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RESUMEN

La terapia con células T que expresan Receptores de Antigeno
Quiméricos (CARs) ha demostrado resultados sin precedentes en el
tratamiento de neoplasias hematoldgicas del linaje B refractarias o en
recaida. Sin embargo, a pesar de su alta eficacia antitumoral, esta
terapia no esta exenta de efectos secundarios graves como la tormenta
de citoquinas o la neurotoxicidad. Ademas, la falta de potencia y/o
persistencia de las células CAR-T debido a una sobreexpresion del CAR
y a lainteraccion con un fuerte microambiente tumoral inmunosupresor,
conduce a recaidas frecuentes en el tratamiento de tumores liquidos y
a una falta de eficacia en el tratamiento de tumores sélidos. Ademas, el
proceso de manufactura de las células CAR-T presenta limitaciones
que, sumadas a los efectos secundarios, indican la necesidad de
mejorar la terapia CAR-T. En esta tesis doctoral, hemos trabajado en

tres objetivos para superar estas limitaciones:

Regulacion endogena de la expresidn génica. Eyquem y colaboradores
demostraron (utilizando herramientas de edicién gendémica) que
cuando un CAR aCD19 sigue una cinética similar a la del TCR tras el
encuentro antigénico (internalizacién rdpida tras la activacion, y una
posterior recuperacion de niveles basales de expresion), las células
CAR-T incrementaban su potencia antitumoral, mejorando las
caracteristicas del producto. Con el objetivo de llevar esto a cabo en un
contexto de vectores lentivirales, nuestro grupo disei6 el promotor AW,
un promotor sintético que permitié que el CAR siguiera una cinética
TCR-like, lo que dot6 a las células de caracteristicas mejoradas. Sin
embargo, debido a los bajos niveles de expresion del CAR obtenidos, en
esta tesis disefiamos dos promotores sintéticos basados en B2My CD4

con el objetivo de conseguir esta cinética, pero con mayores niveles de



expresion. Comprobamos que el promotor B2M presenté una cinética
similar a la del TCR con un gen reportero y una mayor intensidad de
expresion, lo que lo convierte en un buen candidato para la expresion de
CARs. Por otro lado, el promotor CD4 no presentd una cinética TCR-like,
aunque observamos una expresion restringida a tejidos asociada a este
promotor, lo que lo hace interesante para aplicaciones que requieran

expresar genes de manera restringida a células CDA4.

Generacion de TRUCKs inducibles para incrementar la potencia sin
comprometer la seguridad. Con el objetivo de incrementar la potencia
antitumoral de las células CAR-T, sin comprometer la seguridad de la
terapia, utilizamos el sistema Lent-On-Plus (el Unico sistema de
expresion inducible por doxiciclina libre de transactivadores) para
controlar la expresion de IL-18 en células CAR-T antiCD19
(iTRUCK19.18). Generamos las células iTRUCK19.18, observando que
la induccion de IL-18 permitié controlar la liberacién de citoquinas
proinflamatorias, asi como el nivel de activacion de las células T.
Comprobamos, ademas, que las células iTRUCK19.18 controlaron la
polarizaciéon de macréfagos primarios pro-tumorales (M2) hacia un
fenotipo antitumoral (M1) de manera dependiente de doxiciclina. Esto
se tradujo en un incremento de la actividad antitumoral de las células
CAR-T, tanto in vitro como in vivo, en un modelo tumoral liquido y otro
solido de elevada agresividad: un modelo de linfoma de Burkitt y un
modelo de adenocarcinoma pancreatico. Finalmente, generamos
células iTRUCK19.18 a partir de células T de paciente, y observamos
que la liberacion de IL-18 incrementd la eliminacion de tumores
primarios B. Hasta dénde llega nuestro conocimiento, las células
iTRUCK19.18 son las primeras células CAR-T capaces de controlar la

produccion de IL-18 de manera exogena, y pueden suponer una



alternativa a la aplicacion de células CAR-T convencionales en

pacientes con ciertas neoplasias malignas agresivas.

Generacion de células empaquetadoras de vectores lentivirales mas
eficientes. Con el objetivo obtener vectores lentivirales con un mayor
titulo, algo fundamental en la manufactura de células CAR-T,
generamos células empaquetadoras mas resistentes a la apoptosis
celular (la cual esté asociada a la sobreexpresion de proteinas toxicas,
como el CAR). Para ello, utilizamos CRISPR-Cas9 para eliminar la
expresion de los genes BAX y BAK, cruciales en el control de la
apoptosis mitocondrial, en células HEK-293T, obteniendo células
empaquetadoras mas resistentes a la apoptosis, lo que derivé en un
incremento de los titulos virales de dos CARs diferentes. Estas células
representan una plataforma interesante para la produccién de vectores
o proteinas toxicas y pueden mejorar la eficacia de la manufactura de
las células CAR-T.
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ABREVIATURAS

AAV vector adenoasociado, del inglés adenoassociated vector

AEMPS Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios

AICD muerte inducida por activacién, del inglés activation-induced
cell death

allo-HSCT  trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos, del
inglés allogeneic hematopoietic stem cells trasplantation

APD adenocarcinoma pancreatico ductal

BCMA antigeno de maduracion de las células B, del inglés B cell
maduration antigen

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

BITEs del inglés bi-specific T-cell engagers

CAFs fibroblastos asociados a cancer, del inglés cancer-associated
fibroblasts

CAR receptor de antigeno quimérico, del inglés chimeric antigen
receptor

CR remision completa, del inglés complete remission

CRISPR del inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats

CRS sindrome de liberacién de citoquinas, del inglés cytokine
release syndrome

CSCs células madre cancerigenas, del inglés cancer stem cells

CTV del inglés Cell Trace Violet

DAPI 4' 6-diamidino-2-fenilindol

DLBCL linfoma difuso de células B grandes, del inglés diffuse large B
cell ymphoma

Dox doxiciclina

EF1a factor de elongacién 1 q, del inglés elongation factor 1 a

eGFP proteina verde fluorescente mejorada, del inglés enhanced
green fluorescent protein

EH exencion hospitalaria

EICH enfermedad de injerto contra huésped

GM-CSF factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos,
del inglés Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor

GOl gen de interés, del inglés gene of interest

HL linfoma de Hodgkin, del inglés Hodgkin Lymphoma

HLA antigeno leucocitario humano, del inglés human leukocyte
antigen

HRS células Hodgkin y Reed-Sternberg

HSCs células  progenitoras  hematopoyéticas, del inglés
hematopoietic stem cells

iC9 caspasa 9 inducible, del inglés inducible caspase 9




ICANS sindrome de neurotoxicidad asociada a células
inmunoefectoras, del inglés immune effector cell-associated
neurotoxicity syndrome

iCARs CARs inhibitorios, del inglés inhibitory CARs

ICIs inhibidores de puntos de control inmunoldgicos

IFNy interferbn gamma

IL-18BP proteina de unién a IL-18, del inglés IL-18 binding protein

ITAM motivos  de activacion basados en tirosinas
inmunorreceptoras, del inglés immunoreceptor tyrosine-based
activation motifs

LLA leucemia linfobldstica aguda

LLC leucemia linfocitica croénica

LOP Lent-On-Plus

LTRs repeticiones terminales largas, del inglés long terminal
repeats

LZM linfoma de zona marginal

MASTER del inglés Multifunctional Alginate Scaffold for T Cell
Engineering and Release

M-CSF factor estimulante de colonias de macréfagos, del inglés
Macrophage Colony-Stimulating Factor

MDSCs células supresoras derivadas de células mieloides, del inglés
myeloid-derived suppressor cells

MHC complejo mayor de histocompatibilidad, del inglés major
histocompatibility complex

MM mieloma multiple

MOl multiplicidad de infeccidn, del inglés multiplicity of infection

MoML virus de la leucemia murina de Moloney

NFAT del inglés nuclear factor of activated T cell

NHL linfoma no — Hodgkin, del inglés non — Hodgkin lymphoma

NTD no transducida, del inglés non-transduced

ORR tasa de respuesta general, del inglés Overall Response Rate

PB PiggyBac

PBS tampén fosfato salino, del inglés phosphate-buffered saline

PD-L1 ligando 1 de muerte programada, del inglés programmed
death-ligand 1

PMA del inglés phorbol 12-myristate 13-acetate

PTKs proteinas tirosin quinasas

R/R refractario o en recaida

RI receptores inhibitorios

RNPs ribonucleoproteinas

SB Sleeping Beauty

scFv fragmento variable de cadena sencilla, del inglés single-chain
variable fragment

SEM error estandar de la media, del inglés standard error of the
mean

TAAs antigenos asociados a tumor, del inglés tumor associated

antigens
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TALENs del inglés Transcription Activator-Like Effector Nucleases

TAM macroéfagos asociados a tumor, del inglés tumor associated
macrophages

TanCAR tandem CARs

Tem células T central memoria, del inglés central memory T cells

Tconv células T convencionales

TCR receptor de células T, del inglés T-cells receptor

Tee células T efectoras, del inglés effector T cells

tEGFR factor de crecimiento epidérmico truncado, del inglés
truncated epidermal growth factor receptor

Tem células T efectoras memoria, del inglés effector memory T
cells

Tex células T agotadas, del inglés exhausted T cells

TFBS sitio de unién de factores de transcripcion, del inglés
transcription factor binding site

TILs linfocitos infiltrantes tumorales, del inglés tumor infiltrating
lymphocites

TME microambiente tumoral, del inglés tumor microenvironment

TRAC del inglés T-cell receptor alpha chain

Tregs células T reguladoras

TRUCKs del inglés T-cells redirected for unrestricted cytokine-initiated
killing

Tscm células T troncales memoria, del inglés stem memory T cells

VHH dominio variable de los anticuerpos de cadena pesada

VIH virus de inmunodeficiencia humana

VLs vectores lentivirales

ZFNs nucleasas de dedos de zinc, del inglés Zinc-Finger Nucleases

YRVs vectores gamma retrovirales
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1. Cancer: tumores hematoldgicos y sélidos

1.1. Cancer: una enfermedad heterogénea

El término cancer designa de manera genérica un grupo heterogéneo
de enfermedades causadas por tumores malignos; proliferaciones
descontroladas de células que pueden afectar la funcion de diversos
organos y llegar a propagarse a regiones adyacentes, en un proceso
llamado metastasis. A dia de la escritura de esta tesis, el cancer es la
primera causa de muerte a nivel mundial (Organizacién Mundial de la
Salud, OMS 2022).

Clasicamente, las aproximaciones terapéuticas para el tratamiento del
cancer han sido generalistas y reduccionistas. La intensa investigacion
durante las ultimas décadas en sus bases moleculares ha dilucidado
que el cancer es una enfermedad compleja, multifactorial y diferente
entre pacientes, por lo que se requieren aproximaciones basadas en la

medicina personalizada para un tratamiento eficaz y seguro.
1.1.1. Tratamientos convencionales contra el cancer

A dia de hoy, por su amplio uso y eficacia, se considera a la
quimioterapia, la radioterapia, la cirugia y la inmunoterapia como los 4
pilares en el tratamiento contra el cancer. La quimioterapia no presenta
actividad especifica antitumoral, pues ademas de inhibir la proliferacién
descontrolada de las células tumorales, también afecta a numerosas
células normales con altas tasas de proliferacién, como células de los
foliculos pilosos, células epiteliales del tracto digestivo o células
progenitoras hematopoyéticas de la médula dsea, generando efectos

secundarios severos en el paciente (Behranvand et al., 2022).

La terapia de radiacién o radioterapia se basa en la eliminacién o

reduccion del crecimiento tumoral mediante la aplicacion de radiacion
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de alta energia, como rayos X, rayos gamma, electrones, protones,
neutrones o iones de carbono (Lu et al,, 2022). Aproximadamente, el
50% de los pacientes con cualquier tipo de cancer reciben radioterapia,
y el 40% de ellos responden en mayor o menor medida (Herrera et al.,
2017). Sin embargo, la radioterapia también conlleva numerosos
efectos secundarios como inflamacién, problemas de coagulacién o
fibrosis. Ademas, existe entre un 0,2% a un 1% de probabilidad de
induccion de neoplasias secundarias por accién de la radiacion en
supervivientes de cancer tratados con radioterapia a los 3 afios (Hoskin,
2002).

La reseccion quirdrgica es el método de tratamiento del cancer mas
antiguo, pero incluso a dia de hoy sigue siendo de manera
incuestionable el método mas eficaz. Sin embargo, el rango de
aplicacion de la cirugia es reducido, ya que la posibilidad de reseccion
quirurgica es nula o muy baja en muchos tipos de cancer,
especialmente en canceres hematoldgicos. Otro ejemplo es el cancer
de pancreas, donde solo el 10% de los pacientes entran en los criterios
de la cirugia de reseccién convencional (Strobel et al., 2019). Ademas,
de los pacientes intervenidos, mas del 90% recaen y acaban muriendo

en menos de 26 meses (Neoptolemos et al., 2018).

La inmunoterapia ha cambiado el paradigma de los tratamientos
convencionales contra en cancer ya que, a diferencia del resto de
tratamientos, en la Unica terapia bioldgica. La inmunoterapia abarca un
conjunto de formas de tratamiento destinadas a modificar el sistema
inmunologico del propio paciente con el objetivo de eliminar el tumor.
Esto se puede alcanzar de diversas maneras, entre las que
encontramos la terapia con anticuerpos monoclonales, la transferencia
celular adoptiva o los virus oncoliticos, entre otros (se detalla en

apartados posteriores) (Khan et al, 2021). La aplicacién como
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monoterapia 0 mediante uso combinado de esta terapia dirigida ha
dado resultados especialmente relevantes en indicaciones con tasas de
supervivencia tradicionalmente bajas, como el melanoma metastasico
o algunos tipos de linfomas agresivos (Hoteit et al., 2021). Sin embargo,
la inmunoterapia no esta exenta de efectos secundarios, consecuencia
de que la modulacién del sistema inmunitario puede generar de manera
colateral procesos de autoinmunidad e inflamacion no especifica (Riley
et al., 2019).

De manera general, encontramos dos categorias principales de cancer,
los cdénceres hematolégicos (o neoplasias hematoldgicas) y los
tumores solidos. Dentro de los canceres hematoldgicos, en esta
introduccion nos centraremos en las neoplasias del linaje B, y dentro de
los tumores sdlidos, nos centraremos en explicar los mecanismos
subyacentes a las resistencias a los diferentes tratamientos, con

especial énfasis en el cancer de pancreas.
1.2. Neoplasias hematoldgicas del linaje B

Las neoplasias hematoldgicas constituyen el 4° tipo mas frecuente de
canceres diagnosticados a nivel mundial. Forman un grupo de
enfermedades caracterizadas por la expansion clonal de células
hematopoyéticas en distintos estados de diferenciacién. Existen
distintas clasificaciones de los canceres hematoldgicos, pero a nivel
general, estos incluyen las leucemias (donde el origen del crecimiento
celular descontrolado surge en la sangre y/o médula ésea), los linfomas
(donde la proliferacién se inicia en los ganglios linfaticos) y el mieloma
multiple (donde la proliferacién surge en las células plasmaticas de la
médula 6sea) (Sociedad Espafiola de Hematologia y Hemoterapia,
SEHH). En 2020, se diagnosticaron a nivel mundial 474.519 personas

con algun tipo de leucemia, y fallecieron 311.594. En cuanto a linfomas
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(sumando linfomas Hodgkin y no-Hodgkin), se diagnosticaron 627.439
casos, y fallecieron 283.169. Finalmente, en el caso de mieloma
multiple, se diagnosticaron 176.404 casos, y fallecieron 117.077
personas (GLOBOCAN 2020).

Segun la OMS, dentro de los sindromes proliferativos, se distinguen los
que afectan al linaje celular B, y los que afectan a los linajes Ty NK. Los
sindromes mas frecuentes son los que afectan las células B en distintos
estados de diferenciacion, conocidos como neoplasias hematolégicas
del linaje B. Dentro de los sindromes linfoproliferativos B mas

frecuentes, encontramos:

e Leucemia linfoblastica aguda de células B.
e Leucemia linfocitica cronica.

e Linfomas No-Hodgkin.

e Linfoma de Hodgkin.

e Mieloma multiple.
1.2.1. Leucemia linfoblastica aguda de células B (B-LLA)

La leucemia linfoblastica aguda de células B es una transformacion
maligna donde proliferan de manera descontrolada poblaciones
clonales de progenitores linfoides B inmaduros en la médula 6sea,
sangre y sitios extramedulares. Mientras que el 80% de las B-LLA
ocurren en poblacion infantil, el desarrollo en la poblacién adulta suele
tener un prondstico considerablemente mas pesimista. Aunque
diversos estudios en poblacion pediatrica han mostrado que la
presencia de ciertos sindromes (sindrome de Down, anemia de Fanconi,
sindrome de Bloom o ataxia telangiectasia) puede predisponer al
desarrollo de B-LLA, el porcentaje es minoritario ya que, en la mayoria
de ocasiones, la enfermedad aparece como consecuencia de

mutaciones de novo en poblacion sana (Terwilliger & Abdul-Hay, 2017).
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B-LLA representa el cancer infantil mas comun, y la segunda leucemia
aguda mas frecuente en la poblacion adulta. La incidencia a nivel
mundial es de 4.75 por cada 100.000 personas (National Cancer
Institute, 2022). La supervivencia media en 5 afios es del 90% en
poblacién infantil (con una tasa de recaida del 15 — 20%), pero del 30%
en la poblacién adulta (con una tasa de recaida del 60 - 70%)
(Leukaemia Care, 2021).

Actualmente, la primera linea de tratamiento para pacientes pediatricos
o adultos con B-LLA es quimioterapia administrada en tres fases:
induccion, consolidacion y mantenimiento, aunque puede variar entre
pacientes. Para pacientes en recaida/refractarios (R/R) a la primera
linea de tratamiento se considera un trasplante alogénico de
progenitores hematopoyéticos (allo-HSCT, del inglés allogeneic
hematopoietic stem cells trasplantation), y tras la secunda recaida se
considera algunos tipos de inmunoterapia, como el uso del anticuerpo
monoclonal blinatumomab, con resultados muy destacables en
pacientes sin mas opciones terapéuticas o, recientemente, la terapia
CAR-T aCD19 (American Cancer Society, 2019).

1.2.2. Leucemia linfocitica crénica de células B (B-LLC)

La leucemia linfocitica crénica se caracteriza por la proliferacién clonal
y acumulacién de células B maduras (tipicamente CD5+) en la sangre,
médula ésea, nddulos linfaticos y bazo (Hallek et al., 2018). En la LLC,
los eventos leucomogénicos primarios parecen ocurrir ya en las células
troncales hematopoyéticas, por la pérdida o adicién de grandes
regiones cromosomicas (delecién 13q, delecién 11qy trisomia 12), que
pueden estar seguidos por mutaciones posteriores que incrementan la

agresividad (Landau et al., 2015).
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La incidencia de la LLC es de 4.9 por cada 100.000 habitantes, siendo
uno de los tipos de leucemia mas frecuentes. Mientras que la incidencia
ha permanecido estable durante las ultimas dos décadas, la
supervivencia en 5 afios ha aumentado considerablemente (65.1% en
1975 hasta 87.2% en 2021).

El tratamiento de primera linea para pacientes con LLC es quimioterapia
con agentes citostaticos (andlogos de purina o bendamustina,
dependiendo de la velocidad de progresion). Sin embargo, la LLC
presenta una caracteristica particular, y es que la supervivencia de las
células transformadas depende en gran medida de la permisividad del
microambiente, dictada por los estimulos de macréfagos, células T o
células dendriticas foliculares estromales, que aportan sefiales
cruciales para la supervivencia y actividad pro — proliferativa de las
células tumorales. Por ello, las recaidas son frecuentes, y en pacientes
R/R, las opciones son: anticuerpos monoclonales, inhibidores de BTK o
PI3K, allo-HSCT o terapia CAR-T (Hallek & Al-Sawaf, 2021).

1.2.3. Linfomas no — Hodgkin

Los linfomas se generan en los centros germinales de los dérganos
linfoides secundarios y ganglios linfaticos, una estructura dindmica

donde ocurre el encuentro de las células B naive con el antigeno.

Los linfomas no — Hodgkin (NHL, del inglés non — Hodgkin lymphomas)
representan un espectro de neoplasias que varia desde las mas
indolentes hasta las mas agresivas. Estos tipos de neoplasias
constituyen un paradigma en los canceres basados en traslocaciones
ya que, de manera simplificada, la proliferacion descontrolada se
origina consecuencia de una estimulacidon antigénica crénica, que
fuerza a las células B a una intensa proliferacion y un reordenamiento

continuo de los genes relacionados con las inmunoglobulinas para la
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seleccion de células B secretoras de anticuerpos de alta afinidad, lo que
incrementa la probabilidad de errores genéticos aleatorios. Situaciones
de inmunosupresién prolongadas favorecen la aparicion de este tipo de
linfomas. De hecho, diversas infecciones virales y bacterianas se han

asociado con el desarrollo de NHL (Singh et al., 2020).

Este conjunto de linfomas son uno de los tipos mas comunes a nivel
mundial, suponiendo el 90% de todos los linfomas y el 4% de todos los
canceres. Anualmente se detectan aproximadamente medio millén de
nuevos casos, y mueren mas de 250.000 pacientes (GLOBOCAN, 2020).
La supervivencia en 5 afios es del 73.8%, siendo el linfoma difuso de
células B grandes (DLBCL, del inglés diffuse large B cell lymphoma) el
subtipo mas frecuente (30% de los NHL), seguido del linfoma folicular
(20%) (National Cancer Institute, 2022). Cabe destacar también un
subtipo muy agresivo, el linfoma de Burkitt, que es la neoplasia humana
de proliferacién mas rapida conocida hasta la fecha (Armitage et al.,
2017).

Para el DLBCL (la indicacion mas frecuente), la primera linea de
tratamiento pasa por un régimen de quimioterapia multiple
(ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona) junto con
rituximab. Para pacientes R/R, se considera un allo-HSCT, aunque suele
ser ineficiente en pacientes no respondedores a quimioterapia
(American Cancer Society, 2022). A dia de hoy, la terapia CAR-T aCD19
se ha postulado como primera linea de tratamiento en pacientes R/R
(Sawalha & Maddocks, 2022).

1.2.4. Linfoma de Hodgkin

El linfoma de Hodgkin (HL, del inglés Hodgkin Lymphoma) es un linfoma
de células B originado en el centro germinal, caracterizado por la

presencia de células Hodgkin y Reed—Sternberg (CD30+) (HRS). Este
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tipo celular porta reordenamientos en los genes codificantes para las
inmunoglobulinas, dando lugar a células B carentes de receptor de
células B (BCR, del inglés B-cell receptor). En células sanas, este
proceso detonaria la apoptosis celular, pero en pacientes con HL, estas
células son rescatadas de la apoptosis consecuencia de diversos
eventos oncogénicos adicionales (Momotow et al., 2021). De hecho,
algunos de los mecanismos de resistencia de este tipo celular incluyen
una expresion reducida del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC, del inglés major histocompatibility complex) de clase | o Il en su
superficie celular, por mutaciones de pérdida de funcién o por
translocaciones, lo que impide la presentacion antigénica. Ademas, las
células HRS portan con frecuencia un mayor nimero de copias de dos
genes, PD-L1 (ligando 1 de muerte programada, del inglés programmed
death-ligand 1) y 2. A dia de hoy, parece claro que la interaccion entre
PD-L1/2 con PD1 constituye uno de los mecanismos de agotamiento
prematuro de las células T, por lo que grandes esfuerzos estan
enfocados en la supresién de puntos de control inmunitario mediante el
bloqueo de la interaccion PD1/PD-L1 como potencial terapia. Cabe
destacar también que este tipo celular suele presentar una expresion
aberrante de MICA, lo que contribuye a la inhibicién de la respuesta

antitumoral mediada por células NK (Kessler et al., 2011).

HL presenta una incidencia de 3 personas por cada 100.000 (Storm et
al.,, 2010). La supervivencia en 5 afos es del 88% (American Cancer
Society, 2022), aunque existe una gran variacién en pacientes con HL,
debido al rol fundamental de las alteraciones genéticas en esta
enfermedad, hecho que se confirma por el riesgo significativamente
incrementado en gemelos idénticos. Ademas, el 45% de casos son
Epstein — Barr positivos, y pese a que una infeccién pasada parece ser

un mecanismo potencialmente detonador en algunos pacientes, parece
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claro que no es suficiente para el desarrollo de HL de manera

independiente (Pallesen et al., 1991).

En cuanto al tratamiento de primera linea, depende del estado en el que
se detecte la enfermedad, se aplica una combinacion de agentes
quimioterapicos junto a radioterapia localizada, o como monoterapia.
En el caso de pacientes R/R, se aplica quimioterapia intensiva de
rescate seguida de un auto-HSCT, donde la tasa de curacion se situa en
torno al 50%. En situaciones de segunda recaida, las opciones
disponibles se basan generalmente en el uso de anticuerpos

monoclonales anti-PD1 (Momotow et al., 2021).
1.2.5. Mieloma miuiltiple

El mieloma multiple (MM) es una gammapatia monoclonal que surge
como consecuencia de una proliferacién clonal descontrolada de
células B plasmaticas. En individuos sanos, ante una exposiciéon
antigénica, las células B naive proliferan y se produce la hipermutacién
somatica de las secuencias VDJ de IgH e IgL. Este proceso produce
células plasmaticas de larga duracién (productoras de anticuerpos)
residentes en médula 6sea, que son un componente imprescindible de
la inmunidad humoral. El desarrollo anormal de poblaciones clonales de
células plasmaticas deriva en wuna produccién excesiva de
inmunoglobulinas, que puede causar multiples efectos sistémicos. Mas
alla de esto, el mecanismo subyacente que origina el MM sigue siendo

desconocido (Cowan et al., 2022).

Anualmente se diagnostican mas de 150.000 casos de MM a nivel
mundial, y fallecen en torno a 100.000 personas (GLOBOCAN, 2020). La

supervivencia en 5 afos es del 56% (American Cancer Society, 2022).
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El tratamiento primario para pacientes con MM se basa en una
combinacion de moléculas inmunomoduladoras, inhibidores del
proteosoma y esteroides. Ademas, se debe de considerar la posibilidad
de un auto-HSCT. Para pacientes con MM R/R, la principal alternativa
es la combinacion de anticuerpos monoclonales anti-CD38 junto a la
combinacion de primera linea. Ademas, recientemente han surgido dos
alternativas con resultados impresionantes en fases clinicas:
belantamab mafodotin, un anticuerpo monoclonal dirigido hacia el
antigeno de maduracién de las células B (BCMA, del inglés B-cell
maduration antigen), y la terapia CAR-T aBCMA, habiéndose aprobado
diversos productos para pacientes con MM R/R por la FDA entre 2020
y 2022 (Cowan et al., 2022). De hecho, tradicionalmente, el MM se ha
considerado una enfermedad incurable, y parece ser la terapia CAR-T la
que dirige la patologia hacia una curacién completa, consiguiendo
mantener un residuo minimo en situaciones de refractariedad o multi-
recaida (Mateos et al., 2022).

1.3. Tumores sdlidos

Los tumores sélidos constituyen mas del 95% de los casos de cancer, y
se originan como una masa anormal de tejido que suelen carecer de
regiones liquidas, pudiendo ser benignos (no cancerosos) o malignos
(cancerosos) (National Cancer Institute). Este tipo de tumores se
pueden clasificar en base a la localizacién del tumor primario, o en base
al tejido donde se origina. Siguiendo este segundo criterio de

clasificacién, encontramos carcinomas, sarcomas y tumores mixtos.

El carcinoma es una neoplasia maligna cuyo origen se produce en el
tejido epitelial. Es el tipo de cancer mayoritario debido a que el tejido
epitelial esta presente en la piel, asi como en el recubrimiento externo e

interno de érganos, representando entre el 80 — 90% de todos los
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cénceres. Los carcinomas se dividen en dos subtipos principales: 1)
adenocarcinomas, que se desarrollan en las estructuras glandulares de
los érganos, y 2) carcinomas de células escamosas, que se originan en

el epitelio escamoso (National Cancer Institute).

Por otro lado, el sarcoma es un tipo de neoplasia de origen celular
mesenquimal que comienza en el hueso o en diversos tejidos blandos
del organismo, como cartilago, grasa, musculo, vasos sanguineos,
tejido fibroso o conectivo, entre otros. De esta manera, se clasifica en
dos subtipos: sarcoma éseo y sarcoma de tejidos blandos (Dufresne et
al.,, 2018).

1.3.1. Progresion y resistencia de tumores sélidos

La mayoria de tumores se originan y progresan bajo una fuerte presion
evolutiva, consecuencia de diversos factores tréficos, metabolicos,
inmunoldgicos e incluso terapéuticos. El impacto relativo de estos
factores en la evolucion tumoral cambia con el espacio y el tiempo,
favoreciendo el establecimiento de un microambiente neopldsico con
una elevada heterogeneidad genética, fenotipica y comportamental
(Vitale et al., 2021). La progresioén, debido al proceso de inmunoedicion
del cancer (se detallara en apartados posteriores), puede ser favorecida
paraddjicamente por accion del sistema inmunolégico (O’'Donnell et al.,
2019).

1.3.2. Células madre cancerigenas

Uno de los aspectos criticos que ocurren en la transicién entre un tumor
benigno y uno maligno es la adquisicion progresiva de estados de
indiferenciacion. Hay evidencias de que estas sefales estan
estrechamente ligadas con la iniciacién, propagacion y resistencia

tumoral. De hecho, estas sefales de indiferenciacion durante periodos
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prolongados en las células son capaces de generar células madre
cancerigenas (CSCs, del inglés cancer stem cells) (Lytle et al., 2018).
Las CSCs son una subpoblacion tumoral de células progenitoras
capaces de iniciar el desarrollo tumoral, tanto primario como en focos
metastasicos (Fig. 1A). Ya en 1877 se identificé una poblacion tumoral
que presentaba caracteristicas embrionarias (Capp, 2019). A dia de hoy,
esta subpoblacién se ha correlacionado con la agresividad,
heterogeneidad tumoral y resistencia a la terapia (Fig. 1B). Pese a esto,
el mecanismo no parece estar claro, pues parece que los tumores
generados a partir de CSCs siguen una jerarquia unidireccional (Afify &
Seno, 2019). Cuando se produce la iniciacién tumoral, se piensa que las
CSCs se dividen asimétricamente, manteniendo la reserva de
progenitores. A diferencia del modelo de generacién tumoral a partir de
CSCs, el modelo de la evolucion clonal indica que las células
genéticamente inestables acumulan alteraciones gendémicas con el
tiempo, que aumentan la agresividad, resistencia, etc. Estos dos
modelos no son excluyentes, lo que explicaria la heterogeneidad
tumoral y las resistencias a los diferentes tratamientos (Shibata &
Hoque, 2019).
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Modelo de la célula madre cancerigena
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Figura 1. Modelo de formacion tumoral de las células madre
cancerigenas.

