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RESUMEN

Varias inmunoterapias tumorales han demostrado ser altamente eficientes, como
es el caso de los ya incuestionables resultados obtenidos con la terapia de células T que
expresen receptores frente a antigeno quiméricos (CART). El enfoque terapéutico
conocido con el nombre de CART19 ha pasado de ser sélo una oportunidad
experimental atractiva a ser una nueva y revolucionaria modalidad de tratamiento para
neoplasias malignas de células B CD19+, luego de que en ensayos clinicos multicéntricos
internacionales se obtuvieran respuestas clinicas espectaculares y un incremento claro en
la supervivencia general. El éxito de las terapias CART19 es indiscutible, sin embargo,
éstas han sido vinculadas al desarrollo de eventos adversos graves que pueden poner en
peligro la vida o que provocan la suspension de la terapia. Para abordar estos desafios, se
han desarrollado estrategias novedosas basadas en la inclusién de genes suicidas,
conocidos como “interruptores suicidas” o “interruptores de apagado”, en las células
transducidas, para la eliminaciéon confiable y completa de las células CART después de
inducir la remisién de la leucemia. Aqui proponemos un nuevo mecanismo dentro del
enfoque CART19 para inducir la eliminacién citotdxica rapida de estas células sintéticas
una vez que hayan erradicado las células leucémicas, como medida de urgencia ante la
ocurrencia de eventos adversos severos o incluso para facilitar un trasplante de células
madres hematopoyéticas exitoso. Desarrollamos células T' con una nueva construccion
CAR de cuarta generacion dirigido a CD19 y coexpresando el marcador de superficie
CD20, el CAR19-2A-CD20, conformado por la cadena simple del fragmento variable
(scFv) del anticuerpo monoclonal anti-CD19 A3B1, la region bisagra y transmembrana
de CD8 (btCDS8), mas los dominios de sefializacién 4-1BB y CD3{, seguido de 2A y
CD20, este ultimo la etiqueta celular objetivo para rituximab (anticuerpo monoclonal
anti-CD20). Comprobamos que nuestro método de produccién de células CART,
utilizando un vector lentiviral de tercera generacién, es efectivo y robusto. Pudimos
demostrar iz vitro que las células CART19-CD20 exhiben especificidad y una solida
actividad citotoxica contra células leucémicas B CD19+, inducen la liberaciéon de
citocinas proinflamatorias requerible para su funcién y a su vez son susceptibles a ser
reducidas rapidamente con rituximab. Concluimos que nuestras células CART19-CD20
presentan el funcionamiento necesario para poder ser eficaces en la clinica, de modo que
este modelo puede contribuir al desarrollo de una nueva y mejor estrategia para tratar
neoplasias malignas de células B CD19+ con mitigacién potencial de la toxicidad a
través de una reduccion citotoxica de las células CART mediada por rituximab. El
camino de este enfoque hacia la traduccion clinica involucra proseguir con los estudio 7#
vivo para probar el efecto de nuestras células CART19-CD20 y comprobar
fehacientemente su susceptibilidad a ser depleccionadas con el anticuerpo anti-CD20
rituximab. Esto ultimo permitird pasar a las instancias de ensayos clinicos, donde las
evaluaciones cuidadosas y rigurosas en los pacientes brindaran las respuestas definitivas.
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ABSTRACT

Many tumour immunotherapies have proven to be highly efficient, as the case of
the already unquestionable results obtained with chimeric antigen receptor-expressing T-
cell therapy (CART). The therapeutic approach, known as CART19, has turned from
being just an attractive experimental opportunity to a revolutionary new treatment
modality for CD19+ B-cell malignancies, after spectacular clinical responses and a clear
increase in survival in general. The success of CART19 therapies is unquestionable,
however, they have been linked to the development of serious adverse events that can be
life-threatening or lead to discontinuation of therapy. To address these challenges, novel
strategies have been developed based on the inclusion of suicide genes, known as
“suicide switches” or “off switches”, in the transduced cells, for the reliable and
complete elimination of CART cells after induction of the leukaemia remission. Here
we propose a new mechanism within the CART19 approach to induce the rapid
cytotoxic elimination of these synthetic cells once they have eradicated the leukemic
cells, as an emergency measure in severe adverse events, or even to facilitate a successful
hematopoietic stem cell transplant. We developed T cells with a new CAR fourth-
generation construct targeting CD19 and co-expressing the CD20 surface marker,
CAR19-2A-CD20, made up of the single-chain variable fragment (scFv) of the anti-
CD19 monoclonal antibody A3B1, the CD8 hinge and transmembrane region, plus
signalling domains 4-1BB and CD3{, followed by 2A and CD?20, the latter the target cell
label for rituximab (anti-CD20 monoclonal antibody). We verified that our CART cell
production method, using a third-generation lentiviral vector, is effective and robust. We
were able to demonstrate 7z vitro that CART19-CD20 cells exhibit specificity and robust
cytotoxic activity against CD19+ leukemic B cells, induce the release of
proinflammatory cytokines required for their function, and in turn, are susceptible to
rapid reduction with rituximab. We conclude that our CART19-CD20 cells have the
necessary functionality to be effective in the clinic so that this model can contribute to
the development of a new and better strategy to treat CD19+ B-cell malignancies with
potential mitigation of toxicity through a rituximab-mediated cytotoxic reduction of
CART cells. The path of this approach towards clinical translation involves continuing
with 2z vitro studies to test the effect of our CART19-CD20 cells and reliably verify their
susceptibility to being depleted with the anti-CD20 antibody rituximab. The latter will
make it possible to move on to clinical trial instances, where careful and rigorous
evaluations of patients will provide definitive answers.
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1.- INTRODUCCION







1. Generalidades sobre el sistema inmune y su respuesta frente al cancer

La defensa de los mamiferos esta a cargo del sistema inmune, cuyo rol
fundamental es identificar y generar una respuesta apropiada frente a numerosas
amenazas de origen exégeno y enddégeno, destinada a eliminarlas o neutralizarlas,
manteniendo la tolerancia hacia los tejidos propios. Constituido por glébulos blancos y
6rganos y tejidos del sistema linfoide, incluidos el timo, el bazo, las amigdalas, los
ganglios linfaticos, los vasos linfaticos, y la médula 6sea, el sistema inmunoldgico
generalmente se divide en dos componentes: inmunidad innata e inmunidad adquirida o
adaptativa. Esta division se trata meramente de una simplificacion, puesto que los dos
tipos de inmunidad a menudo tienen funciones superpuestas y estan estrechamente
relacionadas, sin embargo, cada una de ellas presenta caracteristicas distintivas.

La inmunidad innata es inespecifica, evolutivamente conservada y la que inicia la
respuesta protectora. Esta presente desde el nacimiento y activa una respuesta inmune
rapida y no especifica (independiente de los antigenos) basada en la liberacion de
citocinas que median varias funciones inmunes. Compuesto por barreras fisicas que
incluyen piel y membranas mucosas, barreras fisiolgicas que incluyen temperatura y pH,
y células no especificas, como son los neutréfilos, mastocitos, células dendriticas y
macréfagos, constituyen la primera linea de defensa del cuerpo y montan una respuesta
primaria que si no es suficiente, deriva a una respuesta mas especifica conducida por el
sistema inmune adaptativo o adquirido. [1]

La inmunidad adaptativa o adquirida, en contraste con la inmunidad innata, genera
una respuesta tardia, es especifica a un antigeno determinado y desarrolla una memoria
inmunolégica que permite al sistema inmune reconocer un antigeno al que ha sido
expuesto previamente, conduciendo a una respuesta inmune mas rapida y vigorosa tras
la re-exposicién. Ejerce su efecto mediante la produccion de anticuerpos por parte de las
células B (inmunidad humoral) y la accion de las células presentadoras sobre las células T
colaboradoras y las células T citotoxicas (inmunidad celular). [1]

Una gran cantidad de evidencia muestra que el mecanismo defensivo frente a
células cancerosas implica una coordinacion entre la respuesta inmune innata y la
adaptativa, donde una multitud de tipos de células inmunes y sus moléculas asociadas
estan involucradas en su reconocimiento y eliminacion. La activacién de la inmunidad
innata conduce a la preparacion eficiente de las respuestas inmunes adaptativas mediadas
por los linfocitos B y T. Tras reconocer antigenos tumorales, estas células desencadenan
una destrucciéon especifica de los tumores sin toxicidad para el tejido normal y con
desarrollo de memoria a largo plazo que puede prevenir la recurrencia del cancer. Sin
embargo, este proceso capaz detener o controlar el desarrollo de tumores a largo plazo,



conocido con el nombre de inmunovigilancia, es evadido por muchos tipos de cancer en
un juego donde intervienen una serie de factores que interfieren con una respuesta
antitumoral efectiva y de eliminacién del tumor. Esta supresiéon inmune profunda
proviene de la capacidad de las células tumorales para subvertir la regulacién inmune
normal y con el apoyo de multiples tipos de células, crear un microambiente
inmunosupresor que previene las acciones de las células inmunes y favorece la
progresion del cancer. |2, 3]

Las estrategias terapéuticas contra el cancer estan centradas principalmente en
cirugia, quimioterapia, radioterapia, terapia endocrina y para las neoplasias onco-
hematoldgicas se incluye el trasplante celular hematopoyético. Si bien estas terapias
muchas veces son efectivas en el combate a tumores o en el mejoramiento de la
supervivencia, a menudo alcanzan un periodo refractario que conduce al fracaso del
tratamiento y a la recaida, a la vez que estan asociadas con grandes toxicidades. Esta
efectividad deficiente de las terapias, especialmente en pacientes con cancer en etapa
avanzada, ha puesto todos los esfuerzos en buscar nuevas estrategias y es asi como la
inmunoterapia ha nacido y se ha convertido en una herramienta poderosa y con menor
toxicidad para el tratamiento del cancer. [4]

La inmunoterapia ha generado expectativas sin precedentes en el tratamiento del
cancer. Basada en la capacidad del sistema inmune para identificar antigenos asociados a
tumores (TAAs) y dirigir una respuesta inmune contra las células portadoras de TAAs,
varias estrategias en fase de ensayos clinicos han demostrado ser altamente eficientes, tal
que ya existen algunas aprobadas para mdltiples canceres. Es el caso de los
sorprendentes resultados obtenidos con los inhibidores inmunes checkpoint y con la
terapia de células T expresando receptores de antigeno quiméricos (CART), tanto que
esta ultima ya fue aprobada y esta disponible actualmente como tratamiento para algunas

neoplasias malignas de células B CD19+. [4, 5, 0]

Si bien la inmunoterapia ha mostrado resultados exitosos en mdltiples canceres,
especialmente en los ensayos clinicos mas recientes con células CART, existen pacientes
que no responden a este tratamiento o se producen en ellos eventos adversos graves
relacionados con el sistema inmunitario que ponen en peligro su vida o que provocan la
suspension de la terapia. Por este motivo, la investigacién actual esta enfocada en
mejorar la eficacia y reducir la toxicidad de las inmunoterapias para asi mejorar tanto la
calidad de vida del paciente como los resultados del tratamiento.

1.1. Inmunovigilancia e inmunoedicion

El trabajo de los inmundélogos mas influyentes de los dltimos 100 afios ha estado
focalizado en estudiar el rol del sistema inmune en el cancer. Destacan las contribuciones
iniciales de Paul Ehrlich con su hipdtesis de que el sistema inmune podia controlar
tumores, la que pudo ser mas clarificada en la década de 1950 con los trabajos de



Medawar y col., que permitieron comprender el rol critico de los componentes celulares
del sistema inmune en el reconocimiento y destruccién de tumores trasplantados en
ratones. Estos avances permitieron argumentar la existencia de TAAs que son detectados
por el sistema inmune y promovieron el desarrollo de una nueva era dentro de la
inmunologia, focalizada en dilucidar los mecanismos que intervienen en la interaccion
entre el sistema inmune y el cancer. Asi, en 1950, estos emergentes descubrimientos
fueron incorporados formalmente por Burnet y Thomas en la hipdtesis conocida como
"inmunovigilancia del cancer", la que especulaba que los linfocitos actuaban como
centinelas al reconocer y eliminar las células transformadas nacientes que surgen
continuamente. Esta hipdtesis rapidamente condujo a innumerables experimentos para
ser probada, sin embargo, a falta de resultados concluyentes, este concepto quedé por un
tiempo en el olvido y resurgi6 nuevamente a mediados de los anos 70 con el
descubrimiento de las células natural killer INK). En la década de los 90, importantes
hallazgos relacionados con el rol protector del interferon gamma (INF-y) frente a
tumores y con los mecanismos que median la destruccion de células cancerosas por
parte de los linfocitos T citotoxicos (CTLs) y células NK, aportaron importante
evidencia de los componentes del sistema inmune involucrados en controlar el desarrollo
tumoral. Estudios en afios posteriores comprobaron el involucramiento tanto del sistema
inmune innato como del adaptativo en el control de la formacién de tumores,
demostrandose la participacion de las células T natural killer (INKT), células NK, células
T v3, células T af, INF-y e interleucina 12 (IL-12). [7]

El ano 1991 fue un afio importante para la inmunologfa tumoral humana y en
especial para el conocimiento de los antigenos tumorales. Van der Bruggen y col
identificaron el gen MAGE-1 que codifica el antigeno de melanoma humano MZ2-E,
solo expresado en células de melanoma humano y, con la excepcion de las células
germinales testiculares, no expresado en el tejido adulto normal. Esta proteina pudo ser
reconocida z vitro por CTLs derivados del paciente portador del tumor tras enfrentarlos
a lineas celulares de melanoma que expresaban el gen MAGE-1 [8]. Este descubrimiento
motivé muchos estudios similares que sentaron las bases para una mayor comprension
sobre los buenos objetivos a dirigir en inmunoterapias contra el cancer.

En los afios siguientes, la inmunologia celular y molecular cobré gran relevancia y
numerosos estudios proporcionaron un fuerte soporte para la existencia y relevancia
fisiolégica de la inmunovigilancia del cancer. Contribuyeron de manera importante varios
estudios basados en pacientes con melanomas cutaneos, los cuales mostraron una
correlacion positiva entre la presencia de linfocitos infiltrantes de tumores (TILs) y el
aumento en la sobrevida, pronostico que incluso pudo apreciarse en casos de melanoma
con metastasis a ganglios linfaticos. Investigaciones posteriores también evidenciaron
esta correlacion en otros tipos de cancer y mostraron que las células T CD8+ son la
poblacién de linfocitos relevante en esta supervivencia. [7, 9, 10]

En el nuevo milenio, continuaron las investigaciones destinadas a dilucidar los
componentes inmunolégicos que participan en este proceso heterogéneo y a ellas se



sumaron otras focalizadas en entender cémo ocurre la evasiéon tumoral de los
mecanismos de inmunovigilancia a pesar de la fuerte presion selectiva que coloca el
sistema inmunitario sobre los tumores. Destacaron aquellas que mostraron que los
tumores son estampados por el medio ambiente inmunolégico en el cual se forman, en
un proceso que conduce a la generacidon de tumores resistentes a las acciones supresoras
del sistema inmune. La evidencia dedujo que el sistema inmune tiene la capacidad de
eliminar las células tumorales de inmunogenicidad intrinsecamente alta, dejando atras
variantes tumorales de inmunogenicidad reducida, y esto obedecia a la inestabilidad
genética inherente de los tumores, donde algunas células tumorales tienen mutaciones en
las vias relacionadas con la deteccion inmune y eliminacién, permitiéndoles que
sobrevivan, proliferen y maten al paciente. Debido a este rol dual del sistema inmune en
la eliminacién de tumores y en la capacidad de estampar fenotipos inmunogénicos en los
tumores en desarrollo, fue preciso readecuar el término “inmunovigilancia” dentro de un
concepto mas general que se denominé “inmunoedicion del cancer”. [7]

El proceso de “inmunoedicién del cancer” (Figura 1.1) reconoce que en
diferentes individuos y con diferentes tipos de cancer se puede tener al menos tres
diferentes pero relacionadas fases: eliminacion, equilibrio y escape. La primera es la fase
de eliminacién y en ella la inmunvigilancia esta activa, de forma que las células que se
vuelven malignas o potencialmente malignas pueden ser inicialmente identificadas y
eliminadas por el sistema inmunolégico, primeramente a través de la inmunidad innata y
luego por la inmunidad especifica. En la segunda fase, de equilibrio, aquellas células
tumorales no destruidas por el sistema inmunolégico durante la eliminacién, en esta
etapa todavia no pueden ser destruidas ni tampoco pueden progresar; de modo que hay
una coexistencia entre las células tumorales y el sistema inmunolégico que puede
permanecer por anos. La tercera fase de la inmunoediciéon corresponde al escape o
evasion, donde las células cancerosas pueden crecer y hacer metastasis, debido a que el
sistema inmune se ve sobrepasado y ya no puede contener el crecimiento de células
malignas. Mecanismos supresores del sistema inmunolégico propios de la célula tumoral
o derivados de adquisiciones genéticas, asi como la expresion de moléculas de puntos de
control inmunoldgico en su superficie, conducen a una falta de control y deficiencias en
la eliminacién por parte del sistema inmune. [1, 11]

1.2. Evasion tumoral

Los mecanismos de evasion de las células tumorales al ataque inmunolégico se
pueden agrupar en dos estrategias: i) evitar el reconocimiento inmunolégico y ii) instar
un microambiente tumoral (TME) inmunosupresor. La primera de ellas esta basada en
que las células cancerosas pueden perder la expresion de antigenos tumorales en la
superficie celular y con ello evitar ser reconocidas por las células T. En este sentido, las
mutaciones y deleciones pueden dar como resultado una pérdida de los antigenos
leucocitarios humanos (HLA), conduciendo a un escape inmune por presentaciéon de
menos antigenos y, por otro lado, de moléculas coestimuladoras, lo que puede



probablemente conferir resistencia a moléculas de las células T efectoras como el factor
de necrosis tumoral alfa (INF-a) e IFN-y. En la segunda estrategia, los factores
derivados de las células cancerosas instan a una TME inmuno-tolerante mediante: (1) la
secrecion de moléculas supresoras como 1L.-10, el factor de crecimiento transformante
beta (TGF-B), prostaglandina E2 (PGE2) y el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGPT), entre otros; (2) expresion de moléculas de puntos de control inhibitorias como
el ligando 1 de muerte programada (PD-L1), CTLA-4 (¢ytotoxic T-lymphocyte antigen 4) y
VISTA (V7 domain immunoglobulin  suppressor of I-cell activation); y (3) induccioén del
reclutamiento de macréfagos asociados a tumores (TAMs), neutréfilos asociados a
tumores (TANs), células derivadas de mieloides supresoras (MDSCs) y células T
reguladoras (Tregs) por quimiocinas derivadas de tumores como CCL2, CSF-1, CCL5,
CCL22, CXCL5, CXCL8 y CXCL12. Estas estrategias en su conjunto dan como
resultado un sistema complejo y eficiente para la evasion inmunolégica. [12] (Ver Figura

1.1)

En la dltima década y a la luz de los nuevos hallazgos que atribuyeron la supresion
inmune a la capacidad de los tumores para subvertir la regulacion inmune normal en su
beneficio, los estudios pasaron a enfocarse en el huésped y en las contribuciones del
“microambiente tumoral". Las investigaciones determinaron que la inflamacién crénica
asocliada al cancer esta presente en las diferentes etapas de la tumorogénesis y contribuye
a la inestabilidad genémica, la modificacién epigenética, la induccion de la proliferacion
de células cancerosas, la mejora de las vias antiapoptoticas del cancer, la estimulacion de
la angiogénesis, la remodelacion tisular y, finalmente, la metastasis. Adicionalmente, los
estudios también permitieron constatar que la inflamacion tiene influencias en la terapia
del cancer, evidenciandose el rol dual de muchos de los mediadores inflamatorios, donde
algunas citocinas inflamatorias son necesarias para la eficacia de la terapia contra el
cancer, mientras que otras pueden anular el efecto de la terapéutica, promoviendo
incluso la resistencia tumoral a la terapia. [13]

La interaccion dual entre el cancer y el sistema inmune motivo a que Hanahan y
Weinberg en el afio 2011 propusieran dentro de los nuevos sellos distintivos adicionales
del cancer: 1) la capacidad de evadir la destrucciéon inmunolégica que resulta en
inflamacion aguda y eliminacién del cancer; 2) el potencial de la inflamacién crénica que
promueve el crecimiento tumoral en lugar de la eliminacién [11, 14]. Lo anterior derivé a
que los estudios de los ultimos afios se hayan centrado en comprender el papel que
juegan el TME y las células inmunitarias inflamatorias, asi como también algunas
citocinas, quimiocinas y otras moléculas del sistema inmunologico. Dado que en estos
procesos estan involucrados todos los mecanismos efectores inmunes innatos y
adaptativos conocidos, es clave descifrar las interacciones a nivel molecular y celular
entre sus componentes para continuar desarrollando y mejorando estrategias
inmunoterapéuticas que logren una respuesta antitumoral efectiva.
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1.3. Los componentes de la respuesta inmune al cancer

1.3.1. Componentes celulares

La evolucién de las células tumorales es apoyada colectivamente por una
diversidad de células accesorias normales residentes y reclutadas (células que forman la
vasculatura hematogena y linfatica, células de soporte mesenquimales especificas de
tejido y células inmunes de linaje mieloide y linfoide) que se integran con las matrices
dinamicas solubles e insolubles, constituyendo lo que se conoce como el "estroma
tumoral". Las investigaciones de los tltimos afios han estado focalizadas en revelar como
las interacciones reciprocas entre las células accesorias, sus mediadores, los componentes
estructurales de la matriz extracelular (ECM) y las células neoplasicas alteradas
genéticamente, son capaces de regular todos los aspectos de la tumorigenicidad [13].
Dada su presencia prominente en todos los canceres, los principales esfuerzos se han
dirigido a las células inmunes para comprender su impacto en el destino del tumor en
diferentes etapas de la enfermedad: transformacién neoplasica temprana, tumores
detectados clinicamente, diseminacién metastasica e intervencion terapéutica.

En la regulacion de la respuesta inmune al cancer destacan especialmente los roles
claves que juegan ciertas poblaciones celulares. Es el caso de las células NK y T CD8+
que han mostrado que durante las primeras etapas del desarrollo tumoral son capaces de
reconocer y eliminar exitosamente las células cancerosas mas inmunogénicas; sin
embargo, esta capacidad puede ser contrarrestada por mecanismos de escape a la
funciéon antitumoral desarrollados por las células tumorales (detalles de estos
mecanismos y ultimas investigaciones se pueden revisar en las publicaciones de
Gonzalez H y col.,, 2018 [12]; Kannan GS y col., 2017 [15]; Falco M y col., 2019 [16];
Yoon SR y col., 2015 [17]; y Muenst S y col., 2016 [18]).

La evoluciéon del tumor se vera afectada por la presencia de diferentes
subconjuntos de células inflamatorias, como son los TAMs y los TANs que,
dependiendo de la intercomunicacién inmunitaria con otras células inmunes asociadas a
tumores y la influencia de mdltiples sefiales microambientales, se polarizan hacia
distintos fenotipos, unos con actividades antitumorales y otros con acciones
protumorales que favorecen el crecimiento y la progresion neoplasica. Existen diversas
publicaciones disponibles para revisar en detalle los elementos que determinan estas
funciones, los mecanismos involucrados y su impacto. [12, 18, 19, 20, 21]

Las MDSCs, una poblaciéon heterogénea de células mieloides inmaduras
(precursores de granulocitos, macréfagos o células dendriticas, derivadas de células
progenitoras mieloides de médula Osea), estan también implicadas en la inflamacion
cronica y la progresion tumoral, las cuales junto a otras células estromales de la TME
(fibroblastos asociados al cancer, TAMs y TANSs), provocan que el tejido maligno quede
protegido del ataque inmunolégico de las células T. [22]



Los estudios confirman el papel vital que tienen las células dendriticas (DCs)
infiltrantes durante el desarrollo neoplasico, debido a su capacidad para inducir y
consolidar la inmunidad adaptativa antitumoral, y provocar potentes respuestas
citotoxicas mediante la activacion de células NKs. Pese a este rol, el TME puede alterar
el reclutamiento y funcionamiento de las DCs, reprogramandolas hacia un fenotipo
inmunosupresor/tolerogénico y proangiogénico que conduce a una pobre capacidad
para estimular las células T, a la expansion de células Tregs y a la supresion directa de
respuestas por induccion de anergia en las células T. (Para conocer mayores
antecedentes, mecanismos y los mediadores que influencian las actividades antitumorales
y protumorales de las DCs, dirigirse a las revisiones de Gonzalez H y col., 2019 [12];
Muenst Sy col., 2016 [18]; Hansen M y Andersen MH, 2016 [23])

Otras células, como las células B infiltrantes de tumores (T1Bs), poseen un rol aun
poco comprendido. Parecen participar como inhibidores o promotores tumorales, o
incluso como reguladores de la inmunidad antitumoral (células B reguladoras o Bregs).
Dependiendo de la influencia de factores del TME que inducen su diferenciacion hacia
diversos subtipos, las TIBs actiian sobre otras células a través de la secrecion de citocinas
o mediante el depédsito de inmunoglobulinas. (Mayores detalles y los avances mas
recientes sobre esta compleja relacién entre las células B y los tumores pueden revisarse
en las publicaciones de Gonzalez H y col., 2019 [12] y Guo FF y Cui JW, 2019 [24], y

referencias alli encontradas)

Los linfocitos T son el segundo tipo de célula inmunitaria mas frecuente
encontrada en los tumores humanos luego de los TAMs, y se estudian ampliamente en
diversos tipos de cancer. Siempre han sido considerados los principales participantes en
la inmunidad antitumoral y por ello la investigaciéon se ha concentrado en ellos. Dado
que los linfocitos T son centrales para el desarrollo de esta tesis, es que le dedicaremos
una seccion completa para analizarlos en detalle (ver item 1.4).

