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RESUMEN

Las células T autdlogas modificadas con receptores de antigeno
quiméricos (CARs) han sido aprobadas como medicamentos de terapia
avanzada (ATMPs) contra varias neoplasias malignas de tipo B. Sin
embargo, su naturaleza autdloga impide su aplicacién a todos los
pacientes que la necesiten, asi como la estandarizacion de esta terapia.
Las células CAR-T alogénicas son una alternativa para simplificar este
proceso complejo y lento. En esta Tesis Doctoral se ha estudiado la
viabilidad (eficacia y seguridad) de la eliminacién del TCR (TCRKO) para
generar células CAR-T alogénicas universales. Ademas, hemos
investigado la intervencion metabdlica con moléculas pequefias como
una estrategia para mejorar los productos de células CAR-T, incluidas las
células TCRKO CAR-T. En concreto, el trabajo realizado se ha dividido en
dos bloques principales:

Determinacion de la eficacia y seguridad de la edicion genémica
para generar células CAR-T universales. Para ello se cont6 con la
colaboracion del Dr Manel Juan y su donacion del CAR ARI-0001, un CAR
aCD19 de segunda generacion aprobado por la Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) en el marco de la
Exencion Hospitalaria para el tratamiento de pacientes mayores de 25
ahos con leucemia linfoblastica aguda de células B
Recidivante/Refractaria (R/R LLA-B).

En primer lugar, se analizd la eficacia y los potenciales problemas de
seguridad que surgen tras la interrupcion del locus TRAC utilizando la
tecnologia CRISPR/Cas9. Demostramos que el uso de CRISPR/Cas9
entregado como ribonucleoparticulas (RNPs) permite una deplecion en
la expresion del TCR altamente eficiente (mas del 80%) sin alteraciones
significativas en el fenotipo de las células T. Sin embargo, también
encontramos que la edicién del locus TRAC puede conducir a grandes
deleciones en el genoma, lo que indica un potencial riesgo de este
procedimiento. Tal y como se esperaba, la eliminacién del TCR en las
células ARI-CAR-T impidié eficientemente las respuestas alogénicas.
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Ademas, el procedimiento utilizado no alter6 de manera significativa su
fenotipo, manteniendo una actividad antitumoral similar ex-vivo e in vivo
en comparacion con células ARI-CAR-T sin editar (WT ARI-CAR-T cells).
Estos resultados demuestran que, aunque todavia existen algunos
riesgos de genotoxicidad, la interrupcion del TRAC es una estrategia
factible para la generacion de células ARI-CAR-T universales vy
funcionales. En este sentido, nuestro siguiente paso sera validar el
proceso en condiciones de escalado y buenas practicas de fabricacion
(GMP) para proponer un ensayo clinico y/o exencion hospitalaria para el
tratamiento de pacientes con linfomas o leucemias tipo B que hayan
agotado otras opciones y que no puedan acceder al tratamiento con
CAR-T comerciales.

Intervencion metabdlica con pequeitias moléculas para favorecer
productos CAR-T enriquecidos en células T memoria. Por otro lado,
en esta tesis también intentamos abordar uno de los problemas con los
que se encuentran las terapias CAR-T actuales: su agotamiento/falta de
persistencia antes de eliminar todas las células tumorales en los
pacientes, especialmente importante en la terapia con células CAR-T
alogénicas. En esta direccion, existe fuerte evidencia de que una mayor
presencia de células T memoria, con alta capacidad de autorrenovacion
y pluripotencialidad (células T madre memoria, Tscm), se correlaciona
directamente con una mejor respuesta terapéutica.

En base a estos trabajos, entramos en colaboracion con el Prof. Pedro
Romero, desarrollador de diversos procedimientos para reprogramar el
fenotipo de las células T mediante intervencién metabdlica. En esta
direccién estudiamos si la intervencién metabdlica durante la expansion
ex vivo podria ser un método para mejorar la actividad antitumoral de
las células TCRKO CAR-T alogénicas. En concreto, evaluamos dos
inhibidores, uno para la enzima mitocondrial isocitrato deshidrogenasa
2 (IDH2) y otro para el transportador mitocondrial de piruvato (MPC).
Estos estudios relevaron un incremento en el fenotipo Tscm en células
WT y TCRKO ARI-CAR-T tratadas con el inhibidor para MPC (MPCi),
aunque no con el inhibidor para IDH2 (IDH2i). La inhibicion de MPC no
comprometio la expansion de las células CAR-T ni la produccién de
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citoquinas. Las células ARI-CAR-T pre-tratadas con el MPCi mostraron
una funcién efectora antitumoral superior, pero variable en funcién del
modelo utilizado. Esta variabilidad en el incremento de la eficacia precisa
ser investigada en modelos animales y, en funcién de los resultados,
propondremos su futura aplicacion en protocolos de generacién de
células CAR-T alogénicas.
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ABSTRACT

Autologous T cells expressing chimeric antigen receptors (CARs) have
been approved as advanced therapy medicinal products (ATMPs)
against several type B malignancies. However, a main drawback comes
from their autologous nature which limits the amount of patients that
can be treated and precludes its standardization. Allogeneic CAR-T cells
are an alternative to simplify this complex and time-consuming process.
In this Doctoral Thesis, we have studied the feasibility (efficacy and
safety) of TCR knockdown (TCRKO) to generate universal allogeneic
CAR-T cells. In addition, we have investigated metabolic intervention
with small molecules as a way to improve CAR-T cell products, including
TCRKO CAR-T cells. Specifically, the work carried out has been divided
into two main objectives:

Determination of genome editing efficacy and safety to generate
Universal CAR-T cells. For this, we had the collaboration of Dr Manel
Juan who donated the CAR ARI-0001, a second generation aCD19 CAR
approved by the Spanish Agency for Medicines and Medical Devices
(AEMPS) within the framework of Hospital Exemption for the treatment
of patients older than 25 years with Relapsed/Refractory acute B cell
lymphoblastic leukemia (R/R B-ALL).

First, the efficacy and potential safety concerns that arise after disruption
of the TRAC locus using the CRISPR/Cas9 system were analyzed. We
show that the use of CRISPR/Cas9 delivered as ribonucleoparticles
(RNPs) allows highly efficient TCR depletion (over 80%) without
significant alterations in T cell phenotype. However, we have also found
that efficient TCRKO can lead to on-target large deletions in the
genome, indicating a potential risk of this procedure. As expected, TCR
elimination of ARI-CAR-T cells efficiently prevented allogeneic
responses. Importantly, the procedure did not significantly alter ARI-
CAR-T cell phenotype, while maintaining a similar antitumor activity ex
vivo and in vivo compared to unedited ARI-CAR-T cells (WT ARI-CAR-T
cells). These results demonstrate that, although some risks of
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genotoxicity still exist, TRAC disruption is a feasible strategy for the
generation of functional universal ARI-CAR-T cells. In this sense, our next
step will be to validate the process under escalation and good
manufacturing practices (GMP) to propose a clinical trial and/or hospital
exemption for the treatment of patients with type B lymphomas or
leukemias who have no other options and who can not access
commercial CAR-T therapy.

Metabolic intervention with small molecules to favour CAR-T
products enriched in memory T cells. On the other hand, in this thesis
we have also tried to address one of the problems that current CAR-T
therapies encounter: their exhaustion/lack of persistence before
eliminating all the tumor cells in patients, especially important in
allogeneic CAR-T cell therapies. In this direction, there is strong evidence
that a greater presence of memory T cells, with a high capacity for self-
renewal and pluripotency (T stem cell memory, Tscm), is directly
correlated with a better therapeutic response.

Based on these studies, we entered in collaboration with Prof. Pedro
Romero, who had developed various procedures to reprogram T cell
phenotype through metabolic intervention. In this direction, we studied
whether metabolic intervention during ex vivo expansion could be a
method to improve the antitumor activity of allogeneic TCRKO CAR-T
cells. Specifically, we evaluated two inhibitors, one for the mitochondrial
enzyme isocitrate dehydrogenase 2 (IDH2) and another for the
mitochondrial pyruvate transporter (MPC). These studies revealed an
increase in Tscm phenotype in WT and TCRKO ARI-CAR-T cells treated
with the inhibitor for MPC (MPCi), although not with the inhibitor for
IDH2 (IDHi). MPC inhibition did not compromise CAR-T cell expansion
or cytokine production. ARI-CAR-T cells pre-treated with MPCi showed
a higher antitumor effector function which varies depending on the
model used. This variability in increasing efficacy needs to be
investigated in animal models and, based on the results, we will propose
its future application in protocols for the generation of allogeneic CAR-
T cells.
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ABREVIATURAS

Acetil-CoA
ADN
ADNc
ADNg
AEMPS

AICD
AG
Akt
Alt-EJ
AMPK
AP1
AP2
APC
ARN
ARNCcr
ARNg
ARNmM
ARNsg
ARNtracr

ATMP

ATP

Acetil coenzima A

Acido desoxirribonucleico

ADN complementario

ADN gendmico

Agencia Espafiola del Medicamento y Productos
Sanitarios

Muerte celular inducida por activacion, del inglés
Activation-Induced Cell Death

Adicion génica

Proteina quinasa B, del inglés protein kinase B
Union de extremos alternativa, del inglés Alternative
End-Joining

Proteina quinasa activada por AMP, del inglés AMP-
activated Protein Kinase

Complejo proteico adaptador 1, del inglés Adaptor
protein complex-1

Complejo proteico adaptador 2, del inglés Adaptor
protein complex-2

Celula presentadora de antigenos, del inglés Antigen
Presenting Cell

Acido ribonucleico

ARN-CRISPR

ARN guia

ARN mensajero

ARN guia Unico, del inglés single guide

ARN CRISPR transactivante, del inglés trans-activating
CRISPR

Medicamento de terapias avanzadas, del inglés
Advanced Therapy Medicinal Product

Adenosina trifosfato, del inglés Adenosine
Triphosphate
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BATF

BCMA

BiTEs

B2M
BTLA

CAR

CAR-T
cb

CF
CFSE

cMv
CRES

CRISPR/Ca
s9

CRS

CTLA-4

CTV
DCK
DMEM
DMSO

Factor de transcripcién de cremallera de leucina
basica similar a ATF, del inglés Basic Leucine Zipper
ATF-Like Transcription Factor

Antigeno de maduracién de las células B, del inglés B-
Cell Maturation Antigen

Anticuerpos biespecificos de union a células T, del
inglés Bi-specific T-cell engagers

B2-microglobulina

Atenuador de linfocitos By T, del inglés Band T
Lymphocyte Attenuator

Receptor de antigeno quimérico, del inglés Chimeric
Antigen Receptor

Célula T expresando el CAR

Antigenos de diferenciacién, del inglés Cluster of
Differentiation

Citometria de flujo

Fluorescente éster de succinimidil-carboxifluoresceina,
del inglés Carboxyfluorescein Succinimidy! Ester
Citomegalovirus

Sindrome de encefalopatia asociada a CAR, del inglés
CAR-Related Encephalopathy Syndrome

Repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y
regularmente interespaciadas/nucleasa 9 asociada, del
inglés Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeat/associated nuclease protein 9
system

Sindrome de liberacién de citoquinas, del inglés
Cytokine Release Syndrome

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

Del inglés Cell Trace Violet

Desoxicitidina quinasa

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

Dimetilsulfoxido
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dPCR

DSB

ECAR

EG
eGFP

EICH
EMA

FADH2

FAO

FDA

Glut-1
GMP

GOl
Y-RVs
GSK3B

hEF1a

HLA

HLA 1l

HLA I

Reaccion en cadena de la polimerasa digital, del inglés
digital polymerase chain reaction

Rotura de doble cadena, del inglés Double Strand
Break

Tasa de acificaciéon extracelular, del inglés Extracellular
Acidification Rate

Edicion Gendmica

Proteina verde fluorescente mejorada, del inglés
enhanced Green Fluorescent Protein

Enfermedad de injerto contra huésped

Agencia Europea del Medicamento, del inglés
European Medicines Agency

Flavin adenin dinucledtido en su forma reducida, del
inglés reduced Flavin Adenine Dinucleotide
Beta-oxidacién de acidos grasos, del inglés fatty acid
oxidation

Administracién de Medicamentos y Alimentos, del
inglés Food and Drug Administration

Transportador de glucosa-1

Buenas practicas de fabricacion, del inglés Good
Manufacturing Practice

Gen de interés, del inglés Gene Of Interest

Vectores y-retrovirales

Enzima glucdgeno sintasa quinasa 3B, del inglés
Glycogen Synthase Kinase 3 Beta

Factor de elongacién eucariético humano 1 alfa, del
inglés human Eukaryotic Translocation Elongation
Factor Ta

Antigeno leucocitario humano, del inglés Human
Leukocyte Antigen

Antigeno leucocitario humano de clase Il, del inglés
Human Leukocyte Antigen Class I

Antigeno leucocitario humano de clase |, del inglés
Human Leukocyte Antigen Class |
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HMGB1

HR

ICAM

ICANS

ICOS

IDH2

IDH2i
Indels

INFy
IRF4

ITAM

JAK
LAG3

LBDCG
LCM(-B)
LF

LFA-1

LH
LLA(-B/T)
LLB-T
LLC(-B)

Proteina de alta movilidad, del inglés High-Mobility
Group Box 1

Recombinacién homéloga, del inglés Homologous
Recombination

Molécula de adhesién intracelular, del inglés
Intercellular Adhesion Molecule 1

Sindrome de neurotoxicidad asociada a células
efectoras inmunoldgicas, del inglés Immune effector
Cell-Associated Neurotoxicity Syndrome
Coestimulador inducible de célula T, del inglés,
Inducible T-cell Co-stimulator

Deshidrogenasa de isocitrato, del inglés Isocitrate
Dehydrogenase 2

Inhibidor de IDH2

Inserciones y/o deleciones, del inglés
(nsertions/deletions

Interferén gamma

Factor 4 regulador del interferon, del inglés Interferon
Regulatory Factor 4

Motivo de activaciéon de tirosina de receptor
inmunoloégico, del inglés Immune-receptor Tyrosine-
based Activation Motif),

Quinasa Janus, del inglés Janus kinase

Gen 3 de activacion del linfocito, del inglés
Lymphocyte-Activation Gene 3

Linfoma B difuso de células grandes

Linfoma de Células (B) del Manto

Linfoma Folicular

Antigeno 1 asociado a la funcion del linfocito, del
inglés Lymphocyte Function-associated Antigen 1
Linfoma de Hodgkin

Leucemia Linfoblastica Aguda (de células B/T)
Linfoma Linfoblastico de células T

Leucemia Linfocitica Crénica (de células B)
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LLCP
LMA
LNH(-B)
LTR
MekFI

MG
MHC

MHC I

MHCI

MM
MMEJ

MOl

MoMLV

MPC

MPCi
MSCV

mTOR

NADH

NBCDP

NFAT

Linfoma Linfocitico de Células Pequefias

Leucemia Mieloide Aguda

Linfoma No-Hodgkin (de células B)

Repeticion larga terminal, del inglés Long Terminal
Repeat

Intensidad mediana de fluorescencia, del inglés
Median Fluorescence Intensity

Del inglés MitoTracker Green

Complejo mayor de histocompatibilidad, del inglés
Major Histocompatibility Complex

Complejo mayor de histocompatibilidad de clase I,
del inglés Major Histocompatibility Complex class Il
Complejo mayor de histocompatibilidad de clase |, del
inglés Major Histocompatibility Complex class |
Mieloma Mdltiple

Unién de extremos mediada por microhomologia, del
inglés Microhomology-Mediated End Joining
Multiplicidad de infeccion, del inglés Multiplicity of
Infection

Virus de la leucemia murina de Moloney, del inglés
Moloney Murine Leukemia Virus

Transportador de piruvato mitocondrial, del inglés
Mitochondrial Pyruvate Carrier.

Inhibidor de MPC

Virus de células madre murinas, del inglés Murine
Stem Cell Virus

Diana de la rapamicina en células de mamifero, del
inglés mammalian Target Of Rapamycin

Nicotin adenin dinucledtido en su forma reducida, del
inglés reduced Nicotinamide Adenine Dinucleotide
Neoplasia blastica de células dendriticas
plasmocitoides

Factor nuclear de células T activadas, del inglés
Nuclear Factor of Activated T-cells
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NF-kB

NHEJ

NK

NKT

NLuc

NMPA

NR4A

NT
OCR

oMS
OXHOS

PAM

PB
PBS

PD1

PD-L1

PGK

PI3K

PMBCs

Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras
kappa de células B activadas, del inglés Nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

Union de extremos no homdlogos, del inglés Non
Homologous End-Joining

Células asesinas naturales, del inglés Natural Killer
cells

Células T asesinas naturales, del inglés Natural killer T
cells

Nanoluciferasa

China’s National Medical Products Administration
Grupo A de la subfamilia 4 de receptores nucleares,
del inglés Nuclear Receptor subfamily 49

No transducido

Tasa de consumo de oxigeno, del inglés oxygen
consumption rate

Organizacion Mundial de la Salud

Fosforilacion oxidativa, del inglés Oxidative
Phosphorylation

Motivo adyacente de protoespaciador, del inglés
Protospacer Adjacent Motif

PiggyBac

Tampon fosfato salino, del inglés Phosphate Buffered
Saline

Proteina 1 de muerte celular programada, del inglés
Programmed cell Death protein 1

Ligando 1 de muerte programada, del inglés
Programmed Death-Ligand 1

Fosfoglicerato quinasa humana, del inglés
Phosphoglycerate Kinase

Fosfoinositol 3-quinasa, del inglés Phosphoinositide 3-
kinase

Células mononucleares de sangre periférica, del inglés
Peripheral Mononuclear Blood Cells
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PPARy

p/s

RAG

RI
ROS

RPMI
R/R
SB
ScFVv
SFFV
Sl
SIN
SLP
S1P
SRC

SSA

STATS

TAA

TALEN

TCA

Receptor gamma 1-alfa activado por el proliferador
de peroxisomas, del inglés Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor gamma
Penicilina/Estreptomicina

Gen activador de recombinacion, del inglés
Recombination-Activating Gene

Receptor Inhibidor

Especies reactivas de oxigeno, del inglés Reactive
Oxygen Species

Roswell Park Memorial Institute
Recidivante/Refractario

Sleeping Beauty

Fragmento variable de cadena sencilla, del inglés
Single-chain Variable Fragment

Virus formador de focos en el bazo, del inglés Spleen
Focus Forming Virus

Sistema Inmunoldgico

Auto-inactivables, del inglés self-inactivating
Supervivencia Libre de Progresion

Metabolito esfingosina-1-fosfato, del inglés
Sphingosine-1-phosphate

Capacidad respiratoria maxima, del inglés Spare
Respiratory Capacity

Alineamiento de hebra Unica, del inglés Single Strand
Annealing

Transductor de sefales y activador transcripcional 5,
del inglés Signal Transducer and Activator of
Transcription 5

Antigeno asociado a tumor, del inglés Tumor
Associated Antigen

Nucleasa de actividad similar al activador de
transcripcion, del inglés Transcription activator-like
effector nuclease

Terapia Celular Adoptiva
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Tem

TCR
Tem

Ter
TFGPB

Tfh

Th
ThGM

TMRM

TIGIT

TiLs

TIM3

TIRs
Tm
™
Tn
TNFa

TNFB

TNFR-I

Célula T memoria central, del inglés T central memory
cell

Receptor de células T, del inglés T Cell Receptor
Célula T memoria efectora, del inglés T Effector
Memory cell

Célula T Efectora

Factor de crecimiento transformante (3, del inglés
Transforming grownth factor 8

Célula T colaboradora folicular, del inglés T 32olicular
helper cell

Célula T colaboradora, del inglés T helper cell

Célula T colaboradora productora de GM-CSF, del
inglés GM-CSF-producing T helper

Ester metilico tetrametilrodamina, del inglés
Tetramethylrhodamine, methyl ester

Inmuno-receptor con un dominio Ig y un dominio
ITIM, del inglés T cell inmunoglobulin and ITIM
domain

Linfocitos infiltrantes de tumores, del inglés Tumor
Infiltrating Lymphocytes

Inmunoglobulina y proteina mucina 3 de células T, del
inglés T cell Immunoglobulin domain and Mucin
domain 3

Repeticiones invertidas terminales, del inglés Terminal
Inverted Repeats

Célula T memoria

Dominio transmembrana

Célula T virgen, del inglés T naive cell

Factor alfa de necrosis tumoral, del inglés Tumor
Necrosis Factor alpha

Factor beta de necrosis tumoral, del inglés Tumor
Necrosis Factor beta

Receptor del factor de necrosis tumoral 1, del inglés
Tumor Necrosis Factor Receptor 1
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TOX
TRAIL

Treg
TRUCK

TSA

Tsem

UbiC
UCAR-T
VAAr

VIH-1

VLs
VSV-G

ZFN

Proteina de caja de grupo de alta movilidad

Ligando inductor de apoptosis relacionado al factor
de necrosis tumoral, del inglés Tumor necrosis factor-
Related Apoptosis-Inducing Ligand,

Célula T reguladora, del inglés regulatory T cell
Célula CAR-T de cuarta generacion, del inglés T cell
Redirected for antigen-Unrestricted Citokine initiating
Killing

Antigeno especifico de tumor, del inglés Tumor
Specific Antigen

Célula T madre memoria, del inglés T stem cell
memory

Ubiquitina C

Célula CAR-T universal, del inglés universal CAR-T cell
Vectores basados en virus adenoasociados
recombinantes

Virus de inmunodeficiencia humana tipo 1

Vectores Lentivirales

Glicoproteina G de la envoltura fusogénica del virus
de la estomatitis vesicular, del inglés Glycoprotein of
the Vesicular Stomatitis Virus

Nucleasa dedo de zinc, del inglés zinc-finger nuclease
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INTRODUCCION

1. INMUNOLOGIA Y CANCER

La inmunologia es la ciencia que estudia la defensa del cuerpo frente a
una infeccion y su origen se atribuye a Edward Jenner (1749-1823),
pionero en el concepto de vacunacion. En 1796, Jenner demostré que la
inoculacién con viruela bovina podria proteger contra la viruela, una
enfermedad mortal en la época, creando asi la primera vacuna del
mundo. Sin embargo, no fue hasta principios del siglo XX que se
relaciono a la inmunologia con el cancer. En 1907, Paul Ehrlich sugirié
una vigilancia inmunolégica del cancer asi como wun control
inmunolégico de la enfermedad (Kasten, 1996). Finalmente en 1970,
Frank MacFarlane Burnet, basandose en las hipotesis de Lewis Thomas,
escribio la teoria de la inmunovigilancia (Ribatti, 2017), la cual hipotetiza
que los neo-antigenos expresados por las células tumorales inducen la
activacion inmunologica y la eliminacion del tumor.

Dado que el sistema inmunolégico (SI) protege al hospedador y
modifica al tumor al mismo tiempo, Dunn and Schreiber acufiaron el
término de inmunoedicion del cancer, compuesta de tres fases.

(1) Eliminacion del tumor. En esta fase el dafio ocasionado en los tejidos
colindantes al tumor genera sefiales inflamatorias provocando el
reclutamiento de las células de la inmunidad innata: células Natuiral
Killer (NK), Natural Killer T (NKT), células T gammadelta (Tyd),
macrofagos y células dendriticas. Las células NK y macrofagos ejercen
una funcion citolitica, a través de la expresion del ligando inductor de
apoptosis relacionado al factor de necrosis tumoral (TRAIL) y la
produccion de factores liticos como perforinas y especies reactivas de
oxigeno (ROS) y nitrégeno. Mientras, las células dendriticas van a migrar
a los ndédulos linfaticos donde presentan antigenos tumorales a través
del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) (denominado
antigeno leucocitario humano (HLA) en humanos) de clase Il a células T
CD4+, generando células T CD4+ especificas de tumor, y estas a su vez
activan células T CD8+ especificas del tumor. Ambas siguiendo un
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gradiente de quimiocinas migran al foco del tumor, donde reconocen
especificamente y destruyen células tumorales.

(2) Equilibrio. La segunda fase corresponde a un estado de equilibrio
entre el Sl y el tumor. Durante esta fase el tumor desarrolla nuevas
mutaciones que hacen al tumor cada vez menos inmunogénico y/o mas
resistente al ataque del SI.

(3) Escape. En esta fase, las mutaciones acumuladas en el tumor evaden
el reconocimiento por el SI o bloquean su actividad, lo que le permite
expandirse de forma descontrolada (Dunn et al., 2002).

Las vacunas dieron paso al desarrollo de la inmunoterapia, la cual
aprovecha la capacidad natural del sistema inmunitario para detectar y
destruir células anormales. Tras esto, han surgido nuevas estrategias,
como la infusion de anticuerpos para bloquear interacciones
inmunitarias no deseadas, inducir la muerte mediada por anticuerpos o
mejorar las respuestas efectoras bloqueando los receptores inhibidores
(Rls) de las células T (inhibidores de puntos de control), siendo esta
ultima particularmente eficaz (Korman et al., 2022).

Otra estrategia con especial interés es la basada en anticuerpos
biespecificos, denominados BiTEs (del inglés, Bi-specific T-cell engagers),
que por un lado se unen a las células T y por otro a la célula tumoral,
haciendo que las células T eliminen a las células tumorales, sin necesidad
de que ellas mismas reconozcan el antigeno tumoral (Einsele et al.,
2020). También, se han disefiado virus capaces de reconocer y lisar
especificamente a las células tumorales, lo que se denomina virus
oncoliticos (Lin et al., 2023).

Desde el nacimiento de la terapia génica, se ha buscado poder aplicarla
para mejorar la eficacia y especificidad de las estrategias de
inmunoterapia. Esto se ha perseguido de multiples formas, desde la
modificacion genética de células presentadoras de antigeno para lograr
respuestas tumor-especificas y duraderas, a la modificacion genética de
las propias células tumorales para su uso como vacunas. Sin embargo,
ha sido la modificacion genética de las células T la que ha logrado
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revolucionar el campo de la inmunoterapia. Para poder entender el
porqué de este éxito, en primer lugar, hay que entender el papel de las
células T en la inmunidad tumoral.

1.1. Las células T: principales actores en la inmunidad tumoral
1.1.1.Células T naive

Las células T naive (Tn) son las células T que han completado su
desarrollo en el timo, pero aun no han interaccionado con su antigeno.
Estas migran a los 6rganos linfoides secundarios donde circulan entre el
corriente linfatico y sanguineo. La migracion de las células Ty a los
organos linfoides esta mediada por moléculas de adhesion como son
las selectinas, siendo la L-selectina (CD62L) una de las mas importantes
en mediar este proceso de homing. Otras moléculas importantes en
mediar las interacciones de la célula T con otras células son las
integrinas, como el antigeno 1 asociado a la funcion de los linfocitos
(LFA-1). En el proceso de entrada a un nédulo linfatico desde el torrente
sanguineo, es necesario un gradiente de quimiocinas (Picker & Butcher,
1992; von Andrian & Mempel, 2003) como CCL21, la cual se une al
receptor de quimiocinas CCR7, expresado en células Tn.

Las células Tn se dividen en dos clases dependiendo del co-receptor que
portan, células Ty CD4+ o células T colaboradoras y células Ty CD8+ o
células Ty citotoxicas. Las células Tn CD4+ se pueden diferenciar a
diferentes tipos de células T colaboradoras: T helper 1 (Th1), Th2, Th17,
Th9, Th22, Th3, ThGM (células T colaboradoras productoras de GM-CSF),
Tth (células T colaboradoras foliculares), o a células T reguladoras (Treg).
Cada uno de estas subpoblaciones expresa combinaciones especificas
de receptores, factores de transcripcion y citoquinas (Zhu & Zhu, 2020).

Cuando una célula Ty reconoce su antigeno especifico presentado por
el complejo MHC de Clase Il, en el caso de las células T CD4+, o de clase
|, en el caso de las CD8+, en la membrana de las células presentadoras
de antigenos (APCs), sufre expansion clonal y diferenciacién dando lugar
a células T efectoras (Ter) y células memoria (Tw) con la misma
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especificidad antigénica. Las células Tegr vuelven a la circulacion para
migrar al sitio de inflamacién. Este proceso se denomina respuesta
inmunoldgica mediada por célula primaria (Murphy, 2017).

1.1.1.1. Receptor de células T (TCR)

Las células T interaccionan con las moléculas de MHC a través del
receptor de células T (TCR). EI TCR es un complejo formado
normalmente por dos cadenas polipeptidicas, la cadena a 'y B (células
Ta), aunque existe una minoria de células T cuyo TCR esta formado por
las cadenas y y & (células Tyd). Cada cadena esta compuesta de dos
dominios extracelulares: un dominio constante (C) y otro variable (V).
Los dominios constantes participan en el correcto ensamblaje del
complejo, junto con las subunidades CD3: CD3y, CD3§, CD3g, y CD3z
(Cantrell, 1996; Clevers et al., 1988). Los dominios variables determinan
el reconocimiento del complejo MHC-péptido.

Las colas citoplasmaticas de las moléculas CD3 contienen motivos de
activacién de tirosina (ITAM) que median la transduccion de la sefial y la
activacion de la célula T mediante la unidn de proteinas con el domino
SH2. En el caso de células no activadas (“resting”), estos dominios ITAMs
son reconocidos por los complejos de proteinas adaptadoras AP1y AP2,
responsables de la internalizacion y reciclado del complejo TCR, lo que
permite una expresion estable (Dietrich et al.,, 1997).

Una célula T tiene aproximadamente 40 000-30 000 moléculas de TCR
idénticas en su superficie, aunque se ha visto que para inducir una
correcta activacion tan solo es necesario la union de 200-400 moléculas
a su ligando (MHC-péptido) (Labrecque et al.,, 2001). La afinidad y avidez
entre el TCR y el complejo MHC-péptido son insuficientes para
mantener una unidn estable. Por ello, tras la union, las células T van a
expresar integrinas, como LFA-1, que se unen fuertemente a sus
receptores en las APCs, los ICAMs, moléculas de adhesion intracelular.
Esta interaccion puede durar hasta 20 horas y va a permitir que se forme
la sinapsis inmunoldgica.
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La interaccion entre el TCRy su ligando resulta en la regulacion a la baja
del complejo TCR (Labrecque et al., 2001; Liu et al., 2000; San Jose et al.,
2000; Schonrich et al, 1991; Valitutti et al, 1995). Este hecho ha
generado varios modelos para intentar explicar qué desencadena esta
bajada (San Jose et al., 2000; Valitutti et al., 1995). El mas aceptado
expone que la union especifica del TCR a su ligando, asi como la union
simultdnea de otras moléculas a sus ligandos, va a generar sefales
intracelulares que median la retencién o degradacién de los receptores
a través de lisosomas o proteasomas, previniendo asi un reciclado
intracelular del TCR (Escors et al., 2011; Liu et al., 2000), como ocurre en
células no activadas (Minami et al, 1987). Este mecanismo permite
controlar la activacion de las células T, limitando la transduccién de
sefales y evitando una respuesta excesiva, lo que previene dafios en
tejidos sanos o el desarrollo de enfermedades autoinmunes (Cai et al.,
1997; Schonrich et al,, 1991).

1.1.2.Sefales en la activacion de las células T naive

La activacién de la célula T estd altamente regulada y requiere de 3
sefales en el marco de la sinapsis inmunoldgica, una estructura que se
genera a los pocos minutos de la union del TCR a su ligando. La sefial 1
se produce tras la interaccién del TCR, asi como del co-receptor (CD4 o
CD8) con su MHC-péptido especifico, dando lugar a una serie de
transduccién de sefales esenciales para la activacion. La sefial 2 esta
mediada por la union de moléculas co-estimuladoras a sus receptores
en la célula T, que pueden actuar como co-estimuladores o inhibidores.
La sefial 3 esta involucrada en dirigir la diferenciacion de las células T a
las diferentes subpoblaciones mencionadas anteriormente, y esta
mediada principalmente por citoquinas liberadas por la APC (Figura 1).
La integracion de estas sefiales determinara el grado y tipo de respuesta
de las células T efectoras. La falta de la sefial 2 lleva a la célula T a un
estado de anergia (Schwartz, 2003).

Los receptores co-estimuladores que median la segunda sefial van a
promover la supervivencia y expansion de las células T, como es el
receptor CD28, el cual se une a las moléculas co-estimuladoras de la
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familia B7 (CD80/CD86) en la APC. Esta union, entre otras cosas, induce
la sintesis de la citoquina IL-2, asi como de la cadena a de su receptor
(CD25) por las células T. IL-2 es crucial para la supervivencia y
diferenciacion de células T. Otros receptores co-estimuladores son ICOS
(co-estimulador inducible), CD27, CD40L, 4-1BB (CD137) u OX-40
(CD134).