A) Proliferacion y propiedades de las células madre cancerigenas (CSCs). Las
CSCs presentan capacidad de division asimétrica, generando progenitores con
capacidad de auto-renovacion para el establecimiento tumoral. B)
Recaida/resistencia tumoral al tratamiento de tumores enriquecidos en CSCs,
generada como consecuencia de un residuo tumoral minimo que, al ser rico en
CSCs, presenta capacidad para establecer un nuevo tumor. Creada con
BioRender.com.

CSC: célula madre cancerigena (del inglés cancer stem cell).

1.3.3. Microambiente tumoral

Uno de los mecanismos principales de los tumores sélidos y de algunos

linfomas para permitir la progresion tumoral y favorecer la resistencia a

distintas terapias es el microambiente tumoral (TME, del inglés tumor
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microenvironment). El TME es una compleja red de interacciones entre
componentes no celulares y celulares, donde abunda la presencia de
células inmunorreguladoras con diversos estados fenotipicos y
funcionales (Fig. 2). Todas las células del tumor estan inmersas en una
matriz extracelular, rica en citoquinas, factores de crecimiento,
enzimas, proteoglicanos y glicoproteinas. La presencia de estos
componentes no celulares asegura la estructura y homeostasis para la

comunicacion del tejido neoplasico (revisado en (Bozyk et al., 2022)).
Entre los principales componentes celulares del TME encontramos:

e Células T reguladoras (Tregs): las Tregs (células T CD4+ CD25+
FoxP3+) son la principal poblacién de linfocitos responsable de la
supresién de la actividad de otras poblaciones inmunitarias.
Principalmente, inhiben la accion de las células T citotdxicas, asi
como de las células fagociticas. La inmunosupresion se produce
por dos mecanismos fundamentales, entre otros: 1) las Tregs
consumen triptéfano, esencial para que las células T citotéxicas
induzcan inflamacién a largo plazo, y 2) las Tregs producen
metabolitos tdéxicos como peroxido de hidrogeno u oxido nitrico,
que inhibe el funcionamiento de otras células inmunitarias (Lei et
al., 2020).

e Células B: las células B se conocen principalmente por favorecer la
respuesta inmunoldgica. Sin embargo, dentro del TME, bajo la
influencia de IL-10, y como consecuencia de la formacion de
complejos 1gG, pueden promover la infiltracion de células
inmunosupresoras y la estimulacion de la angiogénesis (Tsou et al.,
2016).

e Macréfagos asociados a tumor (TAM, del inglés tumor associated
macrophages): generalmente, por su naturaleza citotoxica y

fagocitica, los macréfagos se han considerado células
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inmunoactivadoras. Sin embargo, dependiendo de las senales que
reciban en el TME, pueden modificar su fenotipo asumiendo
funciones pro — tumorales (M2) o anti — tumorales (M1). El TME
suele estar infiltrado en mayor medida con M2 o TAMs,
consecuencia de la influencia de IL-4, IL-10 e IL-13, inhibiendo la
accion de las células inmunitarias citotéxicas (Kim & Bae, 2016).
Células dendriticas y NK: en procesos de inflamacion, las células
dendriticas producen diversas sustancias (entre ellas TNF), que
apoyan la accién de células T CD8+. Sin embargo, en el TME, las
células neoplasicas secretan CXCL1, CXCL5, CCL2 y VEGF, lo que
inhibe la maduracién de las células dendriticas, ocasionando que
adquieran funciones pro-neopldsicas (Verneau et al., 2020). Algo
similar ocurre con las células NK, en las cuales un bloqueo en la
maduracion provoca la inhibicién de su funcién (Q. Zhang et al.,
2018).

Células supresoras derivadas de células mieloides (MDSCs, del
inglés myeloid-derived suppressor cells): las MDSCs son unas de los
principales detonantes de la inmunosupresiéon de células
inmunitarias en el TME. Se originan en la médula 6sea, pero en el
TME, favorecen el crecimiento neoplasico, metastasis vy
angiogénesis, debido a que se transforman en TAMs (Kumar et al.,
2016).

Fibroblastos asociados a cancer (CAFs, del inglés cancer-
associated fibroblasts): los CAFs son los principales generadores de
colageno del TME. Secretan multiples citoquinas y factores de
crecimiento, como TGF-B, IL-6 o CXCL2, entre otros, lo que
promueve el desarrollo tumoral, angiogénesis y condensacion de la

matriz extracelular neoplasica. Su presencia se asocia a un mal

-29.-



pronéstico de la patologia (Ishii et al., 2016) (Monteran & Erez,
2019).

Células T colaboradoras foliculares: este tipo celular presenta un
papel importante en el TME de linfoma, mientras que no estan
presentes en el TME de tumores soélidos. Son células encargadas de
la formacidn y el mantenimiento de los centros germinales, aunque
en el entorno tumoral pueden favorecer la progresion tumoral
mediante la sobreexpresion de vias de proliferacion celular (Ng et
al., 2022).
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Figura 2. Principales células presentes en el microambiente tumoral y
variacion fenotipica y funcional de las mismas.

Se observa la modificacion fenotipica y funcional de las principales células
presentes en el microambiente tumoral, desde una situacién de accién
antitumoral hasta una situacion de establecimiento tumoral. A la izquierda, se
observa un entorno antitumoral; a la derecha, se observa una situacion
protumoral. Creada con BioRender.com.

CAFs: fibroblastos asociados a céancer (del inglés cancer associated
fibroblasts).

Basados en el nivel de invasion en el tumor de células inmunitarias,
encontramos tres tipos de entornos tumorales: 1) tumores “calientes”,
que presentan un alto grado de infiltracion de células inmunoldgicas; 2)
tumores “frios”, sin ningun tipo de infiltracion inmunitaria; y 3) tumores
con exclusiéon inmunoldgica, donde las células inmunitarias se
localizan en la periferia del tumor, limitando con la matriz extracelular
(Gerard et al., 2021).

1.3.4. Cancer de pancreas: una necesidad clinica no cubierta

Debido a la inmensa cantidad de canceres clasificados en base al
origen del tumor primario, en este manuscrito nos centraremos en el
cancer de pancreas, debido a que el modelo de tumor sélido utilizado
corresponde a este tipo de neoplasia dada la urgencia de una

herramienta terapéutica eficaz.

El cancer de pancreas es uno de los tipos de cancer con peor prondstico
y menor supervivencia, y dentro de este tipo de cancer, el
adenocarcinoma pancreatico ductal (APD) constituye el 90% de los
casos. El APD surge en las células acinares del pancreas: estas
presentan una elevada plasticidad, que permite la regeneracion y
homeostasis del pancreas. Las células acinares se transdiferencian
hacia un fenotipo epitelial, que son similares a las células ductales
(mediante la metaplasia acinar-ductal) cuando reciben ciertos

estimulos ambientales (sefiales de dafo tisular, estrés celular...). En
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este proceso, las células acinares adquieren caracteristicas de
progenitoras, lo que las hace mas susceptibles a mutaciones en proto-
oncogenes, fundamentalmente en KRAS, transformandolas en
neoplasias intraepiteliales pancreaticas (Orth et al., 2019). Este se
considera el primer paso en el desarrollo de APD, que se consolida con
el silenciamiento de ciertos genes supresores de tumores. Los
principales genes supresores de tumores alterados encontrados en
pacientes con APD son TP53, CDKN2A o SMAD4 (Waddell et al., 2015).

Las alteraciones genémicas y transcriptdmicas no son las unicas que
determinan el APD, ya que los circuitos regulatorios epigendomicos
(metilacién de ADN y modificaciones post-traduccionales de histonas)
y regulacion por ARNs no-codificantes también determinan Ia

progresion del APD (Iguchi et al., 2016).

Una de las caracteristicas mas identificativas del APD es su fuerte TME.
Esta basado en un estroma desmoplasico capaz de alcanzar hasta el
90% del volumen del tumor, cuyo origen se atribuye a los CAFs (Dougan,
2017). Este TME se caracteriza por la presencia de todo tipo de células
inmunosupresoras que, junto a un fuerte entorno hipdxico (Daniel et al.,
2019), representan una barrera practicamente impenetrable para la
infiltraciéon de células T citotoxicas (Ene-Obong et al., 2013). Ademas,
este entorno inmunosupresor se lleva a cabo por la presencia de
citoquinas como TGF-B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-35, GM-CSF, CCL2, CXCL1y
CXCL13, lo que educa a las células inmunitarias y a las células
tumorales (Johnson et al., 2017) (Roshani et al., 2014).

A nivel epidemioldgico, el APD es la 42 causa de muerte mas frecuente
relacionada con el cancer a nivel mundial. Ademas, la supervivencia en
5 afios es de menos del 8% (Orth et al., 2019). Una de las causas es que

aproximadamente el 50% de los pacientes se diagnostican en una fase
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avanzada, consecuencia de que el APD no presenta sintomas
especificos hasta fases tardias, donde la cirugia no es ya una opcién
por la infiltracién o por la diseminacién metastasica. En el momento del
diagnostico, el 30% de los pacientes presentan un tumor localizado
avanzado, y el 50% presenta metastasis. Las localizaciones principales
de metdstasis son higado (90%), ndédulos linfaticos (25%), pulmén
(25%), peritoneo (20%) y huesos (10 — 15%) (Park et al., 2021).

En cuanto al tratamiento, los pacientes operables se someten a cirugia
junto a FOLFIRINOX (fluorouracil, irinotecan, leucovorin, oxaliplatino).
Para pacientes con tumor avanzado (no operable) localizado o
metastasico, se aplican regimenes multiquimioterdpicos (FOLFIRINOX,
gemcitabina/nab-paclitaxel, nanoliposomal irinotecan/fluorouracil)
junto a radioterapia. Debido a que los tratamientos presentan una
eficacia moderada, multiples ensayos clinicos buscan nuevas terapias,
como terapias bioldgicas dirigidas (inhibidores de la sefalizacion
MAPK, inhibidores de KRAS, inhibidores de PARP) o inmunoterapias
(anticuerpos monoclonales anti-PD1/CTLA-4, vacunas, anticuerpos
anti-CD40 para atacar macréfagos, reprogramacion de células
dendriticas, o diferentes terapias CAR-T) (revisado en (Hosein et al.,
2022)). Todo esto nos indica que el APD constituye una indicacion de

altisima necesitad clinica.
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2. Papel antitumoral del sistema inmunitario

“El sistema inmunitario es un sistema complejo de células y factores
solubles que trabajan de forma coordinada para mantener la integridad
de nuestro organismo, y que incluye el defendernos de patdgenos,
rechazo de trasplantes incompatibles, vigilancia antitumoral y
responder frente a sefiales de peligro (bien enddgenas como
exogenas)” (Sociedad Espafiola de Inmunologia). Ademas, el sistema
inmunoldgico desempefia diferentes funciones en la homeostasis del
cuerpo, como son la eliminacién de células muertas, control de la
inflamacion, regulacién del metabolismo y al mantenimiento de la

microbiota.

La respuesta inmunoldgica estd mediada por las diferentes células
inmunitarias generadas en la médula ésea. La respuesta adaptativa se
detona cuando las células T reconocen antigenos presentados por las
células presentadoras de antigenos (dendriticas y macréfagos
principalmente), y se diferencian a células efectoras especificas de
antigeno, mientras que las células B proliferan y se diferencian a células
productoras de anticuerpos (Janeway CA Jr, Travers P, Walport M, et al.
Immunobiology: The Immune System in Health and Disease. 5th edition.
New York: Garland Science; 2001).

Pese a que el sistema inmunolégico presenta una alta eficacia de
eliminacién de tumores, algunos pueden desarrollar mecanismos de
escape o evasion del sistema inmunitario. De hecho, los tumores
acaban progresando y moldeandose frente a la accion del sistema
inmunoldgico por un proceso conocido como inmunoedicién del

cancer.
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2.1. Inmunoedicion del cancer

En 1909, el inmundlogo Paul Ehrlich postulé que el sistema
inmunoldgico era capaz de reconocer y eliminar tumores tempranos en
ausencia de ningun tipo de terapia. Este proceso se definio como
inmunoedicién del cancer, un proceso dinamico donde el sistema
inmunitario no solo es capaz de elimina el tumor, sino que puede
moldear su inmunogenicidad. Este proceso presenta tres fases que se
llevan a cabo de manera secuencial o independiente: eliminacion,

equilibro y escape (Borroni & Grizzi, 2021) (Fig. 3).
¢ Fase de eliminacion

En esta fase, la inmunidad innata y adaptativa trabajan conjuntamente
para detectar la presencia de tumores en estados de desarrollo
tempranos y eliminarlos. Existen diferentes “sefiales de dafio” que
participan, por ejemplo, los interferones tipo I. Estos activan a las
células dendriticas y promueven la induccion de la respuesta
inmunitaria adaptativa, que provoca la lucha del sistema inmunolégico

frente al tumor (Schreiber et al., 2011).
e Fase de equilibrio

Parece haber consenso en que, durante la fase de eliminacion, el
sistema inmunoldgico es capaz de eliminar eficazmente células
transformadas. Sin embargo, la alta tasa mutacional de las células
transformadas les permite desarrollar, en ocasiones, mecanismos de
evasion al ataque del sistema inmunitario. La fase de equilibrio es
considerada un periodo de latencia en el crecimiento tumoral entre el
final de la fase de eliminacion y el principio de la fase de escape, donde

el tumor ni es destruido, ni progresa.
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La presion ejercida por el sistema inmunitario hacia el tumor durante
esta fase de equilibrio permite que surjan nuevas variantes con
sucesivas mutaciones que podrian hacerlas cada vez menos reactivas
al sistema inmunitario. En definitiva, el tumor que surge de la fase de
equilibrio puede haber sido moldeado para presentar una
inmunogenicidad reducida como consecuencia de la continua presion
inmunitaria, condicionando al tumor a que avance a la fase de escape
(Dunn et al., 2004).

Una vez que un tumor entra en la fase de equilibrio tardio, presenta tres
posibles destinos: 1) que sea eliminado por el sistema inmunoldgico, 2)
mantenerse en una fase de equilibrio permanente o 3) escapar de la

presién inmunitaria y alcanzar la fase de escape.
e Fase de escape

Los tumores que sobreviven a la fase de equilibrio entran en la fase de
escape, donde pueden crecer de manera no restringida por los
mecanismos de inmunidad innata y adaptativa, hasta ser clinicamente

detectables.

Al escape tumoral contribuyen alteraciones en diferentes procesos: 1)
la disminucion de la presentacién antigénica mediante la pérdida de
expresion de HLA-I; mutaciones en TAP1 y en las subunidades del
inmunoproteosoma LMP2 y LMP7 (Seliger et al., 2000); 2) fallos en
genes relacionados con la senalizacion del receptor de interferén y
(IFNy) como ocurre en el 25% de los tumores humanos de pulmoén, que
no responden a IFNy (Kaplan et al., 1998); 3) produccién excesiva de
citoquinas inmunosupresoras, como TFGB o IL-10 (Khong & Restifo,
2002), relacionado con los tumores que presentan un fuerte TME; 4)
sobreexpresion de inhibidores de la respuesta de las células T, como

galectina-1 (Rubinstein et al., 2004), pudiendo ademds inducir sefiales
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proinflamatorias (Wang et al., 2004); 5) mecanismos que contribuyen a
la generacion, activacion o funcion de poblaciones de células T
inmunosupresoras, como células NKT productoras de IL-13 o Tregs
(Terabe & Berzofsky, 2004). Todos estos mecanismos, produciéndose
de manera conjunta o por separado, contribuyen a que el tumor se

desarrolle, favoreciendo la evasion de la accion inmunitaria.

ELIMINACION EQUILIBRIO ESCAPE
« Carcinogénesis Cglg\ai'r i : ;
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Figura 3. Fases del proceso de inmunoedicion del cancer: eliminacion,
equilibrio y escape.

Como consecuencia de la accion de diversos factores, las células sanas
pueden transformarse, y en la fase de eliminacién, diversas células
inmunitarias contribuyen a la eliminacién tumoral. Si el tumor escapa a esta
accion antitumoral, avanza a la fase de equilibrio, donde el tumor permanece
latente. Debido a la fuerte presion selectiva ejercida por el sistema inmunitario
hacia el tumor, pueden surgir variantes tumorales resistentes que avancen a la
fase de escape, donde se establece el tumor hasta ser clinicamente detectable.
Creada con BioRender.com.

TNF: factor de necrosis tumoral (del inglés tumor necrosis factor); MHC-I:
complejo mayor de histocompatibilidad de clase | (del inglés major
histocompatibility complex class I).
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2.2. Linfocito Ty su papel antitumoral

Las células T son las encargadas del mantenimiento de la respuesta
inmunitaria, homeostasis y memoria. Estas presentan un receptor en su
membrana capaz de reconocer patdgenos y/o tumores, permitiendo
también mantener una memoria inmunoldgica y un reconocimiento de
antigenos propios. Ademas, estan implicadas en los procesos

inflamatorios y enfermedades autoinmunes.

Las células T se generan por los progenitores de la médula 6sea y
migran al timo, donde los progenitores T CD4- CD8- sufren el
reordenamiento del TCR para generar timocitos CD4+ CD8+. Tras esto,
se seleccionan células T positivas para CD4 o CD8 que migran a la
periferia como células T naive (CD45RA+ CCR7+). Dentro de las células
T naive CD4+, entre el 9-10% son Tregs (CD4+ CD25+ FoxP3+). Las
células T naive recirculan permanentemente entre los 6rganos linfoides
secundarios y la sangre a través del sistema linfatico, expresando
marcadores de migracion como CD62L. Cuando encuentran un
antigeno y ligandos coestimulatorios presentados por las células
dendriticas, producen IL-2, lo que permite su proliferacién y
diferenciacion a células T efectoras, listas para ejecutar una respuesta
inmunitaria efectiva. Por otra parte, las Tregs desarrollan un papel
protector critico de tolerancia. Las células efectoras presentan un
tiempo de vida corto, aunque cierta proporcién sobrevive en un estadio
memoria (células T memoria), una subpoblacién heterogénea que
contribuye al mantenimiento de una inmunidad a largo plazo, pudiendo
facilitar una nueva respuesta inmunitaria en caso de ser necesaria

(revisado en (Kumar et al., 2018)).
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2.2.1. Células T naive

Las células T naive presentan tiempos de vida muy largos, entre 6-9
afios. Su supervivencia y proliferacion se favorece por factores
homeostaticos, como IL-7 y los complejos MHC. En condiciones
fisiologicas, estos factores favorecen el mantenimiento de estas
células, sin llevarlas a un estado de diferenciacion efector o memoria.
De hecho, hasta que las células T no encuentran un antigeno y pasan a

ser efectoras o memoria, se consideran naive.

Las células T naive humanas expresan CD45RA y no expresan el
marcador asociado a memoria CD45R0. La expresion de un marcador
naive extra (CCR7, CD62L o CD27) permite distinguirlas de células T
efectoras terminalmente diferenciadas, que re-expresan CD45RA pero
no CCR7, CD62L o CD27 (van den Broek et al., 2018). En la Tabla 1 se
resumen los marcadores asociados a las diferentes subpoblaciones de
células T.

Tabla 1. Marcadores asociados a las diferentes subpoblaciones de
células T.

Tn Tscm Tem Tem Ter
CD45RA + + - - +
CD45R0O - - + + -
CCR7 + + + - -
CD62L + + + - -
CD28 + + + +/- -
CD27 + + + +/- -
IL-7Ra + + + +/- -
CXCR3 - + + - -
CD95 - + + + +
CD11a - + + + +
IL-2Ra - + + + +
CD58 - + + + +
CD57 - - - +/- +
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2.2.2. Células T troncales memoria

Las células T troncales memoria (Tscm, del inglés T stem cell memory)
constituyen la subpoblacion de células T memoria menos diferenciada,
y son capaces de reconstituir todas las subpoblaciones de células T
memoria y efectoras mientras mantienen su propio pool para la auto-

renovacién, mediante divisiones asimétricas (Gattinoni et al., 2017).

Las Tscm presentan un papel dual: por una parte, mantienen las
propiedades de las células memoria (capacidad de proliferar
rapidamente, liberar citoquinas proinflamatorias en respuesta a una re-
exposicion antigénica, y mantienen la capacidad de homeostasis por IL-
7 e IL-15); por otra parte, pese a ser funcionalmente diferentes de las
células T naive, comparten con éstas ciertas caracteristicas también,
como la capacidad para recircular y distribucién in vivo. En definitiva,
las Tscm presentan propiedades fenotipicas y funcionales intermedias
ente las células T naive y las células T memoria convencionales
(Gattinoni et al., 2017).

A nivel terapéutico, se ha encontrado una herramienta muy interesante
en las Tscm para su uso en inmunoterapias adoptivas. De hecho, la
administracion de células T con expresion elevada de CD62L (Tsem +
Tcwm) se ha relacionado con respuestas antitumorales mas eficaces en
pacientes (Gattinoni et al., 2005). De igual manera, se ha visto una
mayor expansion y persistencia de las células T CD62L+ modificadas
para expresar un CAR aCD19, lo que se ha traducido en una respuesta

antitumoral mas duradera (Gattinoni et al., 2009) (Gattinoni et al., 2011).
2.2.3. Células T memoria

Las células T memoria surgen como consecuencia de la exposicion

antigénica de células T naive. Las células T CD45R0+ CD45RA- aunan
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un conjunto heterogéneo de poblaciones memoria. En 1999, Sallusto y
colaboradores (Sallusto et al., 1999) identificaron por primera vez esta
heterogeneidad en sangre periférica basandose en la expresion del
marcador de migracién a nédulos linfaticos CCR7. Las células T naive
expresan de manera estable CCR7, lo que se ve reflejado en que residen
preferentemente en tejido linfatico, mientras que las poblaciones
memoria se dividen en: CD45RA- CCR7+ (células T central memoria,
Tewm), que también migran a tejido linfatico, y CD45RA- CCR7- (células T
efectoras memoria, Tem), que migran a distintos tejidos periféricos

(Farber et al., 2014), a parte de las Tscm nombradas anteriormente.

Existen ciertas diferencias funcionales entre las Tew y las Tem
periféricas: las Tcvm presenta la frecuenta mas alta de células
productoras de IL-2, y liberan IFNy y TNFa en niveles intermedios,
mientras que las Tem liberan mayores cantidades de IFNy y TNFa, pero

niveles bajos de IL-2.
2.2.4. Células T efectoras

Las células T efectoras surgen de la diferenciacion de células T naive, y
son fundamentales para ejecutar las funciones inmunitarias.
Funcionalmente, las células T CD8+ no suelen dividirse en
subpoblaciones, pues en general producen IFNy, TNFa y expresan
marcadores citoliticos como perforina o0 CD107 (Zhang et al., 2010). Sin

embargo, las células T CD4+ se dividen en:

e Células Th1 (del inglés T helper 1): se caracterizan por la produccién
de citoquinas proinflamatorias, como IFNy, TNFa y TNFp,
estimulando las respuestas inmunoldgicas innatas y de células T.
La respuesta Th1 tiende a presentar caracter citolitico, y participa
fundamentalmente en la eliminacién de patdgenos, aunque también

contribuye en la respuesta antitumoral. Sin embargo, las
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propiedades proinflamatorias para la eliminacién de patégenos y de
tumores de la respuesta Th1 puede presentar efectos adversos, ya
que puede causar dafo tisular y detonar autorreactividad, pudiendo
contribuir a la presencia de enfermedades de caracter inflamatorio,
o a la aparicién de enfermedad de injerto contra huésped (EICH) en
pacientes que reciben trasplantes.

Células Th2: son células productoras de IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13,
lo que favorece el reclutamiento de eosinoéfilos. La respuesta Th2
contribuye a la eliminacion de patégenos extracelulares, como
helmintos o nematodos, y juegan un papel importante en la
inmunidad de las mucosas. Respuestas Th2 excesivas contribuyen
a la aparicion de patologias inflamatorias cronicas.

Células Th17: este subtipo celular se caracteriza por producir IL-17,
aunque también producen otras citoquinas como IL-21 e IL-22. La
respuesta Th17 presenta puntos en comun con la Th1 y Th2, pero
parece que se detona por la presencia de patégenos especificos,
siendo ademas necesaria para su eliminacion. Ademas, las células
Th17 pueden estar implicadas también en la induccion y
propagacion de procesos autoinflamatorios.

Encontramos otros tipos celulares minoritarios, como son las Tregs
(explicadas anteriormente), las células T colaboradoras foliculares
(que promueven la produccién de anticuerpos de alta afinidad y de
células B memoria) y las células Th9 (que producen altos niveles de
IL-9 e IL-10, y parece que estan relacionados con las respuestas

intestinales a helmintos) (revisado en (Wan & Flavell, 2009)).
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2.3. Receptordelas células T
2.3.1. Estructura del complejo TCR:CD3

El receptor de las células T (TCR, de inglés T cell receptor):CD3 es un
ejemplo candnico de un complejo formado por varias proteinas.
Estructuralmente, este complejo presenta una alta diversidad genética,
pues estd formado por un heterodimero af o y§, unido no
covalentemente con dimeros CD3: CD3ey, CD3eb y CD3¢¢. El propio
TCR media el reconocimiento antigénico por la union a fragmentos
peptidicos que estan unidos al MHC de las células presentadoras de
antigenos. Estos fragmentos peptidicos se producen por degradacién
proteolitica de proteinas extrafias o propias por las células que

presentan MHC de clase | o Il.

Las cadenas ay B contienen un dominio variable y constante similar al
de una inmunoglobulina, un péptido de unién proximal a la membrana,
una region transmembrana y una cola citoplasmatica corta, ocurriendo
lo mismo en las subunidades CD3ey y CD3€bd. El complejo CD3 es
ligeramente diferente, pues esta formado por un residuo corto
extracelular unido a un péptido de union, dominio transmembranay una
regiéon citoplasmatica (Mariuzza et al., 2020). El complejo TCR:CD3
presenta una estequiometria 1:1:1:1 en todas sus subunidades
(TCRa/B:CD3y/€:CD36/e"CD3¢/7) (Kuhns & Badgandi, 2012).

Los ligandos complementarios al TCR pueden dividirse en 2 clases:
MHC de clase | y MHC de clase Il. Los MHCs-I humanos son complejos
de antigenos leucocitarios humanos (HLA, del inglés human leukocyte
antigen) (HLA-A, HLA-B y HLA-C) y B2-microglobulina, mientras que los
MHCs-Il son heterodimeros de varios HLAs (HLA-DP, HLA-DQ y HLA-
DR). Todas las células nucleadas pueden presentar antigenos unidos a

MHC-I, siendo reconocidos por células T CD8+, mientras que las células

-44 -



presentadoras de antigenos (entre las que encontramos células B,
macroéfagos o células dendriticas) presentan antigenos por MHC-II a
células T CD4+.

2.3.2. Senalizacion del TCR

La activacion de las células T requiere no solo la interaccién del TCR
(sefial 1), sino también una segunda sefializacién proveniente de
dominios coestimulatorios (como CD28) para evitar la entrada de la
célula T en anergia y, para alcanzar finalmente un estado efector
completo, requiere también de una tercera sefal soluble, por ejemplo,

una citoquina.

Cuando la célula T interacciona con la célula diana o la célula
presentadora de antigenos, se genera una estructura conocida como
sinapsis inmunoldgica, primer paso que detona la sefalizacion en la

célulaT.

En primer lugar, la activacion del TCR inicia la sefalizacion proximal en
cuestiéon de segundos, una activacion temprana iniciada por un
conjunto de proteinas tirosin quinasas (PTKs) (que incluyen las tirosin
quinasas Lck y Fyn de la familia Src, asi como ZAP70). Lck permanece
activo de manera basal (Nika et al., 2010), y se puede encontrar en tres
formas: soluble, anclada a la membrana o unida al receptor (Kim et al.,
2003). Tras el reconocimiento antigénico, el complejo TCR:CD3 recluta
a Lck para fosforilar los motivos de activacién basados en tirosinas
inmunorreceptoras (ITAM, del inglés immunoreceptor tyrosine-based
activation motifs) de las subunidades de CD3 (Reth, 1989). La
fosforilacién de ITAM provoca el reclutamiento de ZAP70, lo que inicia
una serie de fosforilaciones en cascada, imprescindible para la

trasmision de la sefial a los complejos posteriores (Teppert et al., 2022).
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Esta sefializacion proximal detona la activacion de multiples cascadas
de sefializacion distales, como la ruta calcio/NFAT, la ruta Ras/ERK/AP-
T1/NF-kB y la ruta PI3K/AKT/mTOR, que con la ayuda de mensajeros
secundarios y diferentes proteinas adaptadoras, detonan finalmente los
efectos fenotipicos y funcionales caracteristicos de las células T
(Teppert et al., 2022) (Shah et al., 2021) (Fig. 4).

Célula presentadora de

antigenos
MHC l‘
]/ Amlgeno /77 '.
Complejo [
TCR
& Activacion de
s
& Fosfcnlac\on QD ~, las rutas de
sefalizacion
Lek D37 SUS de Ca2+
Actlvacwn de
Zap: 70 LAT Ias rutas Ras
y MAPK
El complejo TCRy los Lck fosforila tirosinas ZAP-70 LAT fosforilada recluta
coreceptores se agrupan en ITAMs de CD3Z. fosforila a LAT. a Grb2 y PLCy1. Se
por recoenocimiento del Zap-70 seuneala activan las vias RAS y
antigeno. fosfotirosina. MAPK.
CélulaT

Figura 4. Senalizacion del complejo del TCR tras el reconocimiento
antigénico.

Tras el reconocimiento antigénico, el complejo TCR y los co-receptores
reclutan a Lck, que fosforila a los dominios ITAM de las subunidades de CD3,
lo que provoca el reclutamiento de ZAP70, fosforilando a LAT. La fosforilacion
de LAT recluta a PLCy1y a Grb2, lo que denota las distintas rutas de activacion.
Creada con BioRender.com.