1.3.2. Componentes solubles

Como se mencion6 anteriormente, varios mediadores inflamatorios son liberados
por células inmunes en la TME y por células tumorales, y corresponden a factores de
crecimiento, quimiocinas y citocinas, entre otros, que pueden tener una actividad
antitumoral o protumoral dependiendo del contexto del TME.

Dentro de los mediadores que pueden cumplir con un rol antitumoral se
encuentran las quimocinas, al ser capaces de reclutar a células inmunes que previenen la
progresion del cancer. Asi, las quimiocinas CXCL8, CXCL1, CXCL2 y CXCL3 reclutan
neutrofilos fenotipicos N1, CXCL9 y CXCL10 actian sobre los linfocitos T hefper 1,
CCR4 y CCRY7 lo hacen sobre las células Tregs, y CCR6 atrae a las células T CD8+.
Entre las citocinas con actividad antitumoral destacan la IL-1, que posee la capacidad de
activar y dirigir células inmunes innatas y adaptativas para inhibir la progresion tumoral; y
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la IL-10, que mejora la proliferaciéon de células B, la produccién de anticuerpos y la
supervivencia, junto con inhibir el factor nuclear kappa B (NF-xB) y también la
produccién de las citocinas TNF-a, 11-6 e IL-12. Adicionalmente, la I1.-10 secretada por
células Tregs, esta involucrada en la inmunosupresion y retrasa o previene la inflamacion
inducida por cancer. Un rol antitumoral similar al anterior, lo tiene el TGF-§, el que
también posee un efecto supresor de tumores a través de la up-regulation de la inhibicion
de la quinasa dependiente de ciclina (CKI) P21 y la down-regulation del protooncogén c-
Myec. El IFN-y también puede ejercer un efecto antitumoral, basado en su capacidad de
controlar la apoptosis, el cual es dependiente del estado de diferenciacion de las células y
de los niveles de los receptores para IFN. La citocina 11.-17, siendo principalmente
protumoral, actia en la inmunidad antitumoral a través de la produccion de citocinas,
promoviendo la actividad de las células T CD4+ y CD8+ y la respuesta inmune. La
PGE2 también contribuye a la inmunidad antitumoral al reclutar neutréfilos y monocitos
al sitio de la inflamacién y, por otro lado, al activar y expandir las células Tregs y MDSCs,
puede inhibir el cancer inducido por inflamacién. Los elevados niveles de especies
reactivas del oxigeno (ROS) y del nitrégeno (RNS) que se generan durante el alto estrés
oxidativo por TNF-a, TAMs y TANSs, poseen igualmente un rol importante al inhibir la
inflamacién y la progresion al cancer. Finalmente, otros de los mediadores solubles
claves son las granzimas y la perforina, producidas y liberadas tanto por las células NK
como los linfocitos T CD8+, cuyo mecanismo antitumoral radica en mediar la muerte
celular por apoptosis de las células cancerosas y de las que se hablara en detalle mas

adelante. [25]

A medida que las células neoplasicas escapan de la eliminacién, una serie de
mediadores estan implicados en mantener una TME que favorece la supervivencia de las
células neoplasicas y la proliferacion sostenida. Estos mediadores son liberados por
células inmunes e incluyen a citocinas, factores angiogénicos, factores de crecimiento,
enzimas proteoliticas, entre otros; los que en su conjunto impulsan la inestabilidad
genomica, proliferacion celular, angiogénesis, resistencia a la apoptosis, transicion
epitelio-mesenquimal, invasién y metastasis. Entre las citocinas son relevantes la IL-18,
IL-4, 1L-8, 11.-10, IL-13 e 1L-17 las que poseen un rol regulador sobre otras citocinas y
sobre la expresion de MHC, inducen la liberacién de ROS y RNS, y permiten el
reclutamiento de linfocitos Tregs, Bregs y de otras células inmunes con funciones
supresoras. En particular, IL.-10 e IL-18 poseen actividad inmunosupresora sobre
macréfagos y DCs, mientras que IL-17 la tiene sobre células NKs y T, cumpliendo esta
ultima ademas con otros roles protumorales como fomentar la inflamacién crénica y la
produccién de factores angiogénicos. Los factores de crecimiento y/o supervivencia
TGF-8, TNF-o, EGF (factor de crecimiento epitelial) y FGF (factor de crecimiento de
fibroblastos), si bien también inducen la producciéon de especies reactivas y de
mediadores inflamatorios cronicos, sus principales funciones son favorecer la
supervivencia y proliferacion tanto de las células inmunes supresoras como de las células
tumorales, e inducir la transiciéon epitelio-mesenquimal y la expresiéon de enzimas de
remodelacién tisular (metalo-, cisteina y serina proteasas), contribuyendo estos dltimos a
la invasion y diseminacion. Otros de los mediadores que igualmente promueven la
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progresion tumoral son los factores angiogénicos VEGE y PGE2, asi como los ROS y
RNS (cuando son producidos a bajos niveles durante el estrés oxidativo en condiciones
inflamatorias) y las metaloproteinasas (MMPs), especialmente MMP-2 y MMP-9. Si bien
los mediadores solubles anteriormente mencionados son los mas importantes, existe una
amplia variedad que incluye factores de crecimiento (como el factor estimulador de
colonias 1 o CSF-1), quimiocinas (CCL18, CCL22, CCL17 y CXCLS8) y enzimas
(ciclooxigenasa 2 o COX-2, catepsina y el activador del plasminégeno tipo uroquinasa o
uPA. [13, 25]

1.4. Células T y cancer

1.4.1. Descripcion

Las indicaciones iniciales sobre las células T vinieron de Claman y colaboradores
en 1966, pero fueron Miller y Mitchell, en 1968, quienes describieron por primera vez
sus funciones en un trio de articulos donde se demostraba que las células B requerfan la
colaboracién de un tipo de célula diferente, procedente del timo, para inducir una
respuesta de anticuerpos. Estas células fueron reconocidas como un tipo celular de
soporte y los autores las denominaron "células reactivas al antigeno". A estos hallazgos
le continuaron una serie de estudios confirmatorios utilizando muchos tipos de
antigenos y sistemas experimentales, y a partir de 1972 el término "células T auxiliares"
se empleé ampliamente para describir a aquellas células educadas por el timo que
proporcionan ayuda a las células B [20]. Esto condujo a investigar numerosos
fenémenos inmunoldgicos y a determinar la contribucion de otros tipos celulares. Asf,
en 1975, se establecié la separacion fenotipica y funcional de las células T CD8+ vy
CD4+, lo que motivo por afios una ardua investigaciéon para comprender como los
linfocitos T CD8+ reconocen especificamente el antigeno extrafo. Asombrosos frutos
se obtuvieron en el periodo comprendido desde principios hasta mediados de los
noventa, donde hubo importantes avances relacionados con los roles, desarrollo,
diferenciaciéon, activacién y memoria inmunoldgica tanto de las células T CD4+ y
CD8+, lo que marco el comienzo de una nueva era de comprension de las células T. En
la década del 2000, destacaron los estudios que contribuyeron a entender los eventos que
acompanan a la diferenciacion de células T naive en células T efectoras activadas y en
células T de memoria autorrenovables. Ademas, varias investigaciones en este periodo
proporcionaron informaciéon sobre la complejidad fenotipica y el surgimiento de
subpoblaciones de células T. En los ultimos afios, los esfuerzos han estado focalizados
en dilucidar la sefializacion de las células T y estudiar modulaciones farmacolégicas que
permitan controlar las respuestas inmunes, especificamente con el fin de preparar el
sistema inmunologico contra tumores y para eliminar las respuestas no deseadas [27].

Los linfocitos T se originan a partir de progenitores de la médula 6sea que migran
al timo para su maduracién, seleccion y posterior exportacion a la periferia. Los
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progenitores de la médula 6sea carecen de expresion de correceptores CD4+ y CD8+, vy
al llegar al timo se someten a un reordenamiento del receptor de células T (TCR) para
generar timocitos CD4+ CD8+ doble positivos. Estas células son seleccionadas y los
timocitos simple positivos CD4+ o CD8+ son liberados a la periferia como células T
virgenes o naive maduras, que circulan entre 6rganos linfoides secundarios (SLOs) como
el bazo y ganglios linfaticos. Después del encuentro con células presentadoras de
antigeno (APCs) que le presentan su antigeno afin, las células T naive se estimulan y se
diferencian en un gran numero de células efectoras que migran a tejidos inflamados para
combatir infecciones o tumores. Una vez aclarado el antigeno, hasta el 90-95% de las
efectoras sufren apoptosis, mientras que una pequefia proporcion sobrevive, dando lugar
a células T de memoria que persisten como subpoblaciones heterogéneas a largo plazo y
que son capaces de volver a expandirse y responder con mayor rapidez y eficacia en un
segundo encuentro con el antigeno. [28, 29]

Las células T pueblan practicamente todos los 6rganos y tejidos del cuerpo,
incluido el tejido linfoide primario y secundario, las mucosas y los sitios de barrera, los
6rganos exocrinos, la grasa e incluso el sistema nervioso central (SNC). Sin embargo, la
mayoria de las células T en el cuerpo humano se encuentra dentro de los tejidos linfoides
(médula 6sea, bazo, amigdalas y ganglios linfaticos) con un gran ndmero también
presente en sitios mucosos (pulmones, intestino delgado y grueso) y piel, estimando que
un 2 a 3% del total de células T presentes en el cuerpo se encuentra en sangre periférica
[28]. En tanto, el porcentaje de células T con respecto al total de linfocitos en sangre
periférica alcanza los 65,3-79,9% [30].

Las células T comprenden tres estados funcionales diferentes: i) células T #naive,
que tienen la capacidad de responder a nuevos antigenos, ii) células T efectoras, que son
clave para direccionar la respuesta inmune y ejecutar las funciones inmunoldgicas, y iii)
células T de memoria, que derivan de la activaciéon previa de antigenos seguido de un
retorno al estado de reposo o inactivacion (reszing), mantienen la inmunidad a largo plazo
al tener la capacidad de persistir en ausencia de antigeno y permanecer preparadas para
responder nuevamente y con mayor intensidad a una reexposicion al antigeno que las
estimulé. Si bien el compartimento de células T naive es bastante homogéneo, las células
T efectoras y de memoria son muy diversas, y comprenden decenas de subpoblaciones
con diferentes grados de diferenciacion y capacidad multifuncional, caracteristicas
moleculares y localizacion corporal. Como se ha mencionado, las células T naive que
salen del timo pueden ser CD4+ (expresan la glicoproteina CD4 y se conocen como
células T colaboradoras o hefper) o CD8+ (expresan la glicoproteina CD8 en su superficie
y se denominan células T citotoxicas). Las células CD4+ y, en menor medida, también
las células T CD8+, pueden diferenciarse en varias subpoblaciones, lo que depende de
mediadores solubles como citoquinas y metabolitos que estén presentes en el entorno
local. Las células CD4+ naive se diferencian en las subpoblaciones: T Jelper 1 (Thl), Th2,
Th9, Th17, Th22, linfocitos T helper toliculares (Tth), células T reguladoras (Tregs),
células T reguladoras de tipo 1 (Ttl), células T stez de memoria (Tscy), células T de
memoria central (Tcy) y células T de memoria efectoras (Try). Las células T CD8+ naive
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se diferencian en las subpoblaciones: Tscu, Tewm, Tew, y células T efectoras (T'rp). [29, 31]

Las subpoblaciones de células T difieren en sus marcadores extracelulares,
intracelulares, epigenéticos y genéticos, factores de transcripcion y rutas metabolicas. El
detalle de la identificaciéon fenotipica de estas subpoblaciones es revisado en la
publicaciéon de Brummelman | y col, 2018 [29], mientras que sus caracteristicas
funcionales se analizaran a grandes rasgos en el préximo item. A continuaciéon se
presenta una clasificaciéon fenotipica simplificada de las subpoblaciones de células T,
basada en marcadores expresados en la superficie celular e intracelulares:

Subpoblaciones de células T Marcadores
Células T naive (TN) coasrat cpasrRo™ cer7t coe2L™ cp2rt cpest cpt2rt
+ - + + + + + + +
. . . . cpasrA® cDasrO™ cor7t cpe2Lt cp27t cpest cp127t cpest cp122
Células T de memoria Células T stem de memoria (T ) N
LFA-3
Células T de memoria central (T ) cD45RA” CD45RO™ cCR7 ™ cpe2L ™ cD27 cp2st 127t cpest cp122”
Células T de memoria efectoras (T ) CD45RA™ CD45RO* CCR7™ CD62L” CD27L'%W cD28'%W cD127°% cpys* cp122*
Células T efectoras Células T efectoras terminales (T ) cp4srAt CD45RO™ CCR7 CDB2L™ CD27” CD28” D127 cD9s ™t cp122™
) + Células T helper 1 (Th1 CCR1* CCR5" CXCR3" IL-12Rp2* IL-17Ra™ IL-18Ra* IL-27Ra/WSX-1* IFN-
Células T CD4™ efectoras élulas T helper 1 (Th1)

YR1/CD119" IFN-yR2* STAT1" STAT4" T-bet™

CRTh2* CCR3* CCR4™ CCR8" CCR6™ CCR10™ CXCR4™ IL-4Ra™ IL-17RB* GATA-|

Células T helper 2 (Th2,
per 2 (Th2) 3* sT2/L-33R* TSLPR*

CCR6" IL-23R* CCR4" cD161* IL-1R* IL-6Ra™ IL-21RY IL-23R* TGF-BRII™ Batf*

Células T helper 17 (Th17) . A .
IRF4™ RORa™ STAT3

Células T helper 22 (Th22) CCR4* CCR6™ CCR10* IL-6Ra* TGF-BRI TNFRI* AHR' STAT3* Batf*

Células T helper 9 (Th9) IL-4Ra* IL-17RBY TGF-BRI PU.1* IRF4* IRF8™ Batf*

Células T helper 1 no clasicas " ; . . " . .
(Th1%) CXCR3™ CCR4™ CCR6"™ CD1617 IL-1R™ T-bet” RORyt

CXCRa* CXCRs* cxcL13™ BTLA* cp4oL* CD57/B3GAT1" IL-6Ra™ IL-21R*
Células T helper foliculares (Thf) icos* PD-1* SLAMF3/CD229* SLAMF5/CD84* SLAMF6/NTB-A* SLAM/CD150*
Neprilysin/CD10* Ox40* Bcle™ c-Maf* STAT3*

CD25/IL2Ra*  CD45RA*  CD45RO”  CTLA4*  CD127/IL-7RdOW  GITRY

Células T reguladoras (Tregs) |Células T reguladoras en reposo (rTregs) " \
TNFR2/CD120B™* FoxP3°W

CD25/IL-2Ra*~  CD45RA™ CD45RO*  CTLA4* CD127/L-7RaY  GITRY|

Células T reguladoras efectoras (Treg
TNFR2/CD120B* FoxP3*

EFF)

CD25/IL-2Ra* CD45RA™ CD45RO™  CTLA4*  CD127/IL-7Ra* TNFR2/CD120B*
HLA-DR* PD-1* ICOS* GITR* FoxP3*

LAG-3* CD49b* CTLA4Y CD25/IL-2Ra’®Y CD127/IL-7Ra!W HLA-DR* PD-1*
cD226" cD2* LFA-1* 1ICOS* GITR" Foxp3

Células T reguladoras de memoria efectoras (Treg )

Células T reguladoras tipo 1 (Tr1)

Linfocitos T citotéxicos CD4* (CTL cD4%) CD107a* CD107b* KLRC1* KLRK1* CRTAM* CD27/°W cp2gloW

Tabla 1.1: Subpoblaciones de células T.

1.4.2. Roles de las células T en cancer

Las células T son componentes del sistema inmunolégico adaptativo que actian
como orquestadores, efectores y reguladores de las respuestas inmunes. Segin el
contexto inmunoloégico, las células T pueden adquirir fenotipos cuya actividad tiene
consecuencias inflamatorias o antiinflamatorias directas, y sus roles en la inmunidad son
dependientes tanto de la etapa de la vida, como de compartimentos anatémicos
especificos. [28]
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Las células T naive, son células T inactivas que todavia no han estado en contacto
con el antigeno desde que salieron del timo y que recirculan continuamente entre el
torrente sanguineo y los SLOs, cumpliendo el importante rol de encontrar, interactuar y
montar respuestas a nuevos antigenos. Funcionalmente, las células T se consideran naive
hasta que encuentran su antigeno analogo, tras lo cual proliferan y se diferencian en
células T efectoras y de memoria, capaces de migrar a los distintos tejidos para patrullar
antigenos. La presencia y accion de estas células en neoplasias ha sido documentada en
estudios que han demostrado que los tumores son sitios particularmente atractivos para
el cebado de las células T naive, al constituir un gran deposito de antigenos y al contener
multiples tipos de células presentadoras de esos antigenos; ademas, se ha visto que existe
una presentacion de antigenos tumorales por parte de las DCs en los ganglios linfaticos
que drenan el tumor, asi como también una presentacion directa por células tumorales
que han migrado a tales ganglios. [32]

Las células T de memoria se caracterizan por haber estado en contacto con el
antigeno al menos una vez, lo que condujo a una expansion y activacion seguido de un
retorno al estado de reposo o inactivacion (resting). Estas células tienen la capacidad para
acceder tanto a los SLOs como a tejidos periféricos y para persistir en ausencia de
antigeno, lo que les permite permanecer preparadas para responder nuevamente y con
mayor intensidad a una reexposicién al antigeno que las estimulé [31]. Constituidas por
multiples subpoblaciones, las células T stz de memoria (Tscu), caracterizadas por ser
tipo naive pero funcionan como células de memoria, son de particular interés para la
inmunoterapia del cancer. Debido a su potencia aumentada y a su capacidad para generar
potentes efectores después del reconocimiento de antigenos, estas células han
demostrado que pueden generar respuestas inmunes a largo plazo para la vigilancia
antitumoral [29].

Las células T efectoras, originadas a partir de la diferenciaciéon de los linfocitos T
naive en los SLO vy caracterizadas por presentar una vida corta, adquieren la capacidad de
migrar selectivamente a diversas localizaciones para cumplir con funciones T-
dependientes de la respuesta inmunitaria adaptativa, la que se desarrolla de manera
diferente segun la subpoblaciéon y su linaje CD4+ o CD8+. Asi, como se presenta a
continuaciéon, mientras las células T CD4+ actdan principalmente mediante la
generacion robusta de citocinas y quimiocinas, las células T CD8+ centran
fundamentalmente su funcién en la eliminacion de patégenos intracelulares e incluso el
cancer a través de su capacidad citolitica.

Las células T CD4+ reconocen al antigeno especifico cuando es presentado por
las APCs locales (DCs, macréfagos y monocitos) asociado al complejo MHC-II y tras
ello producen sus citocinas efectoras apropiadas. Los distintos conjuntos de citocinas y la
fuerza de senalizaciéon de TCR promueven el proceso de diferenciacion de las células T
naive CD4+ hacia las diferentes subpoblaciones efectoras T Jelper o reguladoras. Sus
funciones pro o antiinflamatorias, de supervivencia o protectoras, estan determinadas
por el patrén de citocinas que producen, permitiéndoles desencadenar una respuesta
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inmune diferente y adaptada a cada situacion. [31]

Diversas subpoblaciones efectoras destacan en sus roles en neoplasias. Es el caso
de las células T helper 1 (Thl), caracterizadas por la secreciéon de 1L-2, TNF e IFN-vy,
juegan un papel importante en la protecciéon contra patdgenos intracelulares como
bacterias y virus, asi como en la respuesta inmune frente a neoplasias. En esta tltima,
tienen la capacidad de activar y reclutar a otras células efectoras especificas de antigenos
tumorales y a células del sistema inmune innato, incluyendo a las APCs, pudiendo
también destruir directamente a las células cancerosas mediante la liberacién de citocinas
que activan los receptores de muerte de su superficie celular; todo lo cual ha motivado
un creciente interés para lograr la modulacién especifica de la respuesta de las células
Th1 contra antigenos tumorales y as{ conseguir terapias inmunes mas eficaces. También
las células Th2, a través de la produccién de las citocinas 1L-4, IL-5, IL.-10 e IL-13,
cumplen un rol fundamental en la protecciéon contra los parasitos extracelulares, sin
embargo, también se hallan involucradas en reacciones alérgicas y en la promocion del
crecimiento tumoral mediado por la inflamacién tipo Th2. Las células Th9,
caracterizadas por la expresion de altos niveles de IL-9, han mostrado que facilitan las
respuestas inmunes antitumorales tanto innatas como adaptativas. Las células Th17
frente a neoplasias muestran una actividad que se presenta como una espada de doble
filo, dado que son capaces de aumentar la progresion tumoral activando la angiogénesis y
las actividades inmunosupresoras, en tanto que también pueden mediar en las respuestas
antitumorales mediante el reclutamiento de células inmunitarias en los tumores,
estimulando las células T efectoras CD8+ o, sorprendentemente, alterando el fenotipo
Thl y produciendo IFN-y. Otras subpoblaciones, como las células Th22, tienen un
papel aun poco claro en cancer y sélo recientemente han aparecido estudios que han
indicado la funcién crucial que tienen estas células en la tumorigénesis de varias
neoplasias. Algo similar ocurre con las células T helper foliculares (Tth), que atn no se ha
dilucidado claramente su papel en la inmunidad tumoral, aunque su presencia en los
tumores se correlaciona con una mayor supervivencia y una reduccién en el crecimiento
neoplasico en los pacientes con melanoma, demostrandose que promueven la expansion

y/o actividad de los CTLs intratumorales. [29, 31, 33, 34, 35, 306, 37]

Las células T reguladoras son responsables de suprimir el cebado, la activacion y la
citotoxicidad de otras células inmunes efectoras, como células Thl, CTL, macréfagos,
células NK y neutréfilos. En cancer, las células Tregs infiltradas en el TME estan
implicadas en el desarrollo y la progresion tumoral al inhibir la inmunidad antitumoral
mediante una serie de mecanismos inmunosupresores que involucran el secuestro de IL-
2, la secrecion de citocinas inhibidoras, la citdlisis directa de células T efectoras, la
alteracion metabolica y la modulacion de las DCs. [38, 39]

En las células T CD8+, las células T naive CD8+ se diferencian dando origen a los
linfocitos T citotéxicos, lo que sucede en los SLOs tras encontrarse con las APCs que
presentan antigenos en el contexto de una coestimulacién apropiada y ayuda de citocinas
como la IL.-2, IFN-o/B, I1.-12 e IL.-15, o por reprogramacion de células T de memoria.
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En las respuestas inmunitarias adaptativas, los CTLs son el principal mecanismo para
destruir a las células infectadas con patdgenos intracelulares y también se consideran las
células efectoras anticancerigenas mas importantes. Esta destruccién celular sucede
luego que los CTLs reconocen especificamente a células diana que presentan el complejo
MHC-I asociado al mismo antigeno que desencadend la proliferacién y diferenciacion de
los linfocitos T naive CD8+. Los CTLs tienen la capacidad de inducir directamente la
activacion de las caspasas con la consiguiente muerte celular por apoptosis, a través de
tres mecanismos principales: 1) la liberacién de las granzimas A, B y C (serina proteasas
que en el citoplasma de la célula diana escinden las caspasas) y de la perforina (proteina
capaz de formar poros en la membrana facilitando de este modo la liberaciéon de
granzimas en el citosol), ii) las interacciones entre las moléculas de la membrana del CTL
(ligando de Fas o FasL) y de las células diana (receptor Fas), y iii) la citotoxicidad
mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC). Asi, estas células T CD8+,
que reconocen antigenos presentados por las moléculas del MHC-I de practicamente
todas las células del cuerpo, pueden también detectar antigenos asociados a tumores y
destruir células cancerosas tras un encuentro competente [13]. Por otro lado, al igual que
las células Thl, los CTLs generan cantidades importantes de citocinas pro-inflamatorias
como IFN-y y TNF-a, las que también podrian conducir a la apoptosis de células diana
dependiente de caspasa, con su funcién inmunorreguladora en la mayoria de los casos.
La infeccién primaria resulta en la activacion y proliferacion de las células T naive CD8+
dando origen a clones de CTLs especificos de antigeno diferenciados en dos linajes: 1) las
células T efectoras terminales (Trg), que se caracterizan por poseer potentes funciones
efectoras y ser poco proliferativas, en su mayoria mueren (90-95%) una vez eliminadas
las células diana, y ii) las células T de memoria (5-10%), una diversidad de células que
sobreviven a largo plazo en el anfitrion y lo protegen riapidamente en caso de
reinfeccion, tienen la capacidad de reprogramarse para generar CTLs [13, 40].