Dentro de los receptores inhibidores encontramos: CTLA4 (proteina 4
asociada a los linfocitos T citotoxicos, o CD152), que se une también a
las moléculas B7 pero con una avidez mayor; PD1 (proteina de muerte
programada 1) que interacciona con PD-L1; LAG3 (gen 3 de activacién
del linfocito, o CD223), cuyos ligandos son FGL-1, Gal-3, LSECtin y a-syn;
TIGIT (inmuno-receptor con un dominio Ig y un dominio ITIM, también
conocido como Vstm3) que interacciona con los miembros de su propia
familia (familia de receptores poliovirus); o TIM3 (inmunoglobulina y
proteina mucina 3 de células T, también conocido como CD366 Y
HAVCR2), que puede unirse a galectina-9, fosfatidilserina y HMGB1
(proteina de alta movilidad) (Andrews et al., 2019) (Figura 2). La union
de estos receptores a sus ligandos va a inhibir la activacion de la célula
T, limitando su proliferacion. Estos Rls representan un punto de control
fundamental para mantener la homeostasis inmunolégica y prevenir la
autoinmunidad (Francisco et al., 2010).

40



Interaccion TCR- Sefial co- Secrecion de
MHC:péptido } estimuladora ! citoquinas

Célula presentadora de antigenoé (APC)

MEGIE e

i ® P ; .
‘ i @ Citoquinas:
CD4 i | 8| L2l
. C CD80/86 | IL-6, IL-2,
Antigeno ! ® TGF-B

D8 |
cD28 v
TCR ‘ \( @ Receptor

A ) I R B

ACTIVACION ! SUPERVIVENCIA | DIFERENCIACION
CélulaT

Figura 1. Seiales involucradas en la activacion de las células T naive por parte de
las células presentadoras de antigenos. La unién del TCR, junto con su co-receptor
(CD4/CD8) al complejo MHC (MHC II/MCH I)-péptido (antigeno) transmite la sefal 1 a
la célulaT. La activacién efectiva de las células Ty requiere de una segunda sefial, la sefial
coestimuladora, que debe ser administrada por la misma célula presentadora de
antigeno (APC). En este ejemplo, la molécula CD28 en la célula T se une a moléculas B7
en la APC emite la sefial 2, cuyo efecto neto es el aumento de la supervivencia y
proliferacion de la célula T que ha recibido la sefial 1. Por Ultimo, otras sefales,
principalmente citoquinas, conducen a la diferenciacién de la célula T a las diferentes
subpoblaciones (sefal 3). Las células T activadas expresan niveles elevados de CTLA4,
que tiene una mayor afinidad que CD28 por las moléculas B7 y, por lo tanto, se une a la
mayoria o a todas las moléculas B7. CTLA4 por lo tanto sirve para regular la fase
proliferativa de la respuesta de las células T. Figura creada con BioRender.com.

1.1.3.Citotoxicidad mediada por células T

Las células T citotodxicas van a reconocer especificamente a su antigeno
a través del TCR, lo que provoca una estrecha unidn célula-célula
formando la sinapsis inmunoldgica, que finaliza con la induccién de la
apoptosis de la célula diana.

El mecanismo principal para la induccién de la apoptosis es la liberacion
dependiente de calcio de granulos citotdxicos que contienen moléculas
citotoxicas como perforinas, granzimas (A, B, H, Ky M) o granulisina
(Yasukawa et al., 2000). Las células T citotoxicas también pueden inducir
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la apoptosis de sus células diana de una manera indirecta, mediante la
liberacién de citoquinas como el factor beta de necrosis tumoral (TNF{)
el factor alfa de necrosis tumoral (TNFa) e interferon gamma (INFy).
Estos factores van a activar principalmente a macrofagos (Salim et al.,
2016). Ademas, TNFa puede inducir directamente la apoptosis de las
células diana a través de la unién con su receptor TNFR-I. Otro
mecanismo consiste en las interacciones a través de Fas (también
denominada CD95, APO-1 o TNFRSF6) a su ligando, FasL, lo que resulta
en la activacion de una cascada de caspasas en la célula diana. Esta ruta
de sefalizacién Fas/FasL juega también un papel muy importante en la
homeostasis, al inducir la muerte de los linfocitos T tras sucesivas
activaciones (mecanismo conocido como muerte inducida por
activacion, AICD), (Waring & Mullbacher, 1999).

1.1.4 Diferenciacion de las células T

Como hemos comentado tras la estimulaciéon de las células T por su
antigeno, la sefalizacion del TCR activa un programa intrinseco de la
célula que guia la diferenciacién de las células T en células Ter citotdxicas
capaces de eliminar el antigeno. Después del pico de expansion de las
células Ter y la eliminacién del antigeno especifico, la mayoria de las
células Ter mueren, con la excepcion de una pequefia cantidad de células
Tm que sobreviven y brindan proteccion a largo plazo contra el antigeno
(Hammarlund et al., 2003).

Multiples estudios en ratones, macacos y humanos han permitido la
identificacion de las diferentes subpoblaciones de células Tu. En primer
lugar, se usaron los marcadores CD27 y CD45RA, identificando a las
células Ty como CD45RA+CD27+, a las células Tm como CD45RA-CD27 +
y a las células Tgr efectoras como CD45RA+CD27- (Hamann et al., 1997).
Dentro de las células Ty se diferencid entre células T memoria central
(Tem), que expresan CCR7 y CD62L, moléculas de homing a los nddulos
linfaticos, y las células T memoria efectoras (Tem), CCR7-CD62L-, que
migran preferentemente a los tejidos periféricos y dan lugar
rapidamente a celulas Tg. Dado el hecho de que las células Tewm
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presentan teldbmeros mas largos y que tienen menor capacidad para
expresar moléculas efectoras, se propuso que las células Tem se generan
a partir de las células Tcm (Sallusto et al, 1999). Posteriormente, se
identificé una nueva subpoblacién de células Ty, denominada células T
madre memoria (Tscm), por presentar propiedades similares a las de las
células madre, como son la alta capacidad de auto-renovacion y pluri-
potencia. Ademas, las células Tscm presentan una capacidad
extraordinaria de persistencia a largo plazo (Biasco et al., 2021; Fuertes
Marraco et al., 2015). Las células Tscm mantienen un perfil de expresiéon
de genes muy similar a las células Tn, siendo CD45RA+CD45RO-
CRR7+CD62L+CD27+CD28+, diferenciandose en la expresion de CD95,
que es altamente expresado por las células memoria (Gattinoni et al.,
2011).

La citometria de flujo multiparamétrica y las nuevas tecnologias de
secuenciacion han permitido establecer que la diferenciacion de las
células T memoria sigue un modelo progresivo: tras la activacion de las
células Ty, estas progresivamente se diferencian en las diferentes
subpoblaciones memoria (Tscm = Tew = Tew) hasta dar lugar finalmente
a células Ter (Cieri et al,, 2015; Roberto et al., 2015). Por tanto, solo las
células Tn y Tscm son capaces de reconstituir el completo abanico de
células T memoria y efectoras.

1.1.5.Disfuncion y agotamiento de las células T

Cuando las células T se exponen de manera cronica al mismo antigeno,
pueden ocurrir alteraciones sustanciales en la activacién y diferenciacion
de estas, lo que lleva a una “disfuncién” o “agotamiento” de las mismas.
Podemos encontrar diferentes descripciones de qué es el estado de
agotamiento por algunos de los autores mas célebres en el campo de la
inmunologia y oncologia de las Ultimas décadas en (Blank et al., 2019).
En general, el estado de agotamiento esta caracterizado por un conjunto
de alteraciones transcripcionales, epigenéticas y metabdlicas (Gennert
et al, 2021).
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Las células T agotadas presentan una pérdida de funciones efectoras,
como la produccion de citoquinas y la proliferacién. Ademas, presentan
altos niveles de expresién de multiples receptores inhibidores como
PD1, TIM3, LAG3, BTLA (atenuador de linfocitos B y T), CTLA4, TIGIT
(Figura 2) o proteinas como CD39, un marcador asociado con el
agotamiento terminal (Gupta et al., 2015). Las células agotadas también
presentan un escenario epigenético Unico, con un incremento en la
presencia de enzimas que catalizan la metilacion del ADN (DNMTT,
DNMT3 o TET2), y un programa transcriptomico alterado orquestado
por el factor nuclear de células T activadas (NFAT). Tras una estimulacién
continua, NFAT aumenta la expresion de factores de transcripcion
requeridos para entrar en un estado de anergia, como son TOX (proteina
de caja de grupo de alta movilidad), NR4A (grupo A de la subfamilia 4
de receptores nucleares), IRF4 (factor 4 regulador del interferon), BATF
(factor de transcripcién de cremallera de leucina basica, similar a ATF) o
HELIOS (revisado en (Pietrobon et al., 2021) (Figura 3).

LAG3 TIGIT

PD1 ﬂ r ﬁTLA
TIM3 D&s \ l 7 CD39
\ Marcadores de

CTLA4 r
'\ agotamiento

Marcadores de
activacion

CcD27

4-1BB

Figura 2. Esquema de los marcadores de agotamiento y activacion de las células T.
Algunos de los receptores inhibidores estan regulados positivamente de manera similar
tras la activacién de las células T como un mecanismo de modulacion de la sefializacion
co-estimuladora. Esto sugiere que la expresion de los receptores inhibitorios por si solos
no es suficiente para distinguir entre las células T agotadas y activadas. Figura adaptada
de Pietrobon y cols., 2021. Creada con BioRender.com.
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1.2. EL PERFIL METABOLICO DE LAS CELULAS T Y SU
IMPLICACION EN LA ACTIVIDAD ANTITUMORAL

1.2.1.Vias metabodlicas de las células T

A nivel celular, las moléculas de adenosina trifosfato (ATP) constituyen
la fuente y almacenamiento de energia. Estas pueden ser generadas a
través de dos rutas metabdlicas, la glucolisis y la fosforilacion oxidativa
(OXPHOS). Dependiendo de las necesidades celulares, el metabolismo
puede ser anabdlico, sintesis de macromoléculas que permitan el
crecimiento celular, o catabdlico, rotura de macromoléculas para la
produccién de energia. Aunque anabolismo y catabolismo son dos
procesos contrarios, es necesario que funcionen de forma conjunta y
armonica para mantener la homeostasis energética.

La glucosa constituye la fuente primaria para la sintesis de energia
celular. La oxidacion de la glucosa por la via glucolitica genera piruvato,
este metabolito puede ser descarboxilado en la matriz de la mitocondria
generando acetil coenzima A (acetil-CoA) que constituye el sustrato de
inicio del ciclo de los acidos tricarboxilicos (también conocido como
ciclo de Krebs), el cual proporciona las coenzimas NADH (nicotin adenin
dinucledtido en su forma reducida) y FADH2 (flavin adenin dinucleétido
en su forma reducida), asi como precursores de ciertos aminoacidos y
acidos grasos.

El poder reductor generado se emplea para la sintesis de ATP mediante
la fosforilacion oxidativa (OXPHOS). Esta via es muy eficiente, siendo
capaz de producir hasta 10 veces mas de ATP por molécula de glucosa
que la glucdlisis (Chen et al., 2009). En caso de que la concentracién de
oxigeno sea insuficiente, el piruvato se reduce en el citoplasma
generando acido lactico mediante un proceso conocido como
fermentacion. Aparte de la glucosa, las células T pueden utilizar los
carbonos de aminoacidos, mediante la desaminacion oxidativa, y lipidos,
mediante la beta-oxidacion de acidos grasos (FAO), para generar acetil-
CoA.
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1.2.2.Principales rutas que regulan el metabolismo y la actividad
de las células T

Durante la interaccion entre las células T y las células diana, se produce
la transduccidn de una serie de sefales que regulan la diferenciacion,
expansion y persistencia de las células T. Las principales vias implicadas
en esta red de sefalizacion son (Figura 3):

1.2.2.1. PI3K/Akt/mTOR

La ruta de sefalizacion PI3K/Akt (fosfatidilinositol 3-quinasa/proteina
quinasa B) se encuentra en todos los tipos celulares y tiene un papel
muy importante en la proliferacion, supervivencia, diferenciacion,
migracién y metabolismo celular (Oak & Fruman, 2007). Uno de los
principales efectores de esta ruta es la quinasa mTOR (diana de la
rapamicina en células de mamifero) conocida por ser un sensor del
estado energético de la célula, por lo que tiene un papel fundamental
en el crecimiento celular.

En las células T, la ruta PI3K/Akt/mTOR constituye un eje regulador del
trafico y diferenciacién a través de la regulacion del transcriptoma
celular. Tras la activacion de las células T a través de este eje, se induce
la expresion del transportador de glucosa-1 (Glut-1) y aumenta la
proliferacién de las células T y la produccién de citoquinas (Salmond,
2018). Ademas, la activacion de la via mTOR conduce a la expresion de
reguladores transcripcionales aguas abajo como HIF-1ay c-Myc, lo que
aumenta la expresion de receptores inhibidores en las células T (Le
Bourgeois et al., 2018). La expresion constitutiva de Akt incrementa la
proporcion T-bet/Eomes, factores de transcripcion de la familia T-box,
favoreciendo la diferenciacion terminal de las células activadas. Akt
también va a prevenir la diferenciacion hacia células T memoria
inhibiendo la actividad de los factores de transcripcién FOX, Foxo-1y
Foxo-3. Foxo-1 regula positivamente la expresion de TCF7, IL-7R, CCR7,
KLF2 y CD62L, proteinas relacionadas con la supervivencia y persistencia
de células T memoria, mientras que reprime la expresién de Thet y
Granzima B (Tejera et al., 2013).

46



mTOR es altamente regulado por la proteina quinasa activada por AMP
(AMPK). Esta quinasa se activa cuando el ratio AMP:ATP es elevado y
puede incrementar la FAO y al mismo tiempo inhibir la actividad de
mTOR. AMPK también influye en la homeostasis mitocondrial
promoviendo el recambio mitocondrial a través del factor de
transcripcion PGC1a (coactivador del receptor gamma 1-alfa activado
por el proliferador de peroxisomas) (E. H. Ma et al., 2017). PGC1a es un
nodo regulador de la biogénesis mitocondrial y modula la OXPHOS y la
FAO (Dumauthioz et al., 2021; Fernandez-Marcos & Auwerx, 2011).

Otras rutas de sefalizacion importantes en el sino de las células T con
las que la ruta PI3K/Akt interacciona son: la ruta candnica Wnt/p-
catenina, la ruta del factor nuclear kB (NF-kB) y la ruta quinasa
Janus/transductor de sefiales y activador transcripcional 5 (JAK/STATS5)
(Delgoffe et al, 2011; Manning & Cantley, 2007; Okkenhaug &
Vanhaesebroeck, 2003).

1.2.2.2.  Wnt/B-catenina

Los genes diana de la ruta Wnt/B-catenina (como TCF7, LEFT y MYC) han
sido relacionados en numerosos estudios con la generacién y
mantenimiento de las células T memoria (Driessens et al., 2011;
Gattinoni et al., 2009). Las rutas PI3K/Akt y Wnt se interconectan a través
de GSK3B (enzima glucdgeno sintasa quinasa 3B). Akt fosforila e inactiva
a GSK3B, lo que resulta en la translocacion de la B-catenina al ndcleo.
Sin embargo, una activacién constitutiva de Akt conlleva a la inhibicién
de los efectores de la ruta de sefializacion Wnt/B-catenina, que podria
estar mediada por la pérdida de la actividad de FOXO1 (Kim et al., 2012;
Ouyang et al., 2012).

1.2.2.3. NF-«B

La ruta de sefalizacion NF-kB tiene un papel fundamental durante el
desarrollo de las células T, pero también en su supervivencia (Gerondakis
et al., 2014). En un estado quiescente, la familia de factores de
transcripcion NF-kB permanece en el citoplasma unida al inhibidor kB
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(IkB). Tras la activacion de la célula T, Akt interviene en la relocalizacion
de NF-kB al nucleo, donde NF-kB se une al promotor de determinados
genes sensibles a Akt como TNFa o IL-6, aumentando su expresion
(Cheng et al., 2011).

1.2.24.  JAK/STAT

La unién de las citoquinas IL-15 e IL-7 a sus receptores activa tanto a la
ruta JAK/STAT5 como PI3K/Akt, lo que resulta en el incremento de la
expresion de genes anti-apoptoticos y, por tanto, de la supervivencia de
las células T. No obstante, la activacion de Akt de manera constitutiva
parece inhibir la expresion de IL-7R asi como IL-2RB, inhibiendo la
sefalizacion de STAT5 y la formacion de células T memoria (Hand et al.,
2010). Al contrario, la activacion constitutiva de STAT5 ha sido
relacionada con un aumento de la supervivencia de las células T
efectoras y la formacion de células T memoria (Grange et al.,, 2012).
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Figura 3. Esquema de las principales rutas de senalizacién que regulan el
metabolismo de las células T. En respuesta a activacién mediada por el TCR, las
moléculas de co-estimulacién y las citoquinas se activa la via de sefalizacion
PI3K/Akt/mTOR, que induce la expresion del transportador de glucosa-1 (Glut-1), la
proliferacion de células Ty la produccion de citoquinas. La activacion de mTOR conduce
a la expresion de factores de transcripcion que regulan la expresién de receptores
inhibidores, como PD1. Un ratio AMP:ATP elevado activa la proteina quinasa activada
por AMP (AMPK), que a su vez inhibe la actividad de mTOR, y al igual que las rutas -
catenina y JAK/STATS aumenta la oxidacion de acidos grasos (FAO), lo que mantiene la
supervivencia de las células T a largo plazo y la formacién de células T de memoria.
AMPK también influye en la homeostasis mitocondrial promoviendo el recambio
mitocondrial a través del factor de transcripcién PGCla. Figura creada con
BioRender.com.

1.2.3.Adaptacion del metabolismo a la funcion de las celulas T

El estado celular metabdlico va estrechamente ligado al estado de
diferenciacion de la célula T, puesto que los requerimientos
bioenergéticos de las células Ter son diferentes a los de las células Ty,
usando, por tanto, diferentes vias metabdlicas (Sukumar et al., 2017). Las
células Tn se encuentran en un estado quiescente, con una demanda
metabdlica baja sustentada por la respiracién mitocondrial (Cho et al,
1999). Tal y como se ha expuesto anteriormente, tras el reconocimiento
del antigeno, las células Ty son activadas y proliferan rapidamente
adquiriendo funciones efectoras para controlar el patdégeno o tumor.
Este proceso requiere un incremento en la captacién de nutrientes, del
metabolismo anabdlico, asi como la reprogramacién del metabolismo
mitocondrial (Gudmundsdottir et al., 1999). Tras la eliminacién del
antigeno, la mayoria de las células T especificas para el antigeno
mueren y una pequefia poblacion de células Tu persisten (Kaech et al.,
2002). Las células Ty revierten a un estado quiescente dependiente de la
actividad mitocondrial principalmente, generando energia para
mantener su auto-renovacién (Buck et al,, 2015) (Figura 4).

1.2.3.1. Metabolismo de células T naive

Las células Tn pueden permanecer en el cuerpo humano toda una vida
dado que mantienen un estado de quiescencia celular y metabdlica. Este
estado de quiescencia esta mediado por la sefializacion de citoquinas
homeostaticas como IL-7 y TGFB, la sefalizacion tonica del TCR vy el
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metabolito esfingosina-1-fosfato (S1P). La unién de IL-7 a su receptor
(IL-7R) promueve la supervivencia celular disminuyendo los niveles de
proteinas pro-apoptoticas, incrementado la expresiéon de genes anti-
apoptoticos o incrementando la entrada de glucosa a través del
transportador de glucosa 1 (Rathmell et al., 2001). TGFP desempefa un
papel dual en la homeostasis de las células T al promover la expansién
promovida por IL-7, pero inhibiendo la expansion mediada por el TCR
(Oh & Li, 2013). S1P inhibe la mitofagia en las células T naive para
mantener su masa mitocondrial y la OXPHOS (Mendoza et al., 2017). Las
células Tn van a usar la glucosa principalmente para generar acidos
grasos, de los cuales obtendran energia por medio de la beta-oxidacion.

1.2.3.2. Metabolismo de las células T efectoras

Las células Ter liberan citoquinas efectoras y citotoxicas, como IFNy, TNF,
granzima [ o perforina y se expanden clonalmente para eliminar los
antigenos extrafios. Para mantener esta actividad, las células Te
aumentan la captacién de glucosa para realizar la glucdlisis y generar
piruvato. Este es transformado mayoritariamente a lactato, lo que se
conoce como efecto Warburg o glucdlisis aerobia (ruta comun con las
células tumorales (Gubser et al., 2013)). El hecho de que las células Ter
usen mayoritariamente esta ineficiente via para generar ATP parece
estar relacionado con una rapida induccién de las enzimas involucradas
y la generacién de intermediarios para la biosintesis celular (Pearce &
Pearce, 2013). Las células Ter también dependen del metabolismo de
aminoacidos como la glutamina para proliferar (Carr et al., 2010). Estos
cambios metabdlicos que sufren las células T efectoras comprometen su
calidad mitocondrial y su capacidad de auto-renovacion (van der Windt
et al.,, 2012).

1.2.3.3. Metabolismo de las células T memoria

Una pequefa fraccion de células T va a sobrevivir al primer encuentro
con el antigeno ya que adquieren un conjunto de adaptaciones
metabdlicas que permiten su auto-renovacion y su larga duracion
(Blagih et al., 2015). En primer lugar, las células Tm van a remodelar su
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morfologia mitocondrial. En las células Te las mitocondrias son
reclutadas al foco de la sinapsis inmunoldgica, produciéndose una
ruptura de los sitios de contacto con el reticulo endoplasmatico, lo que
se conoce como fision. Este cambio morfolégico otorga una alta
capacidad para liberar calcio y ROS, pero altera las crestas
mitocondriales dando lugar a un transporte electrénico deficiente (Buck
et al., 2016). Mientras que las células Ty realizan la fusion mitocondrial,
lo que genera menor cantidad de ROS y un estado éptimo de las crestas
permitiendo que la cadena de transporte de electrones funcione
adecuadamente y, por tanto, la respiracién mitocondrial (Rambold et al,,
2011). Esto explica que la capacidad respiratoria maxima (SRC) y la
produccion de ATP sean elevadas en las células Ty, asi como la masa
mitocondrial (van der Windt et al., 2013).

La SRC es el potencial oxidativo méaximo de la mitocondria disponible
para la produccion de energia, y esta vinculado con una mayor ventaja
bioenergética en las células T en una nueva respuesta al antigeno y en
condiciones de estrés metabdlico (van der Windt et al., 2012). Estas
caracteristicas permiten a las células Ty una alta tasa de B-oxidacion de
acidos grasos, la cual es clave para su desarrollo y mantenimiento
(Pearce et al., 2009). Se ha visto que las células T memoria que sufren
varios encuentros con el antigeno tienen mayor capacidad de
persistencia y presentan mayor SRC y masa mitocondrial (Fraser et al,
2013).
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Figura 4. Esquema de los diferentes programas metabélicos entre células T naive,
memoria y efectoras. Las células T naive descomponen la glucosa de manera eficiente
a través del ciclo de acidos tricarboxilicos y la fosforilacion oxidativa (OXPHOS) para
sobrevivir. También presentan una alta tasa de p-oxidacién de acidos grasos (FAQO). Tras
una exposicion primaria al antigeno, las células T experimentan cambios proteicos y
transcripcionales en el metabolismo que permiten la actividad sostenida de la glucdlisis
y la captacion y el uso de otros aminoacidos, ambos necesarios para su proliferacion y
actividad citolitica. Después de eliminar el antigeno, muchas células T efectoras mueren.
Sin embargo, una fraccién de las células T sobreviven, las células T de memoria. Estas
presentan una elevada biogénesis mitocondrial que permite mantener una alta tasa de
OXPHOS y FAO. Estas células T memoria pueden sobrevivir durante muchos meses o
afos. Si estas células T memoria se vuelven a encontrar con el mismo antigeno, se
convierten rapidamente en efectoras y utilizan de manera més eficiente la glucélisis y el
metabolismo de aminoéacidos para proliferar y secretar citoquinas de manera robusta.
Figura adaptada de Rangel Rivera y cols., 2021 y creada con Biorender.com.

2. HERRAMIENTAS DE TERAPIA GENICA PARA
INMUNOTERAPIA

La terapia génica es una disciplina que se emplea para corregir defectos
genéticos o transferir nuevas funciones terapéuticas a las células diana.
Las diferentes estrategias de terapia génica se pueden clasificar en: 1)
adicién génica (AG), que consiste en la modificacion genética de las
células diana para que expresen el gen o genes de interés (GOI) (Figura
5). 2) Edicibn genomica (EG), basada en la modificaciéon del propio
genoma de las células diana (Figura 6).
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2.1. Adicion génica (AG)
2.1.1.Métodos virales

Los principales vectores virales usados en terapia génica son vectores y-
retrovirales (y-RVs), que derivan del virus de la leucemia murina de
Moloney (MoMLV) o del virus de células madre murinas (MSCV); y los
vectores lentivirales (VLs), que proceden del virus de inmunodeficiencia
humana tipo 1 (VIH-1). Ambos integran su genoma en la célula huésped,
lo que permite la expresion del gen de interés a largo plazo en las células
infectadas y su progenie.

Los y-retrovirus y lentivirus pertenecen a la familia Retroviridae y son
ampliamente usados para la modificacion de células T dada su habilidad
para conseguir altas eficacias de transduccion y una expresion estable
en el tiempo del transgén (Bonini et al., 2011).

Los retrovirus consisten en particulas con envuelta lipidica que
contienen dos copias de ARN sencillo y una retrotranscriptasa, la cual
retrotranscribe el ARN viral en ADN complementario (ADNc). La
integracion del ADNc del virus en el ADN del hospedador requiere de
una integrasa, codificada por el genoma del virus, y de secuencias
especificas en los LTRs (repeticiones terminales largas). La regién U3 del
LTR 5" contiene secuencias promotoras y potenciadoras que controlan
la transcripcidn del genoma viral en el hospedador.

Para generar un vector sin capacidad replicativa, las secuencias virales
son reemplazadas por el GOI. De manera que los genes necesarios para
la generaciéon de las particulas virales, como son gag (codifica para las
proteinas de la capsida), pol (codifica para las enzimas necesarias para
la retrotranscripcion y la integracién) y env (codifica par la glicoproteina
de la envuelta), son administrados en trans y divididos en diferentes
plasmidos para evitar el riesgo de recombinacion. En el caso de los
vectores lentivirales se requiere ademas del gen rev para aumentar el
exporte nuclear y de tat (solo en vectores de primera y segunda
generacion) para la expresion del vector en las células empaquetadoras.
En todos los sistemas basados en retrovirus es fundamental que el
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vector con el gen terapéutico incorpore la sefial de empaquetamiento
Psi (W). Esta sefial es utilizada por la proteina Gag para reconocer al ARN
que tiene que incorporarse a la particula viral.

De manera que para la generacion de vectores retrovirales las células
empaquetadoras se transfectan con 3 o 4 plasmidos (segun la
generacion de los vectores):

1) Plasmido de la envuelta: expresa la proteina de la envuelta
seleccionada. La proteina mas utilizada para pseudotipar los VLs es VSV-
G (la glicoproteina G de la envoltura fusogénica del virus de la
estomatitis vesicular), la cual reconoce el receptor de lipoproteinas de
baja densidad lo que hace que tenga un amplio tropismo por diferentes
tipos celulares. En el caso de las células T, es necesario que sean
previamente activadas para que expresen estos receptores y sean
permisivas a la transduccion (Amirache et al., 2014).

2) Plasmido/s de empaquetamiento: que contiene los genes necesarios
para el empaquetamiento en un Unico plasmido, para los vectores de
segunda generacién, y en dos plasmidos, para la tercera generacion.

3) Vector de interés: contiene el casete de expresién para el gen de
interés, la sefal de empaquetamiento (V) y sefiales para la transcripcion
inversa e integracion.

Los VLs, a diferencia de los y-RVs, son capaces de transducir células no
proliferativas (como células pluripotentes hematopoyéticas, las células
dendriticas o las neuronas) gracias al transporte del complejo de pre-
integracion al interior del nucleo celular (Naldini et al., 1996). Ademas,
mientras que los y-RVs tienen preferencia de integracidon por sitios de
inicio de transcripcion (Cavazza et al., 2013), los lentivirus muestran una
preferencia de insercién por las regiones transcripcionalmente activas
(intrones, exones y regiones promotoras), sin preferencias claras, y por
lo tanto, su riesgo de oncogénesis por insercion es mas bajo (Montini et
al., 2006).

Para incrementar la seguridad biolégica de los mismos se han llevado a
cabo varias estrategias:
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1) Vectores auto-inactivables (SIN). Se han introducido deleciones en la
region U3 del LTR 3" (AU3), que tras la retrotranscripcién también seran
transferidas al LTR 57, inactivando asi la transcripcion viral en las células
diana.

2) Promotores no virales. Ademas, en los VLs de tercera generacion, el
promotor U3 de la regién LTR 5" ha sido reemplazado por promotores
alternativos al viral, eliminando la necesidad de la proteina Tat para la
generacion de particulas virales en las células empaquetadoras.

3) Otras secuencias. Para impedir la transcripcion de genes situados
aguas abajo del vector, se han incorporado poliA mas fuertes (Furger et
al., 2001).

4) Elementos aisladores. A pesar de que el uso de los VLs para expresar
un determinado transgén es uno de los sistemas mas eficaces y estables,
el casete de expresion puede silenciarse o variar la expresion durante la
expansiéon y/o diferenciacion. Una de las estrategias para evitar esto
consiste en incluir elementos aisladores que funcionan como barreras
contra los efectos represivos de la heterocromatina vecina, también
previenen una activacidon inapropiada del promotor por activadores
cercanos (Wei et al., 2005).

Todas estas mejoras en conjunto han hecho que en los Ultimos afios los
VLs se hayan convertido en los vectores de eleccién y, por tanto, que el
numero de ensayos clinicos y productos aprobados usando VLs sea cada
vez mas elevado (Labbe et al., 2021). Sin embargo, ambas herramientas
han demostrado su seguridad y eficacia en miles de pacientes tratados
desde el primer ensayo clinico usando células T modificadas en 1990
(Rosenberg et al., 1990). No se ha observado transformacion de células
T incluso en casos de insercién de un vector gamma-retroviral en el
proto-oncogén CBL (Shah, Qin, et al.,, 2019), ni por destruccién de un
gen supresor de tumor como TETZ2 por integracion de un vector lentiviral
en pacientes tratados con células CAR-T (Fraietta, Nobles, et al., 2018).
Unicamente, se reportd una expansion descontrolada de un Gnico clon
de células CAR-T que condujo a una respuesta antitumoral completa. En
el supuesto caso de que este clon generara una neoplasia de células T,
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podria ser rapidamente abordada al ser una poblacién monoclonal.
Estos casos han abierto un amplio campo de investigacion de los genes
sobreexpresados o eliminados tras la insercion del vector en productos
que han presentado eficacia clinica.

El principal inconveniente de los sistemas virales es el coste asociado a
su produccion a nivel clinico GMP (buenas practicas de fabricacion). Esto
ha llevado a la busqueda de otros métodos de transferencia genética.

2.1.2.Sistemas libres de virus
2.1.2.1. Sistemas basados en transposones

Los transposones de ADN son elementos genéticos con la habilidad de
cambiar su posicidon en el genoma a través de un mecanismo de corta-
pega. Estos elementos contienen un gen flanqueado por repeticiones
invertidas terminales (TIRs) que portan sitios de unidn para la
transposasa. Los sistemas de vectores basados en transposones
consisten en dos componentes: por un lado, la transposasa (en forma
de plasmido, ARNm o proteina recombinante) y por otro, el gen de
interés (GOI) flanqueado de los TIRs (en forma de plasmido o
minicirculo). En el proceso de transposicion, la enzima transposasa
media la escision del transposén TIR-GOI-TIR del plasmido y su
integracion en el genoma de la célula diana. Por lo tanto, los vectores
basados en transposones permiten la integracion y expresion del ADN
de interés en el genoma del hospedador de manera constitutiva. Los
sistemas mas conocidos y usados para la ingenieria de células humanas
son Sleeping Beauty (SB) and piggyBac (PB).

Comparado con los sistemas retrovirales, el limite en el tamafio de ADN
a entregar no esta tan definido, aunque por encima de las 10-14
kilobases (kb) la eficacia se reduce substancialmente. Ademas, algunos
autores argumentan que los transposones presentan un perfil mas
seguro que los vectores retrovirales y un coste inferior (revisado en
(Amberger & lvics, 2020). Sin embargo, la mayor seguridad no esta
demostrada empiricamente y probablemente no sea extensible a todos
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los tipos celulares. De hecho, la primera transformacion de células T ha
venido de la mano de piggyBac (Bishop et al., 2021), a pesar de las
numerosas modificaciones genéticas realizadas con vectores retrovirales
en este tipo celular.

