura 1, GLOBOCAN, 2020).

Muertes estimadas en 2020 a nivel mundial, ambos sexos, edad 0-39 afios

Leucemia
69 689 (14.9%)

Otros tipos de cancer

161 543 (34.6%) Mama

42 767 (9.2%)

Sistema Nervioso Central
40 277 (8.6%)

Colon
10 754 (2.3%) -
Estémago Higado

g g
Pulmén Cérvix utero
16 171 (3.5%) 31784 (6.8%)

16 033 (3.4%) 31788 (6.8%)
Labio, cavidad oral Linfoma No-Hodgkin
17'646 (3.8%) 28172 (6%)

nternational Agency for Research on Gancer

jealth

Total : 466 624 ) gt

Figura 1. Namero de muertes por cancer en 2020 a nivel mundial en ambos sexos en la poblacién
menor de 40 afios. Datos de GLOBOCAN, 2020, de la Organizacion Mundial de la Salud.

A diferencia del tumor sélido, donde los linfocitos que infiltran el tumor estan confinados
en tejido localizado, la leucemia diseminada implica un contacto continuo y sistémico entre el
clon del tumor y el sistema inmunoldgico (Dong and Ghobrial, 2019a). Ademas, las células
tumorales pueden “secuestrar” los nichos que pertenecen al desarrollo normal de las células

inmunitarias, como ocurre en la médula 6sea, y provocar una disfuncién inmunoldgica grave.

Actualmente, la OMS ha clasificado los tumores hematol6gicos en mieloides y linfoides,
y dentro de estos ultimos, destacamos los precursores de tipo B, células B maduras y linfomas de
Hodgkin. Las neoplasias de células B son tumores de alta prevalencia que proceden de la
transformacion de linfocitos B en diferentes estadios de su diferenciacion. Incluyen el cancer
pediatrico més frecuente, la Leucemia Linfoblastica Aguda B (LLA-B), asi como Linfomas No-
Hodgkin B (LNH), la Leucemia Linfatica Cronica (LLC) y el mieloma multiple (MM). En cuanto
a la prevalencia, se estima que en Espafia podria haber 23.000 pacientes con algun tipo de linfoma,
16.000 con alguna leucemia y cerca de 6.000 con mieloma multiple, segun datos de la Red
Espafiola de Registros de Cancer (REDECAN) (Marcos-Gragera, no date).
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1.1 LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA-B

La Leucemia linfoblastica aguda de células B (LLA-B) es una neoplasia hematolodgica de
caracter heterogéneo con un clon de precursores linfoides inmaduros proliferante en médula,
sangre periféricay en otros 6rganos, afectando al desarrollo normal de la hematopoyesis, llegando
a la muerte si no se trata (AEMPS, 2017). La mayoria de las LLA de célula B expresan el antigeno
CD19, un 20-40 % el CD20 y un 70% el CD22 (DeAngelo, 2015).

La LLA-B es el segundo cancer mas comin en la infancia y afecta al estadio de
diferenciacion de la célula Pre-B. Presenta una incidencia de 1,7 casos por cada 100.000
habitantes, distribuido de manera bimodal, con un primer pico del 60% de los casos en menores
de 20 afios y un segundo pico en mayores 60 afios. Con un tratamiento adecuado se consigue la
curacion en el 80% de los nifios, y el 35% de los adultos, presentando un 15-20% de recaidas,
siendo mayor en los grupos de alto riesgo (25-30%). Se estima que 10-15% de los pacientes son
resistentes a los tratamientos de poliquimioterapia actuales. En estos casos de LLA-B
recidivante/refractarios (R/R), se realiza una quimioterapia denominada de rescate seguida de alo-
trasplante de progenitores hematopoyéticos, siendo la Gnica opcion potencialmente curativa con
supervivencia global a los 5 afios en torno al 20-45%. (AEMPS, 2017). Finalmente, cuando los
pacientes recaen después de esta segunda linea de tratamiento, no existen tratamientos estandar y

el prondstico suele ser muy grave.

Los tratamientos de inmunoterapia actuales aprobados para los pacientes adultos con
LLA-R/R, poseen una mediana de supervivencia de 7.7 meses, lo que pone de manifiesto la
necesidad urgente de nuevos tratamientos (SEHH, 2020).

1.2 LeuUceMmIA LINFOCITICA CRONICA

La leucemia linfocitica cronica (LLC) es la leucemia mas frecuente en el mundo
occidental, con mayor incidencia en varones y afecta a las células B maduras (Figura 2). La LLC
constituye el 30% de las leucemias en adulto, con una incidencia de 4-5 casos cada 100.000
habitantes y afio y que se incrementa hasta 30 casos por 100 000 habitantes en poblacion mayor
de 80 afios (AEMPS IPT4/2020, 2020).

Se trata de una enfermedad aun incurable, en la que, a dia de hoy, se realizan diferentes
tratamientos dependiendo de la infiltracion tumoral, asi como segun las mutaciones detectadas.
Efectivamente, la quimioterapia esta siendo desplazada por la administracion oral de pequefias
moléculas inhibidoras en monoterapia o junto a anticuerpos monoclonales, tanto como primera
linea de tratamiento como para recaidas. La mayor parte de estos farmacos van dirigidos a
contrarrestar mecanismos que han desarrollado los diferentes subtipos de LLC para proliferar,

sobrevivir y/o bloquear la respuesta inmune, con unos efectos secundarios pueden llegar a ser

25



muy severos e incluso causar la muerte de los pacientes (AEMPS 1PT4/2020, 2020). Este
tratamiento también estard determinado por la presencia de diferentes mutaciones (como las de
IgVH) o alteraciones citogenéticas (delecion del 17p del gen TP53, entre otras) que pueden estar
asociadas a un peor prondstico o agresividad de la enfermedad. Ademas, hay que tener en cuenta
que durante el tratamiento (por causa directa 0 por causa ajena al mismo), la LLC puede
transformarse en un linfoma no Hodgkin de mayor grado y hasta un 10% de los casos de LLC se

convierten en linfoma difuso de células B grandes.

En resumen, aunque las opciones terapéuticas para el tratamiento de LLC se han ampliado
con la medicina personalizada en funcion del tipo de mutacion/es (ver tabla 4), sigue siendo
evidente la necesidad de reducir los efectos secundarios e incrementar la eficacia terapéutica para

tratar aquellos LLC que cursan agresivos, recidivantes y refractarios.

1.3 LINFOMA DE HODGKIN

El linfoma de Hodgkin (LH) es un linfoma de células B caracterizado por una peculiar
composicién celular que incluye menos del 1% de células tumorales (células Reed-Sternberg y
sus variantes) junto con una poblacién de células no-tumorales inflamatorias muy diversas y
supone el 10% de todos los linfomas. La incidencia y mortalidad en la Unién Europea se estima
en 2,2 y una mortalidad de 0,7 individuos/100.000 habitantes y afio, respectivamente. La
incidencia de la enfermedad sigue una distribucion bimodal, con un primer pico entre los 15y 30
afios y un segundo pico después de los 50 afios (SEHH-FEHH, 2020).

Dentro de las neoplasias hematoldgicas de tipo B, es la que mayor tasa de éxito
terapéutico tiene mediante tratamiento con quimioterapia. Sin embargo, el 5-10% de los pacientes
tendréd enfermedad refractaria a la terapia de primera linea y el 10-30% recaeréd (Voorhees and
Beaven, 2020). Tras el R/R, se realiza una quimioterapia de rescate seguida de trasplante autélogo
de progenitores hematopoyéticos, con una supervivencia historica de 26 meses. Afortunadamente,
en los ultimos tiempos nuevos tratamientos, que incluyen pequefias moléculas inhibidoras y

anticuerpos monoclonales anti-PD-1, han conseguido incrementar la supervivencia en LH R/R.

1.4 LINFOMAS NO-HODGKIN

Los linfomas No-Hodgkin es un grupo muy heterogéneo que esta dividido en mas de 30
tipos donde el 85% son del tipo B y suponen un 2.9% de todos los canceres de Espafia en 2020
(SEHH-FEHH, 2020). También se pueden clasificar como agresivos (de rapido crecimiento) o

indolentes.
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Dentro de los LNH-B, con una incidencia de 20 casos por cada 100.000 habitantes,
podemaos encontrar; linfoma difuso de células B grandes (LDCBG, el mas comun de los linfomas,
suponiendo el 30-35% de todos los casos y de desarrollo agresivo); linfoma folicular (FL, 20-
25%, indolente); el linfoma de tejido linfoide asociado a mucosas (7-10%, indolente); el linfoma
linfocitico pequefio o leucemia linfocitica cronica (6-8%); el linfoma de células del manto (MCL,
5-7%, agresivo); linfoma primario asociado a sistema nervioso central (CNS, 5%); el linfoma de
Burkitt (2-3%, aunque poco frecuente es siendo el tipo méas agresivo); el linfoma mediastinico de

células B grandes (PMBCL, 2-3%) y otros subtipos minoritarios

A pesar de considerarse el LNH como una neoplasia maligna potencialmente curable con
una tasa de supervivencia a los 5 afios del 60%, aproximadamente del 20% al 30% recaen o son
refractarios a la terapia de primera linea (Redondo y Martinez, 2019). El tratamiento estandar
actual para LDCBG es la combinacidn quimioterapia junto con un anticuerpo monoclonal anti-
CD20 (SEHH-FEHH 2020). Tras la R/R, se aplica quimioterapia de rescate seguida de
autotransplante de progenitores hematopoyéticos (auto-TPH). Sin embargo, el 40-50% de los
pacientes no son elegibles para auto-TPH debido a quimio-refractariedad o comorbilidades
subyacentes. De los que finalmente se trasplantan, el 50-60% recaen, por lo que quedarian muy
pocas opciones, incluyendo el alo-TPH, que solo es factible en una minoria de pacientes sin
resultados excesivamente buenos (Gisselbrecht and Van Den Neste, 2018). Tampoco existe
ningun tratamiento estandar para los pacientes con LDCBG R/R tras dos 0 méas lineas de

tratamiento, con una supervivencia global de 6 meses.

Respecto al linfoma de células del manto (LCM), la combinacion de poliquimio-
inmunoterapia genera un indice de respuestas completas oscila entre el 40% y el 90%, pero la
mediana de la supervivencia global en los casos refractarios/recidivantes es de sélo 1 a 2 afios,
por lo que también manifiesta una necesidad en la mejora de los tratamientos (AEMP IPT,
12/2017).

1.5 MIELOMA MULTIPLE

Es una neoplasia frecuente de células plasmaticas que proliferan e invaden la médula
Osea, representando el 10% de las neoplasias hematoldgicas, y el 1% de todas las neoplasias. Su
incidencia también se incrementa con la edad, pasando de un 2 por 100.000 por debajo de los 50
afios, a un 20-25 por 100.000 en la década de los 70 afios. La edad media al diagndstico se situa
por encima de los 60 afios (IPT, 35/2019. V1, AEMPS).

Actualmente, sélo el 35% de los pacientes tratados con quimioterapia y trasplante
aut6logo a muy largo plazo (20-30 afios) han presentado curacién total. Afortunadamente, gracias

a los nuevos tratamientos la calidad y esperanza de vida ha mejorado gracias a las nuevas terapias
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como los inhibidores del proteasoma, farmacos inmunomoduladores anticuerpos monoclonales e
inhibidores de histona deacetilasa (IPT, 35/2019. V1, AEMPS).

Si bien estas nuevas terapias han llevado a un mejor control de la enfermedad, el mieloma
sigue siendo en muchos casos incurable y los pacientes de alto riesgo no se benefician mucho de
este arsenal de terapias. La resistencia a los medicamentos es inevitable y la recaida de la

enfermedad sigue siendo un gran desafio clinico.

En definitiva, las neoplasias de células B son tumores de alta prevalencia y aunque la
mayoria de las LAL-B y las LNH-B son curables (entre un 60 y un 85%), cuando no hay respuesta
0 se produce una recaida tras el tratamiento, las opciones de supervivencia se reducen
drasticamente. Por el contrario, las LLC-B se consideran incurables, aunque son de curso mas
prolongado y por tanto, mayor exposicion a las toxicidades de los tratamientos. En general, se
estima que hasta un 30% de los pacientes diagnosticados con neoplasias B desarrollaran
resistencia a los tratamientos y se evidencia la necesidad de una generacion de nuevas lineas de

tratamiento eficaces y en la busqueda de efectos secundarios menores.

1.6 DIFERENCIACION DE LAS CELULAS B: DIANAS TERAPEUTICAS

Las células B se originan y maduran en la médula dsea, mientras que se activan en los
organos linfoides secundarios. En el proceso de malignizacion y dependiendo del estadio de
diferenciacion en el gue se encuentre esa célula B, se desarrolla el tipo de tumor hematoldgico, el

cual se puede determinar por un inmunofenotipo de moléculas en superficie.

Médula dsea Periferia Médula ésea
Célula Célula B CélulaB Célula B . -
arel Pro-Pre-B Pre-B e e e T Plasmablasto Célula Plasmatica

A S A y’

S

Tipo de [ LLA ] [ Lem J [ LDCBG ] @
Tumor
hematolégico:

CcD19

CD20

CD22

CD52

BCMA

CD138

Figura 2. Estadios de diferenciacién asociados a los principales tumores hematoldgicos de linaje By
expresién de algunos marcadores de superficie. LLA: leucemia linfoblastica aguda. LCM: linfoma de
células del manto. LLC: leucemia linfatica cronica. LB: linfoma de Burkitt. LDCGB. Linfoma de células

B grandes. MM: mieloma mdultiple.
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De una manera muy general, la célula progenitora (CD34+) se diferencia hacia Pro-B
adquiriendo CD10 y CD19. CD19 es una glicoproteina de membrana (95kDa) de tipo | de la
superfamilia de las inmunoglobulinas (Ig), con expresion restringida a las células B, e involucrada
en el destino y la diferenciacion de las células B a través de la sefializacion del receptor de las
células B (BCR) en multiples etapas del desarrollo de las células B desde estado de pre-B y que
estard homogéneamente expresada hasta se va perdiendo en la célula plasmética. En el siguiente
estadio desde pre-B, adquiere CD20, con una densidad mayor que CD19, pero perdiéndose en el
paso a célula B memoria. CD21 y CD22 también son especificos de células B (Walker et al.,
2017).

El patrén de expresion de CD19 parece mantenerse en las neoplasias malignas de células
B, aunque con matices en su densidad antigénica. Asi, salvo excepciones, la expresién de CD19
se mantiene alta LLA-B tras el diagnostico y parece variar entre los diversos tipos de linfomas.
Mientras que las muestras de CLL demostraron consistentemente niveles de expresién de CD19
que se aproximaban a los observados en células B normales, las muestras de LDCBG, LCMy LF
demostraron niveles medios de CD19 significativamente mas bajos, con la mayor variabilidad
entre pacientes observada para LDCBG (Majzner et al., 2020).
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2 SISTEMA INMUNOLOGICO Y LAS CELULAS T

2.1 ELSISTEMA INMUNITARIO Y LA IMPORTANCIA DE LA INMUNO-VIGILANCIA FRENTE AL
CANCER

En 1909, Paul Ehrlich ya razond lo que a dia de hoy es un hecho y es que la incidencia del
cancer es relativamente baja pero que la formacion de células aberrantes es un fenémeno comdn,
sugiriendo asi la existencia de sistema de defensa frente a las células tumorales. Mas de 50 afios
después, estas ideas fueron desarrolladas por Burnet y Thomas, que acufiaron formalmente la
hipétesis de la "vigilancia inmunoldgica”, donde se pone de manifiesto que el sistema
inmunolégico juega un papel importante, en el desarrollo y control neoplésico, ya que los
pacientes inmunosuprimidos tienen un mayor riesgo de cancer (Dunn et al., 2002; Abbas,
Lichtman and Pillai, 2018).

El sistema inmunitario se define segun la Sociedad Espafiola de Inmunologia como un
sistema complejo de células y factores solubles que trabajan de forma coordinada para mantener
la integridad de nuestro organismo. EI mantenimiento de la integridad del organismo incluye la
defensa contra patdgenos, la vigilancia antitumoral, y las respuestas frente a diferentes sefiales de

peligro fisicas o bioldgicas, enddgenas o exdgenas.

En la respuesta inmunoldgica, podemos diferenciar una primera linea de accidn, el
sistema innato que actla desde minutos a dias, aportando una respuesta inmediata; y
posteriormente, se generarian respuestas del sistema inmunitario adaptativo. A nivel celular,
podemos encontrar células fagociticas (neutréfilos y macréfagos), células dendriticas, células
asesinas naturales o natural killer (NK), baséfilos y eosindfilos dentro del sistema celular innato;
y linfocitos T colaboradores CD4+ y citotdxicos CD8+; y linfocitos B como productores de una
respuesta humoral, como componentes principales de la respuesta adaptativa. Todos estos tipos
celulares ejecutardn una respuesta concreta, orquestando asi un efecto coordinado a través de

diferentes moléculas, drganos y tejidos (Abbas, Lichtman and Pillai, 2018).

A pesar de que el sistema inmunitario es tremendamente eficaz reconociendo patégenos
extrafios, posee mecanismaos para evitar reaccionar a las células propias y evitar enfermedades de
caracter autoinmune. Las células tumorales pueden generar neoantigenos (antigenos normalmente
citosolicos o nucleares generados por mutaciones como p53) que tienen el potencial de ser
inmunogénicos y exclusivos del tumor. En la misma linea, ciertos virus (como el de Epstein-Barr,
Papiloma humano, MLVT) tienen capacidad oncogénica por lo que antigenos virales son capaces
de desencadenar una respuesta especifica. Sin embargo, en muchos casos, los antigenos asociados
al tumor (TAA) son antigenos de células normales (Her2/Neu), restringidos a ciertos 6rganos o
tipo celular (NY-ESO, MAGE) o de origen fetal (CEA, o-fetoproteina) que se encuentran
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sobreexpresados en células tumorales, por lo que muchos de estos autoantigenos no generaran
una respuesta inmunoldgica funcional. En aquellos casos en los que los antigenos tumorales son
reconocidos, las células transformadas pueden ser eliminadas. Sin embargo, en ocasiones el tumor
progresa a pesar de la presencia de estos antigenos tumorales debido a la inmunoedicion directa
del tumor, la supresion de las células inmunitarias y un microambiente tumoral muy inhibitorio y
de dificil acceso (Abbas, Lichtman and Pillai, 2018).

La inmunoedicion se puede definir como el proceso dindmico que ocurre durante la
inmunovigilancia inmunitaria y la progresion tumoral (Dunn et al., 2002). La presion selectiva
continua ejercida por el sistema inmunitario sobre las células tumorales, conduce a éstas a
desarrollar mecanismos que les permiten escapar de la inmunovigilancia o inhibir la actividad de
las células inmunitarias. Se describen formalmente tres fases: eliminacidon, equilibrio y escape

(revisadas en O’Donnell, Teng and Smyth, 2019).

En la fase de eliminacion se destaca el dafio inicial y papel del sistema innato. Los tumores
secretan moléculas proinflamatorias que reclutan a células infiltrantes como las células NK, las
cuales van a inducir la apoptosis o lisis tumoral a través de IFNy y secretando perforinas. Asi se
expone los patrones moleculares asociados a dafio (DAMPS) y antigenos tumorales, que van a
amplificar la secrecion de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias, reclutando al lecho
tumoral células presentadoras de antigeno (células dendriticas y macrdfagos). Estas células
capturaran los antigenos tumorales para presentarlo a células T naive a través del complejo de
histocompatibilidad (MHC) de tipo | y Il, generando asi células citotoxicas CD8 y colaboradoras
CD4 especificas del tumor, respectivamente. Estas células T citotoxicas migraran de los ganglios
linfaticos en respuesta a la sefializacion por quimioquinas, y junto a las células NK, ayudaran a la
destruccion del tumor, liberando de nuevo neoantigenos al medio, que pueden ayudar a generar
una respuesta secundaria. Los linfocitos del tumor pueden volver a ser estimulados por las células
dendriticas presentes en el TME o bien directamente por a través del MHC (O’Donnell, Teng and
Smyth, 2019).

La fase de equilibrio aparece cuando no hay una eliminacién tumoral completa,
progresan, y el sistema inmunitario continda eliminandolas durante un periodo de tiempo. Es en
esta fase de equilibrio donde las células tumorales adquieren nuevas mutaciones y/o
comportamientos que les permiten hacerse resistentes al ataque continuado del sistema

inmunitario

En la fase de escape, las células tumorales terminan por desarrollar estrategias que
permiten sortear el control de las células inmunitarias, como puede ser regular a la baja antigenos

asociados al tumor (neoantigenos), pérdida de expresion de MHC-clase | o p2-microglobulina
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(B2M) (por lo que no pueden ser reconocidos por los linfocitos citotdxicos) o generar un
microambiente tumoral muy inmunosupresor mediante la sobreexpresion de moléculas de punto
de control inmunoldgico (como CTLA-4, PD1 y PD-L1) que impide actuar a las células T
citotoxicas, entre otros mecanismos. Las células tumorales que dejan de presentar MHC-clase |
en su membrana, a priori, deberian ser més susceptibles de ser reconocidas por células NK, pero
se han descrito diferentes mecanismos que bloguean la activacion de estas células, como por
ejemplo mutaciones en los receptores que activadores, o la expresion aberrante de moléculas no
clasicas de HLA-G o HLA-E (Dhatchinamoorthy, Colbert and Rock, 2021).

Ademaés de todos estos mecanismos descritos, el tumor termina por convertir en aliado a
diferentes elementos del sistema inmunitario, que ahora favoreceran el crecimiento del tumor. Por
ejemplo inducen (a través de factores inmunosupresores como TGF-B, VEGF, IL-6, PG2 o IL-10
entre muchas otras) a las células inmunes presentes en el tumor a promover la expansion,
activacién y migracién de ciertos tipos de células reguladoras capaces de suprimir la respuesta
inmunitaria antitumoral, tales como linfocitos T reguladores (Tregs), células supresoras mieloides
(MDSCs), macréfagos asociados al tumor (TAM) y distintos subtipos de células dendriticas

maduras e inmaduras (Abbas, Lichtman and Pillai, 2018).

2.2 LINFOCITOS T Y SU PAPEL ANTITUMORAL

El linfocito T es un eje central del sistema inmunitario frente a la lucha contra el cancer,
por su capacidad citotoxica dirigida a una diana concreta, y que, ademas, se ha convertido en el
protagonista de diversas estrategias de inmunoterapia celular-génica. En este apartado
describiremos de manera general los aspectos fundamentales de las células T y su funcién

antitumoral.

Los linfocitos T y B fueron caracterizados en la década de 1960, hecho reconocido por el
Premio Lasker de Ciencia Bésica 2019, otorgado por el trabajo pionero de Jacques Miller y Max
Dale Cooper que defini6 los roles clave de las células T y las células B en la inmunidad adaptativa
(Aranda et al., 2019). Los linfocitos B reconocen el antigeno circulante en su forma nativa y
responden secretando anticuerpos especificos contra él. Las células T reconocen antigenos
peptidicos, derivados de proteinas degradadas intracelularmente, que se cargan en las moléculas
MHC de la superficie celular de las células presentadoras de antigeno (APC), un proceso llamado
presentacion de antigenos (Abbas, Lichtman and Pillai, 2018).

El MHC, con su péptido cargado, va a interaccionar con el receptor principal de la célula
T (TCR), un complejo de proteinas especifico de un clon Gnico de células T, que reconoce
especificamente los antigenos presentados en MHC vy participa en el proceso de seleccion del

desarrollo de los diferentes clones.
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El TCR esta formado por cadenas de glicoproteinas a y B unicas altamente polimorficas
(una pequefia poblacion de células T alberga cadenas y y ) que contienen regiones variables y
constantes, similares a las inmunoglobulinas, y un grupo de cadenas de sefializacién no
polimorficas llamados CD3 v, 8, € y . Ademas, presentan una molécula correceptora CD4 o CDS8,
que definen a dos subclases funcionales amplias de linfocitos CD4 colaboradores o CD8
citotoxicos y que facilitan la sefializacion intracelular tras la activacion del TCR (Abbas,
Lichtman and Pillai, 2018). Los primeros sélo detectan el antigeno en el contexto de las moléculas
del MHC de clase Il y colaboran con las células B para la generacion de una respuesta humoral
quimiotactica, proinflamatoria e inmunoprotectora. Por otro lado, los linfocitos citotoxicos CD8
detectan el antigeno en el contexto de las moléculas del MHC de clase 1 y llevan a cabo reacciones
citotoxicas directas que destruyen las células infectadas o neoplasicas. Las células CD4 o
colaboradoras se diferencian a diferentes subtipos Th (del inglés, T helper) que se pueden
clasificar segun el perfil de citoquinas que secreten. Podemos encontrar: Thl, Th2, Th9, Thl7,
Th22, Treg (celulas T reguladoras) y Tfh (células T auxiliares foliculares) (Golubovskaya and
Wu, 2016).

2.2.1 Clasificacién de las células T en funcidn de su estadio de diferenciacion

Ademas de la clasificacion de las células T descritas anteriormente, podemos distinguir
diferentes poblaciones atendiendo a su grado de diferenciacion, proliferacién, capacidad para
migrar especificamente a los sitios tumorales, proliferar y ejercer funcidn efectora para destruir
células tumorales, siendo de especial relevancia para definir las mejores poblaciones de aplicacion

en inmunoterapia.

Hoy en dia sabemos que la calidad, eficacia y longevidad de las células T son el resultado
de la diversificacién de las células T naive (Tn), tanto CD4 y CD8, en subtipos fenotipica y
funcionalmente diferentes tras el primer encuentro antigénico (Fig. 3), entre los que encontramos
las células T troncales memoria (Tscm, del inglés stem cell memory), memoria central (Tcwm,
central memory), memoria efectoras (Tewm, effector memory), las efectoras (Ter, effectors) finales
antes de morir por apotosis (Gattinoni et al., 2011; Golubovskaya and Wu, 2016).

Durante este complejo proceso de diferenciacion, las células T sufren diferentes
modificaciones en su capacidad de proliferacién, metabolismo, capacidad de infiltracion o
migracion (homing) y, tanto de su funcionalidad, lo que se traslada a la expresion de diferentes
marcadores de superficie que permiten identificarlas (Figura 3):
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Figura 3. Caracteristicas fenotipicas y funcionales de los diferentes estadios de diferenciacion de las

células T post-timica.

Las células T naive maduras tras la seleccién clonal positiva y negativa en el timo, salen
a sangre periférica, cuya caracteristica es que no han reconocido ain ningun antigeno. Estas
celulas T naive tras una estimulacion antigénica genera su diferenciacion hacia las diferentes

subpoblaciones descritas.

La poblacion de células humanas Tscm fue descrita por primera vez en 2011 (Gattinoni et
al., 2011), como una poblacion memoria con capacidad de autorrenovacion y multipotencia
superior a las células T memoria central, y que se encuentra en un porcentaje muy bajo en la
sangre periférica. Ambas poblaciones de células Tscm Y Tcem expresan el receptor de quimioquinas
CCR7 y la molécula de adhesion CD62L (L-selectina) para infiltrarse en los nédulos linfaticos.
A pesar de tener menor capacidad efectora, ambas presentan una alta capacidad de proliferar y
generar células efectoras rapidamente tras la exposicién al antigeno, lo que las hace especialmente

interesantes para una mayor eficacia terapéutica.

Por el contrario, las células efectoras memoria y efectoras no expresan CCR7 o CD62L
por lo que su migracion es mas hacia la periferia que hacia los ganglios linfaticos, producen
citoquinas proinflamatorias y tienen una vida media mas corta dado que estan terminalmente
diferenciados (Golubovskaya and Wu, 2016).

2.2.2 Sefales en la activacion del linfocito T
Tras la activacion a través del TCR, las células T en reposo se activan y proliferan como

resultado de la combinacién de estimulacién antigénica (sefial 1), coestimulacién (sefial 2) y
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factores de crecimientos autocrinos y paracrinos (como IL-2, IL-7 entre otras) (sefial 3) (Chen
and Flies, 2013).

La primera sefal (sefial 1) recibida por una célula Tyes la que se genera de la interaccion
entre el TCR especifico de antigeno con un péptido antigénico presentado en el contexto del
complejo principal de histocompatibilidad en la superficie de las células presentadoras de
antigeno (APC). El segundo conjunto de sefiales (sefial 2) se genera a través de moléculas de co-
sefializacion que se expresan en la superficie celular de las APC. La sefial 2 de los receptores
coestimuladores y co-inhibidores tiene un papel fundamental en la biologia de las células T, ya
que determinan el resultado funcional de la sefializacion del receptor de las células T (TCR).
Efectivamente, sefiales positivas (receptores coestimuladores como CD28 y 41BB) o negativas
(receptores co-inhibidores) modulan la sefializacion de TCR, que, junto con la sefial 3 de las
citocinas existentes en el entorno terminan por matizar la respuesta de esta interaccion, no solo
en cuanto a la funcion efectora, sino también en cuanto a su diferenciacion hacia diferentes
subpoblaciones de células T y a la supervivencia (Figura 4), y ejerciendo su capacidad litica
directa a través de la secrecion de granzima y perforina, que generaran poros en la célula diana
asi como una induccion de la apoptosis a través de Fas/FasL; mientras que por otro lado, seran
capaces de secretar citoquinas y quimiocinas, para reclutar al resto del sistema inmunitario en una

respuesta coordinada (Figura 5).

Co-receptores estimuladores e inhibidores

El repertorio de receptores de co-sefializacion expresados en las células T es muy versatil
y capaz de responder de manera diferente frente a los cambios en el entorno tisular. Diferentes
tejidos y estados fisioldgicos expresan diferentes tipos de ligandos y contra-receptores de co-
sefializacién que modulan de forma diferente la respuesta T. Por ejemplo, se sabe que en los
tumores, la activacion de co-receptores como PD1 y CTLA-4 bloguea una respuesta efectiva de
las células T, abriendo posibilidades de intervencién mediante inmunoterapia bloqueando estas
sefializaciones (Abbas, Lichtman and Pillai, 2018).

Co-receptores estimuladores

Familia de co-receptores CD28. La proteina de superficie no polimdrfica CD28 y los
miembros de su familia son los co-receptores estimuladores mas potentes en las células T y se
unen a sus ligandos CD80 y CD86 de las células presentadoras de antigeno (APC, del inglés
antigen presenting cell) y se regulan positivamente tras la activacion de los Toll-like receptor tras
reconocer patrones moleculares asociados a dafio molecular o patégenos (DAMPs o PAMPs,
respectivamente) o con otras citoquinas como IFNy. Ademas, las propias células CD4+ pueden
regular positivamente la expresion de moléculas CD80/86 en las células APC, a través de la
interaccién de CD40L:CD40. Otra molécula de la familia de CD28 es ICOS (coestimulador
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inducible, CD278), la cual estd menos estudiada y parece tener mayor importancia en el subtipo
de TH2 (Abbas, Lichtman and Pillai, 2018).

Superfamilia de co-receptores de TNF (TNFR)

En esta familia de co-receptores se encuentran CD40L, OX40 (CD134), 41BB (CD137)
y CD27 entre otros. CD40L es una molécula expresada en las células T tras 24-48h tras la
activacion e interacciona con CD40 expresado en las células APC, favoreciendo la cascada de
activacion y promoviendo la secrecion de citoquinas como IL-2 por parte de las APCs (Fig. 4).

0OX40, expresado en células activadas CD4+ y CD8 es necesaria para mantener la
supervivencia y respuesta sostenidas mientras. En cuanto a 41BB, se sabe que aporta una de las
sefiales méas importante en las células T CD8 que ya han reconocido antigeno, mediando su

expansion y la adquisicion de la funcion efectora (Maus et al., 2002).
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Figura 4. Representacion esquematica de la activacion de la célula T que conllevan a
mecanismos con actividad litica directa o no liticos. Tras la unién del TCR al MHC de la célula
presentadora (APC) en este caso, la segunda sefial via CD28-CD80/86 promueve la activacion eficiente.
Posteriormente, ese estado de activacion y proliferacion se ve favorecido por la sefializacion dada por
CDA40L vy los receptores de diferentes citoquinas. Todo ello puede promover la secrecién de citoquinas y
quimioquinas para favorecer un ambiente proinflamatorio que recluten a otros miembros del sistema
inmunitario y por otro lado, pueden expresar FasL para desencadenar apoptosis en la célula diana, y secretar
proteinas liticas como perforina y Granzima B, y con ello, presentado ademas en membrana el marcador

de degranulacion CD107a.
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2.2.3 Co-receptores inhibidores

De forma global, los receptores inhibidores representan un “punto de control" para
determinar donde, cuando y por cuédnto tiempo han de responder las células T. Muchos de estos
receptores son inducibles tras la activacion inicial de las células T con la mision de frenar la
actividad iniciada y reestablecer la homeostasis, evitando la hiperactivacion (Abbas, Lichtman
and Pillai, 2018).

Dentro de la familia de CD28, podemos encontrar dos de las proteinas inhibidoras mas

importantes en definir la respuesta T: la proteina 4 asociada a los linfocitos T citotdxicos (CTLA-
4) y la proteina de muerte programada 1 (PD-1). CTLA-4 es un inhibidor competitivo de CD28,
uniéndose incluso con méas fuerza a los receptores CD80/CD86, principalmente para inhibir la
activacion de los linfocitos T en 6rganos linfoides secundarios. Por otro lado, PD-1 interacciona

con PD-L1 e inhibe principalmente a las células T efectoras en periferia.

Otros receptores inhibidores son: 1) LAG-3, marcador de agotamiento que reduce la
activacion de las células T al bloquear los sitios de contacto de CD4 en las proteinas del MHC de
clase Il y que se expresa en las células T activadas y las células Treg; 2) TIM3, otro marcador de
agotamiento que promueve el desarrollo de células T efectoras de vida corta. Se han descrito
cuatro ligandos para TIM3: Galectina 9, ceacam1, high-mobility group box 1 (HMGB1), y ligando
de fosfatidilserina (PSL). En lugar de inhibir la progresién del ciclo celular como LAG-3, TIM3
regula la apoptosis después de la unién a su ligando; y 3) TIGIT, que contiene dos motivos
inhibidores inmunorreceptores basados en tirosina en su dominio intracelular y amortigua la

hiperactivacion de las células T, se esta investigando como un objetivo de punto de control.

2.2.4 Sefalizacién por citoquinas

El entorno de citoquinas en el momento de la activacion del TCR y de los co-receptores
es crucial para determinar el destino y funcionalidad de esa célula T, tanto CD4 como CD8
(Curtsinger and Mescher, 2010). De forma global, la sefializacién a través de las diferentes
citoquinas es fundamental para mantener la transcripcién de numerosos genes necesarios para la
supervivencia, diferenciacion, mantenimiento y las funciones efectoras (Figura 4).

Supervivencia: En primer lugar, la activacion de las células T naive desencadena la
produccion de IL-2 y la expresion de la subunidad del receptor de alta afinidad IL-2a (CD25),
potenciando la sefializacion autocrina de la IL-2 y con ello su proliferacion y supervivencia.

Diferenciacion: Las citoquinas presentes en el medio donde se activan las células T CD4
determinan su diferenciacion a Thl, Th2 o Th7 entre otros. En el caso de las células CDS8, la
sefializaciéon por citoquinas proinflamatorias como IL-12 e IFN de tipo I (IFNo/p) es critica,
indicando que el “peligro” esta presente y por tanto, confirmando a la célula CD8 citotdxica que

tiene que ejercer su papel (Curtsinger and Mescher, 2010).
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Mantenimiento: La supervivencia de las células memoria no requiere de activacion via
TCR pero si depende de la sefializacion de citoquinas de mantenimiento como son IL-7 e IL-15,
las cuales permiten la expresion de factores anti-apoptoticos, y una proliferacion baja, de
autorrenovacion, y asi una vida larga y persistente. En este proceso parece que otras citoquinas

como IL-12 e IFNa/p estan también involucradas (Curtsinger and Mescher, 2010).

2.2.5 Transduccion de la sefializacion de las células T y sinapsis inmunoldgica

El TCR esta formado por cadenas de glicoproteinas a y B unicas altamente polimorficas
(una pequefia poblacion de células T alberga cadenas y y 8) que contienen regiones variables y
constantes, similares a las inmunoglobulinas, con regiones intracelulares demasiadas cortas para
transducir sefiales. Por ello, este complejo esta asociado no covalentemente a un grupo de cadenas
de sefializaciéon no polimoérficas llamados CD3; vy, 8 y &, las cuales contienen un dominio ITAM
(del inglés, Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) y cadenas CD3(, que incluyen tres
dominios ITAMs (Abbas, Lichtman and Pillai, 2018).

Tras el contacto fisico de la célula T con la APC, hay una movilizacion de proteinas
asociadas al TCR en superficie y también proteinas intracelulares en una estructura Illamada ojo
de buey, sinapsis inmunoldgica o0 SMAC (supramolecular activation cluster). En el centro (c-
SMAC), se agrupan el complejo TCR/CD3, correceptores CD4/CD8, CD28 y proteina quinasa C
(PKC)-6 entre otras proteinas adaptadoras. En esta region, la distancia entre membranas de la
célula T y la APC es de 15 nm. En la periferia, se pueden encontrar las diferentes integrinas
necesarias (LF1-A) para estabilizar la sinapsis, con una distancia de 40nm. Esta distribucién
favorece la rapidez y mantenimiento de la sefializacidn intracelular y también la liberacion de
perforina y granzima por parte de los linfocitos citotoxicos para las células diana (Fig 4).

Asi, tras la activacion via TCR:MHC, se produce un cambio conformacional, generando
la agrupacion de moléculas CD3 (clustering). Ademas, junto al TCR podemos encontrar las
moléculas co-receptoras CD4/CDS8, las cuales llevan constitutivamente asociada la molécula Lck,
una tirosina-quinasa de la familia de Src. La activacion del TCR desencadena la fosforilacion de
tirosina de los motivos ITAM, presentes en el complejo TCR-CD3. Dichos ITAM funcionan
orquestando la activacion secuencial de las proteina-quinasas (PTK) relacionados con Src: Lck y
Fyn, las cuales inician la sefializacion de TCR, seguidos por el de ZAP70, que amplifica ain mas
larespuesta. Lck se activa por la interaccion de MHC con CD4 /CD8. Estas diversas PTK inducen
la fosforilacion de tirosina de varios polipéptidos, incluido el activador de enlace adaptador
transmembrana para células T (LAT) que va a reclutar y fosforilar otras proteinas al signalosoma,
amplificando asi la sefial (Figura 5) (Patarroyo S. and Vargas V, 2013).

Con todas estas posibilidades de interacciones, la activacion via TCR puede seguir tres
rutas principales (Hwang et al., 2020):
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Activacion de la ruta PI3K/Akt: finalmente se fosforilara Akt, la cual tiene la capacidad para

fosforilar dianas necesarias para la supervivencia, inactivando factores pro-apoptéticos de la
familia de Bcl-2.

Ruta de la MAPK. A través de esta via, se activara la sefializacion por ERK, JNK y p38.

Cuando se activan ERK y JNK por las cascadas de fosforilacion, acaban translocando a
nacleo para activar a c-Fos y c-Jun, respectivamente, los cuales conforman el factor de
transcripcion proinflamatorio AP-1. La activacion de las MAPKSs provocard ademas un
reordenamiento en el citoesqueleto para la formacion de la sinapsis inmunoldgica.

Activacion de la via PKC y calcio. Tras la activacion de PCL1y se libera inositol trifosfato

(IP3) que producird un incremento de calcio citosélico, activando a calcineurina y
favoreciendo la entrada del factor de transcripcion NFAT al nicleo. El calcio citosolico junto
al diacilglicerol (DAG) unido a la membrana van a activar a la PKC, la cual, después de
muchos pasos intermedios, provocaré la activacion y translocacion del factor de transcripcion

NF-kB. Este DAG también colaborara en la activacion de las rutas de Ras/ERK y MAPK.
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Figura 5. Representacion esquematica de las principales moléculas que participan en la

sefializacion del TCR enlacélula T.

Todas estas rutas contribuyen en la expresion de genes necesarios para la supervivencia

(incremento de los factores Bcl-2 y Bcl-X,) proliferacion, (secrecion de IL-2 y expresion de su
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receptor), inflamacién, diferenciacion y funcion efectora de las células T, activando los factores
de transcripcion NFAT, AP-1, ATF-2 y NF-«xB (Fig. 5).

2.3 BALANCE ENTRE ACTIVACION: SOBREACTIVACION Y AGOTAMIENTO.

Existe un delicado balance entre los diferentes mecanismos de la célula T y grados de
activacion. Si no hay activacion suficiente, es decir, en ausencia de coestimulacion, la célula T
entra en anergia. Si, por el contrario, hay una fuerte activacion, continuada y repetida, llevara a
una sobreactivacion, diferenciacion a efectoras y a una muerte inducida por activacion. Por
ejemplo, en el caso de la inmuno-vigilancia tumoral, si la activacion de las células T no consigue
eliminar por completo al antigeno tumoral, se genera una respuesta sostenida ineficiente que lleva
a las células T a un agotamiento cronico y a la muerte inducida por activacion (AICD, del inglés
Activation Induced Cell Death). El resultado final es la pérdida de funcidn citotdxica global y

progresion tumoral.

2.3.1 Muerte inducida por activacion (AICD)

La AICD de las células T es un proceso necesario para regular el sistema inmunolégico
periférico y evitar el dafio por células hiperreactivas o autorreactivas y mantener asi la
homeostasis. Durante la expansion temprana tras exposicion antigénica, las células T son
resistentes a la AICD y dejan de serlo en la fase de contraccion. La AICD en las células T genera
una apoptosis a través de la via Fas/FasL principalmente, por lo que el control o distribucién de
la expresion de Fas y/o FasL afecta en los diferentes grados de AICD en las células T y se ve muy
influenciada por la activacion de la célula T tanto por TCR como por citoquinas como IFN-y, IL-
2 e IL-4 (Arakaki et al., 2014a)

Se ha observado que una regulacion deficiente o alterada de la AICD contribuye de
manera clara a la severidad de varias enfermedades. Una falta de AICD eficiente esta implicada
en ciertas enfermedades autoinmunes mientras que por el contrario, una alta expresion de CD95
(Fas), y por tanto una mayor apoptosis dependiente de Fas tanto en CD4 como CD8, correlaciona

con peor avance en los pacientes con SIDA (Mitra, 1996).

Todos los aspectos planteados en este apartado son fundamentales para la mejora de

inmunoterapia con células T frente a los diferentes tipos de tumores refractarios.
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3 INMUNOTERAPIA PARA EL TRATAMIENTO CONTRA EL
CANCER

3.1 CONCEPTO DE INMUNOTERAPIA

El objetivo de la inmunoterapia consiste en potenciar, impulsar, aprovechar el poder
intrinseco del sistema inmunoldgico del propio paciente para el tratamiento de diferentes
enfermedades. Existe una amplia gama de estrategias que incluyen desde la administracién de
citoquinas, quimiocinas o anticuerpos monoclonales hasta la terapia celular adoptiva para
estimular al sistema inmunitario para combatir el cancer, o bien, desactivarlo para el tratamiento

de enfermedades autoinmunes o evitar el rechazo en trasplantes.

A pesar de que la inmunoterapia nos parece un concepto reciente, sus inicios se remontan
al antiguo Egipto, de los que se conservan algunos informes que documentan la desaparicion
“espontanea” de ciertos tumores, a veces asociadas a infecciones que provocaban fiebre alta
(Aranda et al., 2019). Estas observaciones serian descritas de manera independiente en el siglo
XIX por los médicos alemanes, Busch y Fehleisen, una regresion significativa de tumores en
varios pacientes tras infeccidon cutanea accidental con erisipela (causado por Streptococcus
pyogenes, identificada posteriormente por Fehleisen). Busch y Fehleisen fueron los primeros en
infectar a un paciente con cancer con erisipela y con Streptococus pyogenes aislada. Esto sirvio
para establecer las bases de la inmunoterapia, la cual fue desarrollada por William Coley, un
cirujano americano especializado en sarcoma éseo del Hospital Memorial de Nueva York
considerado hoy como el “padre de la inmunoterapia” (Waldman, Fritz and Lenardo, 2020).
Durante mas de 43 afios, tratdé a mas de 1000 pacientes desahuciados con tumores inoperables, la
gran mayoria sarcomas, mediante la inoculacién de cécteles de bacterias inactivadas por calor
(conocidas como las “Toxinas de Coley” entre las que se incluian Streptococcus pyogenes y
Serratia marcescens). A pesar del notable éxito y mas de 70 afios de uso, las Toxinas de Coley
fueron muy criticadas y descategorizadas por la FDA a farmaco de uso investigacional al carecer
de los controles adecuados y reproducibilidad. Finalmente, un ensayo cinico controlado en 2012
(Karbach et al., 2012) demostr6 su papel antitumoral, dirigido por el Dr. Lloyd Old, considerado
como el otro padre de la inmunoterapia moderna y con ello, la idea de Coley de estimular el
sistema inmunoldgico podria ser efectivo en el tratamiento antitumoral. Esta idea constituye la
base para un tratamiento hoy en dia de primera linea del cancer de vejiga superficial utilizando el
bacilo de Calmette-Guérin (BCG, TICE®, TheraCys®, una cepa inactivada de Mycobacterium

bovis gque se inocula directamente en la vejiga) (Guallar-Garrido and Julian, 2020).

41



3.2 TIPOS DE INMUNOTERAPIA

Las inmunoterapias pueden ser clasificadas como pasivas o activas (Waldman, Fritz and
Lenardo, 2020). En el primer caso, se pretende estimular la capacidad del sistema inmunol6gico
para atacar a las células tumorales (inhibidores de punto de control, citoquinas) mientras que en
la inmunoterapia activa se pretende dirigir especificamente la terapia antitumoral a través del
sistema inmunitario (terapia celular adoptiva). Y pueden ser usadas tanto solas como combinadas

con otros tratamientos antitumorales (Carlson et al., 2020).

A continuacion, se describen brevemente los tipos de inmunoterapias, farmacos

aprobados y sus principales desventajas.

3.2.1 Terapia con anticuerpos monoclonales y puntos de control inmunoldgico

Los anticuerpos monoclonales (mAb) como herramienta inmunoterapéutica, estan siendo
utilizados no solo como tratamiento antitumoral, sino para modular la respuesta inmunoldgica en
general. Hoy en dia se le considera un componente principal de la terapia contra el cancer, junto
con la cirugia, la radiacion y la quimioterapia. De hecho, més de 42 anticuerpos monoclonales
antitumorales han sido aprobados por la FDA y EMA para su uso clinico desde 1997, empezando
con la autorizacion de Rituximab, un mAb anti-CD20 para linfoma no-Hodgkin y leucemia
linfocitica crénica (FDA, 2020).

Los mAb son una plataforma muy versatil que permite una alta especificidad y
actualmente tenemos mAb frente a diversos antigenos de tumores hematoldgicos (como CD20,
CD38, CCR4, CD22, CD30) y tumores solidos (HER2, EGFR, VEGFR2, GD2, PDGFR, entre
otros), asi como mAbs dirigidos frente a inhibidores de punto de control inmunolégico (PDL1,
PD1) (revisados por (Zahavi and Weiner, 2020). Los mAb pueden combinarse entre si para
generar los denominados engagers o adaptadores de células T bi-especificas (BiTE) que son
anticuerpos bi-especificos frente a CD3 y frente a un antigeno de la superficie del tumor. Por
ejemplo, blinatumomab aprobado en 2014 como inmunoterapia frente a LLA-B, tiene doble
especificidad para CD3 y CD19. La doble especificidad de los BiTE puede acercar las células T
a las células tumorales, mejorando asi la formacion de sinapsis inmunoldgica y la citotoxicidad
antitumoral, aunque tienen una vida media extremadamente corta. Actualmente hay varios
disefios de BiTEs para el MM y linfomas en fase I/11 con resultados muy prometedores. De hecho,
se espera su aprobacion como medicamentos en los préximos afos, ya que, se estan observando
respuestas parciales en pacientes poli-refractarios previamente tratados con células CAR-T o con

otros tratamientos previos y con perfiles de seguridad muy aceptables (Einsele et al., 2020).
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Tabla 1. Anticuerpos monoclonales frente a neoplasias hematoldgicas aprobados para
clinica.

Diana Nombre Tratamiento FDA*
Rituximab B-LNH, LF, LCM, LCC 1997
Anti-CD20 Ofatunumab LLC 2009
Obinutuzumab LLC, LF 2013
Anti-CD52 Alemtuzumab LLC, LC de células T 2007
Anti-CD38 Daratunumab MM 2015
Anti-SLAMF7 Elotuzumab MM 2015
Anti-CCR4 Mogamulizumab LC de células T 2018
Anti-CD19, CD3 BiTE-blinatunomab LLA 2014
Anti-CD30 conjugado  Brentuximab vedotin LH 2017
Anti-CD22 conjugado  Inotuzumab ozogamicina | | A 2017

* Afio de aprobacién como tratamiento para cualquiera de sus indicaciones, datos de la FDA.
LNH: Linfoma No-Hodgkin; LF: Linfoma folicular; LCM: Linfoma de células del Manto; LCC: linfoma
linfocitico crénico; MM: Mieloma multiple. LC: Linfoma crénico. LLA: leucemia linfoblastica aguda; LH:

linfoma de Hodgkin.

Sin embargo, una de las principales limitaciones de las estrategias dirigidas a antigenos
tumorales especificos es la relativa facilidad con que los tumores evolucionan perdiendo dichos
antigenos. Por ello se viene investigando diferentes maneras de atacar directamente a los puntos
de control inmunitario que los tumores desarrollan para bloquear su actividad. Estas estrategias
estan siendo realmente efectivas frente a diferentes tipos de tumores, tanto solas como en

combinacion con otras terapias.

Los inhibidores de los puntos de control inmunoldgico (ICls, del inglés Immune
Checkpoint Inhibitors) representan una revolucion en la inmunoterapia contra el cancer, formando
actualmente parte de la primera linea de tratamiento en tumores avanzados y metastasicos
(melanoma, carcinoma renal y carcinoma de pulmoén de células no pequefias) (Vaddepally et al.,
2020). Sharma y Allison (2015) destacaron la importancia de utilizar como diana los ICls para
incrementar la respuesta antitumoral en células tumorales (Sharma and Allison, 2015). Asi,
demostraron que CTLA-4, que desactiva la respuesta a las células T, podria ser una diana
interesante para mejorar la destruccion de las células tumorales lo que sirvié como punto de

partida para la identificacion de otros puntos de control con potencial terapéutico.

La inmunoterapia clinica con anticuerpos monoclonales para bloquear los ejes CTLA-4
PD-1 o ligando de PD-1 (PD-L1) ha sido aprobada por la FDA como ICls para el tratamiento de
varias neoplasias como melanoma, cancer de pulmon de células no pequefias, carcinoma renal,
linfoma de Hodgkin, carcinoma de células de Merkel, cancer de cabeza y cuello y carcinoma de
vejiga, entre otras (Tabla 2, adaptada de VVaddepally et al., 2020).
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Tabla 2. Anticuerpos monoclonales aprobados como ICICs para la terapia antitumoral.

Nombre

: Nombre Diana Afo | Tratamiento

comercial

Yervoy |lpilimumab | Anti-CTLA4 | 2011 | Melanoma metastasico; Carcinoma de
células renales; Cancer colorrectal

Yervoy+ Nivolumab+ Anti-PDL1, 2015 Carcinoma renal avanzado

Opdivo Ipilimumab CTLA-4 Melanoma metastasico
Melanoma metastésico; Linfoma de
Hodgkin; Mesotelioma pleural maligno

Opdivo Nivolumab Anti-PDL | 2014 Céncer de pulmdn, de cabeza y cuello y

colorrectal

Carcinoma de células renales, urotelial,
hepatocelular y de es6fago

Melanoma metastasico; Linfoma de Hodgkin
Céncer de pulmdn, de cabeza y cuello,

Keytruda |Pembrolizumab | Anti-PD1 | 2014 gastrico, de cuello uterino y endometrial
Carcinoma urotelial, hepatocelular, de
esofago y de células de Merkel, renales y
£5camosas

Carcinoma de células escamosas y de células
Libtayo | Cemiplimab Anti-PD1 | 2018 [basales
Céncer de pulmon de células no pequefias

Cancer de vejiga, de pulmén y de mama
Tecentriq | Atezolizumab Anti-PDL1 | 2016 |cCarcinoma hepatocelular; Melanoma
metastésico

Carcinoma de células de Merkel, urotelial y

Bavencio | Avelumab Anti-PDL1 2017 de células renales

Imfinzi Durvalumab Anti-PDL1 | 2017 [ Cancer de pulmon

Aunque estas terapias con IClIs, conducen a menudo a una respuesta mas duradera que la
quimioterapia o las terapias dirigidas, la evidencia clinica acumulativa indica tasas de respuesta
insatisfactorias, con una baja respuesta en la gran mayoria de los tumores y con efectos
secundarios de caracter autoinmune (Choi and Lee, 2020) que si bien, la mayoria son reversibles
como los de origen dermatoldgicos o gastrointestinales, aquellos que afectan al sistema endocrino
pueden ser permanentes. Aunque infrecuentes, también se han reportado muertes asociadas a

miocarditis, pneumonitis, colitis y eventos neuroldgicos entre otros (Wang et al., 2018).

Si bien en el caso del linfoma de Hodgkin, la terapia anti-PD1 es un éxito debido en parte
a la alta expresion de PD-L1 en las células tumorales, en otras neoplasias como MM o LLC
(también con una alta expresion de PD-L1), no han manifestado los mismos efectos (Dong and
Ghobrial, 2019a). Igualmente, la terapia anti-PD-1/PD-L1 es préacticamente ineficaz en muchos
tipos de cancer, como el cancer colorrectal con estabilidad de microsatélites (He and Xu, 2020).

En general, los tumores que responden a ICI tienen mayores niveles de infiltrados

inmunitarios (tumores calientes), mientras que los no respondedores suelen tener poca infiltracion
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(tumores frios) (Umansky et al., 2019). Sin embargo, este modelo por si solo no puede explicar
completamente la falta de respuesta de muchos pacientes tratados con ICls. La clasificacion de
los tumores en aquellos que tienen una intensidad de mutacion tumoral (TMB, del inglés Tumor

Mutation Burden) alta o baja ayuda a explicar la respuesta clinica a los ICls de muchos tumores.

Asi, los tumores de TMB alta tienen niveles mas altos de neoantigenos frente a los que
puede responder el sistema inmunitario, al contrario que los que tienen una TMB baja. De este
modo, tumores calientes con una TMB alta seran, en principio los mas respondedores, mientras
aquellos tumores frios con TMB baja tendran menor posibilidad de respuesta a ICI (Bai et al.,
2020a).

Es por ello que se ha aprobado por la FDA la combinacion sinérgica de anticuerpos
monoclonales anti-CTLA-4 y anti-PD-1 para el tratamiento del melanoma avanzado, para cancer
colorrectal metastasico con alta TMB y para el carcinoma renal avanzado. Estos medicamentos
han mejorado la tasa de respuesta general de los pacientes (Bai et al., 2020a), aunque también se
han visto incrementados los efectos adversos asociados. En este contexto, las citocinas se estan
incorporando también en ensayos clinicos combinados, principalmente junto con anticuerpos
monoclonales anti-PD-1 y anti-PD-L1 (Berraondo et al., 2019). Aun asi, otros marcadores de
agotamiento adicionales como TIM3, LAG-3, TIGIG que a menudo se encuentran co-expresados
con PD-1 en las células T agotadas (Anagnostou and Ansell, 2020), podrian ser una diana
potencial para las terapias de combinacion y es por ello que se estan desarrollando nuevos

anticuerpos.