Existen otras subpoblaciones de células T, como los CTLs CD4+, que de modo
similar a los CTLs CD8+, cumplen un papel importante en la inmunidad antitumoral
[29]. En tanto, los estudios sobre los linfocitos T y6 y T NK han demostrado que
pueden desempenar roles duales en cancer, promoviendo el desarrollo de neoplasias por
un lado, mientras participan en la inmunidad antitumoral por otro. Mas recientemente,
las investigaciones sobre sus funciones han puesto en evidencia su atractivo para el
desarrollo de nuevas terapias celulares dirigidas contra el cancer [41, 42].

Para que pueda montar una respuesta inmunitaria, las células T #naive y de memoria
necesitan activarse, dando lugar a células T efectoras con capacidad para eliminar
patégenos o células tumorales. Para llevar a cabo esta activacion, las células T requieren
primero generar por recombinaciéon genética su TCR, un proceso que ocurre durante su
desarrollo en el timo y que otorga especificidad, dando como resultado células T naive en
reposo capaces de migrar a través de los SLOs y la circulacion periférica, pero ain
incapaces de producir una respuesta contra un antigeno. La activacion de la célula T naive
implica interacciones coordinadas entre una serie de moléculas en la célula T y la APC
que procesa y presenta el péptido antigénico, un proceso conocido como sinapsis
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inmunolégica, donde el TCR actia como mediador principal al reconocer a su antigeno
afin unido no covalentemente a una molécula del MHC de clase I o clase II apropiada.

43, 44]

Dado que la simple estimulaciéon de una célula T con su antigeno afin solo no
conduce a la activaciéon (se produce un estado de hiporrespuesta conocido como
anergia), para que ésta sea completa es necesario contar con interacciones célula-célula
firmes y sefializaciones intracelulares adicionales. De esta manera, las interacciones
TCR/péptido/MHC requieren del reclutamiento de otras moléculas coestimuladoras
y/o de adhesion (detalladas en la publicacion de Strohl y Naso, 2019 y en el parrafo
siguiente), que al agruparse forman una gran estructura multimolecular conocida como
complejo de activaciéon supramolecular (SMAC) [45] que provoca una sefializacion
downstrean iniciada por la unién del TCR. Este conjunto de sefales conduce
colectivamente a un programa transcripcional que da como resultado la
produccion/secrecion robusta de 11.-2, un factor autoctino y patracrino que estimula la
proliferaciéon de las células T especificas frente al antigeno (expansion clonal), seguido de
la diferenciacion de las células activadas a células efectoras y de memoria [43].

Para promover estas interacciones célula-célula fuertes y mas prolongadas, juegan
roles claves los correceptores CD4 o CD8 (segun el tipo de célula T), que se encuentran
asociados al TCR y se unen al MHC (clase I para CD8 y clase II para CD4) para
estabilizar ain mas esta interaccion entre la célula T y la APC. Una funcién similar
cumple la molécula LEA-1 (hmphocyte function-associated antigen 1) [43, 45]. En tanto, las
seflales derivadas de moléculas coestimuladoras tales como CD27 y CD28 son cruciales,
principalmente esta dltima via que es considerada como la “segunda sefial” clave para la
activacion de la célula T. Tras la activacion inicial, se induce la expresion de importantes
moléculas de superficie que participan en las respuestas funcionales de estos linfocitos,
como son CDG69 (permite que las células T activadas se retengan en los 6rganos
linfaticos hasta recibir las sefales que inician su proliferacion y diferenciacion en células
efectoras y de memoria), CD25 o IL-2Ra (cadena alfa del receptor de interleucina-2)
(capacita a las células T activadas para responder a 1L.-2) y CD40L (el ligando para CDD40
que permite a las células T activadas cooperar con macréfagos y linfocitos B, ademas de
activar a las DCs). Ademas, tras la activacion, las células T reducen la expresion de
moléculas como la selectina L y el receptor para quimiocinas CCR7, que las conducen a
los o6rganos linfaticos, y aumentan la expresion de moléculas que participan en su
migracion a los lugares periféricos de infeccion y lesion tisular (como las integrinas LFA-
1y o4B1 (VLA-4)) [43, 44]. Para finalizar, se ha demostrado que existen otras sefiales,
como las conducidas por citocinas inflamatorias, que tendrian un papel como
mediadores en la diferenciacion de la célula T estimulada hacia un efector apropiado, asi
como también, la de los miembros de la superfamilia de receptores de TNF (CD27, OX-
40, 4-1BB y CD30), que al interactdar con su ligando apropiado en las APCs (CD70,
OX-40L, 4-1BBL y CD30L, respectivamente), pueden promover la supervivencia de las
células en proliferacion, durante su diferenciacion y como memoria [43].
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Junto a las moléculas coestimuladoras y/o de adhesion, las células T activadas
también expresan una serie de receptores inhibidores que ayudan a afinar la respuesta
final y a adaptarse al medio inflamatorio donde fue estimulada, ya sea limitando la unién
de moléculas coestimuladoras como su senalizacion. Entre estos receptores destacan el
CTLA-4, un inhibidor de la activaciéon de las células T y un regulador de la respuesta,
capaz de amortiguar la senalizaciéon descendente del TCR y CD28, asi como también
otros receptores inhibidores que incluyen PD-1 (programmed cell death protein-1), LAG-3

(hmphocyte activation gene 3) y VISTA (V-domain Ig suppressor of T cell activation), cuyo
bloqueo de sus funciones usando anticuerpos monoclonales se ha utilizado con fines
clinicos para aumentar la inmunidad contra varios canceres. [43]

Como ya se ha mencionado, la activacién de la célula T resulta en la produccién
de IL-2, un factor de crecimiento, supervivencia y diferenciacioén para los linfocitos T. Su
produccion es rapida y transitoria (comienza a las 2-3 horas de la exposicién al antigeno,
con un maximo a las 8 a 12 horas aproximadamente y una declinaciéon a las 24 horas) y
su funcidon principal es mediar, junto a otras sefiales procedentes de receptores y
coestimuladores, la proliferacion o expansiéon clonal y la diferenciacion a células
efectoras. La expansion clonal permite generar un gran nimero de células T CD4+ y
CD8+ a partir de una pequena reserva de células T naive antigeno-especificas, las que se
diferencian posibilitando su rapida migracién de los SLOs a diversos sitios para eliminar
patogenos y células tumorales, en un proceso mediado por la expresion de moléculas de
adhesion y de quimiocinas adecuadas. Si bien la progenie de células estimuladas se
diferencia en gran parte en células efectoras, la mayoria muere rapidamente a medida que
eliminan el antigeno y una proporcion de células T de memoria permanece en un
namero que es 10 a 100 veces mas alto que el de las células naive que estaban presentes
antes del encuentro con el antigeno, mejorando el patrullaje y la vigilancia del huésped.
Concomitantemente esto sucede, se establece una cantidad creciente de células
inmunorreguladoras y citocinas destinadas a restaurar la homeostasis normal del tejido.

[28, 44]

En la respuesta secundaria, la presencia 7z sitn de células T de memoria permite
responder inmediatamente ante la presentacion de cantidades minimas de antigeno, lo
que se ve favorecido por la acciéon de quimiocinas y citocinas efectoras liberadas por
estas células que atraen muchas células inmunes innatas y efectoras. Asi también, las
células de memoria son mas sensibles a la estimulaciéon de antigenos a través de su TCR
y son algo menos dependientes de moléculas coestimuladoras, lo que también contribuye
a permitir su respuesta productiva. [43]

Lo anteriormente presentado es una descripciéon de la respuesta que puede

suceder cuando todo funciona exactamente como debiera, sin incorporar todas las
posibles permutaciones que se generan en el mundo real y que puedan influir en ella.
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1.4.3. Respuesta de las células T en cancer

Las células T son componentes del sistema inmunolégico adaptativo que actian
como orquestradores, efectores y reguladores de las respuestas inmunes. Como el
segundo mas frecuente tipo de célula inmunitaria encontrada en los tumores humanos
después de los TAMs, las células T se estudian ampliamente en diversos tipos de cancet,
dado el papel fundamental que juegan tanto en la inmunoedicién natural como en la
inducida terapéuticamente. Para que la inmunovigilancia del cancer sea eficaz, se requiere
que los antigenos especificos de tumores (TSAs) (expresados exclusivamente en células
tumorales y codificados por genes mutados) y los antigenos asociados a tumores (TAAs)
(compartidos por células normales y tumorales), sean capaces de estimular la expansion
de las células T. En el caso de los TSAs, los estudios han sugerido que el reconocimiento
de las células T es tan especifico que pueden distinguir péptidos con cambios de un solo
aminoacido y de esta forma los TILs son capaces de dirigirse focalizadamente a estos
antigenos. Esto también ha sido apoyado por otras investigaciones que muestran una
asociacion entre el aumento de epitopos con mutaciones y una mayor supervivencia del
paciente. Con respecto a los TAAs, estudios en ciertos canceres han demostrado que el
sistema inmunolégico puede reconocer TAAs, debido a una sobreabundancia de
antigeno o a su presentaciéon mejorada producto de la muerte de células tumorales,
generando células T y anticuerpos especificos contra ellos. [18]

Las células T naive son células T inactivas que salen del timo y que recirculan en el
torrente sanguineo y los SLOs hasta que encuentran a su antigeno analogo, tras lo cual
proliferan y se diferencian en células T efectoras y de memoria, capaces de migrar a los
distintos tejidos para patrullar antigenos. Estudios han demostrado que durante las
primeras etapas de iniciacion del tumor, las células T naive se cebaran en los sitios
neoplasicos, por presentacion directa de las células tumorales, o en los ganglios linfaticos,
por parte de APCs, destacando en este dltimo caso la accion de DCs. En esta
presentacion antigénica, las DCs son extremadamente eficientes para inducir respuestas
de células T, luego de presentarles antigenos proteicos en el contexto de moléculas MHC
de clase I (a células T CD8+) y de clase 11 (a células T CD4+), o antigenos lipidicos en el
contexto de moléculas CD1 (a células T NK). A partir de ahi, las células T se activan y
migran al TME donde montan una respuesta inmune efectora contra las células
cancerosas inmunogénicas. [12, 13, 32]

Las células T efectoras, originadas a partir de la diferenciacion de los linfocitos T
naive en los SLOs y caracterizadas por presentar una vida corta, adquieren la capacidad
de migrar selectivamente a diversas localizaciones para cumplir sus funciones T-
dependientes de la respuesta inmune adaptativa, la que se desarrolla de manera diferente
segin la subpoblacion y su linaje CD4+ o CD8+. Asi, como se presenta a continuacion,
mientras las células T CD4+ actian principalmente mediante la generacién robusta de
citocinas y quimiocinas, las células T CD8+ centran fundamentalmente su funcion en la
eliminaciéon de patégenos intracelulares y células cancerosas a través de su capacidad
citolitica.
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Como se ha mencionado, los linfocitos T CD8+ se consideran las células
efectoras anticancerigenas mas importantes. Los CTLs tienen la capacidad de reconocer
TAAs presentados por las moléculas del MHC-I en las células cancerosas y destruirlas
mediante la citolisis directa o a través de la secrecion de citocinas efectoras, pudiendo
prevenir asi el crecimiento de tumores locales. También se ha demostrado que los CTLs
promueven la actividad citotoxica de los macréfagos y pueden inducir la up-regulation del
procesamiento de antigenos y la expresion de moléculas MHC-I y MHC-II en
macréfagos y DCs [13]. En consecuencia, una gran infiltracién de células T CD8+
efectoras se ha asociado con un pronéstico favorable en melanoma y en otros canceres
como de mama, pulmon, ovario, colorrectal, rifion, préstata y estomago [13, 18]. Sin
embargo, al llegar a los sitios tumorales, las células T CD8+ deben enfrentar numerosas
barreras y su potencia es regulada por el equilibrio entre las sefiales coestimuladoras y
coinhibidoras procedentes de los puntos de control inmunoldgico intrinsecos (CD28-
CTLA-4, PD1-PD-L1 e ILT), de los puntos de control extrinsecos (como las células
Tregs o las células mieloides), de una TME corrompida con inflamacién protumor, de
una pérdida de antigeno y evasiéon inmune de objetivos tumorales, y de alteraciones
especificas de tejido [13].

Las células T CD4+ se consideraron por mucho tiempo como un actor
secundario en la respuesta contra el cancer. Las células T naive CD4+, tras reconocer
antigenos tumorales especificos presentados por las APCs locales asociados al complejo
MHC-II, producen un patrén de citocinas, las que junto a la fuerza de sefalizacion del
TCR, promueven la diferenciacién hacia las diferentes subpoblaciones efectoras T helper
o reguladoras, capaces de desencadenar respuestas inmunes diferentes y adaptadas a cada
situacion [31]. A continuaciéon se revisan a groso modo las células T efectoras y
reguladoras del linaje CD4+ que con mayor preponderancia actuan en la erradicacion de
tumores y como mediadores de la inmunidad antitumoral a través de sus citocinas:

-Células T efectoras:

Las células Thl y sus citocinas, clasicamente importantes en la proteccién contra
patégenos intracelulares, han demostrado que también ejercen fuertes efectos
antitumorales y se les correlaciona con un pronostico favorable. Poseen la capacidad de
activar y reclutar a otras células efectoras especificas y a células del sistema inmune
innato, asi como también pueden destruir directamente a las células neoplasicas. De este
modo, se ha visto que en cancer de mama, colorrectal y melanoma, citocinas como IFN-
¥ pueden inhibir el crecimiento tumoral al inducir la expresion de MHC-1 y MHC-II en
las células cancerosas y en las APCs, y al inducir la regresion de la vasculatura del tumor.
También se ha informado que las células Thl adquieren caracteristicas citotoxicas
marcadas por la liberaciéon de citocinas que activan los receptores de muerte de las
células cancerosas y por la expresiéon de granzima B en el TME en un modo parecido a
los CTLs CD8+. Todo esto sustenta el creciente interés para lograr modular las
respuestas especificas de las células Thl contra antigenos tumorales y asi conseguir
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terapias inmunes mas eficaces. [12, 46]

Las células Th9 han mostrado que facilitan las respuestas inmunes antitumorales tanto
innatas como adaptativas. A través de sus citocinas 11.-9 e IL-22 pueden activar a los
mastocitos y células NKs, reclutar a DCs y CTLs mediante CCL.20/CCR6, mejorar la
producciéon de INF-y y la actividad citolitica de los CTLs; en tanto que 1L-3 es capaz de
promover la supervivencia de las DCs, induciendo respuestas antitumorales mas
potentes. Adicionalmente, se ha visto que las células Th9 pueden destruir directamente
células cancerosas en melanoma mediante la secrecion de granzima B y C. Sin embargo,
al actuar como factor de crecimiento de células T, la citocina IL-9 ha mostrado poseer
un papel tumorigénico y de fomento del crecimiento de células neoplasicas en canceres
hematologicos. [40]

Las células Th17 se presentan ampliamente en neoplasias (linfoma, mieloma, canceres de
pulmon, colon, estébmago, ovario, pancreas, prostata, cancer hepatocelular y melanoma) y
muestran un rol dual en la inmunidad tumoral. Por un lado, se ha demostrado que, a
través de su citocina IL-17, pueden aumentar la progresiéon tumoral al inhibir la
apoptosis de las células tumorales, activar la angiogénesis y las respuestas
inmunosupresoras, y promover la metastasis. Contradictoriamente, las células Th17
también han evidenciado propiedades tumoricidas en algunos canceres, a través de la
transdiferenciacién de estas células a un fenotipo tipo Thl capaz de producir INF-y y
eliminar células tumorales, por el reclutamiento y activacion de CTLs accionado por la
secrecion de IL-2, y mediante la estimulacion de células tumorales, epiteliales y
estromales para producir citocinas y quimiocinas pro-inflamatorias que reclutan DCs,

células NKs, macréfagos y neutrofilos hacia los tumores para reprimir su progresion.
[35, 46]

Los CTLs CD4+ poseen un potencial citotoxico directo capaz de destruir células
infectadas y transformadas en una forma similar a los CTLs CD8+, pero de una manera
restringida al MHC-II. Los CTLs CD4+ presentes en los TILs de diferentes entornos
tumorales muestran una alta expresiéon de moléculas efectoras citoliticas y de NKG7
(NK cell granule protein 7). En cancer de vejiga se ha observado que pueden destruir
directamente a las células tumorales mediante la secrecién de perforina y/o granzimas, lo
que también se ve favorecido por la epresion de INF-y y TNF por parte de las mismas
células. [29, 40]

Existen otras subpoblaciones de células T efectoras CD4+ que se han relacionado con
cancer, sin embargo, los estudios atn no han dilucidado claramente su papel en la
inmunidad tumoral. Es el caso de las células Th22, vinculadas en la tumorigénesis de
varias neoplasias; las células Thf, correlacionadas con una mayor supervivencia y menor
crecimiento neoplasico en melanoma; y los linfocitos T y8 y TNK, que han demostrado
que pueden desempefiar roles duales, ya sea promoviendo el desarrollo neoplasico por
un lado, mientras participan en la inmunidad antitumoral por otro. [29, 31, 33, 34, 35,
306, 37, 41, 42]
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-Células T reguladoras:

Las células T reguladoras son responsables de suprimir el cebado, la activacién y la
citotoxicidad de otras células inmunes eefectoras (células Thl, CTLs, macrofagos, células
NK y neutréfilos). La proporcion de Tregs en sangre periférica esta incrementada
significativamente en pacientes en una amplia gama de neoplasias y un aumento de estas
células infiltradas en el TME esta implicado con el desarrollo y progresion tumoral y se
ha asociado con mal prondstico en cancer de ovario, mama y gastrico [18]. Los
mecanismos que inhiben la inmunidad antitumoral involucran el secuestro de 1L-2, la
secrecion de citocinas inhibitorias (IL-10 y TGF-B), la citdlisis directa de células T
efectoras, la alteraciéon metabdlica y la modulacion de las DCs [13, 18, 33, 39, 46]. Pese a
que la evidencia apunta a un rol protumoral de las células Tregs, en ciertas neoplasias
(cancer colorrectal y algunos linfomas) se han visto que el aumento de estas células
infiltrando tumores esta asociado con mejor pronostico. Al respecto, estudios han
demostrado que el agotamiento especifico de Tregs da como resultado la muerte de
células tumorales y un aumento en la produccion de INF-y. Estos hallazgos apoyan la

hipétesis que sugiere que la funcién de las células Tregs en los tumores puede depender
del contexto [12, 18].

Como se ha descrito, el progreso o retroceso tumoral dependera en gran parte de
la aptitud inmunitaria de las células T efectoras reactivas al tumor, de las intervenciones
inmunitarias y modulaciones, asi como de los tipos y estadios de los tumores. Sabemos
que las células T son inicialmente muy eficaces para reconocer y destruir células
transformadas malignas que expresen antigenos altamentes inmunogénicos, sin embargo,
a medida que crece el tumor y cambia el TME, esa capacidad se altera y su eficacia para
contener el tumor se reduce. Las células cancerosas pueden explotar las propidades
inmunosupresoras de Is células T al tiempo que alteran sus funciones efectoras
antitumorales, conduciendo a una reduccién en su supervivencia, proliferacion,
citotoxicidad y poder para infiltrar tumores. La presencia de sefales inhibidoras
procedentes de ciertas citocinas, de mecanismos inmunorreguladores derivados de las
células Tregs y la expresion de puntos de control inmunes, conducen a la supresion de
las células T y permiten a los tumores malignos escapar del control inmunolégico y
proliferar. Resulta relevante el papel que juegan las moléculas de puntos de control al
actuar como reguladores negativos de la funcién de las células T, limitando la extensién y
duracién de las respuestas inmunitarias. Asi, la implicancia de los receptores co-
inhibidores como CTLA-4 en ciertos canceres (melanoma, de pulmén, mama, gastrico y
colorrectal), asi como PD-1 con su correceptor PDL-1 (expresado por otras células
inmunes, células mesenquimales, células vasculares y células cancerosas), da como
resultado la down-regulation de la actividad de las células T, inhibiendo sus funciones
antitumorales, tales como la migracion y la proliferacion, la secrecion de mediadores
citotoxicos y restringiendo sus capacidades para destruir a las células neoplasicas. [12,

18]
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2. La inmunoterapia antitumoral: una herramienta prometedora para el
tratamiento del cancer

Segun estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2019, el
cancer se ubic6 como la segunda causa de muerte mas comuin a nivel mundial (es
responsable de una de cada seis muertes) y es una barrera importante para aumentar la
esperanza de vida en todos los paises del mundo. El Global Cancer Observatory:
CANCER TODAY (GLOBOCAN), una plataforma web interactiva desarrollada por el
Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (IARC, por sus siglas en inglés),
estim6 que en el 2020 se produjeron 19,3 millones de nuevos casos de cancer y casi 10
millones de muertes en todo el mundo. En general, la incidencia y la mortalidad por
cancer esta creciendo rapidamente en todo el planeta, lo que refleja tanto el
envejecimiento y el crecimiento de la poblacién como los cambios en la prevalencia y
distribucion de los principales factores de riesgo de cancer, varios de los cuales estan
asociados con el desarrollo socioeconémico. [47]

La terapia contra el cancer tradicionalmente se ha centrado en cirugia,
quimioterapia, radioterapia y terapia endocrina. Sin embargo, estos tratamientos a
menudo alcanzan un periodo refractario que conduce al fracaso terapéutico y los
pacientes desarrollan recurrencia de la enfermedad [4]. La intensa busqueda de un
tratamiento eficaz contra el cancer ha generado una variedad de estrategias basadas en
dificultar la capacidad de replicacion, crecimiento y sefializacion de las células cancerosas,
mientras que otras han puesto su objetivo en inducir una respuesta inmune antitumoral
eficaz [48]. Es, en este ultimo contexto, donde los importantes avances logrados en los
ultimos 30 afos en inmunologia tumoral han proporcionado técnicas y conocimientos
sobre las seflales moleculares, citocinas, receptores inmunorreguladores y procesos
fisiopatologicos, que han permitido desarrollar nuevos enfoques en el tratamiento contra
el cancer. Esto ha dado a lugar a estrategias que apuntan a componentes especificos en el
TME vy al bloqueo de vias inhibitorias, asi como a terapias dirigidas y al concepto de
oncologia de precision: tratamiento adaptado al paciente individual, con el objetivo de
atacar las vulnerabilidades especificas del cancer, tratando a su vez de reducir las
toxicidades y mejorar la calidad de vida de los pacientes [49]. Es asi como la
inmunoterapia, desde su nacimiento hace mas de un siglo en manos de un cirujano de
huesos [50], ha ido evolucionando gracias a los numerosos estudios en modelos animales
y en pacientes con cancer que han contribuido a comprender los componentes del
sistema inmunitario que son cruciales para la inmunovigilancia y el rechazo tumoral, con
el fin de dilucidar como, cuando y por qué fallan en casos de enfermedad neoplasica. Los
frutos de estos avances han motivado a las compafifas farmacéuticas a desarrollar
medicamentos contra el cancer enfocados en la terapia inmune, permitiendo introducir
con éxito varias modalidades en la clinica y convertiendo a la inmunoterapia en una
herramienta prometedora para el tratamiento y cura de por vida de muchos tipos de
cancer [3].
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El éxito actual de las inmunoterapias contra el cancer se basa en el trabajo sobre
los antigenos tumorales y las moléculas de sefializacion co-inhibidoras identificadas hace
mas de 20 afios atras [51]. Los antigenos tumorales mas prometedores se han probado
como vacunas, adyuvantes potentes, citocinas inmunoestimuladoras, como objetivos
para anticuerpos monoclonales y como objetivos para células T citotoxicas transferidas
adoptivamente, tanto en estudios preclinicos como en ensayos clinicos [3]. En tanto, los
métodos que bloquean las vias inhibitorias y las células inhibidoras en el TME, tales
como anticuerpos contra CTLA-4, PD-1 y PD-L1, o quimioterapia de dosis baja, han
ayudado a acelerar el avance de la reprogramacion y el disefio de células T para obtener
una potente inmunidad antitumoral [3, 18].