2.1.2.2.  ARNm y otros sistemas

Existen casos en los que no se desea una expresion continua de la
proteina de interés en las células T, como cuando la proteina genera una
alta toxicidad, como es el caso de IL-12 o IFNy, o cuando el TCR o el CAR
van dirigidos a proteinas que también se expresan en células sanas
(toxicidad on-target off-tumor). En estos casos, la transfeccion de ARNm
mediante electroporacién en las células T permite una expresion
transiente de la proteina codificada (Zhao et al., 2010).

Otra alternativa potencial a los vectores integrativos que se encuentra
bajo investigacion preclinica son los minicirculos de ADN, como el nano-
S/MARt (nS/MARt) (Bozza et al., 2021).

ADICION GENICA
Vectores virales Vectores no virales
Retrovirus Lentivirus Transposones ARN ADN episomal
» & ¢ /_\ s@ A[AYR)---3
v v '. [ L
> by ) )
Método de transferencia Transduccion Electroporacion
Eficiencia Alta Alta Moderada Alta Moderada
Si, preferencia Si, Si, random No No
Integracién  porsitios de preferencia
iniciode por regiones
transcripcion activas
Cargo <9 kb <9 kb >9 kb
Estabilidad de la Alta Alta Alta Transiente Estable/
modificacién (<10 dias) transiente
Coste Alto Alto Moderado Moderado Bajo

Figura 5. Resumen de las principales estrategias para la modificacion génica de
células T.

2.2. Edicién gendmica (EG)

El rapido desarrollo de los sistemas de edicion gendémica (EG) basados
en endonucleasas ha permitido la introducciéon de modificaciones

57



secuencia-especificas en un amplio rango de células. Las endonucleasas
mas usadas en el campo de las células T son meganucleasas, las
nucleasas dedo de zinc (ZFNs), nucleasas de actividad similar al activador
de transcripciéon (TALENs), y nucleasa 9 asociada a repeticiones
palindrémicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas
(CRISPR/Cas9). Todas ellas utilizan el mismo principio: el uso de los
mecanismos de reparacién de la propia célula para introducir los
cambios deseados.

EDICION GENOMICA

Endonucleasas especificas

Meganucleasas ZFNs TALENs CRISPR/Cas9
e
I T I T -
MR
Método de transferencia Electroporacion, vectores virales, liposomas, nanoparticulas
Eficiencia Alta Alta Alta Alta
Frecuencia off-targets Poco frecuente Baja Baja Moderada
Disefio Muy laborioso  Laborioso Moderado Simple
Cargo 1kbx2 1kbx2 3kbx2 4,2 kb (Cas9) +
(NHEJ) 0,1 kb (ARNg)
Versatilidad Baja Alta Alta Muy alta
Coste Elevado Elevado Medio Bajo

Figura 6. Caracteristicas generales de las principales endonucleasas especificas
usadas en edicibn genomica. Meganucleasas, contienen un dominio de
reconocimiento del ADN y otro de corte, para que este se produzca deben de formar
dimeros. Nucleasas dedo de zinc (ZFNs), para el corte se requiere la dimerizacion de dos
nucleasas Fokl. Cada dedo de zinc interacciona con tres nucledtidos de la secuencia
diana. Nucleasas de actividad similar al activador de transcripcion (TALENSs), el corte es
mediado por dos Fokl, cada una unida a un TALE, el cual contiene 34 secuencias
repetidas de aminoéacidos. Repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente
(CRISPR)/nucleasa 9 asociada (Cas9), consiste en un ARN que guia a la nucleasa Cas9
para cortar el ADN diana. El sitio diana esta flanqueado por una secuencia PAM (motivo
adyacente de protoespaciador), y el corte tiene lugar 3 pares de bases (pb) aguas arriba
del PAM.

2.2.1.Mecanismos de reparacién

La introducciéon de roturas de ADN de doble cadena (DSBs) desencadena
diversos mecanismos de reparacion (Figura 7). El mecanismo mas usado
se conoce como union de extremos no homologos (NHEJ), el cual actua
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rapidamente uniendo los dos extremos y en el que participa una
polimerasa propensa a error (Pol p o Pol A), por lo que suele introducir
pequenas inserciones y/o deleciones (indels), de menos de 20 pb. Esto
resulta en la disrupcion del gen (estrategia knock out, KO) si la mutacion
se localiza en la region codificante. Otro mecanismo de reparacion es la
recombinacion homologa (HR) el cual es menos eficiente ya que tiene
lugar principalmente durante las fases S y G2, pero mas preciso y
requiere de un ADN molde. Este ADN molde puede ser un ADN donador
con brazos de homologia. Dependiendo de la secuencia del ADN
donador, se puede corregir la mutacién o introducir una nueva
secuencia en el sitio de corte (estrategia knock in, KI).

Otros mecanismos de reparacion son la union de extremos alternativa
(alt-EJ), también conocido como unién de extremos mediada por
microhomologia (MME)), y el alineamiento de hebra Unica (SSA). Ambos
mecanismos estan mediados por un proceso de alineamiento de
secuencias con (micro)homologias reveladas tras la reseccién de los
extremos. En los procesos de alt-EJ, la polimerasa Pol © estabiliza el
alineamiento de las microhomologias (que pueden ir de 2-10 pb) y
extiende la secuencia de ADN utilizando la otra hebra como plantilla. El
resultado es la eliminacion de la region del ADN situada entre ambas
microhomologias, produciendo una delecion de tamafio variable. Pol 6
es una polimerasa muy propensa a errores, a veces introduciendo hasta
10 inserciones asociadas a la microhomologia, lo que podria originar
nuevas regiones de microhomologia (Yu & McVey, 2010). Para que
tenga lugar SSA, las homologias deben ser mayores de 20 pb, por lo que
la region de ADN situado entre las secuencias repetidas suele ser mayor,
pudiendo generar grandes deleciones (Ceccaldi et al., 2016).
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Figura 7. Descripcion general de las diferentes vias de reparacion del ADN en la
célula. Los DSBs generados por endonucleasas especificas (en este caso CRISPR/Cas9)
pueden ser reparados por diferentes mecanismos. La reseccion del extremo del ADN es
la primera y mas importante caracteristica que definira el uso de una u otra via. Cuando
hay poca o ninguna reseccion final, el mecanismo de unién de extremos no homldégos
(NHEJ) repara el DSB. La reparacion esta mediada por polimerasas propensas a errores
(Pol A, Pol p), generando inserciones y/o deleciones (indels) de pequefio tamafo (<20
pb), interrumpiendo el gen. Si junto con el corte entregamos un ADN donador con
brazos de homologia con la region diana tiene lugar el mecanismo de recombinacion
homéloga (HR), reparando de forma precisa el DSB. Esta propiedad se puede usar para
corregir una mutacién o introducir una nueva secuencia. Cuando se produce alguna
reseccién terminal y se ponen de manifiesto microhomologias (2-10 pb), el ADN es
reparado por alt-EJ/MMEJ, que usa la Pol 8, generando deleciones de pequefio y
mediano tamano. Si la reseccién es méas extensa y se ponen de manifiesto homologias
(>20 pb) se promueve la via SSA, generando deleciones de gran tamafio. NHEJ: unién
de extremos no homodlogos, alt-EJ: unidén de extremos alternativa, MMEJ: unién de
extremos mediada por microhomologia (MMEJ), SSA: alineamiento de hebra Unica, HR:
recombinacién homdloga. Figura creada con BioRender.com.

2.2.2.Sistema CRISPR/Cas9: ventajas y desventajas

Entre los sistemas de EG disponibles, para el desarrollo de esta tesis nos
hemos centrado en la tecnologia CRISPR/Cas9.

El sistema CRISPR/Cas9, desarrollado en 2012 a partir del sistema
inmunitario adaptativo de la bacteria S. pyogenes, fue la primera
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herramienta de EG basada en los sistemas CRISPR y en usar ARN para
dirigir a la nucleasa al sitio diana. CRISPR es una familia de secuencias
de ADN que se encuentran en los genomas de organismos procarioticos
como bacterias y arqueas. Estas secuencias derivan de fragmentos de
ADN de bacteriéfagos que habian infectado previamente al organismo.
La coleccion de estos fragmentos permite a los organismos procariotas
detectar y destruir el ADN de bacteridfagos similares en infecciones
posteriores.

El equipo de J. Doudna y E. Charpentier demostré que el sistema
CRISPR/Cas9 natural se puede redisefar para dirigirse a cualquier
secuencia de ADN con el Unico requisito de tener una secuencia PAM
(motivo adyacente de protoespaciador), que en el caso de S. pyogenes
consiste en un XGG (donde X puede ser cualquier nucléotido). Aunque
el sistema original usa dos moléculas de ARN, una secuencia de ARNcr
que es especifica para el ADN diana y una secuencia de ARNtracr que
interactua con la proteina efectora Cas9, los autores demostraron que
este sistema también funcionaba usando una guia Unica de ARN
(ARNsg). Los complejos ARNcr:ARNtracr:Cas9 o ARNsg:Cas9 generan la
rotura del ADN diana entre 3-4 pares de bases aguas arriba de la
secuencia PAM (Jinek et al,, 2012).

Hoy en dia, existen una gran variedad de variantes de Cas9. En los
primeros ensayos de edicion de células T con CRISPR/Cas9, el sistema
era entregado en forma de plasmido o de vectores virales. Estos
metodos han sido sustituidos por el sistema de ribonucleoproteina
(RNP) entregado por electroporacion, el cual presenta una alta eficiencia
y menor toxicidad (Seki & Rutz, 2018). EIl ARNg puede inducir la
activacion de interferén tipo |, para evitarlo se han introducido
diferentes modificaciones en los extremos del mismo (Kim et al., 2018).

El sistema CRISPR/Cas9 es una tecnologia ampliamente utilizada en la
ingenieria de linfocitos T. En comparacion con el resto de herramientas
de edicion genética, el sistema CRISPR/Cas9 presenta importantes
ventajas, entre ellas su sencillez, reducido coste (ya que no requiere un
nuevo conjunto de nucleasas para cada diana), alta especificidad,
versatilidad y efectividad (revisado en (Katti et al., 2022)).
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La principal preocupacion del uso de CRISPR/Cas9 es el riesgo de
genotoxicidad, principalmente derivado de la posibilidad de introducir
cortes fuera de diana (off-targets). En este sentido, las compafiias estan
realizando un gran esfuerzo por desarrollar variantes de Cas9 con alta
fidelidad. Ademas, los métodos para la deteccion y prediccion de off-
targets cada vez son mas implementados y mas sensibles como son
GUIDE-Seq, Digenome-Seq, BLISS, CIRCLE-seq, LAM PCR HTGTS o
DISCOVER-Seq (revisado en (Atkins et al., 2021; Martin et al., 2016). El
riesgo de off-targets también se puede reducir utilizando dimeros de
Cas9 que requieren la expresion simultdnea de dos ARNg.

La tecnologia CRISPR/Cas9 también permite una edicion multiple del
genoma con una buena eficiencia (Minkenberg et al., 2017). Aunque
esto aumenta la probabilidad de que se produzcan translocaciones (Liu
et al., 2021) o incluso aneuploidia (Nahmad et al, 2022). Hasta el
momento no se ha descrito ningun caso que relacione estas
aberraciones del cromosoma con eventos de transformacion. También
se ha detectado la presencia de largas deleciones en el sitio de corte de
CRISPR/Cas9, de cientos de pares de bases a kilobases (Kosicki et al.,
2018). Desde su deteccion y descripcion por primera vez por Kosicki y
cols., multiples estudios han descrito la presencia de estas largas
deleciones usando diferentes métodos, desde técnicas basadas en PCR
a secuenciaciones masivas, en distintos tipos celulares (Kosicki et al.,
2018; Liu et al., 2021; H. Ma et al., 2017; Mianne et al., 2017; Shin et al.,
2017; Wen et al., 2021), incluso células T primarias (Maldonado-Perez et
al, 2022; Wenet al,, 2021; Wu et al., 2022). Varios estudios han reportado
la presencia de microhomologias en los sitios de ruptura de las largas
deleciones (Liu et al., 2021; Owens et al., 2019), sugiriendo que NHEJ,
MMEJ y SSA estan involucrados en su generaciéon. Sin embargo, pueden
intervenir otros factores, por lo que estos eventos son solo parcialmente
dependientes de la secuencia (Owens et al., 2019).

3. TERAPIA CELULAR ADOPTIVA (TCA)

En las Ultimas décadas, se ha realizado un gran esfuerzo en el desarrollo
de estrategias para potenciar el sistema inmunoldgico contra el cancer.
El uso de anticuerpos monoclonales y proteinas recombinantes dirigidas
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a moléculas tumorales y a los puntos de control inmunitario (como son
los receptores inhibidores) constituye uno de los principales pilares en
inmunoterapia. Estas terapias basadas en pequefias moléculas han
mejorado la supervivencia de pacientes con tumores avanzados, como
melanoma metastasico, cancer de pulmén o carcinoma renal. No
obstante, una alta proporcion de pacientes no responden a estos
tratamientos (15-60%) (Das & Johnson, 2019). Esto unido a la gran
evolucion en la comprensidn de la biologia de los sistemas celulares ha
impulsado el uso de células humanas como entidades terapéuticas. A
diferencia de las moléculas bioldgicas, las células son sistemas vivos
capaces de percibir e integrar sefales y ejecutar respuestas complejas.

La terapia celular adoptiva (TCA) consiste en la utilizacion de células
inmuno-competentes del paciente o de un individuo sano, su expansién
y/o modificacién genética para incrementar su actividad u otorgarles
otra nueva funcién, y, finalmente, su re-inoculacion en el paciente. En el
campo de la oncologia, la transferencia adoptiva de células T en ratones
ayudé a establecer las bases de la inmunidad antitumoral (Greenberg,
1991). Estos estudios revelaron la capacidad de las células T alogénicas
para erradicar tumores, a través del efecto injerto contra tumor (EICT), el
cual se considera un beneficio colateral de la enfermedad de injerto
contra huésped (EICH) (Weiden et al, 1979). Estas investigaciones
sefalaron la necesidad de controlar la composicion de los productos
celulares terapéuticos.

3.1. Terapia adoptiva con células T

Las células T se han convertido en las elegidas para muchas estrategias
de inmunoterapia dada su facilidad de obtencion, expansion y re-
infusion, compatibles con una practica de grado clinico. Otras
caracteristicas que hacen a esta terapia idonea para el tratamiento
antitumoral son: 1) Las respuestas de células T son especificas; 2) Las
respuestas de las células T son robustas, sufren hasta 1000 veces la
expansion clonal tras su activacion; 3) Las células T pueden viajar hasta
el sitio de presentacién del antigeno; y 4) Las respuestas de células T
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generan células memoria, permitiendo asi mantener el efecto
terapéutico a largo plazo (Perica et al., 2015).

Entre las estrategias mas prometedoras de terapia celular adoptiva
basada en células T se encuentran la terapia con linfocitos infiltrantes
del tumor (TILs) (Dafni et al., 2019); las células T y& (Saura-Esteller et al.,
2022); las células T virus especificas, a partir de las cuales se ha generado
el primer producto con células T alogénicas aprobado en el mercado
recientemente (Ebvallo) (Prockop et al., 2021); y, por supuesto, las células
T modificadas genéticamente para expresar un TCR especifico o un
receptor de antigeno quimérico (CAR).

Ademas de las células T, otros tipos celulares utilizados en terapia celular
adoptiva para el tratamiento antitumoral son las NKs, células madre,
macréfagos o células dendriticas.

4. INGENIERIA DE CELULAS T: CELULAS T-TCR
TRANSGENICAS Y CELULAS CAR-T

El desarrollo de nuevas tecnologias en el campo de la terapia génica,
como son los vectores virales no replicativos o las nucleasas dirigidas,
abrié la puerta a multiples posibilidades en el campo de las terapias
celulares. En concreto, la inmunoterapia génica ha hecho grandes
esfuerzos en la ingenieria de linfocitos T con la finalidad de dirigir
especificamente a las células citotoxicas hacia el tumor e incrementar su
eficacia y seguridad.

4.1. TILs de nueva generacion

Las herramientas de terapia génica también se han utilizado sobre los
TILs para incrementar su supervivencia (n vivo, por ejemplo
sobreexpresando IL-12 (Zhang et al., 2015) o eliminando la expresién de
PD1 (Chamberlain et al., 2022) o del factor de transcripcion Gata-3,
relacionado con disfuncién de las células T (Singer et al., 2016).
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4.2. Células T TCR transgénicas

La dificultad para el aislamiento y expansion de células T expresando
TCR especificos para antigenos asociados a tumor (TAAs) juntos con los
avances en ingenieria genética impulsé la generacion de células T
ingenierizadas para expresar TCR tumor-especificos. Lo ideal seria que
estos TCRs fueran dirigidos a antigenos especificos de tumor (TSA),
como son los neoantigenos (Deniger et al., 2016), pero los costes
asociados a una terapia individualizada impiden su aplicacién a gran
escala. Debido a esto lo mas habitual es dirigirlos a antigenos
sobreexpresados en las células malignas o que son restringidos a un
linaje, aunque esto conlleva a una toxicidad on-target off-tumor
(toxicidad en diana, fuera del tumor) (Johnson et al., 2009). Por ejemplo,
los antigenos MAGE, NY-ESO-1, PRAME y SSX, expresados solo por
células malignas y células germinales masculinas, han sido muy
explotados en esta estrategia. A pesar de la tasa de respuesta favorable,
en la mayoria de los pacientes no se produce una erradicacion completa
del tumor (Robbins et al., 2015). Para mejorar esto se estan llevando a
cabo diferentes estrategias para incrementar los niveles de expresion y
aumentar la afinidad, manteniendo una reactividad cruzada reducida
(Thomas et al., 2019). Ademas, la combinacién con inhibidores de
puntos de control o con estrategias de edicion génica para aumentar la
potencia de la terapia celular estd siendo investigada en diferentes
ensayos clinicos (NCT03399448, NCT02775292, NCT03709706). La
eliminacion del TCR enddégeno -el cual limita la eficacia del TCR
transgénico dada la competicion por CD3 y la formacion de
heterodimeros- junto con PD1, ha sido estudiada por primera vez en un
ensayo clinico con células T-TCR autdlogas. Las células T doblemente
editadas resistieron hasta 9 meses en los pacientes, aunque solo uno de
los tres pacientes tratados experimentd regresion del tumor
(Stadtmauer et al., 2020).
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4.3. Células CAR-T

Las células CAR-T son células T que han sido modificadas para expresar
en su superficie un receptor de antigeno quimérico (CAR). Los CARs son
receptores ingenierizados para redirigir y otorgar propiedades
especificas a una célula efectora del sistema inmunoldgico. EI CAR
normalmente consiste en un motivo extracelular que reconoce
especificamente el antigeno wunido a través de wuna region
transmembrana a uno o varios dominios de activacién y sefializacién
intracelulares de células T. A diferencia de los TILs o de las células T TCR
especificas, las células CAR-T reconocen el antigeno de una manera
independiente a MHC, por lo cual esta terapia es insensible a los
mecanismos de escape por parte del tumor relacionados con la pérdida
de variantes del MHC (Zhou & Levitsky, 2012). Aunque recientemente se
ha demostrado que los CARs tienen una sensibilidad por el antigeno
menor que los TCRs. En concreto, los CARs necesitan 100 veces mas
moléculas de antigeno para activar correctamente a las células T como
consecuencia de un uso ineficiente de los receptores accesorios (Burton
et al., 2023).

4.3.1. Estructura y biologia

El primer concepto de CAR fue desarrollado por los inmundlogos
israelies G. Gross y Z. Eshhar a finales de la década de los 80 (Gross et
al., 1989) y consistia en la region variable de la cadena pesada unida a la
region constante. En los siguientes 30 afos, la arquitectura de los CARs
ha evolucionado considerablemente (Tabla 1).

La primera generacion de CAR constaba de un fragmento variable de
cadena Unica (scFv) de un anticuerpo y el dominio intracelular de la
cadena CD3z del TCR o el dominio intracelular de FceRly (cadena gamma
del receptor de la region Fc de la IgE). Sin embargo, esta primera
generacion mostré una expansion y eficacia antitumoral limitadas
debido a la falta de sefalizacibén mediada por moléculas co-
estimuladoras (sefial 2) y por citoquinas, como IL-2 (sefal 3), lo que
podia conducir a un estado de anergia (Savoldo et al, 2011).

66



Fisiologicamente la activacion de la célula T depende de la interaccién
con la célula presentadora de antigenos a través del TCR pero también
de moléculas co-estimuladoras. De manera que para mejorar tanto la
capacidad de expansion como la actividad antitumoral, se afiadié uno o
dos dominios co-estimuladores, como CD28, CD137 (4-1BB), CD27,
OX40 o ICOS, dando lugar a la segunda y tercera generacion de CAR,
respectivamente.

La unidn del scFv a su diana desencadena la activacion de los dominios
intracelulares y con ello todas las funciones que dichos dominios
desempefan: la actividad citotdéxica de la célula T, secrecion de
citoquinas proinflamatorias, expresion de genes de supervivencia, etc
(Figura 8).

El dominio extracelular determina la especificidad del CAR que se ve
afectada por la afinidad del scFv, la topologia espacial del epitopo, la
flexibilidad del CAR (determinada por la regién de unioén o bisagra entre
el dominio extracelular y el dominio transmembrana) o los niveles de
expresion del antigeno (Hombach et al., 2010; Hudecek et al., 2013). Los
dominios de unidn al antigeno de alta afinidad evitan que las células
cancerosas con bajos niveles de antigeno escapen del tumor (Liu et al.,
2015). En el caso de los CARs anti-CD19, la mayoria presentan el epitopo
FCM63, el cual presenta alta afinidad. Sin embargo, Ghorashian y cols.,
demostraron que el uso de un CAR anti-CD19 de baja afinidad podria
conferir una mayor citotoxicidad y proliferacion con menor toxicidad
(Ghorashian et al., 2019). En tumores sélidos, una afinidad moderada ha
sido relacionada con una mejor respuesta clinica (Mao et al, 2022).
Aparte del fragmento scFv, también pueden usarse como dominio de
union al antigeno un ligando o receptor.

El dominio bisagra también participa en el transporte eficiente del CAR
a la membrana y en el umbral de sefializacion. Por ejemplo, en un CAR
anti-VEGFR2 se observo que a mayor longitud del dominio bisagra,
mayor nivel de expresion del CAR. El dominio transmembrana (TM)
participa en el nivel y estabilidad de expresion del CAR (Fujiwara et al.,
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2020). Los dominios bisagra y TM hasta ahora usados derivan de CD28,
CD8, CD4 o CD3z.

Los dominios intracelulares son cruciales en la actividad de las células
CAR-T pues son los encargados de la transduccion de sefales. El
dominio CD28 ha sido relacionado con una mayor capacidad citotoxica,
lo que conlleva también a un agotamiento temprano de las células T.
Mientras, el dominio 4-1BB se ha asociado con una mayor persistencia
a largo plazo (Kawalekar et al, 2016). No obstante, poniendo en
conjunto los estudios realizados hasta ahora no se ha podido determinar
cual otorga superioridad en la actividad antitumoral (Cappell &
Kochenderfer, 2021). En varios estudios se ha demostrado que los CARs
de tercera generacién, en comparacion con los de segunda, aportan una
mayor persistencia y una mejor funcion efectora (Roselli et al., 2021;
Tammana et al,, 2010; Zhang et al., 2022). No obstante, la mayoria de los
investigadores utilizan CARs de segunda generacién por criterios de
eficacia/seguridad, sobre todo en canceres hematoldgicos (Han et al,
2013). Por lo tanto, no existe una estructura definitiva y efectiva bajo
cualquier circunstancia, lo ideal seria analizar todos los parametros del
tumor y elegir el CAR que mejor se ajuste a cada caso.

La co-expresion de citoquinas u otras moléculas activadoras ha dado
lugar al desarrollo de los CARs de cuarta generacién (TRUCKs) (Makita
et al, 2017). La posibilidad de expresar cualquier producto transgénico
de manera constitutiva o inducible (normalmente a través de un casete
de expresion regulado por NFAT) en el tejido diana ha convertido a los
TRUCKSs en la estrategia principal para luchar contra el microambiente
tumoral generado por los tumores sélidos (Chmielewski & Abken, 2015).
Gran parte de los estudios con TRUCKs se han centrado en la co-
expresiéon de citoquinas como IL-12, IL-15, IL-7 o IL-18, las cuales
incrementan la actividad antitumoral y/o persistencia de las células CAR-
T. Los prometedores resultados obtenidos en modelos preclinicos
usando los TRUCKs, ha llevado a su uso en varios ensayos clinicos:
NCT03542799, NCT03932565 o NCT04684563.
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Otras moléculas interesantes para co-expresar con el CAR son
anticuerpos monoclonales dirigidos a antigenos tumorales o a los
receptores inhibidores. Esta estrategia estd siendo evaluada en un
ensayo clinico para el tratamiento de tumores sélidos avanzados con
células CAR-T a-EGFR que tras su activacion liberan anticuerpos frente
a CTL1-4y PD1 (NCT03182816).

Las nuevas generaciones de CARs estan trabajando en mejorar la
persistencia de las células CAR-T y minimizar la toxicidad off-target off-
tumor (fuera de diana, fuera del tumor).

Por ejemplo, se ha desarrollado un CAR que contiene un dominio de
activacion de las rutas JAK/STAT, involucradas en la via de sefializacion
de citoquinas (Kagoya et al., 2018). Otros nuevos desarrollos han dado
lugar a lo que se denomina las células CAR-T inteligentes. Estas incluyen
a las células SUPRA CAR, que consisten en un receptor universal y una
molécula adaptadora que puede ser acoplada a diferentes scFvs. Este
sistema permite cambiar la especificidad, regular la fuerza de activaciéon
de la célula T e integrar sefales de multiples antigenos (Cho et al., 2018).
Otra nueva estrategia consiste en los receptores interruptores, que
pueden ser de apagado (OFF, median la degradacion del CAR a través
de una droga) o de encendido (ON, activacién dependiente de antigeno
y una droga), un ejemplo son los CARs controlados por lenalidomida
(Jan et al, 2021) o los SNIP CARs, regulados por una proteasa y un
inhibidor de proteasas (grazoprevir) (Labanieh et al., 2022).

GENERACION CARACTERISTICAS DISTINTIVAS
PRIMERA Un dominio de activacion (CD3z)
SEGUNDA Un dominio de activacién y uno de co-estimulacion (CD28, 4-
1BB, ICOS...)
TERCERA Un dominio de activacién y dos de co-estimulacién

CUARTA (TRUCKS) | Undominio de activacidony uno de co-estimulacion, junto con
la co-expresiéon de citoquinas (IL-12, IL-18, IL-7...) u otras
moléculas

QUINTA Un dominio de activacion, uno de co-estimulacién y un
fragmento de un receptor con sitios de unién a FTs

OTROS DISENOS SUPRA CARs; CARs multidiana; CARs programados
endégenamente
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Tabla 1. Descripcion de las diferentes generaciones del CAR. FTs: factores de
transcripcién; SUPRA CARs: CARs ajustables y programables (del inglés Split, universal y
programable).

4.3.2 Produccion de células CAR-T

En la inmensa mayoria de las estrategias de inmunoterapia con células
CAR-T, las células T de sangre periférica del propio paciente, son
aisladas, modificadas genéticamente con los genes del CAR y
expandidas ex vivo. El nuevo producto es re-infundido en el paciente,
tras una linfodeplecion para favorecer el injerto de las células CAR-T y
reducir el tamafo del tumor (Zhang et al, 2017). Se han usado una
amplia variedad de métodos para introducir el CAR en las células T:
métodos no integrativos, como la electroporacion de ARNm o ADN
episomal (Bozza et al., 2021; Svoboda et al., 2018; Zhang et al.,, 2018); e
integrativos, basados en virus y transposones (Figura 8). Son estos
dltimos, y en particular los basados en vectores retrovirales (y-
retrovirales y lentivirales), los mas utilizados en ensayos clinicos. Dentro
de estos, los vectores lentivirales (VLs) son los mas usados por su elevada
eficiencia, estabilidad y seguridad bioldgica de los sistemas de ultima
generacion (Biffi et al., 2011).

El transposén Sleeping Beauty mostré una transferencia génica estable
y eficiente en diferentes células, incluyendo las células T, pero el tiempo
de cultivo necesario era muy prolongado (Singh et al, 2008).
Recientemente, la mejora de estos inconvenientes ha dado lugar a los
primeros ensayos clinicos utilizando estos sistemas no-virales para la
generacion de células CAR-T, que podrian potencialmente reducir el
coste de produccién (Kebriaei et al., 2016; Prommersberger et al., 2021).
Sin embargo, hay que mencionar que en un ensayo clinico usando
células CAR-T anti-CD19 modificadas con el transposon piggyBac
(Ramanayake et al., 2015), dos pacientes desarrollaron un linfoma
originado por las células CAR-T tras conseguir una respuesta completa
(Bishop et al., 2021).

Por su parte, los ensayos clinicos usando el sistema SB han presentado
eficacia terapéutica sin problemas de genotoxicidad y muchas
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expectativas. Este es el caso del ensayo clinico CARAMBA
(NCT04499339), el primer ensayo clinico con células CAR-T libres de
virus en Europa usando una version mejorada de SB (SB100X)
(Prommersberger et al., 2021).
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Figura 8. Modificacién y mecanismo de accion de las células CAR-T. Esta figura
representa como se ingenieriza una célula T para que exprese el CAR en su superficie.
Para transferir el ADN que codifica el CAR en el nucleo de la célula se pueden usar
vectores virales (retrovirus), transposones, plasmidos o directamente en forma de ARN.
En concreto se representa un CAR de segunda generacidon con un Unico dominio de co-
estimulacién (4-1BB, CD28) y un dominio de activacion (CD3z). Cuando el CAR reconoce
el antigeno tumoral, la sefial es amplificada y transferida al nicleo, donde se inicia una
serie de respuestas citotdxicas. Figura creada con BioRender.com.

5. TERAPIA CAR-T: COMO MEJORAR SU ACTIVIDAD
ANTITUMORAL'Y SEGURIDAD

No es coincidencia que las células CAR-T se hayan dirigido inicialmente
al tratamiento de neoplasias hematologicas, dada la extension de
antigenos de superficie conocidos expresados Unicamente en el linaje
hematopoyético, asi como la relativa facilidad de seguimiento del tumor
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y la preferencia natural de los productos terapéuticos de concentrarse
en los 6rganos hematoldgicos, como son la sangre, la medula 6seay los
ganglios linfaticos (Maus et al., 2014).

Dentro de las neoplasias hematolégicas, encontramos las neoplasias
linfoides, que afectan a la linea linfoide B y T. Clasicamente, se ha
diferenciado entre leucemias, como aquellas que afectan a las células de
la médula, y linfomas, como aquellos procesos localizados en los
organos linfoides periféricos. Asimismo, se ha distinguido entre
leucemias agudas (células inmaduras) y cronicas (células mas
diferenciadas). La OMS (organizacién mundial de la salud) ha clasificado
las neoplasias linfoides en tres grupos segun el tipo celular involucrado:
linfomas de Hodgkin, neoplasias de células T y NK, y neoplasias de
células B (Harris et al., 1999).

El linfoma no Hodgkin (LNH) es la neoplasia mas comun, dentro de la
cual las neoplasias de células B constituyen el 85%. Entre las leucemias
de células B mas frecuentes se encuentran la leucemia linfoblastica
aguda (LLA), que afecta sobre todo a nifios, y la leucemia linfocitica
cronica (LLC), la cual afecta principalmente a adultos. Afortunadamente,
entre un 65-80% de los pacientes responden a los tratamientos quimio-
inmunoterapéuticos, que consisten en la combinacién de farmacos
inhibidores de la proliferacion (como ciclofosfamida) y de anticuerpos
monoclonales (como rituximab, anticuerpo anti-CD20). A pesar de ello,
el elevado porcentaje de pacientes que recaen pone de manifiesto la
necesidad de alternativas, como son los inhibidores de la ruta de
sefializacion del BCR (ibrutinib y idelalisib) (Byrd et al, 2013) o el
trasplante de células madre hematopoyéticas alogénicas (Dreger et al.,
2010). Sin embargo, las mejores eficiencias terapéuticas para el
tratamiento de leucemias y linfomas refractarios han llegado de la mano
de la terapia celular-génica y la generacion de células T expresando
CARs (Adami & Maher, 2021).