MHC: complejo mayor de histocompatibilidad (del inglés major
histocompatibility complex); TCR: receptor de la célula T (del inglés T cell

receptor).

2.3.3. Reciclaje y degradacion del TCR

El mantenimiento de ciertos niveles de expresién del TCR en la
membrana es esencial para garantizar una respuesta T efectiva. Este

proceso estd regulado por endocitosis (donde las células incorporan
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material externo absorbiéndolo dentro de la membrana celular),

participando en la degradacion y reciclaje de los receptores.

La internalizacion del TCR es un proceso esencial para regular la
respuesta general (y antitumoral en particular) de las células T, ya que
un fallo en este proceso puede derivar en un estado de hiperactivacion
y consecuente agotamiento prematuro de las células T (Vardhana et al.,
2010).

2.4. Mecanismos de disfuncion de las células T

La reaccion de las células T frente a estimulos de diferentes duraciones
genera distintos efectos en la impronta de éstas. Ante encuentros
puntuales (por ejemplo, infecciones agudas), las células T naive se
diferencian rdpidamente a células Te, lo que incluye una
reprogramacion transcripcional, epigenética y metabodlica para
conferirles funcion efectora, muriendo rapidamente y conservandose
una pequefa fraccién como células memoria. Sin embargo, ante
estimulaciones continuas (como infecciones crénicas o cancer), la
funciéon efectora de las células T se puede ver comprometida con la

exposicion antigénica permanente (Kaech & Cui, 2012).

Las células T agotadas (Tex, del inglés exhausted T cells) difieren de las
células T anérgicas o senescentes, ya que las células T anérgicas se
generan por una estimulacion incompleta, mientras que las
senescentes son células T que han alcanzado un estado terminalmente
diferenciado irreversible, consecuencia de arresto del ciclo celular y
acortamiento de telémeros (Akbar & Henson, 2011). Sin embargo, la

induccion de las Tex puede surgir por diferentes mecanismos:

e Disfuncionalidad por receptores inhibitorios (RI): una de las

principales caracteristicas de las Tex es la sobreexpresion de
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multiples RI, principalmente PD-1, LAG3, TIM3 y CTLA-4, pues
parece haber consenso en que un mayor numero de Rl esta
asociado con un estado disfuncional mas profundo. Sin embargo,
estos marcadores se han asociado clasicamente a activacion, ya
que las Ter funcionales expresan transitoriamente PD-1 o LAG3 tras
estimulacion antigénica, por ejemplo (Araki et al., 2013). De hecho,
estos receptores cumplen una funcion fisiolédgica de control de la
autorreactividad, teniendo un rol regulatorio negativo (Sharpe et al.,
2007). Es la expresion elevada a largo plazo de estos receptores la
que se correlaciona con agotamiento celular, y existen evidencias
de que el bloqueo simultaneo de varios Rl es capaz de revertir
estados de disfuncionalidad de células T y potenciar su accion
antitumoral (Chauvin et al., 2015) (Fourcade et al., 2010) (Woo et al.,
2012).

Disfuncionalidad por el TME: previamente, ya hemos comentado la
importancia de las células inmunosupresoras en el TME, y como
afectan a la inhibicion inmunitaria y a la progresién tumoral.
Ademas, a nivel metabdlico, existen diversas rutas implicadas en la
inmunidad antitumoral en el TME, como la glucélisis aerébica, el
metabolismo de aminoacidos, la glutamindlisis y la sintesis de novo
de acidos grasos (Maclver et al., 2013). En el TME, existe una
competencia por la glucosa entre las células tumorales y los TILs,
lo que deriva en una inhibicién de la funcion de las células T por la
restriccion de glucosa (Chang et al, 2015). Determinados
aminodacidos presentan también un papel esencial tanto en la
estimulacion de las células T como en proliferacion de las células
tumorales: un ejemplo es la arginina, necesaria para la activacion y
proliferacion de las células T; en el TME, los TAMs y las MDSCs

expresan arginasa |, que reduce la arginina, deteriorando la funcién
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efectora T (Rodriguez et al., 2009). De manera similar ocurre con la
glutamina, esencial para la actividad de las células T, que es
secuestrada por las células tumorales para favorecer la progresion
tumoral (Altman et al., 2016). Otros factores caracteristicos del TME
que juegan un rol importante en la disfuncién de las células T son el
acido lactico tumoral, que puede inducir la apoptosis de las células
T naive (Xia et al., 2017), o la hipoxia, que puede tener un papel dual;
por una parte, en modelos murinos se ha visto que cierta cantidad
de hipoxia puede mejorar la accién antitumoral (Doedens et al.,
2013) (Gropper et al., 2017); por otra parte, la sobreexpresién del
factor de transcripcion 1a inducible por hipoxia (HIF-1a) incrementa
el nimero de RI, lo que deriva en una funcién efectora reducida (Liu
et al., 2021).

La regulacion a nivel transcripcional es fundamental en la disfuncién de
las células T. Entre ellos, los factores de transcripcion T-bet y Eomes
juegan un papel fundamental en el desarrollo efector y memoria de
células T CD8+. En procesos tumorales, a diferencia de en infecciones
agudas, se requiere la participacion coordinada tanto de T-bet como de
Eomes para generar células T disfuncionales. Existen también otros
factores de transcripcion implicados en la disfuncién de células T,
como Foxo1, Blimp-1, NFAT, IRF-4 y BATF, que pueden promover o
inhibir la disfuncién. Recientemente, se ha comprobado que un nuevo
factor de transcripcién, TOX, promueve la disfunciéon de las células T en

procesos tumorales (Xia et al., 2019).

Otro de los procesos relacionados con la pérdida de funcién de las
células T es la muerte de éstas, consecuencia de la activacion. Este
fendmeno se conoce como muerte inducida por activacién (AICD, del
inglés activation-induced cell death), y ocurre cuando se produce una

bajada de la respuesta de células T después de la eliminacion
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antigénica. Esto se produce como un mecanismo regulador negativo ya
que, tras repetidas estimulaciones con altas dosis de antigeno, el
sistema inmunitario frena la proliferacién descontrolada de células T
para evitar la autorreactividad. Esta sefial de parada puede llevar a las
células T a entrar en apoptosis, sobreexpresando marcadores como
Fas (que interacciona con FasL para inducir la apoptosis) o TRAIL. A
diferencia del proceso del agotamiento, este fendmeno es irreversible
(Huan et al., 2022).
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3. Inmunoterapia antitumoral

Como se ha comentado durante el capitulo anterior, el papel del sistema
inmunitario en la eliminacién de tumores es fundamental. Sin embargo,
no es un mecanismo perfecto, ya bien sea por la capacidad de evasion
de la vigilancia del sistema inmunitario que desarrollan los tumores, o
por la disfuncionalidad de las células T. Debido a la toxicidad severa, asi
como a la falta de especificidad de los tratamientos convencionales
contra el cancer, han surgido alternativas como son las diferentes

inmunoterapias.

La inmunoterapia se basa en la sensibilizacion o ingenieria del sistema
inmunitario para atacar al cancer. Los diferentes tipos de inmunoterapia
buscan modificar la respuesta inmunolégica del paciente de diferentes
maneras con el objetivo de incrementar la especificidad y reducir los
efectos secundarios. Sin embargo, esto no significa que esté exenta de
efectos secundarios, principalmente relacionados con la alteracién de
la homeostasis inmunitaria consecuencia de la modificacion de la
respuesta inmunoldgica (Tan et al., 2020). Aun teniendo esto en cuenta,
el buen balance eficacia versus seguridad de la inmunoterapia del
cancer la llevé a conseguir la designacion de “Descubrimiento del afio”
en 2013 por Science (Couzin-Frankel, 2013).

3.1. Terapia con citoquinas

Las citoquinas son los agentes inmunomoduladores por excelencia,
actuando como mensajeros que orquestan las comunicaciones
celulares del sistema inmunitario. Ciertas citoquinas propagan la
sefalizacion inmunoldgica generando respuestas coordinadas para
atacar antigenos (Waldmann, 2018). Una de las que primeramente se

utilizé fue IL-2, por su habilidad para expandir células T in vitro e in vivo
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y sus propiedades inmuno-activadoras para tratar ciertos canceres
metastasicos (Aldesleukin/Proleukin®, aprobado por la FDA para
céancer renal y melanoma) (Quijano-Rubio et al., 2020). Otro ejemplo es
IFNa, capaz de provocar la eliminacion de células tumorales mediante
la estimulacion de la maduracion de células dendriticas y células T
citotoxicas, lo que ha llevado a resultados positivos en neoplasias
hematoldgicas y melanoma (Intron A®, aprobado por la FDA para
leucemia, linfoma y melanoma) (Han et al., 2020). Sin embargo, debido
a la alta toxicidad y a la baja tolerabilidad, la administracion directa de
citoquinas se aplica usualmente en combinacién con otras

inmunoterapias.
3.2. Inhibidores de puntos de control inmunolégicos (ICls)

Los puntos de control inmunolégicos estan formados por moléculas
relacionadas con distintas rutas de sefalizacién encargadas de
mantener la tolerancia inmunolégica (Pardoll, 2012). Suelen ser
utilizadas por células cancerigenas para evadir la inmunovigilancia
(Chen & Flies, 2013). Los ICls se basan en bloguear estas interacciones
inhibitorias para promover la eliminacion tumoral, siendo las dianas
mas usadas PD-1, PD-L1y CTLA-4 (Sharma & Allison, 2015).

En paralelo, se descubrié que las células T expresaban tanto CTLA-4
(Walunas et al., 1994) como PD-1 (Ishida et al., 1992), pero el
mecanismo de éste no se corrobor6 hasta el descubrimiento de PD-L1
en tejidos normales (Dong et al., 1999). Se corroboré que el eje PD-1/PD-
L1 participa en la regulacion de la inmunotolerancia, suprimiendo la
proliferacién mediada por TCRYy la secrecién de citoquinas (Freeman et
al., 2000). Se observé que las células tumorales presentaban una
expresion anormal de PD-L1 (Iwai et al., 2002), por lo que se realizaron

estudios que corroboraron que la inhibicion de este eje reactivaba la

-52-



accion citotoxica de las células T, consiguiendo resultados clinicos
remarcables (por ejemplo, mediante la aprobacién de
Atezolimumab/Tecentriq®, inhibidor de PD-L1, utilizado en el
tratamiento de cancer de pulmon y urotelial). De igual manera ocurrié
con la inhibicién de CTLA-4, que ha cosechado también éxitos clinicos
(por ejemplo, la aprobacién de Ipilimumab/Yervoy® para el tratamiento

del melanoma avanzado) (Akkin et al., 2021).

Tal ha sido la relevancia del bloqueo de los puntos de control
inmunitario que les hizo ganar el premio Nobel de Medicina y Fisiologia
a Tasuku Honjo y James Allison en 2018 (Huang & Chang, 2019). Pese
a los resultados conseguidos, el efecto de los ICls es dependiente en
gran medida del tipo de tumor, por lo que solo un grupo de pacientes se
puede beneficiar de éstos. Es por esto por lo que, generalmente, se
suelen aplicar en combinacién con otros tratamientos. Ademas, existen
también diversos anticuerpos monoclonales aprobados dirigidos no a
puntos de control inmunitario, sino a antigenos tumorales, como
Rituximab/MabThera®/Rituxan® (anti-CD20 para el tratamiento de
NHL), Trastuzumab (anti-HER2 para cancer de mama) o Cetuximab

(anti-EGFR para cancer colorrectal), entre otros (Akkin et al., 2021).

Finalmente, también han generado resultados relevantes los
anticuerpos derivados de células T, conocidos como BITEs (del inglés
bi-specific T-cell engagers), anticuerpos multivalentes que reconocen
CD3y un antigeno tumoral, actuando como “enganche” entre las células
T y las células tumorales (Dreier et al., 2002) (Jiménez-Reinoso et al.,
2022).

3.3. Vacunas

Las vacunas contra el cancer se basan en la utilizacion de antigenos

tumorales especificos para detonar respuestas inmunitarias mediadas
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por células T, intentando de esta manera eliminar el tumor y evitar
recaidas (Zhang & Zhang, 2020). Ademas de antigenos tumorales, se
han obtenido resultados clinicos remarcables con vacunas basadas en
células dendriticas, por su alta capacidad de presentacion antigénica.
El procedimiento se basa en la reinfusion de estas células dendriticas
aisladas, que previamente han sido expuestas a antigenos tumorales, y
estimuladas para su maduracién ex vivo (Mastelic-Gavillet et al., 2019).
Un caso de éxito es Sipuleucel-T/Provenge®, la primera vacuna contra
el cancer comercial, una vacuna basada en células dendriticas para el
tratamiento del cancer de préstata refractario a terapia hormonal
(Kantoff et al., 2010) (Handy & Antonarakis, 2018).

3.4. Transferencia celular adoptiva

La transferencia celular adoptiva utiliza células inmunitarias autélogas,
en particular células T, para atacar al tumor. Se aislan las células T a
partir de sangre periférica del paciente, estas se pueden modificar
genéticamente o no, se expanden ex vivo, y se reinfunden en el paciente
(Gorabi et al., 2020).

El inicio de esta terapia se basa en los estudios de Rosenberg y
colaboradores, que demostraron que la administraciéon de células T
citotoxicas autologas activadas junto a grandes cantidades de IL-2 eran
efectivas para tratar cdnceres metastdsicos (Rosenberg et al., 1985).
Tras esto, estudios posteriores demostraron que la administracion de
linfocitos infiltrantes tumorales (TILs, del inglés tumor infiltrating
lymphocytes) expandidos ex vivo con IL-2 mostraban ain mds potencia
terapéutica (Rosenberg et al., 1986) (Rosenberg et al., 1988). Los TILs
son linfocitos que ya se han infiltrado en el tejido tumoral, por lo que
presentaran cierta ventaja citolitica frente a linfocitos extratumorales.

Estos estudios sentaron las bases para la aplicacion de la terapia TIL

-54-



actual que, pese a haber supuesto un avance en el tratamiento de
ciertos tumores sdlidos, presenta como principal inconveniente la
calidad/cantidad de linfocitos que se pueden obtener para la reinfusién
(Paijens et al., 2021).

Con el objetivo de sobrepasar estas limitaciones, se comenzaron a
explorar terapias celulares adoptivas donde los linfocitos T se
modificaran genéticamente, encontrando principalmente dos tipos: las
células T modificadas con TCRs y las células T modificadas con
receptores de antigeno quiméricos (CARs, del inglés chimeric antigen
receptors). Tanto la terapia TCR-T como la terapia CAR-T, a diferencia
de la terapia con TILs, permite dirigir a las células T a un antigeno
especifico. La terapia TCR-T surgié por estudios de Clay y
colaboradores, que demostraron que la transferencia del gen del TCR a
células T de sangre periférica de pacientes con melanoma permitia
generar células T citotoxicas capaces de presentar reactividad in vitro
(Clay et al., 1999). Esto se confirmé posteriormente con pacientes con
melanoma metastdsico, donde las células T con TCRs modificados
consiguieron cierta regresion tumoral (Morgan et al., 2006). En cuanto
a la terapia CAR-T, en lugar de TCRs, se utiliza un receptor sintético
disefiado acoplando la regidn de reconocimiento de un anticuerpo (para
seleccionar el antigeno diana) junto a diversos dominios, que permiten
la transduccidn de la sefial a la célula T para la accién citotdxica. La
terapia CAR-T se explicara en profundidad en secciones posteriores,
pero cabe destacar que presenta una ventaja Unica con respecto a los
TILs o TCRs sintéticos, y es que el CAR es capaz de reconocer antigenos
de manera no restringida por el HLA (Sterner & Sterner, 2021). Tanto la
terapia TCR-T como la terapia CAR-T han supuesto avances criticos en
el tratamiento de multiples tipos de cancer, obteniendo respuestas

antitumorales sostenidas en el tiempo.
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4. Herramientas para la modificacion genética de

células T

La terapia génica constituye una forma de medicina molecular basada
en la insercion o eliminacion de material genético funcional para
proveer a las células de funciones extra o de corregir disfunciones en
las mismas (Razi Soofiyani et al., 2013). La terapia génica surgié con el
objetivo de corregir enfermedades monogénicas, pero hoy en dia se
considera una opcion para pacientes con diversas enfermedades
consideradas incurables hasta hace no demasiado tiempo, suponiendo
una curacion o un incremento sustancial en su calidad de vida. Esto se
ha visto reflejado en la grandisima evolucion de la terapia génica que,
desde el primer ensayo clinico iniciado en 1990 (Blaese et al., 1995),

actualmente cuenta con 13 medicamentos aprobados por la FDA.

La terapia génica aporta un arsenal de herramientas para cumplir su
funcién. Las estrategias fundamentales son dos, la terapia génica in
vivo y ex vivo. La estrategia in vivo consiste en la administracién directa
de las herramientas de terapia génica, mientras que la estrategia ex vivo
consiste en la extraccién de las células, modificacion in vitro, y
reinfusion en el paciente. En este manuscrito nos centraremos en las
estrategias ex vivo, que son las principalmente utilizadas en el campo
de la terapia CAR-T.

Aunque varios tipos celulares como las HSCs (Kimbrel & Lanza, 2020),
células B (Hartweger et al., 2019) o macréfagos (Klichinsky et al., 2020)
presentan propiedades muy interesantes para su utilizacion en
inmunoterapias, la modificacion de células T ha sido la mas explorada
por ser el punto final de la respuesta inmunitaria. La intensa
investigacion en el mecanismo del VIH ha permitido generar vectores

virales con alta capacidad de transduccién de células T. De hecho, se
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ha comprobado que estas células T modificadas presentan capacidad
de mantenerse vivas durante mucho tiempo, llegando en algunos casos
incluso a durar décadas (Scholler et al., 2012) (Melenhorst et al., 2022).
Por ultimo, el hecho que las células T sufran grandes reordenamientos
genoémicos para generar TCRs Unicos permite inferir que pueden ser
capaces de sobrevivir sin alteraciones funcionales importantes a

diversos tipos de modificaciones genéticas.
4.1. Adicion génica

Los métodos de adicidn génica consisten en la introduccion de material
genético en las células diana, en nuestro caso, en células T. De manera
general, los métodos pueden ser virales o no virales, permitiendo a su

vez una integracion estable o transitoria.
4.1.1. Métodos virales de integracion estable

La transduccion viral es uno de los métodos mas utilizado en la
modificacidon de células T, y principalmente se siguen estrategias
basadas en la utilizacion de vectores retrovirales (gamma-retrovirales o
lentivirales) ya que permiten una integracion estable de los transgenes

en el genoma de las células T.

Los retrovirus son virus con un genoma de ARN de cadena simple
formado por al menos 4 genes: gag (que codifica la poliproteina
estructural principal para el ensamblaje de las particulas virales
inmaduras), pro (que codifica para la proteasa viral que facilita la
maduracién de las particulas), pol (que codifica la reverso transcriptasa
y laintegrasa) y env (que codifica las glicoproteinas de la superficie viral

que median la interaccion con el receptor celular para la fusion).

Los vectores derivados de los virus gamma-retrovirales (yYRVs) fueron

de los primeros en desarrollarse. Se han usado ampliamente debido a
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su capacidad de integracion permanente en el genoma, permitiendo una
expresion estable a lo largo de sucesivas divisiones de las células
modificadas. Los yRVs basados en el virus de la leucemia murina de
Moloney (MoML) se han usado ampliamente en clinica para el
tratamiento de céncer, enfermedades monogénicas y SIDA (Robbins &
Ghivizzani, 1998). Sin embargo, estos vectores no estan exentos de
riesgos, ya que su integracion en el genoma celular abre la puerta a
posibles inserciones mutacionales y activacion de oncogenes, debido a
que la integracién es parcialmente aleatoria (tendiendo los sitios de
insercion a agruparse cerca de sitios de inicio de transcripcién)
(Romano, 2012). Ademads, es importante considerar la célula diana, ya
que los YRVs necesitan cruzar la membrana nuclear para la integracién,
pudiendo modificar exclusivamente a células en procesos activos de
division (Ghosh et al., 2020).

Derivados de los lentivirus, un tipo de retrovirus, se desarrollaron los
vectores lentivirales (VLs), los vectores mas utilizados en modificacion
de células T. La mayoria de VLs derivan del genoma del VIH-1 (aunque
también los hay que derivan de otros lentivirus de diferentes especies),
y mantienen su capacidad de integracién estable en el genoma de las
células diana (Liu & Berkhout, 2014). En la segunda generacion de los
VLs, todos los genes de HIV-1 son eliminados del plasmido vector
manteniendo los LTRs y la sefial de empaquetamiento intactos. En esta
generacion, el plasmido empaquetador expresa la poliproteina Gag-Pol,
junto a Taty Rev y el plasmido de la envuelta expresa una proteina Env
heteréloga (muy a menudo VSV-G). En la tercera generacion de VLs, la
region U3 del LTR 3’ es sustituida por un promotor fuerte, haciendo la
produccion de estos VLs independiente de Tat. Esto permite que el
plasmido empaquetador solo tenga que expresar Gag-Pol y que Rev se

pueda expresar con un 4° pldasmido (Ramezani & Hawley, 2002) (Vink et
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al., 2017). En definitiva, el objetivo es minimizar la posibilidad de
generaciéon de eventos replicativos con el objetivo de aumentar la

seguridad.

Los VLs presentan la capacidad de modificar células no proliferativas o
de proliferacion lenta, como las células stem CD34+, lo que ha permitido
tratar multiples patologias como la B-talasemia (Nienhuis & Persons,
2012), la leucodistrofia metacromatica (Sessa et al., 2016) o el
sindrome de Wiskott-Aldrich (Singh et al., 2017). Los VLs han sido
utilizados para modificar genéticamente células T para conferirles
potencial antitumoral, mediante la entrega de TCRs especificos o de
CARs. Aunque el primer ensayo clinico con un CAR se realiz6 con yRVs
a finales de 1990 (Braendstrup et al., 2020) dirigiéndose a CD4, los VLs
se han consolidado como herramienta de eleccion por la eficiencia de
transduccion, estabilidad de expresion y seguridad. Los VLs presentan
una limitacion en el tamafo del cargo, siendo inversamente
proporcional al titulo viral (Kumar et al, 2001). Ademds, se esta
estudiando actualmente los efectos en la sobreexpresién o eliminacién
de proteinas consecuencia de la insercion en células T. Esto se observo,
por ejemplo, en un paciente infundido con CAR-T antiCD19, donde,
mediante deep sequencing del TCR, se observé que una poblacion
clonal proveniente de una sola célula CAR-T fue la responsable de la
remision completa y de la repoblacion del 94% de las células T en
sangre periférica. Cuando se analiz6 el sitio de integracion, se vio que
alterd la expresion de TET2 (un gen supresor de tumores), causando la
pérdida de funcién del gen, incrementando la proliferacién, la
proporcion de células Tecm Yy modificando la secrecion de citoquinas
(aunque esto no solo no llevé a la transformacion oncogénica, sino que
llevd a consolidar la disrupcion de TET2 como candidato para la terapia

CAR-T) (Fraietta, Nobles, et al., 2018). En definitiva, los ensayos clinicos
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y los productos aprobados por la FDA a lo largo de los afios han

demostrado la firme seguridad de los VLs.
4.1.2. Métodos no virales de integracion estable

Una de las principales ventajas de la utilizacion de métodos no virales
es la disminucién del alto coste y la facilidad en la produccién (Moretti
et al., 2022).

Destacan los transposones de ADN, elementos genéticos moviles
capaces de integrarse en el genoma de las células huésped. El
mecanismo general de los transposones es tipo “cortar y pegar”: la
transposasa se une a los sitios de unidn en las repeticiones invertidas
terminales, permite el ensamblaje del complejo de extremo pareado,
cataliza la escision del elemento fuera de su sitio de origen y finalmente
integra el transposén en su nueva ubicacion. El ADN se inserta sin
necesidad de una secuencia de homologia. La transposasa se entrega
en configuracién trans, para evitar la expresion residual, lo que podria
llevar a la removilizacion de los transposones a otras localizaciones

genomicas.

Una de las posibilidades para generar células CAR-T con sistemas
basados en transposones es la entrega de los dos plasmidos
(transposasa y gen de interés, del inglés gene of interest) o de ARN
(transposasa) y plasmido (GOI) mediante electroporacion de las células
T. Estos sistemas presentan ciertas ventajas con respecto a los
vectores mas alla del precio, como el tamafio del cargo, que puede ser
mucho mayor. Ademas, son versatiles, poco inmunogénicos y faciles
de producir. Sin embargo, la principal desventaja hasta hace poco ha
sido la baja eficiencia de transduccién en comparacion con los vectores
virales, que puede deberse a la toxicidad asociada a la electroporacion
del ADN (Moretti et al., 2022).
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Los dos sistemas no virales utilizados para la produccion de células
CAR-T son PiggyBac (PB) y Sleeping Beauty (SB) (revisado en (Sandoval-
Villegas et al,, 2021)). En el caso de PB, existe una preferencia de
integracion en regiones génicas, lo que ha llevado a considerar
potenciales problemas de bioseguridad. Aunque en el ensayo clinico
australiano CARTELL (ACTRN12617001579381) se generaron células
CAR-T antiCD19 usando este sistema y se consiguieron resultados
similares a los obtenidos con VLs, 2 de 10 pacientes desarrollaron un
tumor maligno de células CAR-T. Estas células malignas mostraron 24
copias del transgén, y ambos pacientes mostraron una integracién
intrénica en el gen BACH2, asociado con el desarrollo de linfomas T
(Micklethwaite et al., 2021). Sin embargo, este gen es uno de los genes
donde mas frecuentemente se integra VIH-1, a pesar de que cuya
integracion no se ha asociado nunca a un evento de transformacién
oncogénica (Cesana et al., 2017), por lo que la correlacién entre la
oncogénesis y esta insercion sigue bajo estudio. Esto es algo que nunca
ha ocurrido con SB, que presenta un perfil de integracién practicamente
aleatorio. Se ha analizado sangre periférica de pacientes tratados con
CAR-T generados con SB y no se ha observado un patrén de insercion
en sitios de inicio de transcripcion o promotores, manteniéndose
(incluso a tiempos largos) una alta policlonalidad y diversidad de
poblaciones (Magnani et al., 2020). Ademas, se estan llevando a cabo
intensos esfuerzos en reducir la toxicidad asociada a la electroporacion
de ADN, mediante la sustitucién del ADN de la transposasa por ARNm
o proteina (Querques et al., 2019), o mediante la entrega del transposén

mediante minicirculos (Monjezi et al., 2017).

Otro de los métodos no virales que se ha aplicado para la generacién
de células CAR-T se basa en el uso de sistemas de edicion genémica,

principalmente en CRISPR-Cas9 (ya que sus alternativas, ZFNs vy

-62-



TALENS, requieren un proceso laborioso de optimizacién de proteinas
para cada una de las secuencias de ADN a reconocer). Generalmente,
Cas9 se entrega de manera transitoria (como proteina recombinante),
acompafada de un ADN donador con brazos de homologia, que
permiten la integracién en el locus complementario a los brazos que
flanquean al gen de interés mediante recombinacion homdloga,
introduciéndose el conjunto generalmente mediante electroporacion.
Pese a que este ADN donador ha resultado muy eficaz cuando se
entrega en un AAV, se han explorado también alternativas no virales
como, por ejemplo, la introduccién como producto de PCR (Ode et al.,
2020). Ademas, generalmente el CAR se introduce de manera dirigida
en un locus que se desea interrumpir, como el TCR (para evitar la EICH)
o PD-1 (para inhibir el eje inmunosupresor PD-1/PD-L1), consiguiendo
la expresién del CAR y la interrupcién génica de manera simultanea (J.
Zhang et al., 2022).

4.1.3. Métodos no virales de expresion transitoria

Entre los métodos no virales no integrativos, son muy pocos los que se
han aplicado en la modificacion de células T con CARs. El principal es
la introduccidon ARNm por electroporacion o mediante nanoparticulas
(Kowalski et al., 2019). Cuando el ARNm llega al nucleo, se traduce en
la proteina de interés, que generalmente se pierde de 2 a 4 divisiones.
Aunque a nivel de seguridad evitaria potenciales riesgos genotoxicos
asociados a otras formas de entrega (ya que no hay integracion, y se
apoya con toda la investigacion generada a raiz de la vacuna del SARS-
CoV2), parece que a nivel estructural carece de sentido expresar CARs
de manera transitoria, dado que que la potencia se limitaria a un
cortisimo plazo. Sin embargo, se han realizado aproximaciones
dirigiendo el CAR a antigenos expresados también en tejidos sanos,

siendo necesarias dosis periddicas. No obstante, Maus y colaboradores
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reportaron un caso de shock anafilactico severo consecuencia de la
continua reinfusion de ARNm CAR, debido probablemente a la
inmunogenicidad generada por el origen murino de la region de

reconocimiento del CAR (Maus et al., 2013).
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5. Receptores de antigeno quiméricos

5.1. Estructuray biologia de los CARs

Los receptores de antigeno quiméricos (CARs, del inglés chimeric
antigen receptors) son receptores de fusion que permiten dirigir a las
células que lo presentan hacia un antigeno especifico para un
reconocimiento independiente del MHC. La estructura convencional del
CAR presenta 3 moédulos: el ectodominio, el domino transmembrana y
el endodominio (C. Zhang et al., 2017) (Fig. 5A).

5.1.1. Ectodominio

El ectodominio es la parte del CAR que se encuentra fuera del
citoplasma, expuesta al espacio extracelular. Esta formado por laregién

de reconocimiento del antigeno y por la regién bisagra.
5.1.1.1. Dominio de reconocimiento de antigeno

El dominio de reconocimiento candnico de los CARs son generalmente
fragmentos variables de anticuerpos monoclonales conectados por un
linker peptidico corto o por puentes de disulfuro, conocidos como
fragmento variable de cadena sencilla o scFv (del inglés single-chain
variable fragment) (Glockshuber et al., 1990). Estos scFvs presentan 4
caracteristicas criticas que afectan a los resultados clinicos: la afinidad,

inmunogenicidad, especificidad y la estructura.

La afinidad de unién del CAR, asi como sus niveles de expresion,
determinan la eficacia de reconocimiento de antigenos tumorales. La
afinidad del CAR debe de superar el limite para poder reconocer
antigenos tumorales, pero no ser tan alta como para detonar efectos

on-target off tumor, por lo que se puede ajustar en base a los niveles de
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densidad antigénica de las células tumorales diana (Ramakrishna et al.,
2019).