En lo que respecta a las células inmunes, ya hemos mencionado que algunos
subconjuntos, tales como las células T especificas de antigeno, han evidenciado un
impresionante potencial clinico y representan una oportunidad para frenar el crecimiento
tumoral. Estudios han demostrado la capacidad de respuesta de diversos canceres a una
variedad de inmunoterapias, sugiriendo que los TILs pueden dirigirse especificamente a
los TSAs. Asi, por ejemplo, los clones CD8+ aislados de las células Ty, persistieron a
largo plazo in vivo durante la transferencia de células T adoptivas en un modelo de
primates no humanos, evidenciando la implicancia de las funciones especificas de ciertos
subconjuntos de células T para una inmunoterapia adoptiva eficaz. En el caso del linaje
CD4+, si bien se consideran un actor secundario en el campo de la inmunoterapia
contra el cancer, se ha comprobado que la combinacién de subconjuntos CD8+ con
subconjuntos CD4+ mejora significativamente la transferencia adoptiva de células T. Se
ha podido ver que las células CD4+ apoyan el desarrollo de las funciones de memoria
CD8+, demostrando asi la importancia de ambos subconjuntos y combinaciones en los
ensayos de inmunoterapia. Por otro lado, varias investigaciones han evidenciado los roles
diferenciales que poseen las citocinas de los diversos subconjuntos CD4+, como las
liberadas por las células Thl y Th2, capaces de impulsar diferentes tipos de citotoxicidad
generadas por las células CART de segunda generaciéon que contienen CD28. También,
células CART disefiadas para producir I1L.-12, por accién de esta citocina, aumentan la
actividad anticancerigena mediante el reclutamiento de macréfagos y reprograman
células supresoras, invirtiendo sus funciones inhibidoras. [31]

Como ya se ha mencionado, la inmunoterapia implica fortalecer el sistema
inmunitario del paciente con cancer, restaurando su capacidad para reconocer el tumor o
proporcionando una funciéon efectora inmune faltante, para eliminar las células
neoplasicas. De acuerdo al mecanismo por el cual producen la activacién de una
respuesta inmune, las inmunoterapias se han clasificado en aquellas que estimulan la
respuesta inmune adaptativa del huésped 77 it (inmunoterapias activas) y las basadas en
activar la respuesta inmune del huésped zz vitro con su consiguiente re-infusion, que
reciben el nombre de transferencia celular adoptiva (ACT) o terapia basada en células
(inmunoterapias pasivas):
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- Inmunoterapia activa:

La inmunoterapia activa incluye a las vacunas preventivas y terapéuticas,
anticuerpos monoclonales inmunomoduladores, es decir, inhibidores inmunes checkpoint
y citocinas inmunoestimuladoras. Dentro de este tipo de inmunoterapia destacan los
inhibidores inmunes checkpoint centrados en PD-1, PD-L1 y CTLA-4, proteinas que estan
presentes en las células T capaces de unirse a sus receptores en las células tumorales o en
las APCs, lo que provoca un efecto inhibitorio de la funcién de las células T. En los
ultimos afios, las estrategias se han enfocado en bloquear la unién de las proteinas
inmunes checkpoint y sus receptores, con el fin de restaurar la funcidn de las células T para
destruir a las células tumorales. Asi, el uso de inhibidores inmunes checkpoint como anti-
PD-1 (pembrolizumab y nivolumab), anti-PD-L1 (MPDL3280A) y anti-CTLA-4
(ipilimumab) han sido aprobados y han tenido gran éxito al mejorar la respuesta
antitumoral efectora en diferentes neoplasias malignas, como melanoma y cancer de
pulmoén, provocando respuestas clinicas duraderas y mejorando la supervivencia. [4, 18]

- Inmunoterapia pasiva:

En la inmunoterapia pasiva se encuentra la transferencia de células T adoptivas o
terapia con células CART, que utilizan linfocitos T de pacientes que han sido
modificados genéticamente 7z vitro para que expresen un CAR capaz de unirse a los
antigenos de las células tumorales y mejorar asi la funcion de las células T en la
destruccion de las células neoplasicas. La terapia CART ha mostrado ser muy
prometedora para tratar diversos tipos de canceres, tal que actualmente su uso ha sido
aprobado para tratar algunas neoplasias hematologicas [4]. Dado que este trabajo se
centra en CART, en el préximo item se abordara en detalle este enfoque terapéutico.

Las diferentes estrategias terapéuticas, especialmente los inhibidores inmunes
checkpoint y la terapia CART, estan teniendo un impacto sustancial en el tratamiento de
algunos pacientes con cancer avanzado, previamente no tratables, incluso utilizandolos
como monoterapias. Estos éxitos han abierto la posibilidad de explorar combinaciones
de tratamiento con el fin de intervenir en las diferentes vias del ciclo de inmunidad del
cancer y asi lograr transformar las inmunoterapias actuales y futuras, mejorando su
eficiencia y el prondstico para muchos pacientes. Actualmente, en el disefio de nuevas
estrategias terapéuticas, los enfoques innovadores de alto rendimiento, la ciencia
computacional, la bioinformatica y la nanotecnologia estan cumpliendo roles
protagonicos y cambiando el panorama del desarrollo de farmacos y diagnésticos. [12,
49]

Cada vez se informa de mas casos de vidas que se estan extendiendo e incluso
canceres que han remitido por completo gracias a las inmunoterapias disponibles. Pese a
los esfuerzos, estas nuevas modalidades aun muestran una efectividad deficiente en
tumores solidos y canceres avanzados, toxicidades y eventos adversos graves, alto costo y
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complejidad técnica del procesamiento, todos los cuales limitan severamente sus
aplicaciones clinicas. Los cientificos mantienen intactas las esperanzas en este campo y la
posibilidad de sortear tales obstaculos para caminar hacia un resultado
inmunoterapéutico antitumoral satisfactorio. Los desafios actuales apuntan a
comprender mejor los mecanismos de las células cancerosas para evadir el ataque
inmunolégico y a dilucidar aquellos que median la generaciéon de heterogenicidad
antigénica de los tumores. La preparacion de nuevos repertorios de células T durante la
tumorigénesis puede ser fundamental para desencadenar respuestas de los CTLs
especificos de antigeno, asi como también establecer estrategias Optimas para romper el
agotamiento de las células T efectoras especificas del tumor en TMEs inmunosupresoras
orquestadas por células Tregs y otros actores inhibidores. [12, 18, 49]

3. Inmunoterapia antitumoral con células CART

Como enfoque inmunoterapéutico pasivo, la terapia con células CART ha
demostrado ser significativamente ventajosa, ya que supera la evasion inmune causada
por la célula cancerosa, haciéndola nuevamente susceptible de ser reconocida por el
sistema inmune del paciente. Basado en la ACT, los linfocitos T son modificados
genéticamente ex vivo para expresar el CAR y luego transferirlos al individuo con cancer.

[4]

El procedimiento mas comun para la terapia celular con CART comienza con la
extraccion de células T a partir de sangre periférica del paciente, a través de un proceso
de filtracion especializado llamado leucoféresis, donde se separa el material biologico
especificamente para la retencion de linfocitos con la posterior reinfusion del resto de los
componentes al individuo [4]. Los linfocitos se modifican genéticamente 7z vitro para que
expresen el CAR a fin de mejorar la unién de las células T a los antigenos tumorales, en
un proceso llevado a cabo mediante principalmente mecanismos virales (transduccion
con lentivirus inactivados) y en menor medida por mecanismos no virales (métodos de
transfeccién con transposones y mRNA, nanoparticulas, liposomas, electroporacion o
usando la tecnologia CRISPR/Cas9 [52]. Posteriormente, las células CART creadas son
expandidas 7 vitro con 1L-2 y sometidas a un estricto control de calidad, tras lo cual son
reinfundidas previo tratamiento del paciente con quimioterapia linfodepletora para
reducir los niveles de leucocitos y ayudar al cuerpo a aceptar las células CART. Una vez
dentro del paciente, estas células tienen el potencial de reconocer a las células cancerosas
y a otras que expresan un antigeno especifico y atacarlas [4]. (Ver Figura 1.2)
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Figura 1.2: Principio general de la terapia con células CART.

3.1. Receptores de antigeno quiméricos (CARs)

La biologia sintética, el campo multidisciplinario que permite manejar los
elementos genéticos de las células, han permitido desarrollar una de las herramientas
mas destacadas: los receptores de antigeno quiméricos o CARs. Los CARs son proteinas
sintéticas disefladas para ser expresadas sobre la superficie celular de células inmunes,
tales como las células T, para facilitar el reconocimiento mejorado y la eliminaciéon de
células malignas [53]. Los CARs constan de una region extracelular formada por
dominios que reconocen a un antigeno en particular y de una region intracelular con
varios motivos funcionales de la célula T que promueven la actividad citolitica sobre las
células portadoras de tales antigenos. De esta manera, los CARs cumplen una funcién
dual: a) el reconocimiento inmune de antigenos tumorales expresados en la superficie de
células cancerosas, y b) la promocion activa y propagacion de eventos de sefializacion. Es
un sistema que tiene las ventajas de: 1) proporcionar “células T reprogramadas” de un
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mecanismo de activacion ex-zovo; 2) romper la tolerancia adquirida por las células
tumorales, y 3) bypassear restricciones del reconocimiento de antigeno mediado por HLA,
sobrepasando las barreras a una aplicaciéon mas extendida de la inmunoterapia celular

[54].

Este enfoque nacié en la década de los 80 a raiz del trabajo desarrollado por
Gross y col., que involucré la ingenierfa genética y la expansion ex vivo de células T
singénicas disefiadas para dirigirse directamente a antigenos tumorales del paciente [53].
En 1993, el Dr. Zelig Eshhar y col., crearon la primera molécula de CAR (CAR de
primera generacion) y pudieron demostrar que la union del fragmento variable de cadena
unica (scFv) de un anticuerpo monoclonal con la cadena { o la cadena y del TCR para la
transduccion de senales, proporcionaba a los linfocitos una especificidad tipo anticuerpo
y activaba todas las funciones de una célula efectora, incluyendo la produccion de 1L-2 y
la lisis de las células diana [54].

3.1.1. Diseno de los CARs

Los CARs son el resultado de la combinacién de diferentes modulos funcionales
en la estructura de una proteina de fusiéon (Figura 1.3). Cada una de sus secciones,
denominadas como ectodominio, bisagra, dominio transmembrana y endodominio,
tienen una constituciéon y un funcionamiento que son determinantes en la eficacia de los
CARs y que se pasan a detallar a continuacion:

1. Endodominio:

Corresponde al dominio extracelular y es el responsable del reconocimiento del
antigeno objetivo. Consiste tipicamente en un scPFv de un anticuerpo monoclonal
compuesto por una cadena variable ligera y otra pesada, unidas por un enlazador flexible
[55, 56]. La unién del CAR al antigeno seleccionado es usualmente mediado por el scFv
en una interaccién de mediana a alta afinidad e independiente del MHC (el scFv se une a
antigenos de superficie intactos). El scFv determina la selectividad y afinidad del
receptor, siendo un componente clave en la funciéon del CAR, de modo que scFvs de alta
afinidad tienen una funcién efectora superior a los de baja afinidad. Adicionalmente, la
actividad citolitica es afectada también por la localizacién del epitopo reconocido en el
antigeno, observandose que cuanto mas cerca esta el epitopo de la membrana de la
célula objetivo, el efecto citotoxico es superior. Resulta fundamental que el disefio y
manipulacion del scFv sean muy cuidadosos, dado que no sélo basta con considerar la
incorporaciéon de una secuencia de un anticuerpo especifico para el antigeno objetivo,
sino también deben tenerse en cuenta todos los elementos de la estructura que influyen
tanto en el funcionamiento como en la especificidad y el direccionamiento diferencial,
con el fin de que sean reconocidas las células tumorales y no las normales [57, 58].
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Si bien el ectodominio basado en scFv ha permitido un enfoque dirigido al usar
anticuerpos para atacar antigenos de la superficie celular (incluidos proteinas,
carbohidratos o glicolipidos), ampliandose con ello el alcance mas alla de los objetivos
TCR-péptidos-MHC restringido, resulta necesario avanzar hacia modificaciones de esta
estructura. Los recientes enfoques han apuntado al desarrollo de disefios con
ectodominios dirigidos a maltiples antigenos e incluyendo elementos inducibles, con el
fin de mejorar la inducciéon de respuestas efectoras en las células CART sometidas a
contextos de tumores sélidos, donde las respuestas clinicas son aun deficientes. Dentro
de estos enfoques se encuentra el CAR de doble cadena (dcCAR) que utiliza el dominio
de unién del anticuerpo en su forma natural como heterodimero, de manera tal que
tanto la cadena ligera como la pesada de la inmunoglobulina se expresan
simultaneamente, proporcionando una mayor estabilidad comparado con el formato
scFv. Otra de las estrategias involucra la incorporacién como ectodominio de un
receptor o ligando conocido para el TAA dando origen a los CARs basados en ligandos
naturales, como sucede con el CAR que contiene I.-13 (dirigido a IL-13Ra2) o el CAR
portador de T1E (reconoce dimeros HER2/EtrbB2 y ErbB presentes en muchos
tumores solidos), los que han demostrado resultados prometedores en ensayos clinicos.
Los constructos que incorporan un ectodominio scFv en el TCR humano mediante la
unién de varias subunidades CD3, conocidos con el nombre de TruCs, han mostrado
también resultados alentadores 7z wivo. Han evidenciado ser capaces de hacer un
reconocimiento de antigeno basado en anticuerpos mientras se mantiene la sefalizacion
en las células T por todo el complejo TCR, demostrando una mayor persistencia y
respuesta que las células CART, aunque atn restan mas estudios clinicos. [53]

Existen otros enfoques, denominados receptores inmunes universales (UIRs), que
han nacido para superar los obstaculos que presentan las inmunoterapias actuales con
células CART y estan basados en el disefio de productos flexibles “listos para usar”. En
este contexto, los nuevos disefios han adoptado un sistema de “llave de bloqueo” que
utiliza una molécula intermediaria en la deteccion del antigeno objetivo, ampliandose con
ello la especificidad antigénica. Esto ha llevado a la creaciéon de un CAR “universal”, el
cual puede luego ser usado con varias moléculas adaptadoras. Son varios los tipos de
UIRs con especificidad adaptable, los que incluyen a: 1) receptores de citotoxicidad
dependientes de anticuerpos (ADCC), los que al ser incorporados como dominios de
union a antigenos en células efectoras (tales como en células NKs), facilitan la ADCC de
las células tumorales objetivo, como lo han demostrado las células T transducidas con
CAR-CD16, capaces de reconocer y destruir células cancerosas recubiertas con
anticuerpos monoclonales terapéuticos; 2) enlaces mediados por proteinas biespecificas,
donde un receptor inmune CAR de unién a biotina (CAR-BBIR) utiliza el sistema
biotina-avidina como mecanismo intermediario para unir las células CART a un
antigeno, de modo que se reemplaza el ectodominio de scFv por avidina y asi el CAR
puede dirigirse universal y simultaneamente hacia multiples TAAs que se encuentren
recubiertos con anticuerpos monoclonales biotinilados; 3) CARs anti-Zag, que utilizan
scFvs dirigidos a 7zgs moleculares o péptidos quimicamente conjugados capaces de unirse
a antigenos tumorales, destacando los enfoques que contemplan el 7zg fluorescente
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isotiocianato de fluoresceina (FITC) y el péptido neoepitopo (PNE), que han mostrado
mejorar la persistencia de las células CART a largo plazo; y 4) CARs que utilizan
interacciones fag-especificas, por ejemplo, el sistema CAR-SUPRA, donde un
ectodominio zipFv (compuesto de un scFv y una cremallera de leucina) reconoce y se
une al TAA mediante el scFv, mientras la cremallera de leucina se une a una segunda
cremallera de leucina presente en el dominio de sefializacion zipCAR, desencadenando la
activacion de la célula T. Este enfoque permite el reconocimiento de multiples antigenos
sin la necesidad de reprogramar la estructura del receptor, lo que supone ventajas sobre
la técnica CAR convencional. [53]

Pese a la creciente flexibilidad y variabilidad que se ha logrado en el disefio de
CARs usando UIRs, todavia hay una serie de obstaculos que sortear, particularmente en
el entorno de canceres solidos. Por ello, las estrategias actuales estan focalizadas en
apuntar a multiples antigenos tumorales de forma simultanea para asi eliminar tumores
heterogéneos mas rapidamente. Esto ha motivado el desarrollo del CAR dual, donde
sobre la célula T se logra una expresién simultanea de CARs con diferentes scFvs
dirigidos a dos antigenos separados, facilitindose con ello el direccionamiento
simultaneo hacia multiples TAAs expresados diferencialmente dentro de los canceres.
Una variacion del CAR dual lo constituye el CAR en Zindens o TanCAR, que involucra el
disefio de un receptor con dos scFvs en su ectodominio, lo que permite el
reconocimiento y destruccién de las células tumorales que poseen los dos antigenos
diferentes en su superficie al mismo tiempo. Asi, ambas modalidades ofrecen ventajas
sobre las células CART convencionales, al ser capaces de destruir sélo las células
neoplasicas que posean los dos antigenos tumorales diferentes, que se encuentren por
separado en tejidos sanos, lo que limita la toxicidad off-tumor. [53]

2. Dominios bisagra y transmembrana:

Inicialmente, los dominios bisagra y transmembrana fueron considerados como
regiones con un rol predominantemente estructural. Sin embargo, actualmente se sabe
que juegan un papel clave en el funcionamiento del CAR, al influir en el nivel de
seflalizacion del receptor en las células T y en otros aspectos importantes de su actividad.

[59]

La bisagra o espaciador es la region estructural extracelular del CAR que separa el
ectodominio del dominio transmembrana y generalmente corresponde a un dominio
tipo inmunoglobulina (Ig), aunque también se esta utilizando CD28 y CD8«
ampliamente. Pueden afectar el rendimiento general de las células CART, dado que
proporcionan estabilidad para una expresion y actividad eficientes del CAR, asi como
flexibilidad para acceder a su antigeno objetivo; también pueden controlar la modalidad
de expresién y la eficiencia de transporte de membrana del receptor, junto con
determinar la intensidad de su sefalizacion. Se ha demostrado que algunas de estas
capacidades son influidas por la longitud y composicién del dominio bisagra. Asi, se ha

31



visto que bisagras largas brindan flexibilidad adicional al CAR y permiten un mejor
acceso a los epitopes proximales a la membrana o antigenos glicosilados complejos,
mientras que los CARs con bisagras cortas son mas efectivas para unirse a los epitopes
distales a la membrana. En lo referente a su naturaleza, las bisagras derivadas de IgG
humana consistentes en dos dominios tipo Ig, CH2 y CH3, han sido ampliamente usadas
al contribuir en el reconocimiento eficiente de antigenos y son especialmente ttiles para
evaluar el nivel de expresion del CAR en la superficie de 1a célula T; en tanto que los
dominios bisagras derivados de CD8x o CD28 son relevantes como reguladores del
umbral de sefializacién del CAR, aunque muestran diferencias significativas entre ellas al
comparar su funcionamiento en las células CART. [58, 59]

El dominio transmembrana es la regién que atraviesa la membrana celular y
consiste en una hélice a« hidrofébica. Los CARs de primera generacion fueron disefiados
utilizando la cadena { del CD3 (CD3Y) en el dominio transmembrana, mientras que para
los de segunda y tercera generaciéon se ha recurrido principalmente a CD4, CD8x o
CD28, siendo estos dos ultimos los mas extensamente usados. Si bien su funcién
principal es estabilizar el CAR al anclarlo en la membrana de la célula T, la evidencia ha
demostrado que es relevante para el funcionamiento de las células CART [56, 58, 59].
Aun no estan claros los mecanismos precisos responsables de la transduccion de sefiales
de activacion desde el ectodominio al endodominio, pero se cree que el comportamiento
es similar al del TCR y que el dominio transmembrana desempefiaria roles claves en ello.
Se ha demostrado que existe una interrelacion entre el CAR codificado por el transgén y
los componentes endégenos de la maquinaria de activacion de las células T, tal que se ha
observado que en los CARs de primera generacioén se necesita la presencia de CD3{ en
la transmembrana para la dimerizaciéon o incorporacion del CAR en grupos de TCRs
endogenos. La evidencia ha mostrado que estas interacciones CAR-TCR y la
dimerizaciéon son requisitos previos para la activaciéon Optima de las células T
transducidas impulsada por el CAR y que los CAR que incorporan CD3{ en el dominio
transmembrana tienen la capacidad de activar las células T tanto directamente a través de
la cadena de sefializacién mediadas por el propio CAR como indirectamente mediante la
cadena de senalizacion del CD3{ enddgeno y de otros componentes indefinidos del
complejo TCR [60]. Otros estudios han puesto en evidencia que el uso de los dominios
transmembrana CD8x y CD28 pueden regular la intensidad de la sefializacién del CAR en
las células T a través del control del nivel de expresion superficial del receptor y la
estabilidad que le brindan. Existen también investigaciones que indican que la
vinculacion del dominio intracelular proximal a su dominio transmembrana
correspondiente puede permitir la sefializaciéon adecuada de las células CART, asi como
se ha visto con los CARs que contienen el dominio intracelular de ICOS (coestimulador
de células T inducible o inducible T cell coestimulator), que requieren de la incorporacion del
dominio transmembrana de ICOS, en lugar de CD8«, para aumentar la persistencia de
las células CART vy la eficiencia antitumoral general. Tales resultados también sugieren
que el dominio transmembrana de ciertas moléculas coestimuladoras puede estar
involucrado en la formacién de sinapsis o en la sefializacién de las células T. Relacionado
también con lo mencionado, hay estudios que demuestran que los dominio extracelulares
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y transmembrana de CD8a pueden inducir parcialmente la activaciéon de las células T
[56, 58, 59].

3. Endodominio:

El endodominio o dominio intracelular es la region externa y funcional del
receptot, la encargada de desencadenar la activacion de la célula T tras la interaccion
antigeno-CAR. Para ello, el endodominio debe contener un inmuno-receptor con
motivos de activacion basados en tirosina (ITAM), siendo el componente mas comun el
CD3C (un elemento critico del TCR) que incluye tres motivos ITAM. Si bien para la
activacion de las células T es suficiente la incorporacion de un dominio CD3( se
requiere la adicion de componentes coestimuladores en el endodominio para mejorar
significativamente la activacion, funcién y persistencia de las células CART, dado que
proporcionan las sefiales secundarias necesarias para una activacion robusta. Asi, a los
CARs de primera generacion, que contenian sélo CD3(, le sucedieron los de segunda y
tercera generacion, que adicionaron un motivo coestimulador (segunda generacién) y
dos motivos coestimuladores (tercera generacion). [53, 56]

Han sido muchos los esfuerzos para tratar de comprender los efectos de la
coestimulaciéon de los CARs, con el motivo de identificar aquellos motivos éptimos para
ser incorporados en su disefio. Se utilizan una serie de moléculas de coestimulacion,
incluidas las de la familia CD28, como CD28 e ICOS; y las de la familia de receptores
del factor de necrosis tumoral (TNFR), que consta de CD27, OX40 y 4-1BB. Las dos
moléculas de coestimulacién mas utilizadas clinicamente son CD28 y 4-1BB. La familia
CD28 emite sefializacion a través de la via PI3K (fosfatidilinositol 3-quinasa) que induce
una proliferaciéon potente de las células T y la produccion de IL-2, induciendo ICOS una
activacion de PI3K mas fuerte que CD28. En tanto, los miembros de la familia TNFR,
como 4-1BB, sefializan mediante el reclutamiento de proteinas TRAF (TINF receptor
associated factor) y estan implicados en la modulacion dee la proliferacion, diferenciacion y

supervivencia de las células CART. [53, 58]

Cada dominio coestimulador posee propiedades tunicas y su seleccion es
fundamental para adaptar 6ptimamente la funcion y el destino de las células CART. La
coestimulacion mediada por CD28 es muy importante en la regulacion de la
proliferaciéon y supervivencia de los linfocitos, de manera que las células CART que lo
incorporan muestran una alta funcién efectora pero una expansion autolimitada que les
impide persistit por mucho tiempo. Por el contrario, los CARs basados en 4-1BB
inducen una respuesta efectora de las células T mads lenta pero mas persistente. Estos
hallazgos han quedado en evidencia a raiz de ensayos clinicos para tratar neoplasias
malignas de células B, donde se utilizaron células CART que incorporaban los dominios
CD28 o 4-1BB. Si bien ambos disefios mostraron tasas de respuestas similares, hubo
diferencias significativas en la persistencia, lo que llevé a concluir a que los primeros se
convierten en ideales para tratar enfermedades transitoriamente con una rapida
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eliminacién del tumor y una persistencia a corto plazo de células CART (como puede ser
una terapia puente para el trasplante alogénico de células madres hematopoyéticas); en
tanto que los segundos pueden utilizarse en el tratamiento de enfermedades en las que
las respuestas completas requieren una persistencia sostenida de células T. [56, 58]

En linea con los dominios coestimuladores, los estudios también han evidenciado
que la sefializacion de CD27 mejora la supervivencia de las células CART en
comparacion con CD28, de un modo similar a 4-1BB. Recientemente se ha sugerido que
varios subconjuntos de linfocitos requieren diferentes sefiales de coestimulacion para un
funcionamiento y persistencia Optimos, de modo que se ha visto que la incorporacién de
ICOS como dominio intracelular mejora la persistencia de las células CART CD4+ en
comparacion con CD28 y 4-1BB, mientras que el dominio intracelular 4-1BB la
proporciona en las células CART CD8+. [58]

Con la finalidad de activar simultineamente diferentes vias de sefializacion, los
esfuerzos se han orientado a unir las propiedades de diferentes dominios intracelulares
en una sola célula combinandolos en los CARs de tercera generacion, donde se incluyen

generalmente un dominio de la familia CD28 y uno de la familia TNFR. [58]

En los intentos por probar otros motivos con funciones mas diversas y ampliar asi
las posibilidades, se han incorporado moléculas no coestimuladoras al endodominio. Es
asi como se desarrollé el concepto de células T redirigidas para la muerte universal
mediada por citocinas o TRUCKSs (por sus siglas en inglés), dando lugar a los
denominados CARs de cuarta generacion, donde las células CART liberan un producto
transgénico, como I1.-12; hacia el tejido tumoral objetivo para modular las respuestas de
las células T [61]. Actualmente se encuentra en marcha una nueva generaciéon de CARs,
los conocidos como CARs de quinta generacion, que difieren de los anteriores al integrar
un receptor de membrana adicional para activar vias de sefializacioén especificas que
permiten no solo estimular las células CART para que permanezcan activas y formen
células T de memoria, sino que también reactiven el sistema inmune para que responda a
la reestimulacion. Se han probado otros enfoques, entre los que destacan los “receptores
switeh”  que incorporan un interruptor de apagado (OFF) que conduce al
agotamiento/inbibiciéon del CAR o un interruptor de encendido (ON) que lleva a la
activacion, en un mecanismo controlado por farmacos [62 , 63].