72



5.1. Exitos de la terapia CAR-T: productos CAR-T comerciales

Aunque se han desarrollado cientos de células CAR-T frente a diferentes
antigenos tumorales, los mejores resultados obtenidos han sido usando
CAR-T dirigidas contra los antigenos CD19 y CD22, en leucemia
linfoblastica aguda de células B (LLA-B) y linfoma de células B, y contra
BCMA (antigeno de maduracién de células B) en mieloma multiple
(MM). Esto explica que de los mas de 1000 ensayos clinicos con células
CAR-T, sobre el 75% se centren en neoplasias hematoldgicas.

Teniendo en cuenta que los pacientes involucrados en los ensayos
clinicos con CAR-T son refractarios a 2-4 lineas de tratamiento (es decir,
cuando ya no existen alternativas terapéuticas), los resultados han sido
realmente espectaculares. En la LLA de células B la terapia CAR-T ha
conseguido hasta un 80% de respuesta completa y una supervivencia
libre de progresion (SLP) de un afio del 50% (Maude et al., 2018; Pasquini
et al, 2020). En el linfoma B difuso de células grandes (LBDCG) la
supervivencia ha alcanzado el 40%, en el linfoma de células B del manto
(LCM-B) un 61% y en el linfoma folicular (LF) un 74% (Abramson et al.,
2020; Jacobson et al., 2020; Nastoupil et al., 2020). En el caso del MM el
tiempo libre de progresion es de 8 meses (Munshi et al., 2021).

Actualmente existen 6 productos con células CAR-T aprobadas por la
FDA (USA Food and Drug Administration) y la EMA (European Medicines
Agency): Kymriah, Yescarta, Tecartus, Breyanzi, Abecma y Carvykti.
Ademas, la NMPA China (China’s National Medical Products
Administration) ha aprobado Carteyva, y la AEMPS (Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios) el uso de ARI-0001 bajo exencion
hospitalaria en el Hospital Clinic de Barcelona (Tabla 2). La exencién
hospitalaria es un mecanismo que permite al centro que la ha solicitado
especificamente ofrecer la terapia en cuestién, mas alla de los ensayos
clinicos y con unos datos mas modestos que los que necesita un
medicamento comercial para su aprobacion.

ARI-0001 representa la primera terapia CAR-T espafola aprobada para
uso hospitalario, la cual ha sido desarrollada con fondos publicos por el
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Hospital Clinic, por lo tanto, se trata de un CAR académico. Esta terapia
esta indicada para LLA-B en pacientes mayores de 25 afos, es decir, una
poblacidon que queda fuera de la indicacién de las CAR-T comerciales
(Trias et al., 2022). ARI-0001 consiste en un CAR de segunda generacion,
basado en un scFv derivado de un nuevo anticuerpo monoclonal anti-
CD19, A3B1, junto con los dominios CD8 (bisagra y dominio
transmembrana), 4-1BB (dominio de co-estimulacion) y CD3z (dominio
de activacién). Tras la realizacién de ensayos preclinicos satisfactorios,
usando vectores lentivirales y el biorreactor CliniMACS Prodigy (Castella
et al, 2019), su seguridad y eficacia fue estudiada en un ensayo clinico
(CART19-BE-01) con 47 pacientes con neoplasias tipo B (80% con R/R
LLA-B), obteniendo respuestas similares a las de las terapias CAR-T
comerciales (SLP de un aho=47%) (Castella et al., 2020; Ortiz-Maldonado
et al, 2021). ARI-0001 también ha demostrado ser seguro y efectivo en
pacientes con leucemia linfocitica crénica (LLC) (Ortiz-Maldonado et al.,
2022). Actualmente, la terapia ARI-0001 esta siendo investigada en un
ensayo clinico de fase 2 (CART19-BE-02) y ha conseguido la designacién
PRlority MEdicine (PRIME) de la EMA.

Dada la eficacia de las terapias CAR-T en los diferentes grupos de
pacientes refractarios a varias lineas de tratamiento, se esta empezando
a investigar la posibilidad de su utilizacion como primera linea en
determinados tipos de cancer. Recientemente un estudio ha comparado
los resultados del ensayo clinico ELARA (Kymriah para linfoma folicular)
con los de una cohorte con el mismo criterio de elegibilidad tratada
convencionalmente, obteniendo una tasa de respuesta completa 1,9
veces mayor con el producto CAR-T, asi como asi como una reduccion
del riesgo de muerte del 80% (Salles et al., 2022).

BENEFICIO ANO DE

NOMBRE CELULAS/  INDICA- ENSAYO CLINICO  APROBA
ANTIGENO/ CION CLiNICO (TR) -CION

VECTOR/DI (AUTORI
-DAD)
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GENE
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4-1BB-CD3z
Células T
BCMA/
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4-1BB-CD3z

Células T/
CD19/
SIN-VL/

4-1BB-CD3z

Células T/
CD19/
SIN-VL/

4-1BB-CD3z

R/R LLA-
B (3-25
anos),

R/R

LBDCG,

R/R LF
R/R
LBDCG,
R/R LF

R/R LCM,
R/R LLA-
B

R/R

LBDCG

R/R MM

R/R MM

R/R
LBDCG

ELIANA
NCT02435849
JULIET
NCT02445248
ELARA
NCT03568461

ZUMA-1
NCT02348216
ZUMA-7
NCT03391466

ZUMA-2
NCT02601313

TRANSCEND
NCT02631044

KARMMA
NCT03361748

CARTITUDE-1
NCT03548207

RELIANCE
NCT04089215

CART19-BE-01
NCT03144583
CART19-BE-02
NCT04778579

82%

50%

85%

72%

88%

87%

73%

72%

98%

77%

47%

2017

2018

2018
(FDA)

2017

2022
(FDA)

2020
(FDA)

2021
(FDA)

2021
(FDA)

2022
(FDA)

2021
(NMPA)

2021
(AEMPS)

Tabla 2. Productos comerciales con células CAR-T. FDA: Food and Drug Administration
(USA); NMPA: National Medical Products Administration Evaluation (China); AEMPS:
Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios; TR: Tasa de respuesta;
PBMCs: células mononucleares de sangre periférica; DI: Dominio intracelular; R/R:
Recidivante/Refractario; LLA-B: leucemia linfoblastica aguda de células B; LBDCG:
linfoma B difuso de células grandes; LCM: linfoma de células del manto; LF: linfoma

folicular.
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5.2. Limitaciones de las terapias CAR-T dirigidas a CD19

A pesar de los impresionantes resultados de las CAR-T para el
tratamiento de neoplasias refractarias hematoldgicas, todavia hay
multiples aspectos que deben mejorarse (Figura 9). Los efectos
secundarios graves debido a la sobreestimulacion de las células CAR-T,
como el sindrome de liberacion de citoquinas (CRS) y |la
neuroinflamacion, son comunes entre los pacientes tratados (Sievers et
al, 2020) y pueden conducir a resultados fatales (Cai et al, 2020;
Mahadeo et al, 2019). Ademas, las remisiones completas sostenidas
varian del 62% al 42% para los pacientes tratados con productos CAR-T
comerciales, lo que evidencia mucho margen de mejora (Shah,
Maatman, et al., 2019; Vitale & Strati, 2020). En el caso de los tumores
solidos, las celulas CAR-T presentan una actividad muy limitada (Marofi
et al., 2021; Shah, Maatman, et al., 2019). Por un lado, hasta el momento
se han identificado pocos antigenos con expresion restringida al tejido
tumoral. Por otro, la naturaleza del tumor es un aspecto critico porque
las células T deben migrar desde el torrente sanguineo a través de las
células endoteliales que forman la vasculatura del tumor, lo que dificulta
la infiltracion de células CAR-T. Asimismo, el microambiente del tumor a
menudo es inmunosupresor, reduciendo la persistencia de las células T
al inducir un estado hipofuncional. Las nuevas estrategias estan
orientadas a combinar multiples funciones, como la produccién de
mayores niveles de ciertas citoquinas, bloqueo de los receptores
inhibidores, activacion de moléculas de sefalizacién, expresion de
receptores de quimiocinas o de factores que alteren la matriz
extracelular del tumor.

Por otro lado, la terapia CAR-T presenta una serie de dificultades
importantes asociadas al proceso de fabricacion en relacion con el
tiempo, coste, accesibilidad o calidad de las células T:

1) Tiempo y coste. La fabricacion de estos productos personalizados esta
altamente centralizada y los costes de cada produccion son elevados
(Fiorenza et al., 2020). El tiempo desde que se diagnostica el paciente
hasta que se le puede tratar varia de 2 a 5 meses dependiendo del pais
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y el hospital. Durante este tiempo la enfermedad puede progresar
rapidamente e incluso producirse la muerte del paciente. Ademas, en
algunos casos, se puede producir un fallo en la fabricacion del producto
(entre el 2-10% de los casos) y esto conlleva a que el paciente pierde la
oportunidad de recibir la terapia.

2) Viabilidad de las células T. El material de partida es clave en la eficacia
de las células CAR-T. Sin embargo, el estado de las células T de cada
paciente es muy variable. Las celulas T han podido sufrir multiples
mecanismos de inmunosupresién por parte de las células tumorales, asi
como el efecto de otras lineas de tratamiento. Esto puede llevar a la
decisién de que el paciente no es candidato para recibir la terapia CAR-
T debido al nimero/calidad de las células T (Torikai & Cooper, 2016).

3) Existe la posibilidad de que el producto esté contaminado con células
tumorales expresando el CAR, lo que puede provocar que escapen al
reconocimiento por parte de las células CAR-T (Ruella et al., 2018).

5.2.1.Efectos secundarios adversos
5.2.1.1. Sindrome de liberacion de citoquinas (CRS)

La toxicidad aguda mas comun tras el tratamiento con CAR-T es el
sindrome de liberacién de citoquinas (CRS). Este consiste en una
respuesta inflamatoria sistémica causada por una excesiva activacién del
sistema inmunitario. Las citoquinas pueden ser directamente producidas
por las células CAR-T, aunque varios estudios indican que los
macrofagos tienen un papel muy importante en desencadenar CRS, a
través de la liberacién de IL-6, IL-1 y 6xido nitrico (Giavridis et al., 2018).
Suele aparecer en la primera semana de tratamiento y puede ser leve,
moderada o severa (grado CRS >3) dependiendo de la sintomatologia
(fiebre alta, taquicardia, mialgia, arritmia o hipoxia). Actualmente,
tocilizumab, un anticuerpo monoclonal dirigido al receptor de IL-6
aprobado por la FDA, junto con los corticoesteroides son los principales
farmacos usados para tratar el CRS cuando los sintomas son severos. No
obstante, se intenta restringir el uso de corticoesteroides a casos de CRS
refractario ya que se ha asociado a una disminucidén en la expansion de
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las células CAR-T tras el uso de altas dosis (Davila et al, 2014). La
aparicion de CRS >3 tras el tratamiento con los productos CAR-T
comerciales es muy variable, desde un 2% a un 46% (Gill & Brudno,
2021). EI CRS severo puede ir acompafado de disfuncién en la
coagulacion, sindrome de lisis tumoral (liberacion de una gran cantidad
de iones intracelulares y productos metabdlicos al torrente sanguineo
que pueden generar un fallo renal agudo y sistémico), neurotoxicidad,
alta incidencia de infecciones y disfuncién multiorganica.

5.2.1.2. Neurotoxicidad

El sindrome de neurotoxicidad asociada a células efectoras
inmunoldgicas (ICANS) o el sindrome de encefalopatia asociado a CAR
(CRES) es otro efecto secundario recurrente de la terapia CAR-T. Este se
ha relacionado con altas concentraciones de citoquinas pro-
inflamatorias en el liquido cefalorraquideo e incluso con una infiltracion
de las células CAR-T en el sistema nervioso central (Gust etal.,, 2017). Los
eventos neurotdxicos, como encefalopatia, dolor de cabeza, ansiedad,
delirio, displasia o ataxia, suelen aparecer tras el desarrollo de CRS, con
el pico de sintomas alrededor del dia 7-8 (Gust et al., 2020). Aunque la
mayoria de las manifestaciones son reversibles, también pueden
desencadenar otras muy graves como son el edema cerebral, coma y/o
convulsiones. La tasa de pacientes tratados con los CARs comerciales
que han presentado neurotoxicidad de grado >3 varia del 3-32% (Gill &
Brudno, 2021). Como primera linea de tratamiento se suelen usar
corticoesteroides y antiepilépticos.

Hasta la fecha no existen modelos validados para predecir la aparicién
o severidad de CRS o ICANS, aunque si se han reportado algunas
asociaciones. Por ejemplo, la severidad de CRS se ha asociado a la
expansion del tumor y la dosis de células CAR-T. En el caso de ICANS se
correlaciona con CRS severo y la existencia de partida de problemas
neuroldgicos. Esto ha llevado a modificaciones en los protocolos de
administracion de las células CAR-T y de intervencién frente a la
aparicion de efectos adversos. Por ejemplo, durante el ensayo clinico
con ARI-0001 se pas6 de administrar una Unica dosis a dividirla en 3
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fracciones (10%, 30% y 60%) en funcién de la aparicién o no de CRS.
Esto redujo el porcentaje de pacientes con CRS >3 de un 26.7% a un
4.3%, y a cero la mortalidad, manteniendo una eficacia comparable
(Ortiz-Maldonado et al., 2021).

5.2.1.3.  Toxicidades a largo plazo

Una terapia CAR-T anti-CD19 efectiva se asocia a una deplecion de las
células B (toxicidad on-target off-tumor), y wuna consiguiente
hipogammaglobulinemia, la cual se aborda mediante la terapia de
reemplazo con inmunoglobulinas.

Otra consecuencia de la terapia CAR-T, asi como del régimen de pre-
acondicionamiento y el tratamiento de la toxicidad a corto plazo (uso
de corticoesteroides) es el riesgo de infeccion, llevando en algunos casos
a la muerte del paciente (Hill et al., 2018). Durante el primer mes tras la
infusion de las células CAR-T también son frecuentes las citopenias, que
se deben tanto al pre-acondicionamiento con quimioterapia como al
efecto mielosupresivo de las células CAR-T. Este hecho se corrobora con
que la duracién de las citopenias parece estar asociado con la severidad
del CRS (Gill & Brudno, 2021).

En el caso de los pacientes que han recibido células CAR-T alogénicas
tras un trasplante de médula &sea satisfactorio existe el riesgo de
desarrollar la EICH (Z. Li et al., 2022).

5.2.2.Pérdida de eficacia terapéutica y recaidas

A pesar de la alta tasa de respuesta conseguida con las terapias CAR-T,
las respuestas no son mantenidas en el tiempo. De hecho, hasta un 50%
de los pacientes con LLA-B tratados con células CAR-T a-CD19 o a-CD22
sufrieron recaida en los siguientes 12 meses del tratamiento (Park et al.,
2018). Las recaidas estan asociadas principalmente a la pérdida de
funcion de las células CAR-T o a la pérdida o disminucién del antigeno
diana (Jacoby et al, 2016). Las estrategias usando células CAR-T
biespecificas o una mezcla de células CAR-T con diferente especificidad
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se han asociado con una reduccion en la tasa de recaida, como es el
caso de las células CAR-T a-CD19/CD22 (Pan et al., 2020).

Existen principalmente dos formas de recaida tras la administracion de
células CAR-T-CD19: recaida CD19-positiva y recaida CD19-negativa.

Las recaidas CD19-positivas suelen ocurrir a los meses de la remision
inicial como consecuencia de una limitada persistencia o baja potencia
de las células CAR-T. Esta limitada persistencia suele estar asociada a las
caracteristicas iniciales del producto (ratio CD4:CD8, % de células Tscm,
el tiempo de expansion y el medio, etc) (Gardner et al, 2018), a la
configuracion del CAR (la afinidad del scFv por el antigeno, la regién
bisagra y transmembrana, y los dominios coestimuladores) (Kawalekar
et al., 2016; Mao et al,, 2022; Zhao et al., 2015) o al nivel de expresion
del antigeno (Majzner et al., 2020) y del propio CAR (Rodriguez-Marquez
et al., 2022; Weber et al., 2021).

Las recaidas CD19-negativas se deben a dos mecanismos
principalmente:

1) Mutacion en el gen CD19. Se produce la pérdida de expresion de
CD19 por parte de las células tumorales debido a mutaciones genéticas
(Orlando et al., 2018). También se puede producir una pérdida del
epitopo reconocido por las CAR-T (FMC63 en el caso de los CARs a-
CD19 aprobados) como consecuencia de una mutacion genética. El
estudio de Fischer y cols., demostrd que algunas de las isoformas de
CD19 responsables de la recaida tras la terapia con CART anti-CD19 ya
existian previamente al tratamiento y estas se seleccionaron durante el
tratamiento (Fischer et al., 2017).

2) Cambio de linaje. En varios estudios y ensayos clinicos se ha reportado
que pacientes con LLA-B han desarrollado leucemia mieloide agua
(LMA) (Gardner et al., 2016; Jacoby et al., 2016).

3) Trogocitosis. La transferencia de la proteina CD19 de los blastos a las
células CAR-T se denomina trogocitosis mediada por CAR. Esta resulta
en el fratricidio mediado por células T y en el agotamiento de las células
T (Hamieh et al,, 2019).
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Figura 9. Factores que determinan la eficacia de la terapia CAR-T anti-CD19. La
eficacia antitumoral de las células CAR-T es el resultado de un cémputo de factores: las
caracteristicas iniciales del producto (ratio CD4:CD8, % de células Tscwm, el tiempo de
expansiony el medio, etc), la configuracién del CAR (la afinidad del scFv por el antigeno,
la regién bisagra y transmembrana, y los dominios coestimuladores), nivel de expresion
del antigeno y del propio CAR, toxicidad asociada, microambiente tumoral o proceso de
fabricacién. Figura creada con BioRender.com.

5.3. Nuevas estrategias

5.3.1.Incremento de la persistencia: induccién de la poblacién
memoria

Como comentamos en el apartado 1.2, el fenotipo metabdlico de las
células T correlaciona directamente con su persistencia en el paciente y
por lo tanto con su eficacia antitumoral. Son muchos los trabajos que
indican que células T con capacidad de responder a una demanda
energética elevada (elevado SCR), un elevado metabolismo basal
oxidativo (altos niveles de ATP mitocondrial) asi como con una alta tasa
de fosforilacion oxidativa (OXPHQOS) en la mitocondria presentan un
incremento de la persistencia y de la funcién efectora tras la
transferencia adoptiva (Chang & Pearce, 2016; Rostamian et al., 2021).
Muchos autores han demostrado que la intervencién metabdlica de las
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células T durante su expansidon previa a la TCA puede inducir su
modulacién o reprogramacién de las vias metabdlicas.

5.3.1.1.  Agonistas mitocondriales

Una de las caracteristicas que hacen que las células T memoria tengan
un estado metabolico mejor es el hecho de que presentan mayor masa
mitocondrial. El receptor gamma 1-alfa activado por el proliferador de
peroxisomas (PPARy) y su coactivador PGC-1a son reguladores de la
biogénesis mitocondrial y modulan la actividad OXPHOS y FAO. Se ha
visto que la transferencia adoptiva de células T o linfocitos infiltrantes
de tumor sobreexpresando PGC-1a presentan una mayor capacidad de
expansion cuando se re-encuentran con el antigeno como consecuencia
de una mayor actividad mitocondrial (Chowdhury et al, 2018;
Dumauthioz et al.,, 2021; Scharping et al., 2016).

5.3.1.2. Inhibicion de rutas metabdlicas

Una de las principales rutas metabdlicas que han sido altamente
intervenidas para controlar la diferenciacion de las células T es la ruta
PI3K/Akt, en concreto, Akt ha constituido una de las primeras dianas. La
inhibicion de Akt, asi como de sus isoformas, Aktl y Akt2, ha
demostrado promover la expansién de células Ty (Abu Eid et al., 2015;
Crompton et al,, 2015; Kim et al., 2012; Klebanoff et al., 2017). Varios
estudios han generado células T expresando un CAR o TCR especifico
manteniendo una alta poblacién de Tw y una mejor eficacia antitumoral
mediante la inhibicion de Akt durante su expansién ex vivo (Klebanoff et
al., 2017; Urak et al., 2017). Klebanoff y cols., generaron células CAR-T a-
CD19 a gran escala en presencia de un inhibidor de Akt (iAkt VIII),
obteniendo una mayor eficacia terapéutica que con las células CAR-T
convencionales. De hecho, este estudio propici6 el uso del inhibidor de
Akt en un ensayo clinico (NCT03139370). La inhibicion de PI3K& o PI3Ky
(por separado, ya que la co-inhibicién reduce la actividad antitumoral)
(Dwyer et al.,, 2020), también ha retrasado la diferenciacién de células T
especificas de tumor, (Abu Eid et al., 2017; Bowers et al., 2017) y células
CAR-T (Dwyer et al., 2020; Zheng et al., 2018), mejorando su persistencia
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in vivo y actividad terapéutica. Otra diana cuya inhibicién teéricamente
aumentaria la persistencia de las células T es mTOR. Sin embargo, el uso
de rapamicina u otros analogos para inhibir directamente mTORC1 ha
generado resultados contradictorios (Araki et al., 2009; Chaoul et al.,
2015; Scholz et al, 2016; Wang et al, 2011). El inhibidor TWS119
(inhibidor de GSK3B) ha sido ampliamente usado en diferentes
estrategias para la induccion de células T madre memoria (Scholz et al,,
2016);(Sabatino et al., 2016). Sabatino y cols, desarrollaron un protocolo
para la generacion de células CAR-Tscu a partir de aféresis de pacientes.
Para ello sortearon células Ty, y estas fueron modificadas para expresar
el CAR y cultivadas en presencia de IL- 7, IL-21 y TWS119. El uso de
TWS119 permitié la estabilizacion de la B-catenina y una alta expresion
de TCF7 y LEF1. Este nuevo producto resultd tener mas eficacia que
células CAR-T generadas de forma estandar en un modelo de leucemia.
Por todo lo anteriormente expuesto, la inhibicién de la sefializacion del
eje PI3K/Akt representa una estrategia establecida para mejorar la
terapia celular adoptiva de células T.

Recientemente se han investigado otras posibles dianas para su
inhibicidon, como es el transportador de piruvato mitocondrial (MPC).
Durante mi estancia en el laboratorio del Dr. Pedro Romero estuve
involucrada en un estudio (Wenes et al., 2022) donde la expansion de
células CAR-T en presencia de un inhibidor de MPC resulté en una
actividad antitumoral superior en un modelo de leucemia. Esto es
debido a que la inhibicion de MPC facilita la produccién de acetil-CoA
mediante la oxidacién de glutamina y acidos grasos, lo que da como
resultado una mayor acetilacién de histonas y accesibilidad a los genes
pro-memoria.

La glutamina juega un papel crucial en el metabolismo anabdlico
aportando carbono y nitrogeno. La glutamina es convertida en
glutamato, y este convertido a a-cetoglutarato que entra en el ciclo de
los acidos tricarboxilicos. Leone y cols., (Leone et al., 2019) demostraron
que la inhibicion del metabolismo de la glutamina usando un
antagonista de la glutamina (6-diazo-5-oxo-L-norleucina, DON) generé
una serie de cambios transcripcionales en las células T asociados con un
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fenotipo memoria. Estos cambios parecen estar asociados a un
incremento en la metilacion como consecuencia de una disminucién en
la actividad de las demetilasas dependientes de a-cetoglutarato. Las
células T tratadas con DON presentaron una supresiéon de la glucdlisis,
un incremento en la tasa de OXPHOS y una elevada SRC.

5.3.1.3. Cultivo con cécteles de citoquinas

Otra estrategia para potenciar la respuesta antitumoral de las células T
consiste en modificar las condiciones de cultivo durante su expansiéon
para promover un mejor fenotipo. IL-2 ha sido la citoquina de excelencia
para expandir las células T in vitro como paso previo a la terapia celular
adoptiva. Sin embargo, en los ultimos afos el cultivo con IL-7 e IL-15 ha
demostrado mejorar la capacidad mitocondrial (van der Windt et al.,
2012), asi como un incremento en la poblacion T madre memoria
(Arcangeli et al., 2020; Cieri et al., 2013; Richer et al., 2015; Xu et al., 2014),
sustituyendo progresivamente a la IL-2. Aunque otros estudios avalan el
uso de la IL-2, demostrando que el cultivo con una baja concentracién
de IL-2 también se relaciona con la generacion de células T memoria
(Kaartinen et al, 2017). La citoquina IL-21 es capaz de suprimir la
diferenciacion de las células T naive a células T efectoras e inducir un
fenotipo de diferenciacion temprano (Tscm). Esta inhibicion ha resultado
en una capacidad antitumoral in vivo superior a la de células expandidas
en presencia de otras citoquinas (Alvarez-Fernandez et al., 2016; Hinrichs
etal., 2008; Moroz et al., 2004). No obstante, a dia de hoy el papel de IL-
21 es polémico, ya que hay evidencia que sugiere que su efecto en la
diferenciacion de las células T es variable (Tian & Zajac, 2016).

5.3.2.Control de la expresion del CAR

Como hemos comentado previamente, multiples factores intervienen en
la eficacia de la terapia CAR-T. Uno de los cuales cada vez esta
adquiriendo mayor protagonismo es la densidad de moléculas CAR en
la membrana de las células T. Diferentes trabajos han demostrado la
importancia de controlar los niveles del CAR en la superficie de las
células CAR-T para optimizar su actividad terapéutica (Eyquem et al.,
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2017; Rodriguez-Marquez et al., 2022; Tristan-Manzano et al., 2022). Uno
de los primeros trabajos que desmonto el hito de “a mayor expresion
del CAR, mayor eficacia” fue llevado a cabo por el grupo del Dr. Sadelain.
El cual generd por primera vez las células TRAC-CAR-T, en las que
usando el sistema CRISPR/Cas9 y vectores VAAr (vectores basados en
virus adenoasociados recombinantes, no integrativos) insertaron el
ADNc del CAR en el locus TRAC. Esto hizo que la expresién del CAR
dependiera del promotor del TCR, logrando una bajada en la expresion
del CAR tras el encuentro con el antigeno (tal y como ocurre con el TCR).
Esta expresion fisioldgica del CAR resulté en una reduccion de la
sefalizacion en ausencia de antigeno (lo que se conoce como
sefalizacion tonica), un fenotipo mas memoria y menos agotado de las
células CAR-T, lo que llevé a una mayor eficacia antitumoral y menor
toxicidad en comparacion con las células CAR-T generadas por
transduccion retroviral (Eyquem et al., 2017). Por lo tanto, una expresion
mas regulada del CAR, que permita la eliminacion del tumor pero sin
generar una sobreactivacion de las células T, evitaria el agotamiento de
las células CAR-T. Otras estrategias han perseguido controlar los niveles
del CAR en superficie modificando el promotor utilizado para su
expresion (Ho et al., 2021; Tristan-Manzano et al., 2022), induciendo la
degradacién del CAR o inhibiendo la sefializacion del CAR (Weber et al.,
2021).

Los vectores lentivirales se han postulado como la principal herramienta
para transferir el CAR a células T humanas CD4 y CD8 con alta eficiencia,
pero su nivel de expresién depende del promotor que controla su
transcripcion. La seleccion de un promotor adecuado es un paso
fundamental para el éxito de la terapia CAR-T. El promotor es un
elemento que actua en cis dentro del esqueleto del vector, que dicta el
nivel y la duracion de la expresion del transgén, y puede restringir la
expresion a tejidos/células especificos. Se han evaluado promotores de
diferentes origenes para la expresion transgénica en células T: virales
(citomegalovirus (CMV), virus de células madre murinas (MSCV) o virus
formador de focos de bazo (SFFV)); celulares (subunidad 1 o del factor
de elongacion humano (EF1a) o fosfoglicerato quinasa humana (PGK) o
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la ubiquitina C humana (UbiC)); y quiméricos (MND y RPBSA). Siendo
MSCV y EF1a los promotores mas utilizados para la expresién del CAR
en células T (Kymriah, Breyanzi, Abecma, Carvykti, Carteyva y ARI-0001
utilizan EF1a, Yescarta y Tecartus contienen MSCV). Ambos son
promotores fuertes que permiten una expresion alta y constitutiva del
transgén en células T (Kochenderfer et al., 2009; Milone et al., 2009). Sin
embargo, como se ha mencionado, las altas concentraciones de CAR en
la superficie de las células T pueden dar lugar a una agrupacion
espontanea de los CAR (independiente del ligando) que conduce a la
sefalizacion tonica (Ajina & Maher, 2018; Gomes-Silva et al., 2017). Esta
sefalizacion tonica puede afectar la seguridad (secrecién de citoquinas
proinflamatorias en tejidos no diana) y la eficacia (agotamiento
prematuro debido a la proliferacion continua) de las células CAR-T. En
esta direccion e intentando mimetizar el trabajo del Dr. Sadelain pero
sin la necesidad de edicién gendmica, nuestro grupo ha demostrado
gque mimetizar el patron de expresion del TCR a través del promotor es
una estrategia factible para mejorar la seguridad de la terapia CAR-T y
disminuir el agotamiento de las células T (Tristan-Manzano et al., 2022).
En concreto, nuestro grupo ha desarrollado los VLs-AW, que contienen
un promotor quimeérico basado en el promotor del gen WAS (sindrome
de Wiskott-Aldrich) el cual permite una expresion fisiolégica del
transgén en células T (patente: Polynucleotide for safer and more
effective immunotherapies- W02020099572). La expresion del CAR en
células T mediante VLs-AW consiguen que el CAR mimetice la cinética
de expresion del TCR (TCR like), mejorando la calidad del producto CAR-
T en varios aspectos al evitar la sobre-estimulacion de las células CAR-
T. Por un lado, reduce la liberacién de citoquinas, lo que podria
contribuir a reducir los efectos secundarios y, por otro, reduce el
agotamiento de las células T, mejorando su fenotipo y eficacia.

6. CELULAS CAR-T UNIVERSALES

Aunque todos los productos hasta ahora aprobados se basan en el uso
de células autdlogas, los inconvenientes asociados a las mismas (tiempo
de fabricacion, coste, disfuncion de las células T, gran variabilidad entre
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los productos, (ver punto 5.2)) estan abriendo paso al uso de células
alogénicas "listas para usar” (Tabla 3). Convertir esta terapia en universal
permitiria la produccion a gran escala y la fabricacién por lotes,
incrementando en gran medida la calidad y accesibilidad de los
productos CAR-T. Sin embargo, el uso de células alogénicas esta
asociado con dos problemas principales: 1) las células T alogénicas
administradas pueden causar EICH, potencialmente mortal; y 2) El
sistema inmunitario del huésped puede eliminar rapidamente estas
células T alogénicas, lo que limita su actividad antitumoral.

Las posibles fuentes de células T alogénicas que estan siendo exploradas
en ensayos clinicos son: sangre de adultos sanos, sangre de cordén
umbilical, células T virus-especificas, células Tyd y células T inducidas a
partir de células madre pluripotentes (iPSCs) (Figura 10, Tabla 4).

Los primeros ensayos con células alogénicas se realizaron en pacientes
que habian recaido tras recibir un trasplante de médula 6sea, y las
células CAR-T fueron producidas a partir de las células del donante o del
paciente. En algunos de los cuales se reportd el desarrollo de EICH
aguda, asi como una menor expansion de las células CAR-T (Hu et al.,
2019). Ademas, este procedimiento no elimina el formato personalizado
de la terapia. La estrategia mas seguida por los investigadores y clinicos
consiste en la generacion de células CAR-T universales (UCAR-T), esto
son células CAR-T de donantes sanos en las que la expresién del TCR ha
sido eliminada. Esto se ha conseguido principalmente mediante las
herramientas de EG.

CELULAS CAR-T CELULAS CAR-T
AUTOLOGAS ALOGENICAS

FUENTE CELULAR Propio paciente Donante sano
PREPARACION Paciente-especifica Produccién masiva
COSTE/PACIENTE Muy elevado Bajo
DISPONIBILIDAD Semanas-meses Inmediata
APLICACION EN Restringida Posible
NEOPLASIASTIPO T
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con células tumorales

LIMITACIONES Numero y calidad de las Menor amplificacion vy
células T persistencia in vivo
RIESGOS ‘ CRS, CRES, contaminacién ~ CRS, CRES, EICH

Tabla 3. Comparacion entre la terapia CAR-T autéloga y alogénica. CRS: sindrome
de liberacion de citoquinas; CRES: sindrome de encefalopatia asociado a CAR; EICH:
enfermedad de injerto contra huésped.