Es por tanto evidente que, a pesar del inmenso potencial de los ICls, existe la urgente
necesidad de comprender completamente la biologia basica de los puntos de control inmunoldgico
y desarrollar nuevas estrategias antitumorales (He and Xu, 2020).

3.2.2  Virus oncoliticos en inmunoterapia antitumoral

Los virus oncoliticos son una clase de agentes terapéuticos que infectan y se replican
preferencialmente en las células tumorales, induciendo la muerte directa de las células infectadas
e iniciando ademas respuestas inmunitarias sistémicas a través de DAMPs (del inglés Damage
asociated molecular pattern) y PAMPs (del inglés Pathogen asociated molecular pattern), que
pueden incluso convertir un “tumor frio”, sin células del sistema inmunitario infiltradas, en un
“tumor caliente”, como se ha demostrado en un ensayo clinico de fase | en combinacion con anti-
PD1, promoviendo la expresion de PD-L1y mejorando la respuesta a la inmunoterapia combinada
(Ribas et al., 2017).

La gran mayoria de los virus oncoliticos en terapia antitumoral son cepas atenuadas o con

bajo peligro de causar una enfermedad grave en los humanos. A pesar de su alto potencial, un

45



solo tipo de agente viroterapico puede no ser efectivo por lo que constituye un verdadero reto
identificar el virus que mejor actuara sobre el tipo de cancer del paciente, con su heterogeneidad,
coémo administrarlo (es comun presentar una inmunidad preexistente a estos tipos de virus) y que
sea capaz de activar a su sistema inmunitario. Actualmente podemos encontrar estrategias basas
en virus vaccinia, coxsackie, adenovirus (constituyendo el tipo principal), reovirus, herpex-
simplex, picornavirus, entre otros, tanto a nivel investigacional como ensayos clinicos frente a
diferentes tipos de tumores, administrados en la gran mayoria de los casos, de manera intratumoral
tanto solos 0 combinados con quimioterapia 0 inmunoterapia (revisados en (Umansky et al.,
2019).

El primer virus oncolitico aprobado por una entidad sanitaria fue un adenovirus
recombinante denominado Oncorine o H101, como terapia combinada con quimioterapia para el
carcinoma nasofaringeo en 2005 por la China Food and Drug Administration Department
(CFDA). Se trata de adenovirus atenuado, muy similar a su precursor Onyx-15 (Gendicine), los
cuales han sido disefiados para eliminar un mecanismo de defensa viral que interactda con un gen
humano normal p53, que con mucha frecuencia esta desregulado en las células cancerosas, por lo
que solo células p53 mutadas, habra replicacion viral. Ambos vectores han demostrado un efecto
antitumoral sinérgico cuando fueron combinados con radio o quimioterapia, cirugia y/o
hipertermia (Mondal et al., 2020).

Sin embargo, se obtuvieron mejores resultados con Talimogene laherparepvec (T-VEC,
Imlyic), aprobado por la FDA y por la EMA en 2015. T-VEC es un virus del herpes simple tipo
1 (HSV-1) oncolitico administrado intratumoralmente que estd atenuado para la replicacién
selectiva de células cancerosas y codifica GM-CSF para promover la acumulacién local de células

dendriticas y facilitar las respuestas inmunitarias antitumorales (Mondal et al., 2020).

Otros virus oncoliticos que muestran resultados prometedores en los ensayos clinicos son
Pexa-Vec (derivado del virus vaccinia que expresa GM-CSF contra el carcinoma hepatocelular,
actualmente en fase I/1l, NCT03206073) y CG0070 (adenovirus modificado que expresa GM-
CSF contra el cancer de vejiga en combinacion con Pembrolizumab, Keytruda, (NCT04387461,
fase Il, para pacientes refractarios al tratamiento con el bacilo de Calmette-Guérin), entre otros
(Mondal et al., 2020).

3.2.3 Terapia antitumoral con citoquinas

Las citoquinas son proteinas solubles de bajo peso molecular (generalmente menor de 30
KDa) y vida media limitada que intervienen en la comunicacion de las células de manera auto- o
paracrina, participando en el crecimiento, diferenciacion, inflamacion y supervivencia. Las

citoquinas acttian uniéndose a sus receptores (con baja, media o alta afinidad) en la superficie de
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la célula diana, pudiendo actuar en sinergia 0 antagonismo con otras citoquinas, generando una

respuesta con varios grados de complejidad (Berraondo et al., 2019).

Entre 1980 y 1990 se estudié exhaustivamente el potencial antitumoral de varias
citoquinas recombinantes, sin embargo, la corta vida media de la gran mayoria de las citoquinas
y los altos grados de toxicidad cuando se administraban de forma sistémica, aportaba una ventana
terapéutica muy estrecha y por tanto, sélo IFN-a ¢ IL-2 fueron aprobadas por la FDA para el
tratamiento de leucemia de células pilosas, melanoma maligno, sarcoma de Kaposi relacionado
con el SIDA, linfoma folicular no Hodgkin y para el tratamiento de carcinoma renal avanzado y

melanoma metastatico, respectivamente (Berraondo et al., 2019).

Aunqgue depende de la tolerabilidad del paciente, la administracion es normalmente
intravenosa cada 8h. El uso clinico de estas citoquinas como medicamentos supuso la primera
demostracion de un efecto beneficioso de la inmunoterapia, aunque con bajas tasas de respuesta
y alta toxicidad, ha quedado relegada al uso de inhibidores de punto de control inmunol6gicos o
terapia celular adoptiva.

Para incrementar la vida media y especificidad se han disefiado y combinado diferentes
estrategias. Una de ellas es la generacién de inmuno-citoquinas, proteinas quiméricas compuestas
de dos dominios: un dominio con capacidad de unién a un antigeno tumoral y otro que es una
citoquina. Por ejemplo, cergutuzumab amunaleukin (CEA-IL2v), es una inmuno-citogquina
monomeérica dirigida al antigeno tumoral CEA que contiene dos dominios, por un lado, la variante
de IL-2 (IL2v) fusionada a un anticuerpo (sin Fc) de alta afinidad por el antigeno especifico del
antigeno (CEA). De esta manera se localiza y dirige IL-2 en el entorno tumoral, resultando en una
potente eficacia preclinica frente a tumores sélidos CEA+ en combinacién con anti-PD-L1 (Klein
et al., 2017). Actualmente se encuentra en fase | para tumores metastasicos (NCT02350673).

3.2.4 Inmunomoduladores frente al cancer

El panorama farmacoldgico frente al tratamiento de linfomas incluye pequefias moléculas
con potencial inmunomodulador que han resultado bastante exitosas y presentan una serie de
ventajas sobre el resto de inmunoterapias (anticuerpos y terapia celular) como es el bajo coste de
produccion, facil administracion y control y que pueden afectar a varias vias de sefializacion. Por
ejemplo, existen pequefias moléculas que acttan sobre la ruta PI3K/Akt/mTOR (alterada las
células B tumorales), sobre la sefializacion del BCR (sobreactivada en algunos tumores del linaje
B) o favoreciendo la apoptosis (reducida en la mayoria de los tumores) (Anagnostou and Ansell,
2020).

A continuacién, se describen brevemente las moléculas mas relevantes y efectivas frente

al tratamiento de estas neoplasias hematolégicas que han sido aprobadas por la FDA/EMA (Tabla
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3). Estos inhibidores afectan principalmente a la recepcion y transduccion de la sefial en la célula

B a diferentes niveles.

Tabla 3. Inhibidores utilizados en clinica para el tratamiento de neoplasias hematoldgicas tanto en
monoterapia como con anticuerpos monoclonales.

Ruta de sefializacion Diana Farmaco Tratamiento
Receptor de la célula BTK Ibrutinib LLC, LCM, LLP
B BTK Acalabrutinib LLC, LLP
FKBP-12/mTOR Temsirolimus LCM R/R
PI3Ky Idelalisib LLC
PI3K/Akt/mTOR ..
PI3Kd y PI3Ky Duvelisib LLC, LLP, LF
PI3K-a y PI3K-3 Copanlisib LF
Apoptosis BCL-2 Venetoclax LLC, LLP, LF
Factor_es q,e C_:ereblon/Ublthuma Lenall_domlda y LCM RIR, LE/MM
transcripcion ligasa E3 derivados
ITK Imanitib LLA con Ph+
BCR-ABL ..
ITK Dasatinib LLA con Ph+

LLC: Leucemia linfocitica crdnica, LLC: Linfoma de células del manto, LLP: Linfoma linfocitica pequefio.
R/R: refractario/recidivante. LF: Linfoma folicular. MM: mieloma multiple. LLA: leucemia linfoblastica

aguda. ITK: citPh+: cromosoma Philadelphia positivo.

El inhibidor de la tirosina kinasa de Bruton (BTK), Ibrutinib o el inhibidor de PI3KS,
Idelalisib, se desarrollaron originalmente para las neoplasias malignas de células B que dependen
de su actividad para la supervivencia del tumor, como la LLC o el linfoma de células del manto
(Dong and Ghobrial, 2019b).

Los inhibidores de BTK como Ibrutinib o Acalabrutinib se han aprobado junto con
anticuerpos monoclonales y se estan estudiando en combinacion con inhibidores de puntos de
control en ensayos clinicos (Dong and Ghobrial, 2019b).

Otros compuestos como Imanitb o Dasatinib inhiben otras tirosinas quinasas inducibles
(ITK) se usan en las LLA con la translocacion cromosémica BCR-ABL (cromosoma
Philadelphia).

Algunos medicamentos como Venetoclax son activadores de la apoptosis e inhiben BCL-
2, restaurando asi la apoptosis del linfocito B tumoral. Venetoclax se administra como
monoterapia o en terapia combinada con anticuerpos monoclonales anti-CD20.

La lenalidomida y derivados, procedentes de la talidomida, son considerados como
farmacos inmunomoduladores, aunque también poseen propiedades anti-angiogénicas y anti-
proliferativas, lo que genera una triple respuesta antitumoral. Su mecanismo de accion es
complejo, pero parece estar relacionado con el incremento de la degradacion de determinadas

proteinas via proteasoma (D’Souza, Prince and Neeson, 2021).
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3.2.5 Terapia celular adoptiva

La terapia celular adoptiva (ACT) consiste en la utilizacion de células del propio paciente
o de un individuo sano con fines terapéuticos. Tradicionalmente, esta estrategia se ha utilizado
tanto para incrementar la respuesta inmune frente a tumores o agentes infecciosos (Gattinoni et
al., 2006), como para promover tolerancia en situaciones de enfermedades inmunes o rechazo
(Riley, June and Blazar, 2009). Entre las que mas éxitos han cosechado en la lucha contra los
tumores destacan los tratamientos con progenitores hematopoyéticos (HSCs). Sin embargo, los
linfocitos infiltrantes de tumores (TILs) y las células dendriticas también han cosechado algunos

logros destacables.

Con la finalidad de centrar la introduccion en aquellas estrategias mas cercanas a lo que
se aborda en esta Tesis, a continuacion, describiremos brevemente la ACT basada en TILs para
posteriormente definir en el siguiente apartado un nuevo tipo de ACT, las células CAR-T, que se
estd abriendo camino gracias a la combinacion de las técnicas de terapia celular y la terapia génica,

y que sera el objeto de trabajo de esta Tesis.

3.2.5.1 Linfocitos infiltrantes de tumores (TILS)

En 1986, Rosenberg y colaboradores del Instituto Nacional del Cancer (NCI) publicaron
una estrategia de ACT que incluia el aislamiento de linfocitos infiltrantes de tumores (TILs, del
inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes) de sujetos con melanoma, su expansion in vitro con IL-2
y su posterior re-infusién al paciente (Rosenberg, Spiess and Lafreniere, 1986). Esta estrategia
terapéutica resulté en la regresion del melanoma metastasico en la mitad de los pacientes tratados,

con respuestas completas del 10-20% y una duracion de tres a cinco afios (Rosenberg et al., 1988).

Los TILs son linfocitos que de manera natural se encuentran dentro de ciertos tumores,
tras haber penetrado el TME y que son capaces de reconocer neoantigenos y antigenos asociados
a tumores. Estos TILs pueden ser aislados, expandidos ex vivo y re-infudidos en los mismos
pacientes, generando una respuesta antitumoral capaz de provocar una regresion. Recientemente,
el grupo del Dr. Rosenberg describid que existen diferentes subpoblaciones de TILs en el entorno
tumoral y que el tipo de TILs que media la respuesta antitumoral (progenitores memoria
CD8+CD39-) es diferente de la subpoblacion de TILs enriquecida en reactividad antitumoral
(CD39+) (Krishna et al., 2020).

La terapia TIL no se ha adoptado generalmente como una terapia contra el cancer a pesar
de su éxito frente a melanoma (Hudecek et al., 2020), ya que la frecuencia es extremadamente
baja en el tumor, por lo que requiere una mayor expansion ex vivo. Es una terapia personalizada
para cada paciente, y obtener nimeros suficientes de TIL es un desafio (se requieren 30 a 50 mil

millones de TIL), requiriendo ademas mucho tiempo (generalmente de 5 a 6 semanas, aunque se
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ha conseguido reducirlo a 22 dias). Ademas, la terapia con TIL en otros tipos de cancer, como el
de mama, colon, ovario, prostata y pancreas, no mostré la misma actividad que en el melanoma,
por lo que parece probable que sdlo una fraccion de los TIL extraidos de estos tipos de cancer es

reactiva al tumor (Paijens et al., 2021).

Por otro lado, los TILs constituyen un material muy interesante desde un punto de vista
mas basico, como es la identificacion de esos neoantigenos e investigar los mecanismos asociados
por los cuales han sobrevivido a la fuerte inhibicion del tumor, y también desde el punto de vista
de la ingenieria de linfocitos (ver mas adelante), ya que estos TILs son potenciales candidatos de
este tipo de modificaciones para incrementar su potencial citotoxico (Rosenberg et al., 1990). De
hecho, los TILs fueron las primeras células T en ser modificadas mediante un vector gamma
retroviral por el equipo de Rosenberg en 1990, consiguiendo introducir eficazmente un gen de

resistencia a neomicina en los TILs previa a la infusidn en los pacientes (Rosenberg et al., 1990).

3.3 MEDICAMENTOS DE INMUNOTERAPIA FRENTE A TUMORES HEMATOLOGICOS:
NECESIDAD CLNICA Y MECANISMOS DE RESISTENCIA

Como hemos ido viendo a lo largo de la introduccién, el panorama farmacoldgico frente
al tratamiento de neoplasias de linaje B es bastante amplio y en los Gltimos afios se han aprobado
diversas estrategias de inmunoterapia para su aplicacion en el tratamiento de diferentes tipos de
tumores, tanto en primera linea como tras recaidas. Dado el foco de la presente Tesis, se indican
a continuacion, los medicamentos aprobados para el tratamiento de tumores hematol6gicos de

tipo B mas relevantes (sin incluir MM ni terapia con células CAR-T) en la Tabla 4.

Aunque varias inmunoterapias también han demostrado eficacia en pacientes con linfoma

y LLA (como anticuerpos monoespecificos, inhibidores de puntos de control inmunoldgico

(anti-PD1) y otras moléculas inhibidoras), los ratios de remisién completa a largo plazo siguen
siendo bajos.

En general, se manifiesta una necesidad clinica no cubierta de respuestas sostenidas

duraderas, y una amplia gama funcional de estrategias para aplicar en caso de refractariedad y

recidivas, que superen cada posible mecanismo de resistencia, no sélo para el tratamiento de

neoplasias hematolégicas sino para tumores solidos.

50



Tabla 4. Resumen de los medicamentos para el tratamiento oncol6gico de los tumores de linaje de

células B utilizados en Espafia segiin la AEMPs.

Tipo de tratamiento

Tratamientos

Fase de Induccién

Corticosteroides, vincristina y antraciclinas, asparraginasa
e inhibidores de la tirosina cinasa (ITK) en los casos
cromosoma Philapelphia positivo

Fase de Consolidacion

Citarabina, metotrexato, antraciclinas y agentes alquilantes

Fase de mantenimiento

6-mercaptopurina, metotrexato, vincristina y
corticosteroides, entre otros

Alo-THP

LLA Pacientes de alto riesgo
R/IR Quimioterapia de rescate, seguida de aloTPH
Inotuzumab ozogamicina, (anticuerpo anti-CD22
conjugado)
Blinatumomab (anticuerpo biespecifico anti-CD19)
Estandar Rituximab, ciclofosfamida, adriamicina, vincristina y
LDCBG prednisona (R-CHOP)
R/R Quimioterapia de rescate basada en platino (DHAP, GDP,
ICE, IVE) +autoTPH
Estandar Ibrutinib
LCM Estandar Idelalisib
IGVH mutado <65 afios Fludarabina, ciclofosfamida y rituximab (FCR)
IGVH mutado >65 afios Ibrutinib
IGVH mutado 65-70 afios Bendamustina mas Rituximab (BR)
IGVH mutado>70 afios Clorambucilo mas Obinutuzumab (Chl-O)
LLC TP53 no mutado Fludarabina, ciclofosfamida y Rituximab (FCR)
TP53 mutado Ibrutinib
TP53mutado /17p Venetoclax
TP53 mutado Idelalisib més Rituximab
Estandar Quimioterapia con ABVD y el BEACOPP
Radioterapia
R/R DHAP (dexametasona, altas dosis de citarabina y
cisplatino), ESHAP (etoposido, metilprednisolona, altas
LH dosis citarabina y cisplatino), IGEV (ifosfamida,

gemcitabina y vinorelbina) e ICE (ifosfamida, carboplatino
y etopdsido)

THP
LH R/R CD30+ Brentuximab vedotina (BV)
LH R/R tras Auto-THP Anti-PD1
Baja carga tumoral Rituximab

sintomaticos

Alta carga tumoral

Rituximab + agentes alquilantes

R/R

Trasplante, Bendamustina, Idelalisb

Refractario a Rituximab

Obinutuzumab+Bendamustina

Elaborada con los informes de posicionamiento terapéutico de cada medicamento de inmunoterapia o

inmunomodulador.
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Considerando todo el conjunto, la inmunoterapia ha revolucionado el panorama
antitumoral, hasta hace unos afios meramente farmacoldgico, sumado a las pautas de cirugia y
radioterapia. Sin embargo, la inmunoterapia presenta aun muchas limitaciones y desafios. Hay
pacientes no respondedores (tumores frios y/o con baja carga mutacional), ciertas toxicidades
potenciales asociadas a la terapia (siendo fatales en un 0.3% de los pacientes), una heterogeneidad
tumoral que depende del tipo de tumor, del paciente e incluso de su microbiota, y unos
mecanismos de resistencia que provocan un fallo en mas de un cuarto de los pacientes tratados,
manifestdndose con resistencia primaria o resistencia adquirida en aquello que inicialmente

responden al tratamiento (Bai et al., 2020b).

Dentro de estas resistencias, se ha observado una pérdida de la diana tras el uso de
anticuerpos monoclonales (como el Rituximab), fallos en la presentacidn antigénica (mutaciones
que afectan degradacion por proteasoma, transporte, pérdida de expresion de HLA o B2-M),
sobreexpresion de moléculas MHC-I no clasicas (como HLA-G) para escapar del mecanismo de

accion antitumoral de las células NKs, entre muchas otras (Bai et al., 2020b).

Respecto a los inhibidores de punto de control, se encuentra también la pérdida de la
expresion de genes implicados en la sefializacion del Interferon como ha ocurrido en pacientes de
melanoma tratados con anti-PD1 (Zaretsky et al., 2016) y también en pacientes tratados con anti-

CTLA-4 (Gao et al., 2016), llevando a un fendmeno de hiperprogresion tumoral.

Asi, gqueda patente la necesidad clinica de nuevas estrategias con una mayor potencia, con

respuestas mantenidas a lo largo del tiempo que superen estas barreras.
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4 TERAPIA CELULAR-GENICA: INGENIERIA DE CELULAS DEL SISTEMA
INMUNITARIO

La forma mas reciente de inmunoterapia entra dentro del campo de la terapia celular y
genética y que se puede definir como inmunoterapia-génica (Restifo et al., 1993). En esta
estrategia, diversas células del sistema inmunitario se modifican genéticamente para expresar
diferentes moléculas con la finalidad de incrementar sus funciones o de aportarles funciones
nuevas.

Una de las estrategias de inmunoterapia génica mas prometedoras es la ingenieria de
linfocitos T con la finalidad de dirigir especificamente a las células citotoxicas hacia el tumor y
de incrementar su potencia y supervivencia (células CAR-T, ver mas adelante Ellis, Sheppard and
Riley, 2021).

4.1 |INGENIERIA DE LINFOCITOS T

A pesar de que existen varias células hematopoyéticas muy atractivas para la
inmunoterapia como son las células B y los macrofagos, las células T son el tipo més estudiado y
constituyen actualmente un nuevo pilar de medicina. Esto es debido a una combinacion de
factores que van desde su facil aislamiento y manipulacion, junto a unas propiedades funcionales

y de migracion que los hacen excelentes candidatos para la inmunoterapia.
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Figura 6. Proceso de modificacion genética y manufactura en la terapia con ingenieria de linfocitos.
En general, las células T son aisladas de sangre periférica del paciente para ser genéticamente modificadas
ex Vvivo con vectores virales (transduccién) para expresar receptores sintéticos (CAR, TCR) que reconozcan
especificamente ciertos antigenos presentados en moléculas MHC o de superficie. Tras su expansion y
controles de calidad, las células T modificadas estan listas para ser re-infundidas en el paciente previamente

linfo-depleccionado.

Efectivamente, las células T son facilmente obtenidas de sangre periférica, expandidas y
modificadas ex vivo con métodos compatibles con buenas practicas de manufactura (GMP) y para
ser posteriormente re-infundidas en los pacientes (Figura 6). Ademas, los vectores de terapia
génica desarrollados en las Gltimas décadas (ver mas adelante) permiten realizar una modificacion
genética estable y segura de estas células, sin que se vea afectado durante este proceso las
funciones y caracteristicas de las células T.

4.1.1 Terapia con TCR transgénicos

Las células TCR-T se disefian predominantemente para expresar una cadena TCRa y una
cadena TCRp transgénicas para que reconozcan antigenos tumorales presentado en moléculas
MHC utilizando generalmente un vector viral (y-retroviral o lentiviral). El concepto surgio de la
clonacion de TCRs con especificidad tumoral presentes en los TILs (Zhao and Cao, 2019). Esta
terapia celular adoptiva permite la redireccion genética de la especificidad de los linfocitos T
frente a antigenos presentes en las células tumorales como carcinoma de células escamosas de
es6fago de Nueva York (NY-ESO-1), antigeno asociado a melanoma MAGE-A3/A10 y Antigeno
1 del tumor de Wilms (WT1), con resultados muy interesantes en melanoma, mieloma mdaltiple y
leucemia mieloide aguda, entre otros. En la actualidad, existen mas de 140 ensayos clinicos
(ClinicalTrials.gov, Global-T-Cell-Therapy-Market, 2021) con TCRs frente a diferentes
neoplasias, especialmente tumores sélidos (melanoma y otros), quiza debido al tremendo éxito
que han tenido las células CAR-T frente a los tumores hematoldgicos, pero con bajo éxito frente
a tumores sélidos (Zhang and Wang, 2019). Asi, podemos encontrar varias grandes farmacéuticas
(Medigene, Bellicum Pharmaceuticals, Kite Pharma, Immatics y Adaptimmune Therapeutics,
TScan, entre otras) implicadas en el desarrollo de productos frente a diferentes antigenos
tumorales utilizando esta estrategia de TCR sintéticos, actualmente en fases I/Il (Global-T-Cell-
Therapy-Market, 2021).

La principal ventaja de esta estrategia reside que puede reconocer antigenos intracelulares
presentados en el complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de tipo | (HLA-A, B, C) de
todas las células nucleadas. EI TCR transgénico que reconozca un péptido terapéuticamente
relevante, por ejemplo, el antigeno altamente inmunogénico NY-ESO-1, es presentado por un
tipo especifico de HLA-A (Raza et al., 2020) y activard sefializacion del TCR sintético,
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provocando la expansion de esas células T. Esto supone una ventaja frente a las células CAR-T,

que, en principio, s6lo pueden reconocer antigenos de membrana.

Esta terapia consigue ratios de proliferacion ex vivo mayores que los TILs, con un
fenotipo menos agotado al no haber estado continuamente enfrentandose al tumor, pero no siendo
eficaces en aquellos tumores donde hay una regulacion a la baja de los antigenos tumorales o de
las moléculas MHC clase I. Existe ademas una cierta dificultad de aislar esos TCR-especificos
frente a antigenos tumorales sin que se produzca una reaccion cruzada con tejidos sanos. Por otro
lado, la purificacion y expansion de grado GMP de las células TCR-especificas supone un desafio
(Zhao et al., 2021).

Dado que los tumores sélidos presentan una alta heterogeneidad antigénica. Existen
grupos que buscan la identificacion de todos los TCR de neoantigenos de un determinado tumor
(Li and Ding, 2020) y la generacion de poblaciones T-TCR especificas para todos ellos (Sim et
al., 2020). Sin embargo, estas aproximaciones aun requieren de tecnologias con un alto coste y

que son dificiles de implementar en clinica.

Por otro lado, la presencia del TCR end6geno puede limitar la eficacia de las células T-
TCR principalmente de dos maneras: mediante la competencia por el complejo CD3, reduciendo
la expresion de TCR transgenico en la superficie y mediante el apareamiento incorrecto entre las
cadenas TCR enddgenas y transgénicas pudiendo generar nuevos TCR con autorreactividad y

alorreactividad, comprometiendo asi la terapia (Zhao and Cao, 2019).

4.1.2 Terapia con Receptores antigénicos quiméricos (CARS)
Dado que esta terapia es el objeto de mejora de esta Tesis, tanto la biologia como los
éxitos, efectos secundarios y alternativas de las células CAR-T serdn desarrolladas en los

préximos apartados. Aqui se presenta una vision global de dicha terapia.

La modificacion de las células del sistema inmunitario con receptores quimérico
antigénico (del inglés Chimeric Antigen Receptor, CAR) ha revolucionado completamente el
campo de la terapia celular desde 1992. Prueba de ello es que, a dia de hoy, cinco productos CAR-
T frente a neoplasias hematoldgicas han sido aprobados desde 2017 como medicamentos de
terapias avanzadas tanto por la FDA como por la EMA, con mas de 900 y 300 ensayos clinicos

para diferentes tipos de cancer hematoldgico y tumores sélidos, respectivamente.

En principio, gracias a la versatilidad de las terapias CAR-T, se podria aplicar frente a
cualquier antigeno extracelular, incluso en combinacién con otras modalidades de inmunoterapia.
Existen CAR-T frente a mas de 100 dianas diferentes, tanto hematoldgicas (CD19 siendo el
mayoritario, CD20, CD22, BCMA, CD38, CD4, CD7, CD30, CD33, CD123 entre otros) como
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para tumores sélidos (Mesotelina, EGFR, GPC3, MUCI, GD2, CEA, EpCAM, IL13R02, PSMA,
CAIX...entre otros) (Zhao and Cao, 2019).

La terapia con células CAR-T suponen hoy en dia una nueva esperanza en pacientes con
leucemias y linfomas refractarios tras varias lineas de tratamiento, y podria llegar en el futuro, no
solo a establecerse como alternativa terapéutica para aquellos tumores donde otras estrategias no
han tenido éxito, sino como primera linea de actuacion, sobre todo en tumores altamente
agresivos. En la actualidad, las terapias con CAR-T en tumores hematoldgicos se centran en
aquellos pacientes refractarios a las diversas lineas de tratamiento aprobadas, incluyendo varias
lineas de inmunoterapia como los inhibidores puntos de control inmunitario (ICIs) y/o los
anticuerpos monoclonales frente a CD20, CD22 o CD19.

Como se explicé anteriormente, a pesar de su alto impacto en el tratamiento de diferentes
tipos de tumores, la eficacia de los ICls es muy a menudo incompleta o inexistente en pacientes
con baja TMB y con mejores respuestas en tumores con alto TMB, siendo por tanto este Gltimo
tipo de tumores la diana principal de los ICIs (Figura 7, sefialados en gris). Por otro lado, los
pacientes con tumores con baja TMB, como LLA, responden muy bien a inmunoterapia con
anticuerpos dirigidos frente a CD22 y CD19. Esto sugiere que los tumores con baja TMB (Figura
7, sefialados en rojo) pueden ser una buena diana para las terapias CAR-T (Sadelain, Riviére and
Riddell, 2017).

Sin embargo, una respuesta altamente eficaz frente a los canceres solidos ain sigue siendo
un reto, debido a factores como la alta heterogeneidad, localizacién/encapsulamiento del tumor y
un TME altamente inmunosupresor. Ademas, la gran mayoria de los antigenos diana de la terapia
con células CAR-T para tumores solidos se expresan en tejidos sanos vitales para el individuo.
Esto no aplica de igual manera a los tumores hematol6gicos, donde la heterogeneidad es mucho
menor, son mas accesibles y en el caso de los tumores tipo B, el tipo celular que expresa el

antigeno diana (células B) no compromete fatalmente la vida del paciente.
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Figura 7. Relacion de carga mutacional tumoral (TMB), frecuencia de neoantigenos y prediccion del

éxito de aplicacién de terapia con células CAR-T en tumores con bajo TMB (en rojo) y tumores con
alto TMB (ICls, inhibidores de punto de control inmunolégico). Adaptada de Sadelain, Riviére and Riddell,
2017.

4.2 INGENIERIA DE OTRAS CELULAS DEL SISTEMA INMUNITARIO

4.2.1 Células NK-CAR

Las células NKs suponen una poblacidn heterogénea y citotoxica, cuya activacion no
depende tampoco de HLA, como en las células CAR-T. Las células NK no requieren el
reconocimiento del antigeno tumoral o la expansion clonal antes de destruir las células
cancerosas. Las sefiales inhibidoras mas importantes para las células NK estan mediadas a través
de sus receptores de tipo inmunoglobulina (KIR) asesinos, que reconocen el complejo principal
de histocompatibilidad /antigenos HLA de clase | en células aut6logas. Los receptores activadores
se unen a ligandos expresados en las células tumorales e inducen la activacion de las células NK
(Abbas, Lichtman and Pillai, 2018).

Una alternativa interesante es el uso de células NKs alogénicas procedentes de corddn
umbilical o sangre periférica principalmente para mejorar la respuesta antitumoral, ya que las
células de los pacientes suelen estar agotadas y las células NK tienen una capacidad intrinseca de
reconocer y eliminar células tumorales que han perdido HLA- clase I, uno de los mecanismos
tipicos de escape antitumoral (Xie et al., 2020). Liu y colaboradores (2020) consiguieron que el
73% de los pacientes tratados con células NK de sangre de cordon umbilical y modificadas para
expresar el CAR frente a CD19 y la citoguina IL-15 respondieran duraderamente sin observar los

efectos secundarios mas tipicos de la terapia con células CAR-T, como el CRS o neurotoxicidad
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(NCT03056339) (Liu et al., 2020). Ademas, podemos encontrar una primer fase | de ensayo
clinico usando la linea celular, NK-92, modificada para expresar un CAR-CD3z-CD28 frente a
HER2 contra el glioblastoma recurrente administrado de forma intratecal (CAR2BRAIN,
NCT03383978) (Boyiadzis et al., 2017) que estd actualmente en marcha (Gltima actualizacion
septiembre 2020).

4.2.2 Macrofagos-CAR

Los macrofagos son otro tipo celular del sistema inmunitario innato muy interesante, con
una alta penetrancia en los tumores sélidos, aunque, los macréfagos infiltrados en tumores tienen
un fenotipo inmunosupresor (M2). Fuera del entorno tumoral, los macr6fagos son efectores y
reguladores centrales del sistema inmunitario innato, capaces de fagocitar, producir citotoxicidad
celular, secretar moléculas proinflamatorias y presentar antigenos a las células T, promoviendo
asi la respuesta antitumoral adaptiva y mediando directamente la citotoxicidad por anticuerpos
monoclonales. Varios grupos han desarrollado estrategias de inmunoterapia antitumoral
utilizando ingenieria de monocitos y macrdéfagos (revisados por (Anderson et al., 2020).
Actualmente, se ha conseguido modificar macréfagos humanos aut6logos, transducidos con un
adenovirus como vehiculo del CAR-CD3z para el tratamiento de tumores sélidos HER2+, que se
encuentra en ensayo clinico fase | (NCT04660929). Estos macréfagos, de fenotipo
proinflamatorio M1, consiguieron polarizar a los macr6fagos M2 del TME, realizar presentacién
cruzada y estimular a las células T, no s6lo eliminando directamente el tamafio del tumor sino
también generando una respuesta adaptativa, por lo que se presenta como una alternativa muy

potente a la terapia con células CAR-T (Klichinsky et al., 2021).
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5 RECEPTORES DE ANTIGENO QUIMERICOS (CARS)

Las células CAR-T son células T derivadas del paciente (autlogas) transducidas con un
vector generalmente viral que codifica para un receptor antigénico quimérico (CAR) que va a
reconocer un antigeno concreto de cualquier naturaleza (peptidico, glucidico, especifico de tumor,
viral, etc). El reconocimiento del antigeno diana por el CAR activa a la célula T, provocando la
liberacion de citoquinas y lisis de las células diana de una manera independiente de presentacion
antigénica en MHC, por lo que puede utilizarse frente a tumores que dejan de expresar MHC
como mecanismo de escape tumoral. Estas células son modificadas y expandidas ex vivo y re-

infundidas de nuevo en el paciente tras una linfodepleccién previa (Figura 6, CAR).

5.1 ESTRUCTURAY BioLOGIA DE LoS CARS

Un receptor de antigeno quimérico (CAR) es un receptor sintético modulable que,
generalmente combina la especificidad de unién de los anticuerpos monoclonales con la funcién
efectora dada por diferentes dominios de sefializacidén capaces de activar a las células T de una

manera independiente de MHC (Larson and Maus, 2021a).

Estructuralmente podemos diferenciar tres dominios: un dominio extracelular
(ectodomio) o de reconocimiento, un dominio transmembrana y un dominio de sefializacion o
endodominio (Figura 8). EI dominio extracelular estd compuesto, generalmente, por un péptido
lider y un fragmento variable de cadena sencilla (scFv) que contiene las regiones variables de las
cadenas pesada y ligera de un anticuerpo monoclonal y que determina la especificidad del CAR.
Dicho dominio extracelular estd unido al dominio transmembrana a través de una region
espaciadora. La region transmembrana consiste en una hélice alfa hidrofobica, generalmente
procedente del receptor CD8, y determina en gran medida la estabilidad del receptor CAR. A
continuacion, se incluyen los dominios intracelulares que determinan la actividad y sefializacion
de la célula T-CAR. La evolucion del desarrollo de los CARs en las Gltimas tres décadas permite
agruparlos en cinco generaciones basadas en la estructura y composicion de este endodominio
(Figura 8).

5.1.1 Evolucidn de las células CAR-T y funcionalidad

La primera generacion de CAR fue desarrollada entre 1989 a 1993 por los inmundélogos
ZeligEshhar y Gideon Gross en el Weizmann Institute of Science (Israel) (Styczynski, 2020). El
primer desarrollo fue publicado en 1989 (Gross, Waks and Eshhar, 1989), era un receptor
constituido por las regiones constantes de células T (TCR) (Ca y CB) fusionadas con regiones
variables de inmunoglobulina (Ig), VH y VL. En este concepto "pre-CAR", la formacion del

dominio de reconocimiento de antigeno VH-VL requeria el emparejamiento de dos
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construcciones individuales, hecho que es eliminado luego en la primera version del CAR. Asi,
en 1993, se publica la estructura del primer CAR (Eshhar et al., 1993), denominado “T-Body”.
(Braendstrup, Levine and Ruella, 2020).

Este CAR inicial incluia tnicamente un dominio de sefializacién basado en la cadena
cadena ( del cluster de diferenciacion 3 (CD3(), el cual contiene tres motivos de activacion a
inmmunotirosina (ITAM), los cuales son fosforilados por la proteina tirosina quinasa especifica
de linfocitos (Lck) dentro del dominio citoplasmico de CD3. El primer ensayo clinico con células
CAR-T que se probo en pacientes, fue con células T que expresaban un CD4-CD3( CAR para la
eliminacion de células CD4+ infectadas con HIV, utilizando una molécula CD4 fusionada a la
cadena vy del receptor Fc (FcRy) para redirigir las células T a gp120 en 1994 (Braendstrup, Levine
and Ruella, 2020). Sin embargo, estos CAR de primera generacion no lograron reducir la carga

viral en pacientes durante periodos prolongados.

Al mismo tiempo se estaban desarrollando CARs frente a diversos antigenos tumorales
y, a pesar del buen funcionamiento ya que esta cadena sola puede entregar una sefial potente en
ausencia de otros componentes del complejo TCR-CD3 (las cadenas vy, 8 y &), resultd en una
ineficiente produccion de IL-2 y por tanto, con muy baja capacidad de proliferacion y efecto

antitumoral in vivo (Eshhar et al., 1993).

Poco después entre 1995-2004 (Braendstrup, Levine and Ruella, 2020), se generaron
CARs de segunda generacion que incluian un dominio coestimulador, ademas del CD3(. Dentro
de los mas frecuentes podemos encontrar derivados de la familia de CD28 (CD28 e ICOS) y de
la familia del receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR), como son CD137 (4-1BB), CD134
(OX-40) o CD27, en un intento de imitar la coestimulacion que se proporciona durante el
reconocimiento de TCR por las células presentadoras de antigeno (APC), mejorando asi la
proliferacion y citotoxicidad (CD28) y/o persistencia (4-1BB) (Figura 8).

Se ha observado que los CAR-CD28 provocan una activacion mas fuerte que los CAR-
4-1BB, pero menos sostenida, con un fenotipo mas efector, alta produccién de IL-2 y mayor
capacidad citolitica. Las células CAR-CD28 son también mas sensibles a niveles bajos de
antigeno, en deterioro de una limitada persistencia, con mayor muerte celular inducida por
activacién y sefializacion tonica (Brentjens et al., 2013). Las células CAR 4-1BB son mas
persistentes; con fenotipo mayoritariamente memoria central, menor agotamiento y una

regulacion positiva de los miembros de la familia Bcl-2.

Es probable que estos fenotipos sorprendentemente distintos surjan de la activacion de
diferentes vias descendentes. En las células T normales, 4-1BB normalmente inicia la
sefializacion aguas abajo a través del reclutamiento de factores asociados a TNFR (TRAF) y con

ello, las rutas de NF-kB y MAPK quinasas; CD28, por el contrario, emite sefiales a través de la
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via fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K)/Akt (Lindner et al., 2020). Se presume que estas rutas se
conservan en las células T con CAR, pero es posible que cuando estos dominios se colocan en el

contexto de una construccion CAR, también activen otras rutas (revisado en Lindner et al. 2020).

Sin embargo, estas hipdtesis contrastan con los resultados de Salter y colaboradores donde
analizaron los eventos de sefializacion inducidos por estimulacion de células CAR-T CD8+
humanas primarias que expresan CARs CD28/CD3( 0 4-1BB /CD3( por espectrometria de masas
(LC-MS/MS) y encontraron que ambos CARs activaban los mismos intermediarios de la
sefializacion. Asi, la estimulacion de las células T CAR CD28 / CD3( provocé una fosforilacion
mas répida e intensa de los intermediarios de sefializacién, ademas de una mayor fosforilacion
basal de la cadena CAR CD3( y de Lck asociado a ese dominio. Por tanto, los autores concluyen
gue no se trata tanto de que activen vias de sefializacion de fosfoproteinas divergentes, sino que
dichas diferencias funcionales estan relacionadas mas bien con la fuerza de sefializacién y la
cinética (Salter et al., 2018).

En cualquier caso, las células CD28 CAR-T se diferencian a un fenotipo mas efector con
un perfil metabdlico glucolitico aerdbico, mientras que 4-1BB CAR-T se diferencian a un
fenotipo memoria central con incremento en biogénesis mitocondrial y un metabolismo oxidativo
(Kawalekar et al., 2016). Segun este perfil, las células 4-1BB CAR T, menos citotdxicas, pueden
ser particularmente Utiles para tumores de alta densidad de antigenos, mientras que las CD28-
CARs pueden tener una funcion mas relevante donde hay una densidad de antigeno de superficie

baja 0 donde el CAR tiene un dominio de unién de baja afinidad.

De laidea de combinar las actividades complementarias de los dominios de CD28 'y 41BB
surgen la tercera generacion de células CAR-T. En 2005, el equipo de Brenner incorpora dos
dominios coestimuladores, con el objetivo de aumentar la potencia del CAR estimulando la
produccion de citoquinas. Los primeros ensayos con estas células se llevaron a cabo para tratar
linfomas y céancer de colon. Sin embargo, existe cierta controversia (Braendstrup, Levine and
Ruella, 2020).

Por un lado, en un ensayo clinico con células antiCD19-CAR-T comparando las dos
generaciones, la tercera generacion mostré una expansion y persistencia mejorada en pacientes
(Ramos et al., 2018). Sin embargo, en otro estudio frente a CD22, la segunda generacion fue
superior (Haso et al., 2013) por lo que se deduce que la eficacia de la terapia no esta limitada a
los dominios coestimuladores (ni tipo ni numero) y que influyen otros factores como la diana,
avidez del anticuerpo y que la mejor combinacion debe ser determinada para cada terapia
especifica. En la actualidad se esta llevando a cabo un ensayo clinico para comparar el uso de
células CD19 CAR-T de segunda o tercera generacion (NCT01853631).
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La activacion de las células CAR-T tras la unién al antigeno provoca un cambio
conformacional en su estructura, lo que le permite reclutar a Lck inicialmente y fosforilar los
dominios de sefializacion intracelular, formando una sinapsis inmunoldgica no clésica, con menor
tamario, sin generar el clister de Lck (tipico de la sinapsis inmunoldgica del TCR) sino con patrén
mas desordenado, asociado a una rapida bajada de PKCd y a un inicio de la respuesta y separacion
de la célula diana mas rapidos que en el caso de la sinapsis clasica del TCR (Benmebarek et al.,
2019).

Tras dicha activacion inicial, se desencadena una reaccion en cascada de sefializacion
(que depende de los dominios intracelulares) y promueve la respuesta citotdxica a través de
mecanismos sinérgicos: la exocitosis de granulos liticos (perforina, granzima, dependiente de
flujo de calcio), la expresién de ligandos de la familia del factor de necrosis tumoral (eje Fas/Fas-
L, TRAIL, independiente de flujo de calcio) y secrecion de citoquinas (como IFNy, que puede

sensibilizar a las células del estroma tumoral) (Benmebarek et al., 2019).

Por otro lado, encontramos ademas células CAR T de cuarta o quinta generacion, que
estan basados en los CARs de segunda generacion pero que incluyen ademas dominios de
sefializacién de receptores de citocinas o expresion constitutiva o inducible de citoquinas
inflamatorias o proteinas relevantes, como interleuquina-12 (IL-12), I1L-18, IL-15,

metaloproteasas, entre otras (Lindner et al. 2020).

La cuarta generacion de CARs surge de la expresion de IL-12 a la construccion del CAR
de segunda generacion, a través de un promotor NFAT sintético (por activacion de la célula Ty
respuesta a IL-2) y se conocen como células T redirigidas para la muerte mediada por citoquinas
universales (TRUCKSs, del inglés, T cell Redirected for Antigen-Unrestricted Cytokine initiating
killing) o CAR-armados. Esta coexpresion de IL-12 aumenta la activacion de las células T, y
permite ademas reclutar y activar células de inmunidad innata para atacar a células del cancer

antigeno-negativas (Chmielewski and Abken, 2020).

La quinta generacion de CAR incluye un dominio truncado de la cadena beta del
receptor de IL-2 citoplasmatico con un sitio de union al factor de transcripciéon STAT3. De modo
que, cuando se activa la célula T a través del CAR, este receptor simultaneamente activa al TCR,
a través del CD3z, dominio coestimulador CD28 y la via de sefializacién JAK-STAT3/5,
mimetizando las tres vias de activacion fisioldgicas intrinseca de los linfocitos T. Actualmente se

esta investigando su eficacia y seguridad (Kagoya et al., 2018)(Tokarew et al., 2019).
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Figura 8. Estructura en las diferentes generaciones del CAR. La proteina CAR contiene un dominio
de unién al antigeno extracelular (formado por VH y VL) unidos por una secuencia linker, una secuencia
espaciadora, un dominio transmembrana (TM) y un dominio de sefializacién intracelular. El fragmento
variable de cadena sencilla (scFv) reconoce a los antigenos tumorales. EI dominio de sefializacion es un
complejo de activacion de células T intracelular que consta de CD3( y moléculas coestimuladoras, que
modulan la cascada de sefializacion aguas abajo de la activacion de células T tras la union al antigeno. En
cada nueva generacién de CAR, se modifica la sefializacion y se afiade una nueva caracteristica. La primera
generacion de CAR incluia la porcion scFv y el endodominio de sefializacion de CD3(. La segunda
generacion de CAR afiadié una molécula coestimuladora (como CD28, 4-1BB o ICOS para aumentar la
persistencia y eficacia. La tercera generacion de CAR contiene CD3( y dos dominios coestimuladores (por
ejemplo, CD28 y 4-1BB). La cuarta generacion de CAR (también llamados TRUCKS) contienen
modificaciones adicionales que permiten la expresion de diferentes citocinas de manera constitutiva o
inducible por activacion (a través del factor nuclear de células T activadas, NFAT). La quinta generacion
de CAR se basa en la segunda generacion, con la adicion de un fragmento del receptor p de IL-2 (IL-2Rp)

el cual tiene un sitio de unién de STATS3, y activara la sefializacion de citoquinas via JAK/STAT.

5.2 NUEVOS DISENOS DE CELULAS CAR-T

Cada modulo de la estructura CAR influye en la funcién de la célula CAR-T tanto de
forma independiente como sinérgica. Las combinaciones especificas de cada célula CAR-T son
las que determinan la funcionalidad, efectividad y seguridad de esa terapia, pudiendo modular la
avidez y afinidad del ectodominio, longitud y flexibilidad de la region espaciadora, cinética y la

dindmica de la activacion de la via de sefializacidn a través de los dominios citoplasmaticos y
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afectando asi en mayor o menor medida a las caracteristicas especificas de las células CAR-T

(Jayaraman, Jayapriya, MichaP. et al., 2020; Lindner et al., 2020).

5.2.1 Nuevos disefios en el ectodominio

La afinidad scFv es un parametro clave que ha sido modulado para mejorar la
especificidad del CAR y que junto con la avidez y su expresion en la superficie de la célula T,
son determinantes en la reactividad del CAR y en su toxicidad, que es de particular importancia
cuando el antigeno objetivo se expresa de forma ubicua en tejido sano. En el caso de los CARs
comerciales, se ha utilizado un ScFv que procede de anticuerpos clinicamente validados (derivado
del FMC63 frente a CD19) aunque no todos los ScFv sirven para sefializar el CAR (Fujiwara et
al., 2020).

Un ScFv en el contexto CAR puede ser estructuralmente diferente del scFv soluble porque
esta anclado en las membranas de las células T mediante un dominio de bisagra y un dominio
transmembrana. Los scFv son dimeros de dominios variables unidos por un péptido flexible y que
se asocian mediante interacciones hidr6fobas. En algunos casos, las regiones del marco hidr6fobo
favorecen la agregacion del receptor CAR en la superficie de las células T, lo que conduce a la
activacion de las células T independiente del antigeno, llamada "sefializaciéon ténica", y
finalmente deriva en un agotamiento prematuro de las células T y la pérdida de la eficacia de la
terapia (Long et al., 2015; Ajina and Maher, 2018).

Long et al. (2015) compararon la actividad citotdxica in vitro e in vivo de un anti-
CD19CAR vs antiGD2-CAR, observando que, si bien generaban una respuesta in vitro similar,
la sefializacion independiente de antigeno podia agotar a las células CAR-T y limitar su eficacia
in vivo. Dicha sefializacién tonica tiene diversos grados dependiendo del CAR vy esta causada por
el clustering o auto-agregados de CARs en la superficie celular. Ademas, se sabe que los scFv
son sensibles al intercambio de dominios, un fenémeno en el que dos dominios variables de
diferentes scFv se asocian entre si y puede conducir a la oligomerizacion de CAR.

Por otro lado, existe un problema de inmunogenicidad (Larson and Maus, 2021a), ya que
los ScFv son de origen murino. Complejas estrategias de humanizacion de los scFv consiguen
reducir y/o evitar esta respuesta. Los CAR especificos de CD19 humanizados han demostrado ser
efectivos en el 64% de los pacientes que recayeron después del tratamiento con CAR-T CD19
clasicos (murinos). Por otro lado, los regimenes de linfodeplecion antes de la infusion de células
CAR- T se han utilizado en la practica clinica como un medio para eliminar las células

inmunosupresoras han evitado la inmunogenicidad frente al ScFv murino.

Otra aproximacion interesante combina el potencial de la célula CAR-T con la
selectividad de la terapia con TCRs sintéticos. Las células CAR-T con scFv similares a TCR que

reconocen la o-fetoproteina han mostrado fuertes efectos inhibidores de tumores en el tratamiento

64



del céncer de higado. Se han generado una plataforma de células CAR-T cuyo dominio
extracelular es capaz de reconocer péptidos presentados en MHC, consiguiendo asi, reconocer
antigenos intracelulares que tan importantes son para la terapia frente a tumores sélidos y por otro
lado, evitar emparejamiento incorrecto de TCR modificados con TCR enddgenos, lo que
mejoraria la seguridad (Liu et al., 2017).

Ademaés, se han generado nuevas células CAR-T con otras moléculas diferentes al ScFv
como dominios de unién. Por ejemplo, se han utilizado anticuerpos de un solo dominio (sdAbs),
nanoanticuerpos, receptores y ligandos naturales (como NKG2D, FTL3L o basados en citoquinas)
u otro tipo de dominios proteicos como DARPIns (revisados en Hanssens et al., 2021) (Figura
9).

5.2.2 CARs multi-diana
Para evitar uno de los mecanismos de escape tumoral por pérdida del antigeno al que esta
dirigida la terapia o bien, para mejorar la seguridad ya que los antigenos pueden encontrarse en
tejido sano. Podemos encontrar varias aproximaciones (Figura 9):
e Pooled CAR-T: se administran varios productos de células CAR-T al mismo paciente.
o Multi-CARs: estas células T expresan mas de una molécula CAR en la superficie
denominandose duales si co-expresan dos tipos.
e Tandem-CARs. En esta estrategia, el ectodominio estd conformado por multiples
dominios de union a antigenos en una sola molécula de CAR. Se han utilizado multiples
scFv, con el riesgo de un posible emparejamiento cruzado entre si de las cadenas VL y
VH de los diferentes, por lo que otras combinaciones como scFv/ ligandos naturales se

han utilizado para minimizar este posible fallo en la terapia. (Kang et al., 2020).

5.2.3 Células CAR-T programadas enddgenamente: Split-CARs

Durante la ultima década, han surgido los equivalentes bioldgicos de las puertas l6gicas
booleanas OR, AND y NOT. La puerta OR esta disefiada para prevenir el escape de antigeno en
lugar de aumentar la especificidad, pero las puertas AND y NOT estan disefiadas para incrementar
la especificidad tumoral.

Sin embargo, estas estrategias tienen sus inconvenientes. Para la puerta AND, en la que
la 'sefal 1' (CD3() y la 'sefial 2' (coestimulador) se dividen en dos CAR separados: la sefial 1 por
si sola es suficiente para desencadenar la activacion de los subconjuntos de células T de memoria
y efectoras en el producto de ingenieria genética, mientras que la adicion de la sefial 2 aumenta la
respuesta y permite la activacion de células CAR-T (Figura 9). Esto implica que la pérdida de
cualquiera de los antigenos diana disminuira la actividad del producto, aumentando el riesgo de

escape del tumor (Hanssens et al., 2021) .
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Para la puerta NOT, en la que un segundo CAR proporciona una sefial supresora, es un
desafio encontrar un objetivo ideal asociado con tejidos sanos que estd ausente en los tumores y
disefiar una sefial inhibidora suficientemente potente para el NOT (Figura 9).

Tales limitaciones han estimulado el disefio de un nuevo sistema logico de proteinas y
circuitos genéticos més avanzados, como el receptor Notch sintético (SynNotch, un receptor que
cuando se activa, libera generalmente un factor de transcripcion) y sistemas inducibles por
hipoxia, en los que de tipo condicional (“IF/THEN") por 1o que el encuentro con un antigeno o
condicion especifico induce la expresion funcional de un CAR especifico de segundo antigeno

que es capaz de mediar la activacion completa de las células T (Figura 9).

5.2.4 Ceélulas T CAR Universales

Las células CAR-T universales (UCARS) constituyen otra estrategia para controlar
exdgenamente la actividad de las células T, abordar el problema de la pérdida de antigeno tras la
terapia y los diferentes antigenos de un tumor heterogéneo. En este disefio, la parte de
reconocimiento de la diana no esté predefinida en el modulo del CAR. En general, estos uUCARTS
expresan un CAR con la estructura cléasica, con su dominio transmembrana y dominios
intracelulares, sin embargo, el dominio extracelular suele ser una proteina (por ejemplo, un
anticuerpo) que se une al receptor anclado a la membrana de la célula T (como puede ser CD16,

FcRIIN) y al antigeno tumoral (Tokarew et al., 2019).

Este abordaje permite un control externo por parte del clinico tanto en dosis como en
tiempo, que dependeré de la vida media esta molécula extracelular, lo cual es una desventaja en
el caso del uso de los anticuerpos, ya que tienen una vida media relativamente larga.
Desafortunadamente, también podrian activarse por IgG presentes en el entorno de la célula CAR-
T, por lo que los uCARs que han llegado a fase clinica | estan paralizados por la FDA por temas
de seguridad.

Para evitar esto, han disefiado otras estructuras basadas en mdultiples y diversas
interacciones como puede ser basadas en avidina-biotina, anticuerpos anti-FITC, o anti- péptido,

entre otras (revisadas en Liu, Zhao and Song, 2019; Hanssens et al., 2021).
SUPRA-CARS

Una de las versiones mas elegantes de los uCAR son los SUPRA-CAR (del inglés, Split-
Universal-Programmable CAR): CARs ajustables y programables que permiten regular la
actividad de la célula CAR-T. Este SUPRA-CAR esta basado en la interaccién de las proteinas
cremallera de leucina, (ZIP, del inglés leucine zipper), por lo que tendremos un médulo zip-CAR
y otro madulo zip-Fv, y que simplemente cambiando este zip-Fv (Figura 9). permite activarse

por multiples antigenos tumorales, modular la afinidad de dichas cremalleras y con ello, la
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actividad de la célula SUPRA-CAR-T y permitir todas las combinaciones de puertas l6gicas AND
y OR (Cho, Collins and Wong, 2018). Las células SUPR-CAR-T activadas también podrian
desactivarse cuando sea necesario afiadiendo un zipFv competitivo que no contenga scFv de unién
a antigeno.

La eficacia de este sistema ha sido demostrada in vitro en in vivo en modelos murinos de
leucemia y tumor sélido, y es necesario un ensayo clinico para confirmar el vasto potencial de
estas células SUPRA-CAR-T (Cho, Collins and Wong, 2018).