Es evidente que la seleccion de los dominios de coestimulacion es vital para
adaptar la funcién efectora, la supervivencia y el destino 6éptimo de las células CART; sin
embargo, no esta claro qué dominio es el mas adecuado para cada receptor en cada tipo
de tumor y es poco probable que se pueda encontrar un dominio de coestimulacion que
sirva para todos los propositos. Los estudios actuales buscan comprender mejor los
efectos de la sefalizacion molecular de los CARs que puedan contribuir a elegir el o los
dominios intracelulares Optimos para cada condiciéon. Lograr ajustes finos de la
intensidad de sefializacion en el endodominio y de la afinidad en el ectodominio
permitiria personalizar todos los componentes del disefio del CAR, cubriendo asi una
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serie de posibilidades y logrando respuestas de células CART adaptadas a cada situacion.
[53]

Dado que no ha sido posible definir un disefio 6ptimo de CAR, actualmente cada
construccion requiere ensayos empiricos para evaluar sus efectos, puesto que los
estudios han demostrado que pequenas modificaciones pueden tener consecuencias
importantes en el éxito terapéutico con células CART. [58§]
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Figura 1.3: Disefo general de un CAR
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3.1.2. Evolucion de las células CART

A partir del afio 1989, cuando se inici6 el desarrollo de los CARs, se han creado
numerosos disefios buscando mejorar la calidad, fuerza y duracién de las sefiales
liberadas por el receptor. Esto ha conducido a una amplia variabilidad en las propiedades
funcionales y ha motivado a que las células CART sean divididas en cinco generaciones
segun la estructura del endodominio (Figura 1.4):

-CARs de primera generacion:

Los CARs de primera generaciéon tienen como caracteristica tipica estar dnicamente
constituidos por la cadena { del CD3 (principal transmisor de sefiales del TCR), o menos
frecuentemente por FceRly (receptor de alta afinidad para la region Fc de la IgE). Las
células CART que contenfan esos CARs monocatenarios no podian producir suficiente
IL-2, por lo que para destruir las células tumorales era necesario administrar
concomitantemente ésta y otras citocinas. Para tratar diferentes tumores, se realizaron
estudios con células CART de primera generaciéon (como CART-MFE{, CART-FRa,
CART-CE7R, CART-scFv(G250), CART-GD2 y CART-CD10), sin embargo, la mayoria
de ellos no lograron los resultados deseados debido a la proliferacion inadecuada, una
vida corta 7z vivo y una insuficiente secrecion de citocinas. [50]

-CARs de segunda generacion:

Luego que los CARs que solo incluyen la secuencia CD3{ fueran incapaces de activar las
células CART sin una sefial estimuladora, surgieron los llamados CARs de segunda
generacion. Como ya se menciond en items anteriores, en estos CARs se agregd un
dominio intracelular de sefializacion procedente de receptores de proteinas
coestimuladoras a la cola citoplasmatica de los CARs, con el fin de proporcionar sefales
adicionales a la célula T y mejorar con ello la proliferacion, la citotoxicidad, la respuesta
sostenida y prolongar la vida de las células CART iz vive. El dominio intracelular mas
utilizado es CD28 y en menor medida 4-1BB y OX-40. Las células CART-scFvCID19-4-
1BB-CD3, las células CART-MOv19-BB{ y las células CART-scFvCD19-CD28-CD3( se
emplearon para tratar neoplasias malignas de células B y lograron mejores resultados que
las células CART de primera generacion; incluso, en la actualidad, las células CART de
segunda generacion se utilizan ampliamente en la practica clinica y han demostrado que
no poseen beneficios inferiores a las de tercera generacion. [56, 61]

-CARs de tercera generacion:

En los CARs de tercera generacion se incorpora un tercer dominio de coestimulacion

(CD27, ICOS, 4-1BB u OX-40) que se afiade a la cadena { y al CD28. La combinaciéon
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de dominios de sefializacién, tales como CD3{-CD28-OX40 o CD3{-CD28-4-1BB,
fueron creados para aumentar la potencia, proliferaciéon de las células T, sobrevivencia,
con una mayor produccion de citocinas (IL-2), de actividad citolitica y duracién de las
sefiales liberadas. Basadas en ellos, las células CART-scFvCD20-CD28-4-1BB-CD3{y las
células CART-HER2 se utilizaron para tratar el linfoma y el cancer de colon; sin
embargo, los resultados no mejoraron en relaciéon con los de segunda generacion [54,
56]. En otro enfoque, recientemente un nuevo CAR19 de tercera generaciéon que integra
el dominio CD28 con el dominio coestimulador TIR (To/// interlenkin-1 receptor) del TLR2
(Toll-like receptor 2), mostré resultados sorprendentes al mejorar el poder de destruccion y
la expresion de las células CART administradas a pacientes con leucemia linfoblastica
aguda de células B (B-ALL), lograndose en todos ellos una remisién completa. Aunque
los resultados son muy prometedores, se requieren sin duda mas estudios para explorar
mas profundamente la seguridad y eficacia de estos tratamientos. [53]

-CARs de cuarta generacion:

Si bien las células CART de segunda y tercera generaciéon cuentan con dominios
coestimulatorios que mejoran la respuesta inmune, los CARs de cuarta generacion se
crearon agregando moléculas no coestimulatorias, como citocinas, a la base de las
construcciones de segunda generacion. Estos CARS de cuarta generacién corresponden
a los denominados “CARs blindados” o TRUCKSs (T ce// redirected for universal citokine-
mediated fkilling) y tueron diseflados para eliminar células cancerosas que no expresan
antigenos tumorales o cuya expresion es muy baja, y para incrementar la persistencia de
las células CART en el TME. Hasta ahora, los CARs que incorporan IL.-12 son los mas
probados y han demostrado que, tras reconocer el antigeno, desencadenan la secrecién
de IL-12 e IL-2, aumentan la activacién y citotoxicidad de las células CART, junto con
activar y atraer células inmunes innatas al tumor objetivo. [50]

-CARs de quinta generacién:

Las células CART de quinta generacion incorporan un receptor de membrana como
dominio coestimulatorio y el enfoque mas prometedor se basa en la adicién de la cadena
B del receptor de IL-2 truncado (IL-2Rf) y un motivo de unién a STAT3. La activacion
de este tipo de CAR puede impulsar la sefializacion integral del TCR con la sefializacion
coestimuladora JAK-STAT inducida por citocinas, lo que permite mejorar la
proliferacion y supervivencia de las células CART. Otro de los enfoques esperanzadores
son los “receptores switch” o “interruptores”, donde un farmaco controla las funciones
efectoras de las células CART, de manera que el interruptor de apagado conduce al
agotamiento de estas células, mientras que el de encendido induce su activaciéon. Los
datos han demostrado que 7z vitro estos sistemas son un poco menos eficaces, aunque
igualmente evidenciaron una actividad antitumoral rapida, reversible y clinicamente
adecuada. Al ser mas controlables que las generaciones anteriores de CARs, muestran un
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mejor perfil de seguridad y una ventana terapéutica mas amplia. Estas nuevas estrategias,
si bien son muy alentadoras, aun se encuentran en fase de investigacién y los datos en
entornos clinicos siguen siendo limitados. [62, 63]
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Figura 1.4: Estructura de las diferentes generaciones de CARs.

3.2. La inmunoterapia CART como tratamiento para neoplasias malignas de
células B

3.2.1. Los enfoques terapéuticos para las neoplasias malignas de células B

Las neoplasias malignas de células B surgen de diferentes etapas de diferenciacién
de las células B [64] y constituyen un grupo heterogéneo de canceres caracterizados por
la produccion descontrolada de estos linfocitos que causa linfocitosis monoclonal,
linfadenopatia e infiltraciéon en médula 6sea [65] y que incluyen a linfomas de células B,
leucemias de células B y discrasias de células plasmaticas [66]. Para conocer la
clasificacion detallada de estas neoplasias, revisar la “World Health Organization (WHO)
classification of tumors of hematopoietic and lymphoid tissues”, 4ta edicion revisada, 2016.

Histéricamente, el régimen terapéutico para estos sindromes linfoproliferativos ha
consistido en quimioterapia citotoxica (que incluye ciclofosfamida, doxorrubicina,
vincristina, clorambucilo, fludarabina, citarabina) acompafiado de farmacos esteroides
(prednisona, betametasona). Para la enfermedad localizada se recurre a la reseccion
quirargica o radioterapia con IL-2 como adyuvante o combinada con anticuerpos
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monoclonales, en esquemas que van acompafiados de la quimioterapia estandar [65, 67].
En tanto, el trasplante de células madres hematopoyéticas (HSCT) es un tratamiento que
es frecuentemente utilizado en pacientes con neoplasias tales como mieloma multiple,
leucemia o linfoma, donde una quimioterapia prolongada no sera tolerada o en los casos
de enfermedad recurrente/refractaria. E1 HSCT requiere de la administracién previa de
quimioterapia con o sin irradiacién, lo que se denomina “régimen de
acondicionamiento”, cuyo propésito es ayudar a erradicar la enfermedad del paciente
antes de la infusién de las células madres hematopoyéticas y suprimir las reacciones
inmunitarias [68, 69].

Si bien los regimenes quimioterapéuticos se mantienen plenamente vigentes a
pesar del advenimiento de nuevos agentes terapéuticos, frecuentemente producen
toxicidad y otros efectos nocivos. La irrupciéon de la inmunoterapia, a través de los
anticuepos monoclonales dirigidos a TAAs, representaron un avance importante en la
busqueda de farmacos con mayor especificidad tumoral y menor toxicidad. Los
esfuerzos en esta direccién han apuntado a antigenos especificos de la diferenciacion de
la célula B, como CD19, CD20 y CD22 como oportunidades ideales para un tratamiento
terapéutico dirigido a un agente tnico. [64]

Los enfoques basados en anticuerpos monoclonales y/o conjugados hacia CD20
fueron una de las primeras formas de enfocarse en las células B y actualmente forman
parte del tratamiento estandar para ciertos linfomas no Hodgkin (LNH), leucemia
linfatica cronica (LLC) y leucemia linfoblastica aguda (ALL) del adulto [64]. El
anticuerpo monoclonal humanizado rituximab se dirige y se une al antigeno de la
supetficie celular CD20, presente en las células B normales y malignas, induciendo la
eliminacion de éstas a través de la ADCC, la citotoxicidad mediada por el complemento
(CDCO), la fagocitosis celular dependiente de anticuerpos y de otras vias de muerte celular
desencadenadas directamente por la unién del rituximab a CD20 [67, 70]. Rituximab
puede actuar solo, sin embargo, al combinarlo al régimen de quimioterapia, muestra un
efecto sinérgico que se traduce en mejoras importantes en las tasas de respuesta y en
aumentos en la supervivencia general en varios tipos de neoplasias de células B. Ademas,
como terapia de mantenimiento, el rituximb administrado después de la quimioterapia,
prolonga significativamente la supervivencia sin progresion de la enfermedad. St bien el
rituximab se ha utilizado desde 1997, en la actualidad puede ser reemplazado por nuevos
anticuerpos  anti-CD20, como los anticuerpos monoclonales obinutuzumab,
ofatumumab, veltuzumab y ocrelizumab, los anticuerpos CD20/CD3 y también por
aquellos conjugados a radiois6topos, como "'I-tositumomab y *Y-ibritumomab
tiuxetan, que permiten administrar estos is6topos directamente a los linfocitos B [67, 70,

71].

Ademas de CD20, otros antigenos que se expresan en las células B, como CD19,
CD22 y CD38 se han ganado la atencién recientemente para las aplicaciones en
inmunoterapia. Asi, la FDA (Food and Drug Administration) primeramente aprobo
blinatumomab, un tipo de anticuerpo monoclonal de los llamados BITE® (molécula
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biespecifica captadora de células T o biespecific T-cell engager), que posee una afinidad alta
con las células T y con las células B CD19+, incrementando la conexion entre ellas y
favoreciendo la accion de las células T. Tras los resultados exitosos, en especial en la
prolongacién de la supervivencia, otras inmunoterapias dirigidas a CD19 se han
expandido, incluyendo otros anticuerpos monoclonales y los conjugados anticuerpos
monoclonales-farmaco. Los enfoques dirigidos a CD22 han derivado en el desarrollo del
anticuerpo no conjugado epratuzumab y luego de epratuzumab-90Y (el anticuerpo va
radiomarcado con 90Y), los que pueden administrarse solos o combinados con
quimioterapia. Otros anticuerpos monoclonales anti-CD20 aprobados por la FDA,
como inotuzumab ozogamicina, donde el anticuerpo monoclonal va conjugado a
caliqueamicina; y moxetumomab, que va conjugado a la exotoxina de Pseudononas, han
demostrado también actividad clinica. Dentro de las terapias dirigidas a CD38, el
daratumumab que fue aprobado por la FDA para ser utilizado en mieloma multiple
(MM) ya sea solo o combinado con otros enfoques. [64]

Si bien cada vez son mas los pacientes con neoplasias malignas de células B que se
han tratado con agentes mas nuevos en combinaciéon con modalidades mas establecidas
y donde las estrategias basadas en anticuerpos monoclonales han demostrado ser un
armamento efectivo, las toxicidades y otros efectos adversos asociados siguen siendo
uno de los principales obstaculos. [64]

Una revoluciéon como nuevos enfoques terapéuticos lograron los inhibidores de
punto de control inmunolégicos o inhibidores checkpoint y las células CART en los
pacientes con neoplasias malignas de células B recurrentes y refractarias. Los inhibidores
checkpoint que bloquean la via PD-1/PD-L1 y CTLA-4 han mostrado resultados
prometedores en linfomas de células B y condujo a que la FDA aprobara en la década
pasada el uso de los anticuerpos anti-PD-1 nivolumab y pembrolizumab, y de los
anticuerpos anti-PD-L1 durvalumab, atezolizumab y avelumab; mientras que para inhibir
CTLA-4 se aprobaron los anticuerpos tremelimumab e ipilimumab. A pesar de la notable
implementacién de estas terapias en los ultimos afios para ciertos subtipos de linfomas,
hasta la fecha pembrolizumab es el Gnico agente aprobado por la FDA para su uso en
pacientes con LNH-B, dado que la mayoria de estos abordajes estan asociados con
eventos adversos que pueden llegar a ser graves [72]. Los resultados sin precedentes
evidenciados por la terapia con células CART-CD19 demostraron el tremendo potencial
de esta modalidad de tratamiento y actualmente son muchos los estudios que se estan
realizando simultaneamente con células CART dirigidos a neoplasias linfoides de células
B. Dado que se trata del tema central de esta tesis, a continuacion, se revisara en mayor
profundidad este topico.

3.2.2. El enfoque CART19

En las neoplasias malignas de células B, el CD19 es un TAA que desempefa un
papel mas importante que otros marcadores de membrana y, por lo tanto, su expresion
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rara vez se pierde. El CD19 ademas de expresarse en las células B neoplasicas, también
se expresa en células B normales y precursores de células B, pero no en células madres
pluripotentes, lo que lo convierte en el objetivo central de las inmunoterapias para
neoplasias malignas de células B. [64, 73]

El enfoque terapéutico conocido con el nombre de CART19 se basa en células T
modificadas genéticamente para que expresen un CAR anti-CD19 dirigido a reconocer y
destruir células B neoplasicas CD19+. Este enfoque ha pasado de ser sélo una
oportunidad experimental atractiva a ser una nueva y revolucionaria modalidad
terapéutica, luego de que en ensayos clinicos se obtuvieran respuestas clinicas
espectaculares en pacientes con leucemia linfoblastica aguda de células B (B-ALL),
linfoma no Hodgkin (LNH) y leucemia linfocitica crénica (LLC), donde las tasas de
respuesta varian de 50 a 85%, dependiendo del tipo de neoplasia maligna de células B y
la construccion del CAR, observandose una notable ausencia de enfermedad y un
aumento en la supervivencia general. [74]

Estos resultados han provenido de varios ensayos clinicos multicéntricos
internacionales basados en células CART19 de segunda generaciéon y condujeron a la
aprobacion por parte de la FDA, EMA (Agencia Europea de Medicamentos) y de otras
autoridades reguladoras, de cuatro inmunoterapias para su uso clinico como tratamiento
de segunda linea. Asi, en el afio 2017 se aprobo tisagenlecleucel (Kymriah, Novartis) para
el tratamiento de la B-ALL pediatrica y juvenil (hasta los 25 anos) y del linfoma difuso de
células B grandes (DLBCL) recurrente/refractario (R/R), esperindose que también
proximamente sea aprobado para el linfoma folicular (FL) R/R. Posteriormente, se
aprob¢ axicabtagene ciloleucel (Yescarta, Kyte-Gilead) también como terapia para el
DLBCL y ademas para el linfoma mediastinal primario de células B grandes (PMBCL).
Brexucabtagene autoleucel (Kite Pharma) ha sido una de las ultimas inmunoterapias
aprobadas, de modo que la FDA y la EMA autorizaron su uso clinico en pacientes
adultos con linfoma de células de manto (MCL) R/R, y también para B-ALL R/R en
adultos tras ser recientemente aprobado por la FDA. En febrero 2021, un cuarto
CART19 fue aprobado por la FDA, se trata de lisocabtagen maraleucel (Breyanzi, Juno
Therapeutics, Inc), para el tratamiento de pacientes adultos con linfoma de células B
grandes R/R, incluido DLBCL, el linfoma de células B de alto grado, el PMBCL y el FL,
de grado 3b. [75, 76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 806, 87, 88, 89]

La eficacia de estas inmunoterapias ha sido evaluada en diferentes estudios
multicéntricos: Tisagenlecleucel mostré 80% de respuestas completas (RC) en pacientes
con B-ALL y en pacientes con DLBCL se obtuvo una tasa de respuesta general de 52%
y un 40% de RC. Para axicabtagene ciloleucel, evaluado en pacientes con linfomas de
células B grandes R/R (DLBCL, PMBCL y FL), la tasa de respuesta general fue de 83%
con 58% de RC. Brexucabtagene autoleucel se evalu6 en MCL obteniéndose una tasa de
respuesta objetiva de 85% y una RC de 59%; en tanto, otro estudio que sélo considero
pacientes adultos con B-ALL R/R, la RC fue de 65%. Finalmente, en el caso de
lisocabtagen maraleucel, el estudio incluy6 a pacientes con DLBCL, PMBCL, FL grado
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3b y con linfoma de células B de alto grado (HGBCL), arrojando una tasa de respuesta
objetiva de 73% con un 53% de RC. [76, 78, 80, 82, 84, 85, 87]. Asi también, los analisis
multicéntricos retrospectivos, como los realizados en Espafia para evaluar el tratamiento
con axicabtagene ciloleucel y tisagenlecleucel en pacientes con linfoma de células B
agresivo R/R en el entorno real, han mostrado resultados favorables y compatables en
cuanto a seguridad y eficacia a los de los estudios fundamentales y otros efectuados en

grandes cohortes [88, 89].

Los resultados de estos estudios son particularmente impresionantes teniendo en
cuenta que en la mayoria de los ensayos clinicos CART reclutan pacientes con cancer
que no han respondido a muchos, sino a todos, los otros tratamientos disponibles. Esto
ha alimentado las expectativas de pacientes y compafifas farmacéuticas por igual, de
manera que actualmente hay sobre 200 ensayos clinicos en curso [86]. A pesar de estos
resultados sorprendentes, este enfoque terapéutico esta actualmente disponible en pocos
centros y su alto costo limita el acceso. Desde lo inicios, varios grupos académicos
estadounidenses, incluidos la Universidad de Pensilvania, el Memorial Sloan Kattering
Cancer Center, el Instituto Nacional del Cancer y el Fred Hutchinson Cancer Research
Center, fueron pioneros en los estudios seminales y desde entonces han utilizado
construcciones ligeramente de CARs a nivel de secuencia scFv, dominio coestimulador y
region bisagra/transmembrana. Siguiendo la misma linea, nuestro grupo de investigacion
desarroll6 una construccién CAR propia dirigida a CD19 (ARI-0001) con la finalidad de
crear un modelo robusto y reproducible, manteniendo un bajo costo, que pueda ayudar a
hacer asequible el tratamiento con células CART a todos los pacientes [90].

El nacimiento de las células ARI-0001 surgi6é de la urgente necesidad de poner un
tratamiento CART19 al alcance de los pacientes de instituciones académicas de tamafio
mediano que son financiadas con fondos publicos, como son el Hospital Clinic y el
Hospital Sant Joan de Déu en Barcelona (Espafia). Basado en la creacién de nuestro
propio anticuerpo anti-CD19 (A3B1) y en el diseno de CAR desarrollado por la
Universidad de Pensilvania en colaboraciéon con el Children’s Hospital of Philadelphia
(Upenn-CHOP), nuestro grupo creo las células CART19 A3B1:CD8:4-1BB:CD3z (ARI-
0001) utilizando un CAR de segunda generacion que incorporé el scFv del anticuerpo
A3B1 seguido de la regién bisagra y transmembrana CD8, un dominio de coestimulacién
4-1BB y un dominio de sefalizacion CD3{, clonandose la secuencia en un vector
lentiviral de tercera generacidon para su posterior transduccion a células T. Luego de
demostrar su eficacia 7 vitro y en estudios preclinicos, las células ARI-0001 resultaron ser
altamente funcionales y especificas contra las células CD19+, de modo que el siguiente
paso fue producir lentivirus y células a gran escala (se utilizé el sistema CliniMACS
Prodigy) para ser aplicadas en wun ensayo clinico piloto (CART19-BE-01,
ClinicalTrials.gov: NCT03144583) destinado al tratamiento de neoplasias malignas
CD19+ recidivantes/refractarias en pacientes adultos y pediatricos. Los resultados de
este ensayo clinico, lanzado en mayo de 2017 en el Hospital Clinic y el Hospital Sant
Joan de Déu, han demostrado que es factible la produccién de células CART de grado
clinico utilizando este sistema, y que las células ARI-0001 presentan un perfil de
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seguridad y eficacia comparables a otras construcciones CART19 usadas en la clinica.
Los resultados obtenidos en este ensayo condujeron a que la Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) aprobara en febrero de 2021 las células
ARI-0001 bajo la Clausula de Exencién Hospitalaria para el tratamiento de pacientes con
ALL R/R en mayores de 25 afnos. De este modo, las células ARI-0001 se convirtieron en
el primer producto puramente académico de células CART19 aprobado en Europa para
cualquier indicacion y transformaron a Espafa en el unico pais de la Unién Europea
donde hay disponible al menos un producto de células CART19 aprobado
independientemente de la edad para los pacientes con ALL R/R, esto es, tisagenlecleucel
para pacientes mas jovenes y células ARI-0001 para pacientes mayores [74, 90, 91, 92,
93]. Adicionalmente, resultados derivados de pacientes tratados en el ensayo clinico
CART19-BE-01 y posteriormente en un programa de uso compasivo, revelaron que la
administracion de células ARI-0001 también es factible, segura y eficaz en pacientes con
LLC o con transformaciéon de Richter de alto riesgo, asi como en aquellos con B-ALL
R/R y enfermedad extramedular aislada, de un modo comparable con productos
similares [93, 94]. Para conocer mayores detalles, revisar las publicaciones de Marfa
Castella y col. [74, 90] y de Valentin Ortiz y col. [91, 92, 93].