6.1. Edicién génica de las células CAR-T alogénicas

Para la eliminacion del TCR, se han usado como dianas los loci TRAC
(cadena a constante del receptor de células T) o TRBC (cadena [
constante del receptor de células T). La estrategia mas comun es editar
el locus TRAC, ya que la cadena a tiene solo una region constante, por
lo que solo se necesita generar un Unico corte. Desde el primer estudio
en 2012 en el que se eliminé el TCR utilizando ZFNs (Torikai et al., 2012)
se han realizado muchos estudios utilizando diferentes nucleasas y
estrategias. Mas tarde, Poirot y cols., realizaron la primera edicion génica
multiple, es decir, la modificacion de dos o mas sitios especificos en el
genoma, en celulas CAR-T anti-CD19. Utilizaron la tecnologia TALEN
para editar los genes TCR y CD52 simultaneamente. CD52 es una
proteina de superficie que se expresa en linfocitos maduros y por tanto
es usada como diana para la linfodeplecién previa (alemtuzumab junto
con fludarabina y ciclofosfamida) y asi evitar el rechazo de las células
CAR-T. Estas células T doble editadas no causaron EICH, fueron capaces
de eliminar a las células tumorales in vivo y no respondieron al
anticuerpo monoclonal anti-CD52 (alemtuzumab) (Poirot et al., 2015). La
misma estrategia se aplico a células T que expresan un CAR anti-BCMA
para el tratamiento del mieloma multiple, obteniendo una actividad in
vivo similar a las células CAR no editadas (Sommer et al., 2019). Otra
estrategia utilizada para aumentar la persistencia de las células CAR-T
alogénicas consiste en utilizar analogos de nucleétidos de purina como
régimen de pre-acondicionamiento para la deplecion de linfocitos y
eliminar el gen DCK (desoxicitidina quinasa) junto al TCR en las células
CAR-T (Valton et al,, 2015). Ren y cols., fueron pioneros en la edicion
multiple de mas de dos sitios del ADN. Generaron células CAR-T anti-
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CD19 deficientes para TCR y hasta tres moléculas mas, como [-2
microglobulina (B2M, una subunidad esencial de la molécula HLA-I),
PD1, CTLA4 o Fas (CD95) utilizando el sistema CRISPR/Cas9 y en un
Unico paso (los ARNg se incorporaron junto con el ADNc del CAR en el
vector lentiviral). La eficacia disminuyéo a medida que aumento el
numero de genes diana (Ren, Zhang, et al., 2017). Simultaneamente, el
mismo equipo realizd una edicion doble o triple del genoma de los loci
TCR, B2My PDCD1, pero en este caso el sistema CRISPR/Cas9 se entregd
como ARN. Las células CAR-T editadas por triplicado presentaron
respuesta alogénica reducida y una actividad antitumoral mejorada en
un modelo de leucemia Nalm-6-PDL1+ (Ren, Liu, et al., 2017). Como se
ha mencionado anteriormente, el Dr. Sadelain demostr6 que la
generacion de células T TRAC-CAR-T (TCRKO y CAR expresado desde el
locus TRAC) presentaban una mayor actividad antitumoral en un modelo
de ratdén con LLA, manteniendo un fenotipo menos agotado y menos
diferenciado (Eyquem et al., 2017). Mdultiples estudios han seguido esta
estrategia usando diferentes herramientas (Hale et al., 2017; Jo et al,
2022; Kath et al., 2022; MacLeod et al, 2017; Mueller et al., 2022;
Sachdeva et al.,, 2019; Wiebking et al., 2021).

Para la disrupcién de genes en células T se han utilizado ampliamente
diferentes nucleasas que generan roturas de doble cadena, lo que puede
producir efectos no deseados. Como alternativa, los editores de bases
CRISPR-Cas9 permiten la modificacion de nucleétidos en el locus diana
sin generar DSBs, induciendo codones de parada prematuros o
interrumpiendo los sitios de empalme (SA o SD). Usando editores de
base de citidina de primera generacion, se han generado células T
editadas con alta eficiencia, obteniendo hasta células CAR-T anti-CD19
triple negativas (TRAC, B2M, PDCDT), que mostraron una capacidad
antitumoral mejorada in vitro (Webber et al., 2019). La octava generacién
del editor de base de adenina (ABE8s) dirigido a secuencias de ADN para
modificar sitios de empalme también se ha aplicado en células T
primarias, con el objetivo de editar los genes B2M, CIITA (gen que
codifica para una proteina que forma parte del complejo HLA 1) y TRAC,
obteniendo >98% de eficiencia de triple edicion (Gaudelli et al., 2020).
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6.2. Desarrollo clinico de las células CAR-T universales

En la primera prueba clinica se administr6 el producto UCART19, células
CAR-T anti-CD19 negativas para TCR y CD52 desarrollado por Cellectis
usando su tecnologia TALEN, a dos pacientes pediatricos con LLA-B en
recaida. Ambos presentaron remision del tumor y sin desarrollar EICH
significativa, tras lo cual recibieron un trasplante de médula 6sea (Qasim
etal., 2017). Tras estos resultados esperanzadores se llevaron a cabo tres
ensayos clinicos usando las células UCART19: en nifios con LLA-B
(NCT02808442, PALL), adultos con LLA-B (NCT02746952, CALM) y en
pacientes con neoplasias linfoides avanzadas (NCT02735083). Los
ensayos PALL y CALM ya han sido completados, obteniendo una
supervivencia total del 55% (Benjamin et al, 2020). Los nuevos
productos basados en UCART19 son ALLO-501 (NCT03939026), con una
fabricacion mejorada, y ALLO-501A (NCT04416984), que elimina el
dominio de reconocimiento de rituximab.

Usando una estrategia similar se han generado células CAR-T anti-BCMA
universales (ALLO-715, NCT04093596, y ALLO-605, NCT05000450);
UCARTCS1A (NCT04142619) para pacientes con R/R MM; células CAR-T
anti-CD22 universales (UCART22) para tratar pacientes con R/R LLA-B
(NCT04150497, BALLI-01); asi como células CAR-T anti-CD123
(UCART123), para la neoplasia blastica de células dendriticas
plasmocitoides (NBCDP) (NCT03203369, ABC123) y LMA recidivante
(NCT03190278, AMELI-01).

La tecnologia CRISPR/Cas9 también ha sido ampliamente usada para la
generacion de células UCAR-T. El producto CTA101, desarrollado por la
empresa China Bioheng Biotech usando CRISPR/Cas9, constituye el
primer CAR-T universal dirigido frente a dos antigenos, CD19 y CD22.
Recientemente, se han publicado los resultados del producto
TT52CAR19 (NCT04557436), células CAR-T anti-CD19 en las que la
expresion de TRAC y CD52 ha sido eliminada mediante CRISPR/Cas9
siguiendo una estrategia todo en uno (ARNg incluido en el 3'LTR del
vector lentiviral que expresa el CAR). Cuatro de los seis pacientes con
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LLA-B tratados experimentaron remision y recibieron un trasplante de
medula 6sea (Ottaviano et al., 2022). Therapeutics AG tiene en marcha
multitud de ensayos con células CAR-T universales generadas con la
tecnologia CRISPR/Cas?9.

La empresa Precision BioSciences ha generado diferentes productos
CAR-T alogénicos (PBCAR) mediante la insercion del CAR en el locus
TRAC empleando su plataforma ARCUS, basada en la meganucleasa I-
Crel.

También se ha realizado la inactivacidn del gen TCR para generar células
CAR-T anti-CD3 resistentes al fratricidio para tratar LLA de células T. Para
tratar las neoplasias malignas de células T, se han desactivado otros
marcadores como CD7. Usando CRISPR/Cas9, las células CAR-T anti-
CD7 (UCART7) mediaron la destruccion eficiente de las células T
malignas sin presentar un fratricidio de células T significativo (Gomes-
Silva, 2017; Cooper et al, 2018).

La terapia CAR-T universal sin edicion génica también estd siendo
evaluada en pacientes. La compafia Celyad ha llevado a cabo varios
ensayos clinicos con CYAD-101 (NCT04167696 y NCT04613557), un
producto de células UCAR-T dirigido a NKG2D que ademas expresa un
péptido truncado (CD3z) para interferir con la sefalizacién del TCR
(Michaux et al.,, 2022). Otros CAR-T alogénicos fabricados sin edicion
génica que estan siendo estudiados en clinica son LUCAR
(NCT04176913) 'y  ThisCART  (NCT04601181,  NCT05127135,
NCT05106907, NCT04384393, NCT05106946).

PRODUC DIANA ESTRATEGIA FASE cODIGO INDICA-
-TO NCT CION
CELULAS CAR-T ALOGENICAS CON EG

CTA101 CD19/  Células T TRACKI [ NCT04227015/ R/R
CD22 (CAR) y CD52 KO NCT04154709/ neoplasias
(CRISPR/Cas9) NCT04026100 tipo B
RD13-01 CcD7 Células T CD7 KO, NCT04538599/ R/R
TRAC KO, RFX5 NCT04620655  Neoplasias
KO (CRISPR/Cas9) tipo T/NK
CART-33 CD33  Células TTRAC KO NCT02799680  R/R LMA
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NCT05164042

NCT05143112

NCT05015972

NCT04767308

CELULAS CAR-T ALOGENICAS SIN EG

Células T
reguladoras
Células T de un
donante
compatible
Células T de un
donante
compatible

Células T de un
donante
compatible
Células T de un
donante
compatible
No especificado

No especificado

No especificado

Células T de
sangre de cordén
de un donante
compatible
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1/11

NCT05114837

NCT02799550

NCT02050347

NCT04173988

NCT04176913

NCT04601181/
NCT05106946
NCT05127135

NCT04384393/

NCT05106907

NCT05391490

LLA-B

R/R LLA-B

R/R
linfoma B

R/R
neoplasias
tipo B
Neoplasias
CD5+

R/R LLA-B

R/R LLA-B

R/R
Neoplasias
tipo B
post-
trasplante
de médula
Osea
R/R LLA-B
pediatrica

R/R LNH-B

R/R
Neoplasias
tipo B
R/R
Neoplasias
tipo T
R/R
Neoplasias
tipo B
Neoplasias
tipo B



CELULAS
CAR-T

FT819

ADI-001

CELULAS
CAR-TTA
CELULAS
CAR-TTA
CELULAS
CAR-TTA
CD30.CAR
-EBVSTS

EBV-CTLS

CD19.CAR

MULTIVST
S

CD19

CD19

CD20

CD19

CD19

CD7

CD30

CD19

CD19

Células T de
sangre de cordén
de un donante
compatible. CAR
insertado con SB

Células T
derivadas de iPSCs
TRAC KI (CAR)
usando
CRISPR/Cas9
Células T V61yd
alogénicas
Células Tyd

Células Tyd
Células Tyd

Linfocitos T
citotdxicos
especificos para
EBV
Linfocitos T
citotdxicos
especificos para
EBV
Linfocitos T
citotdxicos multi-
virus especificos

NCT01362452

NCT04629729

NCT04735471
NCT04796441/
NCT05388305
NCT02656147
NCT04702841

NCT04288726

NCT01430390

NCT03768310

Neoplasias
linfoides
tipo B
post-
trasplante
de SCU
Neoplasias
tipo B

Neoplasias
tipo B
R/R LMA

Neoplasias
tipo B
Neoplasias
tipo T
Linfomas
CD30+

Neoplasias
tipo B

LLA-B,
LNH-B

Tabla 4. Resumen de los ensayos clinicos con células CAR-T alogénicas para
neoplasias hematolégicas. EG: edicion gendmica; R/R: Recidivante/Refractario; KO:
knock out; KI: knock in; LLA-B: leucemia linfoblastica aguda de células B; LNH-B: linfoma
no Hodgkin de células B; LLC-B: leucemia linfocitica crénica de células B; MM: mieloma
multiple; LMA: leucemia mieloide aguda; LLA-T: leucemia linfoblastica aguda de células
T, LLB-T: linfoma linfobastico de células T; NBCDP: neoplasia blastica de células
dendriticas plasmocitoides; LLCP: linfoma linfocitico de células pequefas; SCU: sangre
de corddon umbilical; EBV: virus Epstein-Barr.*Cas-CLOVER funciona similarmente a
CRISPR/Cas9 pero usa la nucleasa CloO51 unida a una Cas9 muerta (dCas9) guiada por

dos ARNg.
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6.3. Desafios de la terapia CAR-T universal
6.3.1.EFICACIA

Uno de los principales desafios de la tecnologia UCAR-T es su
persistencia en el paciente. Para evitar que las células UCAR-T sean
atacadas y rechazadas por el sistema inmunitario del huésped, el
régimen de linfodeplecion previo a la infusién de células UCAR-T es mas
intensivo que el anterior a la terapia CAR-T autéloga. Ademas, si las
células UCART se infunden de forma recurrente, es necesario realizar una
re-linfodeplecién para mantener su persistencia in vivo. Estos
tratamientos conducen a una mielo-supresion grave, lo que aumenta en
gran medida el riesgo de hemorragia e infeccion. Como hemos descrito
anteriormente, existen varios trabajos que combinan la disrupcion del
TCRy HLA de clase | o Il, para reducir tanto la alorreactividad como el
reconocimiento inmunoldgico por parte del paciente, aumentando la
persistencia de células CAR-T alogénicas (Figura 10). La estrategia mas
utilizada para eliminar las moléculas HLA de clase | consiste en la
eliminacion de la 32 microglobulina (Ren et al., 2017; Liu et al., 2017, etc).
La deplecién de las moléculas HLA de clase Il se puede lograr
dirigiéndose a factores reguladores como CIITA, RFX5 o RFXANK
(Krawczyk et al., 2004). Sin embargo, la ausencia de estas moléculas en
la superficie celular puede desencadenar el reconocimiento y posterior
destruccion por las células NK. Por este motivo, en algunos casos la
disrupcién de B2M se acompafa de expresion de moléculas HLA no
clasicas, como HLA-E o HLA-G (Gornalusse et al., 2017), ligandos de los
receptores inhibidores siglec7 y siglec9 y/o de la eliminacion de CD155,
un ligando activador (Wang et al., 2021).

6.3.2.SEGURIDAD

Como hemos comentado, el uso de las herramientas de edicion génica
trae consigo el riesgo de insertar mutaciones y alterar genes no
deseados, por lo que existe un riguroso seguimiento de todos los
pacientes tratados con los productos UCAR-T. En octubre de 2021, la
FDA paro6 todos los ensayos clinicos con los productos CAR-T alogénicos
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de Allogene Therapeutics, desarrollados usando la tecnologia TALEN de
Cellectis. Esta suspension fue introducida tras la deteccién de células
CAR-T anti-CD19 con anomalias cromosémicas en la biopsia de médula
Osea de un paciente con linfoma folicular transformado en estadio IV
que desarrollé anemia aplasica secundaria después del tratamiento con
ALLO-501A. Sin embargo, los investigadores confirmaron que esta
alteracion no estaba relacionada con el proceso de edicién gendmica.
La anomalia fue un evento aislado y no se detectdé en ninglun otro
paciente tratado con el mismo lote de ALLO-501A o cualquier producto
ALLOCAR-T, por lo que la FDA anunci6 el fin de esta suspension clinica
en enero de 2022 (Sheridan, 2022). Recientemente, se ha reportado una
inversion en el cromosoma 14 en un paciente que habia recibido células
CAR-T alogénicas editadas con TALEN para eliminar la expresion de los
genes TCRy CD52. Tras analizar los sitios de ruptura, dicha inversién se
ha relacionado con una recombinacién mediada por las enzimas
codificada por el gen activador de recombinaciéon (RAG) de manera
espontanea (Sasu et al., 2022).
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Fuentes de células T alogénicas

A
@ )
Células Tap  Células Tyd  iPSCs Celulas T de Células T virus-

corddn umbilical especificas

EG‘ AG

LEICH
TCR-B KO { Inmunosupresién
TCR-a KO PD1 KO
CTLA4 KO
) i TIM3 KO
T Persistencia LAG3 KO
B2M KO Fas KO
CIITAKO TGFBR2 KO
RFX5 KO
RFXNAK KO
CD52 KO
DCK KO
HLA-E
HLA-G Molécula Diana
CD155KO linfodeplecion

Célula CAR-T universal

Figura 10. Fuentes celulares y estrategias de edicion gendmica para generar
productos CAR-T universales. Las posibles fuentes de células T alogénicas que estan
siendo exploradas en ensayos clinicos son: sangre de adultos sanos, sangre de cordén
umbilical, células T virus-especificas, células Tyd y células T inducidas a partir de células
madre pluripotentes (iPSCs). Todas ellas son susceptibles de sufrir edicién gendmica (EG)
y adicién génica (AG) para aumentar la seguridad y potencia de las células CAR-T. La
eliminacién del TCR enddgeno aborda las barreras de histocompatibilidad. La
persistencia de las células TCRKO CAR-T se puede mejorar mediante la interrupcién de
las moléculas del HLA de clase | (eliminando B2 microglobulina (B2M)) o del HLA clase
Il (a través de la eliminacion de CIITA o RFXANK), junto con la expresion de un inhibidor
de células NK (como HLA-E o HLA-G). También se puede aumentar la resistencia al
régimen de lifodeplecion eliminando CD52 para la resistencia al anticuerpo anti-CD52,
o eliminando el gen de la desoxicitidina quinasa (DCK) para la resistencia a analogos de
nucledtidos de purina. Las células CAR-T alogénicas pueden modificarse para
contrarrestar algunos mecanismos de inmunosupresién en el microambiente tumoral,
como la interrupciéon de los receptores inhibidores (RIs) o moléculas que median la
apoptosis celular como el receptor Fas. Figura creada con BioRender.com.
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HIPOTESIS Y JUSTIFICACION

La terapia adoptiva con células T modificadas genéticamente representa
el nuevo pilar de la inmunoterapia. Entre ellas, las células T modificadas
con receptores quiméricos dirigidos a antigenos tumorales (células CAR-
T) han sido particularmente exitosas para el tratamiento de canceres
hematologicos. Esta notable actividad terapéutica ha resultado en la
aprobacion de seis productos CAR-T por parte de la FDA/EMA. En
Espafa, la terapia con células CAR-T ARI-0001 ha sido aprobado para
‘exencion hospitalaria’ por la Agencia Espafiola de Medicamentos vy
Productos Sanitarios (AEMPS) para los pacientes con LLA-B mayores de
25 afnos.

A pesar del destacado beneficio clinico de las células CAR-T, alin existen
desafios importantes asociados con el proceso de fabricacién, ya que
esta terapia se basa en el uso de células T del propio paciente
(autologas). Este requerimiento reduce significativamente el nUmero de
pacientes que pueden verse beneficiados por las terapias CAR-T. Los
principales cuellos de botella son: 1) las dificultades de produccién a
partir de pacientes con un sistema inmune comprometido; 2) el tiempo
de espera para poder administrar el producto terapéutico, y 3) muchos
pacientes no cumplen los requisitos minimos para poder ser tratados
con CAR-T.

La mayoria de estas limitaciones se pueden superar mediante la
fabricacion de células CAR-T utilizando células T de donantes sanos. Para
generar estos productos alogénicos y evitar la enfermedad de injerto
contra huésped, han surgido diferentes estrategias. Una de las mas
utilizadas consiste en el uso de la edicién génica para interrumpir
aquellos genes involucrados en dicha respuesta.

Por otro lado, las caracteristicas fenotipicas del producto inoculado
estan altamente involucradas en su eficacia. Existe una alta evidencia de
que una mayor presencia de células memoria con alto potencial para
auto-renovarse y diferenciarse (células T madre memoria) correlacionan
directamente con una mejor respuesta terapéutica.
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Nuestra hipotesis es que es posible mejorar la disponibilidad y la eficacia
terapéutica de las células CAR-T mediante edicion génica de los
linfocitos T y optimizando su manipulacién ex vivo para generar un alto
porcentaje de células T memoria modificadas genéticamente.
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OBJETIVOS

El objetivo global de esta Tesis es desarrollar una plataforma terapéutica

segura y eficiente que permita la generacion de células CAR-T

universales con mayor persistencia. Para ello se recurrira a herramientas

de edicion génica y al uso de moduladores metabdlicos. Se perseguiran

los siguientes objetivos concretos:

1.

Generacion y caracterizacion de células CAR-T anti-CD19

universales.

1.1. Optimizacion de la eficacia y seguridad de la edicion génica de
células T primarias humanas.

1.2. Combinacion edicidén génica y vectores lentivirales para generar
células ARI-CAR-T universales.

1.3. Estado metabdlico de las células TCRKO ARI-CAR-T.

1.4. Andlisis de la respuesta alogénica de las células TCRKO ARI-
CAR-T.

1.5. Determinacion de la actividad anti-leucémica de las células
TCRKO ARI-CAR-T.

1.6. Adaptacion del protocolo para generar células T TCRKO en un

electroporador clinico.

Mejora de la actividad antitumoral de las células CAR-T

universales mediante intervencion metabdlica.

2.1.

2.2.

2.3.

Expansion de células T primarias en presencia de moduladores
metabolicos.

Tratamiento de las células TCRKO ARI-CAR-T con los
moduladores metabdlicos.

Efecto de los moduladores metabdlicos en la actividad
antitumoral de las células TCRKO ARI-CAR-T.
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MATERIALES Y METODOS

1. CULTIVO CELULAR

1.1.  Lineas celulares humanas

Las lineas Namalwa (linfoma de Burkitt, ATCC® CRL-1432) y Jurkat
(leucemia aguda de células T humanas, ATCC® TIB428 152) fueron
expandidas 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. Las lineas HEK-293T
(células embrionarias humanas procedentes de riidbn embrionario,
ATCC® CRL-11268)) y MiaPaCa2 (carcinoma de pancreas, ATCC® CRL-
1420™) fueron cultivadas en DMEM (Biowest) suplementado con 10%
FBSy 1% PS a 37°Cy 10% o 5% de CO2, respectivamente. Las células
Namalwa y Namalwa CD19KO expresando la proteina verde
fluorescente eGFP y nanoluciferasa (NLuc) fueron generadas
previamente en el laboratorio, asi como las células MiaPaca CD19 eGFP-
NLuc (Tristan-Manzano et al., 2022). Todas las lineas fueron mantenidas
a la densidad celular indicada por las instrucciones de la ATCC y testadas
para micoplasma usando el kit MycoAlert Mycoplasma Detection (Lonza).

1.2.  Células T primarias humanas

Las alicuotas de productos de aféresis de donantes sanos se obtuvieron
bajo consentimiento informado en el hospital Reina Sofia (Cordoba,
Espafa). Las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs, del
inglés Peripheral blood mononuclear cells) fueron aisladas mediante
gradiente en Ficoll (Lymphosep, Biowest) y congeladas. Posteriormente,
las PBMCs fueron descongeladas y cultivadas en medio TexMACs (un
medio optimizado para el cultivo de células T sin suero, con albdimina
sérica humana, glutamina estable y fenol rojo, Miltenyi Biotec)
suplementado con 20 ng/ml de IL-2 (Miltenyi Biotec) o 10 ng/ml de IL-
7'y 10 ng/ml de IL-15 (Miltenyi Biotec), 5% de suero humano AB y 1%
P/S (Biowest) a una densidad de 2x10° células/ml, a 37°C, 5% CO2. Al
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dia siguiente las células fueron activadas con T cell TransAct (una
nanomatriz anti-CD3/anti-CD28, Miltenyi Biotec). Tras la activacion se
realizaron pases cada 2 o 3 dias manteniendo la densidad celular de
1x10° células/ml. Para los experimentos de intervencién metabdlica, las
PBMCs fueron activadas en presencia de 25 yM de UK5099 (inhibidor
del transportador mitocondrial de piruvato, Selleckchem), 5 uM de
AG221 (inhibidor de la isocitrato deshidrogenasa tipo 2, Selleckchem) o
200 nM de CAL-101 (inhibidor de PI3K§, Selleckchem). Como control
negativo, las PBMCs fueron cultivadas en el disolvente, dimetilsulféxido
(DMSO, Sigma-Aldrich). Para los experimentos realizados durante la
estancia, las PBMCs fueron cultivadas en medio RMPI (Biowest)
suplementado con 8% de suero humano y 150 U/ml de IL-2 (PeproTech)
y activados con bolitas aCD3/CD28 (Dynabeads, ThermoFisher). Bajo
todas las condiciones, tras 7-9 dias de cultivo la poblacién de células T
era superior al 90%.

2. VECTORES LENTIVIRALES
VL-ARI-0001

Vector lentiviral de tercera generacion que expresa un CAR a-CD19 bajo
el control del promotor hEF1a, cedido por el Dr. Manel Juan Otero y la
Dra. Castella (Castella et al., 2019).

3. PRODUCCION DE PARTICULAS LENTIVIRALES Y
TITULACION

3.1. Transfecciéon

Previamente se realiz6 una maxiprep usando el kit NucleoBond Xtra Maxi
EF (Macherey-Nagel). Se corrobor6 la pureza del producto mediante
absorbancia y digestion con Hindlll. Para la generacion de vectores
lentivirales, las células HEK-293T fueron sembradas en placas de 10 cm
(Sarsted, Newton, NC) con una confluencia menor del 90% vy
transfectadas mediante un sistema de segunda generacion basado en
tres plasmidos: (1) Plasmido-vector; (2) Plasmido empaquetador del
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virus VIH (pCMVAR8.9) (http://www.addgene.org/Didier Trono)y (3)
Plasmido de la envuelta VSV-G (pMD2.G)
(http://www.addgene.org/Didier Trono), en proporciéon 10:7:3 usando

como reactivo de transfeccion polyethylenimine (PEI, Alfa Aesar). Alas 5
h se realiz6 un cambio de medio para evitar la toxicidad de VSV-G.

3.2.  Recogida y concentracion

Los sobrenadantes virales fueron recogidos a 30, 48 y 72 h tras la
transfeccién, filtrados con filtros de 0,45 um (Nalgen). La concentracion
de las particulas virales recogidas se realizd6 ~mediante
ultracentrifugacion usando el rotor SW 32 Ti (Beckman) a 23 000 rpm
durante 2 h a 4°C. Los virus fueron alicuoteados y almacenados a -80°C.

3.3. Titulacion de los vectores

Los titulos virales se determinaron a través del calculo de particulas
eficientes (unidades de transduccion por mililitro; UT/ml) por citometria
de flujo. Para ello, se utilizaron células faciles de transducir (células
Jurkat), se plaquearon 10° células por pocillo en una placa de 48 pocillos
y se cultivaron con diferentes cantidades de sobrenadantes virales sin
concentrar y concentrados durante 5 h. A los 3-4 dias, se determind el
porcentaje de células positivas en el citometro. Las UT/ml fueron
calculadas relacionando el porcentaje de células transducidas con el
volumen de virus usado en rango lineal, siguiendo la siguiente féormula:
%células positivas x 10°/ Volumen sobrenadante viral (ml), asumiendo
que las células contienen una Unica copia del vector (para ello el
porcentaje de transduccion debe ser menor del 30%). A partir del titulo
se puede calcular la multiplicidad de infeccién (MOI), aplicando la
formula: MOI= UT/ml x Volumen sobrenadante viral (ml)/ n® células
transducidas.

4. TRANSDUCCION LENTIVIRAL Y ELECTROPORACION

Las PBMCs activadas con la nanomatriz anti-CD3/anti-CD28 durante 48
h fueron transducidas con las particulas virales a MOI=10 mediante
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espinoculacién (800g durante 60 min a 32°C). Tras 5 horas, las células
fueron lavadas a 300g durante 5 min y sembradas en medio TexMACs
suplementado a una densidad 1x10°8 células/ml. Dos o tres dias después,
las células fueron editadas con CRISPR/Cas9. Para ello, en primer lugar
se formaron los complejos de ribonucleoparticulas (RNPs) incubando 3,3
MM de Cas9 como proteina (IDT) con 10 uyM del ARN guia dirigido al
primer exén del locus TRAC (ARNgmac: Ucaggguucuggauaucugu,
GenScript) en un ratio 1:3 durante 15 min a temperatura ambiente.
Durante este tiempo, se determind la densidad celular y la cantidad
requerida de células fue lavada una vez con PBS y una segunda vez con
el buffer de electroporacién (medio Opti-MEM, ThermoFisher). Todas las
centrifugaciones se realizaron a 300g durante 5 min a temperatura
ambiente. Las células fueron resuspendidas en la solucion conteniendo
las RNPs y se afladié Opti-MEM hasta alcanzar el volumen final de la
cubeta de nucleofeccién (20 o 100 ul, Lonza). La mezcla fue
electroporada usando el 4D-Nucleofector (Lonza) y el programa EO-115.
Durante la estancia se uso el electroporador Nepa21 (Nepagene). Las
células fueron recuperadas en medio TexMACs sin suplementar a 37°C
y sembradas a una concentracién de 2x10° células/ml (teniendo en
cuenta que tras la electroporacion la viabilidad es del 50%). Después de
5 horas, las células fueron diluidas a 1x10° células/ml afiadiendo medio
TexMACs suplementado al 2x. Tras 48 h-72 h las células se lavaron en
caso de que fuera necesario y se cultivaron a 1x10° células/ml en medio
completo. Siete dias tras la transduccion, el porcentaje de células
transducidas y editadas, junto con la caracterizacion fenotipica, fue
determinado mediante citometria de flujo. La eficiencia de edicion fue
corroborada por secuenciacién (ver abajo).

Para los experimentos de seguridad de edicion las PBMCs fueron
activadas y editadas (dia 4, D4) o fueron activadas, mantenidas en cultivo
y editadas (dia 17, D17).
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5. CALCULO DEL NUMERO DE COPIAS DEL VECTOR POR
CELULA (N.C.V.) POR PCR DIGITAL (dPCR)

Para obtener el calculo de nimero de copias del vector por células las
células transducidas fueron lisadas a los 7-10 dias y se extrajo el ADN
gendmico (ADNg) haciendo uso del kit comercial QiAamp DNA Mini
(Qiagen). Para la dPCR se utilizo la ddPCR supermix for probes (no dUTP)
(BIO-RAD) y oligonucleétidos y sondas dirigidas a la secuencia Psi del

vector (LVPSIFw-CAGGACTCGGCTTGCTGAAG; LVPSIRv-
TCCCCCGCTTAATACTGACG; LVPSIPRB-/56
FAM/CGCACGGCAAGAGGCGAGG/3IABkFQ/) y al gen GAPDH
(GAPDHFw-GGCCTCCAAGGAGTAAGACC; GAPDHRv-
TGGTACATGACAAGGTGCGG; GAPDHPRB-

/5HEX/CCTCACTGCTGGGGAGTCCCTGCCACA/3IABKFQ/). Como control
se usé ADNg con una sola copia de vector (obtenido de un modelo
generado previamente en el laboratorio). Se depositaron 22 ng de ADNg
de cada muestra por duplicado. La reaccion de amplificacion se llevé a
cabo en el sistema C1000 Touch (BIO-RAD) usando el programa: 1x
(25°C, 1 min); 1x (95°C, 10 min); 40x (97°C, 15 seg; 61°C, 45 seq).
Finalmente, la cuantificacion de las gotas se llevd a cabo en el equipo
QX 200 Droplet Reader (BIO-RAD) y los resultados fueron analizados en
el programa QuantaSoft.

6. ANALISIS DE LAS MUTACIONES GENERADAS

6.1.  Analisis en la secuencia diana (on-target)

Una alicuota de células no editadas (WT) y editadas a los diferentes dias
(TCRKO D4 y TCRKO D17) fueron lisadas a los 5-7 dias tras la edicion y
se extrajo el ADNg usando el kit comercial Q/Aamp genomic DNA
(Quiagen). La reaccion se llevé a cabo usando KAPA2G Fast Hot Start
Ready Mix (Sigma-Aldrich), 10 ng de ADNg y la pareja de
oligonucleétidos 1 (Tabla 5). Todas las reacciones se llevaron a cabo por
duplicado en el termociclador Veriti (ThermoFisher) usando el
programa: 1x (95°C, 5min); 40x (94°C, 45 seg / 60°C, 15 seg/ 72°C, 30
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seqg); 1x (72°C, 10 min). Para la secuenciacion Sanger, los productos de
PCR fueron amplificados usando el kit QIlAquick PCR Purification
(Quiagen). Las secuencias fueron analizadas usando el programa ICE
(https://ice.synthego.com/), el cual nos aporta la eficiencia de edicion y

la distribucion de los indels (inserciones/deleciones).

6.2.  Analisis fuera de la secuencia diana (off-target)

La herramienta Cas-OFFinder (http://www.rgenome.net/cas-offinder/)

fue empleada para la predicién in silico de los posibles off-targets del
guia ARNgrac. Se seleccionaron seis posibles sitios, los cuales fueron
analizados en el ADNg de células editadas y no editadas por
secuenciacion Sanger y usando el software ICE. La secuencia
oligonucleétidos usados aparece en la tabla 5.