OR-CAR AND-CAR IF/THEN-CAR
I
Daominio Dominio
1 2
= v
Pooled CARs Multi-CARs Tamdem-CARs Split CAR SynthNotch-CARs
Cambios en el ectodominio CARs Universales ﬂ
< 3
S >
- -
SUPRA
CARs
ScFv SdAbs Receptor Ligando
natural natural

Figura 9. Representacidn de los nuevos disefios de CARs mas relevantes. Arriba, izquierda. OR-CAR:
la célula CAR-T se activa cuando uno de los dos antigenos esté presente. Pooled (dos tipos de células CAR-
T diferentes), Multi-CARs: la misma célula expresa dos tipos de CAR. Tandem: expresa dos ScFV que
pueden activar a la célula CAR-T. AND-CAR: s6lo cuando estén presentes los dos antigenos, se activaria
la célula CAR-T. IF/Then: Si estd un antigeno, la célula CAR-T expresa el CAR. Abajo,izquierda:
diferentes variaciones de CAR-T cambiando el ectodominio. Abajo, derecha: CARs-Universales. Han sido
ingenierizados para poder modular la respuesta frente a cualquier antigeno afiadiendo un adaptador
especifico.
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6 HERRAMIENTAS DE TERAPIA GENICA PARA GENERAR Y
OPTIMIZAR LAS CELULAS CAR-T

En los diferentes desarrollos de ingenieria de linfocitos o de inmunoterapia génica, se
requieren de herramientas de modificacion genética eficaces y seguras que sean capaces de
introducir el material genético de interés dentro de las células primarias, como lo son linfocitos T
y células NKs, principalmente. Es por tanto, una disciplina de estudio de la terapia génica, la cual
persigue la cura o control de enfermedades mediante la modificacion genética de diferentes
células diana.

La terapia génica puede ser ex vivo 0 in vivo y va a entregar el material genético a través
de diferentes vehiculos denominados vectores, pudiendo clasificarlos como vectores virales y no
virales. Actualmente la ingenieria de linfocitos se centra principalmente en estrategias ex vivo,
aunque algunos grupos trabajan en desarrollar estrategias in vivo (Mhaidly and Verhoeyen, 2019)
y utilizando vectores retrovirales, aunque también existen desarrollos utilizando vectores no
virales (Monjezi et al., 2017).

El campo de la terapia génica ha ido desarrollando multitud de herramientas con la
finalidad de curar patologias tan diferentes como el SIDA, cancer, enfermedades monogenéticas
o enfermedades cardiovasculares. Diferentes patologias requieren modificacion genética de
diferentes tipos celulares y con diferentes finalidades.

Esto se ha traducido en el gran arsenal de herramientas de las que disponemos
actualmente, que permite modificar de manera eficiente y segura la préctica totalidad de las
células diana de interés. Esta “caja de herramientas” con diferentes opciones de vectores permite
el disefio 6ptimo de una estrategia adecuada, eficaz y segura dependiendo del objetivo de la
terapia y la fisiopatologia de la enfermedad

En la presente tesis se hara uso de esta caja de herramientas, en las que el grupo lleva
trabajando muchos afios y donde se han desarrollado varias patentes, para intentar mejorar la
eficacia y seguridad de las células CAR-T. A continuacidn, describimos las herramientas de las
que se dispone para la ingenieria de linfocitos que incluyen vectores virales y no virales junto a
las herramientas de edicidn genémica, para poder entender asi los desarrollos que se realizaran en

la Tesis, asi como su posible aplicacion en combinacion con otras estrategias.

6.1 VECTORES VIRALES

Los vectores virales utilizan la capacidad natural de diferentes virus de introducir su
material genético en las células que infectan. Estos virus son “domados” para que, en lugar de su
material genético, introduzcan en la célula diana el gen/es terapéutico/s. Al eliminar los genes

virales, las particulas del vector viral no son infectivas, por lo tanto, no infectan, sino que
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transducen la célula diana y lo hacen de una manera muy eficiente. Esta caracteristica ha llevado
a estrategias extensas para disefiar vectores virales recombinantes para la entrega de genes

terapéuticos de manera eficaz y segura-

En general, un vector viral estd compuesto por tres componentes y varian para cada

plataforma viral:

1. Cépside y/o envuelta que encapsida el material genético y define el tropismo (el
tipo celular a modificar).

2. Transgen de interés que se va a expresar en las células diana.

3. Casete regulador de expresion y empaquetamiento: contiene los elementos como
el enhancer (potenciador), promotor, y elementos auxiliares necesarios para que

se empaguete en la particula viral, se exprese y/o integre en las células diana.

A continuacion, nos centraremos en describir aguellos que mas se han utilizado en la

ingenieria de linfocitos: los vectores retrovirales.

6.1.1 Vectores retrovirales: y-retrovirales vs lentivirales

Dentro de los vectores retrovirales, destacan los vectores y-retrovirales que derivan del
virus de la leucemia murina de Moloney (MoMLV, MMLV, MuLV o MLYV) o del virus de células
madre murinas (MSCV) y los vectores lentivirales (\VLs) que proceden, principalmente, del virus
de inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) (Milone and O’Doherty, 2018).

Los virus de la familia Retroviridae se caracterizan por su genoma de ARN, que se
retrotranscribe al ADN por la enzima transcriptasa inversa. Este ADN se integra en el genoma de
la célula huésped, lo que permite la expresion del gen de interés a largo plazo tanto en las células
infectadas y su progenie. Esta caracteristica es preservada en los vectores retrovirales, lo cual los
convierte en herramientas muy atractivas para una expresion estable cuando las células se dividen
activamente. En comparacion con los VLs, los y-RVs tienen la desventaja de que sélo pueden
modificar células que estan en division (deben acceder al genoma del huésped durante la mitosis,
cuando se desmonta la envoltura nuclear), mientras que los VLs infectan de la misma manera
células quiescentes o con baja division, que aquellas con alta actividad proliferativa (los VLs
pueden acceder al nicleo mediante el transporte activo a través del poro nuclear por lo que no

necesitan que estén en division para transducirlas).

Como se menciond anteriormente, los vectores virales estdn compuestos por tres

componentes que, en el caso de los vectores retrovirales son:
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1. Una membrana lipidica, procedente de la célula empaquetadora y que contiene a la proteina
de la envuelta Env que le confiere el tropismo al vector.

2. Unnucleo proteinico compuesto por todas las proteinas estructurales (capside, nucleocépside,
etc) y funcionales (transcriptasa inversa e integrasa).

3. EIl material genético que contiene los elementos necesarios para el empaquetamiento en la
particula, el proceso de transcripcion en reverso y la integracion en el cromosoma de la célula

diana, ademés de un promotor y el gen/es de interés (GOI, del inglés Gene Of Interest).

Con esto en cuenta, para la generacion de los vectores retrovirales se utilizan células
empaquetadoras, las cuales actuardn como fébricas de particulas virales, al ensamblar los
diferentes componentes del vector y aportar, ademas, la membrana del virus. Para su produccion
se procede a transfectar las células empaquetadoras (generalmente células 293T) con 3 ¢ 4

plasmidos, dependiendo de la generacidn. Se utilizan los siguientes plasmidos:

1. Plasmido de la envuelta: expresa la proteina de la envuelta seleccionada (a menudo VSV-G),

2. Plasmido/s de empaquetamiento: que contiene los genes necesarios para el empaquetamiento

(gag-pol, rev y tat en 1 plasmido para los vectores de segunda generacion y en dos para la
tercera generacion, sin tat)

3. Vector de interés: contiene el ARNm que incluye la sefial de empaquetamiento (¥), las

sefiales para la transcripcion inversa e integracion, el promotor y el GOI.

La proteina de la envuelta mas utilizada, VSV-G (la glicoproteina G de la envoltura
fusogénica del virus de la estomatitis vesicular), reconoce un receptor expresado de forma ubicua
que fue identificado més recientemente como el receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDL)
lo que hace que tenga un amplio tropismo por diferentes tipos celulares. Sin embargo, los VL-
VSV-G no son eficaces para la transduccion de células T en reposo, por lo que requiere de una
activacion previa con citoquinas y/o via TCR (Amirache et al., 2014). Otras envueltas
ampliamente utilizadas son las derivadas del virus de leucemia murino anfotrépico (del inglés,
amphotropic murine leukemia virus aMLV) y del virus de la leucemia del mono gibon, (del inglés,
gibbon ape leukemia virus GaLV).

El plasmido vector (el que expresa el ARN que se va a empaquetar en la particula viral)
de interés tiene que tener una arquitectura adecuada: el promotor y el GOI deben estar flanqueado
por dos LTR (Long terminal repeats) en 5’ y en 3’. Otros elementos clave son la sefal de
empaguetamiento (%), el cual permite la encapsidacion del ARN viral durante el ensamblaje de

la particula viral y finalmente secuencias claves para la transcripcién inversa y la integracion.

En el caso de los vectores autoinactivados (SIN, del inglés self-inactivating, se

introdujeron deleciones en el U3 del 3’LTR por lo que, una vez que se ha integrado el genoma
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dentro de la célula diana y por el proceso de retrotrasnscripcion, tendremos dos LTR sin la region
U3, la cual contiene la secuencia promotora/enhancer del LTR. (Milone and O’Doherty, 2018).
Ademés, en los VLs de tercera generacion o clinicos, se elimina el requerimiento de Tat
(regulador transcripcional) y se utiliza un 5’LTR quimérico, eliminando el U3 e incluyendo un
promotor fuerte como puede ser CMV para la expresion del ARNm del vector en las células

empaquetadoras.

La integracion en las células, en la mayoria de los retrovirus no es del todo aleatorio,
con una preferencia comun por sitios activos de la cromatina. Los y-RVs tienen preferencia por
sitios cercanos al inicio de transcripcion, los VLs lo hacen de manera homogénea en la zonas

transcripcionalmente activas (Recchia et al., 2007).

Los vectores y-retrovirales se utilizaron para los primeros ensayos con células TILs
modificadas con un y-RV a finales de la década de 1990 (Rosenberg et al., 1990) y en el primer
ensayo clinico con células CAR-T, frente a CD4 para el tratamiento de pacientes VIH+ en 1994
(Mitsuyasu et al., 2000)(Braendstrup, Levine and Ruella, 2020). De hecho, actualmente hay dos
productos CAR-T aprobados por la FDA (Yescarta y Tecartus). Sin embargo, los vectores
lentivirales se han convertido desde entonces en el virus de eleccion para muchos laboratorios,
debido a su mayor eficiencia de transduccion y expresion transgénica en las células T y seguridad
como ser refleja en los cuatro ATMPSs generados por vectores lentivirales: tres de células CAR-T
(Kymriah, Breyanzi y Abecma) y uno de células CD34+ autologas que codifica el gen de BA-
T87Q-globina (Zynteglo).

La seguridad de los vectores lentivirales para modificacion genética de las células T
(Marcucci et al., 2018) queda muy patente en el mayor ensayo clinico “natural”, y es que, hasta
la fecha, ningun paciente con SIDA, infectado con VIH, ha desarrollado una leucemia de células
T como consecuencia de insercion preferencial del propio virus. Este hecho, se corrobora por los
resultados clinicos que se tiene en el campo de la ingenieria de linfocitos, con méas de 10 afios de
experiencia modificando células T (tanto para terapia CAR como para expresar un TCR sintético
de tumor NY-ESO-1, MART-1, WT-1, en fase I/1l) (Milone and O’Doherty, 2018; Braendstrup,
Levine and Ruella, 2020).

Sin embargo, la insercion de los VLs puede interrumpir genes, que pueden ser deletéreos
o, al contrario, ofrecer una ventaja terapéutica. Es el caso de un paciente con leucemia linfocitica
crénica que participaba en un ensayo clinico de células T-CAR CD19 en el que se le detect6 una
poblacién clonal de CAR-T (94% de las células T de sangre periférica derivaban de un solo clon)
que era la responsable de su remisién. Al analizar el sitio de insercién, ésta ocurrié dentro del

locus de la metilcitosina dioxigenasa TET2, lo que provocé la pérdida de la funcion del gen. Esta
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interrupcion hizo que las células CAR-T se mantuvieran en un fenotipo de memoria central,
exhibiendo un mayor crecimiento in vitro y mayor secrecion de citoquinas. Afortunadamente, la
expansion clonal masiva remitio hasta niveles basales, revelando una potencial diana terapéutica
y un aspecto interesante para analizar entre respondedores y no respondedores de la terapia CAR-
T (Fraietta et al., 2018).

6.1.1.1 Eficaciay estabilidad de la expresion
En cuanto a eficacia, tanto los y-RV como los VLs generan muy buenos porcentajes de
transduccion y una alta estabilidad de expresion que dependen mas del promotor utilizado y del

GOl que del tipo de vector retroviral utilizado (Vargas et al., 2016)

En el contexto de ingenieria de linfocitos, la expresion del CAR o del TCR especifico
dada por los y-RV no SIN (que utilizan el promotor viral del LTR para expresar el CAR) va a ser
muy alta, lo cual es necesario para aquellos CAR o TCR de baja afinidad, o una baja expresion
antigénica que va a requerir de una maxima expresion del receptor terapéutico. Sin embargo, una
expresion exacerbada y no regulada del CAR puede conducir al agotamiento de las células T
(Eyquem et al., 2017; Weber et al., 2021a) y puede hacer que el CAR sea mas reactivo contra
tejido sano de baja expresion. Por lo tanto, generar una expresion del CAR maés regulada permitira
generar células CAR-T con mejor capacidad antitumoral. Para ello, se dispone de todo un arsenal
de vectores y-RV y VLs autoinactivados (SIN) que incorporan diferentes tipos de promotores que
pueden aplicarse de manera distinta en funcion del tipo de CAR y/o tipo tumoral (Gomes-Silva
etal., 2017).

6.2 EDICION GENOMICA EN INGENIERIA DE LINFOCITOS

La edicidn gendémica es un conjunto de técnicas que permiten re-escribir el genomay que
esta revolucionando los campos de la biotecnologia y la biomedicina. Con estas técnicas es ya
posible eliminar uno o varios genes o incluso reparar mutaciones concretas de manera muy eficaz
y segura. Estas herramientas, basadas en diversas nucleasas especificas como las nucleasas dedos
de zinc (ZFNs), TALENs o CRISPR/Cas, estan siendo también aplicadas a la ingenieria de

linfocitos con diferentes finalidades:

Generacion de células T alogénicas (TCRko). La gran mayoria de los desarrollos de
ingenieria de linfocitos consisten en terapias personalizadas, autélogas, por lo que supone también
un alto coste, un largo tiempo de produccion (entre 3 y 4 semanas) que depende del estado de los
linfocitos T, los cuales se suelen encontrar muy agotados tanto por la enfermedad como por los

tratamientos previos, con baja capacidad de expansién, generando asi un producto subéptimo.
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Una de las alternativas a la terapia aut6loga consistiria células T-CARs alogénicas;
eliminando el TCR mediante herramientas de edicion gendmica. Estas estrategias pretenden
generar una terapia “off-the-shelf”, es decir, generar un banco de células CAR-T alogénicas
procedentes de donante sano, con diferentes tipos de HLAS que abarquen a la gran mayoria de la
poblacion y estén listas para ser inoculadas en cualquier momento que se necesite. En esa
direccion ya existen bancos de células T especificas para ciertos virus, situacion que podria
aplicarse con las células CAR-T, como es el caso de células CAR-T frente a CD123 para el
tratamiento de la leucemia mieloide aguda (LMA) que ademas son especificas para ciertos virus

que suelen causar la muerte en los pacientes de LMA (Li et al., 2019).

Células CAR-T resistentes a diferentes mecanismos de inmuno-supresion. Las
herramientas de edicion gendmica han sido también muy Qtiles para conferir nuevas propiedades
a las células CAR-T, no solo evitar una potencial enfermedad de injerto contra huésped sino
también para evitar inmunosupresion e incrementar la persistencia realizando el knock-out de
diferentes moléculas como PD-1/PD-L1, CTLA-4, LAG-3, receptor de adenosina A2 o receptor
de TGF-beta, TGFBR?2, entre otras (Pavlovic et al., 2020).

Actualmente en ensayo clinico fase | podemos encontrar células CAR-T “universales”
frente a CD19 y CD123, denominadas UCART19 (en fase I/11) y UCART123, respectivamente,
generadas con TALENSs para eliminar las moléculas del TCR y CD52 (importante para
deplecionar los linfocitos previos del paciente) en el primer CAR y s6lo TCR en el segundo
producto (ambos de Cellectis). Ademas, utilizando CRISPR/Cas9, se han generado células CAR-
T frente a CD19 y combinaciones con CD20 y CD22 eliminando TCR y/o B2M frente a linfomas
y células universales CAR-T anti-mesotelina para tumores sélidos, eliminando también PD-1
(Chinese People’s Liberation Army General Hospital) (revisado en Depil et al., 2020). Por otro
lado, el primer ensayo fase | utilizando CRISPR/Cas9 (2020), utiliz6 células T con TCR sintético
frente al antigeno tumoral NY-ESO-1, eliminando ademéas el TCR y PD-1 (Stadtmauer et al.,
2020).

Sin embargo, a pesar de que el uso de herramientas gendmicas para la edicion de células
abre un enorme abanico de posibilidades, especialmente gracias a la versatilidad y eficacia de
CRISPR/Cas9, el uso de herramientas de edicion gendmica no esta exento de efectos secundarios
(como grandes deleciones o posibles recombinaciones cromosdmicas al eliminar varias dianas al
mismo tiempo) que pueden comprometer seriamente la viabilidad y seguridad de la terapia, y que
deberian caracterizarse y evaluarse exhaustivamente ante dicha posibilidad (Qasim et al., 2017;
Kosicki, Tomberg and Bradley, 2018).
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7 TERAPIA CAR-T PARA NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS

Actualmente, la inmunoterapia utilizando células CAR-T se ha convertido en una
estrategia muy prometedora para el tratamiento del céncer, especialmente para leucemias
linfoides de tipo B refractarios y/o recidivantes, como se enfatiza con cinco medicamentos de

Terapia Avanzada (ATMP) oficialmente autorizados.

No es sorprendente que las células CAR-T se hayan dirigido inicialmente al tratamiento
de neoplasias malignas hematoldgicas, dada la extension de antigenos de superficie conocidos
expresados en estos tipos de canceres, asi como la relativa facilidad de seguimiento del tumor y
la preferencia natural de migracion de las células T a drganos hematoldgicos, como son la sangre,

la medula désea y los ganglios linfaticos (Maus et al., 2014).

La terapia con CAR-T frente a tumores sélidos aun constituye un reto. Frente a los mas
de 900 ensayos clinicos frente a tumores hematolégicos, s6lo hay 320 ensayos contra tumores
solidos (ClinicalTrial.gov, acceso junio 2021), y ningun producto CAR-T aprobado, debido a que
hay mas barreras que superar. Entre estas limitaciones, las mas importantes son la heterogeneidad
antigénica de cada tumor y paciente, lo que deriva en la dificultad de encontrar diversas dianas
comunes, el potente microambiente inmunosupresor (TME) y el acceso limitado de las células
CAR-T al tumor.

Tras los primeros disefios y modificaciones genéticas de células T con CARs en los
inicios de los afios 1990, el primer ensayo clinico para tratar pacientes con un CAR de segunda
generacion no fue hasta 2011-2012, en el Children’s Hospital de Philadelphia junto con la
Universidad de Pensilvania. Liderado por el inmundlogo Carl June, se generaron células CAR-T
autologas frente al antigeno CD19 procedentes de los PBMCs de una paciente de 7 afios con una
LLA refractaria, recidivante y ya desahuciada (Braendstrup, Levine and Ruella, 2020). Fue la
primera vez que, a pesar de todos los efectos secundarios graves, Emily Whitehead, consiguio
una remision completa hasta el dia de hoy, hace nueve afos, con lo que actualmente conocemos

como Kymriah.

7.1 CELULAS CAR-T COMERCIALES: INDICACIONES, ESTRUCTURA Y COMPOSICION

A dia de hoy, podemos encontrar cinco productos CAR-T que han sido aprobados desde
2017 como medicamentos de terapias avanzadas tanto por la FDA como por la EMA:
tisagenlecleucel (tisa-cel, Kymriah, Novartis), axicabtagene ciloleucel (axi-cel, Yescarta, Kite-
Gilead), brexucabtagene autoleucel (brexu-cel, Tecartus, Kite-Gilead) y lisocabtagene maraleucel

(liso-cel, Breyanzi, Bristol Myers Squibb) dirigidos frente al antigeno CD19 para el tratamiento
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de neoplasias de linaje B refractarias, mientras que idecabtagene vicleucel (Abecma, Bristol

Myers Squibb) ha sido aprobado frente al antigeno BCMA en mieloma multiple refractario.

A principios de este 2021, un CAR de desarrollo académico por investigadores del
Hospital Clinic en Barcelona (Castella et al., 2019, 2020; Ortiz-Maldonado et al., 2021) ha sido
aprobado por la Agencia Espafiola del Medicamento (AEMPS) para el tratamiento de LLA. Se
trata del producto ARI-0001, siendo el primer CAR académico en ser aprobado en el mundo y

ademas, el primer y Unico producto CAR-T indicado para mayores de 25 afios.

Todos los ATMPs comerciales, excepto Abecma, estan dirigidos frente el pan-antigeno
CD19 de células B. Se trata de una glicoproteina de 95kDa que junto con CD21 y CD81 actua
como co-receptor del receptor de la célula B (BCR) y esta presente en el 100% de todos los
tumores hematoldgicos tipo B, como leucemia linfobléstica aguda (LLA), leucemia linfocitica
cronica (LLC) y otros linfomas No-Hogdkin (LNH), con un patrén mas amplio que CD20 o
CD22, lo que la coloca como una diana muy atractiva para la tecnologia CAR (Figura 2). En
ocasiones se utiliza tras el tratamiento con Rituximab (mAb anti-CD20), siendo tumores con
pérdida de dicho antigeno (ver Tabla 4). Sin embargo, CD19 es una proteina necesaria para el
desarrollo de células B normales y la transduccion de sefiales.

Tabla 5. Afio de aprobacion del uso del ATMP-CAR-T frente a los diferentes tumores hematolégicos

CD19+ por una agencia reguladora.

Tumor CD19+ Kymriah | Yescarta | Tecartus | Breyanzi | ARI-001
LLA-B 2017 2017 2021
LDCGB 2018 2017 2021

Linfoma de mediastino 2017

LF 2018 2021 2021

LCM 2020

A continuacidn, describiremos brevemente los diferentes ATMP-CAR en cuanto a
composicidn, indicacion terapéutica y la eficacia obtenida (Tabla 6). Sin embargo, y
desafortunadamente, estos productos no estan exentos de causar efectos secundarios graves, y en
algunos casos, provocando la muerte o complicaciones que deben ser tratadas durante toda la

vida, como veremos mas adelante (ver apartado 7.3.1).

Kymriah. Gracias a los resultados tan prometedores en los primeros ensayos clinicos
denominados ELIANA, la FDA aprob6 en 2017 el primer CAR anti-CD19 (CTLO19,
Tisangeleucel), desarrollado por la Universidad de Pensilvania en colaboracidon con Novartis, para
el tratamiento de leucemia linfoblastica aguda en pacientes pediatricos mayores de 3 afios y
jovenes adultos hasta 25 afios, post-transplante o en recaida. Kymriah fue aprobada también por

la EMA y en mayo de 2018 para el tratamiento de linfoma refractarios y recidivantes, tras el
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ensayo clinico JULIET (Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios-Kymriah,
2018).

Kymriah es un producto autlogo de células T/ células mononucleares de sangre
periférica (PBMCs) modificadas ex vivo utilizando un vector lentiviral autoinactivado con
envuelta VSV-G, que codifica para un CAR antiCD19 de segunda generacion (clon FMC63) con
el dominio coestimulador 4-1BB (Tabla 6). Se utiliza el promotor EFla para expresar el CAR en
las células T modificadas. El tiempo de manufactura es de aproximadamente 22 dias y cuesta
entre 375-475 000 $ dependiendo de si el tratamiento es para un paciente con LLA o LDCBG, ya
que las dosis requeridas son diferentes: para el primer caso, dependiendo del peso, hasta un
maximo de 0,1 a 2,5 x 108 de células T CAR-positivas viables, mientras que una dosis 0,6 a 6 x

108 células T CAR-positivas viables es necesario para los pacientes con linfoma.

La administracion de Kymriah ha reportado una remisién completa en el 62% de los
pacientes LLA y en el 40% de los pacientes LDCGB, detectando células CAR-T entre 2-9 afios
en la sangre periférica de los pacientes (AEMPSs).

Yescarta. Axicabtagene ciloleucel, Axi-cel o KTE-019, ha sido desarrollado por Kite-
Pharma y aprobado en octubre de 2017 por la FDA como una inmunoterapia de células T/PBMCs
autologas modificadas genéticamente con un vector y-RV pseudotipado con V-Gal para expresar
un CAR antiCD19 (clon FMC63) y dominio coestimulador, regién bisagra y transmembrana de
CD28. Dicho CAR se expresa bajo un promotor viral, el MSCV. El tiempo de generacion de este
producto es aproximadamente de 17 dias con un coste de 373,000$ utilizando Gnicamente una
aféresis fresca (no congelada). La administracion de Yescarta ha generado remisiones completas
en el 39%-74% para LNH y LF, respectivamente en el ensayo clinico ZUMA-1, con una
persistencia en los pacientes de 3 meses y dosis en el intervalo de 1 x 10° — 2 x 10° células
CAR+/kg de peso (AEMPs, Ficha Técnica Yescarta). Ha sido recientemente aprobado en China
(23 junio 2021) como la primera terapia comercial con células CAR-T.

Tecartus. Brexu-cel, o académicamente conocido como JCARO017, ha sido también
desarrollado por Kite-Gilead como una mejora de Yescarta en el ensayo ZUMA-3 frente a linfoma
de manto, aprobado para su uso en 2020. Tanto el vector y-RV como la estructura del CAR son
idénticos a Yescarta, aungue se hace una seleccion previa de células CD4 y CD8 antes de la
transduccién con las particulas virales, mientras que en la generacién de Yescarta se modifican
directamente PBMCs. Se utiliza una dosis de 2 x 10 células T viables positivas para CAR por kg
de peso corporal, con un maximo de 2 x 108 células T viables positivas para CAR consiguiendo
una remision completa en el 62% de los pacientes con una deteccion en los pacientes de entre 3 a

24 meses (Ficha Técnica Tecartus, EMA).
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Breyanzi, Lisocabtagene maraleucel, desarrollado por Bristol Squibb Meyers y
recientemente autorizado este 2021, es un producto de células T aut6logas, de composicion
definida de células T CD4 y CD8 purificadas (criopreservadas por separado e inoculadas juntas)
que expresan el CAR anti-CD19 (clon FMC63), region bisagra de 1gG4, dominio transmembrana
CD28 y 4-1BB como dominio co-estimulador, en el contexto de un SIN-VL con envuelta de VSV-
G. Ademas, incluye la expresion de un marcador de seguridad y seleccion, el receptor de factor
de crecimiento epidérmico EGFR truncado (tEGFR), para que las células CAR-T puedan ser
deplecionadas con el anticuerpo Cetuximab en caso de toxicidad tras la infusion. Administrando
dosis de 50 a 110 x 10° células T viables positivas para CAR (que constan de células T viables
positivas para CAR 1: 1 de los componentes CD8 y CD4) se esti obteniendo una remision
completa en el 54% de los pacientes y una durabilidad de 2 afios por ahora (Ficha técnica
Breyanzi, AEMPs).

ARI-001. En marzo de 2021, la AEMPS aprueba el uso del CAR-T ARI-0001, como
medicamento de terapia avanzada de fabricacion no industrial desarrollado por el Hospital Clinic
junto a la promocion del Institut d’Investigacions Biomeédiques August Pi i Sunyer (IDIBAPS).
Es el primer CAR de desarrollo académico que ha sido aprobado en Europa y el Unico aprobado
para la LLA refractarios/recidivantes en pacientes mayores de 25 afios, generando un 70% de
remisiones completas frente a LLA y 50% frente a LNH. Este producto consiste en células T
autologas, muy similar a Kymriah, pero modificando células T aisladas (CD4 y CD8) e utilizando
un scFV frente a CD19 de desarrollo propio (clon A3B1) y dominio transmembrana y bisagra de
CDs.

Este CAR debe su nombre a Ari Benedé, una joven paciente con LLA que muri6 a los 18
afios en 2016 y que, gracias a ella y su madre, propulsaron la investigaciéon de la terapia con

células CAR-T para conseguir implantarla en Espafa, entonces sélo disponible en EEUU.

En el ensayo clinico CART19-BE-01 (Ortiz-Maldonado et al., 2021), donde se han
incluido pacientes con ALL, pero también con LNH y 1 paciente con LLC, prueban inocular la
dosis en tres partes: un 10% a dia 0 y 30% y 60% en las segunda y tercera fraccion con la intencion
de minimizar y controlar mejor uno de los efectos secundarios mas graves, la tormenta de

citoguinas o CRS. Actualmente se esta ensayando frente a mieloma maltiple.
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Tabla 6. Comparativa de las caracteristicas estructurales/técnicas de los diferentes ATMPs

aprobados.
ATMP: Kymriah Yescarta Tecartus Breyanzi ARI-001
ScFv (clon) FMC63 FMC63 FMC63 FMC63 A3B1
Bisagray TM CD8a CD28 CD28 1gG4/CD28 CD8a
Co- CD3z-41BB CD3z-CD28 CD3z-CD28 CD3z-41BB CD3z-41BB
estimulacion
Formulacion PBMCs PBMCs Células T Células T Células T
(CD4+y CDA4:CD8 (ratio (CD4+y
CD8+) 1:1) CD8+)
Vector SIN-VL v-RV v-RV VL VL
Promotor EFla MSCV MSCV EFla EFla
Envuelta VSV-G GaLVv GaLVv VSV-G VSV-G
Otros - - - tEGFR -
elementos
Persistencia 1-9 afios 3 meses 3-24 meses 2 afos ND
Respuesta LLA LNH:39% 62% 54% LLA:70%
Completa LNH: 40% LF:74% LNH: 50%
Ensayo clinico ELIANA/ ZUMA-1 ZUMA-2 TRANSCEND CART19-
JULIET BE-01
Tiempo 22 dias 19 dias 15 dias 24 dias 10 dias
manufactura*
Coste 475,000 - 373,000$ 373,000$ $410,300 90 000 -100
373,000 $ 000 €*

+, Los tiempos pueden variar dependiendo del paciente. *Precio de coste, estimado. LLA:

leucemia linfoblastica aguda. LNH: linfoma No-Hodgkin. LF: linfoma folicular. PBMCs: células

mononucleares procedentes de sangre periférica.

7.2 GENERACION Y MANUFACTURA DE CELULAS CAR-T A GRAN ESCALA DE GRADO CLINICO

Parte del éxito de la terapia radica en conseguir la adecuada transduccion y expansion de

las células del paciente, el cual es a menudo, un paciente muy castigado con uno o varios

tratamientos previos ademas de un periodo de tiempo considerable luchando contra el cancer por

lo que su sistema inmunitario puede verse comprometido y a veces, no se ha alcanzado un nimero

suficiente de células CAR-T necesarias para el tratamiento, o el paciente ha fallecido en el tiempo

de produccién y manufactura (10-20% de los pacientes que se someten a la leucoféresis,
Bersenev, 2017; Zhang et al., 2018).
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El proceso de manufactura comienza con una leucoféresis de sangre periférica. A
continuacion, se pueden separar los PBMCs o los linfocitos T (con bolitas magnéticas antiCD4 y
antiCD8, con una mayor pureza y eliminado células inhibidoras y contaminantes (Terry Fry,
NCBI)), y son activados ex vivo durante 48h con antiCD3/CD28 en presencia de un coctel de
citoquinas (IL-2 o IL7/IL-15). Aungue no hay un protocolo concreto aprobado por la FDA, el
cultivo con IL7/15 han dado mejor eficacia terapéutica al tener un producto menos diferenciado,

méas memoria (Gargett and Brown, 2015; Roddie et al., 2019)

Posteriormente, las células T o PBMCs se modifican con vectores y se expanden en un
biorreactor entre 7-11 dias hasta alcanzar un numero de células establecido. Se obtendra un
producto mixto con células CAR+ y CAR-, policlonal desde un punto de vista del TCR, con una
cierta proporcion de CD4 y CD8 y un fenotipo méas indiferenciado, memoria o efector
dependiendo del material de partida. A continuacién, se realizan los analisis pertinentes de
caracterizacién y control microbioldgico e inmunol6gico como corresponde a un producto GMP
con vectores virales (como nimero de copias integradas por genoma, presencia de particulas
virales replicantes o presencia de VSV-G libre) (Roddie et al., 2019; Castella et al., 2020)

Durante ese periodo de produccion, el paciente es linfodeplecionado en régimen de
guimioterapia preventiva (con ciclofosfamida/fludarabina) lo que, por un lado reduce la
posibilidad de desarrollar el sindrome de lisis tumoral, al reducir la cantidad de células tumorales
y por otro, favorecera la expansion in vivo de las células CAR-T administradas (evita la
competencia de las células T y las células CAR-T por las citoquinas), eliminando también la
presencia de células T reguladoras, que puedan comprometer la terapia (Gattinoni et al., 2005).
El paciente recibird generalmente una sola dosis, aunque a veces pueden ser administradas en

varias (ensayo clinico ARI, Ortiz-Maldonado et al., 2021).

A lo largo de los afios, se ha evolucionado de un cultivo estatico de las células CAR-T y
manual, semicerrados (G-Rex) a utilizar dispositivos/biorreactores cerrados y automaticos que no
requieren una sala blanca para la produccion de células CAR-T, como es el caso del biorreactor
CliniMACS Prodigy (Zhang et al., 2018; Roddie et al., 2019).

7.3 LIMITACIONES DE LAS TERAPIAS CAR-T FRENTE ACD19

A pesar de los resultados tan increibles con las terapias CAR-T frente a CD19, existen
efectos secundarios téxicos muy graves que, en ocasiones, han provocado la muerte de pacientes.
Por otro lado, existen ciertas limitaciones de las propias terapias que comprometen la eficacia
que, sumado a los mecanismos de escape tumoral hace que un 40-60% de los pacientes tratados

con célula CAR-T no alcancen remisiones completas a largo plazo.
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7.3.1 Limitaciones de las terapias CAR-T frente a CD19: efectos secundarios

Respecto a las toxicidades tanto a corto como a largo plazo, podemos clasificarlas en on-
target/on-tumor (resultado directo de la accion del CAR sobre la diana) y on-target/off-tumor

(interaccion del CAR con su antigeno diana no expresado en células malignas).

Las dos toxicidades clinicas distintivas asociadas con la terapia con células CAR T son la
tormenta de citoquinas (CRS, del inglés Cytokine Release Syndrome) y la neurotoxicidad, y

ninguna de las dos fue anticipada en los modelos animales antes de su translacion a clinica.

En algunos casos, la neurotoxicidad o la insuficiencia multiorganica asociada al CRS
pueden ser letales. Una alta carga tumoral y una mayor expansiéon de células CAR T se han
correlacionado con grados més altos de CRS. En general, los CAR con un dominio de
coestimulacion 4-1BB parecen causar menos neurotoxicidad y CRS que aquellos con un dominio
de coestimulacion CD28 (Choi and Lee, 2020).

Sindrome de liberacion de citoquinas (CRS). La tormenta de citoquinas se manifiesta
tipicamente en pacientes dentro de la primera y segunda semana de terapia con células T con CAR
frente a CD19, BCMA o0 CD22 (incluso desde las primeras horas tras la infusién) hasta un mes
después y lo hace como fiebre, hipotensién e insuficiencia respiratoria con niveles elevados de
citoquinas en suero. Esta reaccion es consecuencia directa de la activacion de las células CAR-T
y de la respuesta de los pacientes a esa activacion. La intensidad (siendo los grados 3 y 4
considerados como graves) y cinética de esta tormenta de citoquinas depende de diferentes
factores que incluye desde el tipo de neoplasia hematoldgica (especialmente en LLA, que genera
un CRS sistémico), carga tumoral, dosis de CAR-T inoculadas, estado previo del sistema
inmunoldgico, flora intestinal, régimen de linfodeplecion e influencia del dominio coestimulador
(Schubert et al., 2021). En general, parece que el CRS es mas frecuente en CARs-CD28 que en
CARs-4-1BB, aunque en ocasiones se han detectado CRS mas graves (mas de grado 3) con estos
altimos (Tabla 7).

Las citocinas principalmente implicadas en la patogénesis del CRS incluyen a la
interleucina-6 (IL-6), IL-10, IFN-y, proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) y el factor
de estimulacion de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF). Otras citocinas, incluyendo
al factor de necrosis tumoral (TNF-a), IL-1, IL-2 e IL-8 también se elevan durante el CRS (Morris
et al., 2021).

Sindrome de neurotoxicidad asociado a células efectoras, ICANS (del inglés, Immune
effector Cell-Associated Neurotoxicity Syndrome) es el segundo evento adverso mas comunmente
observado relacionado con la terapia de células T-CAR y aparece entre el 60% y el 70% de los
pacientes tratados (Santomasso et al., 2018). EI ICANS se caracteriza por niveles elevados de
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citoquinas en el liquido cefalorraquideo y alteracion de la barrera hematoencefalica y con
frecuencia aparece asociado al CRS. Todos los datos apuntan a que la hiperactivacion de las
células mieloides tiene un papel clave en el desarrollo de ICANS después de la administracion de
células CAR-T (ver mas adelante). Clinicamente, el ICANS se manifiesta como pérdida temporal
de la memoria de trabajo, delirio, convulsiones y, en raras ocasiones, edema cerebral agudo y
hemorragia. En el caso de la neurotoxicidad mortal debida a edema cerebral, la incidencia es del
3% después del tratamiento de células CAR-T, independientemente de si es con construcciones
CD28 0 41BB y en todos los casos, un CRS grave estaba ligado a un ICANSs grave (Morris et al.,
2021).

Aplasia de células B y citopenias. Otras complicaciones pueden estar causadas por la
actividad on-target duradera de las células CAR-T. Al estar CD19 presente en las células B
normales, puede originarse una hipogammaglobulinemia por una aplasia de células B a largo

plazo, que, aunque es tratable y bien tolerado, produce citopenias e hipogammaglobulinemia.

Por otro lado, se han observado citopenias de grado >3 y neutropenias febriles de grado
>3 enel 31% y el 17% de los pacientes tratados en los ensayos ZUMA-1 (Yescarta) y JULIET
(Kymriah). Las citopenias generalmente ocurren dentro de los primeros 30 dias después de la
infusion de células, pero pueden tardar meses o posiblemente mas en resolverse (ocurre en 30%
de los pacientes tratados con Kymriah y Yescarta). Es por ello que se estan aplicando tratamientos
profilacticos antivirales, antibacterianos y antifingicos durante al menos 1 afio de la terapia con
CAR-T y con infusiones mensuales de inmunoglobulina G en aquellos pacientes con infecciones
virales frecuentes e inoculacion del factor estimulante de colonias granulociticas (G-CSF) en las

neutropenias prolongadas (Yafez, Sanchez-Escamilla and Perales, 2019).

Sindrome de lisis tumoral (TLS, del inglés Tumor Lysis Syndrome). Por otro lado, esa
alta eficacia a la hora de eliminar las células tumorales, provoca la liberacién de una gran cantidad
de iones intracelulares y productos metabdlicos al torrente sanguineo que pueden generar un fallo
renal agudo y sistémico. Se ha observado en mayor frecuencia en pacientes que no han recibido

un régimen de condicionamiento previo.

Anafilaxia e inmunogenicidad. La gran mayoria de los CARs, incluyendo todos los
CARs comerciales, contienen una parte no humana (el ScFV, de origen murino) por lo que puede
existe un riesgo de reaccion alérgica, aunque es poco frecuente (sélo en aquellos casos donde se
han re-infundido varias dosis de células CAR-T) si que se han notificado (Maus et al., 2014). Sin
embargo, si que se han detectado anticuerpos (HAMA, del inglés Human Anti-Mouse Antibodies)
frente a los antiCD19CAR tras la infusion en los pacientes, aunque no parecieron afectar a la
eficacia y persistencia de la terapia. A pesar de ello, algunos grupos estan desarrollando
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anticuerpos humanizados para sustituir ese ScFv murino y evitar asi posibles riesgos de
inmunogenicidad (Maude et al., 2016).

Sindrome de activacion de macrofagos (MAS). Resulta dificil de distinguir del punto
final de la activacion masiva provocada por la tormenta de citoquinas, ya que a menudo, los
criterios de diagndstico de CRS de grado >3 solapan para el diagndstico de este sindrome y
también esta causado por una activacion y proliferacion excesiva de células T y macréfagos. Se
trata de una linfohistiocitosis hemofagocitica con niveles muy elevados de ferritina, asociada a
un dafio renal, pulmonar y/o hepatico, muy graves, potencialmente mortales que suele aparecer a
los 15-20 dias post-infusion (Morris et al., 2021).

Recientemente se ha generado un modelo murino con células CAR-T (frente a CD22)
deficientes en perforina, que recapitulan la respuesta hiperinflamatoria bifésica (primero CRS y
después MAS), con citoquinas proinflamatorias elevadas (IL-1p e IL-18 entre otras) tras la
eliminacion in vivo de la leucemia, con esplenomegalia y presencia de hemofagocitos lo que
supone un modelo muy interesante desde un punto de vista mecanistico y terapéutico (Morris et
al., 2021). Curiosamente, las células CAR-T con deficiencia de perforina aumentaron una cascada
proinflamatoria compleja, que incluyé un aumento de los niveles circulantes de IFNy, una
regulacion positiva de los miembros de la familia IL-1 y cambios inflamatorios secundarios que
recuerdan las firmas de expresion génica informadas en pacientes con HLH y MAS (Ishii et al.,
2020).

Genotoxicidad por el vector

Las células CAR- T son generadas por la transduccion (modificacion genética) con un
vector viral (y-retroviral y lentiviral) que se insertan pseudoaleatoriamente en el genoma de las
células ya que los y-retrovirales si que tienen preferencia por sitios cercanos al inicio de la
transcripcion y podria constituir un problema, aunque hasta la fecha, no se ha reportado ningin

caso de mutagénesis por insercién en ninguna célula T madura o célula CAR-T.

Por el contrario, los VVLs derivan del virus del VIH y no han mostrado preferencia por
ningun sitio concreto de la eucromatina, sin observarse transformacion ninguna relacionados con
lentivirus en mas de 190 afios de seguimiento acumulativo de pacientes tratados con células T
modificadas por ingenieria genética (Marcucci et al., 2018) ni tampoco en pacientes con

infectados con VIH por lo que hace que la modificacion con VVLs sea, a priori, muy segura.
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Tabla 7. Porcentajes de efectos secundarios graves de la administracion de los siguientes ATMPs.

Kymriah Yescarta Tecartus Breyanzi  ARI-001
CRS (grado 3 0 més)” LLA: 48% LNH: 11% 18% 4% LLA:13.2%
LNH: 23% LF: 13% LNH: 25%
ICANs (grado 3o més)* LLA:10% LNH: 32 % 37% 12% LLA: 2.6%
LNH: 11% LF: 31% LNH: 0
Hipo -y-globulinemia* LLA: 53% 16% 16% 32% LLA: 78.9%
LNH: 44% LLA: 75%
Infecciones graves™ LLA: 48% 19% 30% 19% 21%
(Grado 3 0 més) LNH: 34%
Reacciones LLA: 7.9%
fatales/muerte 3.48%" 4.31%"* 4.8% 1.49 % LNH: 0

*Datos obtenidos de las fichas técnicas de los ATMPs. *, datos obtenidos de Cai et al., 2020.

7.3.1.1 Fisiopatologia de las principales toxicidades de la terapia con CAR-T

Tras el reconocimiento de la diana, las células CAR-T se activan para producir citoquinas,
como el interferon-y (IFNy), el factor estimulante de colonias de granulocitos y macr6fagos (GM-
CSF), proteina gquimioatrayente de moncitos (MCP), el factor de necrosis tumoral (TNF) y otros
factores solubles mediadores de la inflamacidn (por ejemplo, catecolaminas) que pueden activar
macrdéfagos y tejidos circundantes (Figura 10). Ademas, los patrones moleculares asociados al
dafo (DAMPs) liberados por las células tumorales son reconocidos por los receptores de
reconocimiento de patrones (PRR) en los macrofagos y pueden amplificar ain més su activacion.
De una manera dependiente del contacto, el CD40 expresado en macréfagos puede ser acoplado
por el ligando CD40 expresado en células CAR T (CD40L) y promover la activacion de
macrofagos. Estos macrofagos activados secretan mediadores inflamatorios, entre los que se ha
demostrado que la IL-6, IL-1 y el 6xido nitrico (NO) producido por la éxido nitrico sintasa
inducible (iNOS) estan directamente implicados en la patologia del sindrome de liberacion de
citocinas (CRS) y contribuyen a su implicacion (Morris et al., 2021). Estas citocinas pueden
impulsar la patologia sistémica del CRS debido a su capacidad para enviar sefiales a una variedad
de tejidos no inmunes como el endotelio, lo que puede resultar en fugas vasculares, hipotension
y una mayor amplificacion de la respuesta inflamatoria por la secrecion de citocinas y quimiocinas
(IL-6, 1L-8, antagonista del receptor de IL-1 (IL-1Ra), ligando 2 y 3 de quimiocinas (CCL2) y
CCL3) y reclutando a monocitos circulantes incrementando asi la acumulacion de macrofagos
activados en el sitio de interaccion entre las células CAR T y las células tumorales (Morris et al.,
2021).

La difusion de citoquinas y la transmigracion de células T con CAR, células T enddgenas

y monocitos activados periféricamente en el liquido cefalorraquideo (LCR) y el sistema nervioso
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central (SNC) en la fase 4, incluida la ruptura de la barrera hematoencefalica (BHE), coincide con
el inicio de ICANS. La neurotoxicidad grave en pacientes se ha correlacionado con niveles
elevados de citocinas proinflamatorias (IL-6, IL-8, ligando 2 de quimiocinas CC (CCL2) y
ligando 10 de quimiocinas CXC (CXCL10) en el liquido cefalorraquideo (Morris et al., 2021).

Dado que el ICANS aparecia con mucha mas frecuencia en pacientes tratados con CARs-
aCD19, inicialmente se pensé en la posibilidad de que CD19 se expresar en partes del sistema
nervioso central. Sin embargo, la existencia de casos de ICANS con células CART dirigidas a
CD20, CD22 y BCMA hacia poco probable esta teoria y sugeria un mecanismo alternativo
(Siegler and Kenderian, 2020). Por otro lado, segun los datos de los ensayos clinicos, no se ha
encontrado que la infiltracion de células CART en el sistema nervioso central se correlacione con
ICANS (Santomasso et al., 2018). De hecho, existen evidencias claras de que la hiperactivacion
de las células mieloides tiene un papel clave en el desarrollo de ICANS después de la
administracion de células CART. Se ha demostrado que IL-1 e IL-6 (citoquinas derivadas de
células mieloides), impulsan la inflamacion sistémica que se correlaciona con el desarrollo grave
de ICANS (Gust et al., 2017). Por otro lado, GM-CSF fue asociada con el desarrollo de ICANS
en el ensayo clinico ZUMA-1 (Neelapu et al., 2017) y el andlisis del liquido cefalorraquideo de
pacientes con ICANS grave mostré un aumento significativo en la infiltracion de células
mieloides. Esta inflamacion impulsada por células mieloides puede provocar activacion endotelial

y disfuncion de la barrera hematoencefalica que se observa en pacientes con ICANS.

Clinicamente, el tratamiento principal para superar el CRS es romper el circuito de
retroalimentacion de las citocinas mediante el tratamiento con un anticuerpo monoclonal frente
al receptor de IL-6, Tocilizumab. Los corticosteroides a menudo también se usan en combinacion
con Tocilizumab para reducir la inflamacion y el edema vasogénico en el cerebro (Siegler and
Kenderian, 2020). Sin embargo, ninguna de estas intervenciones parece bloquear la expansién de

las células CAR T en pacientes.

Se estan investigando intervenciones adicionales para controlar la toxicidad mas allé del
bloqueo del receptor de IL-6, tanto en modelos preclinicos como en ensayos clinicos. La
inhibicion de la sefializacion de GM-CSF (Sterner et al., 2019), ya sea mediante la neutralizacion
de anticuerpos monoclonales (Lenzilumab) o mediante la alteracion genética de las células CAR
T para eliminar GM-CSF, puede limitar el CRS y la neuroinflamacidn. Giavridis et al. y Norelli
et al. han demostrado que la interrupcién de la via de IL-1 con Anakinra, un antagonista del
receptor de IL-1, mitiga tanto el CRS como la neurotoxicidad letal en ratones, se esta probando
clinicamente para prevenir la neurotoxicidad en pacientes tratados con células T CAR (Strati et
al., 2020; Larson and Maus, 2021a). Por otro lado, el uso de Etanercept como inhibidor de TNFa

también esta siendo actualmente evaluado (Siegler and Kenderian, 2020)
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Figura 10. Representacion de los procesos que median la CRS y el ICANSs tras la administracion de

las células CAR-T. Tras el reconocimiento del antigeno tumoral, las células CAR-T secretan TNF, IFN y

GM-CSF principalmente, reclutando y activando a

activacion a través de citoquinas, sefializacién de CD40 y por DAMPs presentes en el TME. De este modo,
la IL-6, IL-1 y NO que producen, van a su vez, a reclutar a mas monocitos circulantes, amplificando asi un
ciclo de activacion masiva. Todo ello, acabara provocando una tormenta de citoquinas y quimioguinas con

dafio vascular. Si este dafio y difusion de citoquinas estd presente en el liquido cefalorraquideo o Sistema

nervioso central, favorecera la neurotoxicidad.

7.3.2 Limitaciones de las terapias CAR-T frente a CD19: falta de eficacia

Produccion de
citoquinas y
quimioquinas

Dario vascular

A

macrofagos, los cuales sufrirdn sucesivas rondas de

terapéutica, persistencia y escape tumoral

La recaida de la enfermedad después de la terapia con células T con CAR anti-CD19 o

anti-CD22 puede ocurrir en hasta el 50% de los

infusion en dos patrones principales: recaida temprana manteniendo el antigeno diana o recaida
posterior, tipicamente asociada con la pérdida de antigeno (Figura 2). Una mayor comprension
de los mecanismos que subyacen a la mala persistencia y/o resistencia a las células T con CAR y

la identificacion de los pacientes con la mayor probabilidad de recaida sera crucial para optimizar

la terapia con células T con CAR.

pacientes con LLA a los 12 meses después de la

Las principales causas de esta falta de eficacia en estos pacientes son:

1. Expansion insuficiente y calidad deficiente del producto de infusion.

2. Falta de persistencia de las células CAR-T in vivo.

8
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Pérdida de expresion de CD19 por parte de las células tumorales.

4. Capacidad intrinseca de las células tumorales de evadir las respuestas inmunitarias.

5. Y en el caso de los linfomas, existe ademéas otro obstaculo adicional debido a su
estructura tumoral que enfrenta a las células CAR-T a un microambiente inmunosupresor

y de dificil infiltracion.

Barrera 1: Limitacion de la terapia asociada a pérdida de la diana

A pesar de las altas tasas de respuesta inicial, las células tumorales han desarrollado
diversas estrategias de escape tumoral, con una pérdida total o parcial de la expresion de la
diana. Por ejemplo, los informes de maltiples ensayos y estudios institucionales han indicado que
entre el 7 y el 25% de los pacientes tratados con linfocitos T CAR dirigidos a CD19 recayeron
con la enfermedad CD19-, aunque no es el Unico caso de terapia CAR-T (Majzner and Mackall,
2018). Los mecanismos de pérdida de CD19 incluyen mutaciones y variantes de corte y empalme
del gen CD19, asi como el cambio de células tumorales de linaje linfoide (células B) a CD19-
mieloide (Gardner et al., 2016; Li et al., 2020). Aunque las mutaciones puntuales son el

mecanismo de resistencia mas comun, no es el Unico.

Por otro lado, se ha descrito un segundo mecanismo denominado trogocitosis (Hamieh
et al., 2019), un proceso activo donde tras el contacto CAR: antigeno, la diana se transfiere a la
propia membrana de las células CAR T. Por un lado, no sélo provoca una bajada de la densidad
de la diana tumoral, sino que también provoca una muerte cooperativa, un fracticidio, donde una
célula CAR-T lisa a una célula CAR-T CD19+. Es un proceso que se ha observado en CARs con
estructura CD28 y 4-1BB, aunque esa pérdida de densidad antigénica tumoral no afecta tanto a

los CAR-CD28, con mas potencia.

Barrera 2: Capacidad intrinseca del tumor de evadir al sistema inmunoldgico y
microambiente tumoral

Las terapias frente a leucemias son las que mejores resultados han tenido principalmente
por la accesibilidad del tumor. Un linfoma o un tumor sélido, debido a su estructura, suponen una
importante barrera, con una menor accesibilidad y un microambiente altamente inmunosupresor.
Los mecanismos implicados en esta inmunosupresion incluyen la produccion de NO y ROS, la
produccion de citoquinas como IL-10, IL-1a, IL-27 0 TGF-, y la presencia de Tregs, Macrofagos
asociados a tumores (TAMSs) y de células supresoras mieloides (MDSCs). Muchos de estos
mecanismos confluyen en los puntos de control inmunitarios tales como el eje PD1/PDL1 o
CTLA4/CD80-86 por lo que evitan asi que haya una baja infiltracion y con baja o nula actividad

citotoxica (Larson and Maus, 2021b).
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Otro mecanismo de resistencia descrito es la pérdida y/o deterioro de receptores y
elementos de las vias de muerte en las células tumorales. La pérdida de FADD, BID y ligando
2 inductor de apoptosis relacionado con el factor de necrosis tumoral (TRAIL2) en las células
tumorales las hace més resistentes a la eficacia de las células T CAR dirigidas a CD19, tanto in
vitro como in vivo, debido a la menor citotoxicidad y proliferacion de las células tumorales.
Ademas, la estimulacion prolongada del CAR por las células de ALL que carecen de una de estas
moléculas receptoras de muerte conduce al agotamiento de las células T (Larson and Maus,
2021a).

Barrera 3: falta de eficacia por una falta de persistencia

La falta de eficacia por tener un producto agotado prematuramente constituye la causa

mayoritaria de las recaidas y donde estan involucradas diferentes elementos.

Un primer desafio es la generacion de un producto autélogo con suficiente calidad para
ser re-infudido eficientemente en el paciente. Normalmente, esta terapia es como poco, segunda
linea de tratamiento, a menudo tras intensos regimenes de poliquimioterapia lo que no ayuda a
unas células T expuestas al tumor durante un largo periodo. El éxito de la terapia se ve
influenciado ademas por el tipo de tumor, por los protocolos de expansion ex vivo, tipo de vector

utilizado y las caracteristicas del CAR que se expresa.

Un estudio de respondedores y no respondedores (con resistencia primaria) a las células
CAR-T dirigidas a CD19 en pacientes con LLC revel6 que las células T en los productos de
infusion de los pacientes no respondedores tenian un fenotipo mas efector, glucolitico, agotado y
apoptdtico mientras que los respondedores poseian mas células con firma méas tipo memoria y

mayor expresion del IL-6R y activador de la transcripcion 3 (STAT3) (Kawalekar et al., 2016).

Todo esto va en la direccion de conseguir células mas indiferenciadas y menos agotadas
desde el proceso de produccion (fenotipo mas Tscm Y Tem), con menor activacion independiente
de antigeno (sefializacion ténica y cronica) y menor muerte celular inducida por activacion

(AICD) como consecuencia de un menor agotamiento.