Si bien el éxito de las terapias CART19 es indiscutible, han sido vinculadas al
desarrollo de complicaciones potencialmente mortales y que pueden causar la
suspension de la terapia. Estos efectos adversos han conducido a que estas
inmunoterapias estén limitadas a centros hospitalarios altamente especializados, que
cuenten con unidades de cuidado intensivos y un equipo multidisciplinario para el
tratamiento de pacientes con CART. Aunque las complicaciones en su mayoria logran
ser resueltas, es evidente que esta tecnologia requiere ser mejorada. [80]

3.2.3. Efectos adversos asociados a la terapia CART

Los eventos adversos asociados a la terapia CART guardan relacién con el sistema
inmunitario, a saber:

a) La citotoxicidad on-target/ off-tumor, que tiene lugar cuando el antigeno objetivo no sélo
esta presente en el tumor, sino también en tejidos sanos, o cuando una proteina con
una region expuesta similar en secuencia al epitopo objetivo del CAR esta presente en
el cuerpo. En el caso de la terapia CART19, todos los pacientes experimentan aplasia

de células B. [95]

b) Las toxicidades oz farget/on tumor desencadenadas por el potencial citotéxico de las
células T, que involucran el sindrome de liberacién de citocinas (CRS) y el sindrome
de lisis del tumor. [96]

¢) El rechazo mediado por el huésped tras recibir células T de donantes con diferente
HLA y la enfermedad de injerto contra el huésped. [97]
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-Sindrome de liberacién de citocinas (CRS):

Es el efecto adverso mas frecuente después de la infusiéon de células CART (puede
parecer dentro de las primeras 24 horas después de la administracion, aunque también se
ha visto una apariciéon mas tardia) y obedece a la expansiéon y activacién inmune
progresiva. La irrupciéon de los CARs con elementos de sefializacién coestimuladores
(CARs de segunda y tercera generacion) se tradujo en mejorias formidables de las
respuestas antitumorales en pacientes con neoplasias hematologicas malignas; sin
embargo, también se transformo en una amenaza tras observarse que la administracion
de células CART puede conducir a un CRS impresionante capaz de poner la vida en
peligro. Es una respuesta inflamatoria sistémica provocada por la elevacion de los niveles
de las citocinas proinflamatorias IL-1, IL-2, I.-6, TNF-o«, INF-y, GM-CSF, MCP-1 y
MIP-183. El CRS varia de leve a grave y las caracteristicas clinicas incluyen fiebre alta,
malestar general, fatiga, mialgia, nauseas, anorexia, taquicardia/hipotension, filtracién
capilar, disfuncién cardiaca, insuficiencia renal, insuficiencia hepatica y coagulacién
intravascular diseminada. Se ha demostrado que el grado de severidad se correlaciona
con la carga de la enfermedad al momento de la infusién, observandose que los
pacientes con una carga tumoral alta experimentan CRS mas graves. Para manejar los
sintomas fisiologicos de esta inflamacion descontrolada sin atenuar la eficiencia
antitumoral de las células CART, se requiere el uso acotado de corticoesteroides
sistémicos y de bloqueadores del receptor de IL-6 (IL-6R), como tocilizumab vy
alternativamente de siltuximab o sarilumab, los que son capaces de revertir casi
inmediatamente el CRS. Con éxito similar se ha utilizado también anakinra, un
bloqueador de IL-1 [98, 99, 100]. Adicionalmente, se ha visto que las complicaciones
tipo CRS pueden estar vinculadas a la dosis de células CART, por lo que ajustar la dosis a
la carga de la enfermedad podria ser una estrategia plausible para minimizar esta
toxicidad. Al respecto, un estudio realizado por nuestro grupo de investigacion logréd
determinar que la administraciéon fraccionada de células CART19 (células ARI-0001)
puede reducir la incidencia de CRS severo en pacientes con neoplasias hematolégicas

malignas CD19+ [101].

-Aplasia de células B:

Tras la administraciéon de las células CART19, todos los pacientes experimentan un
agotamiento del repertorio de células B casi completo (aplasia de células B). Esta
toxicidad on farget/off tumor es debida a que el CD19 se expresa en la mayoria de las
neoplasias malignas de células B, pero también en células B normales, por lo que la
respuesta de las células CART elimina igualmente a estas ultimas. Este efecto adverso
requiere la administraciéon de gammaglobulina combinada y profilaxis antibidtica para
evitar complicaciones infecciosas, hasta la recuperaciéon de las células B. Si bien eta
terapia de reemplazo de inmunoglobulinas resulta efectiva para enfrentar esta
complicacién, su costo es alto y podria causar una escasez del suministro si la terapia
CART19 se transforma en un tratamiento comun. [52]
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-Toxicidad neurolégica:

Este efecto adverso conocido también como ICANS (immmune effector cell-associated
neurotoxicity syndrome), ocurre mas cominmente en pacientes que reciben células CART19
y a menudo acompafa y se correlaciona con el CRS. Cursa con letargia, disfagia, afasia
expresiva y mioclonifa; estos sintomas pueden progresar a afasia global, confusion,
delirio, convulsiones, obnubilacién, estupor y coma. lLa fisiopatologia causal es
desconocida y una toxicidad directa de las células CART19 sobre el SNC no ha podido
ser demostrada. Pareciera que las células CART que utilizan dominios coestimulatorios
CD28 presentan un mayor riesgo de desarrollar ICANS, aunque las razones no estan
claras. Estudios en animales y datos de ensayos clinicos han evidenciado que las células
mieloides pueden tener un papel en el desarrollo de ICANS tras la administraciéon de
células CART, al observarse en el liquido cefalorraquideo (LCR) infiltracién de células
mieloides y niveles elevados de citocinas derivadas de estas células, como 1L-1, IL-6,
GM-CSF, MCP-1, IP-10 e IL-8. Esto puede explicarse a través de la capacidad que
tienen estas citocinas de impulsar la inflamacion sistémica que conduce a alteraciones de
la barrera hematoencefalica, lo que permite que el LCR quede expuesto a tales citocinas
y ello provoque las posteriores disfunciones del SNC. En la mayoria de los casos esta
complicaciéon ha sido reversible con tratamiento y para su manejo se recurre
principalmente a corticoesteroides en dosis altas. Ademas, a modo de profilaxis, muchos
centros utilizan el anticonvulsivo levetiracetam al primer dia de infusién de células
CART [52, 98, 102]. Por otro lado, dada su estrecha correlaciéon con el CRS, se ha
demostrado que el manejo terapéutico de dicha complicacion resulta ser también efectiva
para ICANS, de modo que la utilizacién de farmacos como anakinra y tocilizumab han
evidenciado resultados prometedores en la prevenciéon y el tratamiento de esta

neurotoxicidad [99, 100, 101].

-Sindrome de lisis del tumor (TLS):

Esta complicacion es debida a la destruccion masiva de células malignas, las cuales
liberan potasio, fésforo y acidos nucleicos al torrente sanguineo, provocando un
desequilibrio del metabolismo. Como consecuencia puede sobrevenir insuficiencia renal
aguda, insuficiencia respiratoria o incluso la muerte. Existen tratamientos efectivos para
manejar los efectos del TLS, resultando una manifestacion reversible en la mayoria de los
casos. Por otro lado, se ha visto que la infusién de las células CART con quimioterapia
de acondicionamiento previa esta asociada a una menor apariciéon de TLS comparado
con los regimenes que no la contienen. [52]

-Sindrome de activacién de macréfagos /linfohistiocitosis hemofagocitica (MAS /HILH):

En raras ocasiones, el CRS puede evolucionar hacia el sindrome de activaciéon de
macroéfagos/linfohistiocitosis hemofagocitica (MAS/HLH). Este sindrome se caracteriza
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por una activaciéon inmunitaria grave que cursa con fiebre alta, hepatoesplenomegalia,
disfuncion hepiética/renal, coagulopatia, citopenias, hiperferritinemia,
hipertrigliceridemia, con evidencia de hemofagocitosis e infiltraciéon de tejido
linfohistiocitario. [52, 98]

3.2.4. Avances y desafios de la terapia CART en el tratamiento de las neoplasias
malignas de células B

Si bien el enfoque CART19 es el mas utilizado para neoplasias malignas de células
B, se estan desarrollando cada vez mas CARs que se dirigen a otras moléculas. Asi, las
células CART anti-BCMA (antigeno de maduracion de células B, que se expresa en la
mayoria de las células del mieloma multiple) han demostrado en ensayos clinicos tasas de
respuesta de 80%, con casi la mitad siendo RC, en pacientes con mieloma multiple
refractario, demostrando un gran potencial como tratamiento para pacientes en recaida y
refractarios [103]. Esto ha motivado a nuestro grupo de investigacion a desarrollar un
producto de células CART de segunda generacién autélogo lentiviral y académico
dirigido a BCMA (ARI0O002h), el cual esta siendo probado actualmente en el ensayo
clinico multicéntrico CARTBCMA-HCB-01 (NCT04309981) en pacientes con mieloma
multiple en R/R. Los resultados obtenidos a la fecha muestran un petfil de eficacia y de
seguridad favorables, con respuestas profundas y duraderas, junto a la ausencia de
neurotoxicidad y la viabilidad de una segunda dosis de refuerzo [104, 105].

A pesar del éxito clinico obtenido con CART19 y CART-BCMA, actualmente casi
el 50% de los pacientes no se benefician de esta terapia, ya sea porque son refractarios o
recaen. Esta resistencia a la terapia puede deberse a la evasion del tumor, debido a una
expresion disminuida o ausente de CD19 en la superficie de las células neoplasicas
(mecanismo conocido como “pérdida de antigeno”) o por sefiales/vias inhibitorias que
estan activas en estas células o que derivan del TME. También se ha identificado que
dicha resistencia puede obedecer al fracaso de las células CART, ya sea por su
destruccion por parte del sistema inmune del paciente, por mala aptitud
(capacidad/expansion deficiente) o por insuficiente coestimulacién [64, 66, 87, 98].

Queda de manifiesto que las células CART deben enfrentar una serie de desafios
para mejorar su efectividad y superar las limitaciones actuales. Asi, una serie de
innovaciones en la ingenieria de las células CART han nacido para abordar importantes
limitaciones, incluidas las toxicidades asociadas a las células CART que amenazan la vida,
el escape de antigenos, el pobre trafico e infiltracion tumoral, la eficacia limitada contra
los tumores solidos, la inhibicién y la resistencia en las neoplasias malignas de las células
B, la persistencia limitada y el TME inmunosupresor [106]. Si bien hasta la fecha aun no
existen terapias aprobadas para la prevenciéon de las limitaciones anteriores, a
continuacioén se exponen las nuevas estrategias para mejorar la eficacia clinica y superar
las limitaciones de la terapia con células CAR-T en neoplasias malignas hematologicas de
células B.
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La principal causa de recaida posterior a la administracién de las células CART19
es la expresion disminuida o ausente de CD19 en las células tumorales. Para disminuir la
incidencia de escape de antigeno, se han desarrollado enfoques combinatorios y terapias
dirigidas a marcadores alternativos, que han demostrado tasas de remisién prolongadas y
duraderas en varios ensayos clinicos. Mas especificamente, los resultados preliminares de
ensayos clinicos que prueban la terapia con células CART dirigidas a CD19 y CD22
(CD19/CD22) han mostrado una eficacia prometedora en nifios y adultos jovenes con
B-ALL y DLBCL, demostrando una actividad antileucémica comparable a CART19
[106, 107, 108, 109]. Otros enfoques duales incluyen un CAR dirigido a CD19/CD123,
el cual ha mostrado en estudios pre-clinicos respuestas eficaces mientras se previene el
escape de antigenos negativos [110, 111]; otro a CD19/CD20, cuyos resultados en un
ensayo clinico fase I evidenciaron una tasa de respuesta objetiva de 91% con una RC de
82% [112]; mientras que las nuevas construcciones dirigidas a CD19/CD37 y a
CD19/CD79b estan actualmente en investigacién, mostrando a la fecha una actividad
sustancial contra células neoplasicas de linaje B [113, 114, 115]. Por otro lado, los
resultados preliminares de los CAR dirigidos a BCMA/CD19 en el tratamiento del
mieloma maltiple también han demostrado ser altamente eficaces con perfiles de
seguridad favorables [100].

Otros objetivos CART para B-ALL que se encuentran en estudio incluyen al
receptor TSLPR (receptor de linfopoyetina del estroma timico), cuya sobreexpresion
ocurre en un subgrupo de adultos y nifios con B-ALL y confiere alto riesgo de recaida
[116]; y el antigeno CD123 [117]. En el caso de la terapia CART para mieloma multiple,
se ha visto expresion variable de BCMA y también hay alguna informacion de pérdida de
antigeno, lo que ha motivado la busqueda de otros antigenos candidatos. Se estin
probando en ensayos clinicos células CART dirigidas a CD19 [118], a 1a cadena £appa de
la IgG (IgG-») [119], CD138 [120] y SLAMF7 [121]; mientras que otros antigenos
propuestos, como CD38, se encuentran en evaluacion [122]. Si bien la mayoria de estos
enfoques muestran resultados positivos, la pérdida de antigeno posterior al tratamiento
con células CART sigue suponiendo una dificultad, como ha quedado de manifiesto con
CART22, donde se ha observado un patrén de recaida similar a CART19 con una
expresion de CD22 disminuida en una mediana de 6 meses [107].

Las recaidas también pueden ser debidas a la corta persistencia de las células
CART. Se ha podido establecer que la corta persistencia de las células CART obedece a
que los CARs que actualmente se usan en la clinica contienen scFv murinos, lo que
podria conducir a una mayor inmunogenicidad e incremento de las tasas de rechazo. Por
lo tanto, puede resultar ventajoso. utilizar fragmentos de anticuerpos humanos o
humanizados en lugar de scFvs derivados de murinos para disminuir la inmunogenicidad
del CAR [106]. El enfoque huCART19, un producto CART19 que incorpora un scFv
humanizado, ha demostrado en un ensayo clinico aplicado a nifios y adultos jovenes con
B-ALL R/R una alta tasa de respuesta, persistencia a largo plazo y remisiones duraderas,
incluso en aquellos pacientes que anteriormente recibieron tratamiento con células
CART19 [123]. Por otro lado, se ha visto que la modificaciéon de los dominios bisagra
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y/o transmembrana también logra disminuir la inmunogenicidad del CAR y mejorar la
persistencia de las células CART [106].

El desarrollo de plataformas que utilizan células CART alogénicas han abierto una
esperanza para aquellos pacientes que no pueden recuperar la aptitud de las células T, ya
sea por enfermedad o por terapias anteriores; a la vez que ofrecen un acceso al
tratamiento mas rapido, productos mas sanos, menor riesgo de contaminacién con
células neoplasicas, capacidad de redosificacién, y potencialmente menores costos [87,
98]. Estos productos requieren de la eliminaciéon del TCR endégeno mediante edicion
génica para prevenir la enfermedad de injerto contra el huésped. Los ensayos clinicos
con este enfoque, conocido como UCART19, se han basado en células T alogénicas que
expresan un CAR anti-CD19 y donde tanto el TCR como el CD52 son eliminados (este
ultimo para permitir la linfodeplecion a través de un anticuerpo monoclonal anti-CD52).
Su aplicaciéon en el tratamiento de B-ALL R/R, asi como de LBCL y FL R/R han
mostrado altas tasas de respuesta y si bien estos resultados son muy esperanzadores, el
posterior rechazo de estos productos por parte del huésped continta siendo una de las
complicaciones que limita su eficacia [97, 124, 125].

Recientemente, los esfuerzos se han centrado en disefiar CARs que sean
resistentes a factores inmunosupresores en el TME hostil o que proporcionen senales
inmunoestimuladoras en forma de citocinas estimulantes capaces de aumentar la
supervivencia, la proliferacion, la actividad antitumoral de las células T y de reequilibrar
el TME. Los enfoques basados en CARs “blindados” se encuentran en investigacion
activa y buscan optimizar la terapia, mejorando la expansion/persistencia de las células
CART y el reclutamiento de otras células en el TME, aumentando asi su capacidad para
funcionar en un TME inmunosupresor y reduciendo la toxicidad sistémica. Los estudios
pre-clinicos ya han demostrado que la optimizacion de células T con CAR de segunda o
tercera generaciéon con modificaciones genéticas adicionales, tales como 1L.-12, CD40L o
4-1BBL, logran una mejor erradicaciéon de las células B neoplasicas y una mayor
persistencia de las células T. Aunque estos resultados pueden servir como prueba de
principio, los mismos no seran concluyentes en cuanto a su eficiencia y éxito hasta saber
lo que arrojaran los ensayos clinicos en curso [126, 127, 128, 129]. La combinacién de
células CART con terapia de bloqueo de puntos de control es otra de las estrategias de
inmunoterapia que apunta a combatir la sefial inhibitoria presente en el TME, ya que
proporciona una fuerte respuesta inmunitaria. Asi, se observo que el bloqueo de PD-1
combinado con la terapia con células CAR-T CD19 en nifios con B-ALL muy
pretratados resulté en una mejor persistencia de las células CART y mejores resultados

[106].

Las toxicidades y las tasas de respuesta de la terapia CART son consideraciones
determinantes para obtener resultados exitosos. Una de las rutas para optimizar la
eficacia y limitar la toxicidad es mediante la alteracion de componentes de la estructura
modular del CAR. Se ha demostrado que modificando las regiones bisagra y
transmembrana se puede modular la secreciéon de citocinas a través de células CART
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activadas. Esto ha quedado en evidencia con un CAR dirigido a CD19, donde la
modificacion de las secuencias de aminoacidos de los dominios transmembrana y bisagra
derivadas de CD8ua condujo a niveles mas bajos de liberacion de citoquinas y a una
disminucién de la proliferacion de las células CART, obteniéndose como resultado una
remision completa en el 54,5 % de los pacientes con linfoma de células B con ausencia
de eventos CRS o ICANS de grado > 1 en un ensayo clinico de fase 1 [130]. Otra de las
regiones modificables del CAR es el dominio coestimulador, de modo que los dominios
4-1BB producen menos toxicidad y pueden ser especialmente utiles cuando hay una alta
carga de enfermedad y/o un tumor con alta densidad de antigenos, mientras que los
dominios CD28 pueden ser necesarios para alcanzar el umbral de activacion de células T
requerido en las situaciones donde se presenta una baja densidad de antigeno de
supetficie total y/o un dominio de unién al antigeno CAR de baja afinidad [106].

Otra via para abordar los problemas de toxicidad de las células CART es mediante
la implementaciéon de "interruptores moleculares" o estrategias de genes suicidas, que
poseen la capacidad de disminuir selectivamente las células T transducidas a través de un
agente inductor secundario. Los genes suicidas son elementos codificados genéticamete
integrados en las células CART que permiten la eliminaciéon de las células introducidas
en caso necesario y que se activan con la administracién de un agente farmacéutico.
Estos genes incluyen la caspasa 9 inducible (iCasp9), el receptor del factor de
crecimiento epidérmico humano truncado (huEGFRt), la timidina quinasa del virus
herpes simple (HSV-TK) y el CD20. El gen suicida probado con mas frecuencia en la
clinica es el que codifica para la iCasp9, el cual ha demostrado ser un sistema de
apoptosis eficaz y seguro. El gen suicida incorpora la parte intracelular de la proteina
Casp 9 humana y se fusiona con el dominio de unién a farmacos de la proteina FK506,
teniendo esta dltima una alta afinidad por el inductor quimico de dimerizacion AP1903.
La proteina iCasp9 es sintetizada como homodimero y al administrar AP1903 se induce
la dimerizacién y con ello la activaciéon de la caspasa que conduce a la apoptosis de las
células CART modificadas [131, 132]. Estudios pre-clinicos que combinan el gen iCasp9
con células CART anti-CD19 o anti-CD20 mostraron resultados alentadores y en base a
ello se iniciaron ensayos clinicos en pacientes con B-ALL R/R y con linfomas de células
B R/R. Estos han ido demostrando que la tecnologia CART-iCasp9/AP1903 es un
sistema eficaz y seguro, capaz de destruir rapidamente las células CART en caso de
eventos adversos graves [133, 134].

En linea con lo anterior, resulta esencial disponer de una variedad de estrategias
para controlar las células CART y asi detener efectos adversos o toxicidades
potencialmente mortales, o después de lograr la remisiéon para permitir un trasplante de
células madres hematopoyéticas. Existen métodos existentes o emergentes basados en
“interruptores moleculares”, que incluyen a los CARs con interruptores de encendido y
apagado (ON-switch y OFF-switch CARs), que han alcanzado gran interés al permitir que
las células CART que cuentan con este sistema puedan activarse o desactivarse mediante
la exposicién a un medicamento, como puede ser la lenalidomida (firmaco de uso
comun contra el cancer), demostrando ser seguros, rapidos, reversibles y clinicamente
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adecuados para controlar la funcién transgénica [63]. Mas recientemente, se han
desarrollado varias estrategias moleculares para controlar las células CART de una
manera espacio-temporal y no letal. Entre ellas destacan los SMASh-CARs (CARs de
apagado asistido por moléculas pequefias basados en proteasas o protease-based small
molecule-assisted shutoff CARs), que también se denominan SWIFF-CARs (CARs con
interruptor de apagado o switch-OFF CARs), un interruptor de apagado directamente
integrado dentro de una construccion CAR que es controlado por un par
proteasa/inhibidor de proteasa que permite inactivar rapida y reversiblemente las células
CART mediante la administracién del farmaco de pequefia molécula permeable a la
célula Asunaprevir (ASN) [135]. Estos sistemas de interruptores de encendido y apagado
podrian permitir en el futuro que los pacientes hagan una pausa temporal en su
tratamiento con células CART para mitigar algunas de las toxicidades intensas. Con el
mismo objetivo, otro de los enfoques con gran potencial desarrollados recientemente
corresponde a los inhibidores de la tirosina quinasa, como el dasatinib, el cual es capaz
de suprimir la activacién de las células T mediante la inhibicién de las quinasas de
seflalizaciéon del TCR proximal y que en modelos preclinicos ha demostrado que
previene de manera rapida y reversible la activacion de las células CART con una
reduccion significativa de CRS [136]. St bien estas nuevas estrategias se encuentran aun
en evaluacion, sin duda abren el camino hacia el desarrollo de terapias mas efectivas,
seguras y complejas, donde la inhibiciéon temporal de la funciéon de las células CART
podria permitir el rescate de la terapia una vez que hayan disminuido las toxicidades.

Las propuestas basadas en células CART que coexpresan de manera sintética
mimotopos CD20 o la molécula completa de CD20 para su eliminacién mediante
anticuerpos monoclonales anti-CD20, han demostrado ser altamente efectivas. Asi ha
quedado en evidencia con el enfoque RQRS, un disefio de epitope dual (con epitopes de
CD34 y CD20) que otorga a las céulas CART una funcién como marcador de seleccion
(cuando el CD34 es objetivo de un anticuerpo monoclonal anti-CDD34) y como molécula
suicida (cuando el CD20 es objetivo de rituximab), que ha demostrado una gran
susceptibilidad a la lisis por rituximab [95]. Resultados similares se han obtenido con
otros enfoques desarrollados posteriormente, como el CART123-CD20 en modelos pre-
clinicos de leucemia mieloide humana, que ha mostrado una notable efectividad en el
agotamiento de las células CART sin perjudicar la remisién de la neoplasia [137].

Todo lo anterior ha abierto las puertas al desarrollo de nuevas estrategias de
deplecion de células T que permitan aumentar la viabilidad de las terapias CART y es, en
este contexto, que se desarrolla el presente trabajo. Basados en los trabajos realizados
previamente por nuestro grupo de investigacion, en especial el enfoque ARI-0001 [74] y
los avances obtenidos por Daniel Segura en el marco de su trabajo de maestria [138], en
esta tesis se desarrollan células T con un CAR especifico para CD19 coexpresando la
proteina de superficie CD20 (CART19-CD20). Aqui se muestra que las células CART-
CD19 exhiben especificidad y una sélida actividad citotéxica y de citocinas 7 vitro contra
células leucémicas B CD19+, asi como una susceptibilidad a ser eliminadas rapidamente
con el anticuerpo anti-CD20 rituximab. Este mecanismo contribuye al desarrollo de una
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nueva estrategia para tratar neoplasias malignas de células B CD19+ que podria
maximizar la eficacia terapéutica y superar posibles eventos adversos, como es la
restauracion de la poblacion de linfocitos B normales tras la aplasia permanente que
resulta de la persistencia de las células CART.
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Hipotesis

Disponer de mecanismos de eliminaciéon controlable de los CARTSs (suicidio
inducible) es un elemento que mas alla de aportar opciones de seguridad a la terapia con
CARTs, pues puede permitir poder eliminarlos si persisten mas alla de lo necesario
cuando el paciente esté libre de enfermedad (pero con hipogammaglobulinemia por
deleccion de linfocitos B normales).