La mayoria de los CARs reconocen antigenos asociados a tumor
(sobreexpresados en células tumorales, pero expresados en menor
medida en tejido sanos), y no antigenos 100% especificos de tumor.
Esto provoca toxicidad on-target off-tumor que puede provocar efectos
secundarios severos y comprometer la eficacia terapéutica. Existen
diversas estrategias que buscan controlar la eficacia y especificidad de
las células CAR-T. Una estrategia explorada es disefiar CARs con dos
scFvs, como los tdndem CARs (TanCAR), dual CARs, loop CARs,
synNotch-CARs y CARs inhibitorios (iCARs) (Han et al., 2019).

e Los TanCAR presentan dos scFvs conectados en serie fuera de la
célula por un linker de glicina-serina. Al estar conectados en serie,
cuando un scFv reconoce a un antigeno se activa el TanCAR,
mientras que la activacion de los dos scFvs producen efectos
sinérgicos, aumentando la potencia.

e Los dual CARs expresan directamente dos CARs en una misma
célula T, cada uno con su propia sefializacion independiente.

e Los loop CARs, al igual que los TanCARs, presentan dos scFvs en
una misma molécula de CAR; a diferencia de los TanCARs (donde
VL-VH de un scFv estd conectado con VL-VH del otro scFv), los loop
CARs no presentan los VL-VH conectados.

e Una estrategia diferente es la seguida por los synNotch-CARs en la
cual, cuando el receptor synNotch reconoce un antigeno a través del
dominio extracelular, se libera el dominio de activacion
transcripcional del receptor, que entra al ndcleo y permite la
expresion del CAR que reconoce a un segundo antigeno.

e En el caso de las células iCAR-T, estas presentan un CAR

convencional frente a un antigeno diana, asi como un iCAR, que
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consiste en un scFv dirigido a un antigeno expresado en tejido sano,
conteniendo un dominio de sefalizacién inhibitorio, por lo que el
doble reconocimiento de antigenos inhibe la accion citotdxica de las
células CAR-T. Esto permite distinguir entre antigenos de expresién

tumoral exclusiva y tejidos sanos.

Estos tipos de configuraciones han sido revisadas recientemente en
(Mazinani & Rahbarizadeh, 2022).

A nivel de inmunogenicidad, la mayoria de CARs utilizados en estudios
preclinicos y clinicos utilizan scFvs derivados de anticuerpos
monoclonales murinos, lo que puede generar respuestas inmunitarias
humorales y celulares que provoquen una eliminacién prematura de las
células CAR-T, incrementando el riesgo de recaidas (Khan et al., 2022).
Para intentar solventar esto, se han desarrollado scFvs humanizados o
completamente humanos para evitar las respuestas anti-CAR (Cao et
al., 2018), asi como aplicar regimenes de quimioterapia linfodeplectiva

previa a la infusién de CAR-T (Gorovits & Koren, 2019).

Otro de los problemas de la terapia CAR-T derivado del uso de scFvs es
que estos son propensos a la auto-agregacion, provocando una
activacion y senalizacion via CAR independiente de antigeno, lo que se
conoce como sefializacién tonica (Calderon et al., 2020). Este proceso
empuja a las células CAR-T a un estado de agotamiento funcional
prematuro que limita su actividad antitumoral (Long et al., 2015). Una
alternativa para evitar los problemas derivados del uso de scFvs pasa
por el uso de nanoanticuerpos. Los nanoanticuerpos estan formados
por el dominio variable de los anticuerpos de cadena pesada (VHH) que
se encuentran naturalmente en el suero de los camélidos, siendo el
fragmento mds pequefio con capacidad de reconcomiendo antigénico.

Estos presentan propiedades interesantes para su uso como
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reconocedores de antigenos: tamafio pequefio (lo que permite una alta
penetracion), alta solubilidad, estabilidad y baja inmunogenicidad (Yang
& Shah, 2020). Ademas, no presentan tendencia a la agregacion, y
pueden ser muy utiles en la aplicacién a tumores sdlidos, por su
capacidad de alcanzar epitopos que dificilmente pueden alcanzar los
scFvs convencionales (Hassani et al., 2019) (Mo et al., 2021). El sexto
producto CAR-T aprobado por la FDA para su uso en pacientes con
mieloma multiple R/R (Carvykti) utiliza dos VHHs que se dirigen a dos

epitopos diferentes de BCMA.
e Linker

Ellinker es el elemento que permite el ensamblaje de las partes del scFv.
El contenido y la longitud de éste tienen un papel no solo estructural,
sino también funcional en la accion del CAR. Generalmente, se utilizan
repeticiones de glicina-serina que aportan: 1) flexibilidad, para moldear
la conformacién de los sitios de unién a antigenos (Yan & Sun, 1997); 2)
estabilidad en soluciones acuosas (Chen et al., 2013); 3) previene la
formacién de estructuras secundarias y 4) facilita el plegamiento (y,

consecuentemente, la funcién) del scFv (van Rosmalen et al., 2017).
5.1.1.2. Regidn bisagra

El dominio bisagra actia como elemento que sostiene al scFv y le
aporta flexibilidad para acceder a los epitopos de los antigenos de las
células diana (Moritz & Groner, 1995). Se sabe que el origen
(generalmente derivado de componentes expresados en las células T),
la flexibilidad y la composicién de la bisagra influencia la actividad
antitumoral del CAR, pero multiples estudios demuestran que la
longitud de la bisagra y la distancia del antigeno de las células diana

son determinantes en el reconocimiento efectivo del CAR.
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Estos estudios indican que, por ejemplo, en el caso de CD19 (localizado
distal a la membrana y expresado con una alta densidad), la
modificacion de la region bisagra no mejora la capacidad citotdxica de
células CAR-T antiCD19, aunque si su proliferacion y capacidad de
migracion. Por otra parte, la incorporacion de una regién bisagra de una
longitud adecuada permite reducir la distancia y disminuir el
impedimento estérico para el acceso del scFv al epitopo de antigenos
que residen proximales a la membrana de las células diana (Guest et
al., 2005) (Qin et al., 2017).

5.1.2. Dominio transmembrana

El dominio transmembrana es un componente de la estructura del CAR
anclado a la membrana que permite la unidon de la region de
reconocimiento antigénica con los dominios de sefializacion
intracelulares. Deriva principalmente de CD3¢, CD4, CD8a o CD28. Este
dominio juega un papel fundamental en el mantenimiento de la
estabilidad de los niveles de expresién del CAR (Fujiwara et al., 2020),
en la mediacién de la dimerizacion del CAR e interaccion con proteinas
enddgenas (Alabanza et al., 2017), asi como en la produccion de
citoquinas, pues se ha comprobado que modificaciones en las regiones
bisagra y transmembrana del CAR pueden modular la secrecion de

citoquinas y controlar toxicidades asociadas (Ying et al., 2019).

En esta direccién, un ejemplo de la importancia de la interaccion
intermodular del CAR fue descrito por Guedan y colaboradores, que
demostraron que un CAR de tercera generacion con los dominios
coestimulatorios ICOS y 4-1BB incrementaba su potencia antitumoral y
persistencia in vivo solo cuando el dominio intracelular ICOS se colocé
proximal a la membrana y fusionado directamente con el dominio

transmembrana ICOS (Guedan et al., 2018). El dominio transmembrana
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ICOS interacciona débilmente con Lck, lo que facilita el reclutamiento
de p85a ICOS, que deriva en la activacion de PI3K. Cuando se introduce
en un CAR, este dominio proporciona un pool extra de Lck,

incrementando la sefializacion proximal (Wan et al., 2020).
5.1.3. Endodominio

El endodominio es la parte intracelular de la estructura del CAR que
incluye los dominios coestimulatorios y los dominios de sefializacion o

activacion.
5.1.3.1. Dominio coestimulatorio

El dominio coestimulatorio mejor caracterizado en células T es CD28,
que se expresa en todas las células T CD4 y en las CD8 con actividad
citolitica (Ledbetter & Linsley, 1998) (Redmond et al., 2009). Cuando
CD28 interacciona con sus ligandos CD80 y CD86, expresados en las
células presentadoras de antigenos (van der Merwe et al, 1997),
contribuye a la proliferaciéon mediante el incremento de produccién de
IL-2 (Fraser et al., 1991), a la supervivencia (Boise et al., 1995) y a la
actividad metabdlica de las células T naive (Frauwirth et al., 2002),
regulando la actividad de NF-kB, NFAT y AP-1 (Miller et al., 2009).
Participa también en el reordenamiento del citoesqueleto, en la
polimerizacion de actina y en la formacion del complejo de la sinapsis
inmunolégica, induciendo la sefializaciéon via TCR (Boomer & Green,
2010).

A finales de los 80 se descubri6 que las células T activadas expresaban
de manera inducible otra molécula coestimulatoria, 4-1BB (CD137). Se
comprobd que la expresion se inducia tras activacion de la célula Ty
que no estaba restringida exclusivamente a este tipo celular (Vinay &

Kwon, 2011). 4-1BB interacciona con su ligando, 4-1BBL, lo que estimula
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la activacion de las células T sefializando NF-k(3, c-Jun y p38 de manera
independiente de CD28 (Cannons et al., 2001). Por otra parte, 4-1BB
induce su expresion cuando la célula T se activa (Bagheri et al., 2020),
favoreciendo la produccion de citoquinas, actividad citotoxica e
inhibiendo la AICD. Mientras que este dominio favorece las respuestas
T CD4 y CD8 in vitro, aumenta la expansion clonal, la supervivenciay la
respuesta T preferencialmente CD8 in vivo, suprimiendo la accion T CD4
(Vinay et al., 2006).

Aplicados a la construccion de CARs, clasicamente se ha considerado
que 4-1BB promueve la persistencia prolongada de las células CAR-T,
mientras que CD28 favorece una mayor potencia antitumoral en
detrimento de la supervivencia celular prolongada. Y es que, aunque
existen muchos otros dominios aplicados a CARs (ICOS, 0X40, CD27,
CD40, HVEM, GITR, MYD88/CD40...), la mayoria de ensayos clinicos
hasta la fecha se han basado en el uso de CD28 o 4-1BB (Cappell &
Kochenderfer, 2021). Aunque la eficiencia antitumoral de las células
CAR-T con ambos dominios ha sido similar (principalmente frente a
linfomas), los CD28-CARs presentan una mayor producciéon de
citoquinas y una menor persistencia (Guedan et al., 2018) (Priceman et
al., 2018). De hecho, la persistencia de los CD28-CARs fue similar a los
CARs solo con CD3¢. Los 4-1BB-CARs incrementan la supervivencia a
largo plazo de las células T, manteniendo una poblacion circulante
predominantemente memoria central, con un metabolismo
fundamentalmente oxidativo (mientras que CD28 promueve la
diferenciacion a través de un metabolismo basado en glucdlisis

aerobica) (Long et al., 2015).

El hecho de que las respuestas antitumorales prolongadas con CD28-
CARs se vean alteradas puede deberse, en parte a la elevada

sefializacion ténica dependiente de CD28 (debido a la redundancia en
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la sefalizacion de CD28 y CD37), que ocasiona un agotamiento
prematuro. Recientemente, se ha conseguido reducir el agotamiento de
células CD28-CAR-T anti-mesotelina interrumpiendo la interaccién entre
CD28 y el dominio SH2 de Grb2, alterando unicamente un aminoacido
(Guedan et al., 2020). Junto a este estudio, datos de diversos estudios
reportan la limitada persistencia de los CD28-CARs, aunque existen
otros que indican una supervivencia prolongada cuando se dirige el CAR
frente a CD19 (Lopez-Cantillo et al., 2022), por lo que parece estar claro
que CD28 tiene un papel clave en la modulacién de la persistencia de

las células CAR-T in vivo.

En definitiva, cada dominio coestimulatorio detona una cascada de
sefalizacion que deriva en efectos funcionales diferentes, por lo que es
fundamental seleccionar el adecuado, o una combinacién de ellos, en
base al tumor a tratar, para mejorar la traslacién clinica de la terapia
CAR-T.

5.1.3.2. Dominio de activacion

En la estructura del CAR, el dominio de activacion es critico para detonar
la sefializacion de las células T via CAR. El dominio de activacion mas
usado en células CAR-T es CD3¢ (Sadelain et al., 2009), hecho que se
ve reflejado en que todos los productos CAR-T aprobados por la FDA

contienen este dominio.

En células T, la cantidad de motivos ITAM en el complejo TCR/CD3
favorecen la sefializaciéon. Sin embargo, en células CAR-T se ha
demostrado que un solo motivo ITAM es suficiente y ventajoso para la
actividad antitumoral de la célula en comparacion con la incorporacién
de 2 o 3 motivos, pues la incorporacion de mas motivos ITAM resulta
en una diferenciacién acelerada y disminucion de la persistencia
(Feucht et al., 2019).
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5.1.4. Evolucion de las células CAR-T

La combinacién de los diferentes elementos para generar distintos
CARs a lo largo de 3 décadas ha permitido agrupar a los CARs en 5
generaciones. La primera generacion contenia exclusivamente el
dominio intracelular CD3¢, pero se observé un efecto citotdxico y
proliferacién muy reducida, debido a la falta de coestimulacién (C.
Zhang et al., 2017). La segunda generacion (la mas usada hoy en dia,
pues los 6 medicamentos CAR-T aprobados por la FDA son de segunda
generacion) incorpora un solo dominio coestimulatorio con el objetivo
de potenciar la proliferacion y citotoxicidad de las células T (Finney et
al, 1998). La tercera generacion incorpora dos dominios
coestimulatorios, aunque no ha podido mostrar una mejora clara en
eficacia antitumoral con respecto a la segunda generacion.
Efectivamente, hay estudios donde la potencia antitumoral aumenta
(Hombach et al., 2013), y otros en los que se ve reducida (Zhao et al.,
2015). La cuarta generacion se basa en la utilizacion de CARs de
segunda generacion, incluyendo la expresion constitutiva o inducible de
una proteina inmunomoduladora, como pueden ser citoquinas (IL-12, IL-
15, IL-18 o IL-21), quimioquinas o anticuerpos secretables. Estos CARs
armados se conocen como TRUCKs (del inglés T cells redirected for
unrestricted cytokine-initiated killing) y estdn aportando algunos
resultados impresionantes cuando se aplican a linfomas agresivos y a
tumores sélidos, incluso en fases avanzadas. Esto es debido a que la
liberacion de moléculas inmunomoduladoras permiten la actuacion
sinérgica de las células CAR-T junto otras células del sistema
inmunitario en la eliminacion tumoral por varias vias: citolisis mediada
por granzimas y perforinas, IFNy y TNFa o Fas-FasL y TRAIL. Ademas,
no actuan solo a nivel del tumor, sino también sobre el TME,

favoreciendo el acceso al nucleo tumoral (revisado en (Chmielewski &
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Abken, 2015) y en (Tokarew et al., 2019)). Recientemente se estd
explorando la quinta generacion: se toma como base los CARs de
segunda generacion, pero conteniendo un dominio citoplasmatico
truncado de la cadena B del receptor de IL-2, con un sitio de unién al
factor de transcripcién STAT3. Cuando la célula T se activa, se detonan
las 3 sefializaciones necesarias para una respuesta fisioldgica
completa, que son 1) activacion del TCR a través de CD3Z; 2)
sefializaciéon por el dominio coestimulatorio; y 3) sefalizaciéon de
citoquinas a través de JAK-STAT3/5 (Kagoya et al., 2018) (Fig. 5B).

A Receptor de antigeno quimérico
Linker 1 o Célula CAR-T

scFv ! . -

Cadena pesada r : Dominio I I—b :_ :
variable ! 0 1

extracelular ! !

Cadena ligera J scFy — . Bisagra ! * ! . 19!
variable I, \\’ 1 :
) v n Dominio R
_' transmembrana
il 1
1 1
| . Dominio .

Anticuerpo 7 intracelular
P ITAM —»  1CD37 | :
- ! s a
12 Generacion 22 Generacion  3° Generacion 42 Generacion 52 Generacion
. .
. . Espacio extracelular
i i
.
— PEREYN
APDOT o @ sTAT3/5
Citoquina \‘~4
@ Jak

Dominio Dominio Dominio Inductor . IL-2R@
transmembrana de activacion coestimulatorio de citoquinas

Figura 5. Estructura de un receptor de antigeno quimérico (CAR) y
generaciones de CARs desarrolladas.

A) Estructura de un CAR, formado por un dominio extracelular (que contiene un
dominio de reconocimiento derivado de un anticuerpo monoclonal (scFv),
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unido por un linker; un dominio transmembrana, que se une al dominio
extracelular por una regién bisagra; un dominio intracelular, que permite la
transduccion celular cuando el CAR reconoce a un antigeno. B) Generaciones
de CARs desarrolladas, que varia en su region intracelular: la 12 contiene un
dominio de activacion; la 22 un dominio de activacién junto a un dominio
coestimulatorio; la 32 contiene, ademas, un segundo dominio coestimulatorio;
la 42 contiene un casette para la coexpresién de una molécula inmunoduladora;
y la 52 contiene IL-2RB. Tanto la 42 como la 52 parten de un CAR de segunda
generacion. Creada con BioRender.com.

CAR: receptor de antigeno quimérico (del inglés chimeric antigen receptor);
scFv: anticuerpo de cadena sencilla (del inglés single-chain variable fragment);
ITAM: motivo de activacion del inmunorreceptor basado en tirosina (del inglés
immunoreceptor tyrosine-based activation motif).

5.2. Manufactura de las células CAR-T

El proceso de manufactura de los productos CAR-T implica la obtencién
de los linfocitos del paciente mediante aféresis, la modificacion
genética ex vivo, la expansion de las células y la reinfusién en el
paciente. Es un proceso complejo, multifactorial y largo, lo que supone
un inconveniente para el futuro uso en cantidades mayores de
pacientes (Abou-El-Enein et al., 2021). En esta seccién repasaremos las
barreras del proceso de manufactura, asi como algunas propuestas

para solventarlas.

Barrera 1: vectores virales. La mayoria de ensayos clinicos e
investigacion preclinica utilizan vectores virales (y particularmente
lentivirales) para la expresion del CAR en las células T. Sin embargo, la
dificultad para obtener stocks con un alto titulo, asi como la toxicidad
intrinseca de la proteina CAR en las células empaquetadoras, pueden

suponer un retraso critico en el tiempo de manufactura.

En este sentido, algunas alternativas utiles para solventar estas
dificultades pueden ser: 1) realizar modificaciones de las células
empaquetadoras de VLs para generar lineas mas resistentes, que

deriven en mayores titulos virales (W. Zhang et al., 2017) (Han et al.,

-75-



2021); 2) utilizacién de promotores especificos del linaje celular T para
expresar el CAR, evitando la expresion del CAR en las células
empaquetadoras y la toxicidad asociada, pero asegurando la expresion
del CAR en células T (Colamartino et al., 2019).

Los VLs presentan una capacidad de cargo limitado, que en el caso de
los TRUCKSs puede llegar a ser inviable. El uso de transposones de ADN
puede aportar un mayor cargo para la entrega de genes, aunque se debe
de reducir la toxicidad asociada a la electroporacién de ADN para poder
mejorar las eficacias de transduccion, aspecto que se ha logrado
mejorar mucho con la incorporacién de la tecnologia de los

minicirculos.

Barrera 2: tiempo de manufactura. Otra de las limitaciones de la terapia
CAR-T convencional son los dilatados tiempos de manufactura. Por
ejemplo, el proceso de manufactura de Kymriah y Yescarta es de 22 y
17 dias respectivamente (sin contar el tiempo de aprobacién de la
infusion por parte de las autoridades competentes, transporte e
infusién post-manufactura), lo que puede ser demasiado tiempo para

un paciente con cancer en una fase muy avanzada.

Recientemente, se han explorado procedimientos para reducir
notablemente los tiempos de manufactura. La plataforma MASTER (del
inglés Multifunctional Alginate Scaffold for T Cell Engineering and
Release) integra los procesos de activacion, modificacion vy
amplificacion in vivo, reduciendo el tiempo de manufactura a 1 dia,
dando resultados superiores en modelos animales de linfoma a CAR-T
generados de manera convencional (Agarwalla et al., 2022). Otro de los
métodos explorados se basa en la generacion de células CAR-T no
activadas en 24 horas, mostrando de nuevo actividad anti-leucémica

superior in vivo (Ghassemi et al., 2022). Otros procesos de manufactura
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de tiempos reducidos son las plataformas FasTCAR (C. Zhang et al.,
2022), desarrollada por Gracell Biotechnologies, y T-Charge
(NCT03960840) de Novartis, que reducen a 1 dia el tiempo total de

manufactura.

Estas aproximaciones suponen una mejora de la actividad citotoxica
por la mejora de fenotipo obtenida, pues el cultivo ex vivo de las células
deriva en un inicio de diferenciacién de las células T para su
crecimiento, lo que disminuye la calidad del producto de infusién
(Asmamaw Dejenie et al., 2022). Sin embargo, se deben de realizar un
mayor numero de estudios de eficacia y seguridad para la aplicacion y

estandarizacion clinica de estos protocolos.

Barrera 3: coste. Una de las barreras actuales mas limitantes de la
terapia CAR-T es el elevado coste por paciente, que limita
considerablemente el acceso a la terapia, y que imposibilita que se
estandarice para un uso masivo de pacientes cuando el coste es
asumido por sistemas sanitarios publicos (Arnaudo, 2022). Existen
diversas estrategias para intentar reducir costes, como son el uso de
transposones de ADN en lugar de vectores virales (Singh et al., 2022),
la reduccién de los tiempos de manufactura o la aplicacién de CARs
académicos de fabricacion local, que permitirian disminuir tanto el

tiempo de manufactura como el coste por paciente (Trias et al., 2022).
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6. Terapia CAR-T para el tratamiento de neoplasias

hematoldgicas

La terapia CAR-T ha supuesto un avance sin precedentes en el
tratamiento de neoplasias hematoldgicas refractarias o en recaida.
Esto hallevado a la aprobacién de diversos productos por la FDAy EMA
procedentes de los centenares de ensayos clinicos basados en
modificacién genética de células T con CARs. Sin embargo, pese a los
resultados obtenidos, la terapia presenta efectos secundarios que

pueden llegar a ser severos, y aun afronta una serie de limitaciones.

6.1. Dianas para la terapia CAR-T frente a neoplasias

hematolégicas

Los antigenos a los que se dirigen los CARs cuando se tratan neoplasias
hematoldgicas se concentran en CD19, BCMA, CD20 y CD22, aunque
también se han explorado otros como CD23, CD30, CD33, SLAMF, ROR1

o CD138, entre otros.

El antigeno mas ampliamente atacado en neoplasias B ha sido CD19.
CD19 es un miembro de la super familia de las inmunoglobulinas,
expresado exclusivamente en el linaje celular B. Se expresa desde las
células pro-B en médula 6sea hasta los plasmablastos en periferia,
pasando por todos los estadios de desarrollo, y actia como co-receptor
de la sefializacion del BCR (Li et al., 2017). Ademads, para el tratamiento
del HL se ha puesto la diana en CD30 (Gruss et al., 1994), CD33 para
leucemia mieloide aguda (Walter et al, 2012) y SLAMF, CD138 y
principalmente BCMA para mieloma multiple (Lu & Jiang, 2022).

Actualmente, los 6 productos CAR-T aprobados se dirigen frente a CD19
(4) y frente a BCMA (2) (Fig. 6).
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6.2. Productos CAR-T aprobados frente a neoplasias

hematoldgicas
6.2.1. Kymriah (Tisangenlecleucel)

Kymriah (CTL0O19, CD19/FMC63) utiliza un CAR formado por el scFv con
el clon FMC63 (dirigido frente a CD19) unido al dominio coestimulatorio
4-1BB a través del dominio transmembrana CD8a, y con CD3¢ como
dominio de sefalizaciéon que se expresa bajo el promotor EF1a (Fig.
6A). Kymriah se genera a partir de PMBCs modificados con un VL de

envuelta VSV-G que codifica para el CAR.

Kymriah fue aprobado por la FDA el 31 de agosto de 2017 para el
tratamiento de pacientes menores de 25 afios con B-LLA refractaria o
en segunda o posterior recaida, siendo asi el primer producto CAR-T
aprobado y comercializado (Maude et al., 2018). El 2 de mayo de 2018,
se aprobd su uso para tratar varios NHL R/R, en base a los resultados
del ensayo clinico fase Il JULIET (NCT02445248) (111 pacientes
tratados, (tasa de respuesta general (ORR, del inglés Overall Response
Rate) 52%, remision completa (CR, del inglés complete remission) 40%,
CRS e ICANS detectados). El 27 de mayo de 2022 se aprobé el uso de
Kymriah para el tratamiento de linfoma folicular R/R posterior a dos o
mas lineas de tratamiento sistémico, en base a los resultados del
ensayo clinico fase Il ELARA (NCT03568461) (97 pacientes tratados,
ORR 86%, CR 66%, se detecté CRS e ICANS), constituyendo la tercera

indicacion de Kymriah.

Cabe destacar un incidente ocurrido con un paciente tratado con
Kymriah, en el que se transdujeron accidentalmente células B tumorales
y comenzaron a expresar el CAR. Este hecho aumentd la resistencia a
la terapia, consecuencia del enmascaramiento de CD19 tumoral

ocurrido por el reconocimiento de las células CAR-B, que impedia el
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acceso de las células CAR-T a parte de las células tumorales, lo que
derivd en una recaida post CR y muerte del paciente 8 meses después
de la infusién (Ruella et al., 2018).

6.2.2. Yescarta (Axicabtagene Ciloleucel)

Yescarta (KTE-X19, CD19/FMC63) se genera con yYRVs que lleva un CAR
aCD19 que utiliza el mismo scFv y el mismo dominio de sefalizacién
que Kymriah, pero contiene CD28 como dominio coestimulatorio,
ademas de incorporar el dominio transmembrana del mismo CD28. En
este caso, el CAR se expresa bajo el promotor viral MSCV vy utiliza una

envuelta diferente, GaLV (Fig. 6B).

Yescarta fue aprobado para el tratamiento de pacientes adultos con
diferentes NHL tras 2 o mas lineas de terapia sistémica el 18 de octubre
de 2017, en base a los resultados del ensayo clinico fase I/Il ZUMA-1
(NCT02348216) (101 pacientes infundidos, ORR 83%, CR 58%, con
aparicion de CRS e ICANS). El 3 de marzo de 2021, fue aprobado para
el tratamiento de pacientes adultos con linfoma folicular R/R en base a
los resultados del ensayo clinico ZUMA-5 (NCT03105336) (104
pacientes infundidos, ORR 92%, CR 74%). Ademas, los resultados
recientes tan favorables del ensayo ZUMA-12 (NCT03761056) han
permitido establecer a Yescarta como primera linea de tratamiento para

pacientes con DLBCL agresivo quimiorrefractario (Neelapu et al., 2022).

En junio de 2021, Yescarta fue aprobado en China bajo el nombre de
Yikaida (FKC876), convirtiéndose en el primer producto CAR-T en ser

aprobado en este pais.
6.2.3. Tecartus (Brexucabtagene Autoleucel)

Tecartus (CD19/FMC63) presenta los mismos elementos estructurales

que Yescarta (Fig. 6C).
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Es el tercer producto CAR-T, aprobado para el tratamiento de linfoma de
células de manto R/R en pacientes adultos el dia 24 de julio de 2020.
Esta aprobacion surge sobre la base de los resultados del ensayo
clinico fase Il ZUMA-2 (NCT02601313) (ORR 93%, CR 67%, con
incidencia de ICANS). Ademas, el 1 de octubre de 2021, la FDA aprobd
el uso de Tecartus para el tratamiento de B-LLA R/R en adultos, en base
a los resultados del ensayo fase Il ZUMA-3 (NCT02614066) (55
pacientes infundidos, CR 71%, observandose CRS e ICANS).

En términos de manufactura, Tecartus presenta algunas diferencias
frente a Yescarta, que incluyen la seleccion de células T (incluye la
eliminacién de células tumorales en el material extraido de la
leucoaféresis, asi como una seleccién de las células CD4 y CD8), lo que

puede minimizar los fallos en la produccién (Mian & Hill, 2021).

Tecartus ha mostrado resultados superiores (tanto en ORR como en
CR) a su predecesor Yescarta, aunque la incidencia de CRS e ICANS ha
sido mayor, por lo que sigue siendo necesaria una mejora en el control

de las toxicidades asociadas (Lu & Jiang, 2022).
6.2.4. Breyanzi (Lisocabtagene Maraleucel)

Breyanzi (CD19/FMC63) presenta el mismo scFv que los 3 CARs
anteriores, junto a CD3z y 4-1BB como dominios intracelulares, unidos

mediante el dominio transmembrana CD28 (Fig. 6D).

Breyanzi fue aprobado por la FDA para el tratamiento de pacientes
adultos con diversos NHL R/R tras 2 o mas lineas de tratamiento
sistémico, el dia 5 de febrero de 2021, en base a los resultados del
ensayo TRANSCEND NHL 001 (NCT02631044) (256 pacientes
infundidos, ORR 73%, CR 53%, con incidencia de CRS e ICANS). Ademas,
los resultados del ensayo fase Il PILOT (NCT03483103) y del ensayo
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fase Ill TRANSFORM (NCT03575351) llevaron a la FDA a aprobar el uso
de Breyanzi para pacientes con DLBCL R/R después de una unica linea
de tratamiento el dia 25 de junio de 2022.

Breyanzi presenta un elemento estructural diferencial comparado con
otros CARs aprobados, y es que con expresa junto al CAR un receptor
del factor de crecimiento epidérmico truncado (tEGFR, del inglés
truncated epidermal growth factor receptor) que no es funcional, pero
que permite la delecion de las células CAR-T en caso de toxicidad, o

para facilitar la deteccién de las células CAR-T (Ogasawara et al., 2021).

En el proceso de manufactura, se seleccionan las células T CD4+ y
CD8+ del producto de aféresis y se activan, transducen y expanden de
manera independiente, para ser reinfundidas en un ratio 1:1. El uso de
dosis con ratios fijos mejora la persistencia, la proliferacién y reduce las
respuestas toxicas asociadas a la sobreactivacion de las células CAR-
T (Abramson et al., 2020).