El agotamiento describe la aparicion de cambios epigenéticos, a menudo irreversibles,
en las células T diferenciadas terminalmente y esta asociado a la expresion de diferentes
moléculas inhibidoras como PD1, Tim3, LAG-3. Fisiolégicamente, el sentido del agotamiento
evita una sobreactivacion de la célula T cuando son estimuladas repetidamente por el autopéptido/
complejo principal de histocompatibilidad (MHC) y se inactivan. Sin embargo, en la lucha frente
a tumor, una exposicion continuada al antigeno, hacen que las células T se agoten y sean

susceptibles a la AICD, disminuyendo drasticamente su potencial citotdxico.

87



Aunque se ha demostrado que las células CAR T se someten a AICD a través de la
interaccion CD95:CD95L, la contraccion de las células T puede ocurrir en ausencia de
sefializacion de CD95, CD95L y TNF, lo que sugiere otros mecanismos y no explica por qué

algunas células CAR-T no persisten lo suficiente (McLellan and Ali Hosseini Rad, 2019).

Fisiol6gicamente, la sefializacion tonica continua de bajo nivel a través de interacciones
entre el TCR enddgeno y las moléculas MHC cargadas con autopéptido constituye un mecanismo
importante para regular la homeostasis de las células T (Garbi et al., 2010). La sefializacion tonica
del CAR, sin embargo, puede definirse como una activacion no coordinada y sostenida de las
células T en una forma dependiente o independiente del ligando. En general, esta causada por una
alta expresion del CAR en la superficie, en ausencia de control espacial y/o temporal de dicha
expresion, por lo que genera una sefializacion celular constitutiva o crénica. Esto puede tener un
efecto deletéreo sustancial en la funcién efectora y la supervivencia de las células T CAR y con

ello, a la capacidad citotdxica (Ajina and Maher, 2018).

La sefializacion tdnica se puede identificar durante la expansion de células T primarias
debido a diferencias en el fenotipo y crecimiento de las células CAR-T en comparacion con las
células T de control por lo que es un parametro importante a considerar en el disefio del CAR, ya

gue puede comprometer la calidad del producto CAR manufacturado.
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8 ESTRATEGIAS PARA INCREMENTAR LA EFICACIAY
SEGURIDAD EN LA TERAPIA CON CELULAS CAR-T

Los datos de seguimiento de la terapia con células CAR-T frente a CD19 demuestra que
solo el 30-50% de los pacientes experimentan un control de la enfermedad a largo plazo, y todavia
no han mostrado una actividad clinica reproducible frente a algunos tipos de linfoma (Vitale and
Strati, 2020) ni frente a tumores solidos (Marofi et al., 2021). Por ello, todavia hay mucho margen
de mejora y existen multiples estrategias que se estan siguiendo con esta finalidad y que pueden

englobarse en 3 categorias:

8.1 INGENIERIA DE PROTEINAS PARA MEJORAR Y CONTROLAR LA FUNCION DE LA PROTEINA
CAR

Este punto ha sido ha sido cubierto previamente en los apartados 5.1 y 5.2 de la presente
introduccidn y sintetizado en la tabla 8, con el mensaje de que de la arquitectura del CAR debe
ser cuidadosamente configurada para cada antigeno con el fin de obtener las mejores condiciones
en cuanto eficacia y seguridad. Cada pardmetro del ectodominio, su ensamblaje, dominios
intracelulares contribuyen a diferentes aspectos criticos en la funcionalidad del CAR y por tanto,
de la terapia.

Tabla 8. Potenciales cambios en los diferentes médulos de arquitectura proteica del CAR para

modular su actividad y funcionalidad de manera sinérgica.

Componente Cambios Parametros que influencia
del CAR potenciales
Ectodominio Tipo Afinidad, Avidez, Sefalizacion tonica, mecanismos de resistencia
(naturaleza) por pérdida de antigeno, inmunogenicidad
Dominios linker, | Tipo y | Formacion de la sinapsis inmunoldgica, estabilidad del CAR,
Espaciador vy | longitud Produccion de citoquinas, AIC, eficacia con tumores de baja
™ densidad antigénica

Expansion inicial

Co-estimulacién | Tipoy nimero | Persistencia
Durabilidad de la respuesta
Sefalizacién: Fenotipo y memoria
Sefalizacién: Potencial antitumoral
Numero de | Eficacia con tumores de baja densidad antigénica
ITAMs dominios Sefializacion: Agotamiento

funcionales Sefializacion: potencial antitumoral
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8.2 MEIJORAS EN LOS PROCEDIMIENTOS DE AISLAMIENTO, CULTIVO Y MODIFICACION
GENETICA DE LAS CELULAS T.

Incluso si un producto de células T con CAR se puede fabricar con éxito, se ha demostrado
que el fenotipo de células T de partida es un determinante importante de la actividad clinica
posterior. La seleccion de células T con fenotipos especificos, por ejemplo, células T de memoria
central (Tcm) 0 de memoria similar a células troncales (Tscm), antes de la fabricacion o la
manipulacién de las condiciones de fabricacion para sesgar la produccion de células T CAR hacia
una poblacion de células T en particular, podria mejorar la probabilidad de generar un producto
exitoso (Sabatino et al., 2016).

Respecto al ratio CD4/CD8, casi todos los productos de células CAR-T se generan
utilizando tanto células CD4+ como CD8+ y ambas poblaciones de células probablemente
contribuyan a la eficacia terapéutica. La proporcion de células T CD4/CD8 puede variar
sustancialmente entre pacientes y también podria afectar el producto de células CAR-T. Por
ejemplo, Breyanzi es un producto de células CAR-T CD4+ y CD8+ manufacturados por separado
para su administracion a los pacientes en una proporcion definida 1:1. El hecho de seleccionar las
células CD4 y CD8 puede mejorar también la presencia de células contaminantes
inmunosupresores derivadas de mieloides que pueden inhibir el crecimiento de las células T y
blastos circulantes (Shah and Fry, 2019).

Por otro lado, la modificacion genética llevada a cabo por vectores lentivirales vs y-
retrovirales mejora la sefializacion ténica y con ello, la calidad del producto de partida (Gomes-
Silvaetal., 2017; Ajina and Maher, 2018). Ademas, el uso de agentes farmacoldgicos para inhibir
o remodelar las consecuencias negativas de la sefializacion ténica CAR, como el agotamiento y
la diferenciacion terminal, por ejemplo, con inhibidores de glucégeno sintasa quinasa 3 beta
(GSK3p), lo que favorece la activacion de la ruta de Wnt/ B-Catenina y un fenotipo mas Tscwm
(Sabatino et al., 2016). En otro caso, el uso combinado de la terapia CAR-T con Idelalisib, el cual
hemos visto previamente como tratamiento tumoral frente a LLC, gener6 mayor persistencia en
la terapia CAR-T y una potente regresion tumoral a largo plazo, lo que demuestra un efecto

sinérgico (Bowers et al., 2017).

8.3 MEJORAS EN LOS SISTEMAS DE MODIFICACION GENETICA CON LA FINALIDAD DE
CONTROLAR LOS NIVELES DEL CAR Y OTROS GENES.

En este apartado, nos centraremos en describir la importancia de los sistemas de
modificacion genética para conseguir mejorar la eficacia y seguridad de las células CAR-T.

Particularmente, en la necesidad de disponer de sistemas que permitan controlar la expresion de
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los GOls (incluyendo el CAR) de una forma precisa y que responda a las necesidades de cada

estrategia.

Estrategias para mejorar los CAR-T a través del control de la expresién

Como se ha descrito con anterioridad, es obvio que si queremos mejorar las terapias con
células T-CAR, es fundamental mejorar los CARs, asi como los procedimientos y herramientas
para su generacion. De hecho, es en estos dos campos donde la mayor parte de los grupos ha
centrado su atencion para mejorar las terapias CAR-T. Sin embargo, parece también obvio que es
importante conseguir que cada CAR se exprese a un nivel adecuado en la superficie de la célula
T. Sobre todo, si tenemos en cuenta que cada CAR tiene una afinidad de unién a su antigeno
diferente, el cual puede presentarse con una densidad distinta en la membrana de la célula tumoral.
Esto es alin mas relevante si consideramos la capacidad de auto-agregacion (clustering) de cada
CAR, pudiendo dar lugar a fuertes sefializaciones tonicas en ausencia de antigeno, con el
consiguiente agotamiento y potenciales efectos secundarios. Para evitar o disminuir estos
problemas, seria necesario estudiar en detalle qué niveles y/o patrén de expresion es idoneo para
cada CAR.

Por supuesto, un mejor patrén de expresion del CAR no es lo Gnico que puede aportar los
sistemas de control de la expresion de la caja de herramientas de la terapia génica. Por ejemplo,
los denominados sistemas inducibles pueden conseguir que un determinado GOI se exprese
exclusivamente en determinadas condiciones fisioldgicas (regulacién endégena) o que lo haga

solo cuando el clinico lo desee (regulacion exdgena, Tristan-Manzano et al., 2020a).

Ambos sistemas estan siendo estudiados con la finalidad de mejorar la potencia de las
células CAR-T. Por ejemplo, la regulacion endégena (Brandt et al., 2020) se ha utilizado para
lograr la expresion de citoquinas como la IL-12 especificamente en las zonas tumorales,
principalmente cuando las células CAR-T (TRUCKSs) se encuentran con su antigeno diana
(Chmielewski et al., 2011; Zhang et al., 2011). Sin embargo, a pesar de su elevado potencial,
estos sistemas no pueden ser controlados de forma externa, pudiendo dar lugar a efectos

indeseados en caso de inducirse en tejidos normales.

Por ello se estan desarrollando diferentes sistemas que permitan controlar cualquier GOI
de forma externa, mediante la administracion de una droga inocua (Sakemura et al., 2016; Drent
et al., 2018; Gu et al., 2018; Zhang et al., 2019). Sin embargo, por el momento no hay ningdn
sistema que cumpla con todos los requisitos de eficacia y seguridad como para ser utilizado en

clinica.
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Dado que en esta Tesis nuestro foco pretende lograr una expresion del CAR 6ptima 'y en
desarrollar sistemas de control exdgeno, nos centraremos en describir a continuacion, el estado

del arte en estas dos areas:

8.3.1 Control de la expresion del CAR: niveles y cinética de expresion

Como se mencionaba anteriormente, parece evidente que es importante conseguir que
cada CAR se exprese a los niveles adecuados en la superficie de la célula T. Estos niveles variaran
en funcion de la afinidad del CAR para unirse a su antigeno. Ademas de la afinidad, otro
parametro determinante del comportamiento de la célula CAR-T es la avidez, y ésta depende tanto
de los niveles de expresion del antigeno tumoral como la expresion en superficie. Asi se han
descrito casos donde una baja expresion parece haberse asociado a una eficacia tumoral limitada
frente a ciertos antigenos como CD123 (Arcangeli et al., 2017) y frente al antigeno ALK (Walker
etal., 2017).

Sin embargo, otros estudios muestran que promotores de baja expresion, como el MND,
generan un mejor potencial antitumoral in vivo. Asi, en un ensayo clinico reciente donde se utilizé
este promotor para expresar un antiCD19CAR (Clinical Trials.gov: NCT03840317) se obtuvieron
los mismaos ratios de respuesta que cuando el mismo CAR se expresé con el promotor EFla, pero

con menos secrecion de IFNy y fiebre (Ho et al., 2021).

Por el contrario, se ha demostrado niveles altos y la expresion continua del CAR pueden
ser perjudiciales para la eficacia y seguridad de los productos CAR-T (Frigault et al., 2015;
Eyquem et al., 2017; Gomes-Silva et al., 2017). Una alta densidad del CAR puede también
resultar en agregados de CAR en la superficie lo que deriva en una sefializacion tonica
independiente de antigeno (Ajina and Maher 2018), y esto conlleva a una activacion cronica,
incremento de la diferenciacion de la célula T, agotamiento y AICD, y con ello, a una menor
eficacia y persistencia antitumoral in vivo. Ademas, esta sefializacion tonica puede afectar la
seguridad (secrecion de citocinas proinflamatorias en tejidos no diana) junto con a una mayor
sobreestimulacion tras el reconocimiento de la diana tumoral secretando un exceso de citocinas

proinflamatorias (CRS).

Una de las causas de esta alta densidad viene por utilizar un promotor constitutivo fuerte
de manera no regulada (Frigault et al., 2015; Eyquem et al., 2017; Ajina and Maher 2018). De
hecho, todos los ATMP aprobados y la mayoria de los que se han probado en ensayos clinicos en
curso utilizan células T autologas transducidas con vectores retrovirales que expresan un oCD19-
CAR, u otros CARs, a través de promotores fuertes y constitutivos como el EFlo humano 0 el

LTR del virus MSCV.
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Sin embargo, al hablar de los niveles del CAR en superficie, hay que tener en cuenta que
éstos pueden variar a lo largo del proceso de activacion de la célula T-CAR. De hecho, esto parece
ser un factor importante a considerar, al menos para algunos tipos de CARs. Eyquem y
colaboradores (2017) demostraron que cuando el CAR se regula de una manera similar al TCR,
es decir, con una reduccion de los niveles en superficie tras el encuentro con el antigeno, se
produce menor sefializacion tonica, una reduccion del agotamiento de CAR-T y una mayor
proporcién de células Tsem CAR-T, lo que resultd en una mejor actividad antitumoral. Este
fenémeno de regular a la baja el CAR para evitar un agotamiento prematuro también ha sido
corroborado por Weber y colaboradores (2021) en una estrategia diferente, donde el reposo se
inducia con el inhibidor reversible de las tirosinas quinasas de la célula CAR-T (Dasatinib) y por
un sistema ON/OFF que permitia la expresion del CAR tras la adicion de otro farmaco. Asi, queda
de manifiesto que un “descanso” en la actividad del CAR le va a permitir volver al frente tumoral

en mejores condiciones.

8.3.2 Sistemas inducibles para regular la actividad de las células CAR-T

Una de las estrategias para incrementar la potencia de la terapia CAR frente a linfomas y
tumores sélidos, incluye la secrecidn y/o expresion continua de moléculas muy activas (como IL-
12, interferones (IFN) y que, debido su potencia, pueden generar eventos clinicos adversos que
pueden conducir a dafios en los 6rganos potencialmente mortales, asi como una hiperprogresion
tumoral (Chmielewski and Abken, 2020; He and Xu, 2020). Esta toxicidad también limita la
eficacia, debido a la imposibilidad de alcanzar las concentraciones adecuadas en los érganos
diana. Por tanto, existe una clara necesidad de desarrollar estrategias que permitan entregar estas
moléculas dentro de los tejidos diana y hacerlo solo cuando sea necesario (0 cuando el clinico

estime oportuno).

El desarrollo de sistemas que permitan generar células T que expresen citoquinas,
anticuerpos u otros GOls sélo cuando el paciente tome un farmaco inductor inocuo, podria
incrementar drasticamente la potencia de las estrategias de inmunoterapia basadas en células T,
incluyendo las células CAR-T y los TILs, sin que resulten en efectos toxicos intolerables.

En este sentido, el campo de la terapia génica ha desarrollado multiples estrategias para
controlar la potencia y duracion de las respuestas inmunitarias mediante el control de la expresion

génica, siendo muy interesantes para su aplicacion en la nueva generacion de TRUCKSs inducibles.

Los sistemas de control remoto permiten la modulacién de la actividad y los efectos
secundarios asociados. Esos enfoques se basan en la coadministracion de un inductor, que debe

cumplir ciertas caracteristicas en términos de farmacocinética, tolerabilidad y biodistribucion.

93



A continuacion, nos centraremos en describir aquellos sistemas inducibles exdgenamente,
que sean versatiles (que permitan ingenierizarse para controlar la expresion de proteinas de
diferentes tamafios o funcionalidades como citoquinas, metaloproteasas, entre otras), puedan

aplicarse a clinica con seguridad y sean reversibles.

Existen otros sistemas inducibles que son especificos de la proteina CAR, como SUPRA-
CARs, los basados en el sistema SynNotch o bien los inducibles por Rapamicina y analogos, cuyo
control de la actividad es a nivel de interacciones proteina-proteina. También descartaremos en
este apartado aquellos sistemas irreversibles basados en las iCasp, (caspasa inducible) (Brandt et
al., 2020).

Asi, para comparar los diferentes sistemas versatiles disponibles para aplicaciones
clinicas, consideraremos varias caracteristicas, incluidas las propiedades del inductor, la
arquitectura del vector, sistemas entregados en uno o dos plasmidos, los diferentes promotores, el
tipo células diana, y la presencia fuga o leaking (expresion basal en ausencia del inductor) y otros
riesgos potenciales.

Para mayor claridad, se pueden clasificar en dos grupos principales: (1) los basados en la
administracion de farmacos y (2) los basados en la aplicacién de inductores fisicos (luz,

ultrasonidos o irradiacion).

8.3.2.1 Base de los sistemas inducibles por un farmaco

Los sistemas inducibles controlados mediante la administracion de farmacos estan
disefiados para desencadenar cambios conformacionales en las proteinas diana para que induzcan
(sistemas ON) o bloqueen (sistemas OFF) la transcripcion de los transgenes deseados. Los
sistemas OFF tienen la desventaja de la administracién continua del inductor, necesario para
silenciar la expresion del transgén. Los niveles altos permanentes de antibidticos, por ejemplo,
pueden provocar varias complicaciones para los pacientes y, el riesgo de generar resistencias, por

lo tanto, tienen aplicaciones muy limitadas en clinica.

Asi, nos centraremos en los sistemas ON. Estos sistemas requieren, en general, dos

componentes clave:

1. un factor de transcripcién quimérico que contiene un dominio de unién a ADN y un
dominio de union a farmaco.

2. un promotor minimo regulado, con muy baja actividad basal, seguido del gen de
interés. Este promotor incluye varias copias de un sitio de unién al ADN no natural

en el que el factor de transcripcion quimérico se une en presencia del farmaco.
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Con estas caracteristicas podemos encontrar sistemas utilizados en inmunoterapia que se
inducen por tetraciclinas, mifepristona, ecdisoma, y derivados de todos ellos (Tristan-Manzano et
al., 2020a). En general, son farmacos aprobados por la FDA (o designados en fast-track) de
carécter pequefio y polar por lo que pueden cruzar la barrera hematoencefalica, con una vida
media variable que oscila entre 5h y 60h dependiendo del compuesto (Tristan-Manzano et al.,
2020a). A continuacion, se describen brevemente los sistemas mas relevantes centrados en regular

la expresion de cualquier GOI.

8.3.2.2 Sistemas inducibles por tetraciclinas

Los sistemas de control de la expresion génica basados en tetraciclina (Tet) se han
establecido como los sistemas por excelencia para la induccion de genes debido a su facilidad de
manejo, alta eficiencia y efectos secundarios minimos. Este sistema, ha sido disefiado para tener
tres configuraciones diferentes (Tet-On, Tet-Off-tTA y Tet-On-rtTA) siendo también sensibles a
su analogo Doxiciclina (Dox).

Todos ellos se basan en el operdn de resistencia a tetraciclina Tn10 de Escherichia coli,
el cual consiste en una proteina represora de tetraciclina (TetR) y un sitio especifico de union al
ADN, la secuencia operadora TetO. En su disefio natural y en ausencia de tetraciclina, el TetR
dimeriza y se une al TetO, previniendo la expresion a través de un promotor funcional como el
del citomegalovirus (CMV) (Figura 11). La tetraciclina o algin derivado de ésta, como la Dox,
pueden unirse al TetR provocando un cambio conformacional, disocidndose del TetO y
permitiendo ahora la expresién a través del promotor que estaba siendo bloqueado (sistema Tet-

ON original, Figura 11 arriba).

Sin embargo, la mayoria de los sistemas regulados por tetraciclina utilizan un
transactivador, una proteina quimérica que generalmente incluye el dominio activador de la
proteina VP16 del virus herpes simple fusionada al represor TetR (tTA para el sistema Tet-OFF
y rtTA para el sistema Tet-ON). En el sistema Tet-ON basado en rtTA, la proteina TetR ha sido
modificada para que sélo sea capaz de unirse al operdn TetO en presencia de Dox (al contrario
que la proteina TetR original). Por lo tanto, sin Dox, el rtTA no se une al promotor minimo y no
se produce la transcripcion (Figura 11, abajo izquierda). La presencia de doxiciclina hace que el
rtTA pueda unirse al promotor minimo (sin actividad transcripcional) y permitiendo asi la

transcripcion gracias al dominio VP16.

La presencia de este dominio transactivador puede generar una serie de consecuencias
indeseadas debido al secuestro de factores de transcripcion requeridos para el crecimiento celular
(Morimoto and Kopan, 2009). Ademas, la union de la proteina TetR-VP16 quimérica a sitios
pseudo-TetO presentes en el genoma, pudiendo transactivar genes no especificos con efectos
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secundarios impredecibles (Hackl et al., 2010; Han et al., 2012). Por tanto, aunque los sistemas
rtTA/tetO o tTA/TetO son Utiles para una expresion del transgén condicionada, tienen la
desventaja de alterar o influir en la fisiologia celular por lo que no son 6ptimos para su aplicacion

en clinica.
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Figura 11. Representacion esquematica del funcionamiento del sistema TetOn en presencia y
ausencia de transactivador. Arriba: Tet-On original. Abajo: Tet-On-rtTA. DA indica Dominio Activador

del VP-16.

En esta direccion, nuestro grupo ha desarrollado sistemas inducibles basados en los
sistemas TetR originales todo en uno, “all-in-one” que han logrado controlar la expresion
transgénica en ausencia de transactivadores en la mayoria de los tipos celulares analizados

incluyendo células troncales.

Podemos distinguir los sistemas CEST (Benabdellah et al., 2011) y Lent-On-Plus
(Benabdellah et al., 2016). Ambos sistemas contienen en el mismo esqueleto lentiviral todos los
elementos requeridos para regular la expresion del transgén: la secuencia que codifica para el
TetR original bajo un promotor constitutivo (SFFV, en el caso de los vectores CEST, 0 EF1-a,
para los vectores Lent-On-Plus) y un promotor de respuesta a tetraciclina (TRE). En la
configuracion de ambos sistemas, el promotor TRE consiste en la fusion de un promotor que se
expresa en mamiferos (CMV) con dos repeticiones del operén TetO, posicionadas 10 pares de

bases aguas abajo al elemento TATA de dicho promotor.

De esta manera, en ausencia de Dox, el elemento TetR se une al operén TetO, inhibiendo
la transcripcion del promotor CMV. Mientras que en presencia de Dox, ésta se une al TetR
permitiendo asi la transcripcion del gen de interés. Por tanto, podemos decir que uno de los
aspectos mas interesantes de estos sistemas es que se basan en el represor TetR original, sin

transactivadores, lo cual los hace aptos para su uso clinico. Ademas, dos de estos vectores
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(CESTIs2 y CEETIs2) contienen una secuencia aisladora, en concreto, el aislador quimérico 1s2
(S&nchez-Hernéndez et al., 2018), basado en la regién HS4 del locus de la beta-globulina de pollo
y en una region de unién a una matriz sintética (SAR2) el cual ha sido capaz de aumentar la
expresion y evitar el silenciamiento de VLs en céelulas madre embrionarias humanas (hESCs)

durante la expansion y tras la diferenciacion hacia el linaje hematopoyético.

A continuacion, describiremos las estrategias inducibles por Dox basadas en los sistemas
Tet-ON en presencia de transactivadores que se han utilizado en inmunoterapia, exclusivamente

para regular la expresion del CAR (revisadas en Tristan-Manzano et al., 2020b).

El grupo de Sakemura y colaboradores (2016) fueron los primeros en utilizar el vector
Tet-ON-rtTA todo en uno-pRetroX-TetOne-3G de Takara (todo en un Unico vector) para regular
la expresion de CAR de segunda generacién CD19CAR-tEGFR en células T primarias CD8+.
Tuvieron que realizar un paso de seleccion para obtener una poblacién pura CAR+. Utilizando
100 ng/ml de Dox para la induccion, mostraron un incremento de la expresion, aunque presentaba
un leaking (expresion en ausencia del inductor) total en ausencia de Dox in vitro. Sin embargo, a
pesar del alto leaking, solo las células Tet-CD19CAR-T incubadas con Dox antes de la

inoculacion suprimieron el crecimiento tumoral in vivo (Sakemura et al., 2016).

El grupo de Gu et al. generaron un vector todo-en-uno que expresa la proteina rtTA2S-
M2 (una versidén mejorada de rtTA) y CD19-CAR. En este caso, fue necesaria una concentracion
de 4 pg/ml de Dox para inducir 5 veces la expresién de CAR. A pesar de que se encontraron
claras diferencias de eficacia antitumoral in vitro entre las células (Dox +) Tet-CD19 CAR-T y
las células (Dox-) Tet-CD19 CAR-T, el sistema exhibe una expresion de CAR significativa en
ausencia de Dox. En este caso, a pesar de que las células CAR-T pre-inducidas con Dox mostraron
citotoxicidad in vivo, también se observo cierta lisis en ausencia de la Dox (Gu et al., 2018).

La eficacia del sistema TetOn también se ha probado en estrategias frente el mieloma
maultiple (MM), utilizando el antigeno CD38 como objetivo de las células CAR T reguladas por
Dox. Aqui, los autores utilizaron dos vectores, el vector pRetroX-TRE3G para controlar la
expresion del CD38-CAR y el pRetroX-TET-On 3G para la expresion del transactivador rtTA. y
seleccionaron mediante puromicina a las células que habia incluido ambos vectores para obtener
una poblacién pura. La lisis maxima se evalu6 en vitro con 1.000 ng/ml de Dox y se demostrd
ademas una rapida reversion de la actividad CAR tras una exposicion corta (de 24 h) con 10 ng/ml
de Dox (Drent et al., 2018).

También existen ensayos preclinicos que utilizan el sistema Tet-On 3G en tumores
solidos, especificamente para el tratamiento del carcinoma hepatocelular (CCH). Zhang y sus
colaboradores construyeron el vector lentiviral Tet-CD147-CAR para generar células Tet-
CD147-CART. Con una concentracion de 1000 ng/ml Dox, la expresion de CAR alcanzd el pico
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a las 24 h y volvié al nivel inicial a las 48 h después de la eliminacion de Dox, pero la expresion
nunca llego a cero. Las células CART exhibieron una mayor actividad litica en presencia de Dox,
pero se observd una lisis residual como consecuencia del leaking en la expresion del CAR. En un
modelo de raton con CCH, los ratones tratados con (Dox+) Tet-CD147-CART antes de la
inoculacion, redujeron significativamente el volumen y el peso del tumor en comparacion con los
ratones que recibieron (Dox-) Tet-CD147-CART (26), pero con un cierto efecto litico en ausencia
de Dox (Zhang et al., 2019).

Tabla 9 Caracteristicas de los estudios CAR-inducibles por Dox.

Sistema Diana Vector Poblacion Dosis Invivo Leaking rTA? Ref
Tet-on 3G CD19 Uno  Seleccio- 100ng/ml Si, pre-  Si Si Sakemura
(TaKaRa nada inducida et al, 2016
Bio)

Tet-on CD19 Dual Mixta 4g/ml No Si Si Gu et al,
(Sangon 2018
Biotech)

Tet-on 3G CD38 Dual  Seleccio- 1000 No No Si Drent et
(Clontech) nada ng/ul al, 2018
Tet-on 3G CD147 Uno Mixta 1000 Si,pre- Si Si Zhang et
(TaKaRa ng/ml inducida al, 2019
Bio)

8.3.2.3 Sistemas regulados por ecdisterona y mifepristona

Otros sistemas interesantes para el control de la expresidn génica a través de farmacos de
una manera rapida, precisa, robusta y reversion estan basados en el uso de esteroides, los cuales
ademas pueden ser metabolizados rapidamente y penetrar en todos los tejidos (Tristdn-Manzano

et al., 2020a). Destacamos los sistemas inducidos por ecdisterona y mifepristona.

El primero esta basado en el receptor de ecdisterona de Drosophila melanogaster para
regular los transgenes, y ha servido de punto de partida para el sistema RheoSwitch Therapeutic
System (RTS), el cual ha sido validado clinicamente para el control de la expresion de IL-12 a
través de ensayos clinicos a través de diferentes estrategias (Barrett et al., 2018).

Este sistema RTS requiere de dos factores de transcripcion (VP16-RXR y Gal4-EcR), un
promotor inducible y el ligando, el cual provoca la dimerizacién de ambos factores, pudiendo asi
unirse a la secuencia promotora a través del dominio Gal-4 y VP16 que actla como transactivador,

para iniciar la transcripcion (Barrett et al., 2018).

Respecto al ligando, los ecdisteroides estan presentes en las verduras, por lo que su
seguridad para los seres humanos esta ampliamente probada. Veledimex es un analogo sintético

de la ecdisterona utilizado en el sistema RheoSwitch y actualmente se encuentra bajo
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investigacion en la linea Fast-track de la FDA debido a sus caracteristicas farmacocinéticas y sus
potenciales beneficios como inductor en ensayos clinicos tras la aplicacion intratumoral de un
vector adenoviral Ad-RTShll-12 inducible para IL-12 en pacientes con glioblastoma recurrente o
progresivo (solo o combinado con anti- PDL1), melanoma y cancer de mama avanzado. Aunque
algunos pacientes presentaron efectos secundarios graves, fueron rapidamente revertidos tras

dejar de tomar veledimex (Barrett et al., 2018).

En el caso de los sistemas inducibles por mifepristona (MFP), la regulacion también
requiere de un transactivador, aunque en este caso, el dominio activador de VP-16 ha sido
sustituido por p65, uno de los componentes del factor de transcripcion de NF-«xB, y se conoce
comercialmente como GeneSwitch (Nordstrom, 2003). Funciona con los mismos principios de

Gal4 de uniodn al promotor descritos para el sistema de ecdisterona.

El inductor, MFP, es un farmaco aprobado por la FDA como anti-progestageno y anti-
glucocorticoide, mostrando perfil un aparentemente seguro. Sin embargo, podria constituir un
problema cuando se traslade a células T, las cuales poseen receptores de progesterona en
membrana y se ha demostrado que 5mM pueden inhibir la proliferacion de las células Jurkat
(Chien et al., 2009).

El comportamiento de este sistema ha sido evaluado en una estrategia para lograr la
expresion hepética especifica de IL-12 en un vector adenoviral que alberga las secuencias para la
unién de GAL4 en un promotor especifico del higado que impulsa la expresion de IL-12. La
administracion directa de estos AdV permitié controlar la expresion de hiL-12 ademas de la
regresion tumoral completa en un modelo agresivo de metéstasis hepaticas in vivo (Liefhebber et
al., 2019).

En un enfoque diferente, se utiliz6 MFP-GS para expresar IFNp para el tratamiento de un
modelo murino de esclerosis maltiple, enfermedad autoinflamatoria experimental (EAE). En este
modelo, una sola administracion intramuscular del vector mIFN inducible suministrado como
plasmido de ADN fue suficiente para disminuir significativamente la aparicion de la enfermedad.

El procedimiento fue bien tolerado y la gravedad general fue reducida (Harkins et al., 2008).
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HIPOTESIS Y JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Actualmente, la inmunoterapia utilizando células CAR-T se ha convertido en una de las
estrategias mas prometedoras para el tratamiento del céncer, especialmente para leucemias
linfoides de tipo B refractarios y/o recidivantes. Prueba de ello, es que a dia de hoy, cinco
productos CAR-T han sido aprobados desde 2017 como medicamentos de terapias avanzadas
tanto por la FDA como por la EMA: tisagenlecleucel (Kymriah, Novartis), axicabtagene
ciloleucel (Yescarta, Kite-Gilead), brexucabtagene autoleucel (Tecartus, Kite-Gilead) y
lisocabtagene maraleucel (Breyanzi, Bristol Myers Squibb) para el tratamiento de leucemia
linfoblastica aguda (LLA) y frente linfoma B difuso de célula grande (LBDCG) en recaida o
refractarios, mientras que idecabtagene vicleucel (Abecma, Bristol Myers Squibb) ha sido
aprobado frente al antigeno BCMA en mieloma multiple refractario. En Espafia también ha sido
recientemente aprobado por la Agencia Espafiola del Medicamento (AEMPS), un producto CAR

académico de origen espafiol frente a tumores CD19+, ARI-0001 para el tratamiento de LLA.

Las células CAR-T comerciales son células T aut6logas modificadas genéticamente ex
vivo para que expresen establemente el CAR. Dicha modificacion genética se realiza a través de
vectores retrovirales (y-retrovirales o lentivirales) con la finalidad de que el CAR se exprese en
las células T de forma estable en las células modificadas y en todas las células hijas. Los vectores
lentivirales (VLs) derivados del virus del VIH-1 son herramientas aprobadas por la FDA y EMA
en el proceso de manufactura de ATMPs (Kymriah, Breyanzi and Zynteglo), siendo seguros y

muy resistentes al silenciamiento.

Por otro lado, a pesar de los buenos resultados obtenidos frente a tumores CD19+, todavia
existen varios aspectos que deben mejorarse. Existen algunos efectos secundarios severos debido
a la activacion de las células CAR-T, como son el sindrome de liberacion de citoquinas grave y

la neuroinflamacion que ha llevado en algunos casos a un desenlace fatal.

Respecto a la eficacia, s6lo el 40-62% de los pacientes tratados con los ATMPs

comerciales han mantenido una remision completa sostenida dependiendo del producto.

Existen diferentes trabajos que han destacado la importancia de controlar la expresion del
CAR en superficie de manera adecuada para ser mas eficiente y seguro: una baja expresion
generaria una ausencia de actividad (anergia), un exceso de activacion conllevaria un fenémeno
de agotamiento prematuro y sefializacion tonica, haciéndolo ineficiente y probablemente tdxico,
mientras que un “reposo transiente” de la expresion del CAR en la superficie puede ser
beneficioso (Weber et al 2021). En esa direccion, Sadelain y colaboradores (2017) ha demostrado
mediante herramientas de edicion gendémica que cuando la expresion del CAR se regula a través

del promotor enddgeno del receptor de la célula T (TCR), existe una menor sefializacion tonica,
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menor agotamiento, aumentando asi la eficacia antitumoral. Considerando lo anterior, se hace
evidente la necesidad de controlar los niveles de expresion de los CARs en las células CAR-T

para optimizar este producto.

Por otro lado, un control preciso, versatil y exdgeno de la expresion de proteinas
altamente bioactivas supondria un avance en la generacion de células TRUCKS inducibles. Los
TRUCKS actuales, ademas de expresar el CAR de manera constitutiva, secretan citoquinas como
IL-12 bien bajo promotores constitutivos o bajo promotores sensibles al estado de activacion de
la célula T. EI hecho de poder controlar la expresion de este tipo de moléculas en el tiempo y
espacio, con un farmaco de caracter inocuo, permitiria un mejor control de la actividad de la célula
TRUCK, incrementando asi la potencia (mejor agotamiento) y la seguridad de la terapia como
estrategia frente a ciertos tipos de linfoma y tumores sélidos, los cuales siguen sin abordarse
eficazmente.

Nuestra hipétesis es que una expresion controlada del CAR y/o de otras moléculas
relevantes en inmunoterapia van a permitir controlar y mejorar la actividad de las células CAR-T

evitando asi una sobre-activacion y un agotamiento prematuro de éstas.

En esta tesis doctoral, nos planteamos la optimizacion y desarrollo de nuevas estrategias
orientadas a la mejora de la seguridad y eficacia de las células CAR-T a traves de dos abordajes.
Uno, mediante el control de la expresion del CAR de manera enddgena mimetizando una
regulacion fisiologica; y en segundo lugar, con un sistema inducible que permita el control

exogeno de la expresion de proteinas de relevancia terapéutica en las células T.
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OBIJETIVOS

Considerando lo expuesto anteriormente, el objetivo principal de esta tesis doctoral
consiste en desarrollar una nueva estrategia terapéutica mas segura y eficiente mediante el control
de la expresion del CAR a través de dos estrategias: 1) utilizando un promotor “fisiologico” que
mimetice el patrén del receptor de la célula T (TCR) y/o 2) a través de sistema inducible por
doxiciclina utilizando un sistema apto para clinica que permita una regulacion mas precisa y que
pueda reducir los efectos secundarios y/o mejorar la eficacia terapéutica utilizando vectores

lentivirales.
Para ello, nos planteamos los siguientes objetivos especificos:

1. Desarrollo de las herramientas necesarias para la generacion de células CAR-T.
a. Aislamiento y expansion de células T primarias de donante sano.
b. Optimizacion de la transduccién de células T primarias con VLs para una

modificacion genética estable.

2. Desarrollo de modelos in vitro e in vivo para determinar la lisis tumoral y eficiencia
terapéutica.
a. Generacion de un vector que permita la monitorizacion in vitro e in vivo del
desarrollo tumoral: vector eGFP-NanoLuc.
b. Transduccion y generacion de lineas celulares estables.

c. Generacion de modelos animales.

3. Generacion de células aCD19-CAR-T con una expresion fisiolégica.

a. Estudio del comportamiento de diferentes promotores gue permitan una
expresion regulada de un gen reportero GFP mimetizando el patrén del
receptor de la célula T (TCR) tras estimulacion antigénica.

b. Generacion de VLs aCD19-CAR-T con los mejores promotores del punto
anterior que permitan la modificacion eficiente de las células T.

c. Estudio de la eficacia y seguridad de las diferentes células aCD19-CAR-T
fisioldgicas.

4. Ensayos preclinicos de funcionalidad in vivo de las nuevas células CAR-T fisioldgicas
y su escalabilidad en la produccion clinica.

a. Estudios comparativos in vivo.
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b. Escalabilidad en la produccion de las células CAR-T fisiolégicas en un

biorreactor CliniMACs Prodigy.

5. Generacién de células T inducibles basados en el sistema TetOn libre de

transactivadores como herramienta de inmunoterapia.

a.
b.

Produccion de VLs-eGFP inducibles por doxiciclina.

Evaluacion del mejor VL basado en el sistema Tet-On para células T usando
un gen reportero.

Estudio de la inclusion de elementos aisladores en el mejor VL seleccionado
en el punto anterior.

Generacion de VLs-T-CARS-CD19 inducibles por doxiciclina como prueba
de concepto.

Determinacion de la eficacia de expresidn, inducibilidad y reversion in vitro
e in vivo.

Ensayos preclinicos de funcionalidad.
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MATERIALES Y METODOS

1. CULTIVO CELULAR

1.1 Lineas celulares en suspension

Las lineas celulares humanas Nalm6 (CD19+, derivada de leucemia linfoblastica aguda, ATCC®
CRL-3273), Namalwa (CD19+, linfoma de Burkitt, ATCC® CRL-1432), Jurkat (CD3+,
leucemia cronica de células T, ATCC® TIB-152), HL-60 (leucemia promielocitica, ATCC®
CCL-240) y K562 ((leucemia mieloide crénica, ATCC® CCL-243™), se cultivaron en medio
RPMI-1640 (Biowest) suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS, Biowest) y 1% de
Penicilina/Estreptomicina (P/S, Biowest) en una atmdsfera de 37°C y 5% de CO2. Se mantuvieron
a una densidad entre 0.1-1 x10° células/ml y se realizaron tres pases semanales. Todas las células

fueron testadas para micoplasma rutinariamente.

1.2 Lineas celulares adherentes

Las células HEK-293T (ATCC® CRL-11268) utilizadas para la produccion viral se cultivaron
en DMEM (Biowest) DMEN suplementado con 10% FBS, a 37°C y 10% de CO2. Se realizaron
tres pases semanales cuando la confluencia era un 90% utilizando TryPLE (Gibco) 0.4% tras un

lavado previo con PBS.

Las lineas MiaPaCa2 (carcinoma de pancreas, ATCC® CRL-1420™) y BXPC3
(adenocarcinoma pancreatico ATCC® CRL-1687™) fueron cultivadas en DMEM y RPMI,
respectivamente, suplementados con 10% FBS y 1% PS a 37°C y 5 % de CO2. Se realizaron
subcultivos de 1:10-1:20 para las células MiaPaCa2 y 1:5- 1:10 para las células BXPC3. Todas

las células fueron testadas para micoplasma rutinariamente.

1.3 Aislamiento de células mononucleares procedentes de sangre periférica o
movilizada

Se aislaron células T primarias de productos de aféresis frescos o congelados obtenidos de
donantes sanos en el Servicio de Hematologia del Hospital Universitario Reina Sofia (Cérdoba,
Espafa). Todos los donantes dieron su consentimiento informado por escrito y el estudio se
realiz6 de acuerdo con las directrices del comité de ética, cumpliendo con los requisitos de calidad
y seguridad para la donacidn, obtencién, almacenamiento, distribucién y preservacién de células
y tejidos humanos bajo la normativa espafiola. Reglamento (RD-L 9/2014). La sangre fue diluida
de 1:2 hasta 1:4 en PBS dependiendo de la densidad celular y se procedio a la separacion por
Ficoll (Lymphosep, Biowest), utilizando 1/3 de Ficoll y 2/3 de la sangre diluida, mediante

centrifugacion sin freno ni aceleracion a 200g 30 min. Posteriormente, se recogio la fraccion de
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células mononucleares (PMBCs) con una pipeta pasteur y fueron lavadas a 200g 10 min dos veces

para eliminar plaquetas.

1.4 Aislamiento, cultivo y activacion de células T primarias

Las células T se aislaron a partir de la fraccion mononuclear mediante seleccién negativa
utilizando bolitas inmunomagnéticas (Kit de aislamiento de células Pan-T, de Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Alemania) y siguiendo el protocolo de MACSEXxpress Separator (Miltenyi
Biotec) o AutoMACs Pro Separator (Miltenyi Biotec).

Las células T se cultivaron en TexMACS (Miltenyi Biotec) suplementado con 20 Ul / ml de IL-
2 (Miltenyi Biotec) o 10ng/ml de IL-7 e IL-15 (Milteny Biotec) a una densidad de 1-2 x 10°
celulas/ml. Las células T fueron activadas con T Cell TransAct (Miltenyi Biotec) siguiendo las
recomendaciones del proveedor. En general, 10° células en 700 ul de medio TexMACS

suplementado en un pocillo de placa de 48p (0.98cm?) durante 48h.

2. PLASMIDOS Y VECTORES LENTIVIRALES UTILIZADOS

2.1 Vectores reporteros GFP

A continuacién, se indican los plasmidos utilizados en la presente tesis disponibles ya en nuestro

laboratorio, que expresan enhanced GFP.

VLs constitutivos: los VLs auto-inactivados de segunda generacion SE (Martin et al., 2005),
CEWP (Benabdellah et al., 2011), EFEWP (nuestro laboratorio), utilizan los promotores SFFV
(virus formador de focos esplénicos), CMV (citomegalovirus) y EFla, (factor de elongacion-1)

respectivamente para la expresion de eGFP.

VLs auto-inactivados de sequnda generacion basados en promotor WAS: los VLs auto-

inactivados de segunda generacién WE albergan 0.5kb del promotor proximal WAS (Martin et
al., 2005) y VLs AWE incluyen 0.5kb del promotor proximal WAS y 0.38 kb del promotor

alternativo (Toscano et al., 2008).

VLs auto-inactivados de sequnda generacion inducibles por doxiciclina: vectores CEST y
CESTIs2 (Benabdellah et al., 2011) y CEET, CEETIs2 (Benabdellah et al., 2016).

2.2 Construccién de los vectores que expresan eGFP-NanoLuc

Vector SELWP. Se disefi6 un fragmento eGFP-P2A-NanoLuc que incluia la secuencia de

enhanced GFP (disponible en nuestro laboratorio), una secuencia NanoLuc obtenida de
GeneBank: JQ437370 (nucledtidos 100-616) y, una secuencia P2A, flanqueado por los sitios de
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restriccion Ascl/Sbfl. Fue sintetizado por Genscript (Genscript USA Inc. NY, USA). El
fragmento eGFP-P2A-NLuc fue clonado en el vector SEWP (disponible en el laboratorio)
mediante digestion de ambos con las enzimas Ascl y Sbfl (New England) en buffer CutSmart
(New England) a 37°C durante 1h y 30 min. Se aislaron los correspondientes fragmentos de un
gel de agarosa ultrapura y se ligaron utilizando T4 ligasa toda la noche a 16°C. Con el producto
de ligacion se transformaron bacterias competentes E. coli Stbl3 (Life Technologies) y se
chequearon las colonias positivas mediante PCR de colonias. Para ello se utiliz6 el kit KAPPA
Tag PCR (Kappa Biosystems) y los oligonucleétidos (Sigma): SSFV-Fw (5'-
GTCCTCCGACAGACTGAGTC) y WPRE-Rv (5-CGTAAAAGGAGCAACATAGT). De las
colonias positivas se hizo una miniprep usando el kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System (Promega) y los plasmidos fueron chequeados por digestion con las enzimas

de restricciéon Hindlll y Ascl y AsiSI (New England Biolabs), asi como por secuenciacion.

Vectores CELET y CELETIS?

Para la construccion de los vectores CELET y CELETIs2, el fragmento eGFP-P2A-NLuc fue
clonado en los vectores CEET y CEETIs2 respectivamente (Benabdellah et al., 2016) mediante
digestion del fragmento y ambos pldsmidos con las enzimas Ascl y Sbfl, y finalmente ligando los
fragmentos de interés con la T4 ligasa. Andlogamente al protocolo anterior, se transformaron
bacterias competentes y se chequearon las colonias positivas para ambas construcciones mediante
PCR de colonias, utilizando los oligonucledtidos (Sigma): CMV-Fw (5'-
CGGTGGGAGGTCTATATAAGC) y GFP-Rv (5-CGTCGTCCTTGAAGAAGAT). Se
realizaron mini-preparaciones de las colonias positivas, y se chequearon por patrén Hindlll y por

secuenciacion.
2.3 Vector para la sobreexpresion de CD19

Vector EnCD19. Para la construccion del vector EnCD19, se utilizo la plataforma ofrecida por

VectorBuilder, utilizando un esqueleto lentiviral derivado de un sistema lentiviral de tercera
generacién optimizado para expresar la secuencia del CADN CD19 humano (NCBI Gene ID: 930)

bajo el promotor EF1a.
2.4 Construccion del vector basados en ARI-0001

Vector AWARI. Para la generacién de AWARI LV, el promotor AW se obtuvo mediante la

digestion con las enzimas Clal/BamHI a partir del vector AWE (Frecha et al, 2008), toda la noche
a 16°C, y se insertd en el vector ARI-0001, amablemente cedido por los Dr. Manel Juan Otero y

la Dra. Castella (Castella et al., 2019) reemplazando al promotor EF1a.

Se transformaron bacterias competentes E. coli Stbl3 (Life Technologies) y las colonias positivas
fueron chequeadas con los oligos de Fw cPPT-clinico (5’-GTGCAGGGGAAAGAATAGTAG-
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3’) y Rv CD19 (5’-TACAGGACTTTCTTTCTGCC-3’). Se realizaron minipreparaciones de

ADN plasmidico y fueron chequeadas por patrén Hindlll y por secuenciacion.
2.5 Vectores Lent-On-Plus que incluyen diferentes elementos aisladores

El elemento 1S2, que combina el fragmento HS4-650 y el SAR2, fue disefiado y sintetizado como

se describio previamente en (Benabdellah et al., 2014)

El CEETIS2 (LTR-fuera) y CEET-SAR2 (LTR-fuera) se generaron insertando el elemento 1S2
en el sitio Xhol Unico del CEET y el elemento SAR2 en el sitio Kpnl tnico del CEET (Datos de

Cortijo-Gutierrez et al.)

Los vectores CEETIn2 HS4_ 650, CEETIn2 Core_Ext, CEET-SAR1, CEET-INFBSAR, CEET-
INFbIgKSAR se generaron mediante la insercidn de los elementos cHS4 650, cHS4 Extended,
SARL, INFBSAR e INFBIgKSAR?2 en el sitio tnico Kpnl del CEET (Datos de Cortijo-Gutierrez
etal)

2.6 Construccién de los vectores basados en CAR3G

Vectores iCAR e ICARIs2. Para la generacion de los plasmidos CAR inducibles partimos del

plasmido del CAR de tercera generacion (3G) constitutivo (comprado a Creative Biolabs) y lo
digerimos con las enzimas de restriccion Xbal y EcoRI para liberar el fragmento que codifica
para el CAR-T2A-EGFRY, y lo introducimos en el plasmido pUC19, digerido con las mismas
enzimas, mediante ligacién con la ADN ligasa T4y en una proporcién 2:1. Una vez comprobamos
por digestion que habiamos conseguido este subclonaje, a continuacion introdujimos el CAR en
los plasmidos diana, CEET y CEETIs2, para obtener los plasmidos iCAR e ICARIs2,
respectivamente. Para ello digerimos ambos plasmidos y el plasmido pUC19-CAR con las
enzimas de restriccion Ascl y Sbfl (New England Biolabs). En este caso la ligacion se llevo a

cabo en una proporcién 7:1.

Chequeamos las colonias positivas para ambas construcciones mediante PCR de colonias,
utilizando los oligos (Sigma): CMV-Fw (5"-CGGTGGGAGGTCTATATAAGC) y CD19-Rv (5'-
TACAGGAGTTTCTTTCTGCC). Al igual que hemos descrito anteriormente, las colonias
positivas fueron crecidas en una minipreparacion y se corroboré la adecuada construccion de

ambos vectores mediante digestion con Hindlll y Ascl y Sbfl y secuenciacion.

3. PRODUCCION DE PARTICULAS VIRALES

3.1 Maxiproduccion de plasmidos para la produccién de virus

Para la maxiproduccidn de plasmidos, se transformaron bacterias competentes E. coli Stbl3 (Life

Technologies), y se seleccion6 una colonia Unica. Se realiz6 una miniprep usando el kit Wizard®
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Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega), y se digirié con Hindlll para comprobar
la amplificacion del plasmido correcto. Posteriormente, se realiz6 un cultivo del clon de bacterias
a gran escala (generalmente 250-500 ml) en agitacion a 300 rpm y 37 °C durante toda la noche.
A partir de este cultivo, se obtuvo una maxipreparacion de plasmido, realizando el ultimo paso en
en esterilidad usando el kit NucleoBond Xtra Maxi EF (Macherey-Nagel). Dicha preparacion fue
cuantificada utilizando el NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher), con ratios de absorbancia de
260:280 y 260:230 nm libres de contaminacién cruzada. La maxiproduccion del pldsmido se
corroboré por digestion enzimética, usando Hindlll (New England Biolabs). Se realizaron

alicuotas a 1 pg/pl y se almacenaron a -20°C.
3.2 Produccién y titulacion de vectores lentivirales

Los VLs se generaron mediante co-transfeccion de células HEK-293T con el pldsmido de interés
transferencia que contiene la secuencia de interés, el plasmido empaquetador pPCMVDR8.91 y el
plasmido de la envuelta VSV-G p-MD-G (http://www.addgene.org/Didier_Trono). Las células

293T deben tener un bajo pase celular y estar en crecimiento exponencial con una confluencia del
90% en el momento de la transfeccion. La mezcla de plasmidos, en proporcion 10:7:3
respectivamente, se mezclaron en medio DMEM sin suero. Inmediatamente, se mezcla con el
agente transfectante polietilenimina (PEI) y se incuban 20 minutos a temperatura ambiente, para
después afiadir la mezcla gota a gota sobre las células. A las 5 horas post- transfeccidn, se realiza
un cambio de medio. El sobrenadante viral se recoge a 24, 48 y 72 horas después de la
transfeccion. En el caso de los VLs con titulo menor de 107 UT/mly de uso en células T primarias,
se concentran por ultracentrifugacion, utilizando la ultracentrifuga Optima, y el rotor SW32Ti
(Beckman Coulter) a 90.000g durante 2 horas a 4°C. Posteriormente, aquellos virus de aplicacion

a células T primarias son resuspendidos en TexMACS y se almacenaron a -80°C.

Los titulos virales se determinaron transduciendo células Jurkat con diferentes diluciones de
sobrenadante viral. El porcentaje de células positivas se determiné mediante citometria de flujoy
se estimaron las unidades transductoras por ml (UT/ml) de acuerdo con la férmula: (10° células
en placa x % de células positivas)] / ml de LV.

n?de células X % de células positivas
volumen VLs (ml)

Titulo UT/ml =

A raiz del titulo viral, se puede calcular la multiplicidad de infeccion (MOI):

N2 de células transducidas
MOI =

N2 de particulas virales
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4. TRANSDUCCION

4.1Transduccion de células T primarias

Las células T primarias previamente activadas utilizando T Cell TransAct (Miltenyi Biotec)
fueron transducidas con los diferentes VLs y MOI mediante espinoculacion (800g durante 60
minutos a 32°C). A las 5 horas de incubacidon en presencia de los VLs, las células fueron lavadas
con PBS 300g 10 min y sembradas a una densidad de 10°c/ml en medio TexMACs suplementado.
El porcentaje de células transducidas fue determinado mediante citometria de flujo al menos 72h

post-transduccion.
4.2 Transduccion de células procedentes de lineas celulares

Para la transduccion de las lineas celulares en suspension, se incubaron 10° células con diferentes
VLs en un pocillo de una placa de 48p en un volumen maximo de 300ul. En el caso de las células
Jurkat, la transduccion se llevé a cabo mediante espinoculacion (800g, 30 min a 32°C).
Posteriormente tras 5h de incubacidn, las células fueron lavadas con PBS 5 min a 300g y
sembradas en su medio habitual.

Para la transduccion de células adherentes, se incubaron 10° células con diferentes VLs en un
pocillo de una placa de 24p en un volumen maximo de 400ul. Posteriormente a las 5h, se aspird

el medio con los VLs, se realizé un lavado con PBS y se afiadi6 su medio habitual.

El porcentaje de células transducidas fue determinado mediante citometria de flujo al menos 72h
post-transduccion.

4.3 Determinacion de nimero de copias del vector por célula

Se extrajo el ADN genomico haciendo uso del kit comercial QiAamp DNA Mini Kit (Qiagen).
Para la qPCR se utilizo el kit QuantiTectTM SYBR Green PCR (Qiagen) y ADN genémico con
una sola copia de vector (obtenido de un modelo generado previamente en el laboratorio) para la
curva patron. Se utilizaron depositaron 60 ng de ADN gendmico (que equivale a 10000 células)
de cada muestra por duplicado. Para cuantificar la integracion de los vectores lentivirales se
usaron  los  oligonucle6tidos  para la  secuencia LTR (Fw LTR: 5’
GATCTGCTTTTTGCTTGTACT 3’; RvLTR: 5> GAGTCCTGCGTCGAGAGAG 3’, Tabla 12).
Como control del nimero de células cargado en cada pocillo se usaron también oligos frente al
gen de la alblmina humana (Fw albimina: 5> GCTGTCATCTCTTGTGGGCTG 3’; Rv
albumina: 5> ACTCATGGGAGCTGCTGGTTC 3’. Tabla 12). La reaccién se llevo a cabo en el
sistema Stratagene MX3005P (Agilent) y usando el programa:1x (95°C, 3min); 40x (95°C, 3 seg
/60°C, 30 seq); 1x (72°C, 2 min). Finalmente, el nimero de copias/célula fue calculado mediante

la interpolacion en la curva patrén usando el programa MxPro (Agilent).
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5. GENERACION DE LOS MODELOS TUMORALES CD19+

Para la generacién de los modelos CD19+, transdujimos 2x10° células Nalm6, Namalwa y
MiaPaCa2 con 20 ul de nuestro vector SELWP en una placa de 48p (Nalm6 y Namalwa) y 24p

(para las células MiaPaCa2) durante 5h, para que conseguir la expresion GFP y Nanoluc.