6.3. Secuenciacion masiva

Partiendo de ADNg de células editadas y no editadas se amplifico 532p
pb alrededor del punto de corte del ARNgrrac (pareja 1, tabla 5). Los
amplicones generados se secuenciaron usando el equipo MiSeq™
(Ilumina). Se recortaron los adaptadores usando Cutadapt
(https://doi.org/10.14806/ej.17.1.200) para oligonucledtidos universales

de lllumina y el control de calidad fue realizado usando fastqc
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc). Para el

alineamiento al genoma de referencia (hg38) se us6 bwamem. Las
secuencias alineadas fueron convertidas a un formado BAM, ordenadas
e indexadas usando Samtools (Li et al., 2009), de manera que podian ser
visualizadas usando la herramienta IGV (Robinson et al., 2011). La
frecuencia de indels fue obtenida usando la herramienta online Cas-
Analyzer (CRISPR RGEN Tools, http://www.rgenome.net/casanalyzer/)
(Park et al., 2017).

6.4. Analisis de largas deleciones por PCR

Se amplificé una regién de 4 kb alrededor del punto de corte usando
los oligonucleotidos Fw8 y Rv8 (pareja 8, Tabla 5) y 50 ng de ADNg.
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Todas las reacciones se llevaron a cabo por duplicado en el
termociclador Veriti (ThermoFisher) usando el programa: 1x (95°C, 3
min); 40x (94°C, 15 seg / 62°C, 2.5 min/ 72°C, 3 min); 1x (72°C, 10 min).
Los productos de PCR se cargaron en un gel 1% de agarosa y el gel se
revel6 en el sistema Gel Doc™ EZ System (Bio-Rad) y las imagenes se
analizaron usando el programa Image Lab (Bio-Rad).

6.5. Aislamiento y caracterizacion de largas deleciones

Una de las calles del gel, en concreto la muestra del donante 3 a dia 4,
fue recortada y el ADN fue extraido usando el kit Q/Aquick Gel Extraction
(Qiagen) y clonado en un plasmido PCR2.1. Se transformaron bacterias
competentes (E.Coli, Stable3) y fueron sembradas en placas de agar LB
conteniendo X-Gal/IPTG (para permitir el rastreo de colonias azules y
blancas) y 50 pg/mL de ampicilina. Tras la incubacién toda la noche a
37°C, se picaron 40 colonias blancas (conteniendo los insertos) y fueron
resuspendidas en agua. EIl ADN plasmidico fue extraido usando el kit
Plasmid DNA Miniprep (Quiagen) de 20 clones diferentes. Todas las
secuencias obtenidas fueron alineadas al genoma de referencia (hg38)
usando UCSC BLAT (Kent, 2002) y visualizadas usando IGV (Robinson et
al, 2011). La presencia de elementos repetitivos fue evaluada usando
UCSC RepeatMasker (Tarailo-Graovac & Chen, 2009). Los fragmentos
entre las secuencias alineadas permitieron la identificacion de largas
deleciones. La presencia de microhomologias fueron analizadas usando
el paquete "Biostring” y un comando en R desarrollado por Owens y
cols., (Owens et al,, 2019). Este comando usa 10 pb aguas arriba y aguas
abajo de los puntos de corte de cada delecidn para identificar cada
microhomologia.

FW (5" A 3) RV (5'A 3))
PAREJA-1 TCTGCCAGAGTTATATTGCTG TTGAAGTCCATAGACCTCATGTC
PAREJA-8 CTCTGAGAGGGGTCATCCCA GGCAGCGAGGCATACATAGT
oT-1 AGCAGACATTTGGTTTGTGGG AGCTGATACCTTGCACTCTCC
oT-2 GCACTTTCCAATGTGGCCG ACAGCCTGCCTCAATGTTGT
oT-3 CTCTGAATCCCACAACCCTGA AGCCATCCTTCCCATCTGTT
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oT-4 TCCACAACGGATTTGTTCCAG CCAGCTTACTGCCTGAGGT
OT-5 ACCCATGCAATGTGCTTAACAT CTCCCCCTGCTATGTGTTCA
OT-6 ‘ GACCAATACAGGGGCTGCTT CCATTTGCATGCACAACCCA

Tabla 5. Descripcion y secuencia de los oligonucleétidos usados en el andlisis
mutagénico.

7. CITOMETRIA DE FLUJO (CF)

La expresion del CAR a-CD19 se determind usando el anticuerpo
primario IgG1 de cabra dirigido a la regién Fab murina conjugado a
biotina (Jackson Immunoresearch), y estreptavidina (APC, Thermo
Fisher) como anticuerpo secundario. Aproximadamente 50 000 células
fueron lavadas con buffer de lavado para CF (PBS+3% BSA+2mM EDTA)
e incubadas con el anticuerpo anti-Fab murino (1:100) durante 40 min.
Tras un lavado con el buffer para CF, se afadid la estreptavidina-APC
(1:330). Pasados 15 min se realizé la tincion extracelular para el marcaje
fenotipico durante 15 minutos. Finalmente, las células fueron lavadas
con PBS dos veces. Para la caracterizacion fenotipica de las células T se
usaron los siguientes anticuerpos monoclonales de superficie: hCD62L-
PE-Cy7/PerCP-Cy5.5 (1:200), hCD45RA-PE/FITC/BUV395  (1:200),
hCD45RO-PE/FITC/BUV805 (1:200), hCD3-PerCP-Cy5.5/APC-780/BV711

(1:200), hCD2-PerCP-Cy5/APC-780 (1:200), hCD4-
eFluor450/PeCy7/AlexaFluor532 (1:200), hCD8-eFluor450/PeCy7/BV421
(1:200), hTIM3-APC-Cy7/PE-CF594 (1:100), hLAG3-

PE/eFluor506/AlexaFluor700 (1:100), hPD1-APC/PE/APC-Cy7 (1:100),
hCD39-FITC (1:100), hCD95-PE (1:100), hCCR7-Pacific Blue (1:100),
hCD27-BV605 (1:100) y hCD28-PE-Cy7 (1:100) de eBioscience
(ThermoFisher) y Biolegend. Las subpoblaciones de células T se
definieron usando los marcadores CD45RA y CD62L: T naive/T madre
memoria (Tn/Tscm): CD45RA+CD62L+; T memoria central (Taw): CD45RA-
CD62L+; T memoria efectora (Tem): CD45RA-CD62L-, y T efectora (Te):
CD45RA+CD62L-. También se usé un panel mas extenso para marcar a
las células Tscm: CD45RA+ CD62L+ CCR7+ CD45RO- CD95+ CD28+
CD27+, y a las células Tcm: CD45RA- CD62L+ CCR7+ CD45RO+ CD95+
CD28+ CD27+.
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Para analizar la actividad mitocondrial, las células fueron incubadas con
éster metilico tetrametilrodamina (TMRM, ThermoFisher) y MitoTracker
Green (MG, ThermoFisher) a 37°C durante 20 min en RPMI sin rojo fenol
(ThermofFisher).

Para las muestras de raton, previamente a la tincion, los receptores Fcy
fueron bloqueados usando el anticuerpo anti-CD16/CD32 murino
(1:100, ThermoFisher), FcR blocking (1:150, Miltenyi) y 5% de suero de
raton (Sigma Aldrich) durante 20 min. Posteriormente, las células fueron
lavadas con el buffer para CF y se procedi¢ a la tincién para determinar
el CAR combinada con la tincion extracelular. Para el marcaje de la
muerte celular se utilizé el colorante de viabilidad DAPI (4',6-diamidino-
2-fenilindol, Beckman Coulter).

Todas las tinciones se realizaron en hielo y en oscuridad y los lavados a
400g durante 5 min.

Para el recuento absoluto de células se usaron las bolitas CountBright
para citometria de flujo (ThermoFisher).

Las muestras fueron adquiridas en un citdmetro BD FACSCanto Il, BD
FACSVerse, BD LSR Il (BD Biosciences), o Cytek Aurora (Cytek), y los
datos fueron analizados usando el programa FlowJo (TreeStar) en la
ventana apropiada tras la eliminacion de dobletes y células muertas. Las
muestras se excluyeron de los analisis de citometria de flujo cuando se
registraron menos de 20 eventos en la poblacién celular de interés, ya
gue no permite una evaluacion fenotipica precisa, excepto cuando se
trataba de la cuantificacién absoluta de esa poblacion celular de interés.

8. ENSAYOS FUNCIONALES

8.1. Respuesta a antigenos alogénicos

Para evaluar la respuesta de las células T editadas para el TCR a
aloantigenos, las células WT y TCRKO ARI en reposo fueron lavadas y
mantenidas en medio TexMACs sin suplementar durante 24 h. Pasado
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este tiempo las células T fueron marcadas con Cell Trace Violet (CTV,
ThermoFisher). Brevemente, la cantidad deseada de células fue
resuspendida en PBS conteniendo CTV a una concentraciéon de 5 uM y
se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente en oscuridad.
Después las células fueron lavadas tres veces con RMPI suplementado
con FBS. Se determiné la densidad celular y se co-cultivaron con PBMCs
(deplecionadas para células CD19+) del mismo donante o de un
donante diferente a un ratio 1:5 efector:diana (E:D). A los seis dias se
determind la proliferacion de las células efectoras (CD3+CAR+/CD3-
CAR+) por citometria de flujo (midiendo la pérdida de tincion de CTV).

8.2.  Proliferacion

Para el estudio de la capacidad proliferativa de las células T tras 9 dias
en presencia de los inhibidores, las células fueron tefiidas previamente
a la activacion con el compuesto fluorescente éster de succinimidil-
carboxifluoresceina (CFSE, ThermoFisher) siguiendo el mismo protocolo
descrito para la tincibn con CTV y activadas via CD3/CD28. La
proliferacién celular se determiné midiendo la pérdida de CFSE por
citometria de flujo.

8.3. Citotoxicidad

La capacidad citotoxica de las células CAR-T aCD19 fue determinada
mediante cocultivo secuencial con células CD19+. En concreto se uso la
linea Namalwa, de linfoma de Burkitt y la linea MiaPaca CD19+, de
carcinoma pancreatico, modificada con vectores lentivirales para
expresar constitutivamente CD19 (60-70% CD19+, (Tristan-Manzano et
al., 2022)). Ambas lineas expresaban de forma constitutiva eGFP-NLuc
(100% eGFP+). Como control negativo se utilizaron las lineas Namalwa
eGFP-NLuc CD19KO, generada previamente en el laboratorio mediante
el sistema CRISPR/Cas9 y la linea MiaPaca eGFP-NLuc. Fueron
cocultivadas en varias réplicas a los ratios efector:diana (células CAR-
T:células CD19+, E:D) indicados partiendo de 2 x 10* células Namalwa
en una placa de 96 en U, o de 7,5 x 10° células MiaPaca en una placa de
96 de fondo plano (sembradas 3 0 4h antes para permitir su adherencia)
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en medio TexMACs no suplementado. Tras 24h o 48h se determiné el
contaje absoluto de células diana y efectoras, asi como el fenotipo de
las células T mediante citometria de flujo. Nuevas células Namalwa
fueron afnadidas a cada réplica cuando >80% de las células tumorales
fueron lisadas, para ello se descart6 la mitad del volumen del pocillo. En
el caso del cocultivo con MiaPaca, las células T fueron transferidas a una
nueva placa conteniendo las células tumorales adheridas cuando la lisis
especifica fue mayor del 10%.

La lisis especifica (%) para las células Namalwa se calculé usando la
formula:

%CD19 + (con CAR+)
%CD19 — (con CAR+)
%CD19 + (con CAR-)
%CD19 — (con CAR-)

x 100)

En el caso de las células MiaPaca, la lisis especifica tras cada encuentro
fue calculada como: (1-(N° CD19+ en presencia de CAR/ N° CD19+ en
ausencia de CAR))*100.

A las 24 h de cocultivo los sobrenadantes fueron recogidos y
almacenados a -80°C. Los niveles de TNFa y IFNy en los sobrenadantes
se midieron usando el kit ELISA MAX Deluxe Set (Biolegend, San Diego,
California, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.

9. MODELO ANIMAL Y ANALISIS POR
BIOLUMINISCENCIA

Todos los experimentos fueron realizados de acuerdo al protocolo
aprobado por el Comité de Etica de la Universidad de Granada (92-
CEEA-OH2015), en concordancia con la ley Europea (ETS 123 -
Protection of Vertebrate Animals, 18.111.1986) y espafiola (R.D. 53/2013).

Ratones NOD/scid-IL-2Rnull (NSG, The Jackson Laboratory), de seis a
ocho semanas de edad fueron inoculados intravenosamente (i.v.) con
3x10° Namalwa eGFP-NLuc células por ratén. Tres dias después se
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determind la dispersién tumoral por bioluminiscencia y los ratones
fueron homogéneamente repartidos en los diferentes grupos e
inoculados intravenosamente con: células CAR-T (50%CAR+, 2x10°
células CAR-T/raton), células T no transducidas (NT, 4x10%) o vehiculo
(PBS). Las células T habian sido expandidas previamente in vitro durante
10 dias y congeladas en nitrégeno liquido. La progresion tumoral fue
determinada dos veces en semana por bioluminiscencia (BLI). Para ello
el reactivo de la nanoluciferasa (fumirazina, Nano-Glo, Promega) fue
diluido en PBS (1/60) e inyectado intraperitonealmente a los ratones
previamente a la adquisicion en un analizador de espectro IVIS (Caliper,
Perkin Elmer). Las imagenes 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). Los
ratones fueron monitorizados para signos de enfermedad de injerto
contra huésped, como pérdida de peso, movilidad reducida, postura
encorvada, taquipnea o pérdida de pelo. Los ratones que sobrevivieron
un mes tras la induccién de la enfermedad recibieron una segunda dosis
de células Namalwa eGFP-NLuc. Los ratones que presentaron una
pérdida de peso superior al 20% o valores de BLI superiores a 5 x 10’
Fotones/seg fueron sacrificados.

Tras el sacrificio, muestras de sangre, médula 6sea, cerebro, higado y
bazo fueron analizadas para la presencia de células Namalwa y células
T/CAR-T humanas por CF. La suspensién de células del higado y bazo
fue obtenida por disrupcion mecanica, de la médula 6sea por perfusion
del fémur y tibia, y del cerebro por disrupcion mecanica seguida por
separacion en gradiente de Percoll. La sangre fue extraida de la vena
aorta y diluida en EDTA (Acido etilendiaminotetraacético).

10.ANALISIS DE LA ACTIVIDAD METABOLICA

Tras 10 dias de la estimulacion con a-CD3/CD28, la funcién mitocondrial
de las células CAR-T fue analizada a través de diferentes parametros
metabdlicos determinados usando el equipo Agilent Seahorse XF HS
Mini Analyzer y el kit comercial T cell metabolic profiling (Agilent
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Technologies). Las células CAR-T fueron lavadas, contadas vy
resuspendidas en medio XF RPMI, conteniendo 10 mM de glucosa, 2
mM de L-glutamina, y 1 mM de piruvato sodico. 1x10° de células fueron
sembradas por pocillo en las miniplacas XFp PDL. Durante la calibracidon
del instrumento las células fueron mantenidas a 37°C en un incubador
sin CO,. Las tasas de consumo de oxigeno (OCRs, del inglés oxygen
consumption rates) y de acificacién extracelular (ECARs, del inglés
extracellular acidification rates) fueron medidas en condiciones basales
y tras el tratamiento con 1.5 uM de oligomycina A (inhibidor de la ATP
sintasa), 2.5 uM de BAM15 (desacoplador mitocondrial), y 0.5 uyM
rotenona con 0.5 uyM antimicina A (inhibidor mitocondrial) (Agilent
Technologies). Los resultados fueron analizados usando el programa

Seahorse Analytics (https://seahorseanalytics.agilent.com/).

10.1.  Algunos conceptos metabolicos

- Tasa de produccion de ATPmito: es la tasa de produccién de ATP
(pmol/min) asociada a la fosforilacion oxidativa en la mitocondria.

- Tasa de produccion de ATPgluco: es la tasa de produccion de ATP
(pmol/min) asociada a la conversion de glucosa a lactato a través de
la via glucolitica.

- Capacidad respiratoria maxima (SRC, del inglés Spare Respiratory
Capacity): diferencia entre la maxima sefial OCR (medida OCR tras la
exposicién a un desacoplador) y el OCR basal (medida OCR antes de
la primera inyeccion). El desacoplador mimetiza una demanda de
energia fisiolégica estimulando a la cadena respiratoria para trabajar
a maxima capacidad. Por tanto, esta medida indica el potencial de
una célula para responder a una alta demanda energética. Este
parametro puede ser un indicador del estado celular y su capacidad
de adaptacion.

- Potencial metabélico (OCR): (medida maxima de OCR tras la
primera inyeccion/ medida OCR antes de la primera inyeccion) x 100.
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11. ELECTROPORACION CON ExPERT GTx

PMBCs aisladas de diferentes donantes fueron cultivadas en medio
TexMACs (Miltenyi Biotec) en presencia de 5% suero humano (Biowest),
1% de p/s (Biowest), 10ng/ml de IL-7 y 10ng/ml de IL-15 (Miltenyi
Biotec). Tras 48h de activacién con la nanomatriz anti-CD3/CD28
(Miltenyi Biotec), las células fueron lavadas dos veces con PBS y
resuspendidas en el buffer de electroporacion (Maxcyte) a una
concentracion de 108 células/ml. Para cada condicién se usaron 2x10°
células (20 pl), estas fueron mezcladas con RNPs ensambladas
previamente usando 60 pmol de ARNg y 29,8 pmol de Cas9 (ratio 2:1) o
19,8 pmol de Cas9 (ratio 3:1). Cada condicion a ser electroporada se
depositd en una cubeta de nucleofeccidon tipo OC25x3, la cual fue
introducida en el electroporador EXPERT GTx (Maxcyte) y se ejecutd el
programa Expanded T cell 3. Las células de cada condicion fueron
sembradas en Tml de medio TexMACs sin suplementar en una placa de
12. A las 4h se afadi6 a cada pocillo 1 ml de TexMACs suplementado
con 10% de suero humano y 20 ng/ml de IL-7 e IL-15, sin antibiético. Se
usaron como controles células no electroporadas y células
electroporadas con Cas9.

12.ANALISIS ESTADISTICO

Los analisis estadisticos fueron realizados usando el programa Prism 9
software (GraphPad Software Inc., La Jolla). Los ensayos estadisticos
realizados son indicados en la leyenda de cada figura. Los datos son
respresentados como la media + error estandar de la media (SEM).
Brevemente, las comparaciones para dos grupos se calcularon utilizando
Student’s T test. Las comparaciones de mas de dos grupos se calcularon
utilizando one-way ANOVA. Las comparaciones de datos agrupados se
calcularon utilizando two-way ANOVA. Las curvas de supervivencia
fueron obtenidas usando el analisis de Kaplan—-Meier.
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RESULTADOS

1. GENERACION Y CARACTERIZACION DE CELULAS CAR-T
ANTI-CD19 UNIVERSALES

1.1. Optimizacién de la eficacia y seguridad de la edicion
génica de células T primarias humanas

1.1.1.Eficacia

La traslacion a clinica de las células CAR-T alogénicas requiere de un
protocolo altamente eficiente y seguro para generar productos
universales. La estrategia mas seguida por los investigadores y clinicos
consiste en la eliminacién del TCR mediante el uso de herramientas de
edicion gendomica. En base a la literatura, elegimos el sistema
CRISPR/Cas9 como método de edicion gendmica. Este fue entregado en
forma de ribonucleoproteina (RNP), formada tras el alineamiento del
ARNg con la proteina Cas9 recombinante, y medinate electroporacién.
Se selecciond un guia de la literatura dirigido frente al exdn 1 del locus
TRAC (ARNgrrac) (Eyquem et al., 2017) (Figura 11A). En primer lugar, se
llevo a cabo una optimizacion del ratio y concentracion de ARNg y Cas9
utilizando PBMCs tras 4 dias desde su aislamiento (D4). La eficacia de EG
fue determinada por citometria de flujo, mediante tincion de CD3
(Figura 11B). Los mejores resultados (sobre un 90% de TCRKO) se
obtuvieron con un ratio ARNg/Cas9 de 3:1, usando 200 pmol de ARNg
y 67 pmol de Cas9 por cada 800 000 de células T primarias. Dado que
estas concentraciones habian saturado el sistema (250/83 de
ARNg/Cas9 no mejoraba la edicion, ver Figura 11B, grafica derecha), se
realizd otro experimento reduciendo las concentraciones, pero
manteniendo la proporcion 3:1 (Figura 11C). Ademas se utilizaron
PBMCs a diferentes dias de cultivo (D4 y D17), con la finalidad de
determinar el momento dptimo para EG. Los resultados mostraron que
si reducimos la cantidad de ARNg/Cas9 por debajo de 200/67 pmol se
reduce la eficiencia de EG casi a la mitad bajo estas condiciones. Ademas,
en condiciones 6ptimas, la eficacia es similar a D4 o D17 (cercana al

120



90%), aunque a menores concentraciones se observa que las células T
son mas permisivas a la EG tras 17 dias de cultivo/expansibn como
muestran los graficos de puntos de arriba-derecha (D4) frente a los de
abajo-derecha (D17) en la Figura 11C.

En base a estos resultados, establecimos la edicion a tiempos cortos de
expansion usando 200 pmol de guia y 67 pmol de Cas9 como el
protocolo estandar. Se procedio a analizar posibles diferencias entre las
poblaciones CD4 y CD8, asi como la estabilidad de la poblacion editada.
La eficiencia de disrupcion del TCR fue equivalente en células T CD8+ y
CD4+ (Figura 11D). La poblacion editada fue estable en el tiempo,
manteniendo su capacidad proliferativa hasta 4 semanas (Figura 11E).
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Figura 11. Generacion de células T TCRKO mediante electroporacion de
CRISPR/Cas9 como RNP (RNP+grac). (A) Diagrama del sistema CRISPR/Cas9 compuesto
de un guia de ARN dirigido al exdn 1 del locus TRAC y la proteina Cas9 recombinante
(RNP1rac). (B) Andlisis mediante CF de la pérdida de expresion de CD3 en PBMCs
electroporadas con diferentes ratios de ARNg y Cas9 a dia 4 en cultivo (D4). El porcentaje
de células CD3- obtenido en cada condicion aparece en cada grafico de puntos. (C)
Gréaficos de citometria indicando la expresién de CD3 en células editadas a tiempos




tempranos (4 dias en cultivo, D4) o mas tardios (17 dias en cultivo, D17) con cantidades
decrecientes de ARNg y Cas9. El porcentaje de células CD3- obtenido en cada condicién
es indicado en cada grafico de puntos. (D) Grafica representando el porcentaje de
células CD3- dentro de las poblaciones CD4+ y CD8+ (4 donantes independientes, n=8).
(E) Grafica que indica el porcentaje de células CD3- tras 4 semanas de la edicion (eje Y
izquierdo), asi como la expansion relativa de las células electroporadas, calculada
dividiendo el nimero de células determinado por contaje manual cada semana entre el
numero de células sembradas a dia O (eje Y derecho) (4 donantes independientes, n=4).
Las gréaficas muestran la media + SEM.

La manipulacion genética de las células T primarias puede inducir
cambios fenotipicos que reduzcan su eficacia antitumoral. Por lo tanto,
a continuacion, se procedio a analizar el fenotipo de las células T CD8+
(células efectoras antitumorales) 10 dias después de la edicion. Como
control se usaron PBMCs electroporadas solo con Cas9 (células WT) para
eliminar asi las diferencias debidas al proceso de electroporacion.
Usamos los marcadores CD45RA+ y CD62L+ para identificar las
diferentes subpoblaciones de células T, siendo las células Tn/Tscm
CD45RA+CD62L+ y las células Tcu CD45RA-CD62L+ (Figura 12A).
Como marcadores de agotamiento usamos CD39, TIM3, LAG3 y PD1
(Figura 12B). También diferenciamos entre distintos grados de
agotamiento en funcion de la expresiéon de 0, 1, 2 o 3 receptores
inhibidores (Figura 12C). Interesantemente, no encontramos diferencias
significativas entre células CD8+ editadas y no editadas, salvo una
menor expresion de PD1 en las células TCRKO (Figura 12B).
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Figura 12. Fenotipo de las células T editadas con el sistema CRISPR/Cas9 (RNPr1rac).
Tras 10 dias de edicion se analizaron diferentes marcadores de las células T mediante
CF. (A) Porcentaje de células células Tn/Tscm (CD45RA+CD62L+, gréfica izquierda) y
células Tem (CD45RA-CD62L+, grafica derecha) dentro de la poblacién CD8+ de células
electroporadas con Cas9 (WT) y RNPrac (TCRKO). (B) Porcentaje de células CD39+,
LAG3+, PD1+ y TIM3+ de células CD8+ WT y TCRKO. (C) Graficos representativos del
porcentaje de expresion de 0 (negro), 1 (azul), 2 (verde) y 3 (gris) marcadores de
agotamiento/receptores inhibidores (RI) (TIM3, PD1y LAG3) en células CD8+ WT (arriba)
y TCRKO (abajo). Las graficas muestran la media + SEM (7 donantes independientes,
n=8). La estadistica se basa en un Student’s t-test pareado de dos colas, *p<0,05.

Dado que el fenotipo de las células T se correlaciona con su estado
metabdlico, se analizé ademas el estado mitocondrial de las células T
editadas. Para ello usamos éster metilico tetrametilrodamina, (TMRM)
para medir el potencial de membrana mitocondrial y MitoTracker Green
(MG) para cuantificar la masa mitocondrial total. Segun la tincién de
ambos marcadores, dividimos a la poblacion de células CD8+ en células
con  mitocondrias  disfuncionales (MG+TMRM-),  energéticas
(MG+TMRM+) y de bajo potencial (MG-TMRM-) (Figura 13A). La
eliminacion del TCR aumenté el porcentaje de mitocondrias energéticas,
mientras que redujo el porcentaje de mitocondrias disfuncionales
(Figura 13B). En conjunto, estos datos indican que las células T TCRKO
no presentan una desventaja funcional en comparacién con las células
T WT.
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Figura 13. Analisis del estado mitocondrial de las células T editadas con el sistema
CRISPR/Cas9 (RNP1rac). A los 10 dias de edicion de las PMBCs, se estudid el potencial
de membrana mitocondrial (MTRM) y la masa mitocondrial (MG) de las células T
mediante CF. (A) Grafico de puntos representado MTRM frente MG para diferenciar
entre mitocondrias disfuncionales (MG+TMRM-), energéticas (MG+TMRM+) vy
mitocondrias con bajo potencial (MG-TMRM-). (B) Porcentaje de células con
mitocondrias disfuncionales, energéticas y con bajo potencial dentro de las células CD8+
WT y TCRKO. Las gréaficas muestran la media + SEM (4 donantes independientes, n=4).
La estadistica se basa en un Student’s t-test pareado de dos colas, *p<0,05.

1.1.2.Seguridad

La tecnologia CRISPR/Cas9 ha sido relacionada con la generacion de
inserciones y/o deleciones (indels) no solo en la secuencia diana, sino
también fuera, lo que se denomina off-targets. Ademas, puede causar
grandes variantes estructurales, como translocaciones o grandes
deleciones. Estos fendmenos ocurren como consecuencia de un efecto
colateral durante la reparacion del DSB generado por la nucleada Cas9
(Liu et al., 2021).

Por otro lado, en la mayoria de los protocolos clinicos la edicion de las
células T tiene lugar rapidamente tras su obtencién del donante. Sin
embargo, células T recién aisladas podrian ser mas susceptibles de sufrir
genotoxicidad indeseada como consecuencia de un genoma mas
“stem”, y, por tanto, con mayor cantidad de eucromatina. Por lo tanto,
consideramos interesante comparar la seguridad entre editar a tiempos
cortos en cultivo (D4) y tiempos largos (D17).

En primer lugar, analizamos diferencias potenciales en la frecuencia de
indels fuera de diana. Partiendo de células T editadas para el TCR con
una eficiencia similar (~90%), observamos que ninguno de los 6 off-
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targets predichos in silico fueron editados ni a D4 ni a D17 mediante
analisis por ICE (Figuras 14A, B).

Después, analizamos la distribucién de los indels en el sitio diana en
células T de tres donantes sanos diferentes editadas a tiempo corto y
largo. La eficacia de edicion del genoma en las diferentes muestras fue
determinada por secuenciacién Sanger, analizada con el programa ICE,
(Conant et al., 2022); citometria de flujo, y secuenciacion masiva,
analizada con el programa Cas-Analyzer (Park et al., 2017). Este triple
analisis permiti6 un andlisis mas detallado de las deleciones e
inserciones (Figura 14C). Independientemente del sistema usado para
determinar la distribuciéon de los indels, las deleciones de 2 nucledtidos
(nt) o 1 nt son las modificaciones predominantes en los donantes 1y 2,
mientras que en el 3 predomina una delecion de 32 nt (Figura 14C). Esto
sugiere que el tipo y frecuencia de los indels depende en cierta medida
del donante a pesar de usar el mismo sistema y procedimiento.
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ID  Secuencia de ADN del sitio Cr D4 D17
diana Indels (%) Indels (%)

TRAC TCAGGGTTCTGGATATCTGTGGG 14 91 95
OT-1 TCAGAGTTTTAGATATCTATGGG 6 0,00 0,00
0OT-2 TCAGGGACTTGGATACCTGTGGG 10 0,00 0,00
OT-3 TCAAGGTACTAGATATCTTTGGG 3 0,00 0,00
OT-4 CCAGGAGTCTGAATATCTGTGGG 7 0,00 0,00
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Figura 14. Analisis de indels en células T editadas con el sistema CRISPR/Cas9. (A)
Eficacia de corte obtenida con el programa ICE en los 6 sitios off-targets predichos mas
probables tras editar con la RNPrrac a dia 4 y 17. (B) Secuencias obtenidas por Sanger
para los diferentes off-targets de las muestras editadas. La linea de puntos negra
representa el punto de corte. (C) Arriba, esquema del producto de PCR analizado tras la
edicién con RNPrac. Abajo, andlisis de la eficacia de edicion con RNPrrac en células T de
3 donantes diferentes a diferentes dias de expansion (D4 y D17) determinada mediante:
secuenciacién masiva y el programa Cas-Analyzer, por secuenciacion Sanger y el
programa ICE, y por citometria de flujo. La frecuencia de edicién es mostrada para cada
una de las condiciones y métodos usados. Ademas, en el caso de la secuenciacién masiva
se muestran las gréficas obtenidas con Cas-Analyzer donde se representa el tamafo (eje
X) y contaje (eje y) de cada delecion e insercion. Para la secuenciacién con Sanger se
muestran los gréaficos obtenidos por ICE representando el tamafio (eje x) y el porcentaje
(eje y) de cada delecién e insercion.
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Por ultimo, se analizé la presencia de largas deleciones en el locus TRAC
tras el corte con la RNPrrac en células T editadas a los diferentes tiempos,
para ello se amplifico6 por PCR una region de 4 kb alrededor del punto
de corte (Figura 15A, arriba). Las muestras no editadas (WT) mostraron
una Unica banda de 4kb (que puede presentar diferentes intensidades
debido a la variacion experimental) correspondiente con el amplicon
esperado. Sin embargo, todas las muestras editadas a los diferentes
tiempos (D4 y D17) mostraron, ademas de la banda de 4 kb, la presencia
de un patron de bandas correspondiente con deleciones de diferentes
tamafos (Figura 15A, abajo). Se procedié a analizar los diferentes
amplicones, que correspondian con diferentes deleciones. Para ello el
ADN fue extraido de los geles de agarosa y clonado en un plasmido 2.1
como se describe en M&M vy se analizaron 20 clones. Un analisis parcial
de las bandas amplificadas revel6 la presencia de 5 deleciones diferentes
de 2 a 3kb. La presencia de microhomologias (2-8 pb) en el punto de
ruptura en 4 de las 5 deleciones pone de manifiesto la involucracion del
mecanismo MMEJ (Figuras 15B, C).