6.2.5. Abecma (Idecabtagene Vicleucel)

Abecma (bb2121, BCMA/C11D5.3) presenta la misma estructura que
Kymriah (dominios intracelulares y transmembrana), con un scFv
basado en el clon C11D5.3 cuya expresion esta controlada por un

promotor sintético MND (Fig. 6E).

Es el primer producto CAR-T aprobado por la FDA (26 de marzo de 2021)
dirigido a un antigeno diferente de CD19, en este caso frente a BCMA.
Este producto ha sido aprobado para el tratamiento de pacientes con
MM R/R tras 4 o mas lineas de tratamiento. La aprobacion se sostiene
en base a los resultados del ensayo clinico fase II KARMMA
(NCT03361748) (ORR 73%, CR 33%, aparicion de ICANS) (Munshi et al.,
2021). El ensayo posterior CRB-401 (NCT02658929) demostré la
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eficacia y seguridad del uso de Abecma también en pacientes con MM

R/R severamente tratados (62 pacientes infundidos, ORR 76%, CR 39%).
6.2.6. Carvykti (Ciltacabtagene Autoleucel)

Carvykti (BCMA/VHH-VHH) presenta la misma estructura que el CAR
anterior, pero con una particularidad unica con respecto a todos los
CARs aprobados, y es que no presenta un scFv convencional, sino dos
dominios VHH (nanoanticuerpos) dirigidos frente a dos epitopos
diferentes de BCMA. Su expresion en el VL esta controlada por el
promotor EF1a (Fig. 6F).

Carvykti es la segunda terapia CAR-T aprobada a nivel mundial
dirigiéndose a BCMA (28 de febrero de 2022), aplicada para el uso de
MM avanzado R/R tras 3 o0 mas lineas de tratamiento previas (Berdeja
et al., 2021). La aprobacion se basa en los resultados del ensayo clinico
fase I/l CARTITUDE-1 (NCT03548207) (ORR 97,9%). De manera
preliminar (debido al poco tiempo transcurrido tras infusion a dia de
hoy), los resultados de Carvykti parecen ser mds prometedores incluso

que los de Abecma (Usmani et al., 2022).

Todos los datos clinicos asociados a estos 6 productos CAR-T

aprobados se resumen en la Tabla 2.
6.2.7. Otros productos CAR-T

A parte de los productos CAR-T aprobados por la FDA y por la EMA,
existen diversos productos aprobados por determinadas agencias
regulatorias con regimenes de aplicacién especiales. Uno de ellos es
Relmacabtagene Autoleucel (Relma-cel, JWCAR029, CD19/FMC63).
Relma-cel es un producto CAR aCD19 para el tratamiento de DLBCL
como segunda linea, producido, comercializado y aprobado

exclusivamente en China, que surgi6 como consecuencia de los
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problemas de exportacion de material biolégico de China para la
aplicacion de los CAR-T comerciales. La estructura es la misma que la
de Breyanzi (CD19/4-1BB/CD3T + tEGFR). El proceso de manufactura
implica una diferencia con el de Breyanzi, y es que se infunde el
producto sin una proporcion fija CD4:CD8. Los datos del ensayo clinico
fase IINCT04089215 demostraron que Relma-cel presenta una eficacia
comparable con Breyanzi con una toxicidad mesurada, cuando se

aplica a la misma indicacién (Ying et al., 2021).

Otro producto CAR-T autdlogo, KITE-222 (antiCLL1), recibié en
septiembre de 2022 la designaciéon de medicamento huérfano para el
tratamiento de leucemia mieloide aguda R/R, cuya eficacia y seguridad

se estd evaluando en un ensayo clinico fase | (NCT04789408).

Un caso unico en el mundo es el del CAR académico ARI-0001
(Varnimcabtagene Autoleucel). ARI-0001 es un CAR aCD19 (clon de
desarrollo propio A3B1/4-1BB/CD3¢) desarrollado integramente en el
Hospital Clinic (Barcelona) y aprobado por la Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) para el tratamiento de
pacientes mayores de 25 afios con B-LLA (Castella et al, 2019)
(Castella et al., 2020), siendo hasta octubre de 2021, con la aprobacién
de Tecartus, el unico producto CAR-T a nivel mundial aplicado a
pacientes adultos con B-LLA R/R. La aplicacion se realiza bajo régimen
de exencién hospitalaria (EH), un mecanismo que permite la aplicacién
de la terapia mas alla de los ensayos clinicos, sin necesidad de datos
tan avanzados como los medicamentos comerciales (Sanchez-Guijo et
al., 2023). Sin embargo, la EH se circunscribe a cada hospital, por lo que
cada centro infusor tendrd que solicitarla (Trias et al., 2022).
Recientemente, ARI-0001 recibié la designacion PRIlority MEdicine
(PRIME) por parte de la EMA, para la aceleracién del desarrollo de la
terapia (EMA - listado de medicamentos PRIME, 01/02/2023).
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Como se ha comprobado en el ensayo clinico CART19-BE-01
(NCT03144583), cuando se aplican las células ARI-0001, los resultados
son comparables a los obtenidos cuando se aplican los productos
comerciales aprobados. Inicialmente, los eventos de CRS supusieron la
muerte de algunos pacientes, sin embargo, mediante el
fraccionamiento en 3 dosis (10%, 30% y 60%), los efectos secundarios
se han visto drasticamente reducidos, manteniendo la potencia

antitumoral (Ortiz-Maldonado et al., 2021).

Mas alla de los resultados, la aplicacion de ARI-0001 puede suponer un
caso disruptivo en la generacion de células CAR-T por dos motivos
criticos: 1) ARI-0001 constituye el primer CAR de desarrollo
completamente académico aprobado por una agencia reguladora a
nivel mundial. Esto se traduce en un coste de 89.270€ por paciente, muy
inferior a los 307.200€ y 327.000€ que asume el Sistema Nacional de
Salud espafiol por Kymriah y Yescarta, respectivamente; 2) el proceso
de manufactura in-house de las células ARI-0001 permite reducir
drasticamente los tiempos de manufactura de los productos
comerciales. Ambos escenarios se pueden traducir en que una mayor

cantidad de pacientes tengan acceso a la terapia (Barros et al., 2022).
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Figura 6. Estructura de los seis productos CAR aprobados por la
FDA/EMA, y promotores que permiten su expresion.

A) Kymriah (Tisangenlecleucel); B) Yescarta (Axicabtagene Ciloleucel); C)
Tecartus (Brexucabtagene Autoleucel); D) Breyanzi (Lisocabtagene
Maraleucel); E) Abecma (Idecabtagene Vicleucel); F) Carvykti (Ciltacabtagene
Autoleucel). Creada con BioRender.com.

VL: vector lentiviral; yRV: vector gamma retroviral.
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6.3. Efectos secundarios asociados

Pese a los resultados sin precedentes de las células CAR-T tratando
sindromes linfoproliferativos, la terapia no esta exenta de efectos

secundarios, asi como de ciertas limitaciones:
6.3.1. Sindrome de liberacion de citoquinas

El sindrome de liberacion de citoquinas (CRS, del inglés cytokine release
syndrome) es una respuesta inflamatoria sistémica inespecifica
asociada a la expansiéon de las células CAR-T, siendo una de las
complicaciones mas frecuentes asociada a la terapia. Se detona por
una liberacibn masiva de moléculas inmunomoduladoras tras el
encuentro del CAR con el antigeno, como IL-6, IL6R soluble, IL-2Ra
soluble, IFNy o GM-CSF. Ademas, es frecuente la activacién co-lateral
(efecto bystander) de monocitos, que incluye un incremento de los

niveles de IL-8 e IL-10, entre otros (Teachey et al., 2016).

El CRS ocurre entre el 30-94% de pacientes de 1-22 dias tras la infusién,
con una mediana de 2-3 dias (Neelapu et al., 2022). El tratamiento pasa
por el uso de Tocilizumab, un anticuerpo monoclonal dirigido a IL-6R
soluble y anclado a la membrana, junto a esteroides para CRS de alto
grado. Sin embargo, en el caso del CRS resistente (caracterizado por la
no mejora clinica tras el uso de Tocilizumab + esteroides), la tasa de
mortalidad es muy alta. Existe evidencia que indica que la severidad del
CRS esta relacionada con la cantidad de tumor, la terapia
linfodeplectiva utilizada, la dosis de CAR-T infundida o la cinética de
proliferacién de las células CAR-T (Davila et al., 2014). Cabe destacar
que el CRS puede evolucionar en sindrome de activacién de macréfagos
como una de las complicaciones mas graves y potencialmente mortal
(Yang et al., 2019).
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6.3.2. Sindrome de neurotoxicidad asociado a células inmuno-

efectoras

El sindrome de neurotoxicidad asociado a células inmuno-efectoras
(cominmente neurotoxicidad, ICANS, del inglés immune effector cell-
associated neurotoxicity syndrome) es otra de las complicaciones
comunes y, en este caso, exclusivas de la terapia CAR-T. Ocurre en el
67% de pacientes con leucemia y en el 62% de pacientes con linfoma,

generalmente 3 semanas tras la infusion.

Inicialmente, la aparicién de ICANS se asociaba con la expresion de
CD19 en sectores del sistema nervioso central, idea que se desechd tras
observar casos de ICANS en células CAR-T dirigidas frente a CD22 y
BCMA. Sin embargo, si parece haber consenso en dos cosas: 1) ICANS
parece ser mayoritario en el tratamiento de tumores hematoldgicos,
siendo practicamente inexistente cuando se tratan tumores sélidos; 2)
la infiltracidn de células CAR-T en el sistema nervioso central parece no
correlacionarse con la aparicion de ICANS. Un posible mecanismo de
aparicion de ICANS puede deberse al incremento de IL-1 derivada de
monocitos, niveles altos de IL-6 y de GM-CSF en el liquido

cefalorraquideo.

El tratamiento pasa por el uso de corticosteroides y, aunque varios
marcadores son compartidos con el CRS, paraddjicamente el
tratamiento con Tocilizumab empeora los sintomas del ICANS. Este
efecto adverso asociado a la terapia CAR-T ha sido ampliamente

revisado en (Siegler & Kenderian, 2020).
6.3.3. Aplasia de células B y citopenias

La terapia CAR-T dirigida contra células B, como en la terapia aCD19,

deriva en una situacion de hipogammaglobulinemia completa. Este
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efecto on-target off-tumor es esperado, consecuencia de que las células
CAR-T aCD19 convencionales no pueden discriminar entre CD19
presentado por células B sanas o tumorales (Bonifant et al., 2016). De
hecho, paraddjicamente, la aplasia de células B prolongada es una
medida de funcionalidad de la terapia, pues indica de manera indirecta
la presencia de células CAR-T aCD19 (Porter et al., 2015).

La pérdida de células B sanas en pacientes con tumores CD19+ no es
una condicion indispensable para la supervivencia, pues la terapia de
reemplazo de inmunoglobulinas administrada de manera periodica
permite suplir la ausencia de células B sanas (Wat & Barmettler, 2022).
Sin embargo, se han reportado citopenias de grado >3 y neutropenias
severas en 20-30% de los pacientes tratados con Kymriah y Yescarta,
que requieren de tratamientos profilacticos antifungicos, antivirales,
antibacterianos, asi como administracion de G-CSF y transfusiones de

sangre (Yanez et al., 2019).

Otros efectos secundarios incluyen el sindrome de lisis tumoral,
observado en mayor frecuencia en pacientes que no han recibido un
régimen de condicionamiento previo, y posibles reacciones de
inmunogenicidad y anafilaxia en caso de reinfusién de varias dosis de
CAR-T (Maus et al. 2014).

6.4. Resistenciay recaida de la terapia CAR-T

Existen determinados factores que afectan a la eficacia de las células
CAR-T y que pueden ocasionar un fallo en la terapia como, por ejemplo,
el fenotipo de las células CAR-T infundidas, en el que incluye el
mantenimiento de estadios T no tan diferenciados para minimizar la
disfuncionalidad de las células (Turtle et al., 2016). De hecho, las
recaidas son frecuentes, y precisamente las recaidas antigeno

positivas responden a una falta de persistencia por: 1) sobreactivacion
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de las células CAR-T por el reconocimiento antigénico continuo; 2) una
elevada sefializacién ténica del CAR que deriva en un agotamiento
prematuro; o 3) por la presion ejercida por el sistema inmunitario del

huésped que lleva a la eliminacién de las células CAR-T (Gu et al., 2022).

Pese a ser menos frecuentes, la elevada presion ejercida por las células
CAR-T puede llevar a recaidas antigeno negativas. En el caso de B-LLA
tratados con CAR-T aCD19, el 14% de los pacientes presentan recaidas
CD19- (Yang et al., 2019).

Otro de los mecanismos de resistencia o escape es una pérdida
transitoria de antigeno por trogocitosis. En este proceso, el antigeno
diana se transfiere a las células T ocasionando un doble escape: por
una parte, se produce una disminucion de la densidad antigénica en el
tumor, disminuyendo la actividad de las células CAR-T; por otra parte,

favorece el fratricidio entre las células CAR-T (Hamieh et al., 2019).
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7. Terapia CAR-T para el tratamiento de tumores

solidos

El funcionamiento y los resultados sin precedentes generados por la
terapia CAR-T frente a canceres liquidos no se ha visto reflejado a dia
de hoy en el tratamiento de tumores sdélidos. Estos tipos tumorales
presentan sin duda varias complejidades extra, pues la dificultad en la
eleccién de la diana, elevada heterogeneidad intratumoral, la escasa
capacidad de infiltracion tumoral o la inhibicion citolitica mediada por
el TME constituye un reto mayusculo en el éxito clinico de la terapia. Sin
embargo, se estan llevando a cabo diversos abordajes con el objetivo
de mejorar la potencia de la terapia, para poder trasladar los resultados

obtenidos en leucemias, linfomas y mieloma a tumores solidos.
7.1. Dianas para la terapia CAR-T frente a tumores solidos

Debido a la amplia variedad de tumores soélidos, se han elegido diversos
antigenos para redirigir a las células CAR-T, algunos especificos de
ciertos tumores, y otros comunes. Sin embargo, existen ciertas
diferencias con respecto a la eleccion de antigenos en comparacién con
la terapia frente a neoplasias B: en general, la heterogeneidad
antigénica es mucho mayor en tumores solidos que en canceres
liquidos; la densidad antigénica es, generalmente, menor en
comparacion con neoplasias liquidas; finalmente, muchos antigenos a
los que se dirigen las células se expresan en tejidos vitales, aunque en

menores concentraciones (Safarzadeh Kozani et al., 2022).

En este sentido, algunos estudios han demostrado que la baja densidad
antigénica es un factor importante en la eficacia de la terapia y en la
posibilidad de recaidas, como Anurathapan y colaboradores, que

comprobaron esto en cancer de pancreas y préstata a nivel preclinico
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(Anurathapan et al., 2014). Ademds, O'Rourke y colaboradores
observaron en un ensayo clinico frente a glioblastoma que el uso de
CAR-T aEGFRVIII ocasion6 una disminucion de la densidad antigénica
(comprobando que las biopsias obtenidas cuando se habian infundido
CAR-T presentaban niveles antigénicos menores que las obtenidas
previa infusién), lo que derivo en el fallo de la terapia (O'Rourke et al.,
2017).

En cuanto a la eleccion del antigeno diana, es imprescindible evaluar la
toxicidad on-target off-tumor, pues el reconocimiento de tejidos sanos
por las células CAR-T puede ser mortal, como en el caso reportado por
Morgan y colaboradores, donde un paciente infundido con células CAR-
T aHER2 muri6 5 dias post-infusion, consecuencia del reconocimiento
de tejido pulmonar sano HER2+, que sumado a una fuerte tormenta de
citoquinas, llevd a un colapso pulmonar (Morgan et al., 2010). Sin
embargo, se han realizado avances enormes en la seguridad de la
terapia, como el uso de CARs multiples, mecanismos de seguridad
(EGFRt, genes suicidas...) o generacion de TRUCKs inducibles, asi como

una continua busqueda de antigenos exclusivos de tumores sdlidos.

En la Tabla 3 se incluyen los antigenos de diferentes tumores soélidos
mas utilizados para la redireccion de las células CAR-T en ensayos

clinicos.

7.2. Ensayos clinicos de células CAR-T frente a tumores

solidos

Actualmente, se encuentran aproximadamente 230 ensayos clinicos
registrados en ClinicalTrials en los que se aplican CAR-T para el

tratamiento de tumores soélidos.

-06 -


https://clinicaltrials.gov/

Los antigenos diana mas frecuentes son mesotelina, GPC3, CEA, MUCT1,
HER2 y EGFR. Todos estos antigenos son comunes a varios tipos de
cancer, por lo que existen multiples ensayos clinicos con cada uno de
ellos. La mayoria de los ensayos reclutan a pacientes con glioma,
cancer de pancreas y cancer de pulmén, aunque otros como cancer de
mama y cancer de préstata también estan presentes. La mayoria de
ellos se encuentran en fase |, y tratan de evaluar persistencia, seguridad

y eficacia de las células CAR-T.

La gran mayoria de los ensayos utilizan CARs dirigidos frente a una
Unica diana, con 13 y 9 estudios dirigiendo el CAR a 2 o mas dianas
respectivamente. La mayoria utilizan CARs de segunda generacién con
4-1BB, aunque también encontramos un numero considerable de
ensayos con CARs de tercera y cuarta generacion. Estas estrategias
surgen como alternativas interesantes para intentar compensar los
resultados clinicos moderados obtenidos hasta ahora, lo que se ve
reflejado en el hecho de no existir aun ningun producto CAR-T aprobado

para el tratamiento de tumores soélidos.

Esta informacién ha sido detallada recientemente en (Barros et al,,
2022) y en (Asmamaw Dejenie et al., 2022).

7.3. Limitaciones de la terapia CAR-T en el tratamiento de

tumores solidos

Aplicadas a tumores sélidos, las células CAR-T se enfrentan a varias
barreras que comprometen la eficacia de la terapia. Estas barreras son
dependientes del tipo de tumor, del momento de desarrollo y de la firma

molecular (Fig. 7).
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7.3.1. Heterogeneidad intratumoral

Una de las complicaciones asociadas a la redireccion de células CAR-T
frente a tumores sélidos es la baja homogeneidad en la expresion de
antigenos, como se ha explicado anteriormente. Los distintos niveles
de expresion de antigenos en las diferentes regiones tumorales pueden
debilitar la funcion de las células, porque la elevada diversidad
antigénica en células malignas (que en muchos casos es compartida
con tejidos sanos) dificulta la identificacién de antigenos especificos

tumorales (E. Zhang et al., 2018).

Para sobrepasar esto, una de las estrategias se ha basado en dirigir las
células a varios antigenos asociados a tumor (TAAs, del inglés tumor
associated antigens) simultaneamente (con las estrategias de CARs
duales explicados en secciones previas). Otra de las estrategias
consiste en dirigir al CAR a marcadores de células madre cancerigenas,
pues esta poblacion celular genera la elevada heterogeneidad tumoral,
por lo que podria ser un método indirecto para combatirla. El uso de
CARs frente a CD133 (Dai et al., 2020) (Wang et al., 2018) (Bueno et al.,
2019) o CD44v6, una isoforma de CD44 (Porcellini et al., 2020) (Haist et
al., 2021) estd bajo evaluacién, como consecuencia de que son

marcadores de células stem expresados en varios tumores soélidos.
7.3.2. Trafico e infiltracién en el tejido tumoral

Otra de las razones por la que la terapia CAR-T ha presentado una
eficacia notablemente menor en tumores soélidos es porque las células
CAR-T tienen dificultades para entrar al tejido tumoral a través del
endotelio vascular, debido a los diferentes mecanismos de inhibicion de
factores vasculares que detonan los tumores sélidos (Salmon et al.,
2012). Entre ellos, los tejidos tumorales suprimen la expresién de ICAM-

1, evitando que las células T se extravasen de los vasos sanguineos y
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evitando la entrada al tumor (Vedvyas et al., 2019). Otro mecanismo se
basa en la inhibicion de la expresién de multiples quimioquinas, que
presentan un papel quimioatrayente fundamental para las células T, que
sumado al entorno fibrético extratumoral, reduce la capacidad de

migracion e invasion hacia el tumor por las CAR-T (Li et al., 2018).

Para abordar esta problematica, una alternativa propuesta es sustituir
la administracién intravenosa por administracién regional de las células
CAR-T en aquellos casos donde el acceso al tumor esté mas
restringido. La administracion intracraneal para el tratamiento de
glioblastoma (Brown et al, 2016) o la administracion de CAR-T
embebidas en fibrina en pacientes con tumores soélidos con
resecciones incompletas (Uslu et al, 2023) han demostrado ser

seguras y presentar una actividad antitumoral aceptable.

Otra estrategia consiste en mejorar la quimiotaxis de las células CAR-T
hacia el tumor, modificando las células CAR-T para expresar receptores
de quimioquinas especificos de ciertos tipos tumorales (Whilding et al.,
2019), o usando virus oncoliticos. Uno de los ejemplos con el uso de
estos ha sido la terapia combinada de células CAR-T (que expresan de
manera natural receptores de quimioquinas comunes como CCR1,
CCR3 y CCR5) con virus oncoliticos para que las células tumorales
expresen CCR5, lo que ha generado resultados prometedores a nivel

preclinico (Nishio et al., 2014).
7.3.3. Microambiente tumoral inmunosupresor

A diferencia de la mayoria de neoplasias hematoldgicas que carecen de
rutas de supresion inmunoldgica locales, los tumores sélidos suelen
presentar una elevada infiltracién de diversas células inmunoldgicas
que favorecen el crecimiento tumoral, la angiogénesis y la metastasis

(Hanahan & Coussens, 2012) (Rodriguez-Garcia et al., 2020). Los tipos
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tumorales presentes en el TME se han desarrollado en secciones

previas.

Existen diversas estrategias bajo estudio para intentar sobrepasar las
limitaciones impuestas por el TME, sin embargo, todas parecen confluir
en la idea de que es imprescindible atacar a las células
inmunosupresoras del TME para una terapia CAR-T efectiva (Kankeu
Fonkoua et al., 2022). Por otra parte, estrategias enfocadas a la
direccién del CAR frente a elementos estructurales del TME (Bughda et
al., 2021) (Martin-Otal et al., 2022), asi como la secrecion de factores
que degraden componentes de la matriz extracelular (Caruana et al.,
2015) o citoquinas moduladoras del TME (se desarrollara
posteriormente) parecen ser la clave para alcanzar resultados

terapéuticos en tumores solidos.
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Figura 7. Principales limitaciones de la terapia CAR-T en el
tratamiento de tumores sélidos.

Las células CAR-T se enfrentan a 3 principales limitaciones cuando se
enfrentan a tumores sélidos: 1) Una elevada heterogeneidad intratumoral; 2)
Dificultad en el trafico e infiltracion al nicleo tumoral; y 3) Un microambiente
altamente inmunosupresor. Abajo se muestran las principales células
inmunitarias presentes en el microambiente tumoral, y la funcién que
desempefian. Creada con BioRender.com.

TAA: antigeno asociado a tumor (del inglés tumor associated antigen); CAFs:
fibroblastos asociados a céncer (del inglés cancer-associated fibroblasts);
VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular (del inglés vascular endothelial
growth factor).
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Tabla 3. Ensayos clinicos de células CAR-T dirigidas a los principales
antigenos de tumores sélidos.

Antigeno Cancer Fase ID
EGFR Pulmén, higado, estomago Fase 1/2 NCT03179007,
NCT03525782
HER2 SNC Fase 1 NCT03500991
EGFR806 SNC Fase 1 NCT03179012
Mesotelina Ovario, cervical, pancreas, pulmén Fase 1/2 NCT01583686
PSCA Pulmén Fase 1 NCT03198052
MUC1 Pulmén Fase 1/2 NCT03179007,
NCT03525782
Claudina18.2  Estémago Fase 1 NCT03874897
EpCAM Colon, pancreas, préstata, gastrico, Fase 1/2 NCT03013712
higado
GD2 SNC Fase 1 NCT04099797
VEGFR2 Melanoma, SNC Fase 1 NCT01218867
AFP Higado Fase 1 NCT03349255
Nectina4/FAP  Nectina4+ Fase 1 NCT03932565
CEA Pulmon, colorrectal, gastrico, mama, Fase 1 NCT02349724
pancreas
Lewis Y Lewis Y+ Fase 1 NCT03851146
Glipican-3 Higado Fase 1 NCT02932956
EGFRIII SNC Fase 1 NCT01454596
IL-13Ra2 SNC Fase 1 NCT02208362
CD171 Neuroblastoma Fase 1 NCT02311621
MUC16 Ovario Fase 1 NCT02311621
PSMA Préstata Fase 1 NCT01140373
AFP Higado Fase 1 NCT03349255
AXL Renal Fase 1 NCT03393936
CD20 Melanoma Fase 1 NCT03893019
CD80/86 Pulmoén Fase 1 NCT03198052
c-Met Mama, higado Fase 1 NCT03060356,
NCT03638206
DLL-3 Pulmén Fase 1 NCT03392064
DR5 Higado Fase 1 NCT03638206
EpHA2 SNC Fase 1 NCT02575261
FR-a Ovario Fase 1 NCT00019136
gp100 Melanoma Fase 1 NCT03649529
MAGE-A1/3/4  Pulmén Fase 1 NCT03356808,
NCT03535246
LMP1 Nasofaringeo Fase 1 NCT02980315
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8. Estrategias para la mejora de la eficacia y seguridad
de las células CAR-T

Durante este manuscrito se han remarcado los resultados
sobresalientes de la terapia CAR-T tratando canceres liquidos, asi como
los resultados mucho mas comedidos tratando tumores soélidos. Sin
embargo, en ambos casos, la terapia sigue presentado limitaciones

para mejorar no solo la eficacia, sino también su seguridad.
8.1. Regulacion de la expresion del CAR

Como hemos comentado al inicio de este capitulo, se han realizado
esfuerzos intensos en la modificacion de diversas partes de la
arquitectura del CAR con el objetivo de mejorar las propiedades de las
células CAR-T. Sin embargo, otro parametro menos estudiado, pero de
elevada importancia, es la densidad del CAR en la membrana, asi como

el control de la expresion del mismo.

La region U3 del 5LTR de los VLs presenta secuencias
enhancer/promotoras enddgenas, que han sido eliminadas en los
vectores autoinactivados, por lo que es el promotor interno quién
determina la expresion del CAR. La eleccién de un promotor adecuado
es fundamental para una terapia CAR-T exitosa. El promotor del factor
de elongacién 1 a (EF1aq, del inglés elongation factor 1 a) es el mas
comunmente aplicado para la expresion de CARs en células T, debido a
que es un promotor fuerte que permite una expresion estable del CAR
en células T. Sin embargo, se ha comprobado que la expresiéon
permanente con una densidad alta propia de promotores fuertes puede
derivar en un proceso de sefalizacion ténica y sobreactivacion de la
célula T, que acabe provocando un agotamiento prematuro y un fallo de

la terapia, ocasionando recaidas (Mazinani & Rahbarizadeh, 2022).
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Un estudio pionero en demostrar esto fue el realizado por Eyquem y
colaboradores, que insertaron de manera dirigida con CRISPR-Cas9 y
vectores adenoasociados (AAVs, del inglés adenoassociated vectors)
un CAR aCD19 en el locus TRAC (del inglés T cell receptor alpha chain).
Comprobaron que, tras estimulacion, el CAR seguia la cinética de
expresion del TCR enddgeno (internalizacién rapida tras encuentro
antigénico y recuperaciéon posterior de los niveles basales), lo cual
confirio a las células CAR-T una mayor potencia antitumoral,
reduciéndose la sefalizacién tonica, marcadores de agotamiento y

manteniendo un fenotipo menos diferenciado (Eyquem et al., 2017).

Posteriormente, y en la misma linea, Weber y colaboradores
demostraron que la incorporacién de regimenes de “descanso
transiente” en la sefializacion del CAR conferia a las células CAR-T una
actividad antitumoral superior, e incluso permitia el rescate funcional de
células T parcial o totalmente agotadas. Se aplicé dasatimib (un
inhibidor de tirosin quinasa que inhibe reversiblemente las quinasas
esenciales para la sefializacion proximal del CAR, como método de
“descanso”) sobre células CAR-T con marcas funcionales, fenotipicas,
transcriptomicas y epigenéticas de agotamiento, asi como con una
elevada sefalizacion ténica, consiguiéndose restaurar la actividad

antitumoral y derivando en un fenotipo memoria (Weber et al., 2021).

Pese a que existe consenso en que una expresion elevada y continua
del CAR en membrana deriva en una sefializacion ténica que perjudica
la accién antitumoral, estos estudios dilucidaron la importancia del

control de la expresion (y, consecuentemente, sefializacion) del CAR.

Como una aproximacion clinicamente mas cercana, nuestro grupo ha
generado células CAR-T bajo el control del promotor quimérico AW, que

permite una cinética similar a la del TCR sin la necesidad de usar
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herramientas de edicidon genémica. Nuestros resultados, en linea con
los dos trabajos comentados, demostraron una mejora en el fenotipo,
disminucién de marcadores de agotamiento, disminucién de
sefalizacion ténica y menores niveles de liberacion de citoquinas
proinflamatorias con respecto a células EF1a-CAR-T, sin comprometer

la eficacia antitumoral (Tristdn-Manzano et al., 2022).

En este trabajo se pone de manifiesto que, junto a una expresion
fisiolégica, una menor densidad de CAR en la membrana puede ser
beneficioso para la terapia CAR-T aCD19, hecho respaldado también
por el trabajo de Ho y colaboradores, que utilizan otro promotor
(MND19) para obtener células CAR-T con menor densidad. Observaron
gue un menor numero de moléculas de CAR en la membrana deriva en
una mayor actividad antitumoral (Ho et al., 2021). Resultados similares
fueron obtenidos por Gomez-Silva y colaboradores utilizando CARs-
41BB comparando la expresién por un promotor viral LTR vs el promotor

EF1q, con una menor expresion (Gomes-Silva et al., 2017).

Finalmente, este hecho parece no ser exclusivo de células CAR-T
aCD19, pues Rodriguez-Marquez y colaboradores demostraron que una
menor densidad de CAR en células CAR-T aBCMA no solo deriva en un
fenotipo menos agotado, menor sefalizaciéon ténica y una menor
produccion de citoquinas proinflamatorias, sino que se correlaciona
con una mejor evolucién clinica en pacientes con mieloma multiple con
respecto a células con una mayor densidad de CAR (Rodriguez-Marquez
et al.,, 2022).