Posteriormente, las MiaPaCa2 se transdujeron con 20 ul del vector EhCD19 para que
sobreexpresaran también CD19 en la membrana. Todas las células fueron expandidas y sorteadas
mediante FACS con el sorter FACSAria™ Fusion (BD Biosciences). Ademas, las células
MiaPaCa2-CD19+ fueron marcaron con un anticuerpo antiCD19-APC, se resuspendieron en
tampon de sorteo (PBS + 2% suero bovino fetal + 5 mM de EDTA +2% P/S) a una densidad de
10x108 células/ml y un volumen final de 2 ml, y se realizd la separacion seleccionando las células

con una alta expresion tanto de GFP como de CD19.

6. CITOMETRIA DE FLUJO

Toda la informacidn de los anticuerpos usados en esta tesis se recoge en la tabla 10.

6.1 Tincién extracelular directa

Para el fenotipado directo, las células T fueron lavadas con PBS (400g 5 min) e incubadas con
los siguientes anticuerpos monoclonales durante 30 min en hielo y oscurridad: CD45RA-PE
/FITC (HI-100), CD62L-PE-Cy7 (DREG56), CD3-PerCP-Cy5 / APC-780 (OKT3), PD1-APC
(MIH4), LAG-3-PE (3DS223H), TIM-3-APC-Cy7 (F38-2E2) todos de eBioscience (Thermo
Fisher). Posteriormente fueron lavadas (400g 5 min) antes de su adquisicion en los citdmetros
FACSCanto Il o FACS Verse (BD Biosciences).

6.2 Tincién del CAR

La expresion de CAR se determind con anticuerpo IgG1 de cabra que reconoce especificamente
la region Fab murina, con un SP largo conjugada a biotina (115-065-072, Jackson
Immunoresearch, EE. UU., Filadelfia, PA, EE. UU.), seguida de la unién a estreptavidina
conjugada con APC Thermo Fisher Scientific, EE. UU., Waltham, Massachusetts, EE. UU.).
Brevemente, al menos 50 000 células fueron lavadas con PBS (400g 5 min) y bloqueadas con
FcR Blocking (Miltenyi, 1:150) durante 20 min en hielo. Tras un lavado con PBS+ 2% albumina
de suero bovinay 2mM EDTA, las células fueron incubadas con el anticuerpo anti-Fab murino
(1:100) durante 1 hora en hielo. Tras un lavado con PBS+ 2% albumina de suero bovina'y 2mM
EDTA, se afadid la estreptavidina-APC (1:330) durante 15 minutos y posteriormente, se
afiadieron el resto de anticuerpos monoclonales para el inmunofenotipo durante 15 minutos mas,
todo en hieloy en la oscuridad. Las células fueron lavadas con 2 ml de PBS antes de su adquisicion

en el citébmetro.
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6.3 Sefalizacion ténica

La sefializacion tonica se determind mediante tincion intracelular con pCD3z-PE (Tyrl42,
3ZBRA4S), tras la fijacion y permeabilizacion previa con el kit y Fix & Perm Kit (Nordic MuBio,
Susteren, Paises Bajos). En primer lugar, las células fueron fijadas durante 15 min a temperatura
ambiente. Tras un lavado con PBS, se afiadio el reactivo B de permeabilizacion, donde se incubd
15 min en presencia de FcR Blocking (Miltenyi, 1:150). Tras ese periodo, se lavaron con PBS y
se incubd con el anticuerpo durante 30 min a RT (1:100) en presencia del reactivo B. Tras un
lavado, las muestras fueron fijadas de nuevo con el reactivo A y adquiridas en un citémetro
FACSCanto Il (BD Biosciences).

6.4 Tincion de muestras de ratén/humano

En el caso de las muestras de ratones, las células fueron lavadas con PBS (400g 5 min) y se
bloguearon los receptores Fcy con anti-CD16 / CD32 murino (eBioscience, ThermoFisher) y
suero de raton al 5% durante 20 min en hielo. Tras un lavado, se procedio a la tincion extracelular
directa o combinada para detectar el CAR. Las muestras se lavaron dos veces en el Gltimo paso y
se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 2% antes de adquiridas en un citometro FACsCantoll
0 FACS Verse (BD Biosciences).

El porcentaje de células Namalwa-GFP-Nluc y células T (hCD3+) supervivientes se determin6
por FACS estableciendo la regidon “singletes” y, dentro de ésta, "células humanas”, que se
establecid previamente tras adquirir un cocultivo de células Namalwa y células T humanas

utilizadas como control.

7. ENSAYOS FUNCIONALES

7.1 Anélisis de proliferacion con tincion de CFSE

Para el estudio de la proliferacion celular, se conjugaron las células T con éster de succinimidil-
carboxifluoresceina (CFSE) (ThermoFisher). Para ello, se resuspendieron las células en 1 ml de
medio TexMACs. Por otro lado, el CFSE fue diluido a una concentracidn final 5uM en PBS y
afiadido a las células durante 5 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Para eliminar el
exceso de CFSE, se realizaron 3 lavados con PBS + 10% de albumina humana (Grifols) a 300g,
20°C durante 10 minutos. Posteriormente se estimularon con TransAct para inducir la
proliferacion y se realizaron medidas en el cittmetro FACSCanto Il (BD Biosciences) a diferentes

tiempos.
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7.2 Analisis de la cinética de expresion de los diferentes VLs en células T

Para las células T transducidas con los VLs-GFP, se estimularon 10° células T con T cell TransAct
(Miltenyi Biotec) después de 10 dias de reposo tras la activacion inicial necesaria para la
transduccion. De manera similar, se estimularon 10* células CAR-T transducidas con 10* células
CD19+ Namalwa-GFP-NLuc para simular el eje de sefializacion CAR /TCR en placas de 96
pocillos con fondo en U. La expresién de eGFP o CAR fue determinada a diferentes tiempos

después de la estimulacion.

Todas las células fueron tefiidas con anti-CD3y en el caso de las células CAR-T, la expresion del
CAR fue también determinada. El concepto de “expresion” se indica como la proporcién de la
mediana de la intensidad de fluorescencia (MeFI) de la poblacion positiva (eGPF o CAR) frente
al MeFI de la poblacion total no transducida. La “variacion relativa” indica el cociente de

expresion o de porcentaje relacionado con esos valores respecto a nivel basal a Oh.

7.3 Secrecion de citocinas de células CAR-T

Para analizar la produccién de citoquinas después de la estimulacion de las células T, se cultivaron
conjuntamente 5 x 10* células CAR-T con células diana Namalwa-GFP en una proporcion de 1:1
en TexMACs sin suplementar. Los sobrenadantes se recogieron después de 24 horas y se
congelaron a -80°C. Los niveles de TNFa e IFNy fueron determinados con anti-TFN-o humano
Ready-SET-Go! Kit de Affymetrix (eBioscience) y ELISA MAX Deluxe Set (Biolegend, USA,
San Diego, California, USA) respectivamente, siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
celulas fueron diluidas 1:10 en medio TexMACs antes de su cuantificacion con los respectivos
kits.

7.4 Ensayo de citotoxicidad

Las células diana en suspensién, Namalwa y Nalmé GFP-Nluc+, y las células no diana (CD19-)
se co-cultivaron a una concentracion de 5x102 células por pocillo por duplicado en placas de 96
pocillos con fondo en U, y se incubaron con linfocitos T expresando el CAR en diferentes ratios
efector:diana (células T-CAR+:células CD19+, E: T) (0,5: 1, 1: 1, 2: 1) en medio TexMACSs no
suplementado durante 16 o0 48 horas, segun se indique. En el caso de los ensayos de citotoxicidad
con las células adherentes MiaPaCa2 GFP-Nluc, se plaguearon 1,5x10* células CD19+ y CD19-
por pocillo de 96 en medio DMEM suplementado con 10% FBS y 1% P/S. Tras 24 horas, se
aspir6 el medio y se cocultivaron las células pancreéaticas con células CAR-T (ratio 10:1/E:T) en
medio TexMACS no suplementado durante 48 horas.

El porcentaje de lisis de células diana CD19+ se determind mediante citometria de flujo como
pérdida de GFP, respecto a la lisis basal producida por células T no transducidas. La lisis

especifica se determiné de la siguiente manera:
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(% €D19 + (condicion CART) / % CD19 — (condicién CART)
(% CD19 + (condicion NTD)/% CD19 — (condicion NTD)

Lisis especifica = (1 — )x 100

7.5 Ensayo de persistencia con células MiaPaCa2 CD19+ GFPNIluc+

Para comparar la respuesta a antigeno de las diferentes células T-CAR, asi como su evolucion
fenotipica y funcional, se realizé un ensayo de persistencia plagueando a tiempo cero 1,5x10*
células pancredticas CD19+y CD19- en pocillos de una placa de 96 con un volumen final de 200
ul de DMEM suplementado con 10% de FBS y 1% P/S. A las 24 horas, se aspir6 el medio y se
realizo el cocultivo con las células T-CAR en una proporcion 10:1 (E:T) en medio TexMACS
suplementado con IL-7 e IL-15. A las 48 horas, las células T-CAR fueron analizadas para la
expresion de marcadores fenotipicos y de agotamiento por FACS. De nuevo, las células T
supervivientes fueron enfrentadas en ratio (10:1) a células pancréaticas CD19+ y CD19- hasta un
total de 3 encuentros.

8. ANALISIS DE INDUCIBILIDAD Y REVERSION

8.1 Preparacion de doxiciclina y tetraciclina

El hiclato de doxiciclina y la tetraciclina (Sigma Aldrich) fueron disueltos en agua esterilizada
para cultivos y se hicieron alicuotas a una concentracion stock de 10 pg/ml para su
almacenamiento a -20°C. Una vez descongeladas, las alicuotas se mantuvieron a 4°C durante un
méaximo de 7 dias en oscuridad. Para administracion oral, se afiadié Doxiciclina a la gelatina de
fresa (para preparacion infantil) disuelta en agua estéril procedente de los biberones y se dejo
solidificar a 4°C en oscuridad.

8.2. Célculo de la inducibilidad

La férmula de la inducibilidad considera porcentaje, mediana de intensidad de fluorescencia y
leaking (expresion en ausencia de Dox). Se resto el fondo de las células no transducidas (NT). La
inducibilidad (representada también en la Figura 33) se calcul6 de la siguiente manera:

% eGFP + (Dox +) x MeFI de laregion eGFP + (Dox+)

Inducibilidad =
naucortiaa % eGFP + (Dox —)x MeFI de la poblacion total (—Dox)

8.3 Reversion
Para determinar la reversion, las células fueron lavadas 3 veces con 10 ml de PBS a 200g durante
10 minutos cada 24h, y tomada una muestra para su adquisicion previa al lavado para determinar

la expresion de eGFP por citometria.
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9. MODELOS ANIMALES Y ANALISIS DE BIOLUMINISCENCIA

9.1 Modelo animal de linfoma de Burkitt humano

Se inocularon ratones NOD / scid-IL-2Rnull (NSG) de 10 a 12 semanas de edad por via
intravenosa con 3x10° células Namalwa-GFP-NLuc por ratén. A los tres dias, se realizé un
analisis de bioluminiscencia para determinar aquellos que contenian células tumorales. Tras la
aleatorizacion, se infundieron las células CAR-T ARI /AWARI (5x10° o 1x107), células T no

transducidas (5x10° o 1x107), o PBS en la vena de la cola.

En la segunda comparativa, con la intencion de mimetizar una recidiva y nueva exposicion al
antigeno, inoculamos una nueva dosis de 3x10° células Namalwa-GFP-Nluc. Se inocularon
nuevos ratones “PBS”, sin células T, para evaluar la progresion tumoral de esta segunda
exposicion. Esto permitird una comparacion pareada entre los diferentes tratamientos (cada uno
comparado con el control y cada uno comparado entre si). El control de la progresion tumoral se

determiné dos veces a la semana mediante bioluminiscencia.

Los ratones se sacrificaron por dislocacién cervical en los dias indicados, o cuando se
aplica el criterio de punto final humanitario (pérdida del 20% del peso o parélisis de patas
traseras). Se tomaron muestras de sangre, médula dsea, higado, bazo y cerebro. La sangre se
extrajo por puncion cardiaca directa post-sacrificio y se diluy6 1/5 en EDTA. Las células del
higado y del bazo se obtuvieron por disrupcion mecanica y las de la médula 6sea por perfusion
de ambos fémures vy tibias. Las células del cerebro se obtuvieron tras la su homogenizacion y
separacion en gradiente de Percoll. Todas las suspensiones celulares fueron disgregadas tras pasar
por un filtro de 40um antes de la tincidn para citometria.

9.2 Modelos inducibles in vivo

Para la generacion de los modelos inducibles, se inocularon en ratones NSGs por via intravenosa
10% células Jurkat o 0,2x10® Namalwa transducidas con vectores inducibles. Para el modelo
MiaPaCaz2, se inyectaron por via subcutanea 0,15x10° células mezcladas en 1: 1 v/v con Matrigel
en el flanco izquierdo de ratones NSG. La doxiciclina se administro por via oral disuelta en

gelatina y se proporcion6 dos veces por semana para su absorcion ad libitum.

Tras el sacrificio de los ratones inoculadas con células Jurkat y Namalwa, la médula dsea fue
procesada para citometria y tefiida con anti-CD3 humano y anti-CD19 humano respectivamente
para determinar las poblaciones humanas infiltradas. Como control de la region FSC y SSC, y

region de células humanas se utilizaron células en cultivo de cada tipo celular.
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9.3 Bioluminiscencia in vivo

Para el anélisis de bioluminiscencia, se diluyo furimazina (Nano-Glo, Promega) a 1/60 en PBS y
se inyectd por via intraperitoneal inmediatamente antes de la adquisicion en un analizador de
espectro IVIS (Caliper, Perkin Elmer). Las imégenes se adquirieron durante 180 segundos, en
campo abierto, y se analizaron utilizando Living Image 3.2 (Perkin Elmer) o AURA Imaging
Software 3.2 (Spectral Instruments Imaging). El sustrato diluido es estable entre 2-3h a

temperatura ambiente.

10. PRODUCCION A GRAN ESCALA DE CELULAS T-CAR EN EL BIORREACTOR CLINIMACS
PRODIGY EN CONDICIONES SIMILARES A GMP

La produccion a gran escala de células T-CAR en el CliniMACs Prodigy se llevo a cabo en
condiciones similares a las GMP en salas blancas de Terapia Génica-Celular de la Unidad de
Terapia Celular del Hospital Universitario Reina Sofia (Cordoba, Espafia). Alli, se descongelaron
dos aféresis diferentes de un donante sano y se inocularon alrededor de 1 x 108 células T en el
biorreactor CliniMACs Prodigy (Miltenyi Biotec). Se seleccionaron células CD4 y CD8 usando
CD8 y CD4 GMP Reagent (Miltenyi Biotec), se cultivaron con 10 ng/ml IL-7 / IL-15 GMP
(Miltenyi Biotec) y se activaron con aCD3/aCD28 GMP T cell TransAct (Miltenyi Biotec). En
el dia 2 del proceso, estas células se transdujeron con el vector lentiviral AWARI (MOI = 5). Las
celulas se cultivaron en medio TexMACs GMP que contenia IL-15 e IL-7 de grado GMP
(Miltenyi Biotec) durante 9 6 10 dias. El producto final se recogié con 100 ml de NaCl al 0,9% +

albumina de suero humano (HSA) al 0,5%.

Las células se tifieron con CD3-APC, CD4-FITC, CD8-APC Vio770, CD14-PE Vio770, CD45-
Vioblue (Miltenyi Biotec). Para evaluar la eficacia de la transduccion, el producto fue tefiido con
CD-19 Biotina y Anti-biotina PE (Miltenyi Biotec). La viabilidad se determind utilizando 7AAD
(Miltenyi Biotec). El fenotipo se determiné con CD45RA-APC (HI100) y CCR7-BV421 (2-L1-
A RUO) de BD Pharmingen. Las células se adquirieron en un citometro MACsQuant (Miltenyi
Biotec) y se analizaron con el software de analisis MACsQuantify (Miltenyi Biotec).

11. ExTRACCION DE ARN Y PCR CUANTITATIVA

Se extrajo el ARN de aproximadamente 7x10° células usando Trizol (Ambion). Posteriormente
el ARN fue cuantificado y se parti6 de la misma cantidad para la retrotranscripcion del mismo,
usando el kit de transcripcion inversa de ADNCc de alta capacidad (ThermoFisher), suplementado
con un inhibidor de ARNasa (ThermoFisher). La qQ-PCR se realiz6 en un sistema Stratagene
MX3005P (Agilent), utilizando Kappa SYBR FAST pPCR Master Mix (Kappa Biosystems) y
oligos frente a GFP y CD3 (secuencias de los oligos adjuntados en Tabla 12). Los resultados se
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relativizaron frente al gen endégeno GAPDH (Tabla 12). El programa utilizado fue el siguiente:
1x (95°C, 15 min); 40x (95°C, 15 seg / 60°C, 30 seg / 72°C, 30 seg); 1x (95°C, 1 min / 55°C, 30
seg / 95°C, 30 seg). Los datos fueron analizados con el programa MxPro (Agilent) calculando los

cambios relativos de expresion génica utilizando el método 2*AACt.

12. ANALISIS DE LOS SITIOS DE UNION DE FACTORES DE TRANSCRIPCION

Se analizaron las secuencias de los promotores EFla y el promotor AW con las herramientas
Bioinformaticas PROMO y Alibaba2.1 para la identificacion de sitios de union de factores de
transcripcion putativos (TFBS) definidos en la base de datos TRANSFAC. Los parametros usados
en PROMO son la eleccion de “Factores humanos, con 0% de disimilitud entre matriz”.
Anéalogamente, en Alibaba2.1, se seleccionaron aquellos sitios con “100% de prediccion y
minimo de conservacion del 80%”. Los resultados de ambos programas se incluyeron en un
diagrama de Venn, utilizando el programa InteractiVVenn, para analizar aquellos que son comunes

entre ambos promotores.

13. ANALISIS ESTADISTICOS

Todos los analisis estadisticos fueron generados con GraphPad 1.6 (GraphPad Software Inc., La
25 Jolla, CA). Los datos son expresados como media + SEM y en el caso de la intensidad de
fluorescencia, como mediana + SEM. Los test estadisticos utilizados se indican en cada pie de

figura.

14. LISTA DE ANTICUERPOS, SECUENCIAS Y SOFTWARE

Tabla 10. Anticuerpos

Anticuerpo Clon Conjugacién Concentracion | Casa comercial
aCD3 OKT3 PerCP-Cy5.5/APC-780 1:200 ThermoFisher
aCD45RA HI-100 FITC/PE 1:200 ThermoFisher
aCD62L DREG56 PE-Cy7 1:200 ThermoFisher
oPD1 MIH4 APC 1:100 ThermoFisher
oLAG3 3DS223H PE 1:100 ThermoFisher
aTim3 F38-2E2 APC-e780 1:100 ThermoFisher
oFab-murino, SP- - Biotina 1:100 Jackson
1gG Immunoresearch
Streptavidina - APC 1:330 ThermoFisher
oEGFR AY13 PE 1:100 Biolegend
aCD19 HIB19 APC 1:200 ThermoFisher
aPhospho-CD3z 3ZBRA4S PE 1:100 ThermoFisher
(Tyr 142)
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Tabla 11 Sofware utilizado

Software 3.2

Sofware Aplicacion Casa comercial

FlowJo V7.10 Anédlisis FACS TreeStar, BD, EE. UU.
MACsQuantify Andlisis FACS Miltenyi Biotec, Alemania.
MxPro Anélisis gPCR Agilent, EE. UU.

AURA Imaging | Anélisis bioluminiscencia en ratones Spectral Instruments Imaging,

EE. UU.

Living Image 3.2

Anélisis bioluminiscencia en ratones

Perkin Elmer, EE. UU.

PROMO?2 (basado en
TRANSFAC 8.3)

Anélisis de los sitios de unién de factores
de transcripcion

Académico: Universitat Pompeu
Fabra y Universitat Politécnica
de Catalunya

Alibaba?2 (basado en
TRANSFAC 4.0)

Anélisis de los sitios de unién de factores
de transcripcion

Académico: Universitat

Heidelberg

GraphPad 1.6

Analisis estadisticos

GraphPad Software Inc, EE. UU.

InteractiVenn

Diagrama de Venn

Académico: Universidade de
Sé&o Paulo, Laboratério Nacional
de Biociéncias, Embrapa
Informatica.

BioRender

Elaboracion de figuras representativas

BioRender.com

Tabla 12 Lista de oligonucleétidos utilizados

Oligonucleétido

Secuencia (5’2 3°)

Fw GFP AAGCTGACCCTGAAGTTCAT
Rev GFP CGTCGTCCTTGAAGAAGAT

Fw GAPDH ATGGGGAAGGTGAAGGTCG
Rev GAPDH GGGGTCATTGATGGCAACAATA

FW CPPT Clinico

GTGCAGGGGAAAGAATAGTAG

Rev-CD19 TACAGGAGTTTCTTTCTGCC
FW-CMV CGGTGGGAGGTCTATATAAGC
Fw CD3 AAGATGAAGTGGAAGGCG
Rev CD3 CTCAGGAACAAGGCAGTG

Fw SFFV GTCCTCCGACAGACTGAGTC
Rev WPRE CGTAAAAGGAGCAACATAGT
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RESULTADOS: PARTE |

DESARROLLO DE LAS HERRAMIENTAS NECESARIAS PARA LA GENERACION DE CELULAS CAR-T
FRENTE A TUMORES CD19+

1.1 AISLAMIENTO Y EXPANSION DE CELULAS T PRIMARIAS DE DONANTE SANO.

Las células T primarias de sangre periférica de donante sano fueron aisladas mediante un
gradiente de Ficoll para obtener las células mononucleares (PBMCs del inglés Peripheral Blood
Mononuclear Cells) y posteriormente realizamos un aislamiento de las células T por seleccion de
negativa magnética (M&M), obteniendo una pureza de células CD3+ mayor del 85% (88.7+5.3%,
media £ SEM) (Figura 12A). Las células T CD3+ aisladas fueron cultivadas en un medio libre
de suero (TexMACs) suplementado con 20 Ul/ml de IL-2 (40 ng/ml) (Figura 12 B, arriba) y
activadas durante 48h con una nanomatriz anti-CD3/CD28 (TransAct), que mimetiza la
estimulacion via TCR, (Figura 12 C, arriba) lo que favorece su crecimiento en una forma de
rosetas caracteristica durante la primera semana de cultivo (Figura 12 B, abajo). Observamos
que toda la poblacion inicial (color gris) se dividio entre 1-3 veces a las 24h, definido por la
pérdida de intensidad de fluorescencia del CFSE (Figura 12C, histograma azul). A las 96h, todas
las células se han dividido un minimo de 4 veces, incluso hasta acumulando hasta 8 divisiones
(Figura 12 C, histograma verde), lo que indica una adecuada proliferacion. Con la intencion de
determinar el grado de diferenciacién de estas células en cultivo, utilizamos dos marcadores
CD45RA y CD62L para poder establecer cuatro poblaciones: Tscm/Tnaive (CD45RA+CD62L+),
Tem (CD45RA-CD62L+), Tem (CD45RA- CD62L-) y Ter (CD45RA+CD62L-). Asi, observamos
que las células cultivadas durante 30 dias no tenian un fenotipo meramente efector, si no que adn

permanecian poblaciones memoria (Figura 12D).
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Figura 12. Eficiencia de aislamiento de las células T primarias y dptima activacion con la nanomatriz
anti-CD3/CD28. A) lzquierda: Histogramas de CD3 de células T antes y después del aislamiento por
seleccion negativa magnética. Derecha: grafica de la eficiencia de aislamiento de cuatro donantes
independientes. **, indica p<0.001, test no paramétrico, dos colas. B) Imagenes de células T sin estimular
(arriba) y tras 96h post-activacion (abajo) con TransAct. C) Arriba: diagrama de células T sin estimular y
tefiidas con CFSE reciben una estimulacion de 48h con TransAct y posteriormente se lavan. Abajo:
histograma de CFSE donde se indican las células sin dividir (gris), divididas a 24h (azul) y divididas a las
96h (verde) ademas del nimero de picos. D) Dot-plot representativo de CD45RA y CD62L de células

recién aisladas y a dia 30 de cultivo.

1.2 OPTIMIZACION DE LA TRANSDUCCION DE CELULAS T PRIMARIAS CON VLS PARA UNA

MODIFICACION GENETICA ESTABLE.

A continuacién, analizamos las mejores condiciones para conseguir transduccion
eficiente de las células T cuando se utilizan VLs pseudotipados con VSV-G. Para ello, utilizamos
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un VL reportero disponible en laboratorio, SE, que expresa GFP bajo un promotor viral fuerte
(del virus spleen focus forming virus). Tras el aislamiento, activamos las células T con TransAct
y transdujimos a las 24h, 48h y 72h con el sobrenadante viral a una multiplicidad de infeccion de
2 (MOI=2) (Figura 13A). Observamos que Unicamente cuando se activan las células con la

nanomatriz se observa una modificacion genética eficaz (Figuras 13B y 13C). Las eficacias de
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Figura 13. Optimizacion de la transduccion de células T primarias. A) Diagrama del experimento para
determinar la transduccién a las 24. 48h, 72h en células CD3+ activadas o no con TransAct. B) Imagen de
fluorescencia adquirida 48h post-transduccion (TD) de células T no estimuladas (IL-2) y estimuladas 24h
(IL-2+TransAct). C) Dot-plot de las células transducidas con una estimulacion de 24h. D) Porcentajes de
células GFP+ transducidas con SE estimuladas o no durante 24, 48, 72h. E) Disefio experimental de la
espinoculacion de células Jurkat (arriba) con los vectores SE 'y CEETIs2 y células T primarias con el vector
SE (abajo). F) Histogramas eGFP de células Jurkat no transducidas (NT), no espinoculadas (azul) y
espinoculadas (verde). G) Dot-plot de células T primarias transducidas con SE con o sin espinoculacion. F)
Dot-plots de la expresion de CD45RA y CD62L de esas células.
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modificacion genética cuando las transducciones con los VLs-eGFP se realizan a diferentes

tiempos (24, 48, 72h) no mostraron diferencias significativas (Figura 13D).

Sin embargo, dado que no todos los VLs utilizados en este proyecto son tan eficientes
como el VL-SE, intentamos mejorar la eficiencia de transduccién basandonos en la bibliografia
y utilizando un método llamado espinoculacién. Basicamente, la espinoculacion consiste en
centrifugar las particulas virales junto con las células a 32°C, 800h durante 30 min (en el caso de
células Jurkat, Figura 13E, arriba) o 1h (para células T primarias). Asi, comprobamos la
espinoculacion utilizando el vector SE generaba un ligero incremento de la transduccion (tanto
en porcentaje como en intensidad de fluorescencia, MeFlI), tanto en células Jurkat, un modelo de
células T, (Figura 13F, izquierda) como en células T primarias (Figura 13G). Ademas,
comprobamos que el protocolo de espinoculacién en células T primarias parecia no alterar

sustancialmente el fenotipo de diferenciacion (Figura 13 H).

RESULTADOS: PARTEI

DESARROLLO DE MODELOS /N VITRO E IN VIVO PARA DETERMINAR LA LISIS TUMORAL Y
EFICIENCIA TERAPEUTICA

Dado que nuestro objetivo es mejorar las estrategias de inmunoterapia basadas en CAR-
T, lo primero es disponer de células diana que podamos identificar facilmente para determinar el

grado de lisis especifica y donde podamos estudiar las potenciales mejoras logradas.

Tal y como se ha mencionado previamente, nuestros estudios se centran en leucemias y
linfomas B y en mejorar los sistemas aCD19-CAR-T existentes en la actualidad, por lo tanto,
debemos disponer de células que sean CD19- y CD19+. En primer lugar, analizamos los niveles
de CD19 de diferentes lineas celulares procedentes del linaje B y de otros origenes para tenerlas
como controles (Figura 14A). Asi, corroboramos los altos niveles de CD19 de las lineas Nalmé,
de leucemia linfoblastica aguda (LLA) y Namalwa, de linfoma de Burkitt, siendo ligeramente
mas bajo este ultimo. Sorprendentemente, las células K562 (eritro-mieloides) expresaban bajos
niveles de CD19 mientras que las células MEG-01S (de linaje megacariocitico) y HL-60
(mieloides) eran negativas (Figura 14A).

Para establecer los modelos, en primer lugar, disefiamos un VL (SELWP) que codificaria
eGFP y Nanoluciferasa (la luciferasa mas pequefia actualmente, de tan sélo 19kDa y con alta

penetrancia) en forma de polipéptido y que una proteasa cortara por la secuencia P2A permitiendo
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su ensamblaje funcional (Figura 14B). Con esta estrategia, podriamos determinar la citotoxicidad
in vitro de una manera sencilla, midiendo pérdida de fluorescencia GFP por citometria de flujo,
ademas de poder caracterizar las células T mientras que cuantificamos la progresion tumoral in
vivo gracias a la nanoluciferasa. Generamos los modelos CD19+ transduciendo las células Nalm6é
y Namalwa y sorteando para obtener una poblacién GFP+ pura que mantenia los niveles de CD19
(Figura 14C).
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Figura 14. Generacion de los modelos CD19+ GFP+Nanoluc+. A) Histograma de los niveles de CD19
en diferentes lineas celulares. B) Esquema del VL-GFP-Nluc (SELWP). C) Dot-plots de los niveles de
CD19 y GFP de las células Nalm6 y Namalwa modificadas. D) Diagrama del desarrollo experimental del
modelo de raton NSG-Namalwa-GFP-Nluc. E) Imagenes de bioluminiscencia adquiridas a dia 0,7,11y 17
post-inoculacion de las tumorales con tres dosis diferentes. F) Dot-plot representativos del andlisis de
GFP/CD19 de las células Namalwa presentes en sangre, médula 6sea, bazo e higado de un raton inoculado
inicialmente con 500 000c. Namalwa-GFP-Nluc. Se muestra un dot-plot representativo de FSC/SSC de

médula 6sea donde se muestra la estrategia de analisis.

126



A continuacién, nos planteamos generar un modelo in vivo con las células Namalwa, ya
que el linfoma de Burkitt es uno de los més agresivos. Asi, inoculamos intravenoso tres dosis
diferentes de Namalwa-GFP-Nanoluc en ratones NSG (Figura 14D) y realizamos un anélisis de
bioluminiscencia con el dispositivo IVIS Spectrum a los 10-20 min tras la infusion de las células
tumorales (Figura 14E, dia 0). El sustrato de la NanoLuc, NanoGlo, es administrado
intraperitonealmente justo antes de la adquisicion de las imégenes y asi, podemos observar como
algunas células tumorales se han quedado en el lugar de la inyeccion a tiempo 0, y como progresan
de manera similar en las tres dosis (a mayor dosis, mayor adelantamiento de la enfermedad)
colonizando médula, cavidad abdominal, médula, higado, bazo e incluso cerebro hasta saturar la
sefial a dia 17, con una pérdida del 20% del peso, lo que se establece como punto final humanitario
(Figura 14E). Finalmente, determinamos por citometria de flujo la infiltracién tumoral en sangre,
médula désea, bazo e higado. Utilizando células Namalwa in vitro, determinamos la region
FSC/SSC donde deberian aparecer las células en caso de infiltracion. Asi, observamos un alto
porcentaje de CD19+ humano que seguian siendo GFP+ en todos los drganos analizados (Figura
14F).

A continuacion, desarrollamos un modelo artificial CD19+ in vitro derivado de una linea
tumoral pancreatica con la intencion de comparar ambas células ARl y AWARI en un ambiente
mas hostil e inmunosupresor, donde se necesita una mayor persistencia. Para ello, disefiamos un
nuevo VL que iba a expresar CD19 humano bajo el promotor EFla (el vector EhCD19).

En primer lugar, generamos la linea celular MiaPaCa2, de carcinoma pancreatico
metastéasico con KRAS mutado, para que expresara nuestro vector reportero SEWLP, GFP+Nluc+
(Fig. 15 arriba). En segundo lugar, las volvimos a modificar para que expresaran en superficie
CD19 con sobrenadantes virales del VL-EhCD19, de modo que ahora podian ser diana de nuestras
celulas CAR-T anti-CD19 y podiamos monitorizarlas.

Posteriormente, estas células fueron sorteadas para expresar una poblacion pura GFP+
CD19+. Sin embargo, a las dos semanas volvimos a tener una poblacion mixta, donde més del
90% eran GFP+ pero s6lo el 40-50% eran GFP+CD19+ (Fig 15 abajo). Destacamos que, aunque
parece existir un silenciamiento de CD19 o cierta toxicidad en este modelo, resulta interesante ya
gue mimetiza, desde un punto de vista mas realista, la heterogeneidad tumoral donde un

porcentaje elevado de las células cancerigenas dejan de expresar el antigeno diana.
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Figura 15. Generacion de un modelo artificial CD19+ de tumor pancréatico. Arriba: Las células
MiaPaCa2 fueron transducidas secuencialmente con los vectores SEWLP y EnCD19 para que expresaran
GFP-Nluc y CD19 humana, respectivamente. Abajo: Dot-plots de la expresion de GFP/CD19 de las lineas
CD19- y CD19+ tras dos semanas post-sorter.

RESULTADOS: PARTE III

GENERACION DE CELULAS ANTICD19-CAR-T CON UNA EXPRESION FISIOLOGICA

Uno de los principales problemas de la terapia CAR-T actual, es la sobreactivacién de la
célula CAR-T que no solo conlleva a una falta de eficacia en la terapia debido al agotamiento
precoz de las células T, sino también a un exceso de citoquinas proinflamatorias que acaban
desencadenando una tormenta de citoquinas y efectos secundarios neurolégicos, que, si no son
controlados, puede provocar dafios irreversibles en el paciente e incluso la muerte.

Una alta expresion y constitutiva del CAR provoca una agregacion o clustering del CAR
en la superficie, la cual permite una secrecién mayor de citoquinas de manera muy rapida tras el
reconocimiento del antigeno tumoral (mayor diferenciacion, mas AICD y agotamiento). Por otro
lado, una sefializacion tonica en ausencia de antigeno, lo cual no s6lo agota prematuramente a la
célula T, si no que puede contribuir a la produccion de citoquinas de manera no especifica.

Por ello, cada vez mas trabajos (Eyquem et al., 2017; Gomes-Silva et al., 2017; Weber et

al., 2021b) sostienen la importancia de regular dicha expresion en la superficie de la célula CAR-
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T con la intencién de optimizar su actividad terapéutica. En 2017, el grupo de Sadelain gener6
celulas aCD19-28¢ -T utilizando CRISPR/Cas9, donde el CAR se regulaba bajo el promotor
endogeno de la cadena constante alfa del receptor de la célula T (TRAC) y se incrementaban sus
propiedades antitumorales con mejor agotamiento y menor diferenciacion. Esta expresion no era
constante, sino que habia una bajada de la dicha expresion tras el encuentro con el antigeno, que
se recuperaba entre 1-3 dias después y que era critico para incrementar su potencia. Sin embargo,
a pesar del increible potencial de las herramientas de edicién gendmica y su emergente presencia
en la clinica, aun hay que resolver algunas cuestiones técnicas y de seguridad para que sean
aprobados como ATMP. Por ello, nos planteamos adaptar la hipdtesis de que la expresion del
CAR mimetice el patron del TCR en una situacion fisiolégica dentro de un contexto de vector

lentiviral.

3.1 ESTUDIO DEL PATRON DE EXPRESION DEL TCR/CD3

En primer lugar, estudiamos el patron del TCR/CD3 a través de la expresion de CD3 en
superficie y por RNA mensajero tras la estimulacién via TCR/Cd28 con una nanomatrix anti-
CD3/CD28 (TransAct) con la intencidon de mimetizar una presentacién antigénica artificial de la
primera y segunda sefial de activacion (Figura 16A). De esta manera, tras la estimulacion a
tiempo cero, corroboramos coOmo se producia una bajada de CD3 tras la estimulacion como se ha
descrito previamente (Eyquem et al., 2017), con una minima expresién a las 24h que se restaura
a niveles basales a las 72-96h tanto a nivel de proteina y a las 48h de nivel MRNA mensajero
(Figura 16B).
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Figura 16. Estimulacion con matriz «CD3/CD28 para mimetizar una presentacion antigénica artificial
via TCR. A) Esquema representativo de la interaccion TCR/ MHC de una célula B, asi como la

estimulacién artificial con anti-CD3/CD28 en la célula T. B) Variacion relativa de la expresion de CD3 en
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células T primarias respecto a Oh determinada por proteina en superficie (FACS, azul) o por mMRNA (negro)

a diferentes tiempos post-activacion con a«CD3/CD28. n>5.

3.2 COMPORTAMIENTO DE DIFERENTES PROMOTORES EN EL CONTEXTO DE VL EXPRESANDO
GFP

A continuacion, ya que los VLs constituyen una herramienta aprobada para el desarrollo
de medicamentos de terapias avanzadas, utilizar VLs para expresar el CAR con una cinética que
mimetice el patron fisioldgico del TCR puede ser una buena alternativa para generar células CAR-
T mas potentes y seguras. En primer lugar, queriamos comparar el patrén de expresion de varios
promotores entre ellos, promotores quiméricos basados en el locus del sindrome de Wiskott-
Aldrich (locus WAS), desarrollados por el grupo, para ver si estos Gltimos podian generar una
expresion mas fisioldgica comparado con aquellos promotores que se estan usando actualmente
en los CAR-T comerciales (el promotor viral MSCV o EFla).

De este modo, generamos particulas virales de dos promotores basados en WAS (WE,
AWE) y tres promotores de expresion fuerte basados en el virus del CMV, SSFV y en el promotor
humano EFla (Figura 17A) y generamos células T que van a expresar eGFP bajo estos
promotores.

Tras dejar las células en reposo durante 10 dias tras la activacion inicial necesaria para la
transduccion con los VLs, las estimulamos de nuevo con la nanomatriz aCD3/CD28 y analizamos
los niveles de eGFP a diferentes tiempos (Figura 17B). De este modo, observamos que, todos los
vectores que albergaban promotores constitutivos fuertes como CMV-CEWP, SSFV-SE y EFla-
EFEWP, generaron un incremento de la expresion de eGFP tras la activacion (Figuras 17C, 17D),
comportandose justo al contrario que la expresion fisiol6gica de CD3. Por otro lado, Los VLs WE
y AWE, mimetizaron parcialmente esa bajada en la intensidad de expresion tras la estimulacion,
alcanzando su minimo a las 72h y recuperando los niveles basales a dia 7 (Figuras 17C, 17E

verde, azul).
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Figura 17. Las células T transducidas con VLs que incluyen el promotor WAS imitan parcialmente
el patrén de expresion de TCR. A) Disefio experimental para estudiar el patrén de expresion de eGFP
después de la estimulacion con TCR. B) Diagramas de los diferentes VLs que expresan eGFP bajo los
promotores CMV, SFFV, EFla, W0.5 y AW. C) Histogramas representativos de la expresion de eGFP
controlada por VLs con promotores fuertes (CEWP, SE y EFEWP) y por promotores WAS (WE, AWE) a
diferentes momentos tiempos post-estimulacion. D, E) Gréficos que la variacién relativa de la expresion de
eGFP (lineas de color) vs CD3 (lineas negras) a lo largo del tiempo después de la estimulacién de
aCD3/CD28 de células T transducidas con promotores virales (CEWP, SEWP) (D) o eucarioticos (EFEWP,
WE y AWE) VLs (E). La variacién relativa se calcula mediante la siguiente formula: ((MeFI de la poblacién
de GFP + xh / MeFI de células no transducidas xh) / MeFI de la poblacion de GFP + 0h / MeFI de células
no transducidas Oh). ANOVA, post test de Bonferroni, comparado con el patron CD3: *, p <0,05; **, p
<0,01; ***, p <0,001. En el caso de +++ indica p <0,001 para SEWP en comparacion con la expresion de
CD3. n=5.
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3.3 EL PROMOTOR WAS COMO CANDIDATO PARA TERAPIA CON CELULAS CAR-T

En base a los resultados obtenidos con los vectores eGFP, los VLs WE y AWE eran
candidatos potenciales a ser utilizados para la terapia con células CAR-T, dado que su patrén de
expresion no se incrementaba como ocurria con los promotores fuertes e incluso se observaba una
pequefa bajada en la expresion tras la estimulacion.

El gen WAS, cuya expresion esta restringida al linaje hematopoyético, codifica para la
proteina WASP (del inglés, Wiskott-Aldrich Protein), la cual estd implicada en la nucleacion de
la actina, y responde tras la activacion de la célula T para contribuir a los procesos de migracion
y sinapsis inmunoldgica, entre otros. La expresion de dicha proteina esta controlada por un
promotor proximal de 1.6kb (Figura 18A, rojo) adyacente al sitio de transcripciéon (TSS) y un
promotor alternativo 6kb aguas arriba (azul). Nuestro grupo ha disefios varios promotores
quiméricos basados en este gen, que incluyen el promotor proximal 0.5kb (W0.5kb, rosa) y el
promotor AW, una conjuncion de un fragmento del promotor alternativo (el promotor de 0.38kb,
verde) junto con el promotor proximal minimo W0.5, para su uso en terapia génica del sindrome
de Wiskott Aldrich (Martin et al., 2005; Frecha et al., 2008; Mufioz et al., 2020).

Decidimos comparar a continuacién, los potenciales sitios de unidon de factores de
transcripcion presentes en la secuencia del promotor EFla, utilizado en la gran mayoria de los
CARs clinicos (incluyendo los productos Kymriah, Breyanzi y ARI-0001) versus los presentes
en el promotor AW, utilizando dos herramientas bioinformaticas de prediccion de estos sitios de
unién de factores de transcripcion: PROMO y Alibaba2, los cuales usan la base de datos
TRANSFAC (Figura 18B). Los andlisis de las secuencias de ambos promotores predijeron la
presencia comun de 10 sitios, mientras que EF1a. tenia otros 9 sitios no compartidos y AW, 5. El
promotor EFla presenta mas sitios de union de factores relacionados con la activacion de las
células T como son con la respuesta a interferén (IRF-2 y ISGF-3) aunque AW, tiene sitios como
Elk1 o STAT-4 que podrian hacerle responder a citoquinas y estrés. Llama la atencion la presencia
de un sitio FOXP3 en el promotor AW, que, aunque es tipico de células T reguladoras, podria ser

un elemento diferenciador importante entre ambos promotores.
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Figura 18. Caracteristicas del promotor AW. A) Composicion del promotor quimérico AW basado en
el locus WAS. Los promotores completos alternativo (azul) y proximal (rojo), fueron reducidos a sus
promotores minimos de 0.38kb (verde) y 0.5kb (rosa) (Martin et al. 2005, Frecha et al. 2008) y juntados en
un contexto de vector lentiviral para general el promotor AW. B) Diagrama de Venn de los factores de
transcripcion hipotéticos dado por las herramientas bioinforméaticas PROMO2 y Alibaba2 que comparten

los promotores EF1la, WAS y algunos seleccionados como relevantes en células T.

3.4 LA EXPRESION DEL CAR EN CELULAS T BAJO EL PROMOTOR AW MIMETIZA EL PATRON DEL
CD3/TCR

A continuacion, investigamos si los CAR bajo el promotor WAS también seguian una
cinética similar al TCR. Construimos el AWARI-VL (ver M&M), sustituyendo el promotor EFla
del vector lentiviral ARI-0001, un CAR19-BBzz (con los dominios intracelulares 41BB y CD3z)
recientemente aprobado como ATMP en Espaiia, que usa el clon A1B6 como scFv (Figura 19A).

Tras generar células ARl y AWARI-CAR-T, queriamos ver si el patron de CD3 tras la
estimulacién de las células transducidas se veia afectado por expresar el CAR. Asi, encontramos
que cuando las células eran activadas via TCR/CD28 o via CAR, se continuaba produciendo esa
bajada de la expresion de CD3 a 24h en la superficie de la célula (Figuras 19B, 19C), siendo
significativamente mayor, cuando utilizamos la nanomatriz aCD3/CD28 (Figura 19B).

Seguidamente, estudiamos la cinética de expresién del CAR en superficie tras la
activacion de células CAR-T ARl y AWARI con células CD19+ (Figuras 19D, 19E, izquierda)
y via TCR/CD28 (Figura 19E, derecha) utilizando las mismas condiciones descritas previamente.
Tal y como esperabamos, las células AWARI CAR-T (lineas azules) mostraron una regulacién a
la baja de los niveles de CAR después de la estimulacion antigénica con los dos tipos de estimulo
y una recuperacion después de 48h, muy similar al patrdn fisiolégico del TCR/CD3 (en negro).
Por el contrario, las células ARI CAR-T mostraron un claro incremento en los niveles de CAR
después de la activacion de las células T (Figura 19D, 19E).
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Asi, nuestros resultados demuestran que los AW-LV se pueden usar para generar células

CAR-T para expresar el CAR de una manera similar al patron fisiologico del TCR.
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Figura 19. Comparativa de los niveles de CAR dados por el control de los promotores EFlay AW.
A) Diagramas de VLs que utilizan el promotor EF1a (ARI) y por el promotor WAS (AWARI) para expresar
el CAR ARI-0001 (aCD19-A3B1-41BB-CD3(). B) Comparativa de la variacion relativa de la expresion
de CD3/TCR determinada por citometria de flujo de células CAR-T estimuladas via TCR (a D3/CD28) y
via CAR (con células CD19+) a largo del tiempo. *, indica p<0.05, 2 vias-ANOVA, Bonferroni post-Test.
n>5. C) Histogramas representativos de la expresién de CD3 en la primeras 48h post-estimulacion con
aCD3/CD28 y células B CD19+. D) Histogramas representativos de los niveles de expresion de CAR en
células no transducidas (NT, histogramas en gris) y en CAR-T generadas con los VL-ARI (izquierda, verde)
0 AWARI (azul, derecha) en reposo (0h) y a diferentes tiempos (24, 48, 72h) después de la activacion con
células CD19 +. E) Gréficos de la variacion relativa de la expresion del CAR en células ARI-CAR-T (lineas
verdes) y AWARI-CAR-T (lineas azules) vs la expresion de CD3 (linea negra) a diferentes horas tras
activacion via CAR (con células CD19+, izquierda) o via TCR/CD28 (con la nanomatriz aCD3/CD28).
Los datos muestran el porcentaje de células CAR + en diferentes puntos de tiempo en relacién con 0 horas.
Prueba de Man-Whitney, dos colas, ** indica p <0.01 respecto el patron de CD3 y +, indica p <0,05
comparado con las células AWARI-CAR-T (n>5).

3.5 LAas ceLutas AWARI-CAR-T TIENEN MENOS SENALIZACION TONICA Y MENOR
AGOTAMIENTO A NIVEL BASAL

A continuacién, comparamos el comportamiento de las células ARI-CAR-T frente a las
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celulas AWARI CAR-T en cultivo, diez dias después de la activacion inicial (Figura 20A). En
todos los casos se compararon células ARl y AWARI con porcentajes similares de transduccién
(20-30% CAR+) aunque para ello, las células AWARI presentaban casi ~2 veces mas de nimero
de copias del vector por célula (2.46+0.78 copias/célula vs 4.68+1.25c/c para ARl y AWARI
respectivamente). Primero, medimos los niveles basales de los marcadores de agotamiento (LAG-
3, PD1, Tim3) (Figura 20B) y la sefalizacion tonica (fosfo-CD3z) (Figura 20C) en un contexto
independiente de CD19. Las células AWARI CAR-T expresaron niveles significativamente mas
bajos de LAG-3 y Tim3 (y una tendencia a la baja de Tim3) (Figura 20B, abajo) y menor
fosforilacion de CD3z (Figura 20C).
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Figura 20. Sefializacion tonica y agotamiento basal en ausencia de estimulacion antigénica. A)
Cronograma experimental para la determinacién de la sefializacion ténica y niveles basales de agotamiento
a los 10 dias de la activacion inicial. B) Arriba: Histogramas representativos de la expresion de LAG-3,
PD1 y Tim3 de células NT (no transducidas, gris), CAR-T ARI (azul) y AWARI (verde). Abajo:
Representacion gréfica de los niveles de expresion de LAG-3, PD1y Tim3 de células ARl y AWARI CAR-
T relativo al valor de sus células NT para cada donante. Los datos son MeFI=SEM. Prueba de Man-Whitney
de una cola (4 donantes independientes). B) lzquierda: Histogramas representativos de la expresion
intracelular de fosfo-CD3z de células NT (gris), y células CAR-T ARI (azul) y AWARI (verde). Derecha:
Gréfico de los niveles de expresién de pCD3z de células ARl y AWARI CAR-T relativa a sus células NT
para cada donante. Los datos representados son la proporcién del MeFl de pCD3z de las células ARI o
AWARI CAR-T dividida por MeFI el pCD3z de células NT. Prueba de Man-Whitney de una cola (4

donantes independientes, n > 4).

135



3.6 EL PATRON DE EXPRESION DEL CAR SIMILAR AL TCR PREVIENE EL AGOTAMIENTO Y
CONTROLA LA SECRECION DE CITOCINAS PROINFLAMATORIAS TRAS LA EXPOSICION AL
ANTIGENO IN VITRO

En segundo lugar, nos planteamos estudiar su capacidad citotdxica in vitro (Figura 21A).
en dos modelos de células CD19+: Nalm6, de LLA y Namalwa, derivada de un linfoma de Burkitt,
las cuales hemos modificado para que expresen altos niveles de GFP-Nluc+.

A continuacion, analizamos la secrecién de dos citoquinas proinflamatorias, TNFa e IFNy
a las 24h en presencia de las células CD19+ Namalwa, y detectamos que las células AWARI
CAR-T secretaron niveles mas bajos de ambas citoquinas en comparacién con las células ARI
(Figura 21B), lo que indica una actividad proinflamatoria mas controlada.

La citotoxicidad fue evaluada mediante citometria de flujo, marcando las células T con
anti-CD3 y determinando la pérdida de la poblacion GFP+ correspondiente a las células
tumorales, mientras que las células control CD19- HL-60 se mantuvieron sin marcar. Brevemente,
cultivamos células Nalm6 o Namalwa GFP+, junto con HL-60 en varias proporciones con células
T (No transducidas NT, ARl y AWARI, las cuales expresan porcentajes similares de CAR+) en
medio TexMACSs sin citoquinas (Figura 21A). A las 48h, tomamos las muestras para su anélisis,
considerando la méaxima presencia tumoral CD19+ en el co-cultivo con células T no-transducidas
(21% de células Namalwa y 28.7% de células CD19- HL-60) (Figura 21C). Asi, observamos
como ambas células CAR-T destruyeron eficazmente CD19+ Nalm6 y Namalwa en cultivo, sin
encontrar ninguna diferencia significativa (Figura 21D). Este tipo de anlisis nos permite una
mejor caracterizacion de las células CAR-T tras el encuentro tumoral, estudiando marcadores de
agotamiento y fenotipo (Figura 22).

Curiosamente, los niveles de expresion de LAG-3 fueron significativamente méas bajos
en AWARI en comparacién con las células ARI CAR-T tras la lisis de células Namalwa (Figura
22A, derecha). Sin embargo, no hubo diferencias en la expresion de Tim3 ni PD1 tras la lisis
(Figura 22B). Por otro lado, analizamos el fenotipo de las células CAR-T tras 48h en estos
mismos experimentos de citotoxicidad (Figura 22C, D) y observamos una tendencia a que las
células presentaran un fenotipo menos diferenciado comparado con ARI en cuatro donantes
independientes. Con el objetivo de poder comparar los fenotipos tan variables de los diferentes
donantes, decidimos normalizar los porcentajes de células Tscm, Tem Y Ter respecto a su
porcentaje de células Tem (CD45RA-CD62L) (Figura 22D). Asi, observamos una tendencia a que
las células AWARI exhibieran una mayor proporcion de TSCM y TCM que sus células ARI
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homologas, aunque no estadisticamente significativa (Figura 22D).
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Figura 21. Las células AWARI-CAR-T demuestran la misma eficacia antitumoral in vitro frente a
tumores CD19+ que ARI con una menor secrecién de citoquinas proinflamatorias. A) Diagrama
experimental del co-cultivo de las células NT (no transducidas), ARl y AWARI con células diana CD19+
Nalm6 o Namalwa-GFP-Nluc y células CD19- (HL-60) para la determinacidn de citoquinas secretadas a
las 24h y citotoxicidad a las 48h. B) Niveles de TNFa (izquierda) e IFNy (derecha) secretados producidos
por células NTD, ARl y AWARI CAR-T después de 24 h de estimulacién con Namalwa en proporcién 1:
1y determinados por ELISA (T-Test de Man-Whitney. 4 donantes independientes, n > 4). C) Dot-plots
indicativos de los ensayos de citotoxicidad con ratio célula T: célula diana 2:1. D) Porcentaje de lisis de
célulasCD19 + (Nalm6 y Namalwa) a diferentes ratios de co-cultivo con células ARl y AWARI-CAR-T
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Figura 22. Analisis de marcadores de agotamiento y fenotipo tras la lisis de células CD19+. A)
Expresion relativa de LAG-3 y B) niveles de Tim3 y PD1 en células ARl y AWARI CAR-T respecto a las
células NT, tras 48 h en co-cultivo con células Nalmé (izquierda) o Namalwa (derecha). Los datos
representan el MeFI de LAG-3 de células ARl o AWARI dividido entre el MeFI LAG-3 MeFI de células
NT. Prueba de Man-Whitney de una cola (n > 5). C) Dot-Plots de CD45RA /CD62L de células ARI y
AWARI CAR-T de cuatro donantes independientes después de 48h en cultivo con células de Namalwa en
una proporcion de 1: 1. D) Representacion grafica de la proporcién de células TSCM/TEM, TCM/TEM y
TE/TEM para cada transduccién independiente. Test de datos pareados entre ARl y AWARI, una cola
(n=4).
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3.7 Las cELutAs AWARI-CAR-T SON MAS EFICACES EN UN MODELO DE TUMOR
PANCREATICO CD19+

Recientemente, hemos desarrollado un modelo artificial in vitro derivado de una linea
tumoral pancreatica con la intencion de comparar ambas células ARl y AWARI en un ambiente
mas hostil e inmunosupresor, donde se necesita una mayor persistencia. Con este modelo nos
planteamos realizar los experimentos de citotoxicidad donde enfrentamos una poblacion de
células NT, ARl y AWARI con porcentajes de transduccion similares (20-30% CAR+) en un ratio
de 2.5 células por cada célula MiaPaCa2 GFP+ CD19-, GFP+ CD19+ (Figura 23A).

Cada 48h tomamos una muestra y volvimos a enfrentar las células T supervivientes a
nuevas células tumorales MiaPaCa2 hasta un total de 3 encuentros. Las células AWARI-CAR-T,
resultaron ser igual de potentes en el primer encuentro comparadas con ARI, pero se mantuvieron
significativamente mas citotoxicas tras el tercer encuentro, indicando una mayor persistencia
funcional. Este resultado va en la linea de que las células AWARI son mas eficaces a largo plazo
en un entorno hostil tras diferentes desafios (Figuras 23B, C), con una poblacion
mayoritariamente efectora memoria en comparaciéon con las células ARI (Figura 23D). Es
interesante destacar que las células tumorales GFP+ fueron practicamente eliminadas en su
totalidad, a pesar de ser una poblacidn heterogénea para la expresion de CD19+, como habiamos
visto previamente en la generacion del modelo (Figura 15).