Nuestra hipotesis es que un CAR de cuarta generaciéon con co-expresion de CD20
junto al CAR19 es capaz de permitir la destruccion de las células leucémicas CD19+, a
induciendo la necesaria liberacion de citocinas para su funcion y a la vez ser susceptible
de ser erradicado con un anticuerpo monoclonal anti-CD20 (farmaco biolégico
rituximab principalmente).
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2.- OBJETIVOS
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1.-  Objetivo general

Demostrar la capacidad citotéxica y de liberaciéon de citoquinas de las células
CART19-CD20 frente a linfocitos leucémicos CD19+, comprobando su susceptibilidad
a deplecién con el anticuerpo monoclonal anti-CD20 rituximab.

2.-  Obijetivos especificos

1.-  Disefiar el constructo CAR19-2A-CD20 y a través de su introduccion en la zona
de expresion del vector lentiviral pCCL, conseguiendo a su vez disponer de
vectores lentivirales que permitan la transduccion celular de linfocitos T.

2.-  Modificar células T para que expresen simultaneamente un CAR dirigido hacia
CD19 y el marcador de superficie especifico CD20.

3.- Determinar la capacidad citotéxica de las células CART19-CD20 para destruir 7z
vitro linfocitos B leucémicos CD19+ (células NALMO6) e inducir la liberacion de
citocinas, comparando su actividad con las de las células CART19.

4.- Comprobar la capacidad del farmaco biolégico rituximab (anticuerpo
monoclonal anti-CD20) para producir la eliminacién 7z vitro de las células
CART19-CD20 a través del marcador de superficie CD20.
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3.- MATERIALES Y METODOS
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1.-  Disefio del CAR y generaciéon del plasmido pCCL-CAR19-2A-CD20

El CAR19-2A-CD20 comprende la cadena simple del fragmento variable (scEFv)
del anticuerpo monoclonal anti-CD19 A3B1 desarrollado en nuestro laboratorio, la
region bisagra y transmembrana de CD8 (btCD8), mas los dominios de sefalizacion 4-
1BB y CD3(, seguido de la secuencia proteica 2A para el autoclivaje que permite la
coexpresion de CD20. La estructura aCD19(A3B1)-btCD8-CD3 constituye el CAR19
usado en el producto ARIOO1 probado en ensayo clinico pendiente de obtencion de la
exencion hospitalaria por la AEMPS (Agencia Espafiola del Medicamento y Productos
Sanitarios) para su uso excepcional en pacientes con sindromes linfoproliferativos B

CD19+.

El constructo pCCL-CAR19-CD20 fue creado por clonaciéon de CD20 en el
vector lentiviral pCCL-CAR19 usando un sistema P2A y los primeros intentos para su
obtencion se llevaron a cabo mediante reacciones en cadena de la polimerasa (PCRs) a
partir de las configuraciones pCCL-CAR19 y pcDNA3.1-CAR19corto-2A-CD20
desarrolladas previamente en nuestro laboratorio (Figura 3.1A y 3.1B). El pCCL-
CAR19 se gener6 clonando la secuencia completa del constructo CAR19(A3B1) en el
vector lentiviral de tercera generacion pCCL, bajo el control del promotor EF-1a En
tanto, el constructo pcDNA3.1-CAR19corto-2A-CD20 se cre6 clonando la secuencia
compuesta por una version modificada del CAR19, denominada CAR19 corto, unido al
péptido de autoclivaje 2A y al marcador CD20, en un vector pcDNA3.1, bajo el control
del promotor de CMV. El CAR19 corto es una versiéon del CAR19 cuyo scFv carece de
la cadena variable liviana [74, 13§].

pcDNA3.1 -

CAR19corto-2A-CD20

Figura 3.1: Vectores plasmidicos pCCL-CAR19 (A) y pcDNA3.1-CAR19corto-2A-CD20 (B).
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1.1/ Digestion de los plasmidos recombinantes con endonucleasas de
restriccion

Alicuotas de las construcciones pCCL-CAR19 y pcDNA3.1-CAR19corto-2A-
CD20, a las que previamente se les determiné su concentracion de DNA, se
almacenaron a -20°C hasta su uso. Con el fin de digerir los plasmidos para liberar los
fragmentos y exponer asi los sitios de uniéon de los primers, ambos vectores fueron
sometidos a la acciéon de endonucleasas de restriccién especificas antes de ser utilizados
como DNAs templados en las correspondientes PCRs. De este modo, las enzimas
BamHI y Xbal fueron empleadas para el pcDNA3.1-CAR19corto-2A-CD20,
permitiendo liberar un fragmento que contenia la secuencia del 2A-CD20 (Figura 3.2A);
mientras que en el caso del pCCL-CAR19 se recurriéo a Mlul y BstBI para obtener un
fragmento que portaba la secuencia del CAR19 (Figura 3.2B).

Todas las enzimas utilizadas fueron adquiridas a New England Biolabs. El
procedimiento para las digestiones enzimaticas se resume en:

(a) Reaccion: 1 ug de DNA plasmidial + 1 plL (10 U) de cada endonucleasa + 5 pL
de buffer CutSmart® 10X + H,O estéril libre de nucleasas hasta completar un
volumen final de 50 pl..

(b) Se incuba por 1 h. a 37°C. El control negativo usado correspondié a la misma
reaccién sin afiadir las enzimas (no fue necesaria segunda digestion afiadiendo
enzima y reincubando otra hora).

La correcta digestion de las enzimas de restriccion fue confirmada a través de
electroforesis en geles de agarosa al 1% en buffer TBE 1X.

1.2/ PCR convencional

La primera estrategia fue intentar generar el constructo pCCL-CAR19-2A-CD20,
amplificando por PCR convencional la secuencia 2A-CD20 a partir del fragmento
liberado por digestion del pPCDNA3.1-CAR19corto-2A-CD20 (Figura 3.2A), para luego
adjuntar dicho segmento amplificado al vector pCCL conteniendo el CAR19 (Figura
3.3). Se introdujo sitios de restriccion flanqueando la secuencia de DNA, tanto en los
extremos 5 como 3, para la enzima BstBI (TT/CGAA), la que coincide con la diana de
restriccion existente en el vector y para ello se usaron un par de cebadores (primers)
especificos que contenian tal secuencia mas 6 nucledtidos aleatorios al final para
garantizar el buen funcionamiento de la enzima de restriccion una vez que este producto
de PCR sea digerido (Tabla 3.1). Los cebadores fueron disefiados y luego adquiridos de
Integrated DNA Technologies (IDT).

60



BstBI

Miul /

PCDNA3.1 -
CAR18corto-2A-CD20
PCCL-CAR19

Fragmento liberado _
que contiene a 2A-CD20 + CARIZCDNBZ.II\. 20 Fragmento liberado pCCL-CAR19
corto-2A- que contiene el CAR19 digerido

digerido

Figura 3.2: Digestion del vector pcDNA3.1-CAR19corto-2A-CD20 con las endonucleasas de
restriccion BamHI y Xbal (A) y del vector pCCL-CAR19 con Mlul y BstBI (B).

BstBI

'I‘ff*

PCR j{
BstBI BstBI

\ [
l2a 20 [ + pCCL-CAR19

Amplificacion de 2A-CD20
+sitios de restriccion para BstBI

Digestion
+
Ligacion

pCCL-CAR19-2A-CD20

Figura 3.3: Estrategia para elaborar el constructo pCCL-CAR19-2A-CD20 a partir de la clonaciéon de
2A-CD20 en el vector pCCL-CAR19. Mediante una PCR convencional se amplifica el fragmento 2A-
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CD20 conteniendo en 3" y 5 secuencias para la endonucleasa de restricciéon BstBI, para que luego sea
digerido y ligado al vector pCCL-CAR19.

Gen Secuencia

2A-CD20 |Cebador forward (F): GGTGGTTTCGAACGTCGTCGTCGTGGA
Cebador reverse (R): GAATTCTTCGAATTAAGGAGAGCTGTC

Tabla 3.1: Secuencia nucleotidica de los cebadores F y R utilizados para amplificar el fragmento 2A-
CD20 mediante PCR convencional.

En primera instancia, para la reaccién se sigui6 el protocolo contenido en el kit de
la DNA polimerasa utilizada (Phusion® High Fidelity DNA Polymerase, New England
Biolabs, Cat.#M0530S):

4 ulL. del buffer Phusion® HF 5X +

0,4 uLL de la mezcla de dNTPs (10 mM) +

1 uL del primer forward (10 uM) +

1 uL. del primer reverse (10 uM) +

12,9 pL de agua libre de nucleasas estéril +

0,5 uL. del DNA molde-diana (1-4 ng) +

0,2 uL. de Phusion® DNA Polymerase (1U/ul.)
Volumen final de 20 pl.

Como control negativo de la reaccion de PCR fue llevada a cabo la misma reaccién pero
en ausencia de molde-diana.

El programa de amplificacién en el termociclador Applied Biosystems® 2720 (AB
Applied Biosystems) consisti6 en:

Desnaturalizacién inicial: 30 s a2 98°C
30 ciclos de:
- Desnaturalizacion: 10 s a 98°C
- Alineamiento: 40 s a2 60°C
- Extension: 40 s a 72°C
Extension final: 10 min a 72°C

Conservacion: 4°C (tiempo indefinido hasta guardar o procesar la muestra)

Al no lograr amplificar el fragmento 2A-CD20 y teniendo en cuenta que los
cebadores F y R comparten la secuencia de restriccion para la enzima BstBI, induciendo
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a que formen dimeros, y que ademas poseen un alto contenigo CG, se decidié hacer
algunas modificaciones con el fin de lograr el objetivo. Descartada la posibilidad de
disenar cebadores que difieran en su secuencia de restriccion, se recurrio en la reaccion
PCR a incorporar DMSO (Dimetil Sulféxido) al 2% y a reemplazar el buffer Phusion®
HF 5X por el buffer Phusion® CG 5X (recomendado para alto contenido CG); en tanto
que en el programa de amplificacién del termociclador se probé aumentando el numero
de ciclos a 32 y 35, se experimentd con temperaturas de alineamiento en el rango 58 —
68°C y se prolongo el tiempo de elongacién hasta 1 minuto.

Pese a probar con diferentes condiciones experimentales, fue imposible evitar la
formacion de dimeros entre los cebadores forward y reverse que impide su uniéon al DNA
templado y con ello la amplificaciéon. Esto condujo a realizar un segundo intento, ahora
empleando otra variante de PCR.

1.3/ Overlap-PCR

Se us6 como segunda estrategia la modalidad Owerlap-PCR, la que buscé amplificar
por pasos un fragmento comprendido desde la segunda mitad del CAR19 + 2A +
CD20, para luego ser insertado a continuacién de la primera mitad del CAR19 en el
vector pCCL-CAR19 previamente digerido (Figura 3.4).

Los cebadores forward (F_mitC191 + Mrel) y reverse (R_CD20 + BstBI) constan en
5" de 6 nucledtidos aleatorios, seguidos del sitio de restriccion mas 12 y 15 nucleétidos,
respectivamente, complementarios con el inicio (desde segunda mitad del CAR19) y final
de la secuencia a amplificar (hasta CD20). Los Oligos 1 y 2 estan formados cada uno por
40 nucleotidos, el primero de ellos considera los 20 dltimos nucléotidos del CAR19 (sin
TAA) mas los 20 primeros nucleétidos del 2A, mientras que el segundo contempla los
20 primeros nucleétidos del 2A mas los 20 dltimos nucleétidos del CAR19. Las
secuencias se detallan en la Tabla 3.2. Los cebadores y oligos fueron disenados y luego
adquiridos en IDT.

Para las reacciones se utilizé el kit Expand® High Fidelity PCR System (Merck,
Cat.#11732650001) y los controles negativos correspondieron a la respectiva reaccion de
PCR sin su molde-diana. La amplificacién se llevé a cabo en el termociclador Applied
Biosystems® 2720 (AB Applied Biosystems). La evaluacion y purificacion de los
productos de cada PCR se efectud a partir de electroforesis en geles de agarosa al 1% en

buffer TBE 1X.
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Figura 3.4: Estrategia para elaborar el constructo pCCL-CAR19-2A-CD20 a partir de la clonacion del
fragmento que comprende la segunda mitad del CAR19 + 2A + CD20 en el vector pCCL conteniendo
la primera mitad del CAR19. Mediante Ouwer/ap-PCR se realizan tres amplificaciones en secuencia: la
PCR1 amplifica la primera mitad del CAR19 + inicio de 2A + sitio de restriccion para Mrel en 57, la
PCR2 amplifica el final del CAR19 + 2A-CD20 + sitio de restriccion para BstBI en 37, y la PCR3 utiliza
los productos de las PCR1 y PCR2 como templados para obtener asi un fragmento que contenga la
segunda mitad del CAR19-2A-CD20 flanqueado por sitios de restriccion en 5° para Mrel y en 37 para
BstBI. La digestion de este fragmento y del vector pCCL-CAR19 con las mencionadas endonucleasas,
seguido de su posterior ligacion, permiten obtener el constructo pCCL-CAR19-2A-CD20.

Secuencia

Cebador forward (F_mitC191 + Mrel): GGTGGTCGCCGGCGCCGAGACCACCT
Cebador reverse (R_CD20 + BstBI): GAATTCTTCGAATTAAGGAGAGCTGTC

Oligo 1: TGCAGGCTCTGCCCCCGCGGCGTCGTCGTCGTGGAGGAAG
Oligo 2: CTTCCTCCACGACGACGACGCCGCGGGGGCAGAGCCTGCA

Gen

CAR192da mitad
+ 2A + CD20

Tabla 3.2: Secuencia nucleotidica de los cebadores y oligos especificos utilizados para amplificar el
fragmento que comprende la segunda mitad del CAR19 y el CD20 mediante Overlap-PCR.
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1.3.1) PCR 1

Se realiz6 la PCR1 utilizando como DNA templado el fragmento liberado por
digestion del pCCL-CAR19 (Figura 3.2B) y como cebadores el primer F_mitC191 +
Mrel y el Oligo 2 (actia como reverse) para amplificar la secuencia que incluye la primera
mitad del CAR19 + inicio de 2A + sitio de restriccion para Mrel en 5° (Figura 3.4).

Para esta reaccién las condiciones fueron las siguientes:

5 pLL de buffer 10X con MgCl, 15mM +

1 puLL de la mezcla de ANTPs (10 mM) +

1 uL del primer forward (10 uM) +

1 uL del primer reverse (10 uM) +

15 pLL de agua libre de nucleasas estéril +

1 uL. del DNA molde-diana (1-4 ng) +

0,5 uL. de MgCl,25mM +

0,5 uL. de Expand® High Fidelity Enzyme mix (3,5 U/ul)
Volumen final de 25 pl.

El programa de amplificacion en el termociclador:
Desnaturalizacién inicial: 2 min a 94°C
30 ciclos de:
- Denaturacién: 30 s a 94°C
- Alineamiento: 30 s a2 60°C
- Extension: 1 min a 72°C

Extension final: 7 min a 72°C

Conservacion: 4°C (tiempo indefinido hasta guardar o procesar la muestra)

1.3.2) PCR 2

La PCR2 emple6 como molde el segmento liberado por digestion del pCDNA3.1-
CAR19corto-2A-CD20 (Figura 3.2A) y como cebadores el Oligo 1 (acttia como forward)
y el cebador R_CD20 + BstBI para amplificar el fragmento que contiene el final del
CAR19 + 2A-CD20 + sitio de restriccion para BstBl en 3” (Figura 3.4).

Las condiciones de la reaccion son idénticas a las de la PCR1 y el programa de
amplificacion en el termocicloador fue el siguiente:
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Denaturacion inicial: 2 min a 94°C

30 ciclos de:

- Denaturacion: 30 s a 94°C
- Alineamiento: 30 s a 62°C
- Extension: 1 min a 72°C

Extension final: 7 min a 72°C

Conservacién: 4°C (tiempo indefinido hasta guardar o procesar la muestra)

1.3.3) PCR 3

Finalmente, se realiz6 la PCR3 para llegar a amplificar la secuencia buscada,
consistente en la segunda mitad del CAR19 + 2A-CD20 flanqueada en los extremos 57y
3’por los sitios de restriccion para Mrel y BstBI, respectivamente, para lo cual se
consider6 como moldes los fragmentos amplificados y purificados de las PCR1 y PCR2,
y como cebadores los primers F_mitC191 + Mrel y R_CD20 + BstBI (Figura 3.4).

Las condiciones para la reaccién seguidas inicialmente se basaron en lo indicado por el
protocolo del kit de Expand® High Fidelity PCR System (Merck):

5 uLL de buffer 10X con MgCl, 15mM +

1 pLL de la mezcla de ANTPs (10 mM) +

1 uL del primer forward (10 uM) +

1 uL del primer reverse (10 uM) +

4 uL. del producto de la PCR1 (1-4 ng) +

11 uL del producto de la PCR2 (1-4 ng) +

0,5 uL. de MgCl,25mM +

0,5 uL. de Expand® High Fidelity Enzyme mix (3,5 U/ul) +
agua libre de nucleasas hasta completar un volumen de 25 pLL

El programa de amplificacién en el termociclador Applied Biosystems® 2720 (AB
Applied Biosystems) fue:

Desnaturalizacién inicial: 2 min a 94°C
30 ciclos de:

- Desnaturalizacion: 15 s a 94°C
- Alineamiento: 30 s a2 61°C
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- Extension: 3 min a 72°C
Extension final: 7 min a 72°C
Conservacion: 4°C (tiempo indefinido hasta guardar o procesar la muestra)

Tales condiciones experimentales no consiguieron amplificar el producto deseado,
debido a la unién inespecifica de los cebadores F y R a los DNA templados,
obteniéndose un amplimero que si bien su longitud es semejante a la de la secuencia
buscada, su digestion con enzimas de restriccién entregd un patrén de bandas no
coincidente con el esperado. A rafz de lo anterior, el paso siguiente fue introducir
modificaciones para intentar lograr el objetivo. Asi, para inducir la correcta unién de los
cebadores a los sitios diana y evitar con ello la amplificacion inespecifica, se recurrié en
la reaccion PCR a anadir cantidades adicionales de MgCl2 hasta obtener concentraciones
finales entre 2 y 3 mM, se redujo la cantidad de cebadores afiadiéndose 0,5 pl. de cada
uno y en el programa de amplificacion del termociclador se probé aumentando de 32 -
35 el numero de ciclos e incrementando la temperatura de alineamiento entre los 63 —

68°C.

Pese a incorporar estas modificaciones, fue imposible obtener la amplificacién
especifica del target y por ello se envio a sintetizar el vector pCCL-CAR19-2A-CD20 a la
empresa ProteoGenix para continuar con los objetivos propuestos.

1.4/ Electroforesis en geles de agarosa

Para la separacion, visualizacion y purificacion de los productos PCR, asi como de
los fragmentos obtenidos tras digestion con enzimas de restriccion, se efectud
electroforesis en geles de agarosa al 1% en buffer TBE 1X| incorporandose en él 6 pL
de SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, Cat.#S533102) para tefiir las bandas. En la
preparacion de las muestras, al DNA se agregd un volumen adecuado de BlueJuice®
(Invitrogen, 10816015) como tampoén de carga (10X) y luego se anadio al gel 10 — 15 pLL
de la mezcla/pocillo, incluyéndose como estandar de peso molecular el marcador de
1Kb Plus DNA TLadder (Invitrogen, Cat.#10787-026) y cargandose 5 pL/pocillo. A
continuacion, los geles fueron sometidos a un campo eléctrico de 170 voltios por 45
minutos en tampon TAE 1X. Tras ello, los fragmentos de DNA presentes en el gel
fueron visualizados por exposicion en transiluminador UV y para documentar los
resultados éstos se fotografiaron.

1.5/ Purificacion de DNA desde geles de agarosa

Los fragmentos de DNA separados mediante electroforesis se purificaron
utilizando el kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Cat.#740609)
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siguiendo las instrucciones del fabricante. Para liberar los DNAs que sirvieron de molde

para la PCR3, las “bandas” correspondientes a los productos de amplificacién de las
PCR1 y PCR2:

e Se cortan desde el gel de agarosa y se pesan, para luego ser fundidos en el
tampon de uniéon NTT (contenido en el kit, 30-45 % de tiocinato de guanidina)
considerando la relacion:

- Para 100 mg de agarosa corresponden 200 pl. de tampoén NTI, bajo una
temperatura de 50°C por 10-15 min.

e Continuando con los pasos indicados en el kit, esta mezcla se coloca en una
mini columna sobre una membrana de silice, que retiene el DNA;

- La columna es lavada con 700 pl NT3 (tampén con 65-75% de etanol
recientemente afiadido) para remover la agarosa y los contaminantes y
secada por una tltima centrifugacion.

e Finalmente el DNA fue eluido en un volumen de 20 — 30 pLL pLL de NE (5
mM Tris/HCI, pH 8,5; baja concentracion de sal y ligeramente alcalino) y se
determina su concentraciéon por espectrofotometria (Nanodrop®, ver punto

1.10).

1.6/ Reconstitucion del vector pCCL-CAR19-2A-CD20

El vector pCCL-CAR19-2A-CD20 adquirido comercialmente desde la empresa
ProteoGenix®, disponible en forma liofilizada en una cantidad aproximada de 5 pg,
debio ser reconstituido previo a su utilizacion. Luego de centrifugar el tubo conteniendo
el liofilizado a 11.000 rpm por 30 s, se resuspendié en 250 uL. de agua desionizada estéril.
Se centrifugd a 11.000 rpm durante 1 min, tras lo cual se aplicé vértex por 10 — 15 s.
seguido de 10 min de reposo (se repitié 2 veces). Se determind su concentracion (45
ng/ul) y se mantuvo almacenado a -20°C.

1.7/ Elaboracion de medio de cultivo Luria-Bertani (LB) liquido y con agar

Para el cultivo bacteriano de Escherichia coli una vez transformadas con plasmidos
(Ila transformacién se describe en el siguiente punto), se requirié preparar previamente
matraces con medio de cultivo liquido y placas con medio LB solido. Para los primeros,
se preparé 500 pl. a una concentracién de 20 g/I. de medio LB (Sigma-Aldrich,
Cat.#1.3522) utilizando matraces de Erlenmayer, los que fueron esterilizados a través de
autoclave a alta presion.

Las placas LB-agar fueron preparadas utilizando la misma base anterior mas 15
g/L de agar y luego de set autoclavado el medio, se esperd que la temperatura de
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redujera a aproximadamente 45°C para adicionarle el antibidtico ampicilina (Roche
Diagnostics, Cat.#10835242001) a una concentracién de 100 pug/mL (100 mIL de medio
LB + 200 pL de ampicilina en stock de 50 mg/ml), tras lo cual se agitd y se procedié a
llenar con él placas Petri estériles de 10 cm de diametro. Siguiendo las mismas
concentraciones de medio de cultivo y de antibiético usadas antes, se prepararon
adicionalmente tubos con 5 mL de medio LB liquido + 10 uL. de ampicilina del stock de
50 mg/ml..

Todos los medios de cultivo preparados se almacenaron a 4°C hasta su utilizacion.

1.8/ Transformacién de bacterias E. coli

Para la transformacion se utiliz6 como células quimicamente competentes las

bacterias Escherichia coli One Shot® TOP10 (Invitrogen, Cat.#C4040-10).
Siguiendo el protocolo del fabricante:

- Viales con 50 pl. de estas bacterias fueron sacados de su almacenamiento a
-80° C y se traspasaron a hielo hasta su descongelamiento.

- A cada vial se les agreg6 directamente 5 ul. del plasmido pCCL-CAR19-
2A-CD20 (45 ng/uL) y tras mezclar suavemente, fue dejada en hielo por 30
min.

- A continuacion, los poros en la membrana de la bacteria fueron cerrados a
través de shock térmico a 42° C por 30 s, para luego ser introducidas
nuevamente en hielo.

- Con el fin de aumentar el nimero de bacterias y estabilizarlas después del
shock térmico, las células transformadas fueron crecidas en 250 pl. de
medio de cultivo liquido S.O.C. (Super Optimal Broth: 2 % de triptona, 0,5
% de extracto de levadura, 10 mM de NaCl, 2,5 mM de KCI, 10 mM de
MgCl,, 10 mM de MgSO, y 20 mM de glucosa, incluido en el kit) durante 1

h a 37°C con agitacion constante a 250 rpm.