Sin embargo, como hemos comentado, las células CAR-T son
productos heterogéneos, y muchos factores (tanto intrinsecos como
extrinsecos) pueden influir en su funcionalidad. La compleja

arquitectura del CAR, y la interaccion entre todos los componentes
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pueden provocar respuestas diferentes en distintas situaciones.
Guedan y colaboradores observaron que un CAR frente a mesotelina,
PGK300-BBz (con menor densidad), presenté una actividad antitumoral
notablemente mas baja que un CAR con una mayor densidad (EF1a-
BBz) (Guedan et al., 2018), algo similar a lo observado por Walker y
colaboradores (Walker et al., 2017). Esto nos indica la complejidad de
la interaccion CAR — antigeno, la heterogeneidad en base al modelo
tumoral utilizado a la hora de alcanzar un umbral que detone la actividad
citotoxica de las células T, asi como la diferencia de eficacia en base a
los componentes que arman los distintos dominios del CAR y a su

interaccion.
8.2. Desarrollo de células TRUCK

Como hemos comentado a lo largo de las distintas secciones, el
abordaje del tratamiento de tumores sélidos mediante la terapia CAR-T
ha resultado ineficiente. Parece claro que armar a las células CAR-T
generando células CAR-T de 42 generacién o TRUCKs puede facilitar la
aplicacién de la terapia frente a tumores sélidos, pues el hecho de ser
capaz de estimular a células inmunorreguladoras a la vez que
incrementamos las propiedades de las células CAR-T puede arrojar luz
a la consecucion de resultados relevantes para el abordaje de tumores

sélidos.
8.2.1. TRUCKSs de expresion constitutiva

La generacion de TRUCKs con expresion constitutiva de citoquinas se
ha llevado a cabo o bien mediante las co-transduccién con dos VLs, o
mediante la transduccién con un vector que incluye un elemento que
permita expresar varios genes bajo un mismo promotor (como un
péptido de autoescision 2A o un elemento IRES). Se han explorado

diferentes citoquinas para la coexpresion en células T, como citoquinas
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de cadena gamma comun (IL-2, IL-15, IL-7 e IL-21), citoquinas de la
familia de interleuquina 12 (principalmente IL-12) y citoquinas de la

sUper familia de la interleuquina 1 (IL-36 e IL-18).
¢ Interleuquina 2

La interleuquina IL-2 es la citoquina por excelencia en la activacion de
las células T. Promueve la proliferacion de células inmunoldgicas y la
produccion de proteinas anti-apoptéticas, actuando sobre Tregs y
células T activadas CD4 y CD8, asi como células NK en menor medida.
Los primeros intentos en el uso de IL-2 a nivel clinico fue la
administracién directa de IL-2 en monoterapia 0 en combinacién con
TILs. Los resultados antitumorales fueron significativos, pero se

asociaron a una toxicidad elevada en altas dosis (Atkins et al., 2000).

Se generaron células CAR-T aCD19 de primera generaciéon para que
liberaran IL-2 constitutivamente, lo que mejord la supervivencia de
ratones con linfoma diseminado en comparacion con células CAR-T
convencionales, aunque otras citoquinas de cadena gamma comun se
asociaron con mayores supervivencias y una persistencia prolongada
(Markley & Sadelain, 2010). Sin embargo, la eleccién de IL-2 se vio
detenida prematuramente debido al efecto en proliferacién de las Tregs,
lo que inhibe las respuestas antitumorales, aparte de promover la AICD
y la diferenciacion terminal de células T, lo que esta asociado con

respuestas antitumorales poco duraderas (Gattinoni et al., 2005).
¢ Interleuquina 15

La interleuquina IL-15 es una citoquina proinflamatoria que posee una
estructura y funciéon biolégica similar a la IL-2. En este caso, es
secretada mayoritariamente por los fagocitos. Actua principalmente

sobre células T CD8 y células NK (Hamid et al., 2006). Al igual que con
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IL-2, la administracion directa de IL-15 se ha asociado con una elevada
toxicidad (Miller et al., 2018) (Conlon et al., 2019).

La coexpresion constitutiva de IL-15 mejord la actividad antitumoral de
células CAR-T frente a CD19 (Hoyos et al.,, 2010), GPC-3 (Batra et al.,
2020), CLL-1 (Ataca Atilla et al., 2020), GD2 (Chen et al., 2019) e IL-
13Ra2 (Krenciute et al., 2017). La generacién de células CAR-T
aCD19.IL15 incrementd su persistencia con respecto a otras citoquinas,
y permitié el mantenimiento de un fenotipo memoria, asociado con
respuestas antitumorales sostenidas en pacientes tratados con CAR-T
(Fraietta, Lacey, et al., 2018). De manera alternativa, se ha explorado la
expresion de IL-15 anclada a la membrana en lugar de secretable, lo que
permite el efecto autocrino sobre las células CAR-T incrementando su
supervivencia, pero limitando el efecto paracrino (Hurton et al., 2016).
Esta aproximacion se esta evaluando en un ensayo clinico fase |
(NCT03579888). Ademds, también se estan desarrollando estrategias
para coexpresar esta citoquina junto a su receptor, IL15R (Stoklasek et
al., 2006) (Y. Zhang et al., 2022)

Ademas de la modificacién genética de células CAR-T, se han
modificado genéticamente células NKT para expresar IL-15. Estas
células secretoras de IL-15 consiguieron mantener una poblacién
memoria central con menor tendencia al agotamiento y apoptosis, lo
que se tradujo en un incremento de la actividad antitumoral in vivo.
Ademas, puede ser particularmente relevante para el tratamiento de
tumores soélidos, pues la IL-15 protegidé a las células CAR NKT del
ambiente hipdéxico del TME (Xu et al., 2019). Esto se estd evaluando en

pacientes pediatricos con neuroblastoma (NCT03294954).
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¢ Interleuquina 7

Esta citoquina secretada por células no hematopoyéticas ejerce un
papel fundamental en el sistema inmunitario adaptativo, crucial para la
linfopoyesis y homeostasis de células T y B (Lorenzo, 2016). La
administracién directa de IL-7 en pacientes promueve la expansion de
células T CD4 y CD8, asi como incrementa la diversidad de repertorios
de TCRs, permitiendo la expansién preferencial de células T naive, lo

que puede mejorar la respuesta antitumoral (Sportes et al., 2008).

La administracion subcutanea de IL-7 incrementd el efecto terapéutico
de manera dosis—dependiente, sin mostrar una toxicidad severa en
comparacién con IL-2 o IL-15 (Sportes et al., 2010). La modificacién
genética de células CAR-T aGD2 para expresar constitutivamente IL-7
permitié la eliminacion de células tumorales en presencia de Tregs
(Perna et al,, 2014), lo cual puede aportar una ventaja funcional en
tumores con ambientes altamente inmunosupresores. Cuando se
generaron células CAR-T CD19.IL7, la potencia antitumoral fue superior
en comparacion con IL-2 o IL-15, pero la persistencia a largo plazo fue
menor que en el caso de CAR-T CD19.IL-15 (Markley & Sadelain, 2010).
Ademas, la expresion de IL-7 mejoré la actividad de células CAR-T
aCD20 y mesotelina, pero exclusivamente cuando se coexpresaban
junto a CCL19 (Adachi et al., 2018). La expresién de ambos incrementé
la infiltracion tumoral de células CAR-T, de células T enddégenas y de
células dendriticas, lo que permitié el mantenimiento de un fenotipo
memoria y un incremento de la quimiotaxis, que finalmente se tradujo
en una regresién de tumores avanzados. La eficacia y seguridad de
estas células multi-modificadas estan siendo evaluadas en ensayos
clinicos frente a linfoma (NCT03929107, NCT04381741), mieloma
multiple (NCT03778346) y tumores sdlidos (NCT03198546,
NCT03932565).
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La principal limitacién de esta aproximacion es que la sefalizaciéon
continua de IL-7 provoca la regulacion a la baja de IL-7Ra (Park et al.,
2004). Para restaurar la respuesta de IL-7, se ha propuesto la
coexpresion de IL-7Ra, pero parece ser que la interaccion prolongada
de células T.IL7Ra con IL-7 puede promover la apoptosis por la

sobreexpresion del eje Fas-FasL inducida por IFNy (Kimura et al., 2013).
¢ Interleuquina 21

IL-21 activa preferencialmente la ruta de STAT3 sobre STATS, a
diferencia de otras citoquinas de cadena gamma comun, favoreciendo
también la proliferacion mediante la sefializaciéon a través de PI3K y
MAPK (Zeng et al., 2007).

Las células CAR-T expresando IL-21 transgénica mejoraron la
supervivencia en comparacién con células CAR-T expresando IL-2, IL-7
o IL-15. Un mecanismo posible para explicar esto puede ser por el
efecto de IL-21 en el mantenimiento de poblaciones memoria, lo que
permite la persistencia a largo plazo, algo que se correlaciona con la
reduccién de la diferenciacion terminal de células T CD8 efectoras que
comprobaron (Moroz et al, 2004). Sin embargo, el mecanismo vy

eficacia de estas células TRUCK sigue bajo estudio.
¢ Interleuquina 12

IL-12 favorece la activacion de células T especificas de tumor y la
diferenciacion a fenotipos pro-inflamatorios. La administracion
sistémica de IL-12, pese a haber supuesto una eficacia moderada, ha

presentado toxicidad en pacientes (Leonard et al., 1997).

La modificacion genética de células CAR-T para liberar IL-12 ha sido
intensamente explorada no solo por el efecto sobre las células T, sino

también sobre el resto de células del sistema inmunolégico, como
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células NK, dendriticas y MDSCs. Un estudio basado en la generacion
de células CAR-T aMUC16 para secretar IL-12 supuso un incremento en
supervivencia de ratones a través del incremento de la produccién de
IFNy y el incremento de persistencia in vivo (Koneru et al., 2015). Sin
embargo, diferentes estudios han mostrado resultados susceptibles a
debate, pues parece no estar claro si la actividad antitumoral esta
mediada por los efectos de la IL-12 liberada por las células CAR-T, o por
las células IL-12R+ del huésped (Kerkar et al., 2011). De cualquier modo,
un ensayo clinico con células CAR-T.MUC16.IL12 esta en progreso
(NCT02498912).

¢ Interleuquina 36

IL-36a, IL-36B e IL-36y son miembros de la super familia de IL-1
descubiertos recientemente. Estas citoquinas han sido poco
estudiadas, pero presentan potencial para mejorar la terapia celular
adoptiva. Por ejemplo, IL-36y ha mostrado capacidad para remodelar el
TME, asi como mediar la potencia de la respuesta T CD8 (Wang et al.,
2015).

Se han realizado aproximaciones en la generacion de células CAR-T
para coexpresar IL-36y, mejorando la expansion y persistencia de las
células CAR-T, lo que ha provocado una actividad antitumoral
potenciada. Este efecto depende de la sefializacién autocrina mediada
por MyD88, aunque IL-36R se expresa también en otros tipos celulares
inmunitarios. La interaccion de la citoquina con su receptor incrementa
la expresién de MHC-Il y CD86 en macrofagos y células dendriticas,
sugiriendo que IL-36 tiene un papel importante en la presentacién
antigénica (Li et al., 2021). Esto abre la puerta a la aplicacion de células

CAR-T.IL36 para el tratamiento de tumores sdlidos en recaidas antigeno
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negativas, aunque los estudios relacionados con esta citoquina aun

estan en fase temprana.
¢ Interleuquina 18

IL-18 es una citoquina proinflamatoria producida por macroéfagos,
células dendriticas y células epiteliales principalmente, que
interacciona con el receptor heterodimérico IL-18Ra - IL18RB
expresado por células NK'y por células T. Pese a que el mecanismo no
esta claro, IL-18 parece tener un papel dual pues, por una parte, parece
presentar funciones protumorogénicas, como el incremento de la
angiogénesis, metastasis y proliferacion tumoral (Kang et al., 2009),
mientras que, por otra parte, se ha comprobado que presenta actividad
antitumoral en cooperacion con la respuesta Th1 (Tsutsui et al., 1996).
Esto se ha visto apoyado porque induce la produccion de IFNy y de
moléculas citotoxicas efectoras por los linfocitos T Th1 y CDS,
activando a células NK, macréfagos y otros tipos inmunitarios,
coordinando una potente respuesta antitumoral (Hoshino et al., 1999).
Por otra parte, la senalizacion de IL-18 sin otras citoquinas

inflamatorias potencia respuestas Th2 (Yoshimoto et al., 2000).

La administracion sistémica en monoterapia de IL-18 fue bien tolerada,
pero no mostrd beneficio para pacientes con melanoma metastasico
(Robertson et al., 2008). Sin embargo, la modificaciéon genética de
células CAR-T/TCR-T humanas y murinas para expresar IL-18 mejoro la
proliferacion, produccion de citoquinas y actividad antitumoral, lo cual
se ha comprobado en varios estudios: uno de ellos demostré el
incremento de expansién de células CAR-T CD8 por la accion de la IL-
18 secretada por células CAR-T CD4 (Hu et al., 2017); otro estudio
demostré que la IL-18 incrementa una poblacion de células T Bet"d

FoxO1'" cuando se estimulan via CAR, generandose una situacion de
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inflamacién aguda que favorece la accién antitumoral (Chmielewski &
Abken, 2017).

Los resultados preclinicos tan positivos de las células CAR-T CD19.IL-
18 han llevado a investigadores de la Universidad de Pensilvania a un
ensayo clinico fase | para el tratamiento de diversos linfomas CD19+
refractarios incluso a una o varias terapias CAR-T previas
(NCT04684563).

Pese a los efectos beneficiosos de la coexpresion de IL-18 en células
CAR-T, una posible limitacion puede darse por la interaccién de la
citoquina con la proteina de unién de IL-18 (IL-18BP, del inglés IL-18
binding protein), un punto de control inmunitario recientemente descrito
que inhibe la sefalizacién de IL-18 (Zhou et al., 2020). Sin embargo, hay
dos estrategias bajo estudio para solventar esto: 1) desarrollo de una
IL-18 resistente a IL-18BP; 2) el desarrollo de receptores quiméricos,
que detonen la senalizacion de IL-18 por la union de otra citoquina
(Lange et al., 2021).

Ademas, otros receptores tanto naturales como artificiales han sido
propuestos para ser coexpresados en células CAR-T, como el receptor
natural de IL-7 (Shum et al., 2017), o los receptores artificiales IL-4/IL-7
(Bajgain et al., 2018) o IL-4/IL-2 (Wilkie et al., 2010).

8.2.2. TRUCKSs de expresion inducible

Las células TRUCK secretoras de citoquinas han logrado reducciones
tumorales sustanciales en determinados tipos de tumores soélidos que
clasicamente no han respondido a la terapia CAR-T convencional. Sin
embargo, las citoquinas que han producido resultados mas
remarcables (IL-15, IL-12 e IL-18) han generado una toxicidad base

derivada de la potencia producida: IL-15 e IL-12 presentaron toxicidad
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elevada administradas sistémicamente, mientras que el perfil de IL-18
fue mas moderado, pero el hecho de detonar la produccion de IFNy y
generar un ambiente de inflamacién aguda permanente puede
ocasionar potenciales riesgos sistémicos, por lo que se han realizado

intentos de controlar la expresidn de estas citoquinas.
¢ Interleuquina 15

La proliferaciéon descontrolada y la toxicidad sobre las células CAR-T
asociada a la expresion de IL-15 transgénica ha llevado al desarrollo de
sistemas de seguridad para el control de la citoquina. Se han realizado
diversos estudios preclinicos coexpresando caspasa 9 inducible (iC9,
del inglés inducible caspase 9) junto a IL-15, una proteina que, cuando
dimeriza por un inductor quimico, inicia la muerte inducida por
apoptosis. Basado en los buenos resultados preclinicos que indican la
rapida eliminacién de las células CAR-T (Di Stasi et al., 2011), se estan
iniciando ensayos clinicos combinando IL-15 con iC9 (NCT03721068).
También se encuentra en fase clinica temprana la misma estrategia
aplicada sobre células NK (NCT03579927).

¢ Interleuquina 12

La expresion constitutiva de IL-12 por células T modificadas
genéticamente no solo ha derivado en una elevada toxicidad, sino
también en una aceleracién del agotamiento celular (Yang et al., 2012).
Esto ha llevado a la generacion de células TRUCK inducibles, que
expresen IL-12 de manera regulada. Para ello, el mecanismo candnico
empleado se basa en la utilizacion del promotor NFAT (del inglés
nuclear factor of activated T cell), un promotor que permite la activacion
del transgén cuando la célula T se activa (Fig. 9, izquierda). Este
mecanismo ha permitido reducir la toxicidad sistémica asociada a una

expresion continua de IL-12 sin comprometer la actividad antitumoral a
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nivel preclinico (Zhang et al., 2011). Sin embargo, el promotor NFAT no
permite una liberacion de la citoquina especifica cuando el CAR
reconoce a su antigeno, sino cuando la célula T se activa, por lo que
procesos de activacion independientes del reconocimiento antigénico
del CAR (expansion, exposicion a citoquinas, reconocimiento via TCR o
sefializacién tonica del CAR) detonardn una liberacion inespecifica de
la citoquina. Esto se ha comprobado en un ensayo clinico, donde se
infundieron TILs.NFAT.IL12, y se comprobd que el promotor NFAT no
era suficiente para restringir la produccién de IL-12 exclusivamente al
momento de entrada de los TILs al tumor (Zhang et al., 2015). De hecho,
posteriormente esto fue respaldado por Alsaieedi y colaboradores, que
comprobaron que las células TCR-T.NFAT.IL12 causaron una toxicidad

letal in vivo (Alsaieedi et al., 2019).

Pese a los resultados observados, diversos estudios preclinicos han
mostrado la eficacia del uso de células CAR-T.NFAT.IL12, y su alta
capacidad de remodelacion del TME, lo que ha llevado a la evaluacién
de su seguridad y eficacia en ensayos clinicos frente a tumores sélidos
(NCT03542799).

Como alternativa, Alsaieedi y colaboradores propusieron la utilizacién
de un sistema expresion inducible por doxiciclina para controlar la
expresion de la citoquina (Alsaieedi et al., 2019). Para ello usaron el
vector retroviral pSERS, un vector Tet-On all-in-one, con el que indujeron
temporalmente IL-12, que permitié la inhibicion del crecimiento de un
tumor de melanoma B16F10 exclusivamente en presencia de
doxiciclina, mientras que no se detectd toxicidad en ausencia de
inductor. Ademas, durante la ventana de exposicién a doxiciclina y
liberacion de IL-12, observaron un incremento en el nimero de TiLs
asociado a un aumento de PD-1 y un incremento de células dendriticas
en el TME.
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¢ Interleuquina 18

Se han realizado con IL-18 estudios muy similares a los seguidos con
IL-12 controlando la expresion con el promotor NFAT, con el objetivo de
limitar los efectos secundarios sistémicos asociados a una expresioén
constitutiva. Se han obtenido resultados remarcables en modelos
murinos singénicos, donde se ha observado que la expresion de IL-18
es capaz de remodelar el TME, incrementando el nimero células T CD8,
células NK'y células presentadoras de antigenos, lo que ha derivado en
una induccién de respuestas T especificas de tumor (Avanzi et al.,
2018). La remodelacién del TME mediada por IL-18 es extensa, pues en
otro estudio se observd una reduccion de células dendriticas
inmunosupresoras, junto a una reduccion de macréfagos protumorales
M2 y células Tregs (Chmielewski & Abken, 2017). Esta estrategia ha
supuesto un incremento en eficacia terapéutica in vivo en modelos de
leucemia CD19+ (Hu et al., 2017), modelos de tumores pulmonares y
pancredticos avanzados (Chmielewski & Abken, 2017) y tumores GD2+
primarios (Zimmermann et al., 2020), mostrando la potencialidad de
esta citoquina en la combinacion con células CAR-T para el tratamiento

de tumores liquidos y solidos complejos.

El acoplamiento de citoquinas a células T modificadas genéticamente
ha sido revisado ampliamente en (Bell & Gottschalk, 2021). Ademas, la
funcién de cada citoquina expresada por las células CAR-T modificadas

se resume en la Fig. 8.
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Figura 8. Principales citoquinas expresadas por las células CAR-T de

42 generacion y funcion que desempeian.

La imagen resume las principales citoquinas expresadas por las células CAR-
T modificadas. Ademas, se indica la necesidad de controlar su expresién
debido a una toxicidad asociada a una expresién continua o administracion
sistémica, asi como la funcion que desempefia sobre las células CAR-T o sobre
el TME. En las funciones, el color verde indica una funcién beneficiosa, y el color
rojo indica una funcioén perjudicial. Creada con BioRender.com.

AICD: muerte celular inducida por activacién (del inglés activation-induced cell
death); TME: microambiente tumoral (del inglés tumor microenvironment).
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8.3. Sistemas inducibles controlados exdogenamente: Lent-
On-Plus como alternativa para la generacion de TRUCKs

inducibles

Como hemos comentado, los sistemas inducibles basados en el uso del
promotor NFAT han dado resultados notables cuando se han aplicado
a la generacion de TRUCKSs inducibles, pues han conseguido reducir, al
menos parcialmente, algunas toxicidades asociadas a la expresion
continua de las citoquinas. Sin embargo, la incapacidad para regular de
manera suficiente la expresién de IL-12 ha llevado a resultados clinicos
no tan deseables, por lo que los sistemas de control exdgeno de
expresion surgen como una alternativa interesante para la regulacién
de la expresibn de citoquinas. Entre ellos, el sistema
ReoSwitch/Veledimex fue el primer sistema inducible exdgeno
evaluado en ensayo clinico, en el contexto de un vector adenoviral para
su aplicaciéon intratumoral liberando IL-12 en glioblastoma
recurrente/progresivo, usando veledimex como inductor. Fuera de este
sistema, los sistemas Tet-On son uno de los mas estudiados, y los
datos generados por algunos grupos trazan un camino optimista.
Ademas, presentan una ventaja fundamental frente al control endégeno
de la expresion: la regulacién de la expresién génica es externa, por lo
que, potencialmente, el clinico sera capaz de inducir la liberacion de la
citoquina independientemente del estado de activacién de la célula
CAR-T (Tristan-Manzano et al., 2020). Sin embargo, los sistemas
tradicionales Tet-On presentan ciertas limitaciones importantes a
comentar: en primer lugar, los sistemas de induccién por doxiciclina
mas comunmente usados (el sistema por excelencia Tet-On-3G, de
Takara Bio, o el propio sistema propuesto por Alsaieedi y colaboradores
(Fig. 9, centro), requieren concentraciones muy elevadas de doxiciclina

(en este Ultimo caso 2 mg/ml) para la induccién in vivo (Alsaieedi et al.,
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2019), lo que puede contribuir al establecimiento de resistencias
bacterianas a largo plazo o mediante exposicién intermitente (Tristan-
Manzano et al., 2020). Ademds, la gran mayoria de sistemas contienen
proteinas transactivadoras (el sistema ReoSwitch/Veledimex también
depende de ellas), quimeras bacterianas/virales necesarias para
detonar la transcripcion del transgén bajo la accién de inductor. Este
punto es fundamental, pues se deben de realizar consideraciones
importantes de seguridad, ya que estos elementos parecen secuestrar
factores de transcripcion, que sumado a la capacidad de unirse a sitios
pseudo-tetO a lo largo del genoma, pueden provocar la transactivacioén
indeseada e inespecifica de genes (Whitsett & Perl, 2006) (Morimoto &
Kopan, 2009) (Perl et al., 2009).

Una alternativa a considerar para la regulacion de la expresion de
moléculas bioactivas es el sistema Lent-On-Plus, un sistema de
expresion génica condicionada publicado previamente por nuestro
grupo (Benabdellah et al., 2016). El sistema Lent-On-Plus es un sistema
Tet-On all-in-one, que permite la expresion del transgén en células T in
vitro e in vivo bajo dosis minimas de doxiciclina: 1-10 ng/ml in vitroy 10-
100 ng/ml in vivo (Tristdn-Manzano et al.), valores lejos del umbral de
generacion de resistencias bacterianas y de accion inmunosupresora.
Es un sistema versatil, con una caracteristica diferencial, carece de
transactivadores: el sistema esta formado por el represor de la
tetraciclina original bacteriano (TetR) que, en ausencia de inductor,
permanecerd unido a la regién operadora de la tetraciclina (tetO)
adyacente al promotor minimo CMV, lo que bloqueara la expresion
aguas abajo; en presencia del inductor, TetR se unira a la doxiciclina,
desbloqueando la region tetO y permitiendo la expresion génica (Fig. 9,
derecha). El hecho de carecer de proteinas transactivadoras lo hace

unico en su clasey facilita su aplicacion clinica, evitando los problemas
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de seguridad derivados del uso de transactivadores. Por ultimo, el
sistema incorpora un aislador genético (Benabdellah et al., 2014) en la
region 3'LTR, lo que, tras la retrotranscripcion e integracion, generara
dos elementos aisladores fisicos que provocaran un efecto barrera en
las regiones LTRs, lo que permite minimizar el silenciamiento génico y
favorece la ausencia de leaking (expresion en ausencia de inductor),

algo fundamental cuando se controlan moléculas bioactivas.

Tumor
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g@ TCR CAR TCR
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[ Sistemas NFAT | [ Sistemas Tet-On (rtTA) ] [ Sistema Lent-On-Plus ]

Figura 9. Sistemas de expresion inducible endégenos y exégenos.

A la izquierda se muestra el sistema de expresién inducible endégeno basado
en el promotor NFAT: cuando la célula T se activa, se detona una cascada de
sefializacién que finaliza con la activacién de la expresidn génica; en el centro,
se muestra un sistema de expresion exogena Tet-On con transactivadores:
cuando se afiade tetraciclina o derivados, la proteina transactivadora rtTA se
une al inductor, que hace que el complejo se una al elemento de respuesta a
Tet en el promotor, y detona la expresion génica; a la derecha, se muestra el
sistema de expresion inducible exdgena Lent-On-Plus: cuando se afiade
doxiciclina, el represor TetR se une al inductor, desbloqueando la regién TetO
aguas abajo del promotor, lo que permite la expresién génica de manera libre
de transactivadores. Creada con BioRender.com.

CAR: receptor de antigeno quimérico (del inglés chimeric antigen receptor);
TCR: receptor de la célula T (del inglés T cell receptor); MHC: complejo mayor
de histocompatibilidad (del inglés major histocompatibility complex); Dox:
doxiciclina; TRE: elemento de respuesta a Tet (del inglés Tet-responsive
element).
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HIPOTESIS Y JUSTIFICACION

La terapia CAR-T ha supuesto un éxito sin precedentes en el tratamiento
de neoplasias hematoldgicas del linaje B, aportando una alternativa
terapéutica a pacientes en situaciones de recaida o refractariedad a los
tratamientos convencionales. Esto ha llevado a la aprobacion de seis
productos CAR-T por la FDA/EMA para el tratamiento de leucemias,
linfomas y mieloma multiple. Pese a los resultados obtenidos, la terapia
se enfrenta a una serie de limitaciones en el tratamiento de tumores
liquidos: 1) una alta tasa de recaida; 2) la existencia de efectos
secundarios severos y potencialmente mortales; 3) el elevado coste y

tiempo de manufactura del producto de infusion.

Por otra parte, las tasas de respuesta obtenida en el tratamiento de
tumores sélidos se alejan considerablemente de las obtenidas tratando
neoplasias hematolégicas. Los tumores solidos presentan barreras a la
terapia CAR-T mucho mas limitantes: 1) una elevada heterogeneidad
intratumoral, lo que dificulta la eleccién de una diana para la redireccion
del CAR; 2) dificultad en el trafico e infiltracion tumoral por parte de las
células CAR-T; 3) la presencia de un microambiente tumoral altamente
inmunosupresor, que dificulta la actividad antitumoral de las células
CAR-T.

Los nuevos desarrollos en el campo de las células CAR-T deben mejorar
la eficacia antitumoral a la vez que reducen los efectos secundarios
adversos. Nuestra hipoétesis es que es posible incrementar la eficacia y
seguridad de la terapia CAR-T regulando de forma fisiolégica la
expresion del CAR y de forma inducible la expresién de citoquinas u

otras proteinas altamente bioactivas.
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OBJETIVOS

El objetivo global de la presente tesis doctoral es generar células CAR-

T mas potentes y seguras para aplicacion en linfomas agresivos y

tumores soélidos. Para ello, se evaluara el uso de promotores

fisiologicos, el uso de sistema Lent-On-Plus para controlar la expresion

de IL-18, y se generaran células empaquetadoras que permitan

incrementar la produccion de vectores lentivirales. Los obijetivos

especificos son:

1.

Desarrollo de nuevos promotores para una expresion fisiologica

1.1.
1.2.
1.3.

Disefo y caracterizacion de los promotores
Cinética de expresién de GFP bajo los promotores fisiolégicos
Expresién tejido — especifica de GFP bajo los promotores

quiméricos

Mejora de la actividad antitumoral de las células CAR-T19

controlando la expresion de IL-18: células iTRUCK19.18

2.1.

2.2.
2.3.

2.4.

2.5.

2.6.

Generacion de células CAR-T secretoras de IL-18
(iTRUCK19.18)

Caracterizacion de las células iTRUCK19.18

Efecto de la inducciéon de IL-18 en la polarizacién de
macrofagos

Incremento de la actividad antitumoral de las células
iTRUCK19.18 en un modelo de linfoma de Burkitt en presencia
de Dox

Incremento de la actividad antitumoral de las células
iTRUCK19.18 en tumores B primarios en presencia de Dox
Generacion de un modelo de adenocarcinoma pancreatico

metastdsico CD19+
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2.7. Incremento de la actividad antitumoral de las células
iTRUCK19.18 en un modelo de adenocarcinoma pancreatico

metastasico

. Generacion de células empaquetadoras mas eficientes para la

produccion de VLs
3.1. Generacion de células HEK-293T BAX-KO
3.2. Generacion y de células HEK-293T BAX/BAK-KO (DKO)
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1. Cultivo celular

1.1. Lineas celulares humanas
Cultivos en suspension

Las células Jurkat (ATCC TIB-152, células inmortalizadas de leucemia
T), y las células Namalwa (ATCC CRL-1432, células B inmortalizadas de
linfoma de Burkitt), se cultivaron con medio RPMI-1640 (Biowest)
suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS, Biowest) y 1% de
penicilina/estreptomicina (P/S, Biowest), en un incubador con
atmésfera de 5% de CO,, 37°C y humedad relativa (HR) entre 80-95%.