Por otro lado, en un estudio preliminar para comparar si los niveles de CAR dados por
los dos vectores y las diferencias en la sefializacion tonica observadas podian generar AICD,
estudiamos los niveles de Fas en la superficie de las células T (Figura 23E). Fas (CD95) es una
proteina transmembrana que contiene un dominio de muerte (DD, death domain) en su region
citoplasmica, esencial para iniciar la apoptosis tras su activacién con FasL. Fas se expresa
ubicuamente en las células T activadas, por lo que sugiere otra manera de corroborar los efectos
de una posible sefializacion continua por CAR. De este modo, determinamos los niveles de Fas
en células T primarias NT, ARl y AWARI tanto basalmente como 72h tras haber estado en co-
cultivo con células Namalwa y MiaPaCa2-CD19+. Asi, las células AWARI sin estimulacion
antigénica, expresaban niveles de Fas significativamente méas bajos comparados con ARI (Figura
23E, izquierda). Tras la estimulacion con las células CD19+, se observé un incremento de los
niveles de FAS en todos los casos (Figura 23E, centro y derecha). Sin embargo, la incubacion
con células Namalwa produjo un incremento de Fas mayor en células NT, ARl y AWARI, en
general, que los incrementos observados con la incubacion con MiaPaCaCD19+. Ademas, en este
altimo escenario, volviamos a ver una tendencia donde los niveles de FAS volvian a ser menores
en AWARI que en ARI (Figura 23E, barras de la derecha).
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Figura 23. Caracterizacion de la actividad litica y fenotipo células ARl y AWARI en un modelo
artificial CD19+ de tumor pancreéatico in vitro. A) Arriba: Diagrama de la generacion del modelo
GFP+CD19+ con células MiaPaCa2. Abajo: Dot-Plots de las poblaciones GFP+CD19+ de las células
MiaPaCa2 generadas: CD19- y CD19+. B) Arriba: representacion de los ensayos de citotoxicidad con las
células MiaPaCa2, exponiendo a las células CAR-T a un nuevo encuentro con células tumorales cada 48h
hasta un total de 3 (n=3) Test ANOVA, dos colas **, p<0.01. C) Dot-Plots representativos del tercer
encuentro de células ARl y AWARI con células MiaPaCa2 GFP+ CD19- y CD19++ para determinar la
citotoxicidad como pérdida de fluorescencia GFP y el fenotipo de las células T CD3+ en base a
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CD45RA/CD62L. Se sefialan dos cuadrados, naranja y rosa, correspondientes a las poblaciones TEM
(CD45RA- CD62L-) y TE (CD45RA+CD62L-), respectivamente. D) Ratio de los porcentajes de TE/TEM,
calculadas como el porcentaje del cuadrado rosa (TEF) entre el cuadrado naranja (TEM). T-test pareado
(n=3). E) Expresion de Fas (mediana de intensidad de fluorescencia MeFl) para las células NT (no-
transducidas), ARl y AWARI en condiciones basales y a las 72h tras su estimulacion con células Namalwa

y MiaPaCaz2 en proporcion 1:1.

RESULTADOS: PARTE IV

ENSAYOS PRECLINICOS DE FUNCIONALIDAD IN VIVO DE LAS NUEVAS CELULAS CAR-T
FISIOLOGICAS Y SU ESCALABILIDAD EN LA PRODUCCION CLINICA

4.1 LAs ceLuLAs AWARI-CAR-T SON IGUAL DE EFICIENTES ERRADICANDO CELULAS DE
LINFOMA IN VIVO QUE LAS CELULAS ARI-CAR-T PERO MANTENIENDO UN FENOTIPO MENOS
DIFERENCIADO

Los experimentos de citotoxicidad in vitro solo representan la actividad de las células
CAR-T acorto plazo. Por lo tanto, realizamos una comparacion directa de la actividad antitumoral
de las células ARI frente a las células AWARI CAR-T en un modelo de linfoma humano en
ratones NSG, con la intencion de estudiar su comportamiento en un entorno donde la terapia
CAR-T ha tenido menos éxito en comparacion a los modelos de LLA, ya que por la naturaleza

tumoral de linfoma infiltra primero érganos linfoides secundarios, con un TME asociado.

Utilizamos dos dosis de células T con porcentajes de células CAR-T diferentes.
Realizamos un primer ensayo, inoculando 5 millones de células T con un 20-30% de CAR+ (ARI
y AWARI, con 4.4 y 3.5 copias por célula integradas, respectivamente) (representados con los
puntos color violeta) que duro hasta 15 dias tras el inicio del experimento. En el segundo ensayo,
utilizamos 10 millones de células transducidas con un 10-15% de CAR+, (puntos azules) con 3.5
y 5.8 copias por célula (c/c) para células ARI y AWARI, respectivamente. En este caso,
enfrentamos a las células CAR-T a un segundo desafio, volviendo a inocular células Namalwa en
un grupo de ratones a los 13 dias, con la intencion de mimetizar una posible recidiva (Figura
24A). En este caso, el experimento fue prolongado hasta 28 dias y realizamos dos controles

semanales de bioluminiscencia (Figura 24B). En general, se inocularon 1-1.5 x10° células CAR+/
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raton en todos los casos, con una media de 4.1+0.3 c/c de vector ARl y 4.7 £1.6 c/c de vector

AWARI.
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Figura 24. Eficacia terapéutica in vivo de las células ARl y AWARI-CAR-T en un modelo de linfoma
de Burkitt. A) Disefio experimental de la actividad antitumoral in vivo y analisis fenotipicos de las células
CAR-T inoculadas en los ratones NSGs los cuales habian sido previamente inoculados con células
Namalwa GFP+Nluc+ derivadas de linfoma de Burkitt. Se realizaron dos experimentos in vivo: uno (puntos
morados), inoculando 5e6 de células ARl y AWARI CAR-T, con un 20-30% de células CAR+y con 4.4y
3.5 copias/célula de ARl y AWARI, respectivamente; y un segundo experimento, inoculando dosis de
células CAR-T de 10e6 (puntos azules), expresando un 10-15% de células CAR+y con 3.5 y 5.8 copias
de vector integrado ARl y AWARI, respectivamente. El nuevo desafio/inoculacién/reexposicién con
células Namalwa se indica con una flecha en el dia 16 en experimento con la dosis de 10e6. El analisis
fenotipico se realizé después del sacrificio el dia 13 para la dosis de 5e6 y el dia 28 para la dosis de 10e6.
B) Progresion de la bioluminiscencia tumoral (BLI) con dosis de células T 5e6 (izquierda) y 10e6 (derecha)
en diferentes dias después de la inoculacién de Namalwa. Los diferentes grupos terapéuticos se indican con
colores como ratones inoculados con PBS (negro), células NT (gris), células CAR-T ARI (azul) y AWARI

(verde).

A dia 13 en el experimento de dosis alta, observamos que todos los ratones ARl y AWARI

estaban libres de presencia tumoral, mientras que los ratones que no fueron inoculados con

142



ninguna célula T, “PBS”, tuvieron que ser sacrificados. Ambas células CAR-T eliminaron
eficazmente las células tumorales de Namalwa en ratones tratados con ambas dosis (Figuras 24B,
25). Curiosamente, uno de los ratones inoculados con células T no-transducidas (NT, color gris
en Figura 24B y tercer raton NTD en Figura 25) en el segundo experimento, fue capaz de revertir

la progresion tumoral, probablemente debido a una fuerte alo-respuesta.
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Figura 25. Analisis por bioluminiscencia de la eficacia terapéutica de las células ARl y AWARI CAR-
T en modelos xenogénicos de linfoma de Burkitt humano. Se presentan las imégenes obtenidas a los
tiempos indicados durante el experimento con dosis alta reflejado en la Figura 24A. Las Imagenes BLI son
representativas de la carga tumoral a los dias 3, 7, 11 y 13 después de la inoculacién con Namalwa y su
cuantificacion se muestra en la Figura 24B-derecha. Los ratones con barra de color negra fueron
sacrificados por punto final humanitario a dias 13 y 19 como se indica con los nimeros 1 y 2
respectivamente. El nimero 3 sefiala el ratén NT con reexposicion a células Namalwa a dia 13 que se
sacrifica por punto final a dia 19. Los ratones enmarcados de color azul son aquellos a los que se les hace
un seguimiento, mientras que los de color amarillo han recibido una segunda exposicion a las células
Namalwa. Los ratones enmarcados en verde corresponden con los ratones control de la segunda exposicion
inoculados a dia 13 como “nuevos PBS”, son sacrificados a dia 28 con punto final humanitario. Los ratones
de seguimiento y de reexposicién ARI y AWARI fueron sacrificados a dia 28 por finalizacién del

experimento.

Asi, nos planteamos volver a exponer los ratones libres de células tumorales a un segundo
encuentro con la intencion de mimetizar una posible recidiva tumoral y “forzar” al agotamiento a

las células CAR-T. Seleccionamos aleatoriamente 5 animales del grupo de ratones ARl y 3
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animales del grupo AWARI para volver a inocularlos con 3x10° células Namalwa-GFP-Nluc+
intravenosamente (ratones color azul). En paralelo, inoculamos dos ratones NSGs de edad similar
con la misma dosis de células tumorales como control de la progresion de esta segunda
exposicion. Observamos que ningdn ratdn tratado con células ARl y AWARI CAR-T, tanto los
que tuvieron uno o dos encuentros tumorales, mostraron alguna progresion tumoral ni por
bioluminiscencia (Figura 25) ni por citometria de flujo tras el procesamiento de los 6rganos
(Figura 26, abajo).

Tras el sacrificio, procesamos médula Osea, bazo, higado, cerebro y sangre para
determinar por citometria de flujo la presencia de células tumorales, asi como la cantidad y
fenotipo de las células CAR-T. Las células tumorales fueron identificadas gracias a la expresion
de GFP+ que pudieran estar presentes en los tejidos, lo que nos aporta una medida méas sensible
que los andlisis de bioluminiscencia. En este caso, observamos que tanto los ratones tratados con
ARI como AWARI estaban libres de infiltrados tumorales. Sin embargo, se detectd una pequefia
cantidad residual de células de Namalwa (menos de <5%) en el higado de algunos ratones ARl y

en el cerebro de algunos ratones AWARI tratados con la dosis baja (Figura 26, arriba).
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Figura 26. Presencia de células de Namalwa-GFP-Nluc detectadas en bazo, médula dsea, higado,
sangre y cerebro, determinado por FACS después del sacrificio con las dosis bajas (arriba) y altas (abajo).
Los diferentes érganos fueron procesados como se indica en M&M. El porcentaje de células Namalwa

presentes en las suspensiones celulares obtenidas se analiza por FACS, dentro de la region “células
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humanas” y “células humanas-singletes” (ver M&M). Esta region de “células humanas™ se determina por
FSC y SSC con células Namalwa en cultivo, y posteriormente, se adquieren las diferentes muestras de los
ratones. Prueba de Mann-Whitney de dos colas, *, p <0,05; **, p <0,01 y ***, p <0,001. N (ratones) de
dosis baja: PBS = 3, NTD = 3, ARI = 3, AWARI = 3; y dosis alta: PBS = 2, NTD = 3, ARI = 8, AWARI =
5.

Después de mostrar la misma eficacia terapéutica, investigamos los fenotipos de las
células CAR-T infiltradas en los diferentes tejidos mediante el anlisis de la expresion de los
marcadores CD45RA-PE y CD62L-PE-Cy7 dentro de la poblacion tefiida como hCD3+CAR+
(Figura 27A).

En la Figura 27B se indica con un diagrama circular la proporcién de cada una de las
poblaciones de Tscm (verde), Tem (azul), Tem (gris) y Ter (rojo) de las células CAR-T con una sola
exposicion (circulo externo) o con dos encuentros con células tumorales in vivo (circulo interno).
Interesantemente, a pesar de mostrar la misma eficacia terapéutica in vivo, las células AWARI-
CAR-T exhibian una mayor proporcién de células T memoria central (Tcm: CD45RA-CD62L +)
y T memoria troncales (Tscm: CD45RA+ CD62L+) en las células CAR+, especialmente en la
reexposicion (circulo interno, asteriscos), siendo esta diferencia significativa entre las poblaciones
de Tscmen médula, y el subconjunto de Tem en médula, bazo, higado y cerebro (circulo interno,
2° encuentro Figura 27B).

Con la intencion de comparar la tendencia general del fenotipo mas indiferenciado,
sumamos el porcentaje de células TSCM y TCM en ambos encuentros con células tumorales para
cada 6rgano. De este modo, confirmamos que las células CAR-T AWARI mantenian un fenotipo
maés deseable a la misma eficacia citotoxica, siendo significativo en bazo, la médula 6sea, sangre
e higado en comparacion a ratones tratados con ARI (Figura 27C).

Ademaés, consideramos importante destacar que la expresion de CAR controlada por los
dos vectores se mantuvo en todas las células CAR-T infiltradas en los diferentes drganos después
del sacrificio (Figura 27D), incluso tras el segundo encuentro, comparéndolas con los niveles de
expresion ex vivo antes de la infusion, lo que indica que no hay silenciamiento de ninguno de los

promotores.
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Figura 27. Caracterizacion fenotipica de las células CAR-T ARI y AWARI infiltradas en los
diferentes 6rganos de los ratones. A) Dot-plots representativos de la estrategia de analisis para determinar
la expresion del CAR (primera columna) en las células CD3+ humanas y la expresion de CD45RA/CD62L
dentro de la region CAR+ en el bazo de ratones inoculados con células CAR-T ARI (izquierda) y AWARI
(derecha). B) Representacion gréfica de los fenotipos encontrados dentro de las células CAR+ tras un
primer encuentro (circulo externo) y segundo (interno) con las células tumorales. Subpoblaciones
TN/TSCM (CD62L + CD45RA +) (verde), TCM (CD62L+ CD45RA-) (azul), TEM (CD62L-CD45RA-)
(gris) y TEF (CD62L-CD45RA +) (rojo). *, p <0,05 cuando se comparan las subpoblaciones de células
CAR- T de ratones tratados con ARI y AWARI re-inoculados. Mann-Whitney de una cola. ++ y +++,
cuando p <0.01 yp <0.001 respectivamente de ANOVA de 2 vias, post-prueba de Bonferroni de toda la
poblacién del total de ratones (ARI = 8 (3 + 5 Re-inoculados, R), AWARI =5 (2 + 3R. C) Porcentaje de

Tn/Tsemy Temen relacion al total de células CAR-T después del sacrificio de los ratones tratados con ARI
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y AWARI, analizado dentro de las células hCD3+ CAR+ (ARI = 8, AWARI = 5), Mann-Whitney de una
cola. D) Porcentaje de células CAR+ dentro de la poblacion hCD3+ en células ARl y AWARI-CAR-T
antes de la infusion (ex vivo) y 28 dias después de su inoculacién en ratones con una (+1) o dos (+2)

encuentros con las células Namalwa in vivo en médula 6sea, bazo, sangre, higado y cerebro.

Para caracterizar ain mas las diferencias potenciales entre ambos VLs, procesamos los
bazos de ratones tratados con celulas CAR-T ARl y AWARI, y las cultivamos durante 48h in
vitro con 200 Ul/ml de IL-2 en medio TexMACs (Figura 28A) con la intencion de enriquecer las
células T humanas infiltradas. De este modo, pudimos confirmar el incremento en las poblaciones
memoria de células T AWARI infiltradas en el bazo (Figuras 28B, 28C) y una tendencia a

expresar menos marcadores de agotamiento (PD1 + LAG3 +) (Figura 28 D).
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Figura 28. Analisis fenotipico de las células ARl y AWARI-CART infiltradas en el bazo de los
ratones tratados. A) Los bazos de los ratones tratados con ARl y AWARI fueron procesados y las
suspensiones celulares fueron cultivadas con 200 Ul/ml de IL-2 en medio TexMACS y P/S al 2% durante
48 h. B) Graficos de puntos representativos de poblaciones CD45RA/CD62L y PD1/LAG3 de las células
hCD3+procedentes de los ratones tratados con ARl y AWARI. B) Porcentaje de hCD3+ TN/TSCMy TCM
tras 48 h de cultivo in vitro. Prueba de Mann-Whitney de dos colas (N=4). J) Porcentaje de células hCD3+
PD1+LAG3 +. Prueba de Mann-Whitney de una cola (N = 4).

4.2 ESCALABILIDAD EN LA PRODUCCION DE LAS CELULAS CAR-T FISIOLOGICAS EN UN
BIORREACTOR CLINIMACS PRODIGY

Antes de poder aplicar el vector AWARI para la generacién de un producto CAR de
aplicacion clinica, es importante demostrar su rendimiento a gran escala. Para ello, generamos
particulas virales AWARI de grado de laboratorio para generar dos lotes células CAR-T (# 01y
# 02) en el biorreactor CliniMACs Prodigy (Miltenyi Biotec) bajo condiciones GMP (ver M&M)
en colaboracion con la Unidad de Terapia Celular del Hospital Universitario Reina Sofia,
Cérdoba. Las células fueron descongeladas, seleccionadas por columnas para CD4 y CD8 y
activadas con TransAct en medio TexMACs con citoquinas IL-7/1L-15 (Figura 29A), todo de
grado GMP. A las 48h de activacion, las células fueron transducidas con las VLs AWARI. Se

147



recolectaron muestras en los dias 7 y 10 para el lote # 01, y 6 y 9 dias para el lote # 02 (Figura
29A). Nuestros colaboradores en el HU Reina Sofia caracterizaron la expresion de CAR (Figura
29B), su viabilidad (Figura 29C), la relacion CD4/CD8 (Figura 29E) en los productos obtenidos
y nosotros su capacidad citotoxica in vitro (Figura 29F) e in vivo (Figura 30).

En ambos procesos de produccion, las células se expandieron de manera eficiente (Figura
29C), con una transduccion entre 15-22% de células CAR positivas (Figura 29B) con un nimero

de copias por célula de 6.50 y 6.44, respectivamente para los lotes #01 y #02.
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Figura 29. Produccion a gran escala de las células AWARI CAR-T en condiciones similares a GMP.
A) Cronograma de las producciones casi-GMP # 01 y # 02 de células AWARI CAR-T en CliniMACS
Prodigy. B) Gréficos de puntos de la expresion de CAR en los dias de muestra (7/6) y producto final (10/9)
para las producciones # 01 (izquierda) y # 02 (derecha). C) Datos de viabilidad, nimero de células CD3+,
eficiencia de transduccion de células CAR-T y nimero de células CAR-T obtenidas. FC = citometria de
flujo, NC = recuento de la camara de Neubauer. D) Variacion del porcentaje de células CD4 y CD8 + en

células CAR- y CAR + en muestras (s) y productos finales (f). Prueba de Mann-Whitney dos colas. E)
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Representacion grafica de las poblaciones de células T en la muestra (dias 6 6 7) y productos finales (dia 9
6 10). Tnrsem = Naive/célula troncales memoria (CD45RA+ CCR7+), Tem = memoria central (CD45RA-
CCR7+), Tem = memoria efectora (CD45RA-CCR7-) y Tem = efectoras (CD45RA+ CCR7-). F) Lisis
especifica in vitro de células CD19 + células Nalmé (izquierda) y Namalwa (derecha) células CD19 + por
células AWARI CAR-T recolectadas el dia de la muestra (dias 6/ 7- linea negra) y el dia final (dias 9/10-
linea roja) para las producciones # 01 y # 02. Los productos de células CAR-T se cultivaron conjuntamente

en diferentes proporciones durante 16 h (linea discontinua) 0 48 h (linea continua).

Se observo también un porcentaje mayor de células CAR+CD4+ que CD8+CAR+
(Figura 29D) tanto a tiempo final como en la muestra obtenida (s, del inglés, sample) para las
dos producciones. Ademas, comprobamos que el subconjunto predominante de Tnisem (CCR7+
CD62L+) (44,85 + 0,07%) en los dias 7 y 6, se redujo drasticamente en el dltimo dia de la
produccién (16,55 + 13,93%), convirtiéndose en células Tcm pero con poblaciones minimas de
células T memoria efectoras y efectoras (Figura 29E). Como se describe para otros productos de
células CAR-T, un menor tiempo de expansion permitié una mayor potencia citotdxica de las
células AWARI CAR-T fueran mas potentes (Figura 29F). Todos estos resultados indican que el
vector lentiviral AWARI puede ser una herramienta interesante y viable para un futuro ensayo
clinico futuro, aunque una optimizacion del vector podria aumentar ain mas la eficacia de la

transduccion para reducir los costos y el tiempo de produccion.

4.3 Los probucTtos AWARI-CAR-T PRODUCIDOS A GRAN ESCALA SON MUY EFICIENTES EN
LA ELIMINACION DEL TUMOR Y MANTIENEN BUENA PROPORCION DE CELULAS Tscm Y Tem IN
VIvO

Finalmente, caracterizamos las células AWARI CAR-T fabricadas a gran escala el
CliniMACs Prodigy en términos de su eficacia antitumoral in vivo y su fenotipo, tras su
infiltracion en los diferentes érganos de los ratones tratados (Figura 30A) tanto para el lote
CliniMACs#01 (puntos azules) como para el lote#02 (puntos verdes). En el primer experimento
con células del CliniMACs #01, sacrificamos dos ratones tratados con AWARI junto con los
ratones control que necesitaron de punto final humanitario para la caracterizacion de su fenotipo
a tiempo temprano (dia 13, Figura 32A) vs el final del experimento a dia 30.

La actividad antitumoral de ambos productos de células AWARI CAR-T se analiz6 en el
modelo de ratones inoculados con Namalwa-GFP-Nluc como se muestra en la Figura 30A. La
supervivencia (Figura 30B) y la progresion del tumor (Figuras 30C y 30D) fueron analizadas
hasta 28-30 dias después del tratamiento, mostrando una fuerte actividad antitumoral de las

células AWARI CAR-T con una supervivencia del 100% y con niveles indetectables de células
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tumorales en los ratones tratados (Figuras 30B, 30C, 30D y Figura 31A).
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Figura 30. Actividad antitumoral in vivo de células AWARI-CAR-T producidas por CliniMACS
después de una o dos exposiciones a células tumorales de linfoma. A) Disefio experimental y cronograma
de los dos experimentos con la produccién de CliniMACS #01 y #02. R indica Re-inoculaciéon En el
CliniMACS #01, algunos animales fueron sacrificados a dia 13 (como punto final humanitario y muestreo por
FACS) y a punto final del experimento (dia 30, puntos azules). En el experimento con células del
CliniMACS#02, los animales fueron sacrificados a dia 30 y se procesaron para su analisis por FACS. B)
Supervivencia de ratones inoculados con PBS, NTD o AWARI de los productos #01 y # 02. * indica p= 0.0153
con el test log-rank (Mantel-Cox). C, D) Imagenes BLI representativas de la carga tumoral medida de los
experimentos con el lote #01 (C) y #02 (D) en dias diferentes después de la inoculacion con Namalwa. En
ambos estudios, en el dia 15 (# 01) 6 13 (# 02) respectivamente, se inocularon nuevas células Namalwa a
ratones tratados con AWARI (reexposicion, linea amarilla) o ratones de control (“nuevos PBS”). El grupo

marcado con azul fue analizado para su seguimiento.

Con la intencion de mimetizar una recidiva del linfoma de Burkitt, se inocularon nuevas
celulas Namalwa en ratones tratados con células AWARI-T en una segunda exposicion y también

en ratones NSG nuevos, de edad similar ("Nuevos PBS™) como control de la progresion tumoral.
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Los ratones AWARI re-expuestos (color amarillo, Figuras 30 C, D) permanecieron libres de

células tumorales durante la duracion del experimento, al igual que el grupo de seguimiento (con

tan solo una inoculacioén, color azul), exhibiendo resultados similares en ambas producciones

(Figuras 30C, 30D). Tras su sacrificio, los 6rganos se procesaron para FACS y tampoco

detectamos la presencia de células tumorales GFP+ en ninguno de los 6rganos analizados (médula

0sea, bazo, sangre, higado y cerebro) de los ratones tratados con AWARI tras una o dos re-

exposiciones (R, Figura 31A)
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Figura 31 Anlisis de infiltrados de células de linfoma y de células AWARI en los diferentes 6rganos de

los ratones tratados. A) Porcentaje de células de Namalwa supervivientes de los experimentos CliniMACS n°®

01 y n° 02 con una o dos reexposiciones (R) in vivo con Namalwa-GFP-Nluc. Los datos fueron analizados por

FACS en el punto final. B) Porcentaje de células CAR+ dentro de la poblacion hCD3+ en células AWARI-

CAR-T de las dos producciones de CliniMACS, analizadas ex vivo (pre-infusién) y 28 o 30 dias después de su

inoculacidn en ratones con una (+1) o dos (+2) exposiciones acélulas tumorales Namalwa. Se muestran datos

de médula ésea, bazo, sangre, higado y cerebro.

Analizamos también el porcentaje de células hCD3+ CAR+ del CliniMACs #01 (color

negro) y CliniMACs#02 (color rojo) en los diferentes 6rganos (Figura 31B), tras una o dos

exposiciones. Corroboramos la presencia de células CAR+ que se mantuvieron después de la

eliminacién in vivo de las células de Namalwa en el modelo de ratén comparado con los valores

iniciales previos a la infusién (ex vivo), incluso con un ligero enriquecimiento de esta poblacion

CAR+ en algunos de los 6rganos tras la segunda exposicion (Figura 31B).
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Por otro lado, los ratones control inoculados con PBS y con células T no transducidas
(NTD) desarrollaron la enfermedad a tiempos similares y la mayoria tuvo que ser sacrificados por
razones compasivas en el dia 13 tras la inoculacion tumoral. Con la intencion de realizar un primer
andlisis del fenotipo, se sacrificaron dos ratones AWARI sin sefial bioluminiscente (sin presencia
tumoral) del experimento CliniMACs #01. Tras el procesamiento de los diferentes 6rganos, se
analizo el fenotipo en base a la expresion de CD45RA y CD62L de la poblacion CAR+ dentro de
laregion hCD3+ (como se muestra en el dot-plot representativo de la Figura 32A, en una muestra
de médula 6sea de un raton con células NT y un raton con células AWARI #01). Observamos
mediante citometria de flujo, que se mantuvo claramente un fenotipo menos diferenciado con una
suma de las poblaciones Tscmy Tcm presentes células CAR-T humanas procedentes de ratones
tratados con AWARI a dia 13 (panel superior, Figura 32B, color negro en el experimento #01).
Aunque, la proporcion de estos subconjuntos Tscm+Tcm S€ redujo significativamente al final del
experimento en algunos 6rganos como sangre o higado (Figura 32B, arriba), esa proporcion de

células més indiferenciadas se mantuvo alta, llegando en algunos casos al 90%.
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Figura 32. Analisis del fenotipo de células AWARI-CAR-T producidas en el CliniMACS después de
uno o dos exposiciones a células Namalwa in vivo. A) Dot-Plots representativos de la presencia de
Namalwa/hCD3, células hCD3+ CAR+ y el fenotipo de las células hCD3+CAR- y CAR+ de células NTD
y AWARI CliniMACS# 01 de médula 6sea después del sacrificio a dia 13. B) Porcentaje de poblacion
Tnisem + Tem en células hCD3+ CAR+ analizadas en los diferentes ratones con una o dos inoculaciones de
células tumorales Namalwa en ratones tratados con las AWARI CliniMACS #01 (arriba) y # 02 (abajo).
Sélo se incluyeron los datos cuando la poblacion CAR + era> 1%. N (CliniMACS # 01): PBS = 3, NTD=5,
AWARI=10 (2 sacrificados el dia 13, 4 ratones con una inoculacion tumoral y 4 con ratones con re-
inoculacién de las células tumorales. N (CliniMACS #02): PBS=2, NTD=3, AWARI=5 (2+3 ratones
reinoculados) ANOVA de 2 vias, Bonferroni Post Test, *, indica p<0,05, **, p<0,001, ***, p<0,0001.

El porcentaje de células CAR+ (Figura 32B) se mantuvo después de la eliminacion in
vivo de las células de Namalwa en el modelo de raton comparado con los valores iniciales previos
a la infusion (ex vivo) con un ligero enriquecimiento de esta poblacion CAR+ en algunos de los
organos (Figura 32B). Es importante destacar que el analisis fenotipico confirmo la presencia de
una alta proporcién de poblaciones de Tscm/7em (Fig. 30E, 30 Fy 31C, D) en el punto final de
los ratones con uno y dos encuentros con las células tumorales. Sin embargo, estas poblaciones
fueron claramente reducidas desde el dia 13 hasta el dia 30 (panel superior de la Fig. 30F y Fig
31C).

Asi, estos datos corroboran los resultados in vitro (objetivo I1) e in vivo que muestran
gue la expresién del CAR ARI-CAR19-BBzz a través de un promotor cuya expresion mimetiza
el patron del TCR (células AWARI-CAR-T) mantiene la proporcion de Tscm/Tcem Células CAR-T

tras el encuentro con su antigeno tumoral.
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RESULTADOS: PARTE IV

GENERACION DE CELULAS T- INDUCIBLES BASADOS EN EL SISTEMA TET-ON LIBRE DE
TRANSACTIVADORES COMO POTENCIAL HERRAMIENTA DE APLICACION EN INMUNOTERAPIA

5.1 LOS VECTORES INDUCIBLES “TODO-EN-UNO” BASADOS EN EL TETR ORIGINAL REQUIEREN
LA PRESENCIA DE AISLADORES PARA UNA REGULACION ESTRICTA EN CELULAS T PRIMARIAS

En esta parte, nuestro objetivo pretende explotar el potencial de los sistemas inducibles
por doxiciclina desarrollados por el grupo (Benabdellah et al. 2011 y 2016) para controlar la
expresion de ciertos genes de relevancia terapéutica como herramienta futura para inmunoterapia.
Una de las principales ventajas de estos sistemas “todo-en-uno” (en un solo vector) es que no
requieren de transactivadores, lo cual facilita su traslacion a clinica. Las células T primarias
ejercen un rol clave en diferentes estrategias de inmunoterapia por lo que decidimos evaluar el
comportamiento de estos vectores lentivirales basados en el sistema Tet-On en estas células.

Se tratan de VL-SIN (autoinactivados) (Figura 33A) que van a regular la expresion de
eGFP Gnicamente a través del promotor del citomegalovirus (CMV-TetO), el cual posee sitios de
unién TetO donde se va a unir el represor original (TetR) en ausencia de derivados de tetraciclinas,
evitando su expresion. Este represor TetR tiene una secuencia de localizacion nuclear (NL2), y
su expresion estéa controlada por el promotor SFFV en el caso de CEST (Benabdellah et al. 2011)
0 CESTIS2, o por el promotor EFla en el caso de los sistemas Lent-On-Plus (LOP) CEET y
CEETIs2 (Benabdellah et al 2016). Los VLs CESTIs2 y CEETIs2 incluyen, ademas, el elemento
aislador 1s2 (Benabdellah et al. 2014) dentro del 3> AU3LTR, de modo que una vez integrados,
gracias al proceso de retrotrascripcion, nuestro transgén de interés queda flanqueado por un
elemento Is2 a cada lado, limitando asi procesos de silenciamiento génico y favoreciendo una
expresion mas independiente del contexto del sitio de integracion del vector (Benabdellah et al.
2014, Sanchez-Hernandez et al. 2018).
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En primer lugar, estudiamos el comportamiento de los vectores TetON en un modelo de
células T inmortalizadas (Figura 33B). Para ello, transdujimos células Jurkat con los vectores
Tet-On CEST y LOP y afiadimos 10ng/ml de doxiciclina (Dox) a las 72h, realizando un
seguimiento por citometria de flujo de la expresién de GFP en ausencia o presencia de Dox hasta
28 dias (Figura 33B). Asi, observamos que los sistemas Lent-On-Plus (CEET y CEETIs2;
denominados en adelante LOP y LOPIs2) limitaban casi por completo la expresion de GFP en
ausencia de Dox (Figura 33C, histogramas azules), mientras que los vectores CEST y CESTIS2
expresaban niveles muy altos (Figura 32C, paneles de la izquierda, histogramas azules). En
presencia de Dox, todos los vectores generaron un incremento de la expresion de eGFP (Figura

32C, histogramas verdes).
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Figura 33. Comportamiento de los vectores Tet-On en células T inmortalizadas. A) Esquema de los
VLs utilizados. B) Cronograma experimental. C) Histogramas representativos del comportamiento de los
vectores CEST, CESTIs2, CEET y CEETIs2 en células Jurkat. Los andlisis se realizaron sobre células
Jurkat establecidas que fueron transducidas con los diferentes VLs a MOI=1 y sorteadas en la poblacion
eGFP+ (ver M&M). Las diferentes lineas Jurkat/CEST (1.75+0.78 copias/célula), Jurkat/CESTIs2
(0.92+0.03 c/c), Jurkat/CEET (4.14+ 1.47 c/c), Jurkat/CEETIs2 (1.5+ 0.265c/c) se incubaron en ausencia

(histogramas azules) o presencia de 10 ng/ml Dox (histogramas verdes) y fueron analizados 7 después.
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NTD indica células no transducidas. D) La férmula de inducibilidad es inversamente proporcional al
leaking (expresion en ausencia de Dox) y directamente proporcional al incremento que se observa en los
niveles de expresion en presencia de Dox (tanto en % como en MeFl). El célculo de la inducibilidad se
realiza por tanto multiplicando el % de células eGFP+ por el MeFI de la poblacion eGFP+ en presencia de
Dox (Plot azul en el ejemplo), dividido por el mismo valor obtenido en ausencia de Dox (Plot verde en el
ejemplo). Se usaron células no transducidas para para establecer el limite de células positivas y ese valor
fue sustraido. E) Seguimiento de la inducibilidad durante 28 dias. **, indica p<0.01, test ANOVA dos-

colas.

El concepto de inducibilidad considera el porcentaje y la intensidad de la expresion de
GFP (MeFI, mediana de fluorescencia) tanto en presencia como en ausencia de Dox (Figura
33D), por lo que un vector que no tiene “leaking” (en ausencia de Dox), tendra una alta
inducibilidad.Asi, la inducibilidad fue significativamente mayor para los vectores Lent-On-Plus

y se mantuvo estable a lo largo del tiempo (Figura 33E).

A continuacion, evaluamos el comportamiento de los cuatro VLs-TetOn en células T
primarias previamente activadas (Figura 34A, arriba). En este caso, todos los vectores, excepto
el CEETIs2, presentaban leaking (Figura 34A, abajo) y no consiguieron regular en los 36 dias de
seguimiento (Figura 34B). La inducibilidad del vector CEETIs2, a pesar de tener un porcentaje
de transduccion bajo, se fue incrementando a lo largo del tiempo, bajando el leaking inicial e
incrementandose la intensidad de fluorescencia. El hecho de que el CEET no sea capaz de regular
en células T primarias, mientras que el CEETIs2 lo haga de manera muy eficaz confirma la
utilidad del elemento Is2 para aislar al vector de potenciales activadores (“enhancers”) presentes
en el sitio de insercion (Benanabdellah et al. 2014). También hace evidente que el efecto del
aislador depende en gran medida del tipo celular, tal y como fue descrito previamente, dado que
esto no se observa en células Jurkat, donde tanto el CEET como el CEETIS2 regulan muy
eficazmente. Debido a la presencia del Is2 en el LTR, el vector CEETIs2 es el que genera el titulo
(unidades transductoras por mililitro, UT/ml) més bajo de todos los VLs analizados. Aunque esto
solo limita algunas aplicaciones potenciales, si que es un factor a tener en cuenta en relacion al

tamafio del gen de interés (GOI) que podremos expresar (Figura 34C).
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Figura 34. Comportamiento de los diferentes VL-TetOn en células T primarias. A) Arriba:
Cronograma del experimento realizado en células T primarias. Las células T se activaron con aCD3/CD28
durante las 48 h previas a la transduccién con los diferentes VLs. Las células T transducidas se mantuvieron
en cultivo tanto en ausencia como en presencia de 10ng/ml de Dox durante 36 dias. Abajo: Dot-plots
representativos de la expresion de eGFP en ausencia (plots de arriba) o presencia (plots de abajo) de Dox
(10 ng/ml) de células T transducidas con los VLs CEST (5.5 copias/célula), CESTIs2 (0.27 c/c), CEET
(2.09 c/c) y CEETISs2 (0.24 c/c) con 100 ul de virus y analizadas el dia 21. B) Representacion grafica de la
inducibilidad de los diferentes vectores en presencia de Dox a lo largo del tiempo en células T primarias
(36 dias; n = 3). Test ANOVA, dos colas. **, p <0.01. C) Titulo viral de los diferentes VLs inducibles,
CEST, CESTIs2, CEET y CEETIs2, calculados en células Jurkat. Se presenta como Unidades de
transduccion por ml (UT/ml). Test no paramétrico Man-Whitney, dos colas.

A continuacidn, se analizo si los niveles de regulacion de los VLs CEET y CEETIs2 (los
Unicos capaces de regular en células Jurkat) variaban en funcion del estado de diferenciacion de
las células T primarias. De acuerdo con los marcadores CD45RA y CD62L, definimos 4 sub-
poblaciones de células T (Figura 35A, plot central); 1) células T madre memoria/ T naive o
Tsem/Tn (CD45RA + CD62L +); 2) las células T memoria central 6 Tem (CD45RA-CD62L +),
3) las células T memoria efectoras 6 Te (CD45RA + CD62L -) y 4) células T efectoras memoria
0 Tem (CD45RA - CD62L-) y encontramos que nuevamente sélo los CEETIs2 pudieron regular
con precision la expresion de eGFP de una manera muy similar en todas las poblaciones (Figura
35AY B).
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Figura 35. Analisis de la inducibilidad de los vectores CEET y CEETIs2 en los diferentes estadios de
diferenciacion de las células T primarias. A) Histogramas representativos de la expresion de eGFP
impulsada por LOP y LOPIS2 en los diferentes sub-poblaciones de células T definidos por los marcadores
de diferenciacion CD45RA y CD62L (plot central) en presencia (histogramas de colores) o no (histogramas
grises) de Dox (10 ng/ml). Las células T fueron transducidas con CEET y CEETIs2 con un MOl =5y 10
dias después analizadas por citometria de flujo para la expresién de eGFP, CD45RA y CD62L: Tnsscm:
CD45RA+CD62L+ (azul), Tcm: CD45RA-CD62L + (verde), Term: CD45RA-CD62L- (verde oscuro), Te:
CD45RA + CD62L (azul oscuro). B) Inducibilidad de LOP y LOPIS2 en las diferentes subpoblaciones de
células T definidas en el dia 21 (n = 3). Test ANOVA, dos colas. **, p <0,01; ***, p <0,001.

5.2 EL AISLADOR |S2 HA DE LOCALIZARSE DENTRO DEL LTR PARA UNA EXPRESION
CONTROLADA EN LAS CELULAS T PRIMARIAS.

Con laintencion de mejorar el titulo viral sin afectar a la regulacion, generamos una nueva
bateria de vectores CEET incluyendo diferentes elementos aisladores y SARs (secuencias de
unién a la matriz nuclear) fuera del LTR (Figura 36A). La potencial desventaja de estas
configuraciones es que, una vez el vector esté integrado, el casete de expresion no estara
flanqueado por los elementos aisladores, sino que s6lo se encontrara en el extremo 5°.

Clonamos asi a los elementos pSAR2 (Benabdellah et al. 2014) e Is2 en el sitio Xhol y
pSAR1 (Benabdellah et al. 2014), HS4_650 (Malik et al.), Hs4_ext, IFNbSAR e IFNbIgKSAR
(Benabdellah et al. 2014) en el sitio Kpnl. Todos estos aisladores contienen diferentes dominios
como se representa en la Figura 36A.Todos los aisladores fuera del LTR mejoraron el titulo viral
eficiente (calculado en células Jurkat) (Figura 36B).

En primer lugar, determinamos el efecto de las modificaciones en la eficacia de
produccién de los diferentes vectores. Al eliminar el 1s2 del LTR se incremento el titulo de todos
los nuevos vectores CEET, observando un mayor porcentaje de células expresando eGFP en

presencia de Dox en células Jurkat (Figura 36 B).

158




A

NLS2

"LTR mn | AU3
CEET —-—m eGFP m Tetr | — were—JI—
CEETIS2 o, ¥ AU
(e R o TR e —ee— M -
1200bp
5 LTR " Kpnl/Xhol — AUS'
(eTR-fvera) — (I e AT

TetR — WPRE—

Xhol Kpnl.

IS2 PSART INFBSAR
[] 12000p | | 388 bp M 720 bp
CTCF USF1/2 HS4_650
pSAR2 650 bp INFBIgKSAR
790 b

0], sssbp HS4_Ext (CORE_Ext) . = P
Egoao® b B IgK
Sc-cecc 0 J4s0bp globin
58583 CTCF USF1/2
¥ oo ?
5& L5 ¥

B 10° < 0.0001

UT/ml
3

R S A o

=) =) @b‘ (,‘}0 N \‘(\;
LTR- LTR-fuera
dentro

Figura 36. Vectores LOP con elementos aisladores fuera del LTR. A) Diagrama comparativo de los
VLs CEET y CEETIs2 (arriba) con VLs CEET que incluyen los elementos Is2, pPSAR1, pSAR2, HS4_650,
Core_ext, IFNP e IFNBSAR fuera del LTR, en los sitios Kpnl/Xhol. B) Titulo viral dado como unidades
transductoras (UT/ml) y calculado en células Jurkat. Test ANOVA dos colas, considerando diferencias
significativas cuando p<0.05.

A continuacidn, evaluamos la inducibilidad de estos nuevos vectores en diferentes lineas
celulares, que incluyeron células T inmortalizadas (Jurkat), células Namalwa y Nalmé (de linaje
B) (Figura 37A) y células T primarias (Figura 37B). Las diferentes células fueron transducidas
con 40ul de cada VL para Jurkat, Namalwa y Nalm6 y 100ul para células T primarias,
previamente activadas.

Tal y como se observo en células Jurkat, la eliminacion del elemento Is2 del LTR
incremento la eficacia de transduccion en todos los nuevos vectores CEET en las diferentes lineas
celulares, observandose un mayor porcentaje de células expresando eGFP en presencia de Dox
(Figura 37C, histogramas en azul). Ademas, como era de esperar, los diferentes vectores CEET

con los distintos aisladores tenian un comportamiento diferente dependiendo del tipo celular. Asi,
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Inducibilidad

en Jurkat (Figura 37C) y en células T primarias (Figura 37D), todos los nuevos VLs CEET
incrementaban el MeFI de eGFP en presencia de Dox comparados con el CEETIs2. Sin embargo,

esto no se observa ni en Nalm6 ni en Namalwa (Figura 37C, histogramas en azul).
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Figura 37. Evaluacion del comportamiento de los nuevos aisladores en diferentes tipos celulares. A)
Representacion de los experimentos realizados con lineas celulares (Jurkat, Nalmé y Namalwa) y B)

linfocitos T primarios. C) Histogramas representativos de la expresion de eGFP dada por los diferentes VL -
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aisladores en las células Jurkat, Nalm6 y Namalwa en ausencia o presencia de Dox (10 ng/ml) a dia 12
después de la transduccion. Se muestran las condiciones no-transducidas, NT (linea gris punteada), -Dox
(verde) y + Dox (azul) para cada VL. Los valores del porcentaje (%) y MeFI de eGFP en presencia o
ausencia de Dox para cada vector CEET son incluidos en la parte superior de cada histograma en color
verde (-Dox) y azul (+Dox). D) Dot-Plots representativos de la expresion de eGFP dada por los VLs en
células T primarias en ausencia o presencia de Dox (100 ng/ml) en el dia 21 después de la transduccion.
Los valores del porcentaje (%) en presencia o ausencia de Dox son incluidos en la parte superior de cada
dot-plot. E) Representacion gréfica de la inducibilidad de cada VL en las lineas celulares. Jurkat (n=4),
Nalm6 y Namalwa (n=3), T-Test Mann-Whitney no paramétrica*, indica p<0.05. F) Representacién gréfica
de la inducibilidad de cada VL en células T primarias (n = 4). T-test Mann-Whitney no paramétrico, una

cola. Los datos representados son la media + SEM.

En cualquier caso, si lo que pretendemos es mejorar la eficacia del CEETIs2, no sélo
debemos mirar el titulo y la MeFI en presencia de Dox, sino debemos determinar en qué medida
los nuevos CEET mejoran la inducibilidad en los diferentes tipos celulares y, en particular, en las
células T primarias. Para ello es fundamental que se mantengan niveles minimos de expresion en
ausencia de Dox. Sin embargo, como puede observarse en los diferentes histogramas y dot-plots,
todos los nuevos CEET expresan mayores niveles (tanto en % como en MeFl) de eGFP en
ausencia del inductor (Figura 37C y D, histogramas y datos en verde). Esta incapacidad de los
nuevos vectores CEET de bloquear completamente la expresion de eGFP cuando el inductor no
estd presente, es especialmente relevante en células T primarias, donde el Gnico vector CEET
capaz de evitar el leaking es el CEET-Is2 dentro del LTR (Figura 37D, plots de arriba, izquierda).
Utilizando la formula de la inducibilidad, podemos determinar que algunas de las nuevas
construcciones (CEET-IFNBSAR y CEET-Core-ext) si que mejoran este parametro en células
Jurkat (Figura 37E, grafica de la izquierda), pero no lo hacen en ninguna de las otras lineas y
menos aun en las células T primarias, donde la inducibilidad se ve muy reducida debido a la alta
expresion en ausencia de Dox (Figura 37F).

5.4 CARACTERIZACION DEL SISTEMA LOP-IS2: REGULACION EN DIFERENTES TIPOS
CELULARES, INDUCIBILIDAD IN VITRO E IN VIVO, SENSIBILIDAD A DOX

Dado que los vectores Lent-on-Plus (LOP) con Is2 en el LTR (LOPIs2, CEETIs2) fueron
los Gnicos que no presentaron leaking en las células T primarias, nos centramos a continuacién
en su caracterizacion en profundidad. Para ello, en primer lugar generamos unos nuevos vectores
LOP, CELET y CELETIS2 (Figura 38A) expresando un polipéptido que pudiera ofrecernos
mayor versatilidad en los andlisis de inducibilidad: eGFP-2A-Nluc. Este polipéptido se procesa
en las células donde se expresa dando lugar a eGFP y NLuc capaces de ser detectados por
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citometria de flujo y por luminiscencia, respectivamente, permitiendo realizar andlisis de
inducibilidad en modelos animales.

En segundo lugar, se procedio a evaluar la inducibilidad de CELET y CELETIs2 en
diferentes lineas celulares de origen hematopoyético (K562, Jurkat, Namalwa y Nalm6), de
carcinoma pancredtico (MiaPaCa2) y fibroblastos de rifion embrionario (293T) (Figura 38B).
Para ello se procedi6 a transducir dichas células con 50ul de los VLs CELET o de CELETIS2 y a
su analisis por citometria a los 7 dias. Al igual que se observo previamente con los vectores CEET
y CEETIs2 (expresando eGFP), los VLs CELETIs2 fueron los Unicos capaces de bloquear la
expresion casi por completo en todas las lineas celulares analizadas (Figura 38B, 38C, los
histogramas verdes indican la expresion en ausencia de Dox), mientras que los CELET, sin 1S2,
siempre exhibe unos niveles de expresion mayores en ausencia de Dox (leaking), sobre todo en
K562, Namalwa, Nalm6, MiaPaCa2 y 293T. Este hecho se puede observar mas claramente
utilizando la formula de la inducibilidad, donde se muestra que los VLs CELETIs2 presentan un

mejor comportamiento en todas las lineas salvo en Jurkat (Figura 38C).
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Figura 38. Comportamiento de LV eGFP-NanoLuc Lent-on-plus en lineas celulares in vitro. a)
Esquema de los VL CELET y CELETIs2 que expresan eGFP-P2A-Nanoluc después de la adicion de Dox.
B) Histogramas representativos de células K562, Jurkat, Namalwa, Nalm6, MiaPaCa2 y 293T transducidas
con CELET y CELETIs2 en ausencia (verde) y presencia de 10 ng/ml de Dox (azul). Las células no
transducidas, NT (gris) son utilizadas como control de la expresion de eGFP. C) Graficos de inducibilidad
de las lineas celulares indicadas. Test no paramétrico Man-Whitney, dos colas, * indica p<0.05 y **, p<0.01

(al menos n = 3 para cada tipo celular).

5.5 ANALISIS DE LA SENSIBILIDAD DEL CELETIS2 A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
INDUCTOR (DOXICICLINA Y TETRACICLINA).

La sensibilidad a doxiciclina y sus derivados constituye otro factor importante para una
futura terapia que emplee estos sistemas inducibles. Por tanto, nos planteamos determinar la
minima cantidad de Doxiciclina y su inductor original, la tetraciclina, necesaria para inducir la
expresion del transgén. Asi, analizamos células T primarias y las lineas celulares Jurkat, Namalwa
y MiaPaCa2 transducidas con el vector CELETIs2 (Figura 39A), en presencia de cantidades
decrecientes de Dox y Tet durante 72h. Nuestros analisis mostraron que, con tan sélo 0.1 ng/ml
de Dox fue suficiente para inducir la expresion de eGFP-2A-Nluc en células T (Figura 39B),
Jurkat y Namalwa (Figura 39A), alcanzando la meseta entre 1-10 ng/ml, mientras que en
MiaPaCaz2 se requeria una dosis un poco mas alta (1 ng/ml). Probablemente estas diferencias entre
las lineas celulares pueden explicarse con que las células Jurkat y Namalwa eran poblaciones
sorteadas positivas para eGFP mientras que sélo un 30% eran MiaPaCa2-CELETIs2+. Sin
embargo, este hecho contrasta con la sensibilidad encontrada en células T primarias, donde los
analisis de inducibilidad se realizaron con una poblacion mixta ~30% positiva para GFP. También
observamos, como era esperable, que se necesitaban dosis hasta 100 veces superiores de

tetraciclina (Tet) para conseguir el mismo efecto (Figura 39A).

. Células T primarias
Jurkat ~ Namalwa MiaPaCa2
200 100 CEETIs2
B 60 8o
2 = Dox 2 40
= 60 =+ Tet = -
S 40 = 30 s
5 40 2 /T
=] o 20 /
E 20 = ’I’
20 E 10 'I
EEEEEEEE > q"g"g%“s"s"e
Concentracion (ng/ml) — Concentracion (ng/ml)

Figura 39. Sensibilidad a los derivados de tetraciclinas del vector CELETIS2 in vitro. A) Inducibilidad
dependiente de la dosis de Doxiciclina (Dox, rojo) y Tetraciclina (Tet, negro) en células Jurkat, Namalwa
(ambas sorteadas) y MiaPaCa2 (~30% GFP+) transducidas con CELETIs2 después de 72 h de adicion del

163



inductor y B) en células T primarias transducidas con los vectores CEETIs2 (~30% GFP+). Jurkat (n=3),
Namalwa (n=3), MiaPaCa2 (n=3) y células T (n=3). ***, p>0.001, ANOVA, Bonferroni Post-Test, dos

colas.

5.6 ANALISIS DE LA CINETICA DE PERDIDA DE EXPRESION (REVERSIBILIDAD) EN AUSENCIA DE
INDUCTOR.

Otro aspecto importante de los sistemas inducibles es la posibilidad de revertir la
expresion del GOI una vez se retire el inductor del medio. Se procedio por tanto, a determinar los
niveles de expresion de eGFP cada 24 horas después de eliminar el inductor mediante varios
lavados con PBS, con el fin de eliminar posibles trazas de Dox en el medio. Tanto en células
Jurkat como en Namalwa se pudo observar una pérdida similar de la expresion al retirar la Dox,
llegando a niveles sin inductor al cabo de las 96 horas (Figura 40). Es importante hacer notar
que, en estos experimentos, se esta detectando el producto final (eGFP) y que por lo tanto la
reversion en ausencia de Dox no se reflejard de manera inmediata, sino que dependera de dos
factores: 1) de lo rapido que se vuelva a acumular el represor TetR para bloquear la expresién del

promotor y 2) de la estabilidad de la proteina eGFP.

Figura 40. Reversidn del sistema LOP-Is2 in vitro. A) Las
CELETIs2

-Dox

lineas Jurkat y Namalwa CELETIs2 expresando un 100% de

100 células GFP positivas en presencia de 100 ng/ml, fueron

lavadas dos veces con PBS para eliminar las trazas de Dox

+ Jurkat en el medio (ver M&M). A continuacion, se analiz6 el
= Namalwa . -, .
50 \ porcentaje de expresion de eGFP en ambas lineas cada 24h

tal y como se muestra en la grafica. Los datos representan la
media + SEM.

% Células GFP+

0 0 24 48 72 96h

5.7 ANALISIS DE LA INDUCIBILIDAD DEL SISTEMA LOP-IS2 IN vivo

Una de las aplicaciones potenciales del sistema LOP-Is2 sera la generacion de células T
primarias que sean capaces de responder a concentraciones muy bajas de doxiciclina una vez
administradas en los pacientes. Por lo tanto, una vez demostrada la capacidad de estos sistemas
de generar células T capaces de a responder a dosis muy bajas de Dox (a las cuales no tienen
actividad bactericida), procedimos a analizar si estos sistemas eran capaces de mantener la

respuesta a Dox en modelos animales, in vivo.
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5.7.1 Analisis de la inducibilidad in vivo del sistema LOP-1s2 expresando eGFP.

En un primer experimento para estudiar el comportamiento in vivo de estos vectores LOP,
inoculamos de manera intravenosa en ratones NSG una poblacion pura (sorteada) de células
Jurkat modificadas con CEET y CEETIs2 (Figura 41A) en ausencia de Dox. Seguidamente,
indujimos su expresion in vivo, utilizando 200 y 1000 pg/ml de Dox disuelta en gelatina, dos
veces a la semana (Figura 41B). Tras el sacrificio, analizamos la presencia de células CD3+
humanas (hCD3+) en la médula 6sea de los ratones (Figura 41C, abajo) por citometria de flujo
y su expresion de eGFP. Como control, utilizamos células NT y células CEET y CEETIs2
cultivadas in vitro (ex vivo), cuyos histogramas estan representados en gris y rojo,
respectivamente. A pesar de lo observado in vitro (Figura 38), donde ambas lineas celulares
responden de manera muy parecida a la Dox, una vez inoculadas en los ratones, solamente el
CEETIs2 fue capaz de mantener los niveles bajos de GFP en ausencia de Dox (Figura 41C, 41D).
Esto parece indicar que, incluso en aquellas lineas donde el LOP tiene una buena inducibilidad in
vitro, seria conveniente utilizar el LOP-Is2 para evitar problemas de desregulacion una vez
administradas en los animales. Estos procesos de desregulacion se producen a menudo por
silenciamiento del/os promotores de los vectores utilizados, por lo que seria interesante investigar
cuéles son los procesos que han dado lugar a la pérdida de respuesta a Dox en el caso de las
células Jurkat-CEET. Ademas, si comparamos la intensidad de fluorescencia de las células
extraidas de los ratones en presencia de Dox (histogramas azul claro y oscuro), ésta es menor
comparada con los valores ex vivo, observando cierto silenciamiento con ambos vectores, aunque

visualmente menor en el caso de CEETIs2.
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Figura 41. Comportamiento de las células Jurkat-LOP in vivo. A) Representacion de los VLs CEET y
CEETIs2. B) Diagrama experimental de la generacion del modelo Jurkat y la evaluacion de los VLs. Se
administraron dos dosis de doxiciclina disueltas en gelatina dos veces por semana durante 3 semanas. Se
sacrificaron los animales y se evalud la expresion de eGFP en médula ésea mediante FACS. C) Arriba:
Dot-plots representativos de la estrategia de anlisis utilizando células Jurkat CEET cultivadas in vitro (ex
vivo). Abajo, lzquierda: Dot-plots representativos de la estrategia de seleccion de células CD3+ humanas
de la médula 6sea de ratones inoculados con células Jurkat. Abajo, derecha: Expresion representativa de
eGFP en células Jurkat transducidas con CEET (izquierda) o CEETIs2 (derecha) procedentes de la médula
Osea de ratones controles, sin Dox (verde), con 200 pg/ml de Dox (azul oscuro) y con 1000 pg/ml de Dox
(azul claro). Se incluye los niveles de expresion de eGFP de células Jurkat control (NT) en ambos plots
(NT ex vivo, gris, células no-transducidas) y los histogramas de las células CEET y CEETIs2 (+Dox, rojo)
como control de la expresion maxima ex vivo. D) Grafica representado el porcentaje de células Jurkat-
CEET (barras negras) o Jurkat CEETIs2 (barras rojas) expresando eGFP (hCD3+ eGFP procedentes de la
médula dsea de ratones tratados con 0, 200 o 1000 pg/ml de Dox). N = 2 para cada grupo. ANOVA

bidireccional, post-test de Bonferroni, ***, indica p <0,001.
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5.8 ANALISIS DE LA INDUCIBILIDAD IN VIVO DEL SISTEMA LOPIS2 EXPRESANDO EGFP-2A-
NLuc.