Conjuntamente, estos resultados no muestran diferencias sustanciales
en el tiempo de edicion de las células T respecto a eficiencia y seguridad.
No obstante, también destacan la importancia de monitorizar pequefas
y grandes mutaciones tras la edicion de células T, ya que podrian
convertirse en una importante fuente de inestabilidad genomica.
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Figura 15. Analisis de grandes deleciones en el sitio de corte en células T editadas
con el sistema CRISPR/Cas9. (A) Arriba, esquema del amplicon analizado para detectar
grandes deleciones en el locus TRAC localizadas 2kb aguas arriba y 2kb aguas abajo del
sitio de corte de la RNPrrac. Abajo, gel de electroforesis del producto de PCR para
visualizar la presencia de grandes deleciones. Se realizaron PCRs a partir del ADNg de
células T editadas a D4 y D17 de 3 donantes diferentes. Células no editadas (WT) de cada
donante fueron usadas como control. (B) Tabla mostrando el analisis de 13 deleciones
obtenidas por clonaje del producto de PCR y secuenciacién Sanger. Se indica el tamafo
de cada delecién, la localizacion, y la caracterizacién de microhomologias en el punto
de corte. (C) Representacién de cinco deleciones secuenciadas y alineadas con el
genoma de referencia (hg38). La flecha superior representa el tamafio de amplicon
esperado (4 kb). Los recuadros negros representan los loci TRAC y TRAJT. La cruz roja
representa el sitio de corte CRISPR/Cas9. Los cuadros azules representan el amplicon
alrededor de la delecion, representada como una linea de puntos. Se representan las
secuencias de ADN en los puntos de ruptura de cada delecién y las bases verdes
muestran las microhomologias.
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1.2. Combinacién edicién génica y vectores lentivirales para
generar células ARI-CAR-T universales

Una vez analizada la eficiencia y los potenciales riesgos que conllevan el
proceso de disrupcién del TCR enddgeno, combinamos esta estrategia
con la expresion de moléculas CARs. En primer lugar, comparamos
diferentes protocolos usando la electroporacion de CRISPR/Cas9 como
RNPs y la transduccién con vectores lentivirales expresando el CAR,
obteniendo las mayores eficiencias realizando primero transduccion
(CAR) y después edicion (KO)(Figuras 16A, B).
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Figura 16. Estandarizacion del protocolo para la generacion de las células TCRKO
CAR-T. Para el estudio de la mejor estrategia para generar las células TCRKO CAR-T
comparamos un protocolo en el que primero eliminamos el TCR y luego transducimos
con los VLs para expresar el CAR (KO+CAR) con otro protocolo en el que primero
realizamos la transduccién y luego la edicién del TCR (CAR+KO). (A) Gréafica que
representa la eficiencia de edicion obtenida con cada protocolo, analizada como el
porcentaje de células CD3+. (B) Grafica mostrando la eficiencia de transduccion como
el porcentaje de células CAR+. Las graficas muestran la media + SEM (2 donantes
independientes, n=5). La estadistica se basa en un Student’s t-test pareado de dos colas,
**p<0,01, ***p<0,005, ****p<0,0001.

Basandonos en estos estudios, se aislaron PBMCs de donantes sanos,
fueron cultivadas en medio TexMACs suplementado con 20 ng/ml de IL-
2 y 5% de suero humano y activadas con una nanomatriz anti-
CD3/CD28. Tras 48h de activacién, las PBMCs fueron transducidas con
vectores lentivirales expresando ARI-0001 (MOI=10). Dos o tres dias
después, las células fueron electroporadas con RNPs ARNgrrac/Cas9
para generar las células ARI-CAR-T universales (TCRKO ARI) (Figura
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17A). También generamos células ARI-CAR-T no editadas (WT ARI) y
células no transducidas y no editadas (NT). Las células TCRKO ARI
mantuvieron el porcentaje de células CAR+ previo a la edicién (34,8% +
21,1vs 34,4% + 18,8, p=0,86), pese a que los niveles de expresion fueron
ligeramente superiores en las células TCRKO (Figuras 17B, C). El nUmero
de copias integradas por células también se mantuvo estable tras la
edicion con las RNPs, aunque en tres de los cuatro casos analizados
hubo un pequefio aumento tras la edicién (1,8 £ 0,3vs 2,2 + 0,4, p=0,16)
(Figura 17D).

Respecto a las caracteristicas fenotipicas basales, a pesar de la
variabilidad inter-donante, observamos una tendencia de una menor
frecuencia de Tn/Tscm Y Tem en las células TCRKO ARI (Figura 17E). Tanto
las células TCRKO ARI como WT ARI tenian niveles de expresion similares
de los receptores inhibidores TIM3 y LAG3 (Figura 17F).
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Figura 17. Generacion y caracterizacion de células ARI-CAR-T universales. (A)
Arriba, linea de trabajo experimental. Abajo, representacion esquematica del vector
lentiviral para expresar ARI-0001, un CAR anti-CD19 de segunda generacion. (B) Arriba,
graficos de puntos representativos mostrando la expresién del CAR'y CD3 en células T
control (NT), células T expresando el ARI (WT ARI)y células T expresando el ARI editadas
para el TCR (TCRKO ARI). Se muestran los porcentajes de células CAR+CD3+, CAR+CD3-
, CAR-CD3+ y CAR-CD3-, asi como los niveles de expresion (la mediana de intensidad

131



de fluorescencia, MeFl) de la poblacién CAR+CD3+ para WT ARl y CAR+CD3- para
TCRKO ARI. Abajo, gréficos de puntos representativos mostrando la expresién del
CD45RA 'y CD62L en células T NT, WT ARl y TCRKO ARI. Se muestran los porcentajes de
células Tn/tsem, Tem, Tem Y Ter. (€) Gréficas mostrando el porcentaje de células CAR+ en
células WT ARl 'y TCRKO ARI (izquierda) y la expresion del CAR (MeFl) relativizada a las
células WT ARI (derecha) (7 donantes independientes, n=11). (D) NUmero de copias del
vector por célula en células WT ARl y TCRKO ARI (4 donantes independientes). (E)
Porcentaje de las subpoblaciones Tn/rsem, Tem, Tem Y Ter en células WT ARI'y TCRKO ARI
a los 10 dias de activacion con anti-CD3/CD28 (4 donantes independientes, n=4). (F)
Histogramas representando la expresién de TIM3 (arriba) y LAG3 (abajo) en células NT,
WT ARI y TCRKO ARl a los 10 dias de activacién con anti-CD3/CD28. Las graficas
muestran la media = SEM.

1.3. Estado metabdlico de las células TCRKO ARI-CAR-T

A continuacion, investigamos el perfil bioenergético de las diferentes
células generadas, utilizando para ello ensayos de flujo extracelular
asociados a la actividad mitocondrial. En concreto, analizamos la tasa de
consumo de oxigeno (OCR) para determinar la fosforilacién oxidativa
mitocondrial (Figuras 18A, B, C) y la tasa de acidificacidon extracelular
(ECAR) para evaluar la glucdlisis (Figura 18D). También calculamos la
capacidad respiratoria maxima o SRC (Figura 18E), asi como el ratio de
la produccion de ATP mitocondrial (ATPmito) entre el ATP glucolitico
(ATPgluco) (Figura 18F). La SRC representa el potencial oxidativo
maximo de la mitocondria disponible para la producciéon de energia, y
esta vinculado con una mayor ventaja bioenergética en las células T en
una nueva respuesta al antigeno y en condiciones de estrés metabdlico.
El ratio de ATPmito/ATPgluco nos indicar la principal via metabdlica para
la obtencion de energia. Los resultados indican que las células WT y
TCRKO ARI presentan un fenotipo metabolico bastante similar, con una
actividad oxidativa mitocondrial levemente superior en el caso de las
células editadas.
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Figura 18. Analisis de la actividad metabdlica de las células ARI-CAR-T universales.
La actividad mitocondrial fue determinada mediante el “T cell metabolic profiling kit" en
el equipo Seahorse XF HS Mini Analyzer (Agilent technologies). Graficas representando
(A) Potencial metabdlico en base a la tasa de consumo de oxigeno (OCR maximo/OCR
basal) x 100%). (B) OCR basal (antes de la inyeccién de oligomicina). (C) Consumo de
oxigeno (OCR) en el tiempo. (D) Tasa de acidificacion extracelular (ECAR) basal. (E)
Capacidad respiratoria maxima (OCR maxima — OCR basal). (F) Ratio del ATP
mitocondrial entre el ATP glicolitico. (2 donantes independientes, n=2)

1.4. Analisis de la respuesta alogénica de las células TCRKO
ARI-CAR-T

Para confirmar que la pérdida de la expresion de TCR en la superficie de
las células CAR-T previene la respuesta alogénica, llevamos a cabo un
ensayo de estimulacién in vitro. Las células CAR-T editadas y no editadas
fueron tefiidas con CTV y se analizd su proliferacion tras 6 dias en co-
cultivo con PBMCs del mismo donante (PBMCs autélogas: auto-PBMCs)
o de otro donante diferente (PBMCs alogénicas: alo-PBMCs). Al
contrario de lo que ocurrié con las células WT AR, la proliferacion de las
células TCRKO ARI (CD4+ y CD8+) (Figuras 19A, B, C), asi como el grado
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de activacién (Figura 19D) fueron similares en la presencia de PBMCs
alogénicas y autologas. Esto indica que, tal y como era esperable, la
eliminacion del TCR hace que las células T no respondan a antigenos

alogénicos.
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Figura 19. Estudio de la respuesta alogénica de las células ARI-CAR-T universales.
Células WT ARI'y TCRKO ARI en estado basal fueron marcadas con Cell Trace Violet (CTV)
y co-cultivadas con PBMCs autélogas (auto-PBMCs) y PBMCs alogénicas (alo-PBMCs) en
un ratio 1:5 en medio sin citoquinas. A los 6 dias se determiné la proliferacién de las
células CAR-T mediante citometria de flujo. (A) Izquierda, graficos de puntos mostrando
la poblacién seleccionada para el andlisis en cada caso. Derecha, histogramas
representativos que muestran la proliferacion de las células WT ARI (CD3+, arriba) y
TCRKO ARI (CD3-, abajo) sin estimular (gris) y en respuesta a PBMCs alogénicas (naranja)
y autoldégas (azul). (B) Histogramas que muestran la proliferacion de las células WT ARI
y TCRKO ARI CD8+ (derecha) y CD4+ (izquierda) sin estimular (gris) y en respuesta a
PBMCs alogénicas (naranja) y autoldgas (azul). (C) Gréafica que representa el ratio de
proliferacion de las diferentes condiciones relativizado frente a las células TCRKO ARI.
(D) Histograma que muestra la expresién del marcador de activacion CD25 de las células
WT ARl 'y TCRKO tras el co-cultivo en las diferentes condiciones. Las graficas muestran
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la media + SEM (3 donantes independientes, n=3). La estadistica se basa en un Student’s
t-test pareado de dos colas, *p<0,05.

1.5. Determinacion de la actividad anti-leucémica de las
células TCRKO ARI-CAR-T

1.5.1.Estudios in vitro

La eficacia antitumoral de las células TCRKO ARI comparada con las
células WT ARI fue evaluada en un modelo de linfoma de Burkitt, en
concreto, se uso la linea celular humana Namalwa. Se sembraron células
Namalwa WT o CD19KO (generadas previamente en el laboratorio) en
presencia de diferentes nimeros de células CAR-T. En linea con los
cambios minimos observados en términos de fenotipo y actividad
metabodlica entre células TCRKO ARI y WT ARI, no observamos
diferencias en el analisis de la actividad litica in vitro (Figura 20A, B). Sin
embargo, el analisis fenotipico tras la lisis tumoral mostré la
predominancia de la subpoblacién Tew en ambas condiciones, y un
descenso significativo de la subpoblacién Tn/Tscm en las células TCRKO
ARI (Figura 20C). Las células TCKRO ARl 'y WT ARI compartieron una
expresiéon comparable de los marcadores de agotamiento LAG3 y TIM3
tras la lisis (Figura 20D), a’si como una produccién similar de las
citoquinas efectoras IFNy y TNFa (Figuras 20E, F).
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Figura 20. Actividad litica de las células ARI-CAR-T universales. (A) Gréfica
comparando la lisis especifica de las células tumorales CD19+ (Namalwa, linea celular
de linfoma de Burkitt) mediada por las células WT y TCRKO ARI a diferentes ratios
efector:.diana (E:D) tras 48h de co-cultivo. (B) Gréaficos de puntos representativos que
muestran la actividad litica de las células WT ARl y TCRKO ARI frente a las células
Namalwa (GFP+, izquierda) y Namalwa CD19- (GFP, derecha). El porcentaje de las células
GFP+ (células tumorales) y CD2+ (células T) se indica en cada grafica. (C) Porcentaje de
las subpoblaciones Tn/rscm, Tem Tem Y Ter en células WT ARy TCRKO ARI tras 48h de co-
cultivo con las células diana (ratio 1:2). (D) Niveles de expresion de TIM3 y LAG3 (MeFl)
en las células TCRKO ARI respecto a las células WT ARI tras 48h de co-cultivo con las
células diana (ratio 1:2). (E) Secrecion de las citoquinas efectoras TNFa e (F) IFNy por
parte de las células CAR-T en respuesta a las células diana tras 24h de co-cultivo. Las
graficas muestran la media + SEM (4 donantes independientes, n=4). La estadistica se
basa en un Student’s t-test pareado de dos colas, *p<0,05.

El descenso en la subpoblacion Tn/Tscm dentro de las células TCRKO ARI
tras el encuentro con el antigeno, sugirid que estas células podrian ser
menos eficientes que las células WT ARI en la eliminacion de las células
tumorales tras varios encuentros. Para estudiar esta posibilidad,
disefiamos un ensayo de estimulacion repetida con el antigeno tumoral,
tal y como se muestra en la Figura 21A. Las células TCRKO ARI
mostraron una actividad antitumoral comparable a las células WT ARI
tras cada encuentro (Figuras 21B, C). En ambos casos, las
subpoblaciones con mayor persistencia, Tn/Tscm Y Tem, disminuyeron
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desde un 40% hasta aproximadamente un 20% tras el primer encuentro,
manteniéndose en esos niveles hasta el cuarto encuentro (Figura 21D).
Como podemos observar en la Figura 21E, la expresion de dos (en
verde) y tres (en gris) receptores inhibidores (TIM3, PD1, LAG3) se
incrementd tras el primer encuentro tanto en células TCRKO ARI como
WT ARI.
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Figura 21. Potencia efectora de las células TCRKO ARI tras una exposicion repetida
al antigeno tumoral. (A) Esquema del ensayo de lisis seriada. Las células CAR-T fueron
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co-cultivadas con las células Namalwa (E:D = 1:2) y se re-estimularon cada dos dias. (B)
Grafica que muestra el numero células tumorales restantes tras cada encuentro (48h) (4
donantes independientes, n=4). (C) Expansién relativa de las células T totales tras cada
encuentro (4 donantes independientes, n=4). (D) Porcentaje de células Tn/Tscm+Tcm de
las células WT ARI'y TCRKO ARI tras los diferentes encuentros con las células Namalwa
(3 donantes independientes, n=3). (E) Graficos que indican el porcentaje de expresion
de 0 (negro), 1 (azul), 2 (verde) y 3 (gris) marcadores de agotamiento/ receptores
inhibidores (TIM3, LAG3, PD1) en células WT ARI (izquierda) y células TCRKO ARI
(derecha) en estado basal (arriba), tras el primer (en medio) y tras el segundo encuentro
(abajo) con células Namalwa (3 donantes independientes, n=3). Las gréaficas muestran la
media £ SEM.

Para estresar aun mas el sistema diseflamos un segundo experimento
de estimulacion repetida en el que las células CAR-T, expandidas
durante 10 dias en presencia de IL-7 e IL-15, fueron enfrentadas cada 24
h con nuevas células Namalwa a un ratio E:D 1:1 con un total de 8
encuentros (Figura 22A). Como se observa en la Figura 22B, tanto las
células TCRKO ARI como WT ARI mediaron una lisis eficiente de las
células de linfoma tras cada encuentro. Sin embargo, en los ultimos dos
encuentros, las células TCRKO ARI parecen reducir su actividad con
respecto a las WT (sin llegar a ser significativo). Por otro lado, ambas
condiciones alcanzaron una expansion celular maxima similar tanto en
numero total de células T (Figura 22C) como en numero total de células
CAR-T (Figura 22D). En ambos casos, las células CAR-T mantuvieron un
porcentaje alto de células Tn/Tscm + Tem hasta el encuentro ndmero 7
(Figura 22E). Ademas, tanto las células CAR-T editadas como las no
editadas presentaron una baja co-expresion de los marcadores PD1 y
TIM3 a lo largo del experimento, incrementandose dicha expresion en el
encuentro 7 (Figura 22F).
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Figura 22. Potencia efectora de las células TCRKO ARI tras una exposicion muy
frecuente con antigeno tumoral. (A) Esquema del segundo ensayo de lisis seriada. Las
células CAR-T fueron co-cultivadas con las células Namalwa (ED = 1:1) y se re-
estimularon cada dia. (B) Grafica que muestra el nimero de células tumorales restantes
tras cada encuentro (24h). (C) Expansion relativa de las células T totales tras cada
encuentro, calculada dividiendo el nimero de células T total determinado por CF tras
cada encuentro entre el nimero de células sembradas a tiempo 0. (D) Expansion relativa
de las células CAR-T tras cada encuentro, calculada dividiendo el nimero de células CAR-
T total determinado por CF tras cada encuentro entre el nimero de células sembradas
a tiempo 0. (E) Porcentaje de células Tn/Tscm+Tcem de las células WT ARI'y TCRKO ARI
tras los diferentes encuentros con las células Namalwa. (F) Porcentaje de células
PD1+TIM3+ de las células WT ARI y TCRKO ARI tras cada encuentro. Las graficas
muestran la media £ SEM (6 donantes independientes, n=6).
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Como nuestro objetivo es generar un producto terapéutico “listo para
usar”, finalmente comparamos la eficacia antitumoral y el fenotipo de
los productos TCRKO ARl y WT ARI preparados en fresco (F) y tras sufrir
un ciclo de congelaciény descongelacién (C). En ambos casos las células
conservaron la actividad litica (Figura 23A). Sin embargo, las células
TCRKO ARI' y WT ARI que habian sido congeladas-descongeladas
presentaron una reduccion en el porcentaje de células Tn/Tem + Tewen
comparacion con las células frescas (Figura 23B). El nivel de
agotamiento, representado como el porcentaje de células CAR-T
TIM3+LAG3+, se mantuvo similar en todas las condiciones (Figura 23C).
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Figura 23. Efecto de un ciclo de congelacion-descongelacion en las células ARI-
CAR-T universales. (A) Actividad litica especifica CD19+ de células WT ARI y TCRKO
ARl frescas (F) y congeladas-descongeladas (C). (B) Porcentaje de células Tn/Tsem+Tem Yy
(C) células PD1+TIM3+ de las células WT ARl y TCRKO ARI frescas (F) y congeladas-
descongeladas (C) tras el primer encuentro con las células diana. Las graficas muestran
la media + SEM (2 donantes independientes, n=2).

En resumen, todos estos resultados muestran que no existen diferencias
significativas entre las células TCRKO ARI y WT ARI en términos de
citotoxicidad, actividad mitocondrial y proliferacién celular in vitro.

1.5.2.Ensayos preclinicos en modelos de raton

Finalmente comparamos la eficacia antitumoral de las células TCRKO ARI
y WT ARI en un modelo xenogénico de linfoma. Ambos productos
fueron preparados con antelacion como se describe en M&M vy
congelados en nitrogeno liquido. Ratones inmunodeficientes NSG (NOD
scid gamma) fueron inoculados intravenosamente (i.v.) con células
Namalwa (expresando eGFP-NLuc). Tres dias después, las células CAR-
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T, asi como células T NT, fueron descongeladas e inoculadas i.v. (Figura
24A). La progresion de la enfermedad fue evaluada por bioluminiscencia
(Figura 24B). Los ratones control (inoculados solo con Namalwa y los
inoculados con Namalwa y células T NT) presentaron una progresién
rapida del linfoma y fueron sacrificados 16 dias después de la
inoculacion de las células tumorales. Tras 31 dias, los ratones tratados
con células TCRKO ARI presentaron una supervivencia del 50% , mientras
que la supervivencia de los tratados con células WT ARI fue del 40%. En
este punto, realizamos una re-inoculacion de células Namalwa a todos
los ratones supervivientes (incluido un ratén que habia recibido células
T NT) con el objetivo de determinar la actividad antitumoral de las
células CAR-T que podrian persistir en el raton. Se generaron nuevos
controles PBS y la progresion tumoral fue monitorizada hasta dia 56.
Pasado este tiempo, los ratones tratados con TCRKO ARI o WT ARI
presentaron un supervivencia similar (20% vs 17%) (Figuras 24B, C, D).
A destacar, dos ratones tratados con células WT ARI fueron sacrificados
por presentar signos de EICH en ausencia de tumor, mientras que no se
detectaron signos de EICH en ningun ratén inoculado con células TCRKO
ARI (Figura 24E).
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Figura 24. Actividad antitumoral in vivo de las células ARI-CAR-T universales en un
modelo de linfoma de Burkitt. (A) Esquema del disefio experimental. Ratones
inmunosuprimidos (NSG) fueron inoculados i.v. con 300 000 células Namalwa-GFP-NLuc,
y a los 3 dias se repartieron los grupos (de manera que no hubiera grandes diferencias
en sefal) y se inocularon i.v. 2x10% de células CAR-T (50% CAR+), previamente
descongeladas. Los grupos fueron ratones no tratados (PBS) o inoculados con células
NT, WT ARl y TCRKO ARI (PBS=3, NT=3, WT ARI=5, TCRKO ARI=6). (B) Imagenes de
bioluminiscencia (BLI) que indican el desarrollo del tumor en los diferentes grupos de
ratones a diferentes dias tras la inoculacién de las células tumorales. A dia 31 se realizd
una nueva inoculacién (re-exposicién al antigeno) con células tumorales en todos los
ratones supervivientes. Se indica la escala de fotones usada para dia 3 y dias 8-56. (C)
Probabilidad de supervivencia de los diferentes grupos de ratones. Los ratones fueron
sacrificados cuando experimentaron una pérdida de peso >20% o una sefal de
bioluminiscencia >5x10” fotones/s. (D) Cuantificacion de la sefial de biolumiscencia
(fotones/s) de cada grupo de ratones a diferentes tiempos. (E) Incidencia (%) de muertes
asociadas a linfomay a EICH xenogénica en los diferentes grupos de ratones. Las gréaficas
muestran la media = SEM. La estadistica se basa en el log Rank test (C) y Student’s t-test
no pareado de una cola, *p<0,05, **p<0,01.

Los ratones sacrificados, estos son los que experimentaron una pérdida
de peso >20% o una sefial de bioluminiscencia >5x107 fotones/s, fueron
diseccionados para la extraccion de diferentes 6rganos con la finalidad
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de corroborar los datos de biolumiscencia obtenidos in vivo y de tener
informacion mas precisa de la infiltracion de las células tumorales en
diferentes tejidos. La presencia de células tumorales en médula 6sea 'y
en sangre de los animales tratados con células WT ARl y TCRKO ARI fue
cero o minima. Mientras que los datos obtenidos en cerebro, higado y
bazo fueron dispares y, en parte, contradictorios. Debido a la
variabilidad experimental, en cerebro no encontramos diferencias
significativas entre los grupos, pero si una tendencia clara a una menor
infiltracion tumoral en los animales tratados con las células TCRKO ARI.
Al contrario, en higado, los ratones tratados con WT ARI fueron los
Unicos que redujeron significativamente la infiltracion de células
Namalwa. En bazo, tanto los ratones tratados con WT ARl como con
TCRKO ARI redujeron significativamente la infiltracion tumoral respecto
a los ratones no tratados (Figura 25).
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Figura 25. Presencia de células Namalwa en diferentes tejidos. Tras el sacrificio de
los ratones se extrajeron y procesaron médula ésea, bazo, cerebro, higado y sangre. El
recuento total de células tumorales fue determinado por citometria de flujo. En el caso
del higado se muestra el porcentaje de células Namalwa, determinado dentro de la
regién de células humanas. En el caso de la sangre se representa el nimero de células
Namalwa por pl de sangre. Las graficas muestran la media + SEM. La estadistica se basa
en Student’s t-test no pareado de una cola, *p<0,05, **p<0,01.

Con respecto al analisis de las células CAR-T, se encontraron altos niveles
de céelulas CAR+ en todos los tejidos analizados, con mayor expansion
en bazo e higado. Si comparamos la presencia de células TCRKO ARI
frente a las células WT ARl en los diferentes ratones, existe una tendencia
a una mayor abundancia de células WT ARl de manera general (Figura
26A). Con respecto al fenotipo de las diferentes células CAR-T, se
obtuvo una composicion similar del conjunto Tn/Tscm + Tem dentro de
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las células TCRKO ARI y WT ARI persistentes en el raton a punto final
(Figura 26B). No observamos una correlaciéon entre el nivel de
infiltracion de las células CAR-T en los diferentes 6rganos y el fenotipo
de las mismas. Interesantemente, el porcentaje final de células CD3- en
los 6rganos hematopoyéticos de los ratones tratados con células TCRKO
ARI se mantuvo con respecto al valor de pre-infusién (Figura 26C), lo
que indicaba que no se habia producido una expansion selectiva de las
células TCR+. En el caso del cerebro, el ratdn que presentaba una mayor
seleccion de las células TCR+ era aquel con mayor infiltracion de células
CAR-T totales.

Por lo tanto, estos estudios indican que la eliminacion del TCR no
perjudica la actividad antitumoral de las células ARI-CAR-T en un
modelo murino xenogénico de linfoma.
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Figura 26. Caracterizacion fenotipica de las células ARI-CAR-T universales
infiltradas en los diferentes 6rganos murinos. (A) Contaje de las células
hCD2+hCD3+CAR+ (WT ARI) y hCD2+hCD3-CAR+ (TCRKO ARI) infiltradas en cada
6rgano analizado en los ratones tratados con células WT ARl y TCRKO ARI. (B) Porcentaje
de células Tn/Tscm+Tem dentro de la poblacién hCD2+hCD3+CAR+/ hCD2+hCD3-CAR+
de cada érgano de los ratones tratados con células WT ARl y TCRKO ARI. (C) Porcentaje
de células hCD2+hCD3- previo a la inoculacion (in vitro) y en los diferentes érganos tras
el sacrificio (in vivo). Las graficas muestran la media + SEM.
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1.6. Adaptacién del protocolo para generar células T TCRKO
en un electroporador de uso clinico

Puesto que el objetivo final de este proyecto es iniciar estudios clinicos
de la plataforma generada, iniciamos una puesta a punto del sistema en
un electroporador clinico (grado GMP). Para ello PMBCs de diferentes
donantes fueron activadas durante 48h y electroporadas con la RNPtrac
mediante la tecnologia EXPERT GTx de Maxcyte. Al adaptar las
concentraciones al nuevo electroporador, usamos 60 pmol de ARNg y
29,8 pmol de Cas9 (ratio 2:1) o 19,8 pmol de Cas9 (ratio 3:1) para 2
millones de células. La eficiencia de edicion fue similar bajo ambos ratios
(~80% CD3) (Figura 27A). Ademas, la subpoblacién de células memoria
Tn/Tscm permanecié invariable o incluso se incrementé en las células
electroporadas (Figura 27B), las cuales mantuvieron una capacidad de
expansion similar a las células no editadas (Figura 27C). Por lo tanto, la
combinacion de nuestra plataforma con esta tecnologia permite generar
células T TCRKO con una alta eficiencia y una reduccién considerable en
la cantidad de reactivos necesarios para formar las RNPs (~ 6 veces
menor).
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Figura 27. Generacion de células T TCRKO usando un electroporador de uso clinico.
(A) Eficiencia de edicion determinada por citometria de flujo (% CD3+) de células no
electroporadas (NO EP), electroporadas con Cas9 (EP) y electroporadas con RNPtrac con
un ratio ARNg:Cas9 2:1 (TCRKO 2:1) y 3:1 (TCRKO 3:1). (B) Porcentaje de células Tn/Tscm
de las células T en las diferentes condiciones. (C) Expansién relativa de las células en
cultivo tras una semana del proceso. Las graficas muestran la media + SEM (3 donantes
independientes, n=3).
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2. MEJORA DE LA ACTIVIDAD ANTITUMORAL DE LAS
CELULAS CAR-T UNIVERSALES MEDIANTE
INTERVENCION METABOLICA

2.1. Expansion de células T primarias en presencia de
moduladores metabdlicos

Una de las estrategias actuales para mejorar la persistencia y actividad
de la terapia adoptiva con células CAR-T consiste en la seleccién de la
subpoblacion Tscm por su gran potencial terapéutico. Una alternativa a
esta seleccion fisica podria ser la inducciéon de la poblacién deseada
mediante el uso de factores farmacoldgicos que pueden activar o inhibir
rutas metabdlicas clave.

El grupo del Prof. Pedro Romero ha realizado una extensa labor de
caracterizacion de las células Tscm generadas naturalmente e inducidas
farmacoldgicamente. Por tanto, todos sus estudios presentan una
aplicacion directa a las inmunoterapias con celulas T. Esto me llevo a
realizar una estancia en su laboratorio. Durante este tiempo, entre otras
cosas, estudié si el uso de diferentes inhibidores podrian inducir o no la
poblacién de células Tscm en células editadas para el TCR. Para ello se
planificé el experimento mostrado en la Figura 28A. Brevemente, las
PBMCs aisladas de sangre periférica de diferentes donantes sanos,
fueron cultivadas en medio RMPI suplementado con 8% de suero
humano y 150 U/ml de IL-2 y activadas con aCD3/CD28. A las 48 h
fueron electroporadas con RNPstrac (TCRKO) o solo con Cas9 como
control (WT). Tres dias tras la electroporacion, las células fueron
divididas en cuatro condiciones para ser cultivadas en presencia de
diferentes inhibidores y sus respectivos controles (cuadro azul, Figura
28A). Los inhibidores de interés a testar eran un inhibidor de la enzima
deshidrogenasa de isocitrato mitocondrial, IDH2 (IDH2i, AG221) la cual
también puede mediar la carboxilacion reductiva de la glutamina a
isocitrato en la mitocondria, y un inhibidor del transportador de piruvato
mitocondrial, MPC (MPCi, UK5099) (ver Figura 28B). Como control
positivo se utilizé un inhibidor de PI3K& (PI3K&i, CAL-101) y como
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control negativo las células fueron cultivadas en el solvente (DMSO). El
fenotipo de las células T fue analizado por citometria de flujo tras 9 dias
en presencia de los inhibidores. Se utilizé un panel de anticuerpos mas
amplio que anteriormente para poder identificar a las diferentes
subpoblaciones de células T. Segun el trabajo de Gattinoni y cols.,
(Gattinoni et al., 2011) identificamos a las células Tsem como CD45RA+
CD62L+ CCR7+ CD45RO- CD95+ CD28+ CD27+ y las células Tcm como
CD45RA- CD62L+ CCR7+ CD45RO+ CD95+ CD28+ CD27+. Ninguno de
los compuestos indujo ni una poblacién Tscm ni Tem definidas con estos
marcadores en las células TCRKO (Figuras 28C, D) ni en las
nucleofectadas con Cas9 (Figuras 28E, F). Sin embargo, si realizamos un
analisis mas simple, basado en CD45RA y CD62L, si que hay una
induccion de estas poblaciones memoria tras el tratamiento con IDH2iy
PI3K&i tanto en células WT (Figuras 28G, H) como TCRKO (Figuras 28I,
J).
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Figura 28. Analisis fenotipico de células T TCRKO tratadas con moduladores
metabdlicos. (A) Representacion esquematica de la cronologia seguida para el cultivo
in vitro de células T editadas con RNPrac (TCRKO) y electroporadas con Cas9 (WT) con
los diferentes inhibidores o el control (DMSO). (B) Esquema de las rutas metabdlicas
donde intervienen los inhibidores metabdlicos a estudiar, MPCi (UK5099) inhibe el
transportador mitocondrial de piruvato e IDH2i (AG221) inhibe a la enzima

deshidrogenasa  de  isocitrato.  (€)  Porcentaje de  células Tscm
(CD45RA+CD62L+CD45RO-CCR7+CD95+CD27+CD28+) dentro de las células T CD8+
WT. (D) Porcentaje de células Tem (CD45RA-

CD62L+CD45RO+CCR7+CD95+CD27+CD28+) dentro de las células T CD8+ WT. (E)
Porcentaje de células Tscm (CD45RA+CD62L+CD45RO-CCR7+CD95+CD27+CD28+)
dentro de las células T CD8+ TCRKO. (F) Porcentaje de células Tcm (CD45RA-
CD62L+CD45RO+CCR7+CD95+CD27+CD28+) dentro de las células T CD8+ TCRKO. (G)
Porcentaje de células Tn/Tscm (CD45RA+CD62L+) dentro de las células T CD8+ WT. (H)
Porcentaje de células Tcm (CD45RA-CD62L+) dentro de las células T CD8+ WT. (1)
Porcentaje de células Tn/Tscm (CD45RA+CD62L+) dentro de las células T CD8+ TCRKO.
(J) Porcentaje de células Tcm (CD45RA-CD62L+) dentro de las células T CD8+ TCRKO.
Las graficas muestran la media = SEM (7 donantes independientes, n=7). La estadistica
se basa en un test one-way ANOVA (Dunnett's multiple comparisons test), **p<0,01,
***p<0,005.