Cultivos adherentes

Las células BxPC-3 (ATCC CRL-1687, células inmortalizadas de
adenocarcinoma pancreatico), se cultivaron con medio RPMI-1640
(Biowest), suplementado con 10% de FBS (Biowest) y 1% de P/S
(Biowest), en un incubador con atmésfera de 5% de CO2, 37°Cy HR entre
80-95%. Las células MIA PaCa2 (ATCC CRL-1420, células
inmortalizadas de adenocarcinoma pancreatico), y las células HEK-
293T (ATCC CRL-1126, células embrionarias de rifion humano), se
cultivaron con medio DMEM (Biowest) suplementado con 10% de FBS
y 1% de P/S, en una atmédsfera de 5% de CO, para las MIA PaCa-2y 10%
para las HEK-293T, 37°C y HR entre 80-95%. En este caso, la expansién
celular se produjo con un lavado de tampén fosfato salino (PBS,
Biowest), despegado celular con TRYPLE (Gibco), seguido de adicién de

medio DMEM (Biowest) completo.

Todas las células se mantuvieron a la densidad indicada por la ATCC
para cada tipo celular, y fueron testadas rutinariamente para

Mycoplasma.
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1.2. Células T primarias

Las muestras de sangre periférica de donantes sanos y pacientes
fueron cedidas por el servicio de Hematologia y Hemoterapia del
Hospital Universitario Virgen de las Nieves (Granada) bajo
consentimiento informado, de acuerdo con las directrices del comité de

ética y bajo la normativa espafola (RD-L 9/2014).

Las células T de donantes sanos fueron obtenidas a partir de células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs, del inglés peripheral blood
mononuclear cells). La sangre fue diluida 1/2-1/4 en PBS, y las PBMCs
se aislaron mediante centrifugacion con gradiente de Ficoll (Cytiva), sin
freno ni aceleracion durante 15 a 400g. Se recogi6 el anillo mono-
linfocitario y se lavaron con PBS (Biowest). Las células se cultivaron a
una densidad de 2x10° células/ml en medio TexMACS (Miltenyi Biotec)
suplementado con 10 ng/ml de IL-7 e IL-15 (Miltenyi Biotec) y 1% de P/S

(Biowest) en una atmésfera de 37°C y 5% de CO..

Los PBMCs de paciente se obtuvieron a partir de 5-8ml de sangre de
pacientes diagnosticados con linfoma de zona marginal (LZM) y
leucemia linfocitica crénica (LLC) previos al tratamiento. Se aislaron los
PBMCs con gradiente de Ficoll (Cytiva) como se ha descrito
anteriormente, y se cultivaron a una densidad de 2x10°8 células/ml en
una placa de 6 pocillos con medio TexMACS (Miltenyi Biotec)
suplementado con 1% P/S (Biowest) y 5% de suero humano AB
(Biowest). Ademds, para enriquecer el cultivo en células T, se
suplementé con 40 Ul/ml de IL-2 (Miltenyi Biotec) y 24 horas mas tarde,
se afiadié TransAct (1:100, Miltenyi Biotec) durante 6 dias previos a la

transduccion.
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2. Vectores lentivirales

2.1.

2.2.

Vectores GFP constitutivos

CEWP: el VL CEWP (22 generacion, autoinactivado) permite la
expresion de eGFP (proteina verde fluorescente mejorada, del
inglés enhanced green fluorescent protein) bajo el promotor del
citomegalovirus (CMV). El VL fue generado en nuestro grupo
(Benabdellah et al., 2011).

AWE: el VL AWE (22 generacion, autoinactivado) permite la
expresion de eGFP bajo el promotor AW. Este VL fue generado

por nuestro grupo (Frecha et al., 2008).

Vector Lent-On-Plus (GFP, LOPeGFP)

El VL Lent-On-Plus (LOPeGFP) (22 generacion, autoinactivado) permite

la expresion inducible de eGFP mediante doxiciclina. El VL expresa

eGFP bajo el promotor CMVTetO, asi como TetR mediante el promotor

EF1a. EI VL contiene el aislador IS2 en la regién 3’ LTR. Este VL ha sido

generado por nuestro grupo (Benabdellah et al., 2016), patentado
(W02014140218A1, W02012156535, WO2018083274A1) y licenciado

en exclusiva por LentiStem Biotech.

2.3.

Vectores IL-18

EIL18WP: este VL (22 generacién, autoinactivado) permite la
expresion de IL-18 humana bajo el promotor EF1a. Se sintetizé
la regién EF1a-IL18 flanqueada por los sitios de corte Unicos
EcoRl y Sbfl (New England Biolabs) dentro de pUC19 sin ningin
otro sitio de restriccion, por la empresa ATG:biosynthetics
(www.atg-biosynthetics.com) (EF1a descrito aqui: (Mizushima
& Nagata, 1990) e IL-18 humana: NM_001386420.1). La regién
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se introdujo en el VL SEWP sustituyendo la region SFFV-eGFP
mediante el siguiente proceso: el plasmido SEWP se corté con
las enzimas de restriccion EcoRl y Sbfl (New England Biolabs)
durante 1h a 37°C, y el producto de digestion se corrioé en un gel
de agarosa ultrapura (1% p/v). Se aisl6 la banda correspondiente
por tamafo al vector sin la region SFFV-eGFP, y se realiz6 lo
mismo con el pUC19 que contenia EF1a-IL18, pero en este caso
aislando la banda EF1a-IL18, usando el kit QlAquick Gel
Extraction Kit (QIAGEN). Se realizé la ligacién del inserto y el
vector usando ADN ligasa T4 (New England Biolabs) en una
proporcion inserto:vector 7:1 a 16°C durante toda la noche. El
producto de ligacion se utiliz6 como material para la
transformacion de bacterias competentes E. coli One Shot Stbl3
(ThermoFisher), afadiendo todo el producto de ligacién a 200 pl
de bacterias: 20’ en hielo, 45" a 42°C y 3’ en hielo, 1Th de
recuperaciéon con medio SOC (Invitrogen), para la siembra
posterior en placa de LB-agar con ampicilina durante toda la
noche. La determinacion de las colonias positivas se realizé
mediante PCR de colonias usando el siguiente programa: 1x
(95°C, 10); 35x (95°C, 30" / 62°C, 30" / 72°C, 30"); 1x (72°C, 10°),
mediante el kit KAPA Taq PCR (Kapa Biosystems) y los
siguientes oligonucleétidos (Sigma): Fw-cPPT y Rv-IL18 (Tabla
4). Se realizaron minipreps de las colonias positivas usando el
kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System
(Promega), se corroboraron por su patrén de restriccién usando
Hindlll (New England Biolabs) y por secuenciacion. Se realizé
una maxiprep a partir de una miniprep positiva secuenciada con

el kit NucleoBond Xtra Maxi EF (Macherey-Nagel), que se

-134-



2.4.

comprobé por patron de restriccion y secuenciacion
nuevamente.

LOP18: este VL (22 generacion, autoinactivado) permite la
expresion de IL-18 humana en el entorno inducible del sistema
Lent-On-Plus. IL-18 se digiri6 con Ascl y Sbfl, al igual que el
vector LOPeGFP, para eliminar eGFP. El proceso fue igual al
descrito anteriormente, pero utilizando los siguientes
oligonucleétidos para la PCR de colonias: Fw-CMV y Rv-IL18
(Tabla 4).

Vector EhCD19

Este VL permite la expresion de CD19 humana (NCBI Gene ID: 930) bajo

el promotor EF1a. El VL ha sido disefiado por nuestro grupo (Tristan-
Manzano et al., 2022).

2.5.

Vectores CAR

ARI-0001: este VL (32 generacion, autoinactivado) permite la
expresion de un CAR aCD19 (A3B1/4-1BB/CD37) bajo el
promotor EF1a. El vector ha sido cedido amablemente por el Dr.
Manel Juan y la Dra. Maria Castella, del Hospital Clinic
(Barcelona). Este VL se describe aqui (Castella et al., 2019).

AWARI: este vector se basa en una modificaciéon del VL ARI-
0001, con la diferencia de la expresion del CAR mediante el
promotor AW en lugar de EF1a. La modificacion ha sido

realizada por nuestro grupo (Tristdn-Manzano et al., 2022).
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3. Produccion de vectores lentivirales

3.1. Produccion

Para el proceso de produccion de VLs, se utilizaron las células
empaquetadoras HEK-293T (o las células modificadas a partir de
éstas). Brevemente, se plaquearon células empaquetadoras para
obtener una densidad del 90%. Las células se co-transfectaron con el
plasmido de transferencia, el plasmido de empaquetamiento de VIH-1
(PCMVARS.9) (https://www.addgene.org/Didier_Trono/) y el plasmido
de la envuelta VSV-G (pMD2.G)

(https://www.addgene.org/Didier_Trono/), en una proporcién 10:7:3

utilizando PEI (polietilenimina) (Alfa Aesar) como agente transfectante,
usando medio DMEM (Biowest) sin FBS, mediante una incubacion
durante 20’, para posteriormente afadir la mezcla gota a gota sobre las
células. Pasadas 5 horas, se cambi6 el medio de las células, afiadiendo
DMEM (Biowest) suplementado con 10% de FBS (Biowest). El
sobrenadante viral se recogio 48 y 72 horas después y se congelo a -
80°C.

En los casos necesarios, los VLs se concentraron mediante
ultracentrifugacioén, usando el rotor SW32 Ti (Beckman) a 23.000 rpm

durante 2 horas a 4°C.
3.2. Titulacion

El calculo del titulo viral funcional se realizé mediante la transduccion
de células Jurkat (debido a que es un modelo inmortalizado de células
T que permite una mayor modificaciéon genética) con 3 diluciones
seriadas de sobrenadante lentiviral, para asegurar que se mantiene la
linealidad. 5 dias después de la transduccion, se determiné la expresién

de la proteina de interés por citometria de flujo (FACS Canto II, BD
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Biosciences). El titulo viral se calcul6 en aquellas condiciones donde el
porcentaje de expresion no superd el 30%, porcentaje por debajo del
cual se considera que se ha integrado una sola copia de ADN, mientras
que por encima se pierde el rango lineal debido a la insercién de varias
copias de ADN viral. El titulo viral se estim6 mediante la siguiente

férmula:

UT) _n® de células x (%células positivas - %NTD)

Titul (—
itulo mi volumen de VLs (ml)

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

_titulo (UT/ml)

=——————~ xvolumen VLs (ml
n° de células (mb)

4. Modificacion genética
4.1. Transduccion celular

En general, para la transduccion celular, 100.000 células Jurkat en una
placa de 48 pocillos fueron incubadas con los sobrenadantes virales en
el menor volumen posible (150-200ul), siendo favorecida la
transduccién mediante la espinoculacién (centrifugacién a 800g, 32°C,
30°). 5 horas post-transduccién, se lavaron con PBS (Biowest) y se
plaquearon segun la densidad indicada por la ATCC con medio RPMI

(Biowest) completo.

En el caso de las células T primarias, se incluyeron ciertas
modificaciones al protocolo. Las células T primarias se activaron con
una nanomatriz aCD3/CD28 (TransAct, 1:100, Miltenyi Biotec). 48 horas
después, se incubaron con los VLs (en el caso de la co-transduccién, las
células T se incubaron con una mezcla de VLs ARI/AWARI y VLs IL-18)

y se espinocularon (centrifugacién a 800g, 32°C durante 1h). 5 horas
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después, las células T se lavaron y se afiadié medio TexMACS (Miltenyi

Biotec) suplementado con 10 ng/ml de IL-7 e IL-15 (Miltenyi Biotec).

En todos los casos, 3 dias tras la transduccion se determind el
porcentaje de expresiéon por citometria de flujo (FACS Canto II, BD

Biosciences).
4.2. Edicion gendmica

Para la generacion de las células HEK-293T BAX-KO, se utilizé el
sistema CRISPR-Cas9, asi como las células HEK-293T como material
de partida. En primer lugar, se formaron los complejos de
ribonucleoproteinas (RNPs) incubando la proteina recombinante Cas9
(IDT) con los diferentes ARNs guia (de manera individual) dirigidos
frente al exdn 3 (sgRNA Tgax: ggacgaactggacagtaaca) y al exén 4
(sgRNA 2gax: cgagaggtctttttccgagt) del locus BAX (chr19:48,954,875-
48,961,798), en una proporcién 1:3 durante 15" a temperatura ambiente.
La mezcla fue introducida en aproximadamente 1x10° células diana
(previamente despegadas) por electroporacion usando el Nucleofector-
4D y el kit SF Cell Line 4D X (Lonza), usando el programa predefinido
para células HEK-293 (CM-130). Tras la electroporacién, las células

fueron cultivadas como se ha descrito previamente.

Las células HEK-293T BAX/BAK-KO fueron obtenidas siguiendo el
mismo protocolo, pero utilizando como material de partida las células
HEK-293T BAX-KO (editadas con sgRNA 2zxx), y usando el sgRNA 1gax:
cgatgatggcgagctgccgt, dirigido al ex6n 4 del locus BAK
(chr6:33,572,552-33,580,276).

Diez dias después de la electroporacion, la edicién fue confirmada por
secuenciacion. Para ello, se extrajo ADN gendomico de las células

editadas y de las células sin editar usando el kit QlAamp Genomic DNA
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(Quiagen), se amplifico el sitio de corte por PCR usando el kit KAPA Taq
PCR (Kapa Biosystems) en el termociclador Veriti (ThermoFisher),
usando los primers (sgRNA 1 FW: ttttgcttcaggggtgagtt; sgRNA 1 RV:
ccactttacttcacccctge; sgRNA 2 FW: gttggcctgttgcttticat; sgRNA 2 RV:
tcacctgctctttgatgtca; fw guide E4: cgagaccacatgtgagttca; rv guide E3:
gcacctggttgggatatttc) y el siguiente programa: 1x (95°C, 5’); 40x (94°C,
45" / 62°C, 15" / 72°C, 30”); 1x (72°C, 10’), por duplicado. Se confirmé
por electroforesis en gel de agarosa que el producto de PCR contenia el
tamafo del amplicén indicado, y se purifico el producto de PCR con el
kit QIAquick PCR Purification (Quiagen). Los productos de PCR
purificados fueron enviados para su secuenciacion Sanger (STAB VIDA,

https://www.stabvida.com). El porcentaje de inserciones y deleciones

(INDELS), asi como el KO score, fueron obtenidos con la plataforma ICE

(Synthego, https://ice.synthego.com).

5. Estudios funcionales

5.1. Cinéticas de expresion

En primer lugar, se partio de células T primarias de donantes sanos. Las
células T se activaron con TransAct (Miltenyi Biotec), y 48h después, se
transdujeron con los VLs codificantes para eGFP bajo los diferentes
promotores. Las células T se mantuvieron sin estimulo durante 10 dias
tras la activacion inicial, para que alcanzaran de nuevo un estado basal
(a los 5 dias se confirmé por citometria de flujo que expresaban eGFP
en niveles similares entre todas las condiciones). Tras esto, se
reactivaron con TransAct (1:100, Miltenyi Biotec) y se realizaron
mediciones para determinar la expresion por citometria de flujo de

eGFP y CD3 en cada punto temporal indicado.
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5.2. Estudio de proliferacion

Para el estudio de proliferacion, partimos de 6x10° células T WT o
previamente transducidas por condicion, que se encuentran en estado
basal. Tefiimos con Cell Trace Violet (CTV) (ThermoFisher) 6x10°
células por condicién a 5 pM durante 10-12" a 37°C. Realizamos 2
lavados con 5 ml de PBS (Biowest) con 5% de suero humano AB
(Biowest) a 450g 5. Realizamos un lavado final con 10 ml de PBS
(Biowest) y cultivamos a una densidad 1x10° células/ml. Activamos las
células con TransAct (1:100, Miltenyi Biotec), y medimos la intensidad

de expresion de CTV por citometria de flujo a los tiempos indicados.
5.3. Estudio de secrecién de IL-18

Para el estudio de deteccion de IL-18 humana secretada, utilizamos las
células HEK-Blue IL-18 (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Brevemente, se plaquearon 3x10° células T por condicion en
150 pl de medio TexMACS (Miltenyi Biotec) sin citoquinas. Las células
se activaron con TransAct (1:150, Miltenyi Biotec), PMA (50 ng/ml) o
PBS (control negativo de activacién), y se recogieron y congelaron los
sobrenadantes a las 24 horas. Por otra parte, se plaquearon 5x10*
células HEK-Blue IL-18 por condicion, y 24 horas después, se retir6 el
medio, se anadieron 20 pl de sobrenadante de las células T sobre las
células HEK-Blue IL-18 junto a 180 pl de reactivo QUANTI-Blue. Tras una
hora de incubacion, se realizé la lectura con un espectrofotometro a
620-655 nm. Cada muestra y cada lectura se realiz6 por duplicado, la
cuantificacion se realiz6 por interpolacion con una curva estandar con
concentraciones crecientes de IL-18 humana recombinante. Se utilizé
IL-18 humana (1 ng/ml) (Invitrogen) como control positivo, asi como

otra citoquina como control negativo (IL-15, 1 ng/ml) (Miltenyi Biotec).
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Las células HEK-Blue IL-18 permiten la deteccién exclusiva de IL-18

humana bioactiva, en un rango entre 10 pg — 1 ng/ml.
5.4. Estudio de activacion celular

Se plaquearon 50.000 células T por condicion y se activaron con
TransAct (1:100, Miltenyi Biotec) o con PBS (Biowest, como células no
estimuladas). Tras 30 minutos, se afadié Brefeldin A (1:1000,
eBiosciences) y, tras 4 horas, las células T se tifieron intracelularmente
con anti-Hu IFNgamma-FITC (4S.B3), anti-Hu Granzyme B-eFluor 450
(N4TL33) y anti-Hu IL-2-PE-Cyanine7 (MQ1-17H12), todos de
eBiosciences (ThermoFisher), y se realiz6 la lectura por citometria de

flujo con FACS Canto Il (BD Biosciences).
5.5. Estudio de la polarizacion de macrofagos

Se descongelaron PBMCs de donantes sanos en una placa de 96
pocillos. Después de 24 horas, se separaron las células en suspension
(principalmente células T) y se sembraron en una nueva placa con
medio TexMACS (Miltenyi Biotec) suplementado con IL-7 e IL-15
(Miltenyi Biotec) a las concentraciones descritas anteriormente,
mientras que las células adherentes (monocitos/macréfagos) se
cultivaron con medio RPMI-1640 (Biowest) suplementado con 10% de
FBS (Biowest). El cultivo de células T y macréfagos se llevé a cabo en
paralelo. Los macréfagos primarios se suplementaron con 1) 50 ng/ml
GM-CSF (PeproTech) (para la prepolarizacién a un fenotipo M1) o 2) 50
ng/ml M-CSF (PeproTech) (para la prepolarizacién a un fenotipo M2).
48 horas mas tarde se refrescé el medio con citoquinas. 96 horas
después se suplementaron con 1) 10 ng/ml de lipopolisacérido de E.
coli (LPS, Sigma Aldrich) para la polarizacién final hacia M1 o con 2) 20
ng/ml de IL-4 (PeproTech) para la polarizacién final hacia M2. 18-20
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horas mas tarde se realiz6 una lectura confirmatoria por citometria de

flujo.

En paralelo, las células T se activaron con TransAct (Miltenyi Biotec). 48
horas después fueron transducidas con los VLs ARI-0001 y LOP18,
como se describio previamente. 72 horas después, se confirmé el % de

células CAR+ e IL-18+ mediante citometria de flujo.

Las células iTRUCK19.18 se co-cultivaron con macrofagos polarizados
del mismo donante para evitar el rechazo, y se afiadieron 50 ng/ml de
dox (Sigma Aldrich) en las condiciones requeridas, manteniendo la
concentracion cada 48 horas. La lectura por citometria de flujo se
realizé al cabo de 6 dias para confirmar 1) la polarizacién de los
macroéfagos, 2) el inmunofenotipo de las células T (fenotipo +

agotamiento) y 3) la produccién de citoquinas proinflamatorias.
5.6. Estudio de citotoxicidad
Células Namalwa

7,5x10* células Namalwa que expresan GFP-Nluc se co-cultivaron con
células T por duplicado en placas de 96 pocillos (ThermoFisher),
manteniendo una proporcién efectoras:diana (E:D) de 1:10 (calculado
en funcién de las células CAR+), en medio TexMACS (Miltenyi Biotec)
sin suplementar. Se realizaron re-estimulaciones tumorales afadiendo
el mismo numero de células tumorales que inicialmente. Se realizaron
lecturas de la capacidad citotéxica medida por la pérdida de la

poblacién eGFP+ por citometria de flujo.
Tumores primarios

5x10* células tumorales primarias CD19+ aisladas a partir sangre
periférica de pacientes con LZM y LLC no tratados se co-cultivaron con

células T de donantes sanos o del mismo paciente transducidas con el
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CARy LOP18 con 3 proporciones E:D: 1:1; 1:2; 1:5 (calculado en base al
porcentaje de células CAR+), en placas de 96 pocillos (ThermoFisher)
por duplicado. La lectura de la citotoxicidad se realizé 13 horas tras el

co-cultivo por citometria de flujo.
Células MIA PaCa2 CD19+

7,5x1032 células diana MIA PaCa2 que expresan 100% GFP-Nluc 'y 70%
CD19 se cultivaron el dia anterior a la adicion de células T por duplicado
en placas de 96 pocillos (ThermoFisher) con DMEM (Biowest) completo
(+10%FBS, +1%P/S) (Biowest). Al dia siguiente se incubaron con células
T en una proporcion E:D de 1:2 (calculando la proporcién en funcién de
las células CAR+) en TexMACS no suplementado durante 48 horas. Se
realizaron re-estimulaciones tumorales afiadiendo el mismo nimero de

células tumorales que inicialmente.

Tanto en el caso de los tumores primarios, como en el caso de las
células MIA PaCa2, el porcentaje de lisis especifica se determind
mediante citometria de flujo en relacion con la lisis basal producida por
células T no transducidas. La lisis especifica se determind mediante la

siguiente formula:

. . %CD19+vivas (condicién CAR)
Lisis especifica = 1- x100

%CD19+vivas (condicién NTD)
(Férmula adaptada de (Larson et al., 2022)).
6. Citometria de flujo

Deteccion del CAR

La determinacién de la expresion del CAR se realiz6 mediante un
anticuerpo primario IgG1 de cabra que se une al Fab murino conjugado

con biotina (Jackson Immunoresearch), y Estreptavidina-APC
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(ThermoFisher). Brevemente, las células se lavaron y se afiadié el
anticuerpo antiFab (1:100) durante 40’. Se lavaron las células y se
afadié estreptavidina-APC (1:330) durante 30. A los 15, se
incorporaron los anticuerpos de superficie deseados. Las células se
lavaron con 2 ml de PBS y se adquirieron para determinar el porcentaje

de expresion del CAR Yy el resto de marcadores afiadidos.
Deteccion de pro-IL-18 intracelular

Para todas las tinciones intracelulares, incluyendo ésta, se siguio el
mismo protocolo: se lavaron las células y se tifieron con CD3-PerCP-
Cy5.5 (OKT3, 1:200, eBiosciences, ThermoFisher). Se lavaron las
células, y se realizo la fijacion y permeabilizacion con el kit Fix & Perm
(Nordic MUbio). Brevemente, se afiadieron 80 pl de reactivo de fijacion
A durante 20" a temperatura ambiente. Se lavaron las células y se
afiadieron 80 pl del reactivo de permeabilizacion B durante 10' a
temperatura ambiente. Sin lavar, se afiadio el anticuerpo anti-hIL-18
Propeptide-PE (74801, 1:20, R&D systems) durante 30’ a temperatura

ambiente. Se realizaron 2 lavados con PBS y se realiz6 la adquisicion.
Inmunofenotipo de las células T

Para el inmunofenotipado de las células T primarias, se utilizaron los
siguientes anticuerpos monoclonales: CD45RA-FITC (HI-100, 1:200),
CD62L-PE-Cy7 (DREG56, 1:200), CD3-PerCP-Cy5.5 (OKT3, 1:200), CD4-
eFluor450 (RPA-T4, 1:100), PD1-APC (MIH4, 1:50), LAG-3-PE (3DS223H,
1:100), TIM-3-eFluor780 (F38-2E2, 1:50), todos de eBioscience
(ThermoFisher).

Determinacion de la seializacion tonica

Para la determinacion de la senalizacion ténica, se midié la fosforilacion

de CD3T por citometria de flujo usando el kit Fix & Perm (Nordic MUbio).
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El anticuerpo wusado fue pCD3C-PE (Tyr142, 3ZBR4S, 1:100,

ThermoFisher).
Determinacion de citoquinas proinflamatorias

Mediante tincién intracelular, se usaron los siguientes anticuerpos
monoclonales: Hu-IFN-g-PE (45-15, Miltenyi) y Hu-TNFalpha-PE-

Cyanine7 (Mab11, eBioscience).
Determinacion de marcadores de AICD

Para la deteccién en membrana de los marcadores de AICD, se usaron
los siguientes anticuerpos monoclonales: anti-Human CD253 (TRAIL)-
PE (RIK-2, BD Biosciences), anti-Hu CD95 (APO-1/Fas)-APC (DX2,
eBiosciences) y Fas Ligand Ms Anti-Hu mAb-FITC (SB93a, Life

Technologies).
Determinacion de la apoptosis

Para la deteccion de la apoptosis, se utilizé el kit Violet Annexin V/Dead
Cell Apoptosis Kit (Invitrogen), segun las instrucciones de fabricante.
Brevemente, las células se lavaron con PBS frio, se resuspendieron en
tampon de unidn a anexina 1X, se tifieron con AnnexinaV-Pacific Blue y
SYTOX AADvanced, y se incubaron 30 minutos a temperatura ambiente.
Se resuspendieron las muestras en tampdn de unidén a anexina y se

procedié a la adquisicion en el citometro de flujo.
Caracterizacion de macréfagos

Para la caracterizacién de macréfagos primarios se utilizaron CD206-
FITC (19.2, 1:100) y CD11c-PE (3.9, 1:50) de eBiosciences
(ThermoFisher).
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Caracterizacion de células tumorales

Para la caracterizacion de las células tumorales, se utilizaron CD19-APC
(SJ25C1, 1:200, eBiosciences), CD44-FITC (DB105, Miltenyi), CD133-
APC (13A4, eBiosciences), anti-Hu CD274 (PD-L1)-APC (MIHT,
eBiosciences), anti-human CD119 (IFNyR a chain) (GIR-208, Biolegend)
y CD21-PE (HBS5, 1:50, eBiosciences).

Las tinciones correspondientes a 6rganos de ratones se basaron en la
disgregacion mecanicayy filtrado del homogeneizado, se bloquearon los
receptores Fcy usando aCD16/CD32 murino (ThermoFisher), FcR
Blocking (Miltenyi Biotec) y 5% de suero de ratén (Sigma Aldrich).

Todas las tinciones se realizaron en oscuridad, en hielo, y los lavados
se realizaron con FACS buffer (PBS + 3% BSA + 2 mM EDTA) a 400g 5,
sino se indica lo contrario. Las tinciones de superficie se realizaron con
aproximadamente 50.000 células, y las intracelulares con
aproximadamente 100.000 células. Los citometros usados para la
adquisicion fueron FACS Canto Il y FACS Verse (BD Biosciences),
realizando exclusion por singletes, asi como por células vivas/muertas
usando 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, Thermo Fisher) en el momento
de la adquisicién, siempre que los canales correspondientes al laser
violeta estuvieran libres y no hubiera permeabilizacion celular. En caso
de las tinciones intracelulares, la viabilidad celular se determiné usando
Ghost Dye Violet 510 (TONBO biosciences), siguiendo las instrucciones
del fabricante. La cuantificacion celular absoluta se realizé usando
CountBright Absolute Counting Beads (ThermoFisher), y la matriz de
compensacion se generd en base a controles simples o usando AbC
Total Compensation capture beads + negative beads (ThermoFisher).

El andlisis de datos se realizé con el software FlowJo V10 (TreeStar).
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7. Extraccion de ARN y PCR cuantitativa

Se partié de aproximadamente 7x10° células T de las cual se extrajo
ARN mensajero con el kit RNeasy Plus Mini (Qiagen). Una vez obtenido
el ARN mensajero, se llevd a cabo la retrotranscripcion del mismo,
poniendo la misma cantidad de ARNm en todas las muestras, usando
el kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (ThermoFisher) y el
siguiente programa: 1x (95°C, 15’); 40x (95°C, 15" / 60°C, 30" / 72°C,
30”); 1x (95°C, 1" / 55°C, 30" / 95°C, 30”), en un termociclador Veriti
(ThermoFisher). Tras esto, se diluyé el ADN complementario (ADNc), y
se llevé a cabo la PCR en tiempo real de todas las muestras por
duplicado, utilizando los siguientes oligonucleétidos: Fw GFP, Rv GFP,
Fw CD4, Rv CD4, Fw B2M y Rv B2M (Tabla 4). El programa utilizado fue
el siguiente: 1x (95°C, 15’); 40x (95°C, 15” / 60°C, 30" / 72°C, 30"); 1x
(95°C, 1’ / 55°C, 30" / 95°C, 30"). El kit utilizado para la RT-PCR fue
KAPA SYBR FAST gPCR Master Mix (2X) (Kapa Biosystems), utilizando
la misma cantidad de ADNc en todas las muestras y como control
negativo de la PCR se us6 agua ultrapura (Invitrogen). Los resultados
se relativizaron frente al ADNc de GAPDH (Fw GAPDH:
atggggaaggtgaaggtcg; Rv GAPDH: tattgttgccatcaatgacccc). Los datos

fueron analizados con el programa MxPro (Agilent).
8. Preparacion de doxiciclina

El hiclato de doxiciclina (Sigma Aldrich) se disolvié en agua ultrapura
(Invitrogen), se filtré por filtro de 45 ym y se alicuote6 para su

almacenaje en oscuridad a -20°C, a una concentracion de 10 mg/ml.
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9. Modelos animales y analisis de bioluminiscencia

9.1. Modelos animales

Para la generacion del modelo murino de linfoma de Burkitt, se
inocularon 0.3x10° células Namalwa GFP-Nluc via intravenosa en
ratones NOD/scid-IL-2Rnull (NSG) de 10 a 12 semanas de edad. 3 0 6
dias después, se inocularon las células CAR-T via intravenosa. En los
casos indicados, se realizaron re-inoculaciones tumorales. Todas las

administraciones intravenosas se realizaron por la vena de la cola.