Las lineas celulares Namalwa, Jurkat y MiaPaCa2 expresan eGFP-2A-Nluc a través de
los vectores CELET y CELETIS2 (Figura 38A) fueron inoculados en ratones NSGs, lo que nos
permite observar mediante bioluminiscencia (con analizador IVIS) la induccion in vivo de la
Nanoluciferasa (Figura 42A). En primer lugar, nos centramos en la linea Namalwa por la rapidez
de la generacidn de los tumores en la facilidad de manipulacion. De la misma manera que en el
modelo anterior, la Dox se administr6 ad libitum disuelta en gelatina. A dia 12 post-inoculacion
de las células Namalwa, realizamos el ensayo en el IVIS (Figura 42A), observando que 1pg/mi
de Dox era suficiente para observar sefial luminiscente y, al igual que en todos los analisis
anteriores, el vector inducible con aislador CELETIs2 mantenia mejor los niveles de leaking
comparado con el vector que carecia de aislador CELET (Figura 42B).

El experimento estaba disefiado para poder analizar la reversion del proceso de induccion,
desafortunadamente, los animales necesitaron de punto final humanitario a dia 16 por la
agresividad del modelo, por lo que no pudimos realizar un IVIS para estudiar la reversion por
bioluminiscencia. A pesar de ello, procesamos la médula dsea de los diferentes grupos de ratones
y analizamos la expresion de eGFP en las células humanas Namalwa CD19+ (Figuras 42C, 42D),
los cuales Ilevaban cuatro dias sin ingerir Dox. Asi, podriamos tener una idea aproximada de la
reversion por citometria de flujo (Figura 42C, abajo, mostrando una expresion del 30% de la
poblacién CD19 humana seleccionada), si lo comparamos con el porcentaje de células GFP+
CELET y CELETIS2 ex vivo, cercano al 100% (Figura 42C, arriba). Como puede observarse
en laFigura 42D, tanto el CELET, como el CELETIS2 muestran una clara pérdida de la expresion
al retirar Dox (tanto en los ratones tratados con 10 como con 1 pg/ml), aunque esta bajada en los

niveles de eGFP fue mucho més evidente con el vector con el aislador (CELETIS2).

Ademas, nos planteamos evaluar la sensibilidad del sistema LOP-Is2 (CELETIs2) in vivo
(Figuras 42D, 42E) en diferentes modelos. En primeras aproximaciones utilizando un modelo de
tumor subcuténeo con células MiaPaCa2, observamos su regulacion con al menos 1 pg/ml de Dox
(Figura 42D). A continuacion, decidimos bajar la dosis hasta 10 ng/ml, y de este modo,
detectamos bioluminiscencia dada por la Nanoluc con tan sdlo 10 ng/ml de Dox en gelatina en el
modelo de células Namalwa (Figura 42E), corroborando la alta sensibilidad del sistema también

in vivo.
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Figura 42. Andlisis de inducibilidad del sistema LOP y LOP-Is2 in vivo. A) Esquema de generacion
del modelo de Namalwa y cronograma del experimento. B) Imagenes de bioluminiscencia de los ratones
inoculados con células de Namalwa transducidas con CELET y CELETIs2 el dia 12 después de la
inoculacién y tratados con 0, 1 0 10 pg/ml de Dox en gelatina. C) Arriba: Dot-Plots representativos de las
células CELETIs2 cultivadas ex vivo y su estrategia de seleccion al utilizadas como control para determinar
el maximo de expresion GFP+ de la poblacion sorteada que fue inoculada. Abajo: Estrategia de seleccion
de las células Namalwa infiltradas en médula 6sea de los ratones como células hCD19+ y dentro de esta
region, se determina la expresién de eGFP+, utilizando como control la estrategia del panel superior. D)
Porcentaje de células hCD19+eGFP + en la médula dsea de los ratones sacrificados después de 4 dias tras
eliminar la Dox de su dieta (10-> 0 y 1-> 0 pg/ml) y ratones que nunca han sido provistos de Dox. Se
utilizaron células Namalwa CELET y CELETIS2 in vitro, como control del porcentaje maximo de
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expresion. ANOVA bidireccional, post-test de Bonferroni. *, p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
Bioluminiscencia dependiente de la dosis de Dox de ratones inoculados con células D) MiaPaCa2-
CELETIS2 y E) CELETIs2-Namalwa.

5.9 ELSISTEMA LENTONPLUS-IS2 ES UN SISTEMA VERSATIL QUE PERMITE LA REGULACION DE
GRANDES TRANSGENES: GENERACION DE CELULAS CAR-T INDUCIBLES (ICAR-T)

A continuacion, nos planteamos sustituir el transgén de interés, hasta ahora GFP o GFP-
NanoLuc, para evaluar la versatilidad del sistema LOP-1s2 a uno de mayor tamafio con relevancia
funcional. Para ello, generamos un vector CAR inducible como prueba de concepto (Figura 43A).
En este caso, utilizamos un CAR frente a CD19 de tercera generacién (con dominios intracelulares
CD28, 41BB y CD3z) junto a un EGFR truncado (tEGFR, sin dominios intracelulares de
sefializacidn), el cual es utilizado en clinica como un elemento de seguridad ya que las células

CAR+ pueden ser rapidamente deplecionadas con el anticuerpo monoclonal Cetuximab.

5.9.1 Determinacion de la inducibilidad del vector LOPIs2-CAR

Tras su generacion, se procedio a analizar el comportamiento de los vectores LOPIs2-
CAR en células Jurkat, células K562 (Figura 43) y en células T primarias (Figura 44). Para ello,
los diferentes tipos celulares fueron transducidos con 40 pl (Jurkat y K562) o 100l (células T)
del vector LOPIs2-CAR concentrado 10 veces para generar células Jurkat-iCARIs2, K562-
iCARIs2 y células T- iCARIs2. A pesar de su elevado tamarfio (2.8kb), el vector LOPIs2-CAR
(Figura 43A) fue capaz de regular de manera muy estricta la expresion del CAR-2A-tEGFR s6lo
en presencia de Dox en todas las células, incluyendo, las células T primarias (Figura 44), con
ausencia total de expresion en todas ellas cuando no hay inductor.

Esto se puede observar en los analisis de citometria frente a tEGFR, donde los niveles de
expresion de las células control NT (Figura 43B, plots de la izquierda) y el de las Jurkat-iCARIs2,
K562-iCARIs2 (Figura 43B, plots centrales) son idénticos. S6lo en presencia de inductor
podemos detectar tEGFR con una buena eficacia (Figura 43B, Plots de la derecha) en todas estas

lineas inducibles.
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Figura 43. El sistema LOP-Is2 es una herramienta versatil para el control de la expresion de un CAR
de tercera generacién en lineas celulares. D) Esquema representativo del VL Lent-on-Plus iCARIs2 que
codifica un CAR de una tercera generacion antiCD19 (aCD19-CD28-41BB-CD3z) con un sitio T2A y el
EGFR truncado (EGFRt) como marcador. E) Dot-Plots representativos de la expresion de EGFRt en células

K562 y Jurkat transducidas con iCARIs2-VLs en ausencia o presencia de 10 ng/ml de Dox.

Anélogamente en células T primarias (Figura 44), corroboramos los resultados obtenidos
con el gen reportero donde comparabamos los sistemas LOP en presencia y ausencia de aislador,
pero en el contexto del vector CAR (Figura 44A). Asi, tal y como esperdbamos, el vector iCAR-
Is2 fue capaz de regular el transgén en presencia de Dox con minima expresion en ausencia de

ésta (Figura 44B, 44C) respecto a las células no transducidas (plots de la izquierda, Figura 44B).
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Figura 44. Inducibilidad del iCAR-Is2 en células T primarias. A) Esquema de los VLsiCAR e iCARIs2
que codifican para un CAR antiCD19-CD28-41BB-CD3z de tercera generacion con un péptido T2A y
EGFR truncado como marcador de seleccion. B) Dot-plots de la expresion de iCAR (1c/c) e iCARIs2 (0.8
c/c) en células T primarias en condiciones -Dox y +Dox (10 ng/ml) después de 10 dias despues de la
transduccion. Las células no transducidas (NT) se utilizan como control negativo de la expresion (tEGFR).
Los valores de MeFI de la poblacién total (izquierda) o dentro de la region CAREGR + (derecha) se
indican en color azul. C) Inducibilidad de la expresion de iCAR e ICARIs2 en células T primarias. T-Test
de Man-Whitney, * indica p<0.05 (n = 4).

5.9.2 Determinacion de la dependencia de Dox de las células T-iCAR para eliminar
sus células diana (CD19+)

A continuacién, queriamos estudiar, por un lado, si las células T-iCAR eran funcionales,
es decir, si se expresaban suficientes niveles de CAR en la superficie de las células T, como para
que esta fuese capaz de eliminar las células diana CD19+ y, por otro lado, hasta qué punto esto
ocurria exclusivamente en presencia de Dox. Para ello se procedié a determinar el grado de lisis
especifica de las células diana CD19+ (Nalm6 y Namalwa) y de células CD19- (K562) en
presencia o ausencia de Dox. Los resultados en estos ensayos de citotoxicidad mostraron que las
células T-iCARIs2 s6lo lisaban las células CD19+ (Nalm6 y Namalwa) en presencia de Dox
(Figura 45), demostrando asi que esta regulacion es funcional. Aunque la eficacia de lisis no fue

igual que con los vectores constitutivos, como puede observarse por la presencia de células
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CD19+ a las 48 horas del encuentro.
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Figura 45. Las células T iCAR-Is2 exhiben lisis celular CD19 + especifica solo en presencia de Dox.
Arriba Dot-Plots representativos del ensayo de citotoxicidad de las células T no transducidas NT, iCARIs2
(-Dox) e iCARIs2 (+ Dox), cultivadas en una proporcion de células diana 1: 1: células CAR-T con células
Nalm6-eGFP-Nluc + durante 48 h. Abajo: Porcentaje de células CD19 + (Nalm6 y Namalwa) y células
CD19- (K562) en ausencia o presencia de Dox en el ensayo de citotoxicidad. *indica p<0.05. Test de datos

pareados no paramétricos Wilcoxon, * indica p< 0.05 (n = 4).
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DISCUSION

La terapia con células CAR-T aCD19 han logrado impresionantes beneficios terapéuticos
en las neoplasias linfoides del linaje B refractarias/recidivantes (R/R), lo que ha llevado a la
aprobacion de Kymriah, Yescarta, Tecartus, Breyanzi y ARI-0001 y a méas de 800 ensayos
clinicos en todo el mundo. La mayoria de estos estudios han utilizado células T autélogas que son
genéticamente modificadas por vectores basados en retrovirus para expresar el CAR a través de
un promotor fuerte (a menudo los promotores EFla 0 MSCV). Sin embargo, la inmunoterapia
con células CAR-T todavia tiene limitaciones importantes debido a los efectos secundarios graves
y la falta de respuestas completas duraderas en el 40-62% de los linfomas CD19+ y la mayoria

de los tumores solidos.

Existen a dia de hoy, un amplio abanico de estrategias que pretenden optimizar la
composicién del producto de infusion, asi como mejoras en la arquitectura de la proteina CAR
(cambiando scFV, dominios bisagra/espaciador, dominios coestimuladores, CAR bi-especificos
o multi-especificos, etc) y en combinacion con otras terapias que han contribuido a mejorar esas
respuestas. Dentro de estos nuevos enfoques, podemaos encontrar aproximaciones para mejorar la
eficacia y/o seguridad de CAR-T a través del control de la actividad de dicha célula CAR-T y
otras moléculas bioactivas y/o de mecanismos para evitar reacciones inmunoldgicas contra las
células CAR-T.

En la presente Tesis nos planteamos contribuir al progreso de las estrategias actuales de
inmunoterapia, especialmente en el &mbito de la terapia CAR-T hacia una versién mas eficaz,
segura y regulada. En particular, nos hemos centrado en optimizar una de las herramientas de
modificacion genética mas utilizadas para su generacion: los vectores lentivirales. Nuestra vision
va en la linea de que dicha expresidn debe ser regulada, bien controlada por factores endégenos
(que dependa del estado de activacion de la célula T) o bien, externamente, en una aproximacion
donde dicho control es inducido por la doxiciclina. De este modo, nos sumamos a la evidencia de
que la expresion continua y constitutiva del CAR no es una situacion éptima, y de hecho, limita
muchas de las aplicaciones de la terapia CAR-T.

Por lo tanto, a lo largo de esta Tesis hemos desarrollado dos estrategias diferentes y
complementarias que buscan mejorar la potencia y seguridad de las células CAR-T mediante el
control de la expresion. Por un lado, se han desarrollado los vectores lentivirales AW controlados
de forma enddgena, que mimetizan el patrén de expresion del TCR tras la activacién de las células
T, mejorando el fenotipo y la eficacia de las células «CD19 CAR-T. Por otro lado, hemos

demostrado la capacidad de los vectores lentivirales LOP para controlar la expresion de cualquier
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GOl en las células T, lo que ha permitido generar células CAR-T inducibles en ausencia de
transactivador y respondiendo a dosis minimas de doxiciclina. Todos estos abordajes se han
analizado en diferentes modelos celulares CD19+ y CD19- generados durante la realizacion de
esta tesis y que han permitido realizar todos los estudios de eficacia y seguridad tanto in vitro

como in vivo.

MODELOS TUMORALES CD19+

El primer paso para poder alcanzar los objetivos de la Tesis, era generar modelos
tumorales que nos permitieran su monitorizacion in vitro e in vivo y determinar la citotoxicidad
de las células CAR-T. Esta ampliamente extendido el uso de test basados en la liberacion de
cromo radiactivo, luciferasa o cambios en la impedancia para determinar la lisis de las células
CAR-T in vitro (Kiesgen et al., 2021).

Con la intencién de mejorar la terapia CAR-T frente a linfomas de linaje B, que es aln
una de las necesidades clinicas no cubiertas, decidimos desarrollar este modelo en células
Namalwa, procedentes de un linfoma de Burkitt, uno de los méas agresivos, ademas del modelo
con células Nalm6, de leucemia linfoblastica aguda. Para ello, decidimos disefiar un VL que
expresara GFP y una nueva luciferasa de bajo peso molecular (19kDa) con alta penetrancia y alta
estabilidad, llamada NanoLuc (England, Ehlerding and Cai, 2016). Esta NanoLuc ha sido
optimizada a partir de la luciferasa procedente de Oplophorus gracilis, utilizando asi furimazina
como sustrato el cual convierte en furimamida y emite luz con una emisién maxima en la region

azul (450-485 nm) del espectro visible.

La modificacién de las células Nalm6 y Namalwa con este vector nos ha permitido
evaluar la citotoxicidad in vitro mediante citometria de flujo, ademas de poder caracterizar
fenotipicamente a las células T-CAR tras el contacto con las células tumorales. Por otro lado, este
vector ha resultado tener un excelente comportamiento in vivo, aportando un fondo residual
minimo, a pesar de realizar las adquisiciones en el IVIS Spectrum con campo abierto (sin utilizar
filtro) y durante 3 minutos tanto en el modelo con Namalwa presentado en la actual tesis como
en modelos orto-topicos de adenocarcinoma pancreéatico in vivo generados con esta construccion
(Navarro-Marchal et al., 2021). Hasta donde sabemaos, es el Gnico modelo utilizando estas células
de manera sistémica como modelo de linfoma para la evaluacion preclinica CAR-T, si bien otros
grupos han desarrollado modelos animales de ratones NSG con células Daudi-Fluc o NSG-Raji-
Fluc también derivadas de linfoma de Burkitt con caracteristicas muy similares de progresion

tumoral.

Por otro lado, hemos generado un primer modelo artificial de carcinoma pancreético a

partir de la linea MiaPaCa2 expresando CD19+ y GFP-Nluc, para poder ser diana de las células
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aCD19-CAR-T que hemos desarrollado aqui y a su vez, poder monitorizarlas. ElI cancer
pancredtico se considera un tumor frio de cardcter metastasico, de bajo infiltrado celular, con una
pobre respuesta a la terapia con CAR-T, por lo que indican la presencia de diferentes mecanismos
inhibitorios y, por tanto, un ambiente mas arduo que favorece el agotamiento para evaluar la
persistencia de nuestros vectores. Las células MiaPaCAz2 estan mutadas para p53, p16, KRAS,
con una poblacion de células cancerosas troncales, alta capacidad de migracion e invasion tumoral
(Deer et al., 2010) y baja expresion de HLA-A2 y han sido utilizadas en diversos estudios de
modelos de aplicacion de células CAR-T para la generacion de un tumor ortotopico en ratones
NSG (YYazdanifar et al., 2019).

A pesar de haber sorteado una poblacion pura, hemos observado una pérdida de CD19
en la superficie, de modo que los experimentos fueron llevados en presencia de una poblacion
tumoral heterogénea para la diana, lo cual podria ser interesante al asemejarse un poco mas a la
situacion real de un tumor sélido, donde uno de los mecanismos de resistencia regula a la baja el

antigeno diana.

Hay que destacar que, a pesar de la relevancia de los ensayos de lisis tumoral con los
modelos xenogénicos utilizando ratones NSG, estos modelos presentan una clara desventaja
experimental como consecuencia realizarse en ratones inmunodeficientes y carecer de inmunidad

adaptativa, por lo que no van a reflejar perfectamente la complejidad de la enfermedad.

REGULACION FISIOLOGICA PARA MEJORAR LAS PROPIEDADES DE LAS CELULAS CAR-T.

En contra de lo que se hipotetiz6 en un principio con la terapia CAR-T, donde se buscaba
una alta expresion del CAR, diversos trabajos demuestran que esos niveles altos y continuos de
la expresion del CAR en superficie pueden ser deletéreo para la eficacia y seguridad de los
productos CAR-T. Una de las causas de pérdida de eficacia proviene del agotamiento temprano
y apoptosis inducida por activacion (AICD), causado por un exceso de sefializacion tras el
encuentro con el antigeno tumoral. Esta sefializacion fuerte genera a su vez una rapida produccion
de citoquinas proinflamatorias (CRS), y que, en algunos casos, ha resultado ser incontrolable y

causado la muerte de los pacientes.

Esa alta densidad de CAR en superficie permite la formacion de clusters que, en ausencia
de antigeno, pueden reclutar con mas facilidad las quinasas encargadas de iniciar la activacion, y
con ello, exhibir una sefializacion ténica, que no sélo va agotando a la célula CAR-T de manera
basal, si no que puede producir citoquinas proinflamatorias toxicas en ausencia de células

tumorales.
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Considerando lo anterior, queda latente la necesidad de cambiar la estrategia de expresion
del CAR en superficie: ni insuficiente que genere anergia, ni una expresion alta continua que
deriva en una activacion crénica y a la larga, ineficiente. Asi, Eyquem et al. (2017) demuestran
por primera vez que cuando el CAR se expresa bajo el promotor enddgeno TCR de la célula T
utilizando herramientas de edicion gendmica, el nuevo producto exhibe una menor sefializacion
tonica, una reduccion del agotamiento y una mayor proporcion de células Tscm/Tem CAR-T, lo
que en definitiva resultdé en una mejor actividad antitumoral. Estos autores también demostraron
que una baja expresion no era suficiente para lograr productos CAR-T éptimos, concluyendo que
se requeria una regulacion a la baja del CAR tras el encuentro con el antigeno para un rendimiento
Optimo del CAR-T.

Sin embargo, las herramientas de edicién gendmica, aunque son muy prometedoras y
desde hace unos afios estan iniciandose en la clinica (Sachdeva et al., 2019; McGowan et al.,
2020; Pavlovic et al., 2020; Martinez Bedoya, Dutoit and Migliorini, 2021), todavia se tienen que
definir mejor los posibles efectos secundarios debido a modificaciones indeseadas en el genoma
(Martin et al., 2016; Qasim et al., 2017; Turchiano et al., 2021) y grandes deleciones que estan
ocasionando dichas nucleasas. Ademéas del dificil y costoso escalado, se requiere una
caracterizacion exhaustiva desde un punto de vista de seguridad, con el desarrollo de nuevas

herramientas bioinformaticas, por lo que aln estan lejos de su asentamiento en clinica.

En esta linea nos planteamos desarrollar una estrategia que permitiera la expresion
fisioldgica del CAR, pero utilizando vectores lentivirales, los cuales han sido ya aprobados por la

FDA'y la EMA para su uso en clinica como medicamentos de terapias avanzadas.

Dado que las regiones reguladoras responsables de la actividad del promotor del TRAC
en linfocitos T humanos no estan definidas, se procedio a investigar el patrén de expresion de
diferentes VLs disponibles en el laboratorio. Se puso especial foco en aquellos que contenian
promotores relacionados con la actividad aguas abajo del TCR por su potencial regulacion
conjunta. Es por ello que nos centramos en el promotor basado en el gen WAS, cuya proteina s6lo
se expresa en linaje hematopoyético y que al participar en la formacién de la sinapsis
inmunoldgica como adaptador en la transduccion de sefiales tras la activacion de la célula T,
hipotetizamos que podria regularse a nivel transcripcional ademéas de a nivel de fosforilacién
como esta descrito (Cotta-de-Almeida et al., 2015). Ademas, habiamos desarrollado diferentes
promotores quiméricos basados en el locus WAS, los cuales tienen fragmentos de los promotores
proximal y alternativo de su promotor original y que habian resultado eficientes y excelentes
candidatos para expresar transgenes en las células hematopoyéticas (Martin et al., 2005; Frecha
et al., 2008; Mufoz et al., 2020).
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Asi, observamos que el promotor WAS (AW-VL) expresando GFP mimetizaba
parcialmente la bajada observada en el patron del TCR, con un pequefio descenso, recuperdndose
hasta niveles basales a los 5-7 dias. Sin embargo, cuando el mismo vector regula la expresion del
CAR, esta bajada fue total a las 24h, mimetizando perfectamente el patron CD3/TCR, muy
probablemente debido a que la proteina CAR es més sensible a la degradacion/reciclaje que GFP,

la cual es bastante estable.

A continuacion, investigamos si el hecho de presentar este perfil de expresion tras
activacion, se traducia en una mejor funcionalidad. Para ello, comparamos las células 4-1BB-
CAR-T generadas con este VVL-de expresion fisioldgica (AWARI) versus al ARI-0001, generado

con un VL que expresa el CAR bajo el promotor EF1a.

En los modelos de células CD19+ de origen linfoide de tipo B (Nalm6 y Namalwa), no
pudimos detectar diferencias significativas con las células ARI en términos de actividad
antitumoral in vitro o in vivo, aunque las células AWARI exhibieron una sefializacion ténica mas
baja y un fenotipo menos diferenciado después de la eliminacion eficiente de las células CD19+.
Ademaés también se observo una secrecion reducida de citocinas proinflamatorias suficientes para
ejercer la misma actividad antitumoral, lo que podria suponer una cierta mejora en la seguridad
de estas células CAR-T. Esa disminucion sin que afecte a su capacidad citotdxica queda apoyada
por los resultados con el promotor MND, el cual genera también una densidad menor de CAR en
superficie y el cual estd actualmente en un ensayo clinico, donde los pacientes tratados
desarrollaron menos fiebre y menos IFNy comparado con el CAR-expresado bajo EFla,
sugiriendo a priori, un mejor perfil de seguridad, aunque habra que esperar a los resultados de
eficacia y a largo plazo (NCT03840317, Ho et al., 2021)

La mejora en el fenotipo y el agotamiento coinciden en gran parte con las observaciones
de Eyquem et al. 2017 donde expresan el CAR a través del locus endégeno TRAC. Sin embargo,
estos autores también mostraron una mejor actividad antitumoral in vivo. Las diferencias en el
modelo tumoral de ratones (ellos utilizan Nalm-6 versus nuestro modelo con Namalwa) asi como
un dominio de sefializacion CAR diferentes (CD28 versus 4-1BB) y otro scFv (clon FMC63
versus clon A3B1) podrian explicar las diferencias observadas.

De hecho, los posibles efectos deletéreos de la sobreexpresion de CAR vy la sefializacién
tonica estdn muy influenciados por la configuracion de CAR. Es el caso del trabajo de Long y
colaboradores, donde demostraron que el dominio coestimulador 4-1BB vs el CD28, revertia el
agotamiento en las células T con CAR y mejoraba su persistencia y eficacia terapéutica. Esto
corroboraria también el buen comportamiento de las células ARI que hemos observado en

nuestros experimentos.
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Desafortunadamente, nuestro modelo in vivo presentaba una importante limitacion
experimental y es que los ratones que no presentaron dispersion tumoral, sufrieron de la
enfermedad de injerto contra huésped (EICH) causada por la administracion de células CAR-T,
lo que podria explicar la ausencia de una mayor eficacia terapéutica esperada, por la necesidad de

andlisis a més largo plazo y/o con mas inoculaciones de las células tumorales.

A pesar de las buenas caracteristicas de las células 4-1BB-CARs, las cuales presentan ese
fenotipo mas indiferenciado, con menor agotamiento y sefializacion ténica, Gomes-Silva y
colaboradores (2017) demostraron que niveles muy altos de expresion de 4-1BB-CARs también
conducen a apoptosis, a AICD y limitan la expansion de las células CAR-T. Cabe destacar que,
aunque 4-1BB se induce tras la activacion en células T, es también miembro de la familia de

receptores de TNF, los cuales participan directamente en la sefializacion de la muerte celular.

Por otro lado, se ha observado que cuando se utilizan scFv que normalmente no son
propensos a agruparse (como es el caso del clon FMC63 scFv, tipico de los CARs comerciales y
muy probablemente también del vector ARI-0001), el uso de un dominio coestimulador 4-1BB
puede conferir una sefializacion tonica 4-1BB independiente del ligando que parece requerir la
activacion de células T (mediada por union de CD3 y CD28) (Ajina and Maher, 2018)

Gomes-Silva y colaboradores también demostraron que la reduccion de sus niveles de
expresion mediante el uso de EFla-VL en lugar de un vector y-retroviral, cuya expresion esta
determinada por el LTR, ain mas fuerte que el promotor EF1a, mejora el fenotipo, el potencial
de expansion y la eficacia terapéutica. Estos estudios mostraron que los VLs cuyo transgén se
expresa bajo el promotor EFla ya generan un buen producto CAR para algunos 4-1BB-CAR.

Aun asi, hemos demostrado que en este contexto de vector lentiviral y CAR-4-1BB,
expresar el CAR de manera controlada, con ese patron de reposo tras la estimulacién mimetizando
al TCR, puede mejorar alin mas sus caracteristicas, al menos, con el CAR ARI-0001 en particular

(el cual posee un ScFv diferente a los CAR comerciales, Castella et al., 2019).

Por otro lado, la densidad de superficie del antigeno diana puede afectar la fuerza de
respuesta de las células CAR. Asi una menor densidad de antigeno de superficie resulté en una
menor produccion de citocinas por las células CAR-T (Nishida et al., 2021), demostrando en este
estudio por primera vez en un CAR-T anti-CD20-CD28zz, que el umbral de densidad de
superficie del antigeno requerido para la produccién de citocinas era 10 veces mayor que la
densidad requerida para la actividad litica.

Asi pues, para una adecuada terapia en cuanto a seguridad y eficacia frente a una diana

concreta, deben considerarse multiples parametros desde la densidad y accesibilidad del antigeno
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tumoral en la superficie de la célula diana, como la afinidad y avidez del ScFv de la célula CAR-

T, en un delicado balance donde su actividad puede controlarse a través de la expresion.

De este modo, en un contexto diferente, alterar uno de estos aspectos, como el promotor,
y, por tanto, la densidad de CAR en superficie puede resultar exitoso sin tener que modificar la

arquitectura del CAR.

Las ventajas de expresar el CAR a través del promotor AW han quedado reflejadas
en modelo artificial de carcinoma pancreatico que sobreexpresa CD19 humano en la superficie,
siendo ahora diana de nuestras células CAR-T. En este panorama, las células AWARI resultaron
ser més eficientes en la lisis especifica tras tres encuentros con una poblacién heterogénea de
células MiaPaca2, donde menos del 50% habian dejado de expresar la diana terapéutica. Es
interesante también mencionar que el pardmetro de lisis especifica considera también la muerte
inespecifica (células CD19- control) en presencia y ausencia del CAR, en un balance de potencia
citotoxica/seguridad. Asi, observamos que las células AWARI solian presentar menos muerte
inespecifica que las ARI, probablemente por tener menor sefializacion tonica en ausencia del

antigeno.

Otros aspectos de vital importancia en la actual terapia CAR-T, estan relacionados con
los posibles efectos secundarios debidos a la sobreestimulacién y/o estimulacion inadecuada. EL
CRS grave (grados 3 0 4) se ha observado con relativa frecuencia en las terapias frente a CD19,
lo que no s6lo compromete la efectividad de la terapia al tener que intervenir prematuramente
para parar/frenar la terapia, si no que puede afectar muy severamente al paciente, comprometiendo
incluso su vida. Esta tormenta de citoquinas y sindrome de activacion macrofagica pueden
depender de una alta carga tumoral y de una alta expresion del CAR en superficie de la célula T.
Al encontrarse con las células tumorales, las células CAR-T liberan diferentes citoquinas
proinflamatorias como TNFa, IFNy, IL-1 y GM-CSF que conducen al reclutamiento y activacion
de macréfagos causando una peligrosa tormenta de citocinas que involucra a IL-6 y GM-CSF
(Sterner et al., 2019; Yéfez, Sanchez-Escamilla and Perales, 2019; Morris et al., 2021).

También se ha demostrado que la activacion de macrdfagos contacto-dependiente a través
de CD40L/CD40, CD69, LAG-3/MHC-II y TNFa en membrana también contribuye a esa
activacién masiva (Wagner et al., 2021). Aunque el CRS se puede manejar con corticosteroides
y anti-IL6R (Tocilizumab), estas intervenciones también bloquean la activacién de las células T
comprometiendo la eficacia de CAR-T. Aqui hemos demostrado que las células CAR-T generadas
con AW-LV exhiben una secreciéon mas leve de TNFo e IFNy después del encuentro con las
celulas tumorales. Ademas, notamos que la expresion de LAG-3 se redujo después de la
interaccion de Namalwa, lo que sugiere que las células AW-CAR-T podrian reducir el riesgo de
CRS.
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Con la intencion de poder explicar estas diferencias, analizamos los potenciales sitios de
union de transcripcion en las secuencias de los promotores EFla y AW. Estas predicciones
indicaron que ambos promotores tenian la capacidad de responder ante estimulos
proinflamatorios, citoquinas y estrés a través de diferentes factores y rutas.

Aungue ambos promotores pueden tedricamente responder ante diferentes estimulos
proinflamatorios y estrés derivado del microambiente tumoral, un elemento diferenciador que
explique el patron de expresion observado con los vectores reporteros derivados del promotor
AW, puede ser la presencia de un sitio de FOXP3. Este factor de transcripcion ampliamente
caracterizado en las células T reguladoras, esta también presente en las células T convencionales
de manera transiente tras la activacion del TCR sin que les afecte a la produccion de citoquinas o
les haga virar hacia un fenotipo antinflamatorio Th2 pero que si parece actuar como un freno, un
regulador negativo en la secrecién de citoquinas como IL-2 e IFNy, una de las citoquinas que
hemos analizado en este proyecto, como han demostrado McMurchy y colaboradores (McMurchy
etal., 2013).

En cualquier caso, seria interesante poder evaluar la seguridad de este vector en un
modelo humanizado de raton, donde las células humanas CAR-T puedan activar y reclutar a los
macrofagos humanos y determinar los niveles de citoquinas proinflamatorias, de manera analoga
a lo que sucede tras la infusion de las células CAR-T en humanos. Sin embargo, estos modelos
son extremadamente complejos que requiere de un injerto previo con progenitores
hematopoyéticos humanos en los ratones NSGs, y una vez reconstituido el sistema inmunitario,
inocular las células tumorales y posteriormente, las células T primarias modificadas del mismo

donante.

Por altimo, con la intencion de caracterizar el producto basalmente, a los 10 dias post-
activacién, que es mas o menos el tiempo de la manufactura del producto en clinica, determinamos
los niveles de PD1, LAG3 y Tim3 como marcadores de agotamiento, y pCD3z como indicador
de sefalizacion tonica, los cuales fueron significativamente menores en el caso de AWARI.
También analizamos la expresion de Fas en las células CAR-T, con la intencién de caracterizar
una mayor predisposicion a la AICD. Esta expresion resultd ser significativamente mas baja en
las AWARI-CAR-T respecto a las ARI en ausencia de estimulo. Sin embargo, se incrementd de
manera similar tras la lisis de Namalwa y en también, pero en menor medida y casi significativo,
en el modelo de las MiaPaCa2, probablemente por tener menor expresion de CD19+ (poblacion
mixta CD19+/CD19-) o al no sefializar via TCR al carecer de MHC-clase Il (en concreto las
células T de los donantes usados en estos experimentos presentaban un porcentaje mayoritario de
celulas CD4+) como podria ocurrir con las células Namalwa sumado a la baja expresion de HLA-
2A de estas células (Chen et al., 2017)

181



Las AWARI-CAR-T podrian en este caso, minimizar la AICD, dado que FasL se induce
tras activacion fuerte en la célula T, y uniéndose a Fas, el cual se expresa de manera constitutiva
en éstas, desencadenarian la apoptosis inducida por activacion (Arakaki et al., 2014b). Por otro
lado, esta menor expresion podria también minimizar una apoptosis inicial comparada con las
ARI-CAR-T tras infiltrarse en algunos tipos de tumor so6lido y su TME que sobreeexpresan Fas-
L habitualmente (Chappell and Restifo, 1998), aunque finalmente, se activarian las rutas

apoptaticas.

Todas estas observaciones abren la puerta a una caracterizacion futura de muchos otros
marcadores de activacion implicados en la AICD o agotamiento, como FasL, CD40L entre otros,
asi como en determinar los niveles de secrecién de otras citoquinas como GM-CSF, que puedan
seguir sumando valor al uso de un promotor que, con un patrén de expresion regulada similar al

TCR, es suficiente para ejercer una accién citotoxica y mejorar el producto CAR-T actual.
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Figura 46. Representacién grafica de los resultados obtenidos en la regulacion de la expresion del
CAR a través de los promotores EFla y WAS. Las células CAR-T producidas con VLs con promotores
constitutivos fuertes tienen una mayor actividad tonica en estado de reposo, comparados con células CAR-
T generadas con VLs-AW (Promotor de expresion similar al TCR, panel de la derecha en reposo). Tras
activacion, la concentracion del CAR en superficie de la célula T se incrementa en los CAR-T
convencionales (Estimulacion, panel de la izquierda), al contrario de lo que ocurre cuando utilizamos
nuestros VLs fisioldgicos. En resumen las células CAR-T que expresan el CAR a través del promotor AW,
presentaron menor sefializacion basal, menor secrecion de citoquinas proinflamatorias, un fenotipo mas

troncal memoria y un menor agotamiento.
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REGULACION EXTERNA: SISTEMAS INDUCIBLES PARA INCREMENTAR LAS POSIBILIDADES
TERAPEUTICAS DE LAS CELULAS CAR-T

La idea de este objetivo era también mejorar las células CAR-T a través del control de la
expresion, pero ahora desarrollando sistemas que permitan al clinico controlar cuando se debe de
expresar el gen de interés (GOI). Para ello se necesitaban de sistemas inducibles por un farmaco
ampliamente utilizado como es la doxiciclina, capaces de regular diferentes GOIs de manera
exogena. La idea final es generar una plataforma que permita al clinico controlar la expresion de
moléculas de relevancia terapéutica y altamente bioactivas (citoquinas, interferones,
metaloproteasas, selectinas). De esta manera, se podra incrementar la funcionalidad de la célula
CAR-T tras la administracion de doxiciclina y volver a su estado inicial tras su retirada. Esta
tecnologia podria ayudar a mejorar los resultados de las células CAR-T para el tratamiento de
aquellos tumores (especialmente solidos o linfomas) que aun no se han visto beneficiados de la
terapia CAR-T.

Como se ha mencionado previamente, el éxito de las terapias CAR-T se ha centrado en
los tumores hematoldgicos porque la efectividad frente a tumores sélidos ha resultado muy escasa,
por lo que existe la necesidad de nuevos enfoques, con una mayor potencia gue permita convertir

en un verdadero campo de batalla ese microambiente tumoral.

En esta linea queda todavia mucho por hacer, y las herramientas de expresion génica
controladas exdgenamente pueden resultar muy interesantes. Actualmente, la cuarta generacion
de células CAR-T, los TRUCKS, coexpresan el CAR junto con citoquinas (IL-12, IL-18, IL-15)
y/o en combinacion con ICIs como PD-1 o CTLA-4 de una manera constitutiva.

El hecho de poder controlar la expresion de diferentes moléculas de relevancia terapéutica
como puede ser el CAR, pero también proteinas toxicas, citoquinas, inhibidores de punto de
control o metaloproteasas de manera externa con un inductor inocuo, extiende todo un abanico

hacia nuevas inmunoterapias mas eficaces y seguras.

Por un lado, hemos visto que regular la expresion del CAR de forma enddgena ayuda a
reducir el CRS, los efectos fuera de la diana (off-target) y el agotamiento, y esto se aplicaria de
igual manera al controlar de una manera fina, la expresion de moléculas tan potentes como son la
IL-12 o IL-18, mejorando asi el producto CAR-T frente a tumores sélidos y evitando los

devastadores efectos secundarios de la expresion continua en los pacientes.

Actualmente existen diversos trabajos que co-expresan el CAR junto a la citoquina bajo
un promotor sensible a la activacién de las células T, como es el NFAT-IL-2 (Chmielewski and
Abken, 2020), que, si bien no se expresa a través de un promotor constitutivo, podria activarse

por cualquier otro estimulo (como una infeccién) y sin ser el abordaje mas 6ptimo.
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Asi, nuestro objetivo pretende generar una plataforma que permita la expresion
controlada exdgenamente, en nuestro caso por doxiciclina como farmaco ampliamente aceptado,
con la regulacion més estricta y precisa posible con la intencién de minimizar posibles efectos
secundarios fuera del tumor. Debe de ser, ademas, versatil, de aplicacion a cualquier tipo celular
del sistema inmunitario y que permita una facil ingenierizacion para cambiar la molécula

potenciadora.

En primer lugar, estudiamos el comportamiento de dos sistemas inducibles por
doxiciclina desarrollados por el grupo (LOP y CEST), basados en el TetR original, en células T
primerias, como miembros clave de la inmunoterapia. Uno de los principales atractivos de estos
sistemas es que funcionan en ausencia de transactivadores (quimeras TetR-VP16), por lo que a
priori, van a ser mas seguros que los sistemas que los requieren como son los vectores
desarrollados por las compafiias de Takara, Sangon Biotech o Clontech y mas aceptados para su
inclusion en clinica. Estos transactivadores, por definicién, reclutan factores de transcripcion,

pudiendo alterar la fisiologia celular de manera no controlada.

Tanto el sistema LOP como el CEST, son vectores lentivirales todo-en-uno, es decir,
contienen tanto un casete de expresion del regulador (TetR) como el casete regulable (CMVTetO-
eGFP) en un sélo vector. Esta configuracion facilita la modificacion genética estable de las células
de interés, mientras que otros sistemas duales (dos vectores) tienen que realizar una seleccion con

antibidticos o bien, esperar un rendimiento ain menor.

Nuestros resultados mostraron que Unicamente los sistemas LOP bloqueaban casi
totalmente la expresion del transgén reportero en ausencia de Dox, mientras que los sistemas
CEST, si bien regulaban la expresion de eGFP, exhibian un leaking cercano al 100%.Por lo tanto
los sistemas LOP se alzaron como potenciales candidatos para su aplicacién a células T
inmortalizadas. Sin embargo, estos sistemas requerian de la presencia del aislador Is2, para
controlar la expresién en las células T primarias, resaltando una vez més, la importancia del

contexto celular y la diferencia entre los modelos celulares y las células primarias.

Ademas, y en la misma linea, el 1s2 mejor6 también el comportamiento del vector LOP
in vivo, incluso en células Jurkat, donde los estudios in vitro no habian detectado ninguna
diferencia en regulacion entre el LOP y el LOPIS2. Esto sugiere que seria oportuno utilizar el
LOP-Is2 in vivo para evitar procesos de desregulacién ocasionados por el silenciamiento del/os
promotores de los vectores utilizados. Seria interesante estudiar los mecanismos que han dado
lugar a la pérdida de respuesta en el caso de las células Jurkat-CEET tras su paso por los ratones

en ausencia de Dox.

Los aisladores, como el sitio hipersensible 4 de pollo (cHS4) son capaces de blindar a los

vectores integrados dentro del genoma de hospedador para favorecer su expresion, evitando el
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silenciamiento. Los elementos de union a la matriz SARs/sSMARs también han sido influidos en
los vectores retrovirales para mejorar la expresion del transgén y evitar la inactivacion del
promotor, principalmente por su capacidad para unirse a ciertos factores de transcripcion. El
aislador Is2, también sintetizado por nuestro grupo, combina un fragmento de 650bp del elemento
HS4 junto a un elemento SAR sintético (Benabdellah et al 2014), y demostrado mejorar la
eficiencia de expresion de VLs en células humanas embrionarias y en la actividad transcripcional
de IDLVs (VLs deficientes en integrasa, no integrativos) en células pluripotentes y neuronales
(S&nchez-Herndndez et al., 2018).

Este elemento Is2 se encuentra localizado dentro del 3° LTR del esqueleto lentiviral, 1o
cual permite, debido al proceso de retrotrascripcion e integracion dentro del genoma, que nuestro
casete de expresion se quedaria flanqueado por dos 1s2 a ambos lados del LTR, evitando asi que
tanto el vector afecte al contexto gendmico donde se ha integrado y viceversa.
Desafortunadamente, el hecho de incluir el Is2 en un sitio arquitecténicamente importante para el
VL, afecta draméaticamente a su titulo viral. Es por ello que nos planteamos evaluar su efecto y el
de otros elementos aisladores fuera del 3 LTR, cuya configuracion una vez integrado, solo

presentard un elemento aislador en el extremo 5°.

De este modo, corroboramos que eliminar el LTR del 3’LTR incrementaba los titulos
virales, y que cada vector LOP con los diferentes aisladores se comportaba de manera diferente
segun el tipo celular. Los nuevos vectores presentaron una tendencia a mejorar la inducibilidad
en células Jurkat, mientras que tuvieron un efecto negativo en células Nalm6, Namalwa y
especialmente en células T primarias, ya que no fueron capaces de mantener bajos niveles de

leaking en ausencia de Dox, un criterio clave para la estrategia de inmunoterapia que proponemos.

Considerando lo anterior, llegamos a la conclusion de que el casete de expresion del LOP
debe estar flanqueado por dos elementos Is2 una vez integrado en el cromosoma de la célula diana

para conseguir una regulacion eficiente.

El inductor y sus caracteristicas constituyen otro parametro clave para los beneficios de
la terapia. La doxiciclina es un antibidtico derivado de las tetraciclinas, con un pequefio tamafio

y de caracter polar que le permite ser permeable a la barrera hematoencefalica.

Nos sorprendio la alta sensibilidad de nuestro vector LOP-1s2 tanto in vitro como in vivo,
siendo entre 10-100 veces mas sensible que los sistemas descritos hasta el momento (Tristan-
Manzano et al., 2020), capaz de responder a dosis tan bajas como 0.1 ng/ml in vitro y 10 ng/ml

in vivo.

Los vectores TetOn que se han utilizado para inducir la expresion del CAR, requerian

dosis in vitro que variaban desde 100ng/ml hasta 4g/ml de Dox, superponiéndose con las dosis
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requeridas como antibidtico y, por lo tanto, son susceptibles de generar resistencia en caso de
exposicion prolongada o intermitente. Ademas, se ha observado que concentraciones sub-
inhibitorias del crecimiento bacteriano (150 ng/ml), son capaces de inducir resistencia y que
puede favorecerse en ambientes estresantes (Chait et al., 2016), como puede ser el tumoral, por

lo cual, intentar utilizar la menor dosis posible minimizaria dicho riesgo para una futura terapia.

Otro factor importante en un vector inducible es su capacidad de reversion. En nuestro
caso, tanto in vitro como in vivo, la reversion total ocurria entre las 72-96h, especialmente con el
vector que contiene el Is2. Por un lado, la doxiciclina tiene una vida media en el ser humano de
20h, siendo muy estable también en cultivo. Esto, sumado a la alta sensibilidad del sistema, capaz
de inducirse con trazas presentes en el medio, podria explicar ese tiempo en llegar a niveles

basales.

Por Gltimo, como prueba de concepto, nos plantemos generar un CAR inducible por Dox
para evaluar el comportamiento del vector con un transgén significativamente de mayor tamafio
y que nos permitiera controlar la actividad de la célula T. Asi, generamos células T primarias, con
un 20-40% de transduccién y una expresion baja del CAR en superficie, con capacidad de lisar
celulas CD19+, tanto de LLA como de linfoma, Unicamente en presencia de Dox.

En un principio, estas células iCAR pueden constituir una herramienta més valida que los
otros vectores TetOn, ya que, a pesar de la baja expresion obtenida, han sido capaces de lisar las
células tumorales y hacerlo sélo en presencia de Dox. Ademas, tienen la ventaja de carecer de
transactivadores y una sensibilidad a doxiciclina que permite utilizar dosis muy por debajo de su
actividad microbicida. El control de la expresion del CAR permitiria hacer ciclos ON/OF para
hacer reposar a la célula T, como realizan Weber y colaboradores (2020) con otra estrategia
inducible, podria ejercer los mismos beneficios en cuanto al agotamiento y diferenciacion,

mejorando asi la eficacia terapéutica.

A pesar de las posibles aplicaciones de las células iCARs generadas en esta Tesis, existen
otras alternativas mucho mas avanzadas e interesantes para controlar la expresiéon del CAR de
manera inducible in vivo (especificas para el CAR), como son los sistemas inducibles por
rapamicina (Leung et al., 2019). Y es por ello que nuestro objetivo en esta tesis ha sido demostrar
la versatilidad de nuestro sistema para poder regular cualquier transgén, especialmente importante
para esas moléculas bioactivas toxicas, y que sea compatible con otras estrategias. Por ejemplo,
se podria expresar el CAR con los VLs AW y citocinas como IL-12 con los vectores lenvitirales
LOPIs2.

Utilizar transgenes mas pequefios, como pueden ser citoquinas o interferones, favoreceria
la generacion de mayores titulos virales con el sistema LOPIs2. Desafortunadamente, hasta el

momento, los titulos obtenidos han constituido una limitacién técnica que nos ha dificultado la
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progresion hacia el modelo animal con células T primarias. Esperamos explorar proximamente la
generacion de mejores titulos virales en aquellos LOPIs2 expresando proteinas méas pequefias
como IL-18. Se prevé también utilizar diferentes potenciadores para mejorar la transduccion de

las células T primarias.
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Figura 47. La configuracion del Is2 dentro del 3°’LTR es la tinica configuracion posible para la regulacion
inducible en células T primaria. Este vector LOP-I1s2 demostré una buena inducibilidad in vitro e in vivo,

con alta sensibilidad y capaz de regular la actividad de las células CAR-T en presencia de Dox.

PRODUCCION A GRAN ESCALA EN CONDICIONES SIMILARES A GMP

Finalmente, investigamos la viabilidad de generar un producto de células CAR-T viable
para su translacion a clinica utilizando el vector AWARI. Para ello, utilizamos un biorreactor
cerrado y semiautomatizados que pueden reducir el tiempo de intervencion y estandarizar la
produccién de células T con CAR de grado clinico, como es CliniMACS Prodigy de Miltenyi,
aunque existen en el mercado otras plataformas (Roddie et al., 2019). Una de las ventajas del
CliniMACs es que puede ser utilizado en una sala no necesariamente blanca, ya que, al ser un
sistema cerrado, mantiene el cumplimiento de las Buenas Practicas de Fabricacion (GMP) y es

también accesible a instituciones académicas y hospitales. También se puede adaptar a las
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necesidades de muestras individuales, ofrece monitoreo de muestras, permite la entrega de células
no congeladas y rapidamente produce un producto funcional en menos de 2 semanas (Jackson et
al., 2020)

Con la intencién de poder validar en un futuro nuestro producto CAR-T, realizamos dos
producciones en este biorreactor localizado en la Unidad d Terapia Celular del Hospital Reina
Sofia, demostrando la factibilidad de generar células CAR-T AWARI), con alta viabilidad celular,
poblaciones predominantes TSCM y TCM y una potente actividad antitumoral in vitro e in vivo,
en condiciones similares a GMP, ya que si bien, todos los productos y reactivos fueron de esta

calidad, los vectores lentivirales fueron producidos en el laboratorio.

Comparando nuestros resultados obtenidos aqui, y en los estudios comparativos ARI y
AWARI Castella y colaboradores analizaron el fenotipo de 28 lotes de ARI-CAR-T a partir de
aféresis de pacientes y donantes sanos, demostrando que ARI-0001 gener6 més poblaciones
memoria y poblacion de memoria efectora durante el proceso de fabricacion (Castella et al.,
2020).

Por otro lado, en nuestros dos lotes, obtuvimos una poblacion mayoritariamente CD4,
como también se ha observado en otros centros (Castella et al., 2020; Jackson et al., 2020) con

condiciones de produccion muy similares a las nuestras en el CliniMACs Prodigy.

Respecto a la eficacia de la transduccion, fue menor en comparacion con ARI (~18,4%
frente a ~30,6%). Sin embargo, ambas producciones fueron suficientes cubrir obtener maltiples
dosis por paciente estandar, las cuales han sido establecidas como 1 x 108 células CAR-T/kg de
peso del paciente con LLAy LLC, y 5 x 10° células CAR-T/kg para pacientes con linfoma no-
Hodgkin.

Aunque es cierto que hemos usado aféresis de donante sano, estas eficacias de expansién
pueden verse claramente reducidas cuando el material de partida proceda de un paciente
refractario, por lo que un mayor porcentaje de transduccién permitiria expandir menos ex vivo
estos productos al alcanzar el nimero de células CAR+ suficiente y evitar comprometer la
potencia antitumoral del producto. En esta linea, una optimizacion futura en el esqueleto AWARI
VL podria mejorar ain mas el proceso de fabricacion de las células AW-CAR-T.

Asi, las caracteristicas intrinsecas del promotor AW, con menor sefializacion ténica y
menor agotamiento de manera basal comparado con producto ARI, a los 10 dias post-activacion,
gue es, aproximadamente el tiempo de produccion, le hacen ser un buen candidato para mejorar
la calidad del producto antes de la infusién. Y es por ello, que proponemos el uso de AW-VL

como una plataforma alternativa para la fabricacion de células CAR-T con el fin de proporcionar
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mejor eficacia y/o seguridad, si bien los potenciales beneficios finales de expresar diferentes CAR

a través del promotor de AW deberan determinarse en cada caso.
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CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

Los modelos tumorales que expresan CD19 y GFP-Nanoluciferasa permiten evaluar la
citotoxicidad tanto in vitro como in vivo.

El promotor WAS-AW es capaz de regular de manera fisiologica la expresion del
transgén mimetizando el comportamiento natural del TCR tras una estimulacion
antigénica en células T primarias.

Ese patron de expresion fisiologica hace que las células AW-CAR-T presenten mejores
caracteristicas funcionales que las células EF1a-CAR-T en términos de diferenciacion,
agotamiento y eficacia con una menor densidad de CAR en superficie y un perfil de
secrecion de citoquinas proinflamatorias mas moderado.

Las células AW-CAR-T pueden ser manufacturadas a gran escala en el biorreactor
CliniMACs Prodigy en condiciones similares a GMP manteniendo su funcionalidad y
fenotipo memoria.

Los vectores lentivirales LOP son capaces de generar células T inducibles por doxiciclina
con muy bajo leaking, buena sensibilidad, permitiendo controlar la actividad de las
celulas CAR-T de manera externa.

El aislador Is2 incluido en el 3’LTR del vector LOPIS2 es necesario para regular en

celulas T primarias.
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Polynucleotide for safer and more effective immunotherapies

Field of the invention

The present invention relates to a new technology to generate immunotherapeutic T cells. In
particular, the invention provides an improved system to generate immunotherapeutic T

cells comprising a chimeric antigen receptor (CAR).

Background of the invention

Adoptive immunotherapy, which involves the transfer of autologous antigen-specific T cells
generated ex vivo, is a promising strategy to treat viral infections and cancer. The T cells
used for adoptive immunotherapy can be generated either by expansion of antigen-specific
T cells or redirection of T cells through genetic engineering (June, C. and Sadelain, M.
Chimeric Antigen Receptor Therapy NEJM 2018:379(1);64-73). Transfer of viral antigen
specific T cells is a well-established procedure used for the treatment of transplant
associated viral infections and rare viral-related malignancies. Similarly, isolation and

transfer of tumor specific T cells has been shown to be successful in treating melanoma.