Como marcadores de agotamiento mantuvimos TIM3, LAG3 y PD1.
Analizando la expresion de 0, 1, 2 o 3 marcadores en células T WT y
TCRKO tratadas con los diferentes compuestos podemos observar que
el mayor efecto positivo se consigue en las células tratadas con PI3K8i,
aunque no llega a ser significativo (Figuras 29A, B). Ademas, ninguno
de los compuestos tuvo efecto en la proliferacion de las células T en
base a la dilucion de CFSE de células T que habian sido expandidas en
presencia de estos inhibidores tras ser activadas con anti-CD3/CD28
(Figura 29C).
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Figura 29. Analisis de marcadores de agotamiento de células T TCRKO tratadas con
moduladores metabdlicos. Las células T fueron editadas para el TCR con CRISPR/Cas9
y cultivadas en presencia de los inhibidores y tras 9 dias de expansion se analiz6 la
expresion de TIM3, PD1 y LAG3 dentro de la poblacién CD8+. (A)(B) Graficos
representativos indicando el porcentaje de expresion de 0 (azul), 1 (naranja), 2 (gris) y 3
(@amarillo) marcadores de agotamiento/receptores inhibidores (RI) (TIM3, PD1 y LAG3)
en células T CD8+ WT (A) y TCRKO (B) tratadas con los diferentes inhibidores. Las
graficas muestran la media (7 donantes independientes, n=8). (C) Las células T WT
expandidas en presencia de los inhibidores, fueron lavadas, tefiidas con CFSE y activadas
con anti-CD3/CD28. A los 4 dias de activacion se determiné su proliferacion mediante
CF. Se representan histogramas representativos dentro de la poblaciéon CD3+CD8+. Las
gréficas coloreadas representan células no estimuladas (No Stim) y las gréficas sin
relleno representan células estimuladas (Stim). Se indica el porcentaje de células que
presentan una elevada tasa de division.

Como hemos expuesto previamente, otra caracteristica de las células T
memoria es un fenotipo mitocondrial activo para mediar una rapida
respuesta y de mayor magnitud frente a un re-encuentro con el
antigeno. Por lo tanto, las células T memoria se corresponden con una
mayor masa mitocondrial (calculada mediante tincion con MG) y un
mayor potencial de membrana mitocondrial (medido a través de la
tincion con TMRM). Unicamente el inhibidor para MPC incrementé
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significativamente el porcentaje de mitocondrias energéticas vy
disminuy6 el porcentaje de mitocondrias con bajo potencial tanto en
células T TCRKO como WT (Figura 30A). Ademas, si comparamos las
células editadas con el control, las células TCRKO presentaron un
porcentaje de mitocondrias energéticas mayor que las células WT con
todos los tratamientos, excepto en el caso de MPCi (Figura 30B),
indicando que su efecto no puede ser incrementado tras la eliminacién
del TCR.
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Figura 30. Estado metabdlico de las células T TCRKO tratadas con moduladores
metabdlicos. (A) Porcentaje de células con una mitocondria disfuncional, energética y
de bajo potencial dentro de las células T CD8+ WT y TCRKO tratadas con los inhibidores.
(B) Grafica comparando el porcentaje de mitocondrias energéticas dentro células T
CD8+ WT y TCRKO. Las graficas muestran la media + SEM (4 donantes independientes,
n=4). La estadistica se basa en un test one-way ANOVA (Dunnett's multiple comparisons
test),*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,005.
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2.2. Tratamiento de las células TCRKO ARI-CAR-T con los
moduladores metabodlicos

Con estos resultados y tras mi vuelta a Granada analizamos el efecto de
estos inhibidores durante la generacion de las células ARI-CAR-T, ahora
siguiendo nuestros protocolos de cultivo, mas aproximados a la formula
clinica. Ademas, en base a otros estudios realizados decidimos iniciar el
tratamiento con los inhibidores desde el momento de la activacion de
las células T, de manera que seguimos el protocolo indicado en la Figura
31A para el tratamiento farmacoldgico de las células ARI editadas para
el TCR (TCRKO ARI) o sin editar (WT ARI). El tratamiento con los
inhibidores no afecto a la eficiencia de transduccién ni edicion (Figuras
31B, C). Unicamente el inhibidor para MPC indujo eficientemente la
poblacion Tn/Tscm tanto en células WT ARI como TCRKO ARI, aunque la
subida en estas ultimas es algo menor (Figuras 31D, E). Con respecto al
agotamiento de las células CAR-T, no encontramos diferencias
significativas entre los diferentes tratamientos (Figura 31F). El
crecimiento total de las células T no se comprometid por la inhibicién
de MPC o IDH2 durante 10 dias de expansién ex vivo. Si que observamos
una tendencia a una menor expansion de las células TCRKO ARI con
respecto a las células WT ARI bajo las diferentes condiciones, sin llegar
a ser estadisticamente significativa (Figura 31G).

Esto sugiere que la expansion ex vivo de las células ARI-CAR-T en
presencia del inhibidor para MPC previene la diferenciacion de las
células CAR-T sin inducir su agotamiento ni comprometer su capacidad
de expansion.
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Figura 31. Andlisis fenotipico de células TCRKO ARI tratadas con moduladores
metabélicos. (A) Representacion esquemética de la cronologia seguida para el cultivo
in vitro de células T transducidas con LV-ARI (WT ARI) y editadas con RNPrac (TCRKO
ARI) con los inhibidores para MPC o IDH2 o con el control DMSO. (B) Porcentaje de
células CAR+ dentro de las células WT ARl y TCRKO ARI cultivadas en las diferentes
condiciones (6 donantes independientes, n=10). (C) Eficiencia de edicion de las células
ARI electroporadas con RNPrac cultivadas en presencia de los inhibidores (6 donantes
independientes, n=10). (D) Graficos de puntos representativos mostrando la expresién
del CD45RA y CD62L en células WT ARI'y TCRKO ARI tratadas con los inhibidores. Se
muestran los porcentajes de células Tn/rscm, Tem, Tem Y Ter. (E) Porcentaje de células
Tn/Tscm (CD45RA+CD62L+) dentro de las células WT ARl'y TCRKO ARI tratadas con los
inhibidores (6 donantes independientes, n=10). (F) Porcentaje de células PD1+TIM3+
de células WT ARI'y TCRKO ARl tratadas con los inhibidores (5 donantes independientes,
n=5). (G) Expansién relativa de las células WT ARI y TCRKO ARI tratadas con los
inhibidores tras 10 dias de cultivo (6 donantes independientes, n=8). Las graficas
muestran la media = SEM. La estadistica se basa en un test one-way ANOVA (Dunnett's
multiple comparisons test), *p<0,05, **p<0,01.
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2.3. Efecto de los moduladores metabodlicos en la actividad
antitumoral de las células TCRKO ARI-CAR-T

Tras observar este incremento de la poblacion Tn/Tscm en las células ARI-
CAR-T tratadas con el inhibidor para MPC, pasamos a valorar si esta
induccion podia correlacionarse con una mejor actividad antitumoral. En
primer lugar, comparamos la capacidad citolitica de las células TCRKO
ARI'y WT-ARI tratadas con MPCi o con DMSO en un ensayo de lisis
seriada frente a las células Namalwa (Figura 32A). Solo se observé un
efecto positivo en las células WT ARI tratadas con el inhibidor de MPC,
que fueron capaces de controlar eficientemente a las células diana
durante dos encuentros mas que las células no tratadas (Figura 32B).
Sin embargo, no se observd ningun efecto en la actividad antitumoral
de células TCRKO ARI (Figura 32C) ni en la expansion de las células WT
ARI (Figura 32D) ni de las TCRKO ARI (Figura 32E). Las células WT ARI,
tratadas con o sin inhibidor, alcanzaron mayor expansion en
comparacion con las células TCRKO ARI.
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Figura 32. Potencia efectora de las células TCRKO ARI tras una exposicién frecuente
con el antigeno tumoral en un modelo de linfoma. (A) Esquema del ensayo de lisis
seriada. Las células CAR-T tratadas con los inhibidores durante 10 dias, fueron lavadas y
co-cultivadas con las células Namalwa (ED = 1:1) y se re-estimularon cada dia. (B)
Grafica que muestra el nUmero células tumorales restantes tras cada encuentro (24h)
con las células WT ARI pre-tratadas con DMSO o MPCi. (C) Gréafica que muestra el
numero células tumorales restantes tras cada encuentro (24h) con las células TCRKO ARI
pre-tratadas con DMSO o MPCi. (D) Expansién relativa de las células CAR+ dentro de
las células WT ARI pre-tratadas con DMSO o MPCi tras cada encuentro con las células
diana. (E) Expansién relativa de las células CAR+ dentro de las células TCRKO ARI pre-
tratadas con DMSO o MPCi tras cada encuentro con las células diana. Las graficas
muestran la media + SEM (6 donantes independientes, n=6). La estadistica se basa en
un test two-way ANOVA multiple comparisons,*p<0,05, **p<0,01.

Con respecto al fenotipo, el tratamiento con MPCi indujo un fuerte
incremento de la poblacion Tn/Tscm en las células WT ARI. Este efecto
fue mantenido hasta el tercer encuentro (Figura 33A). En términos de
agotamiento, cuantificado como células CAR+PD1+TIM3+, no
observamos diferencias significativas entre las diferentes condiciones.
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Tal como era esperable, si observamos un incremento del estado de
agotamiento de todas las células CAR-T tras 7 encuentros, aunque en
este punto las células WT ARI no pre-tratadas experimentaron un
incremento mayor del estado de agotamiento respecto a las células pre-
inhibidas con el MPCi (Figura 33B). También valoramos si la inhibicion
de MPC afectaba a la capacidad de las céelulas ARI-CAR-T para producir
citoquinas efectoras. Para ello determinamos la concentracién de TNFa
(Figura 33C) e IFNy (Figura 33D) mediante ELISA tras el primer
encuentro con células Namalwa. Los valores de estas citoquinas Th1

fueron similares entre las células con los diferentes tratamientos, ya sean
editadas o no.
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Figura 33. Fenotipo de las células TCRKO ARI moduladas metabdlicamente y
estimuladas continuamente con las células diana. (A) Porcentaje de células Tn/Tscm
de las células WT ARI'y TCRKO ARI pre-tratadas con DMSO o MPCi tras los diferentes
encuentros con las células Namalwa (6 donantes independientes, n=6). (B) Porcentaje
de células PD1+TIM3+ de las células WT ARI'y TCRKO ARI pre-tratadas con DMSO o
MPCi tras los diferentes encuentros con las células Namalwa (6 donantes
independientes, n=6). (C) Secrecién de las citoquinas efectoras TNFa e (D) IFNy por
parte de las células CAR-T moduladas metabdlicamente en respuesta a las células diana
tras 24h de co-cultivo (4 donantes independientes, n=4). Las gréficas muestran la media
+ SEM (6 donantes independientes, n=6). La estadistica se basa en un test two-way
ANOVA multiple comparisons, *p<0,05, ****p<0,001.

157



Por ultimo, estudiamos la actividad antitumoral de las células ARI-CAR-
T tratadas con el inhibidor de MPC en un modelo pancreatico
metastasico el cual habia sido modificado previamente para expresar la
proteina CD19 humana en su superficie de manera heterogénea. En
concreto, se generd la linea celular MiaPaca 70% CD19+, la cual se co-
cultivé en un ratio E:D 2:1 con las células TCRKO ARl y WT ARI que habian
sido expandidas ex vivo durante 10 dias en presencia del inhibidor de
MPC o DMSO (Figura 34A). Interesantemente y al contrario de lo que
ocurria en el modelo de Namalwa, Unicamente las células TCRKO ARI
tratadas con MPCi vieron incrementada su actividad antitumoral en
comparacion con las controles. Mientras que células WT ARI perdian
actividad antitumoral frente a las células MiaPaca al cuarto encuentro en
ausencia o presencia de MPCi (Figura 34B), las células TCRKO ARI pre-
tratadas con el inhibidor de MPC (y no las controles) controlaron el
crecimiento de las células tumorales (Figura 34C). Este incremento en la
actividad litica de las TCRKO ARI en este modelo se correlaciona con un
incremento en la poblacion Tn/rscm tras el tratamiento con MPCi (Figura
34D). Sin embargo, este incremento en la poblacion Tn/Tscm también se
observa en las células WT ARl a pesar de no verse un incremento
significativo en la actividad litica. Si analizamos el estado de
agotamiento de las células CAR+, observamos que la mayor eficacia
litica obtenida con las células TCRKO ARI pre-tratadas con el inhibidor
MPCi tras el tercer encuentro se relaciona con una menor co-expresion
de los marcadores de agotamiento PD1y LAG3 en comparacion con las
células control (Figura 34E).

En resumen, todos estos datos demuestran que el tratamiento con el
inhibidor para MPC mejora el fenotipo de las células CAR-T en todas las
condiciones analizadas. No obstante, el efecto final en la mejora de su
actividad antitumoral varia en funcién del modelo utilizado.
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Figura 34. Potencia efectora de las células TCRKO ARI tras una exposicion frecuente
con el antigeno tumoral en un modelo de carcinoma pancreatico. (A) Esquema del
ensayo de lisis seriada. Las células CAR-T tratadas con los inhibidores durante 10 dias,
fueron lavadas y co-cultivadas con las células MiaPaca CD19+ (ED = 2:1) y se re-
estimularon cada dia. (B) Porcentaje de lisis tras cada encuentro (24h) de las células WT
ARI pre-tratadas con DMSO o MPCi. (C) Porcentaje de lisis tras cada encuentro (24h) de
las células TCRKO ARI pre-tratadas con DMSO o MPCi. (D) Porcentaje de células Tn/Tscm
de las células WT ARI'y TCRKO ARI pre-tratadas con DMSO o MPCi tras los diferentes
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encuentros con las células MiaPaca. (F) Porcentaje de células PD1+LAG3+ de las células
WT ARI 'y TCRKO ARI pre-tratadas con DMSO o MPCi tras los diferentes encuentros con
las células MiaPaca. Las graficas muestran la media + SEM (4 donantes independientes,
n=4). La estadistica se basa en un test two-way ANOVA multiple comparisons, **p<0,01,
**%5<0,005.
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DISCUSION

Existen diferentes productos basados en células T modificadas para
expresar un receptor de antigeno quimérico (CAR) aprobados para el
tratamiento de pacientes con neoplasias de células B recidivantes o
refractarias. Sin embargo, el acceso a esta terapia esta limitado por varias
barreras asociadas principalmente al proceso de fabricacién. Un estudio
ha publicado que entre un 10-30% de los pacientes que han participado
en los ensayos JULIET, TRASCEND y ZUMA-1 sufrieron leucoféresis pero
no recibieron la terapia CAR-T principalmente debido a los tiempos de
espera para generar los productos (Westin et al., 2021). Este tiempo de
espera esta asociado a una fabricacion centralizada, por lo que las
infraestructuras y recursos son limitados. Ademas, la composicion del
material de partida (calidad y cantidad de las células T) de pacientes con
cancer es muy variable, influenciada por la edad del paciente y los
defectos debidos a la enfermedad subyacente o al tratamiento previo
con agentes linfotoxicos. Por ejemplo, las concentraciones de células T
memoria en pacientes con LLA y linfoma no Hodgkin disminuyen con
cada ciclo de tratamiento estandar (Singh et al., 2016). Por otro lado,
muchos de los pacientes con LLC presentan células T agotadas, con
reducida capacidad para expandirse, de ahi la baja eficacia terapéutica
de las células CAR-T en esta enfermedad (Fraietta, Lacey, et al., 2018).

La principal estrategia para solventar algunos de estos inconvenientes
consiste en la fabricacién de células CAR-T alogénicas “listas para usar”.
Dado que las células de donantes sanos no han sido expuestas a
quimioterapias y estan libres de células tumorales, se espera que su
calidad sea superior a las obtenidas de pacientes con cancer. De hecho,
varios estudios han demostrado una funcionalidad superior de células
CAR-T obtenidas de donantes sanos en comparacion con células CAR-T
derivadas de pacientes en modelos in vivo (Arcangeli et al., 2020;
Fraietta, Lacey, et al., 2018), incluso aquellas obtenidas de pacientes no
tratados (Hoffmann et al., 2017).
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Las técnicas asociadas a la generacion de células CAR-T alogénicas son
las mismas que las descritas para la produccién de células CAR-T
autologas (seleccidn, activacion e ingenieria genética de células T). Las
estrategias basadas en células CAR-T alogénicas, por el contrario,
pueden tratar potencialmente a cientos de pacientes a partir de un solo
lote de células CAR-T, en lugar de tener que hacer una terapia
individualizada para cada paciente. También se pueden usar en esa
fraccion considerable de pacientes cuyas propias células T no pueden
expandirse lo suficiente como para producir una terapia CAR-T aut6loga
viable. Ademas, es mas factible repetir el tratamiento en caso de recaida.

A pesar de estas ventajas, las células CAR-T alogénicas presentan
algunos inconvenientes, como son la necesidad de evitar la enfermedad
de injerto contra huésped, intensificar los regimenes de linfodeplecion
y una limitada persistencia in vivo de las células CAR-T (con una media
de 42 dias en el paciente, (Benjamin et al., 2020)).

Por lo tanto, en la presente tesis nos planteamos el desarrollo de una
plataforma para la generacion de células CAR-T a partir de células de
donantes sanos que ponga solucion a parte de dichos problemas.

Eficacia y sequridad de las células ARI-CAR-T universales para el

tratamiento de linfomas tipo B

En primer lugar, demostramos la viabilidad de generar células CAR-T
alogénicas universales mediante la eliminacion de la expresion del
receptor de células Taf (TCRKO) usando la herramienta de edicién
gendmica CRISPR/Cas9. La eleccion de esta tecnologia se basa en la alta
actividad y eficiencia de la nucleasa Cas9 asi como en la facilidad de
disefio y aplicacién. Previamente a la edicion, realizamos la introduccion
del CAR mediante vectores lentivirales. En concreto, utilizamos un CAR
aCD19 de segunda generacion (ARI-0001) conteniendo el dominio de
co-estimulacion 4-1BB y de activacion CD3z.

ARI-0001 es un medicamento CAR-T académico desarrollado por el
Hospital Clinic de Barcelona y aprobado para exencion hospitalaria por
la AEMPS para el tratamiento de la LLA-B en pacientes mayores de 25
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afos. Esta terapia CAR-T autdloga ha dado resultados comparables con
otros productos CAR-T aCD19 (Ortiz-Maldonado et al., 2021) en
pacientes que no cumplian los requisitos para el tratamiento con los
productos comerciales. La posibilidad de administracion de ARI-0001
bajo exencién hospitalaria ofrece la oportunidad de desarrollar la terapia
CAR-T en estrecho contacto con la practica clinica y un rapido acceso de
los pacientes a la misma. Sin embargo, como se ha mencionado
anteriormente, la fabricacion especifica de un producto para cada
paciente es costosa, requiere mucho tiempo y genera un producto
heterogéneo, y no en todos los casos es posible generar el producto
final. La generacion de células ARI-0001 utilizando células de donantes
sanos aumentaria el nimero de pacientes que podrian acceder al
tratamiento. No obstante, el riesgo de EICH debe evitarse para que estas
células sean lo suficientemente seguras para que puedan ser
consideradas para uso clinico.

Una de las estrategias mas eficientes se basa en la eliminacion de la
expresion del TCR. Otra alternativa seria el uso de células CAR-T
derivadas de sangre de cordon umbilical, células CAR-T virus-
especificas, células CAR-TyS, células CAR-NK o células CAR-NKT de
donantes sanos (Cutmore & Marshall, 2021). El hecho de que la
transfusién adoptiva de células NK se haya relacionado raramente con
eventos de EICH (Olson et al.,, 2010) y la viabilidad de varias fuentes para
obtener células NK (Heipertz et al., 2021) postulan a las células CAR-NK
como una alternativa interesante para el producto universal. Sin
embargo, todavia existen varias barreras para el éxito clinico de las
células CAR-NK, como la baja eficiencia de transduccion y/o la
persistencia y expansion in vivo limitadas (Heipertz et al., 2021).

La edicion gendmica se ha convertido en una herramienta excepcional
para alterar especificamente la expresion de un gen de interés tanto para
fines clinicos como para investigacion. Por lo general, estas herramientas
generan una rotura de doble cadena de ADN (DSB) especifica de sitio,
la cual se repara principalmente mediante la via de union de extremos
no homologos (NHEJ) (Kim & Kim, 2014), la cual es propensa a errores
y comUnmente genera indels pequefos (<50 pb). No obstante, también
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pueden generar genotoxicidad no deseada, como es la creacion de
cortes fuera de diana (off-targets) o translocaciones en casos de edicion
multiple, que deben analizarse en detalle. Ademas, en el caso de la
tecnologia CRISPR/Cas9, estudios recientes han mostrado una
frecuencia relativamente alta de grandes deleciones tras el corte en los
sitios diana en diferentes tipos celulares (Adikusuma et al., 2018; Hoijer
et al,, 2022; Kosicki et al., 2018; Song et al., 2020; Wen et al.,, 2021; Wen
& Zhang, 2022; Wu et al., 2022). Esto indica que las vias de reparacion
del ADN distintas de NHEJ juegan un papel importante en la reparacion
de DSBs.

En este trabajo detectamos la generacién de grandes deleciones tras la
edicion del locus TRAC que oscilan entre 2 y 3 kb de tamafio, un
fendbmeno inexplorado en el campo de células CAR-T hasta hace muy
poco (Wu et al.,, 2022). Alrededor de un tercio de las grandes deleciones
analizadas contenian microhomologias en el sitio de rotura. Esto sugiere
la participacion de la via de union de extremos mediada por
microhomologia (MMEJ) como mecanismo potencial de estas grandes
deleciones, como se ha informado anteriormente (Bae et al., 2014;
Kosicki et al., 2022; Owens et al., 2019). Las grandes deleciones pueden
tener efectos nocivos en los genes cercanos si afectan a las regiones
reguladoras. Sin embargo, las consecuencias no se limitan a la zona
diana ya que estas deleciones pueden ser fuentes importantes de
inestabilidad gendmica. Estos posibles efectos negativos resaltan la
importancia de una genotipificacion extensiva para detectar con
precision posibles alteraciones en células destinadas al tratamiento de
pacientes. En los Ultimos afos varios grupos han identificado las grandes
deleciones como un potencial riesgo genotdxico y han propuesto
alternativas diferentes para reducirlo. Wen y cols., (Wen et al., 2021)
demostraron que la frecuencia de grandes deleciones depende del sitio
diana y del tipo de célula, siendo las células T primarias humanas
particularmente propensas a estos efectos genotoxicos. También
demostraron que con la provision de un ADN molde la reparacién
dirigida por homologia (HR) redujo sustancialmente las grandes
deleciones.
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La edicion del gen TCR suele realizarse a tiempos cortos de cultivo de
las células T, momento en el cual la cromatina de las células T podria ser
mas accesible y en el que la maquinaria de recombinacion del propio
TCR podria ser mas activa (RAG). Sin embargo, en nuestra mano no
observamos cambios significativos ni en la eficacia ni en la seguridad de
edicion entre células expandidas y no expandidas cuando la EG se realiza
en condiciones Optimas. Otra alternativa para evitar la generacién de
grandes deleciones es el uso de editores de base para eliminar el TCR
(Song et al., 2020).

A pesar de los efectos genotoxicos potenciales de CRISPR/Cas9, hemos
mostrado evidencia de que la interrupcion del locus TRAC no altera
significativamente la funcionalidad de las células T ni de las células CAR-
T. De hecho, nuestros datos detectan alteraciones fenotipicas minimas
en las células TCRKO ARI en comparacién con las células ARI no editadas
(WT ARI) en estado de reposo, después de repetidas estimulaciones in
vitro, asi como en un modelo xenogénico murino. Ademas, nuestros
estudios acerca del metabolismo mitocondrial confirmaron la ausencia
de efectos importantes en la actividad metabdlica de las células CAR-T
después de la edicion del locus TRAC. Aunque es necesario realizar estos
estudios con mayor nimero de donantes y bajo diferentes condiciones
para llegar a una conclusién mas robusta.

Como era de esperar, la eliminacion del TCR en las células ARI elimino
por completo la capacidad de respuesta alogénica mientras mantenian
una actividad antitumoral ex vivo o in vivo similar a las células WT ARI.
Por un lado, estos resultados contrastan con lo descrito por los autores
Stenger y Li,, cuyos trabajos sostienen que el TCR enddgeno promueve
la persistencia in vivo de las células CAR-T anti-CD19 (W. Li et al.,, 2022;
Stenger et al., 2020). Pero por otro, nuestros resultados confirman otros
trabajos en los que la supervivencia de ratones inoculados con células
tumorales CD19+ fue similar tras el tratamiento con células TCRKO o WT
CAR-T (Graham et al., 2021; Tipanee et al.,, 2022). Cabe destacar que,
después de la expansion in vivo, las células WT y TCRKO ARI presentaron
un fenotipo Tem predominante, pero mantuvieron un porcentaje
sustancial (10-20 %) de células T menos diferenciadas, Tn/Tsem + Tom.
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En resumen, a pesar de los riesgos potenciales derivados de la
generacion de grandes deleciones utilizando el sistema CRISPR/Cas9,
todos los datos generados durante esta tesis indican una buena relacion
seguridad/riesgo del uso de células ARI-CAR-T universales, con ausencia
de alteraciones fenotipicas. Por lo tanto, proponemos las células TCRKO

generadas con CRISPR/Cas9 como un nuevo medicamento de
terapia avanzada (ATMP) alogénico para el tratamiento de linfomas de
células B recidivantes y/o refractarios que no cumplen los requisitos para
recibir la terapia CAR-T autologa.
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Figura 35. Representacion grafica de los resultados obtenidos al comparar las
células ARI-CAR-T y TCRKO ARI-CAR-T.

La inhibiciéon transitoria de ciertas rutas metabdlicas mejora las

caracteristicas de las células ARI-CAR-T universales

La eficacia de la terapia CAR-T depende en gran medida de la expansion
de las células T y de su persistencia a largo plazo. Una persistencia
insuficiente constituye una barrera importante en el desarrollo de las
terapias CAR-T alogénicas universales. Estas cualidades estan ligadas
estrechamente al fenotipo del producto infundido. Por ejemplo, la
proporcion de una poblacion especifica de células T memoria
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(CD8+CD27+PD1) se ha correlacionado con un estado de remision en
pacientes con LLC tratados con células CAR-T (Fraietta, Lacey, et al,
2018). Similarmente, la cantidad de células T con un fenotipo
CD8+CCR7+CD27+ fue tres veces mayor en el producto de infusién de
pacientes con linfoma de células B que lograron una respuesta
completa, en comparacion con lo que presentaron recaidas (Deng et al.,
2020). De forma mas genérica, varios estudios han publicado que la
proporcion de células T madre memoria (Tscwm), en el producto CAR-T
correlaciona positivamente con la expansion y persistencia in vivo y, por
tanto, con una remision a largo plazo (Arcangeli et al., 2022; Arcangeli
et al,, 2020; Biasco et al,, 2021; Chen et al,, 2021; Engels et al., 2021).

Se han llevado a cabo diferentes estrategias para conseguir esta mejora
de la eficacia terapéutica de las células CAR-T, como son la seleccion
fisica de una poblacion T memoria definida, la optimizacion en el disefio
del CAR y su expresion, o la modificacion de los protocolos de
expansion.

Dado que el metabolismo de las células T esta estrechamente ligado a
la diferenciacion fenotipica, nos planteamos que la intervencion
metabdlica durante la expansién ex vivo de las células CAR-T podria ser
una buena estrategia para inducir un fenotipo memoria y mejorar su
eficacia terapéutica. Ademas, la traslacién a clinica seria mas facil, sobre
todo si usamos moléculas ya aprobadas para uso clinico.

La idea de una intervencién farmacoldgica para reprogramar a las
células T para terapia celular adoptiva (TCA) ha cobrado importancia
desde que se demostro que la rapamicina, al inhibir mTOR en las células
T activadas, podria aumentar la proporcion de células T de memoria
durante la respuesta primaria a una infeccion viral (Araki et al., 2009).
Posteriormente, se ha demostrado que los inhibidores para Akt
(Klebanoff et al., 2017) y PI3K& (Abu Eid et al., 2017) tienen un efecto
similar al promover la diferenciacién de células T memoria, aumentar la
expansion y/o la persistencia en la TCA y mejorar el potencial
antitumoral en entornos terapéuticos.
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Durante mi estancia en el laboratorio del Prof. Pedro Romero
demostramos que la captacidn de piruvato a través de su transportador
mitocondrial (MPC), asi como la carboxilacion reductiva de glutamina
mediada por la enzima mitoconderial isocitrato deshidrogenasa 2 (IDH2)
tienen un impacto en la diferenciacion y funcién de celulas T. La
inhibicion de estas rutas conduce a cambios en la concentracion de
metabolitos que intervienen en el ciclo de Krebs. Esto se asocia a una
reprogramacion epigénetica que promueve la diferenciacion a células T
memoria sin comprometer su capacidad de proliferacion y funcionalidad
(Wenes et al., 2022) (Jaccard et al, 2022, en revision).

Durante este periodo, ademas, comprobamos que el efecto de la
intervencion metabdlica estaba estrechamente ligado al estado de
diferenciacion de las células T. Observamos que el inhibidor del
transportador de piruvato mitocondrial (MPCi) perdia la capacidad de
inducir una poblacion memoria en células T WT y TCRKO si la
intervencion se realizaba varios dias tras la activacion de las células T.
Esto sugiere que ciertas rutas metabdlicas de las células T no son
reversibles una vez se han puesto en marcha.

De manera que cuando decidimos probar el efecto de estos inhibidores
en nuestros cultivos de células ARI-CAR-T, realizamos la intervencion
justo en el momento de activacion de las células T. Sorprendentemente,
bajo condiciones de cultivo mas proximas a los protocolos clinicos, el
tratamiento de las células WT ARI y TCRKO ARI con el inhibidor para
IDH2 (IDH2i, AG221) no indujo un fenotipo memoria. Si que se indujo
eficientemente la poblacién Tn/Tscm en células WT ARI y TCRKO ARI
tratadas con el MPCi (UK5099). La inhibicién de MPC no comprometiod
la expansion de las células CAR T ni la produccion de citoquinas.

La inhibicién transitoria de MPC aumentd significativamente la actividad
antitumoral de las células WT ARI en un modelo in vitro de linfoma,
manteniendo un fenotipo memoria tras los diferentes encuentros con el
antigeno. Sin embargo, en un modelo in vitro de carcinoma pancreatico
fueron las células TCRKO ARI pre-tratadas con el MPCi las que
controlaron mas eficientemente el crecimiento tumoral. Esta mejora en
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la eficacia se correlaciona con un mejor estado fenotipico de las células
CAR-T. Esto sugiere que los mecanismos subyacentes que empujan los
cambios metabdlicos y transcripcionales se reprograman Unicamente
bajo ciertas circunstancias. En un modelo in vivo, donde existe un
ambiente mas estresante e inmunosupresor, quizas estos mecanismos
sean mas imprescindibles para una eliminacion eficiente del tumor.
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Figura 36. Proceso para implementar la terapia adoptiva con células CAR-T
alogénicas universales moduladas metabolicamente.
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CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

1. La combinacién de CRISPR/Cas9 como ribonucleoparticula (RNP)
y de vectores lentivirales (VLs) permite la generacion eficiente de
células ARI-CAR-T universales de potencial utilidad clinica.

2. La edicion del TRAC con CRISPR/Cas9 en células T primarias
genera grandes deleciones en este locus y, por lo tanto, es

importante monitorizar su presencia en productos TCRKO CAR-
T.

3. La interrupcién del TCR no tiene efecto significativo sobre la
actividad antitumoral de las células ARI-CAR-T en un modelo de
linfoma.

4. El efecto de la inhibicién del transportador mitocondrial de
piruvato (MPC) y la enzima isocitrado deshidrogenasa (IDH2) en
células CAR-T depende de las condiciones y modelos utilizados.

5. Elinhibidor de MPC mejora el fenotipo y la actividad antitumoral

de las células ARI-CAR-T por lo que podria utilizarse para mejorar
su fabricacion.
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CONCLUSIONS



CONCLUSIONS

1. The combination of CRISPR/Cas9 as ribonucleoprotein (RNP) and
lentiviral vectors (LVs) allows efficient generation of universal
Off-the-shelf ARI-CAR-T cells with clinical potential.

2. TRAC edition with CRISPR/Cas9 in primary human T cells
generates large deletions in this locus and it is therefore
important to monitor its presence in TCRKO CAR-T products.

3. TCRdisruption has no significant effect on the antitumor activity
of ARI-CAR-T cells in a lymphoma model.

4. The effect of mitochondrial pyruvate transporter (MPC) and
enzyme isocitrate dehydrogenase (IDH2) inhibition in CAR-T cells
depends on the conditions and models used.

5. The MPC improved phenotype and antitumoral activity of ARI-

CAR-T cells and therefore could be used to improve their
manufacturing.
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