Para la generacién del modelo de tumor pancreatico ortotopico, ratones
NSG de 8 a 10 semanas se anestesiaron con isofluorano gaseoso
(Isofluorin, Fatro). Se realizé un proceso quirlrgico en el que se abrié la
piel y la capa muscular, y se realizé la inyeccion de células MIA PaCa2
GFP-Nluc (70% CD19+ o CD19-) embebidas en matrigel (Corning) (en
proporcién 1:1) en la cola del pancreas. Se suturaron ambas capas
epiteliales, se cerraron las heridas con grapas quirdrgicas,
manteniéndose los ratones en mantas calefactadas para su
recuperacion. Las grapas se retiraron cuando la herida se encontraba

cerrada (aproximadamente 4 dias tras la cirugia).
9.2. Anadlisis de bioluminiscencia

Para el andlisis de bioluminiscencia, se diluyé furimazina (NanoGlo,
Promega) 60 veces en PBS (Biowest) en fresco, y se administraron 150
ul a los ratones via intraperitoneal en el momento previo a la adquisicion
de la imagen, usando el analizador IVIS Spectrum (Caliper, Perkin
Elmer). Las imagenes se adquirieron durante 3 minutos, en campo
abierto, y se analizaron usando Living Image 3.2 (Perkin Elmer) o AURA

Imaging 4.0.7 (Spectral Instruments Imaging).
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9.3. Sacrificio de los animales

Los ratones se sacrificaron por dislocacién cervical cuando mostraron
una elevada sefial de bioluminiscencia, cuando experimentaron una
pérdida de peso >20% del peso inicial o cuando mostraron signos
evidentes de dolor o de EICH. Se preservo el bienestar de todos los

animales de experimentacion por encima de la obtencién de resultados.
10. Disefio de promotores quiméricos

CD4: la estructura del promotor CD4 contiene una region enhancer
descrita por Sawada y colaboradores (Sawada & Littman, 1991), asi
como un promotor minimo definido por Marodon y colaboradores
(Marodon et al., 2003). Aguas abajo se afiadié un promotor definido en
EPD (chr12:6789491-6789550), y en el extremo 3’ se afadié una zona
silenciadora/enhancer CD4 descrita por Donda y colaboradores (Donda
et al., 1996).

B2M: la estructura del promotor B2M contiene un promotor definido por
Genecopoeia (chr15:45002449-45003706). También se afadié un
promotor definido por EPD (chr15:45003666-45003725) aguas abajo, y
el promotor 3 definido por Switchgear. Estos dos ultimos solapan
parcialmente con el ex6n 1 de la B2M. En la region 5’ se ha colocado
una region definida por Ensembl como enhancer (chr15:45004699-
45004998), y en la region 3', otro promotor definido por Switchgear que

solapa con el exén 2.

Los promotores CMV (Boom et al., 1988) y AW (Frecha et al., 2008) han

sido descritos previamente.
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11. Analisis de sitios de union de factores de

transcripcion

Para la prediccion computacional de islas CpG en la secuencia de cada

promotor se utilizé SoftberryCpGFinder (https://www.softberry.com), y

se aplicaron los parametros definidos por Gardiner-Garden & Frommer
(length = 200 bp, ObsCpG/ExpCpG = 0.6, and %GC = 50%) (Gardiner-
Garden & Frommer, 1987). Para el andlisis predictivo de TFBS putativos
en las secuencias promotoras se emplearon las herramientas PROMO
y Alibaba2, las cuales usan la base de datos TRANSFAC. Los resultados
de la busqueda en PROMO fueron restringidos afiadiendo los
parametros de filtro “Gnicamente factores humanos” y “Unicamente
sitios humanos”, se ajust6 a 0% el umbral de disimilitud entre secuencia
y matriz. De modo similar, en Alibaba2.1, se ajust6 a 80% la
“conservacion minima de la matriz” y a 100% la “similitud de la
secuencia y con la matriz”. El conjunto de datos se representd en un
diagrama de Venn, utilizando el programa InteractiVenn

(http://www.interactivenn.net/).

12. Analisis de datos

El andlisis de datos se realiz6 con GraphPad Prism 9 (Dotmatics). Los
datos se muestran como media + SEM, y cada test estadistico utilizado

se indica en el correspondiente pie de figura.
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Tabla 4. Lista de oligonucleétidos utilizados.

ID Secuencia (5’ a 3')
Fw-cPPT ggtacagtgcaggggaaaga
Rv-IL18 tcagagaagtgtcccagga
Fw-CMV cggtgggaggtctatataagc
Fw GFP aagctgaccctgaagttcat
Rv GFP cgtcgtccttgaagaagat
Fw CD4 agaaagacgcaagcccagd
Rv CD4 gcagcaccagaagcaagt
Fw B2M tagctgtgctcgegcetac

Rv B2M gatggatgaaacccagacac
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RESULTADOS






1. Desarrollo de nuevos promotores para una

expresion fisiologica
1.1.Diseno y caracterizacion de los promotores

A lo largo del manuscrito se ha destacado la importancia de controlar
la actividad de las células CAR-T para reducir los efectos secundarios
asociados con la sobreactivacion celular. A priori, parece l6gico pensar
que una expresion elevada y sostenida del CAR produzca una terapia
mas eficaz. Sin embargo, el equipo del Dr. Sadelain abri6 la puerta a un
cambio de paradigma al demostrar que forzar al CAR a seguir la cinética
de expresion del TCR tras el encuentro con el antigeno mejoraba la
actividad antitumoral. Esto se debe al mantenimiento de un fenotipo
menos diferenciado, una sefializaciéon ténica mas baja y un menor
agotamiento. En resumen, este y otros estudios posteriores sentaron
las bases de que una expresion "fisioldgica" puede favorecer una

terapia mas duradera y segura.

En este estudio, se utilizé el sistema CRISPR-Cas9 en conjunto con
AAVs para insertar el CAR en el locus TRAC. A pesar de la optimizacion
y la rapidez del avance en cuanto a la seguridad del sistema CRISPR-
Cas9, la traslacién clinica sigue siendo problematica en la actualidad
debido a ciertas limitaciones, como cortes fuera de diana, generacién
de grandes deleciones al editar el TCR o traslocaciones cromosémicas
al realizar cortes multiples. Como alternativa, proponemos el uso de
"promotores fisioldgicos" dentro de los VLs, que se encuentran
ampliamente en la clinica y cuya seguridad esta comprobada, en

particular en células T.

En principio, una manera posible de lograr esto seria utilizar el promotor

del locus del TCR. Sin embargo, el TCR (al igual que las
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inmunoglobulinas) esta codificado por segmentos de genes que se
reorganizan para producir la unidad de transcripcion de las cadenas
polipeptidicas del receptor, lo que hace muy dificil definir un promotor

minimo para este receptor.

Previamente, nuestro grupo ha desarrollado un promotor basado en el
locus de WAS (promotor AW), con el que se consigue que una CAR
aCD19 mimetice de manera precisa el patron de expresion del TCR tras
exposicion antigénica (Tristdn-Manzano et al., 2022). Sin embargo, los
niveles de expresidon conseguidos son bajos, por lo que realizamos una
busqueda de promotores que permiten esta expresion TCR-like con una
mayor intensidad de expresion. En base a esto, seleccionamos dos
genes de interés: CD4 y B2M como potenciales candidatos a presentar
un perfil de expresién similar al del TCR. CD4 esta implicada en la ruta
de sefializacion del TCR, mientras que algunos estudios sugieren que

B2M presenta también un patron de expresion similar al TCR.

Pese a que el disefio de los promotores se detalla en la seccion M&M,
de manera general, los promotores se disefiaron mediante combinacién
de regiones enhancer, regiones promotoras y regiones de elevada

importancia descritas en trabajos previos (Fig. 10).

Promotor Silencer/ Silencer
|— Enhancer 3’ [minimo CD4 [Promotor EPD — enhancer hCD4 sintético CD4
oD4 — : *h#
Enhancer Promotor Promotor Promotor 3 Promotor 1

|— Ensembl |— GeneCopoeia |— EPD Switchgear Switchgear
BoM — : M 1183

Figura 10. Estructura de los promotores quiméricos.

Arriba, promotor basado en CD4. Abajo, promotor basado en B2M. La
generacion de los promotores se detalla en la seccidon de materiales y métodos.
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Una vez disefiados los promotores, se procedié a caracterizarlos in
silico. En esta caracterizacién se incluyeron cuatro promotores: CD4 y
B2M como nuestros promotores candidatos; EF1a, que es un promotor
clasico utilizado para expresar CARs; y AW como promotor control de
expresion fisiologica. El analisis se llevd a cabo en la region
comprendida entre las LTRs, y luego se restringié la busqueda de

elementos unicamente a la region promotora.

En primer lugar, se examind la presencia de cajas TATA buscando
secuencias consenso, que son elementos promotores centrales. La
busqueda revel6 la presencia de dos cajas TATA en EF1q, una en B2M
y ninguna en CD4 ni AW, lo cual es comun en varios genes de linaje
hematopoyético (Petrella et al., 1998). A continuacién, se consulto la
presencia de islas CpG, que son caracteristicas de los promotores
eucariotas (Deaton & Bird, 2011), y se examiné si contenian sitios de
union al factor de transcripcién constitutivo Sp-1. Los promotores
eucariotas con sitios Sp-1 dentro de las islas CpG suelen tener un
estado hipometilado, lo que se asocia generalmente a una accién
promotora fuerte (Rad et al., 2020). Dentro de la regién promotora, solo
EF1a y AW contienen una isla CpG completa, mientras que CD4 solo
contiene 15 pb y en B2M no se predice ninguna. Es importante destacar
que dentro de los promotores que contienen islas CpG completas, EF1a
contiene 12 sitios de union a Sp-1 dentro de la isla CpG, mientras que

AW contiene 5. Esto podria explicar la "fuerza" del promotor EF1a.

En relacién al andlisis de sitios de unién de factores de transcripcion, se
observé que B2M presenté 23 sitios de union, CD4 20, EF1a 18 y AW 15
(Fig. 11A). Se encontraron cuatro sitios compartidos por todos los
promotores, siendo Sp-1 el mas destacado, mientras que todos los
promotores excepto EF1a presentaron sitio de unién a FOXP3 (Fig.

11B). Aunque FOXP3 es un regulador maestro de células Treg, se ha
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descrito que puede actuar como un regulador negativo en la produccion
de citoquinas proinflamatorias tras la activacién de la célula T
convencional (Bettelli et al., 2005) (McMurchy et al., 2013).

Estos tres promotores comparten también el sitio de uniéon a STAT4,
cuya ruta se activa por la presencia de IL-12 y que es clave para mediar
la respuesta de IFN, asi como en la regulacion de la diferenciacion de
células T colaboradoras a Th1. Aunque los factores de la familia STAT
se han asociado con la activacién transcripcional, STAT4 también se ha
asociado con represién transcripcional en células T (O'Shea et al,
2011).

Otro sitio interesante compartido por B2M y AW es XBP-1, un factor de
transcripcion implicado en la sefializacion por estrés del reticulo
endoplasmatico e hipoxia, como puede ocurrir en el TME, que acelera la
proliferacién celular (Pramanik et al., 2018) e incrementa la secrecién
de citoquinas proinflamatorias, entre otras funciones. Este tipo de
estrés y la regulacion al alza de este factor XBP1 se ha descrito en
linfocitos infiltrantes de tumor de ovario, privados de captacién de
glucosa (Li et al., 2019).

Por ultimo, destacamos el sitio de unién a ISGF-3, presente
exclusivamente en el promotor EF1a, un factor que puede estar
implicado en la transcripcion de genes estimulados por interferén y que

conduce a la célula a un estado antiviral (Schoggins et al., 2011).

Es importante tener en cuenta que los resultados obtenidos a través de
este andlisis in silico son meramente predictivosy, por lo tanto, podrian
no reflejar una funcion real en las células T. No obstante, se ha llevado
a cabo como una herramienta para plantear una hipétesis inicial que
permita explicar las diferencias en la expresién génica observadas

posteriormente al expresar un transgén bajo el control de estos
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promotores. En resumen, estos resultados sugieren que las variaciones
en la expresion génica que se detallaran a continuacion podrian estar
influenciadas, en mayor o menor medida, por los diferentes sitios de
union a factores de transcripcidon presentes en los promotores, asi

como por las variaciones en los elementos promotores centrales.
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Figura 11. Andlisis in silico de los promotores quiméricos.

A) Diagrama de Venn representando los sitios de unién de factores de
transcripcion presentes en los promotores B2M, CD4, AW y EF1a. B) Gréficas
que indican el nimero total de sitios de unién a los factores Sp-1 (izquierda) y
FOXP3 (derecha) en la regién promotora.
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1.2.Cinética de expresion de GFP bajo los promotores
fisiologicos

Una vez disefados y caracterizados los promotores, evaluamos la
cinética de expresion de GFP bajo el control de los promotores CD4,
B2M, AW y CMV como control de promotor fuerte. Para ello, activamos
células T primarias con una nanomatriz de aCD3/CD28 (TransAct) y las
transdujimos con VLs expresando GFP bajo los diferentes promotores,
obteniendo porcentajes de expresion de GFP comparables. Luego de
confirmar la expresion de GFP mediante citometria de flujo, las células
se mantuvieron en condiciones de reposo (resting) para conseguir el
nivel basal de la expresion transgén durante 10 dias post-activacion
inicial. Posteriormente, las volvimos a activar via TCR con TransAct
para simular una estimulacion antigénica, midiendo en distintos
momentos la expresion de GFP y de CD3 como control de la cinética de
expresion del TCR:CD3 (Fig. 12A).

Tras la estimulacidon, observamos una rdapida internalizacién del
complejo TCR:CD3 después del encuentro antigénico, lo que redujo casi
diez veces la expresion 24 horas después, y se recupero
completamente a los 7 dias (Fig. 12B, izquierda, C y D, linea negra).
Esta cinética del TCR endogeno fue mimetizada por GFP bajo el
promotor B2M (Fig.12B, derecha), alcanzando niveles bajos a las 24
horas, que volvieron a subir a partir de las 72 horas, tanto a nivel de
porcentaje (Fig. 12C, promotor B2M) como a nivel de intensidad de

expresion (Fig. 12D, promotor B2M).

En el caso del promotor CD4, la expresion de GFP se mantuvo estable
en el tiempo tras la exposicién antigénica (Fig. 12C, promotor CD4, D,

promotor CD4), a pesar de no internalizarse como el TCR. Ademads, se
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incluy6 el promotor AW como promotor control de expresion fisioldgica

(que, como pudimos observar, permite que GFP mimetice la

internalizacién del TCR) (Fig. 12D, promotor AW) y el promotor CMV, un

promotor viral de expresién muy elevada, como control de expresion

anti-fisiolégica. Con este ultimo, pese a que el porcentaje de células

GFP+ no se disparé en exceso (Fig. 12C, promotor CMV), observamos

un

aumento en la expresion de GFP a los 7 dias de casi 10 veces en

comparacion con el punto inicial (Fig. 12D, promotor CMV).
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Figura 12. Cinética de expresion de GFP bajo los promotores CD4,
B2M, AW y CMV en células T primarias.

A) Esquema del procedimiento experimental del estudio de la cinética de
expresion. B) Histogramas representativos de la cinética de expresion de CD3
(izquierda) y de GFP bajo el promotor B2M (derecha) tras estimulacién
antigénica a diferentes tiempos. Se muestra el porcentaje de células positivas
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para CD3 y GFP, asi como el MeFl de CD3 y GFP de la poblacién total. C)
Graficas correspondientes a la cinética de expresiéon de GFP a nivel de
porcentaje bajo los distintos promotores quiméricos (linea azul) y de CD3 (linea
negra) a diferentes tiempos (se representa %GFP o CD3+ entre %GFP o CD3+ a
tiempo 0). D) Gréficas correspondientes a la cinética de expresion de GFP a
nivel de intensidad de expresién bajo los distintos promotores quiméricos
(linea azul) y de CD3 (linea negra) a diferentes tiempos (se representa MeF| de
GFP o CD3 entre MeFI de GFP o CD3 a tiempo 0) (B2M: n=3; CD4: n=6; CMV:
n=7; AW: n=6; CD3: n=11).

LVs: vectores lentivirales (del inglés lentiviral vectors); MeFl: mediana de
intensidad de fluorescencia (del inglés median of fluorescence intensity).

Cinética en diferentes poblaciones. A continuacion, decidimos
investigar la estabilidad en el mantenimiento de la expresion fisioldgica.
Nos interesaba conocer si este perfil de expresion génica se presentaba
preferencialmente en ciertas subpoblaciones de células T o no. Por lo
tanto, en primer lugar, evaluamos el porcentaje de células GFP+
controlada por el promotor CD4 en células T CD4+y CD8+. Observamos
que la expresion era ligeramente mas moderada en células T CD4+
mientras que en células T CD8+ se alejaba un poco mas de la expresién
enddgena del TCR (Fig. 13).
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Figura 13. Cinética de expresion de GFP bajo el promotor CD4 en
células T primarias CD4+ y CD8+.

Gréficas que indican la cinética de expresiéon de GFP bajo el promotor CD4
(linea azul) y de CD3 (linea negra) en células T CD4 (izquierda) y CD8 (derecha)
(CD4: n=6; CD3: n=11). Variacion relativa = (% células GFP+/% células GFP+ a
tiempo 0).
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Tras esto, estudiamos el patrén de expresion de GFP bajo CD4 en los
diferentes estadios fenotipicos y, curiosamente, comprobamos que la
expresion fisioldgica del transgén se mantenia en mayor medida en
estadios T memoria (Traivesscm, Tem Y Tem), mientras que las células Ter
incrementaban la expresion de GFP durante las primeras 24 horas para

restaurarse a los 7 dias (Fig. 14).
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Figura 14. Cinética de expresion de GFP bajo el promotor CD4 en
células T primarias en diferentes subpoblaciones fenotipicas.

Gréficas que indican la cinética de expresiéon de GFP bajo el promotor CD4
(linea azul) y de CD3 (linea negra) en células Traivesscm (izquierda, arriba), células
Tem (derecha, arriba), células Tem (izquierda, abajo) y células Ter (derecha,
abajo) (CD4: n=6; CD3: n=11). Variacion relativa = (% células GFP+/% células
GFP+ a tiempo 0).
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También investigamos si el comportamiento de GFP bajo B2M variaba
de manera similar a como lo hicimos con CD4. Sin embargo, en este
caso no observamos diferencias en la cinética de expresion de GFP
entre las células T CD4+y CD8+. La expresion en ambos casos fue muy

similar y reflejo el comportamiento del TCR endégeno (Fig. 15).
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Figura 15. Cinética de expresiéon de GFP bajo el promotor B2M en
células T primarias CD4+ y CD8+.

Graficas que indican la cinética de expresion de GFP bajo el promotor B2M
(linea azul) y de CD3 (linea negra) en células T CD4 (izquierda) y CD8 (derecha)
(B2M: n=3; CD3: n=11). Variacion relativa = (% células GFP+/% células GFP+ a
tiempo 0).

Al analizar las poblaciones fenotipicas, encontramos fuertes
similitudes tanto en la poblacion Traivesscm cOmo en las células Ter con
respecto al TCR enddgeno. En la poblacion Tcum, observamos un
aumento en la expresién de GFP a las 8 horas, seguido de una pérdida
completa de expresion y una recuperacion de los niveles originales a
partir de las 72 horas. En cambio, la poblacion Tem presentd un patrén
de expresién de GFP mas discordante en comparacién con el TCR
enddégeno (Fig. 16). Sin embargo, esta variacion solo duplicé la

expresion inicial de GFP.
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Figura 16. Cinética de expresion de GFP bajo el promotor B2M en

células T primarias en diferentes subpoblaciones fenotipicas.

Graficas que indican la cinética de expresion de GFP bajo el promotor B2M
(linea azul) y de CD3 (linea negra) en células Thaivessom (izquierda, arriba), células
Tem (derecha, arriba), células Tem (izquierda, abajo) y células Ter (derecha,
abajo) (B2M: n=3; CD3: n=11). Variacion relativa = (% células GFP+/% células
GFP+ a tiempo 0).

Comparativa con promotores endogenos. Finalmente, quisimos
corroborar la similitud en la expresion de GFP bajo los dos promotores,
no solo con el TCR, sino también con respecto a las moléculas a partir
de las cuales derivan los promotores. Por lo tanto, verificamos a nivel
de ARN que la expresion de GFP controlada por CD4 imita el patron de
expresion natural de CD4, mientras que la expresion de GFP controlada
por el promotor B2M imita el patron de expresion endégeno de B2M

después de un encuentro antigénico (Fig. 17).
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Figura 17. Cinética de expresion de GFP bajo los promotores CD4 y
B2M en comparacion con la expresion endéogena de CD4 y B2M.

Graficas que muestran la cinética de expresién de GFP bajo el promotor CD4
(linea azul) y de CD4 (linea negra) (izquierda), asi como la cinética de expresion
de GFP bajo el promotor B2M (linea azul) y de B2M (linea negra) (derecha), en
todos los casos a nivel de ARN (GFP-CD4: n=6; CD4: n=6; GFP-B2M: n=3; B2M:
n=3).

1.3.Expresion tejido — especifica de GFP bajo los promotores

quiméricos

Promotor CD4. Como se ha comprobado previamente, el promotor CD4
reduce considerablemente la sobreexpresion de GFP en comparacion
con el promotor CMV. Sin embargo, este promotor no imita
completamente la expresiéon del TCR enddégeno, ya que mantiene
niveles estables de expresion con el tiempo. A pesar de esto, el
promotor CD4 enddgeno presenta una particularidad: su expresion
génica restringida a células que naturalmente expresan CD4. Para
comprobar si nuestro promotor sintético basado en el locus CD4
mantiene estas caracteristicas, transdujimos células T primarias y
células Jurkat (que expresan niveles elevados de CD4), células
Namalwa (que expresan niveles menores de CD4) y células BxPC-3 y
HEK-293T (que no expresan CD4).
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Observamos unos mayores niveles de expresion de GFP en las células
que expresan CD4: las células T primarias, las células Jurkat y las
células Namalwa expresaron niveles medios-altos de GFP. Por otra
parte, observamos menores niveles de expresiéon de GFP en células
naturalmente CD4-, como las BxPC-3 y HEK-239T (Fig. 18A, B). En estos
dos tipos celulares no solo se redujo considerablemente el porcentaje
de células que expresaban GFP (Fig. 18B, grafica izquierda), sino que
entre las células GFP+, la intensidad de expresién también fue menor
(Fig. 18B, grafica derecha). Estos resultados muestran la especificidad
del promotor CD4 para la expresion especifica de transgenes en células

que expresan naturalmente CD4.

Ademas, observamos que, dentro de las células T primarias, tanto la
subpoblacién CD4+ como la CD8+ expresaban GFP de manera similar
a nivel porcentual (Fig. 18C, grafica izquierda), aunque dentro de las
células GFP+, las células T CD4+ expresaron niveles de GFP
significativamente mds elevados que las células T CD8+ (Fig. 18C,

grafica derecha).
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Figura 18. Expresion tejido-especifica de GFP bajo el promotor CD4.

A) Histogramas representativos de la expresion de la expresion de GFP bajo el
promotor CD4 en células T primarias y Jurkat (CD4+++), células Namalwa
(CD4+), células BxPC-3 y HEK-293T (CD4-). B) Graficas que muestran el
porcentaje de células GFP+ (izquierda) y la intensidad de expresion relativa de
las células GFP+ (derecha) bajo el promotor CD4 en los 5 tipos celulares
descritos previamente (n=6). C) Variacion temporal del porcentaje de células
GFP+ bajo el promotor CD4 en células T CD4+y CD8+ (izquierda), asi como la
intensidad de expresion relativa de las células GFP+ (derecha) en las
subpoblaciones CD4+y CD8+ (n=6). El analisis estadistico se basa en un T-test
pareado de dos colas, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Promotor B2M. A diferencia de CD4, que se expresa de forma selectiva
en ciertos tipos celulares, B2ZM se expresa en todas las células
nucleadas por lo que, tedricamente, la utilizacién de un promotor
derivado de B2M para controlar la expresion de GFP deberia resultar en

una expresion génica no restringida a tejido.

Para verificar esta hipotesis, transdujimos células T primarias, células
Jurkat, células Namalwa y células HEK-293T con VLs que codificaban
GFP bajo el control del promotor B2M, y observamos >50% células GFP+
en todos los tipos celulares estudiados incluyendo las células HEK-
293T (cosa que no ocurre con el promotor CD4), a excepcién de las
células Namalwa, que mostraron un menor porcentaje de células GFP+
(Fig. 19A, B, graficaizquierda). Dentro de las células GFP+, observamos
que las células T primarias presentaron una mayor intensidad de
expresion de GFP (Fig. 19B, grafica derecha) en comparacion con el
resto de tipos celulares. En consecuencia, nuestros resultados sugieren
que no existe una restriccion en la expresion génica de GFP bajo el

promotor B2M asociada a tejidos especificos.
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Figura 19. Expresién de GFP bajo el promotor B2M en distintos tipos
celulares.

A) Histogramas representativos de la expresion de la expresion de GFP bajo el
promotor B2M en células T primarias, Jurkat, Namalwa y HEK-293T. B) Graficas
que muestran el porcentaje de células GFP+ bajo el promotor B2M (izquierda),
y laintensidad de expresion dentro de las células GFP+ (derecha) en los 4 tipos
celulares descritos previamente (n=3). El andlisis estadistico se basa en un T-
test pareado de dos colas, *p<0,05; **p<0,07; ****p<0,0001.

Niveles de expresion. Otra particularidad en el uso de estos dos
promotores, ademds de las mencionadas anteriormente, es la
diferencia en la intensidad de expresion del transgén dependiendo del
promotor utilizado. Aunque ambos promotores mantienen el control
sobre la expresion de GFP, se observa una mayor intensidad de
expresion del transgén cuando se utiliza el promotor B2M, con

variaciones de expresion mds significativas, en comparacién con el

-170 -



promotor CD4, que produce una expresion de GFP menos intensa y con

variaciones practicamente inexistentes (Fig. 20A).
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Figura 20. Intensidad de expresion de GFP bajo los promotores
quiméricos.

A) Gréfica que muestra la intensidad de expresion de GFP bajo el promotor
B2M (linea roja) y bajo el promotor CD4 (linea azul) en diferentes puntos
temporales. B) Dot-plots representativos de la expresion de GFP bajo los
promotores B2M, CD4 y AW a dia 5 post-activacién.

En resumen, los datos presentados sugieren que el promotor B2M
podria ser un buen candidato para la expresion fisiolégica del CAR, lo
que potencialmente podria derivar en una terapia mas segura. En
comparacion con el promotor AW ya publicado, el promotor B2M
presenta un patrén de expresion similar, lo que aporta las ventajas de
una expresion fisioldgica, pero con una elevada intensidad de expresion
a diferencia del AW (Fig. 20B). Por otro lado, el promotor CD4 puede ser
util para diversos usos, pues la expresion restringida a tejido abre la
puerta a minimizar la expresién en células que no sean T, o incluso
evitar la expresién del CAR en células empaquetadoras, lo que podria

mejorar la produccion de VLs-CAR.
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2. Mejora de la actividad antitumoral de las células
CAR-T19 mediante la expresion inducible de IL-18:
células iTRUCK19.18

Como hemos comentado durante el manuscrito, el desarrollo de células
CAR-T de 42 generacion abre la puerta a un incremento de eficacia de
la terapia CAR-T en tumores sélidos, asi como en leucemias o linfomas
de alta agresividad que, aun a dia de hoy, siguen presentando tasas
elevadas de recaidas no solo tras los tratamientos convencionales, sino

incluso tras la infusion de CARs comerciales.

Ademas, parece existir consenso en la necesidad de generar TRUCKs
bajo una expresioén inducible, pues esto parece imprescindible para no
comprometer la seguridad del paciente sin perder la eficacia
terapéutica necesaria para alcanzar el éxito clinico. La generacion de
TRUCKSs inducibles sigue siendo un reto, pues tanto los sistemas
basados en NFAT, como los sistemas de expresion inducible por
doxiciclina con transactivadores pueden presentar problemas en la
seguridad del paciente. Como alternativa, quisimos generar un TRUCK
inducible (iTRUCK) basandonos en el sistema Lent-On-Plus (LOP), libre
de transactivadores, para comprobar tanto su seguridad, como su

eficacia en modelos de tumores liquidos y solidos agresivos.

2.1.Generacion de células CAR-T secretoras de IL-18 de
forma inducible (iTRUCK19.18)

Como ha descrito nuestro grupo recientemente (Tristdn-Manzano et
al.), el sistema LOP es capaz de inducir transgenes en células T
primarias in vivo, por lo que decidimos generar células T que expresaran
IL-18 de manera inducible (células T ilL18) usando el sistema LOP.

Clonamos la secuencia de IL-18 humana (ver M&M) en el vector LOP

-173 -



con el objetivo de corroborar que la construccion funcionaba en células
T primarias. Ademas, como control, también generamos células T que
expresaban IL-18 de manera constitutiva (células T cIL18) (Fig. 21A).
Transdujimos células T primarias con ambos vectores (Fig. 21B) y
corroboramos la expresién de IL-18 (pro-péptido) mediante tincion
intracelular por citometria de flujo. Los resultados mostraron que las
células T cIL18 expresaban IL-18, mientras que las células T ilL18 solo
expresaban la citoquina en presencia de dox. En ausencia de dox, los
niveles de IL-18 fueron comparables a los de las células control no
transducidas (Fig. 21C).

A continuacién, comprobamos como afectaba la expresionde IL-18 ala
biologia de la célula T post-activacién via TCR (cuando la célula se ha
activado dos veces: una para la transduccion, se mantienen sin
estimulo hasta que alcanza el estado basal, y se vuelven a activar para
la realizacion del ensayo). No observamos que la expresion constitutiva
o inducible de IL-18 alterara la tasa de proliferacién de las células T (Fig.
21D, izquierda). Sin embargo, si observamos una cierta tendencia a un
incremento de las poblaciones Thaivesscm, Tem Y Tem, @aunque los cambios
observados entre la condicién con y sin inductor fueron minimos (Fig.
21D, centro