Novel specificities in T cells have been successfully generated through the genetic transfer of
transgenic T cell receptors or chimeric antigen receptors (CARs) (Jena, Dotti et al. 2010).
CARs are synthetic receptors consisting of a targeting moiety that is associated with one or
more signalling domains in a single fusion molecule. In general, the binding moiety of a CAR
consists of an antigen-binding domain of a single-chain antibody (scFv), comprising the light
and variable fragments of a monoclonal antibody joined by a flexible linker. Binding moieties
based on receptor or ligand domains have also been used successfully. The signalling
domains for first generation CARs are derived from the cytoplasmic region of the CD3zeta or
the Fc receptor gamma chains. First generation CARs have been shown to successfully
redirect T-cell cytotoxicity, however, they failed to provide prolonged expansion and
antitumor activity in vivo. Signaling domains from co-stimulatory molecules including CD28,
OX-40 (CD134), and 4-1BB (CD137) have been added alone (second generation) or in

combination (third generation) to enhance survival and increase proliferation of CAR
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modified T cells. CARs have successfully allowed T cells to be redirected against antigens
expressed at the surface of tumor cells from various malignancies including lymphomas and
solid tumors (Jena, Dotti et al. 2010). CD19 has been presented as an attractive target for
immunotherapy because the vast majority of B-acute lymphoblastic leukemia (B-ALL)
uniformly express CD19, whereas expression is absent on non-hematopoietic cells, as well as
myeloid, erythroid, T cells and bone marrow stem cells. Clinical trials targeting CD19 on B-
cell malignancies are underway with encouraging anti-tumor responses. Most infuse T cells
genetically modified to express a chimeric antigen receptor (CAR) with specificity derived
from the scFv region of a CD19-specific mouse monoclonal antibody FMC63 (Nicholson,
Lenton et al. 1997; Cooper, Topp et al. 2003; Cooper, Jena et al. 2012) (International
application: W02013/126712). However, there is still a need to improve construction of
CARs that show better compatibility with T-cell proliferation, in order to allow the cells
expressing such CARs to reach a significant clinical advantage. In this sense and in spite of
the clear-cut benefit for the patients treated with CAR-T, actual technologies using strong
promoters to express CARs comes with a down side. Severe side effects, including patient
deaths, have been reported mainly due to a cytokine release syndrome (CRS) associated
with hyper-activity of the CAR-T cells in the first days after infusion. In addition, a significant
percentage of patients that responded initially, relapsed as a consequence of reduce
longevity (and efficacy) of administrated CAR-T cells. Eyquem, Mansilla-Soto et al. have
already demonstrated that TCR-like expression improve anti-leukemic activity of CAR-T cells
using genome editing systems to express transgenes through the TRAC locus promoter.
However, genome editing strategies use very sophisticated technologies difficult to

implement in clinical practice.

We have thus tested a panel of different LV (lentiviral vectors) backbones to investigate the
transgene expression profiles on T cells at different times after TCR activation and compare

such expression pattern with the TCR expression profile. Qur data showed that the AW

backbone, expressing the transgene through a chimeric promoter from the Wiskott-Aldrich

syndrome locus follows closely the expression of the TCR. Importantly, contrary to the other

promoters analysed (EFla, CMV,) the AW fails to increase the expression levels of the

transgene upon TCR activation, which is of especial relevance to reduce CRS intensity.
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Brief description of the figures

Figure 1. Scheme of the AW LVs backbone (Ref Frecha et al. Gene Ther. 2008 Jun;15(12):930-
41). The Chimeric WAS promoter is represented by purple arrows. The transgene (i.e. CAR) is

represented by a red arrow. LTR from HIV-1 are represented by the dashed terminal arrows.

Figure 2. CD3 surface expression in human T cells after CD3/CD28 stimulation. A) Scheme
showing the stimulation of T cells using TransAct Reagent (Miltenyi), a nanomatrix of anti-
CD3/CD28 molecules that would mimic TCR intracelullar signaling in a physiological situation.
B) Drawing showing the experiment procedure: CD3 expression was measured by flow
cytometry at 0, 8, 24, 48, 96h and 7days after stimulation using anti-CD3-PerCP-Cy5 (OKT3
clon, Biosciences 1:100). C) Graph showing CD3 expression levels analyzed at the different
time points. Data represent the ratio of the Median of Fluorescence Intensity (MeFl) of the

CD3+ population related to the CD3- population at each time point.

Figure 3. Schematic representation of the different lentiviral vectors in the study. All the LVs
are constructed in a self-inactivated (SIN) backbone expressing the enhanced Green
Fluorescence Protein (eGFP) under diferent promoters: AWE LVs drive eGFP expression
through the chimeric endogenous promoter from the Wiskott-Aldrich Syndrome gene;
EFEWP LV, under the control of the elongation factor 1-alpha (EF1a) promoter and CEWP LV
under the citomegalovirus CMV) promoter. The WPRE has been removed from the AWE LV

backbone to reduce expression levels and to better control expression levels.

Figure 4. The AWE LV mimics the expression profile of the TCR. A) Scheme showing the
experiment set up. T cells were stimulated with TransAct reagent during 48h and transduced
with the different LVs at day -10. 10 days later the T cells were analyzed for TCR (CD3-PerCP-
Cy5 (OKT3, eBiosciences 1:100) and eGFP expression by FACS (Day 0). The cells were then
stimulated again with TransAct and analyzed at 8h, 24h, 48h, 72h and 96 h. B) Graph
showing CD3 (Black circles) and eGFP (color symbols) expression levels analyzed at the
different time points. Data represent the ratio of the Median of Fluorescence Intensity
(MeFl) of the positive population related to the negative population in the density plots at

each time point. C) Graph showing the kinetic of CD3 (Black circles) and eGFP (color symbols)
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expression at different time points related to Oh. The same data as in B) is represented to
compare the upregulation or downregulation of the expression levels in T cells at the
different time points after TCR stimulation. The AWE LVs is the only LV that lower the
expression of the transgene upon TCR activation. Both, the EFWP and the CEWP LV
increased the expression 3-4 times 24-48h post TCR activation. Most T-CARs express the CAR
through the EFlalfa promoter. Our hypothesis is that the AWE LV backbone is a good

alternative to express CARs due to this TCR-like expression pattern.

Figure 5. Expression kinetic of the TCR(CD3) compared to the different LVs. T cells were
stimulated with TransAct reagent during 48h and transduced with the different LVs at day -
10. 10 days later, the T cells were analyzed for TCR (CD3-PerCP-Cy5 (OKT3, eBiosciences
1:100)) and eGFP expression by FACS (Day 0). The cells were then stimulated again with
TransAct and analyzed at 8h, 24h, 48h and 72h. The graph show the changes in CD3 (Black
circles) and eGFP (color symbols) expression related to day 0 at 8h, 24h, 48h and 72h. (Two-
tailed T student, p<0.05,*; p<0.01,**; p<0.001,***, At least three indepent experiments

were performed).

Figure 6. Physiological stimulation of T cells generates a downregulation of T cell receptor
(TCR). Isolated primary T cells (CD3+) were stimulated with a nanomatrix of anti-CD3/CD28
and CD3 expression on the surface (b), FACs analysis) and mRNA levels (c) were determined

at indicated time points (a).

Figure 7. CAR expression driven by the EF1-a-promoter is increased after stimulation via TCR
and CD19 pathways. a) Scheme indicating the three possible activation pathways: anti-
CD3/CD28 (that target only TCR, right); MHC-TCR binding of an antigen presenting cells (e.g
B cell, macrophage... center); and CAR signaling after the interaction of CD19 (B cells)-Anti-
CD19 CAR (T cell, left). b) Representative FACs histograms of the CAR expression driven by
EF1-a-promoter-CAR transduced T cells that shown an increment of both percentage of CAR
positive cells and CAR expression after stimulated through the three different methods

described above (a). HL-60, a promonocytic cell line, was used as CD19- (negative) cells.
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Figure 8. CAR expression kinetics after stimulation. a) CAR-Lentiviral backbones used in that
project. ARI, a second-generation CAR that is express under the control of EF1-alpha, was
kindly provided by Dr. Manel Juan (developed and patented by the Hospital Clinic
Barcelona). WARI uses de SEQ ID NO 2 (WO0.5 promoter) to express the CAR and AW uses
SEQ ID NO 1 (AW promoter). b) Primary T cells were activated during 48h with anti-
CD3/CD28 nanomatrix prior LV-transduction. Cells were let them rest for 10 days before
stimulating with HL-60 cells (TCR pathway) or Nalmé cells (CD19+, CAR/TCR pathway). c) CAR
was stained with anti-murine Fab-biotin and streptavidin-PE at indicated times after
activation and %CAR positive cells are represented related to Oh. ARl showed a significant
increase whereas AWARI mimicked better the CD3 profile (black lines). Unpaired T-Test, two

tails. p<0.01, **,

Figure 9. AWARI CAR-T cells lysed CD19+ in vitro and in vivo. a) In vitro lysis experiment.
Briefly, CD19+ cells Nalm6 and Namalwa were co-cocultured with NT (no-transduced cells),
ARl and AWARI-T cells in V-bottom plates and specific lysis was determined after 48h,
comparing the % of live target cells given by ARI/AWARI with that percentage given by NT
cells (non-CAR specific lysis). b) AWARI-T cells were able to lysed CD19+ cells (~70-80% lysis)
in vitro. c) Exhaustion was determined by the surface expression of Tim3. AWARI T cells
exhibited less Tim3+ cells after 48h of co-culture with CD19+ cells. d) 3x105 Namalwa cells
that express eGFP and Nluciferase were inoculated intravenously (IV) in NSG3GM-mice. 3
days later, 5x106 cells of NT, ARI, AWARI T cells (expressing a 30% and 25% of CAR+ cells,
respectively) were inoculated IV and bioluminescence analysis (BLI) were performed up to
10 days. e) BLI images at day 10 after T cells infusion (control, non-treated mice, only
Namalwa; NTD, Non-transduced T cells+ Namalwa) were acquired on an IVIS Spectrum In
Vivo Imaging System, PerkinElmer after administration intraperitoneally of the Nanoluc
substrate (Promega). f) Photon quantification of BLI for every mice group. Paired T test, two
tails. p<0.05, *. P<0.01, **. g) Mice were sacrificed at day 15, and the presence of Namalwa
cells (humanCD19+eGFP+ cells) were determined by FACS in bone marrow, spleen and liver,

showing that both ARl and AWARI efficiently lysed CD19+ cells in vivo.
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Description of the invention

Unless specifically defined herein, all technical and scientific terms used have the same
meaning as commonly understood by a skilled artisan in the fields of gene therapy,
biochemistry, genetics, and molecular biology. All methods and materials similar or
equivalent to those described herein can be used in the practice or testing of the present
invention, with suitable methods and materials being described herein. All publications,
patent applications, patents, and other references mentioned herein are incorporated by
reference in their entirety. In case of conflict, the present specification, including definitions,
will prevail. Further, the materials, methods, and examples are illustrative only and are not

intended to be limiting, unless otherwise specified.

The practice of the present invention will employ, unless otherwise indicated, conventional
techniques of cell biology, cell culture, molecular biology, transgenic biology, microbiology,
recombinant DNA, and immunology, which are within the skill of the art. Such techniques
are explained fully in the literature. See, for example, Current Protocols in Molecular Biology
(Frederick M. AUSUBEL, 2000, Wiley and son Inc, Library of Congress, USA); Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Third Edition, (Sambrooket a I, 2001, Cold Spring Harbor, New
York: Cold Spring Harbor Laboratory Press); Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait ed., 1984);
Mullis et al. U.S. Pat. No. 4,683,195; Nucleic Acid Hybridization (B. D. Harries & S. J. Higgins
eds. 1984); Transcription And Translation (B. D. Hames& S. J. Higgins eds. 1984); Culture Of
Animal Cells (R. | .Freshney, Alan R. Liss, | nc., 1987); | mmobilized Cells And Enzymes (I RL
Press, 1986); B. Perbal, A Practical Guide To Molecular Cloning (1984); the series, Methods |
n ENZYMOLOGY (J. Abelson and M . Simon, eds. -in-chief, Academic Press, | nc., New York),
specifically, Vols.154 and 155 (Wu et al. eds.) and Vol. 185, "Gene Expression Technology"
(D. Goeddel, ed.); Gene Transfer Vectors For Mammalian Cells (J. H. Miller and M . P. Calos
eds., 1987, Cold Spring Harbor La boratory); Immunochemical Methods | n Cell And
Molecular Biology (Mayer and Walker, eds., Academic Press, London, 1987); Handbook Of
Experimental | mmunology, Volumes | -IV (D. M . Weir and C. C. Blackwell, eds., 1986); and
Manipulating the Mouse Embryo, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N.Y., 1986).
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The inventors have generated specific lentiviral vectors (LV), preferably having a self-
inactivated (SIN) backbone, expressing a chimeric antigen receptor (CAR) under different
promoters. In particular, we have tested LVs that drive CAR expression made by using the
AWE promoter containing a 387 bp fragment of the WAS alternative promoter immediately
"upstream" of the 500 bp WAS proximal promoter present in the WE vector (SEQ ID NO 1);
the EFEWP lentiviral vector under the control of the elongation factor 1-alpha (EFla)
promoter and the CEWP lentiviral vector under the citomegalovirus (CMV) promoter, and we
have surprisingly found that introduction of the resulting CARs into primary T cells indicates
that only the lentiviral vector containing the AWE promoter of SEQ ID NO 1, follows closely
the expression of the TCR. Importantly, and contrary to the other promoters analyzed (EF1a,
CMV), the AWE did not increase the expression levels of the transgene upon TCR activation,

which is certainly of especial relevance to reduce CRS intensity.

The present invention thus provides polynucleotides and viral vectors for transfection of a
mammalian host cell, preferably lentiviral vectors, encoding the above described CAR and a
promoter from the Wiskott-Aldrich syndrome locus, in particular, the promoter of SEQ ID NO
1, operably linked to the CAR in order to drive its expression. In a preferred embodiment,
the present invention relates to a polynucleotide or vector comprising a promoter that
drives the expression of the CAR, having at least 70%, preferably at least 80%, more
preferably at least 90%, 95% 97%, 99% or 100% sequence identity with a fragment of SEQ ID
NO 1 that comprises nucleotide 388 to nucleotide 887 (SEQ ID NO 2) of said sequence. In
another preferred embodiment, the present invention relates to a polynucleotide or vector
comprising a promoter that drives the expression of the CAR, having at least 70%, preferably
at least 80%, more preferably at least 90%, 95% 97%, or 99 % sequence identity with SEQ ID
NO 1.

In a preferred embodiment, said polynucleotides are included in lentiviral vectors in view of

being stably expressed in the cells.

To direct, transmembrane polypeptide into the secretory pathway of a host cell, a secretory
signal sequence (also known as a leader sequence, prepro sequence or pre sequence) can be

provided in the polynucleotide sequence or vector sequence of the invention. The secretory
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signal sequence is operably linked to the transmembrane nucleic acid sequence, i.e., the two
sequences are joined in the correct reading frame and positioned to direct the newly
synthesized polypeptide into the secretory pathway of the host cell. Secretory signal
sequences are commonly positioned 5' to the nucleic acid sequence encoding the
polypeptide of interest, although certain secretory signal sequences may be positioned
elsewhere in the nucleic acid sequence of interest (see, e.g., Welch et al., U.S. Patent No.
5,037,743; Holland et al., U.S. Patent No. 5,143,830). Those skilled in the art will recognize
that, in view of the degeneracy of the genetic code, considerable sequence variation is
possible among these polynucleotide molecules. Preferably, the nucleic acid sequences of
the present invention are codon-optimized for expression in mammalian cells, preferably for
expression in human cells. Codon-optimization refers to the exchange in a sequence of
interest of codons that are generally rare in highly expressed genes of a given species by
codons that are generally frequent in highly expressed genes of such species, such codons

encoding the amino acids as the codons that are being exchanged.

Methods of engineering an immune cell:

In an encompassed particular embodiment, the invention relates to a method of preparing
immune cells for immunotherapycomprising the introduction into said immune cells the
polynucleotide or vector according to the present invention and expanding said cells. In
particular embodiment, the invention relates to a method of engineering an immune cell
that comprises providing a cell and expressing at the surface of said cell at least one CAR as
described above. In a particular embodiment, the method comprises transforming or
transducing the cell with at least one polynucleotide or vector encoding CAR as described

above, and expressing said polynucleotides into said cell.

In another embodiment, said method further comprises a step of genetically modifying said
cell by inactivating at least one gene expressing one component of the TCR, a target for an
immunosuppressive agent, HLA gene and/or an immune checkpoint gene such as PD1 or
CTLA-4. In a preferred embodiment, said gene is selected from the group consisting of

TCRalpha, TCRbeta, CD52, GR, PD1 and CTLA-4. In a preferred embodiment said method
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further comprises introducing into said T cells a rare-cutting endonuclease able to selectively
inactivate by DNA cleavage said genes. In a more preferred embodiment said rare-cutting

endonuclease is TALE-nuclease or Cas9 endonuclease.

Delivery methods

The different methods described above involve introducing CAR into a cell by using
expression vectors. As non-limiting example, said CAR can be introduced as transgenes

encoded by one lentiviral vector.

Immune cells

The present invention also relates to isolated cells or cell lines susceptible to be obtained by
said method to engineer cells. In particular said isolated cell comprises at least one CAR and
a promoter from the Wiskott-Aldrich syndrome locus, in particular of SEQ ID NO 1, operably
linked to the CAR in order to drive its expression. In another embodiment, said isolated cell
comprises a population of CARs and promoters from the Wiskott-Aldrich syndrome locus, in
particular of SEQ ID NO 1, operably linked to the CARs in order to drive their expression,
each one comprising different extracellular ligand binding domains. Immune cells of the
present invention are activated and proliferate independently of antigen binding

mechanisms.

In the scope of the present invention is also encompassed an isolated immune cell,
preferably a T-cell obtained according to any one of the methods previously described. Said
immune cell refers to a cell of hematopoietic origin functionally involved in the initiation
and/or execution of innate and/or adaptative immune response. Said immune cell according
to the present invention can be derived from a stem cell. The stem cells can be adult stem
cells, non-human embryonic stem cells, more particularly non-human stem cells, cord blood
stem cells, progenitor cells, bone marrow stem cells, induced pluripotent stem cells,
totipotent stem cells or hematopoietic stem cells. Representative human cells are CD34+
cells. Said isolated cell can also be a dendritic cell, killer dendritic cell, a mast cell, a NK-cell, a
B-cell or a T-cell selected from the group consisting of inflammatory T-lymphocytes,
cytotoxic T-lymphocytes, regulatory T-lymphocytes or helper T-lymphocytes. In another

embodiment, said cell can be derived from the group consisting of CD4+ T-lymphocytes and
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CD8+ T-lymphocytes. Prior to expansion and genetic modification of the cells of the
invention, a source of cells can be obtained from a subject through a variety of non-limiting
methods. Cells can be obtained from a number of non-limiting sources, including peripheral
blood mononuclear cells, bone marrow, lymph node tissue, cord blood, thymus tissue, tissue
from a site of infection, ascites, pleural effusion, spleen tissue, and tumors. In certain
embodiments of the present invention, any number of T cell lines available and known to
those skilled in the art, may be used. In another embodiment, said cell can be derived from a
healthy donor, from a patient diagnosed with cancer or from a patient diagnosed with an
infection. In another embodiment, said cell is part of a mixed population of cells which
present different phenotypic characteristics. In the scope of the present invention is also
encompassed a cell line obtained from a transformed T- cell according to the method
previously described. Modified cells resistant to an immunosuppressive treatment and
susceptible to be obtained by the previous method are encompassed in the scope of the

present invention.

Activation and expansion of T cells

Whether prior to or after the generation of the transformed or transduced T cells, even if
the modified immune cells of the present invention are activated and proliferate
independently of antigen binding mechanisms, the immune cells, particularly T-cells of the
present invention can be further activated and expanded generally using methods as
described, for example, in U.S. Patents 6,352,694; 6,534,055; 6,905,680; 6,692,964;
5,858,358; 6,887,466; 6,905,681; 7,144,575; 7,067,318; 7,172,869; 7,232,566; 7,175,843;
5,883,223; 6,905,874; 6,797,514; 6,867,041; and U.S. Patent Application Publication No.
20060121005. T cells can be expanded in vitro or in vivo. Generally, the T cells of the
invention are expanded by contact with an agent that stimulates a CD3/TCR complex and a
co-stimulatory molecule on the surface of the T cells to create an activation signal for the T-
cell. For example, chemicals such as calcium ionophore A23187, phorbol 12-myristate 13-
acetate (PMA), or mitogenic lectins like phytohemaglutinin (PHA) can be used to create an

activation signal for the T-cell.
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As non-limiting examples, T cell populations may be stimulated in vitro such as by contact
with an anti-CD3 antibody, or antigen-binding fragment thereof, or an anti-CD2 antibody
immobilized on a surface, or by contact with a protein kinase C activator (e.g., bryostatin) in
conjunction with a calcium ionophore. For co-stimulation of an accessory molecule on the
surface of the T cells, a ligand that binds the accessory molecule is used. For example, a
population of T cells can be contacted with an anti-CD3 antibody and an anti-CD28 antibody,
under conditions appropriate for stimulating proliferation of the T cells. Conditions
appropriate for T cell culture include an appropriate media (e.g., Minimal Essential Media or
RPMI Media 1640 or, X-vivo 5, (Lonza)) that may contain factors necessary for proliferation
and viability, including serum (e.g., fetal bovine or human serum), interleukin-2 (IL-2),
insulin, IFN-g , 1L-4, 1L-7, GM-CSF, -10, - 2, 1L-15, TGF, and TNF- or any other additives for
the growth of cells. Other additives for the growth of cells include, but are not limited to,
surfactant, plasmanate, and reducing agents such as N-acetyl- cysteine and 2-
mercaptoethanol. Media can include RPMI 1640, A1M-V, DMEM, MEM, a- MEM, F-12, X-
Vivo 1, and X-Vivo 20, Optimizer, with added amino acids, sodium pyruvate, and vitamins,
either serum-free or supplemented with an appropriate amount of serum (or plasma) or a
defined set of hormones, and/or an amount of cytokine(s) sufficient for the growth and
expansion of T cells. Antibiotics, e.g., penicillin and streptomycin, are included only in
experimental cultures, not in cultures of cells that are to be infused into a subject. The target
cells are maintained under conditions necessary to support growth, for example, an
appropriate temperature (e.g., 37° C) and atmosphere (e.g., air plus 5% C02). T cells that

have been exposed to varied stimulation times may exhibit different characteristics.

In another particular embodiment, said cells can be expanded by co-culturing with tissue or
cells. Said cells can also be expanded in vivo, for example in the subject's blood after

administrating said cell into the subject.

Therapeutic applications

In another embodiment, isolated cells obtained by the different methods or cell line derived
from said isolated cell as previously described can be used as a medicament. In another
embodiment, said medicament can be used for treating cancer, particularly for the

treatment of B-cell lymphomas and leukemia in a patient in need thereof. In another
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embodiment, said isolated cell according to the invention or cell line derived from said
isolated cell can be used in the manufacture of a medicament for treatment of a cancer in a

patient in need thereof.

In another aspect, the present invention relies on methods for treating patients in need

thereof, said method comprising at least one of the following steps:

(a) providing an immune-cell obtainable by any one of the methods previously

described;

(b) Administrating said transformed immune cells to said patient.

On one embodiment, said T cells of the invention can undergo robust in vivo T cell expansion

and can persist for an extended amount of time.

Said treatment can be ameliorative, curative or prophylactic. It may be either part of an
autologous immunotherapy or part of an allogenic immunotherapy treatment. By
autologous, it is meant that cells, cell line or population of cells used for treating patients are
originating from said patient. By allogeneic is meant that the cells or population of cells used

for treating patients are not originated from said patient but from a donor.

Cells that can be used with the disclosed methods are described in the previous section. Said
treatment can be used to treat patients diagnosed with cancer. Cancers that may be treated
may comprise nonsolid tumors (such as hematological tumors, including but not limited to
pre-B ALL (pedriatic indication), adult ALL, mantle cell lymphoma, diffuse large B-cell
lymphoma and the like). Types of cancers to be treated with the CARs of the invention
include, but are not limited to certain leukemia or lymphoid malignancies. Adult
tumors/cancers and pediatric tumors/cancers are also included. It can be a treatment in
combination with one or more therapies against cancer selected from the group of
antibodies therapy, chemotherapy, cytokines therapy, dendritic cell therapy, gene therapy,

hormone therapy, laser light therapy and radiation therapy.
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According to a preferred embodiment of the invention, said treatment can be administered
into patients undergoing an immunosuppressive treatment. Indeed, the present invention
preferably relies on cells or population of cells, which have been made resistant to at least
one immunosuppressive agent due to the inactivation of a gene encoding a receptor for
such immunosuppressive agent. In this aspect, the immunosuppressive treatment should
help the selection and expansion of the T-cells according to the invention within the patient.
The administration of the cells or population of cells according to the present invention may
be carried out in any convenient manner, including by aerosol inhalation, injection,
ingestion, transfusion, implantation or transplantation. The compositions described herein
may be administered to a patient subcutaneously, intradermally, intratumorally,
intranodally, intramedullary, intramuscularly, by intravenous or intralymphatic injection, or
intraperitoneally. In one embodiment, the cell compositions of the present invention are

preferably administered by intravenous injection.

The administration of the cells or population of cells can consist of the administration of 104-
109 cells per kg body weight, preferably 105 to 106 cells/kg body weight including all integer
values of cell numbers within those ranges. The cells or population of cells can be
administrated in one or more doses. In another embodiment, said effective amount of cells
are administrated as a single dose. In another embodiment, said effective amount of cells
are administrated as more than one dose over a period time. Timing of administration is
within the judgment of managing physician and depends on the clinical condition of the
patient. The cells or population of cells may be obtained from any source, such as a blood
bank or a donor. While individual needs vary, determination of optimal ranges of effective
amounts of a given cell type for a particular disease or conditions within the skill of the art.
An effective amount means an amount which provides a therapeutic or prophylactic benefit.
The dosage administrated will be dependent upon the age, health and weight of the
recipient, kind of concurrent treatment, if any, frequency of treatment and the nature of the
effect desired. In another embodiment, said effective amount of cells or composition
comprising those cells are administrated parenterally. Said administration can be an
intravenous administration. Said administration can be directly done by injection within a

tumor.
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In certain embodiments of the present invention, cells are administered to a patient in
conjunction with (e.g., before, simultaneously or following) any number of relevant
treatment modalities, including but not limited to treatment with agents such as antiviral
therapy, cidofovir and interleukin-2, Cytarabine (also known as ARA-C) or nataliziimab
treatment for MS patients or efaliztimab treatment for psoriasis patients or other
treatments for PML patients. In further embodiments, the T cells of the invention may be
used in combination with chemotherapy, radiation, immunosuppressive agents, such as
cyclosporin, azathioprine, methotrexate, mycophenolate, and FK506, antibodies, or other
immunoablative agents such as CAM PATH, anti-CD3 antibodies or other antibody therapies,
cytoxin, fludaribine, cyclosporin, FK506, rapamycin, mycoplienolic acid, steroids, FR901228,
cytokines, and irradiation. These drugs inhibit either the calcium dependent phosphatase
calcineurin (cyclosporine and FK506) or inhibit the p70S6 kinase that is important for growth
factor induced signaling (rapamycin) (Henderson, Naya et al. 1991; Liu, Albers et al. 1992;
Bierer, Hollander et al. 1993). In a further embodiment, the cell compositions of the present
invention are administered to a patient in conjunction with (e.g., before, simultaneously or
following) bone marrow transplantation, T cell ablative therapy using either chemotherapy
agents such as, fludarabine, external-beam radiation therapy (XRT), cyclophosphamide, or
antibodies such as OKT3 or CAMPATH. In another embodiment, the cell compositions of the
present invention are administered following B-cell ablative therapy such as agents that
react with CD20, e.g., Rituxan. For example, in one embodiment, subjects may undergo
standard treatment with high dose chemotherapy followed by peripheral blood stem cell
transplantation. In certain embodiments, following the transplant, subjects receive an
infusion of the expanded immune cells of the present invention. In an additional

embodiment, expanded cells are administered before or following surgery. Other definitions

- Unless otherwise specified, "a," "an," "the," and "at least one" are used interchangeably
and mean one or more than one.- Amino acid residues in a polypeptide sequence are
designated herein according to the one-letter code, in which, for example, Q. means Gin or
Glutamine residue, R means Arg or Arginine residue and D means Asp or Aspartic acid

residue.

- Amino acid substitution means the replacement of one amino acid residue with another,

for instance the replacement of an Arginine residue with a Glutamine residue in a peptide



10

15

20

25

30

WO 2020/099572 15 PCT/EP2019/081346

sequence is an amino acid substitution. - Nucleotides are designated as follows: one-letter
code is used for designating the base of a nucleoside: a is adenine, t is thymine, c is cytosine,
and g is guanine. For the degenerated nucleotides, r represents g or a (purine nucleotides), k
represents g or t, s represents g or ¢, w represents a or t, m represents a or ¢, y represents t
or ¢ (pyrimidine nucleotides), d represents g, a or t, v represents g, a or ¢, b represents g, t or

¢, hrepresents a, t or ¢, and n represents g, a, t orc.

"As used herein, "nucleic acid" or "polynucleotides" refers to nucleotides and/or
polynucleotides, such as deoxyribonucleic acid (DNA) or ribonucleic acid (RNA),
oligonucleotides, fragments generated by the polymerase chain reaction (PCR), and
fragments generated by any of ligation, scission, endonuclease action, and exonuclease
action. Nucleic acid molecules can be composed of monomers that are naturally-occurring
nucleotides (such as DNA and RNA), or analogues of naturally-occurring nucleotides (e.g.,
enantiomeric forms of naturally-occurring nucleotides), or a combination of both. Modified
nucleotides can have alterations in sugar moieties and/or in pyrimidine or purine base
moieties. Sugar modifications include, for example, replacement of one or more hydroxyl
groups with halogens, alkyl groups, amines, and azido groups, or sugars can be
functionalized as ethers or esters. Moreover, the entire sugar moiety can be replaced with
sterically and electronically similar structures, such as aza-sugars and carbocyclic sugar
analogs. Examples of modifications in a base moiety include alkylated purines and
pyrimidines, acylated purines or pyrimidines, or other well-known heterocyclic substitutes.
Nucleic acid monomers can be linked by phosphodiester bonds or analogs of such linkages.

Nucleic acids can be either single stranded or double stranded.

- By chimeric antigen receptor (CAR) is intended molecules that combine a binding domain
against a component present on the target cell, for example an antibody-based specificity
for a desired antigen (e.g., tumor antigen) with a T cell receptor-activating intracellular
domain to generate a chimeric protein that exhibits a specific anti-target cellular immune
activity. Generally, CAR consists of an extracellular single chain antibody (scFv) fused to the
intracellular signaling domain of the T cell antigen receptor complex zeta chain (scFv) and
have the ability, when expressed in T cells, to redirect antigen recognition based on the

monoclonal antibody specificity.
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- By " delivery vector” or " delivery vectors" is intended any delivery vector which can be
used in the present invention to put into cell contact ( i.e "contacting") or deliver inside cells
or subcellular compartments (i.e "introducing") agents/chemicals and molecules (proteins or
nucleic acids) needed in the present invention. It includes, but is not limited to liposomal
delivery vectors, viral delivery vectors, drug delivery vectors, chemical carriers, polymeric
carriers, lipoplexes, polyplexes, dendrimers, microbubbles (ultrasound contrast agents),
nanoparticles, emulsions or other appropriate transfer vectors. These delivery vectors allow
delivery of molecules, chemicals, macromolecules (genes, proteins), or other vectors such as
plasmids, peptides. In these cases, delivery vectors are molecule carriers. By "delivery

vector" or "delivery vectors" is also intended delivery methods to perform transfection.

- The terms "vector" or "vectors" refer to a nucleic acid molecule capable of transporting
another nucleic acid to which it has been linked. A "vector" in the present invention includes,
but is not limited to, a viral vector, a plasmid, a RNA vector or a linear or circular DNA or RNA
molecule which may consists of a chromosomal, non chromosomal, semisynthetic or
synthetic nucleic acids. Preferred vectors are those capable of autonomous replication
(episomal vector) and/or expression of nucleic acids to which they are linked (expression
vectors). Large numbers of suitable vectors are known to those of skill in the art and

commercially available.

Viral vectors include retrovirus, adenovirus, parvovirus (e. g. adenoassociated viruses),
coronavirus, negative strand RNA viruses such as orthomyxovirus (e. g., influenza virus),
rhabdovirus (e. g., rabies and vesicular stomatitis virus), paramyxovirus (e. g. measles and
Sendai), positive strand RNA viruses such as picornavirus and alphavirus, and double-
stranded DNA viruses including adenovirus, herpesvirus (e. g., Herpes Simplex virus types 1
and 2, Epstein-Barr virus, cytomegalovirus), and poxvirus (e. g., vaccinia, fowlpox a
ndcanarypox). Other viruses include Norwalk virus, togavirus, flavivirus, reoviruses,
papovavirus, hepadnavirus, and hepatitis virus, for example. Examples of retroviruses
include: avian leukosis-sarcoma, mammalian C-type, B-type viruses, D type viruses, HTLV-
BLV group, lentivirus, spumavirus (Coffin, J. M., Retroviridae: The viruses and their
replication, In Fundamental Virology, Third Edition, B. N. Fields, et al., Eds., Lippincott-Raven
Publishers, Philadelphia, 1996).



10

15

20

25

WO 2020/099572 17 PCT/EP2019/081346

- By "lentiviral vector" is meant HIV-Based lentiviral vectors that are very promising for gene
delivery because of their relatively large packaging capacity, reduced immunogenicity and
their ability to stably transduce with high efficiency a large range of different cell types.
Lentiviral vectors are usually generated following transient transfection of three (packaging,
envelope and transfer) or more plasmids into producer cells. Like HIV, lentiviral vectors enter
the target cell through the interaction of viral surface glycoproteins with receptors on the
cell surface. On entry, the viral RNA undergoes reverse transcription, which is mediated by
the viral reverse transcriptase complex. The product of reverse transcription is a double-
stranded linear viral DNA, which is the substrate for viral integration in the DNA of infected
cells. By "integrative lentiviral vectors (or LV)", is meant such vectors as non-limiting
example, that are able to integrate the genome of a target cell. At the opposite by "non-
integrative lentiviral vectors (or NILV)" is meant efficient gene delivery vectors that do not

integrate the genome of a target cell through the action of the virus integrase.

- Delivery vectors and vectors can be associated or combined with any cellular
permeabilization techniques such as sonoporation or electroporation or derivatives of these
techniques. - By cell or cells is intended any eukaryotic living cells, primary cells and cell lines

derived from these organisms for in vitro cultures.

- By "primary cell" or "primary cells" are intended cells taken directly from living tissue (i.e.
biopsy material) and established for growth in vitro, that have undergone very few
population doublings and are therefore more representative of the main functional
components and characteristics of tissues from which they are derived from, in comparison

to continuous tumorigenic or artificially immortalized cell lines.

As non limiting examples cell lines can be selected from the group consisting of CHO-K1 cells;
HEK293 cells; Caco2 cells; U2-0S cells; NIH 3T3 cells; NSO cells; SP2 cells; CHO-S cells; DG44
cells; K-562 cells, U-937 cells; MRC5 cells; IMR9O0 cells; Jurkat cells; HepG2 cells; Hela cells;
HT-1080 cells; HCT-116 cells; Hu-h7 cells; Huvec cells; Molt 4 cells.

All these cell lines can be modified by the method of the present invention to provide cell
line models to produce, express, quantify, detect, study a gene or a protein of interest; these

models can also be used to screen biologically active molecules of interest in research and
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production and various fields such as chemical, biofuels, therapeutics and agronomy as non-

limiting examples.

- by "mutation” is intended the substitution, deletion, insertion of up to one, two, three,
four, five, six, seven, eight, nine, ten, eleven, twelve, thirteen, fourteen, fifteen, twenty,
twenty five, thirty, fourty, fifty, or more nucleotides/amino acids in a polynucleotide (cDNA,
gene) or a polypeptide sequence. The mutation can affect the coding sequence of a gene or
its regulatory sequence. It may also affect the structure of the genomic sequence or the

structure/stability of the encoded mRNA.

- by "variant(s)", it is intended a repeat variant, a variant, a DNA binding variant, a TALE-
nuclease variant, a polypeptide variant obtained by mutation or replacement of at least one

residue in the amino acid sequence of the parent molecule.

- by "functional variant” is intended a catalytically active mutant of a protein or a protein
domain; such mutant may have the same activity compared to its parent protein or protein
domain or additional properties, or higher or lower activity. -"identity" refers to sequence
identity between two nucleic acid molecules or polypeptides. Identity can be determined by
comparing a position in each sequence which may be aligned for purposes of comparison.
When a position in the compared sequence is occupied by the same base, then the
molecules are identical at that position. A degree of similarity or identity between nucleic
acid or amino acid sequences is a function of the number of identical or matching
nucleotides at positions shared by the nucleic acid sequences. Various alignment algorithms
and/or programs may be used to calculate the identity between two sequences, including
FASTA, or BLAST which are available as a part of the GCG sequence analysis package
(University of Wisconsin, Madison, Wis.), and can be used with, e.g., default setting. For
example, polypeptides having at least 70%, 85%, 90%, 95%, 98% or 99% identity to specific
polypeptides described herein and preferably exhibiting substantially the same functions, as

well as polynucleotide encoding such polypeptides, are contemplated.

- "similarity" describes the relationship between the amino acid sequences of two or more
polypeptides. BLASTP may also be used to identify an amino acid sequence having at least
70%, 75%, 80%, 85%, 87.5%, 90%, 92.5%, 95%, 97.5%, 98%, 99% sequence similarity to a

reference amino acid sequence using a similarity matrix such as BLOSUM45, BLOSUM®62 or
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BLOSUMB8O0. Unless otherwise indicated a similarity score will be based on use of BLOSUM®62.
When BLASTP is used, the percent similarity is based on the BLASTP positives score and the
percent sequence identity is based on the BLASTP identities score. BLASTP "ldentities" shows
the number and fraction of total residues in the high scoring sequence pairs which are
identical; and BLASTP "Positives" shows the number and fraction of residues for which the
alighment scores have positive values and which are similar to each other. Amino acid
sequences having these degrees of identity or similarity or any intermediate degree of
identity of similarity to the amino acid sequences disclosed herein are contemplated and
encompassed by this disclosure. The polynucleotide sequences of similar polypeptides are
deduced using the genetic code and may be obtained by conventional means. A
polynucleotide encoding such a functional variant would be produced by reverse translating

its amino acid sequence using the genetic code.

- "signal-transducing domain" or "co-stimulatory ligand" refers to a molecule on an antigen
presenting cell that specifically binds a cognate co-stimulatory molecule on a T-cell, thereby
providing a signal which, in addition to the primary signal provided by, for instance, binding
of a TCR/CD3 complex with an MHC molecule loaded with peptide, mediates a T cell
response, including, but not limited to, proliferation activation, differentiation and the like. A
co-stimulatory ligand can include but is not limited to CD7, B7-1 (CD80), B7-2 (CD86), PD-L1,
PD-L2, 4-1BBL, OX40L, inducible costimulatory ligand (ICOS-L), intercellular adhesion
molecule (ICAM, CD30L, CD40, CD70, CD83, HLA-G, MICA, M1CB, HVEM, lymphotoxin beta
receptor, 3/TR6, ILT3, ILT4, an agonist or antibody that binds Toll ligand receptor and a
ligand that specifically binds with B7-H3. A co-stimulatory ligand also encompasses, among
others, an antibody that specifically binds with a co-stimulatory molecule present on a T cell,
such as but not limited to, CD27, CD28, 4-IBB, 0X40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, lymphocyte
function-associated antigen-1 (LFA-1), CD2, CD7, LTGHT, NKG2C, B7-H3, a ligand that
specifically binds with CD83.

A "co-stimulatory molecule™ refers to the cognate binding partner on a T cell that specifically
binds with a co-stimulatory ligand, thereby mediating a co-stimulatory response by the cell,
such as, but not limited to proliferation. Co-stimulatory molecules include, but are not

limited to an MHC class | molecule, BTLA and Toll ligand receptor.
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A "co-stimulatory signal" as used herein refers to a signal, which in combination with
primary signal, such as TCR/CD3 ligation, leads to T cell proliferation and/or upregulation or
downregulation of key molecules. -The term "extracellular ligand-binding domain" as used
herein is defined as an oligo- or polypeptide that is capable of binding a ligand. Preferably,
the domain will be capable of interacting with a cell surface molecule. For example, the
extracellular ligand-binding domain may be chosen to recognize a ligand that acts as a cell
surface marker on target cells associated with a particular disease state. Thus examples of
cell surface markers that may act as ligands include those associated with viral, bacterial and

parasitic infections, autoimmune disease and cancer cells.

The term "subject" or "patient" as used herein includes all members of the animal kingdom

including non-human primates and humans.

The above written description of the invention provides a manner and process of making
and using it such that any person skilled in this art is enabled to make and use the same, this
enablement being provided in particular for the subject matter of the appended claims,

which make up a part of the original description.

Where a numerical limit or range is stated herein, the endpoints are included. Also, all values
and subranges within a numerical limit or range are specifically included as if explicitly

written out.

The above description is presented to enable a person skilled in the art to make and use the
invention, and is provided in the context of a particular application and its requirements.
Various modifications to the preferred embodiments will be readily apparent to those skilled
in the art, and the generic principles defined herein may be applied to other embodiments
and applications without departing from the spirit and scope of the invention. Thus, this
invention is not intended to be limited to the embodiments shown, but is to be accorded the

widest scope consistent with the principles and features disclosed herein.

Having generally described this invention, a further understanding can be obtained by
reference to certain specific examples, which are provided herein for purposes of illustration

only, and are not intended to be limiting unless otherwise specified.
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Examples

1.1. Construction of eGFP expression vectors

The expression of the AW gene, in T cells, is directed through two sequences with promoter
activity (promoters). A sequence of approximately 1600 bp from the transcription initiation
site, called the proximal promoter of the WAS gene and another one located 6 kb in the 5'
direction of the first one, called the alternative promoter of AW, Figure 1A). In Figure 1A the
construction diagram of the lentiviral vectors used in the present invention is shown. As seen
in said figure, the lentiviral vector WE contains a 500 bp fragment of the proximal WAS
promoter that directs the expression of the selected transgene (the CAR protein), as
described in: Martin, Toscano et al. to the. 2005; Toscano, Frecha et al. 2008; Toscano,
Benabdellah et al. 2009. On the other hand, the lentiviral vector AWE contains a 387 bp
fragment of the WAS alternative promoter immediately "upstream" of the 500 bp WAS
proximal promoter present in the WE vector (SEQ ID NO 1), as described in : Martin, Toscano
et al. 2005; Toscano, Frecha et al. 2008. All vectors share the autoinactivatable region "self-
inactivated (SIN) lentiviral backbone" described by (Zufferey, Dull et al., 1998). In the vector
pLVTHM, the GFP transgene is expressed under the constitutive EFl-ot promoter (htt: /
'www. Addgene. Org / 12247) and the CE vector expresses the GFP transgene under the

control of the constitutive promoter of cytomegalovirus (CMV).

1.2. Production of vectors and transduction of T cells

The lentiviral vectors were produced by the co-transfection of the 293T cells with three
plasmids: (1) plasmid vector (WE, AWE, CE, and pLVTHM), (2) packaging plasmid (pCMVAR
8.91) and (3) plasmid enveloped VSV-G (pMD2.G), as described in Toscano, Frecha et al.
2004. The packaging and sheath plasmids used were obtained from http: // www. addgene.
org / Didier Trono. The day before transfection, 293T cells were plated in Petri dishes treated
(Sarstedt, Newton, NC), to ensure exponential growth and 90% confluence. The plasmids
pPCMVAR 8.91 and pMD2.G were resuspended in 1ml of DMEM (Biowest) together with 45ul
LipoD (Signagen) (proportions of plasmid 3: 2 : 1). This mixture was added to the cell culture,

previously washed with DMEM. Viral supernatants were collected, filtered through pores
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with a diameter of 0.45 uwn (Nalgene, Rochester, NY), concentrated by ultracentrifugation

(BeckmanCoulter) and resuspended in TexMACs (Milteny) culture medium.

For T cells transduction, cells were isolated by negative selection and activated using
TransAct Reagent (Miltenyi), a nanomatrix of anti-CD3/CD28 molecules that would mimic
TCR behavior in a physiological situation. 24 hours after stimulation, T cells were incubated

with LV at MOI=10.

1.3 TCR expression profile upon activation

T cells were stimulated with TransAct reagent and analyzed at 8h, 24h, 48h, 72h and 96 h for
CD3 surface expression using anti-CD3 monoclonal antibodies (CD3-PerCP-Cy5 (OKT3,

eBiosciences 1:100) and FACs analysis.

1.4 Expression profile of LVs upon TCR stimulation

T cells were stimulated with TransAct reagent during 48h and transduced with the different
LVs at day -10. 10 days later, the T cells were analyzed for TCR (CD3-PerCP-Cy5 (OKT3,
eBiosciences 1:100) and eGFP expression by FACS (Day 0). The cells were then stimulated
again with TransAct and analyzed at 8h, 24h, 48h, 72h and 96 h for both, eGFP and CD3 at

each time point.

RESULTS

TCR (CD3) EXPRESSION ON T CELLS IS DOWNREGULATED UPON STIMULATION

T cell activation is a fine-tune process regulated by multiple mechanism that render different
responses of the T cell. It is well known that the TCR at the surface is downregulated upon
TCR engagement, controlling hyper-activation and/or exhaustion of the T cells. In order to
see if we could mimic the process in the laboratory, we stimulated of T cells, isolated by

negative selection, using TransAct Reagent (Miltenyi), and analyzed CD3 expression by flow
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cytometry at 0, 8, 24, 48, 96h and 7days after stimulation. Our data showed that, as
expected, that the TCR levels were down-modulated at 8h and 24h post stimulation (Figure

2C) and start to recover at 48h, reaching a new peak of expression at 96h.

THE AWE LVs MIMIC THE EXPRESSION PROFILE OF THE TCRIN T CELLS

The group of Dr Sadelain demonstrated that the expression of a CAR following a TCR pattern
improves the therapeutic efficacy of CAR-T cells (Eyquem, Mansilla-Soto et al. Targeting a
CAR to the TRAC locus with CRISPR/Cas9 enhances tumour rejection. Nature
2017:543(7643);113-117). However, in their approach, in order to achieve TCR-like
expression of the CAR gene, the author used genome editing strategies, which are very
sophisticated technologies that are difficult to implement in the clinic. We hypothesized that
we can use physiologically regulated LVs to mimic a TCR-like expression, a system that
nowadays have a much easier clinical translation that genome edition. We therefore
analyzed a panel of LVs expressing eGFP through different promoters (Figure 3). We used
the different LVs to transduce T cells and, as indicated in Figure 4A, the cells were analyzed
at different time points for eGFP and CD3 expression. We focus our attention in changes on
eGFP in the first 96 hours post-stimulation, since this is the time in which we observed
changes on TCR expression. As can be observed in Figures 4B and 4Conly the AWE LV (pink
line) follows the downregulation observed in the TCR (black line) 24 hours post-stimulation.
The other LVs, including the EFWP LVs (widely used in CAR T cell therapies) increased their
expression levels at this time point. Figure 5 shows a statistical analysis of changes in
expression at the different time points related to time=0. Again the AWE is the LV that more
closely mimic the changes in TCR expression observed in T cells. These data showed that the

AWE LV could also be used to achieve a TCR-like expression pattern of any transgen.

Based on this data, we propose the AWE LV as a new tool to express CARs on T cells for
immunotherapy applications. The TCR-like expression of this vector should achieve similar
results compared to TCR - CAR gene replacement by genome edition but using a technology

that has already been approved in clinic.
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In summary, the technology described here, although less fine-tuned that genome edition
tools, could render similar therapeutic benefits when applied to the patients and can be much

easier to translate into the clinic.

Sequence listing

SEQ ID No 1: AWE promoter containing a 387 bp fragment of the WAS alternative promoter

immediately "upstream" of the 500 bp WAS proximal promoter present in the WE vector.

Taagtcaaaggaggagagggcaacgcggtgggcaggagagaggecaacggeegeecggggcgaggggagecggtaggacgeg
accaggactggccgacccggeccegegeggggaagggggcgecttecteccacaacacaaaacggtgegecegggttggeegecc
ctccccagtggtgeggccccgggtggacgcttccgtgegegegtecatgeeccagecattgegggctgegggctccaagggtegeaca
cgctggagagtgcaggttgeegggtccacccacagggetgtagacacecctagggtcacacagacaaggetctggacacccacag
gggcacacacattggggagtgggcactcctgggctcacaaagactgagaatcactagtgaattcgggattacaggtgtgagctattg
tccccagccaaaaggaaaagttttactgtagtaacccttceggactagggacctegggectcagectcaggetacctaggtgetttag
aaaggaggccacccaggeccatgactactecttgecacagggagecctgeacacagatgtgetaagetetegetgecagecagagg
gaggaggtctgagccagtcagaaggagatgggecccagagagtaagaaagggggaggaggacccaagetgatccaaaaggteg
gtctaagcagtcaagtggaggagggttccaatctgatggeggagggcccaagetcagectaacgaggaggecaggeccaccaagg
ggcccctggaggacttgttteccttgteecttgtggttttttgeatttectgtteecttgetgetcattgeggaagttectcttcttacectge
acccagagcctcgecagagaagacaagggceagaaag

SEQ ID NO 2. 500 bp fragment of the proximal WAS promoter

aattcgggattacaggtgtgagctattgtccccagecaaaaggaaaagttttactgtagtaacccttccggactagggacctegggec
tcagcctcaggctacctaggtgetttagaaaggaggccacccaggeccatgactactecttgecacagggagecctgeacacagatg
tgctaagetctegetgecagecagagggaggaggtctgagecagtcagaaggagatgggecccagagagtaagaaagggggagg
aggacccaagctgatccaaaaggtgggtctaagecagtcaagtggaggagggttccaatctgatggeggagggeccaagetcagec
taacgaggaggccaggcccaccaaggggeccctggaggacttgttteccttgteecttgtggttttttgeatttectgtteccttgetget
cattgcggaagttcctcttcttacectgcacccagagectcgecagagaagacaagggeagaaag

SEQ ID NO 3:387 bp fragment of the WAS alternative promoter

taagtcaaaggaggagagggcaacgeggtgggcaggagagaggccaacggecgeccggggcgaggggagecggtaggacges
accaggactggecgacccggececgegeggggaagggggegecttccteccacaacacaaaacggtgegeeegggttggeegecc
ctccccagtggtgeggececgggtggacgettecgtgegegegtecatgeccagecattgegggetgegggctccaagggtegeaca
cgctggagagtgcaggttgeegggtccacccacagggetgtagacacecctagggtcacacagacaaggetctggacacccacag
gggcacacacattggggagtgggcactcctgggctcacaaagactgagaatcactagtg

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)
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Claims

1.

A polynucleotide comprising i) a nucleotide sequence encoding a specific chimeric
antigen receptor (CAR) and ii) a promoter from the Wiskott-Aldrich syndrome locus
or a fragment of said promoter comprising SEQ ID NO 2 or a nucleotide sequence
having at least 70% identity with SEQ ID NO 2, wherein said promoter is operably
linked to the nucleotide sequence encoding the CAR in order to drive the expression
of the chimeric antigen receptor, and wherein the CAR comprises at least one
extracellular ligand binding domain, a transmembrane domain and at least one

intracellular signalling domain.

The polynucleotide of claim 1, wherein the promoter comprises SEQ ID NO 1 or a

nucleotide sequence having at least 70% identity with SEQ ID NO 1.

The polynucleotide of claim 1, wherein the promoter is SEQ ID NO 1.

An expression vector comprising the nucleic acid of any of claims 1 to 3.

The expression vector of claim 4, wherein said expression vector is a viral vector.

The viral vector of claim 5, wherein said viral vector is a lentiviral vector.

Immune cells expressing at the cell surface membrane a specific chimeric antigen

receptor comprising at least one extracellular ligand binding domain and at least one

intracellular signalling domain wherein said Immune cells are transduced with

theviral expression vector of any of claims 5 to 6.

Immune cells expressing at the cell surface membrane a specific chimeric antigen

receptor comprising at least one extracellular ligand binding domain and at least one

intracellular signalling domain wherein said chimeric antigen receptor is expressed by

the expression vector of claim 4.
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10.

11.

12.

13.

The immune cells according to any one of claims 7 to 8 derived from inflammatory T-
lymphocytes, cytotoxic T-lymphocytes, regulatory T- lymphocytes or helper T-

lymphocytes.

The immune cells according to any one of claims 7 to 9, wherein the cells are

recovered from donors.

The immune cells according to any one of claims 7 to 8, wherein the cells are

recovered from patients.

The immune cells according to any one of claims 7 to 11for use in therapy.

The immune cells according to any one of claims 7 to 11 for use in the treatment of

cancer, such as neoplasias, B-cell neoplasias, lymphoma or leukaemia, or multiple

myeloma.
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ABSTRACT

Background Chimeric antigen receptor (CAR) T cells directed against CD19 have achieved impressive
outcomes for the treatment of relapsed/refractory B lineage lymphoid neoplasms. However, CAR-T
therapy still has important limitations due to severe side effects and the lack of efficiency in 40-50% of
the patients. Most CARs-T products are generated using retroviral vectors with strong promoters.
However, high CAR expression levels can lead to tonic signalling, premature exhaustion and over-
stimulation of CAR-T cells, reducing efficacy and increasing side effects. TCR-like expression of the CAR
through genome editing resulted in enhanced anti-tumour potency, reducing tonic signalling and
improving CAR-T phenotype. In this manuscript, we searched for LVs that mimic the TCR expression
pattern as a closer-to-clinic alternative for the generation of improved CAR-T cells.

Methods Different LVs containing viral and human promoters were analysed to select those that closely
mimic a TCR-like kinetic profile upon T-cell activation. WAS gene proximal promoter-driven LVs (AW-LVs)
were selected to express a second generation 4-1BB aCD19 CAR (ARI-0001) into T cells to generate AWARI
CAR-T cells. TCR-like AWARI and EFla-driven ARI CAR T cells were analysed for in vitro and in vivo killing
efficiency using leukaemia and lymphoma cellular models. Tonic signalling, exhaustion markers and
phenotype were determined by flow cytometry. Large-scale automated manufacturing of AWARI CAR-T
cells was performed in a CliniMACs Prodigy bioreactor.

Results Our data showed that LVs expressing the transgene through the WAS gene proximal promoter
mimic very closely the TCR (CD3) expression pattern kinetic upon TCR stimulation or antigen encounter.
Compared to EF1a-driven ARI CAR-T cells, AWARI CAR-T cells exhibited a higher proportion of naive/stem
cell memory T cells with less exhausted phenotype after efficient killing of CD19+ cells both in vitro and in
vivo. AWARI CAR-T cells also showed lower tonic signalling and reduced secretion of pro-inflammatory
cytokines and were efficiently manufactured in large-scale GMP-like conditions.

Conclusions WAS-gene-promoter driven LVs can be used to generate physiological 4-1BB-CAR-T cell
products with lower tonic signalling, improved phenotype and a safer profile. We propose the use of TCR-
like LVs as an alternative to strong-promoter driven LVs for the generation of CAR-T products.
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ABSTRACT

Transplant of gene-modified autologous hematopoietic progenitors cells has emerged as a new
therapeutic approach for Wiskott-Aldrich syndrome (WAS), a primary immunodeficiency with
microthrombocytopenia and abnormal lymphoid and myeloid functions. Despite the clinical
benefits obtained in ongoing clinical trials, platelet restoration is suboptimal. The incomplete
restoration of platelets in these patients can be explained either by a low number of corrected
cells or by insufficient or inadequate WASP expression during megakaryocyte differentiation
and/or in platelets. We therefore used in vitro models to study the endogenous WASP
expression pattern during megakaryocytic differentiation and compared it with the expression
profiles achieved by different therapeutic lentiviral vectors (LVs) driving WAS cDNA through
different regions of the WAS promoter. Our data showed that all WAS promoter-driven LVs
mimic very closely the endogenous WAS expression kinetic during megakaryocytic
differentiation. However, LVs harboring the full-length (1.6-kb) WAS-proximal promoter
(WW?1.6) or a combination of the WAS alternative and proximal promoters (named AW) had the
best behavior. Finally, all WAS-driven LVs restored the WAS knockout (WASKO) mice phenotype
and functional defects of hematopoietic stem and progenitor cells (HSPCs) from a WAS patient
with similar efficiency. In summary, our data back up the use of WW1.6 and AW LVs as

physiological gene transfer tools for WAS therapy.