- Concluida la incubacion, 200 pl. de cada transformacion fueron sembrados
homogéneamente en las placas de LB-agar-ampicilina utilizando asa de
rastrillo, para luego ser incubadas en estufa de cultivo bacteriano a 37°C
durante toda la noche.

- Al dfa siguiente las colonias positivas fueron seleccionadas y luego crecidas
en medio liquido LB con el fin posteriormente de extraer y purificar el

DNA plasmidico.
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1.9/

Purificacion del DNA plasmidico

Las colonias de bacterias E. /i transformadas con el vector pCCL-CAR19-2A-

CD20 fueron seleccionadas y sembradas en tubos con 5 mL de medio LB liquido + 10
uL de ampicilina, para luego ser incubadas en estufa de cultivo a 37°C por 24 horas en
agitacion constante (200 a 250 rpm). Igual procedimiento se realiz6 para amplificar y
purificar los plasmidos virales VSV-G, REV y RRE contenidos en E. /i almacenadas en
viales con glicerol a -80°C, desde donde se extrajeron indculos para sembrar los tubos
que fueron luego incubados bajo las mismas condiciones.

Transcurrido lo anterior y tras evidenciar crecimiento microbiano, de cada tubo se

sacaron 4 mlL de la suspension bacteriana para ser sembrados en respectivos matraces
con 500 mL de medio liquido LB, los que se incubaron a 37°C por otras 24 horas en
agitacion constante.

Para la criopreservacion de las cepas seleccionadas, al volumen del cultivo restante

de cada tubo (1 mL) se le afiadi6 igual volumen de una solucién al 20% (v/v) de glicerol
estéril y se almacenaron en crioviales a -80°C.

Las bacterias se cosecharon y se les extrajo el DNA plasmidial utilizando el kit

Plasmid DNA purification Nucleo Bond® PC 500 (Macherey-Nagel, Cat.#740574),

siguiendo las instrucciones del fabricante:

Se centrifugan las bacterias a 4500 x g por 15 min. a 4°C.

Posteriormente los sedimentos se homogenizan en tampén de lisis para

lograr la ruptura celular y la liberaciéon del DNA plasmidial.

Se aclaran los lisados mediante filtracién, para luego ser cargados en
columnas de intercambio i6nico, sobre una resina de silice que retiene el
acido nucleico.

Se lavan las columnas con tampon alcohélico del kit.
Se eluye el DNA usando el tampén N5 contenido en el kit.

El volumen eluido se precipita con isopropanol y se centrifuga a 15.000 x g
por 30 min. a 4°C.

El pellet de DNA se lava con etanol 70% (centrifugando después del paso).

Los tubos conteniendo los pellets de DNA se dejan secando por 10-20 min.

a temperatura ambiente y luego se redisuelven afiadiendo 100 pL de agua
libre de nucleases estéril.

Concluida la purificacién, se determina la concentracion del DNA
plasmidico y los microtubos se almacenan a -20°C hasta su utilizacion.
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1.10/ Cuantificacién de DNA

Para determinar la concentraciéon del DNA de las diferentes muestras (productos
de amplificacion de las PCRs y DNAs plasmidiales) se empled el espectrofotémetro
NanoDrop® 1000 V3.7.1 (Thermo Fisher Scientific). La cuantificacion se realizé
mediante espectrofotometria, utilizindose 2 uL. de volumen de muestra y midiéndose la
absorbancia a 260 nm. (a esta longitud de onda se detectan las bases nitrogenadas del
DNA), contra un blanco de agua libre de nucleasas (la solucion utilizada para
resuspender el acido nucleico). Se verificé la calidad de las muestras y la ausencia de
contaminantes a través del indice de pureza Absyq/Absas proporcionado por el analisis
del mismo instrumento. Un indice de 1,6 o mayor fue considerado.

1.11/ Disefio de cebadores y analisis de las secuencias nucleotidicas

Primer-BILAST: Con este programa se disefiaron los cebadores y oligos que se muestran
en las tablas 3.1 y 3.2, obteniéndose valores de autocomplementariedad, Tm y % CG.
Junto con lo anterior, también se realizé un analisis para detectar si dichos cebadores son
complementarios a otras secuencias involucradas en la reaccion de PCR.
http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi? LINK LOC=BlastHome.

Primer3Plus: Permitié también diseflar y/o reconfirmar las caracteristicas de los
cebadores y oligos, chequear si su tamafio es adecuado y conocer su contenido CG y Tm
ideal. http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi.

Mfold: Se utiliz6 para predecir el plegamiento e hibridacién de los cebadores disefiados,
permitiendo visualizar el tipo de estructura secundaria susceptible de ser formada
(autocomplementariedad). Se pusieron las secuencias de ambos cebadores por separado
y de esta manera se pudo saber a qué temperaturas formaban estructuras secundarias.

http://unafold.rna.albany.edu/?q=mfold.

OligoAnalyzer: Permitié comparar ambos cebadores y oligonucleétidos para ver si hay
complementariedad entre ellos (formacién de dimeros de primers), indicando los lugares
de unién, el ndmero de bases unidas y el valor delta G
http://eu.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer.

Chromas: Permitié hacer la lectura de las secuencias luego del proceso de secuenciacion.

ClustalW: Se utiliz6 para alinear dos secuencias que se encontraban en igual sentido de
lectura. http:/ /www.ebi.ac.uk!Tools/clustalw2/index.html.

RestrictionMapper: Permitié determinar los sitios de corte de enzimas de restriccion en
las secuencias analizadas. Se pusieron las secuencias a analizar y se pudo detectar cuales
son las enzimas de restriccion que las cortan y los sitios en la secuencia donde lo hacen.
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http:/ /www.restrictionmapper.org/.

2.-  Cultivos de células primarias y de lineas celulares

2.1/ Linfocitos T primarios

Derivados de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) aisladas de
buffy-coats de sangre proporcionados por donadores sanos. Los buffy-coats fueron
obtenidos desde el Banc de Sang i Teixits. L.as PBMCs se aislaron aplicando una
centrifugaciéon de gradiente de densidad Ficoll-Histopaque®  (Sigma-Aldrich,
Cat.#10771), siguiendo el protocolo sefialado por el fabricante. De forma breve:

- Se depositan lentamente y con cuidado 18 mL de la muestra de sangre (o
buffy-coats) una vez diluida con PBS (x2 para sangre, x4 para buffy-coats) sobre
7 mL de Ficoll-Histopaque situado en la base de un tubo de 25 mL
trasparente.

- Se centrifuga a x2.000 rpm durante 20 min.

- Se recoge con pipeta la capa de PBMCs en la interfase de ambas soluciones
transfiriéndola a un nuevo tubo.

- Se diluye esta capa recogida con PBS al menos con el mismo volumen para
centrifugarla con 1.300 rpm durante 10 min, obteniendo un botén celular
(pellet) con las PBMCs.

- Ttras descartar el sobrenadante, se realiza un lavado al menos, con mas PBS
(resuspendiendo el botén celular y recentrifugando). En este paso se
aprovecha para contar el nimero de células para poder saber el volumen de
resuspension.

- Al final, se resuspenden las células en PBS o medio a la concentraciéon de
trabajo.

Para disponer de linfocitos T, los monocitos de los PBMCs fueron eliminados por
adhesion a una placa Petri estéril tras incubacion por 15 min a 37°C y 5% de CO» |y las
células que permanecieron en suspension fueron centrifugadas a 1.300 rpm durante 5
min a temperatura ambiente. Cuando se decide proceder a cultivarlos, el botén celular se
resuspenden en un volumen de 40 mL del medio de cultivo basal OpTmizer® +
suplemento (Gibco, Cat.#A1048501), adicionado con 2,5% de suero humano AB
(Sigma, Cat#H4522), GlutaMAX-I® (200 mM; Thermo Fisher, Cat#A12860),
penicilina-estreptomicina (100 mg/ml) e IL-2 (300 UI/mL; Thermo Fisher,
Cat.#CTP0023). Para continuar con su estimulacion, transduccién y expansion
(descritos en detalle en la secciébn 0), es necesario efectuar un recuento y luego
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determinar el volumen de células necesario, en general los linfocitos se cultivan en
concentracioén de inicio de 800.000-1.000.000 células/mlL.

2.2/ Lineas celulares

La linea celular NALMG fue obtenida del American Type Culture Collection
(ATCC; CRL-3273) y fue cultivada en medio RPMI (HyClone, Cat.#SH30027.01) +
10% de suero fetal bovino (FBS) + penicilina-estreptomicina (100 mg/ml) + 1% de
MEM (Minimum Essential Medium) con NEAA (Non-Essential Amino Acids) (Gibco,
Cat.#11140-035) y suplemento de Piruvato de sodio (ImM; Gibco, Cat.#11360-039).

La linea celular HEK293T también fue adquirida del ATCC (CRL-11268) y
cultivada en DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Gibco, Cat.#41965-039) +
10% FBS + penicilina-estreptomicina (100 mg/mL) + 1% de MEM-NEAA + Piruvato
de sodio (ImM) con HEPES (acido 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonico)
(10mM; Gibco, Cat.#15630-056).

Ambas lineas celulares, luego de hacetles recuento y revisar viabilidad con azul
tripan, son cultivadas horizontalmente a 37°C y 5% de CO..

La densidad de la suspension celular de NALMG se debe mantener ajustada entre
2 a 8 x 10° células viables/ml. con adicién o reemplazo de medio de cultivo fresco.

Al cultivo de células HEK293T, luego de alcanzar el 100% de confluencia, se le
remueve y descarta el medio de cultivo para agregar 2 — 3 mL de una solucién de 0,25%
(p/v) de tripsina y 0,53 mM de EDTA. Se deja actuar por 3 a 5 min a 37°C. Cuando la
capa celular se desprende y las células se dispersan, se agrega 6-8 ml de medio de cultivo
suplementado con FBS y la suspension celular es homogenizada pipeteando suavemente.
Luego se efectia un recuento y las alicuotas apropiadas se utilizan para los
procedimientos siguientes, mientras que otras se destinan para mantener el cultivo,
considerando para esta dltima un ratio de subcultivo de 1:4 con renovaciéon de medio
cada 2 a 3 dias hasta alcanzar la confluencia del 100%.

3.- Transfeccion transitoria en células HEK293T

Se llevd a cabo transfeccidon transitoria en células HEK293T con el fin demostrar
la capacidad del plasmido vector pCCL-CAR19-CD20 para inducir la co-expresion del
CAR19 y del CD20:
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Una suspension de 200.000 células HEK293T fueron anadidas en cada
pocillo de una placa P24 y completadas hasta 500 uL. con medio DMEM
suplementado (se sembraron dos pocillos).

Se incub6 a 37°C y 5% de COz overnight.

Al dia siguiente se efectud la transfeccién en las células de uno de los
pocillos (el segundo pocillo se mantuvo como control negativo), la cual fue
llevada a cabo utilizando Lipofectamine® 2000 (Life Technologies,
Cat.#110668), siguiendo el protocolo del fabricante.

Realizada la transfeccion, las células se cultivaron nuevamente overnight y
luego de ser visualizadas por microscopia, se les efectué un lavado y un
cambié de medio de cultivo (el medio DMEM no suplementado necesario
para la transfeccion debe reemplazarse por DMEM suplementado).

Luego se incuban por otras 24 h en las mismas condiciones descritas.

Finalmente, las células de ambos pocillos fueron separadas con solucion de
EDTA a 0,5 mM, mediante pipeteo arriba y abajo.

Luego se disponen para ser analizadas por citometria de flujo: se utilizé un
anticuerpo conjugado a aloficocianina (APC) dirigido al scFv para detectar
el CAR19, mientras que para el CD20 se recurrié a un anticuerpo anti-
CD20 humano conjugado a ficoeritrina (PE) (ambos anticuerpos se
especifican en la seccién 7).

4.- Produccion lentiviral

Para producir particulas lentivirales:

Se comenzé plaqueando 22 x 100 células HEK293T en cada placa de 15
cm de didmetro. en un volumen final de 18 mlL de medio DMEM
suplementado (se sembraron seis placas) y se incubaron a 37°C y 5% de

COs: por 24 horas.

Transcurrido ese periodo, las células HEK293T con una confluencia del
90% fueron transfectadas con el vector de transferencia pCCL-CAR19 o
pCCL-CAR19-2A-CD20, segun corresponda, junto con los plasmidos de
empaquetamiento  pMDLg-pRRE  (Addgene, Cat.#12251), pRSV-Rev
(Addgene, Cat.#12253), y un plasmido de envoltura pMD2.G (Addgene,
Cat.#12259), utilizando Polietilenimina (PEI) lineal de peso molecular 25
KDa (Polysciences, Cat.#23966-1).

Para el procedimiento de transfeccion, primeramente se retiré 2 mlL de
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medio de cultivo de cada placa P15 y luego se prepard en un tubo de 50
mL los DNA plasmidicos a utilizar, considerando para cada placa 18,63 pg
del vector de transferencia, 9,18 pg de pMDLg/pRRE, 4,59 pg de pRSV-
Rev y 6,4 ug de pMD2.G, los que fueron resuspendidos en DMEM libre de

suero.

- A este mix se le adicion6 gota a gota 94,5 pg de PEI 1mg/ml. mezclando
mediante vortex, tras lo cual se incub6 por 20 min a temperatura ambiente.

- Transcurrido ese perfodo y luego de agitar nuevamente por vortex, la
suspension de PEI y DNAs (1 mL) fue afiadida gota a gota a cada uno de
los cultivos celulares con 16 mL. de DMEM completo.

- Tras 4 — 6 h de incubacién a 37°C y 5% de COz2, el medio de cultivo fue
reemplazado por 20 mL. de DMEM suplementado y se mantuvo el cultivo
en las mismas condiciones.

- Pasadas 48 h de incubacion, los sobrenadantes virales fueron colectados y a
las placas se les anadié 16 mL de medio para mantener el cultivo por otras
24 h mas, tras lo cual se realiz6 una nueva recoleccion.

- Los sobrenadantes virales obtenidos a las 48 y 72 h fueron primeramente
clarificados por centrifugacion a 1500 rpm durante 5 min. y luego filtrados
utilizando un filtro de 0,45 pm.

- DPosteriormente éstos fueron traspasados a tubos de centrifuga pre-
esterilizados Ultra-Clear® (Beckman Coulter, Cat.#344058) y concentrados
mediante ultracentrifugacion a 26.000 rpm a 4°C en un rotor SW 32 Ti por
2 horas 30 min., utilizando para ello la ultracentrifuga Beckman Optima®
X (Beckman Coulter).

- Una vez concluido el proceso, se removieron los sobrenadantes por
inversion de los tubos y el peller de cada tubo se resuspendié en 100 pL del
medio de cultivo OpTmizer® suplementado, para luego reunir todos los
volumenes en un solo tubo para mejorar la concentracion.

- Tras ello se hicieron alicuotas de 100 puL. que se almacenaron en criotubos a

-80°C.

5.- Titulacion lentiviral

Para determinar el numero de unidades de transduccién (TU/mL) se optd por el
método de dilucion limitante:

- El primer paso fue sembrar 250.000 células HEK293T en cada pocillo de
una placa P24 en un volumen de 1 mL de medio DMEM suplementado (se
sembraron 6 pocillos) e incubatrlas por 24 horas a 37°C y 5% de CO-o.
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Al dia siguiente se tripsinizaron y contaron las células del primer pocillo
para determinar el nimero de células a transfectar y acto seguido, se
procedio a realizar la infeccion en los siguientes cuatro pocillos.

En un pocillo se anadi6 sobre las células en DMEM completo 40 pl del
sobrenadante viral concentrado y luego a partir de éste se prepararon
diluciones 1:10, 1:100 y 1:1000, de las cuales se agregd también 40 uL a
cada pocillo. El dltimo pocillo se dejoé sin infectar (control).

Se agregd a todos los pocillos polibreno (Millipore, Fisher Scientific,
Cat.#12965169) a una concentracion final de 8 pg/ml.

Se incubaron las células a 37°C y 5% de CO:z por 24 h, tras lo cual se
procedi6é a cambiar el medio de cultivo y se mantuvo el cultivo por otras 24
horas en las mismas condiciones.

Transcurrido ese periodo, las células fueron tripsinizadas, extraidas y
preparadas para ser analizadas por citometria de flujo, utilizando el
anticuerpo para detectar el CAR19 especificado en la seccion 7.

Obtenidos los resultados de citometria de flujo, se calculd el titulo viral
utilizandose la dilucién correspondiente al 2%—-20% de células CAR19
positivas, siguiendo la siguiente férmula:

nNT N = Numero de células en cada pocillo usado para infeccién
:\ >< f P = Porcentaje de células positivas parel CAR19 (2% ~ 20%)

Tit 1 11() (T LT /1111) _ 0@ V =Volumen (mL) del virus usado para la infecciéon en cada pocillo

'[T X D D = Factor de dilucién
TU = Unidades de transduccion

Esquema 3.1: Calculo del titulo viral

A partir de las TU se puede definir la M.O.1. (Multiplicity of Infection) por el nimero

de particulas que se necesitan usar para transducir una célula.

Estimulacién, transduccién y expansiéon de linfocitos T primarios humanos

Los linfocitos T fueron obtenidos a partit de PBMCs como se detalld en la
seccion 2 y estas células fueron activadas, transducidas y expandidas iz vitro, para luego
ser analizadas por citometria de flujo con el fin de testear la expresion del CAR19 y del
CD20 sobre su superficie:

En pocillos de placa P24, alicuotas de 1.000.000 de células frescas
contenidas en 1 ml de medio OpTmizer® completo fueron activadas y
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expandidas con microesferas (beads) conjugadas con mAbs anti-CD3 y anti-
CD28 (Dynabeads® Human T-Activator CD3/CD28;  Gibco,
Cat#11131D) en una razén beads/células de 3:1, en presencia de IL.-2
(Thermo Fisher, Cat.#CTP0023) a una concentracion final 30 U/ml..

- Tras una incubacién de 24 h a 37°C y 5% de COq, las células fueron
transducidas con los lentivirus que contenian los vectores pCCL-CAR19 o
pCCL-CAR19-2A-CD20, segin corresponda, utilizando una MOI de 10 o
20, dependiendo del nivel de expresion que se deseaba obtener.

- Una vez infectadas las células, se incubaron por 48 h en las condiciones ya
descritas y transcurrido ese periodo se les agregé medio de cultivo sobre el
medio ya existente en una cantidad equivalente a 3/4 del volumen inicial
(las células al estar resuspendidas en 1 mL se les anadié 750 pL. de medio) y
se les adiciono IL.-2 en la misma proporcion utilizada anteriormente.

- Se mantuvo el cultivo y la expansién con las beads por 48 — 72 h mas, tras
lo cual se llevo a cabo el debeading, transfiriendo para ello todo el contenido
de los pocillos a tubos, los que fueron incorporados a un iman para lograr
que las beads queden adheridas y poder asi retirar el medio de cultivo con
las células en suspension.

- Se procedi6 a realizar un recuento celular y a ajustar a 800.000 a 1 millén de
células/ml. (max. 1,2 millones/mlL.), anadiendo la cantidad de medio de
cultivo apropiado y traspasandolas al contenedor que corresponda (placas o
frascos), manteniendo la presencia de IL-2 en las concentraciones
indicadas.

- Estas condiciones se mantuvieron por todo el perfodo de expansion
celular, que se prolongd por 8—10 dias mas, durante el cual diariamente se
efectuaron recuentos y se hicieron los ajustes correspondientes hasta
disponer del nimero de células requeridas para proseguir con los
experimentos.

- En diferentes puntos dentro del proceso, alicuotas de células fueron
analizadas por citometria de flujo con el fin de testear el nivel de expresion

del CAR19 y del CD20 sobre la superficie celular.

7.-  Andlisis por citometria de flujo

La preparacion de las células para ser analizadas por citometria de flujo se realizo
como sigue:

- Comenzé con la extraccion de alicuotas de la suspension celular y su
traspaso a tubos de citometria, seguido de 2 lavados con PBS 1X (en cada
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lavado se afiadieron 2 mL de PBS 1X a cada tubo y se centrifugaron a 1500
rpm durante 5 minutos, tras lo cual se eliminé el sobrenadante).

- El botén celular se resuspendié en el fondo del tubo y se afadi6 el
volumen apropiado del o los anticuerpos monoclonales correspondientes
(1 — 5 pL a cada tubo), seguido de una incubacién por 15 minutos a
temperatura ambiente y en oscuridad.

- Transcurrido ese periodo, se realiz6 un nuevo lavado en las mismas
condiciones descritas y se elimind el sobrenadante.

- Finalmente, las células son resuspendidas en un volumen adecuado del
diluyente ISOTON® II (Beckman Coulter, Cat.#8546719), quedando listas

para realizar la lectura en el citdémetro de flujo.

La expresion del CAR19 fue detectado usando un anticuerpo IgG de cabra anti—
ratén conjugado a APC dirigido al scFv (Allophycocyanin-conjugated AffiniPureF(ab’),
Fragment Goat anti-mouse IgG; JacksonlmmunoResearch Laboratories®, Cat.#115-
136-072), mientras que para la proteina CD20 se utilizé un anticuerpo monoclonal IgG
de ratén anti-CD20 humano (BD Biosciences, Cat.#345793).

En tanto, para las pruebas de citotoxicidad y los ensayos de depleciéon con
rituximab, se utilizaron los anticuerpos monoclonales contra las siguientes proteinas
humanas, todos de BD Biosciences: CD4-BV421 (Cat.#562425), CDS8-APC
(Cat.#345775), CD19-PE (Cat.#561741), CD69-APC-Cy7 (Cat.#557756), CD3-APC
(Cat.#345767) y como un marcador de viabilidad se utiliz6 el 7-AAD (Cat.#559925).

Las lecturas se realizaron utilizando el citometro de flujo BD FACSCanto® II

(BD Biosciences) y los datos fueron analizados usando el Software BD FACSDiva®.
Para cada analisis se considerd un control de células no tefidas (u#nstain).

8.-  Ensayo in vitro de citotoxicidad y de liberacion de citocinas

Para evaluar 7z vitro la eficacia de las células CART19-CD20, CART19 y no
transducidas por medio de pruebas de citotoxicidad y a través de la liberacién de
citoquinas, estos linfocitos se co-cultivaron con la linea celular de leucemia NALMG6
(células target CD19+) por 4 y 16 h, a diferentes ratios efectoras: target (E:T). El
procedimiento es como sigue:

- Se comenzo6 realizando un recuento de las células NALMG6 y T
(transducidas/no transducidas) mantenidas en cultivo.

- Luego de centrifugar el volumen necesario, se resuspendieron en medio
OpTmizer® completo y las células NALMG6 se ajustaron a una
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concentracion de 1x10° células/ml., mientras que las células T a 4x10°
células/mL.

- En una placa de 24 pocillos se incorpord, en un volumen final de 1 mL, la
cantidad de células T (CART19-CD20, CART19 o no transducidas) con las
células NALMG a los ratios E:T de 1:4, 1:2, 1:1, 2:1 y 4:1, manteniendo un
namero fijo de células zarger (500.000 células) y considerando un pocillo con
células NALMO no tratadas (sin células T).

- Luego de una incubacion a 37°C por 4 o 16 horas, se traspasé el contenido
de cada pocillo a un microtubo y se centrifugd a 1200 rpm por 5 minutos,
tras lo cual se recogi6 el sobrenadante y se guardo a -20°C para el posterior
analisis de citocinas.

- Se resuspendio el pellet de células en 50 pl. de medio OpTmizer® completo,
para luego ser transferidas a los tubos con beads para recuento absoluto de
leucocitos TruCOUNT® (Becton Dickinson, Cat.#340334) y ser tefidas
con los anticuerpos monoclonales para CD4, CD8, CD19, CD69 humano
y 7-AAD.

- Para lo anterior, se anadi6 el mix de anticuerpos (preparada previamente en
un volumen de 20 puL) a cada tubo y tras agitar con vortex durante 5 s, se
procedi6 a una incubacién por 15 min a oscuras.

- Transcurrido ese periodo, se adicioné 450 ul. de PBS a cada tubo y se
procedi6 a la lectura en el citometro.

Para el contaje absoluto de células, se adquirié el nimero fijo de beads de 10.000
en cada muestra y la citotoxicidad mediada por CART fue determinada calculando el
porcentaje de células NALMG6 sobrevivientes (CD19+/7-AAD-) en los diferentes ratios
E:T y en cada punto de tiempo, con respecto al cultivo de NALMG6 no tratado. Lo
anterior permitié comparar el poder citotoxico de las células CART19-CD20 en
referencia a las células CART19 y a las células T no transducidas.

Para evaluar y comparar la capacidad de los linfocitos CART19-CD20 y CART19
para inducir la liberaciéon de citoquinas responsables de activar otros mediadores de la
respuesta inmune, se efectué un analisis de los niveles de las citocinas proinflamatorias
INF-y, IL-17a, IL-10, IL-1B y IL-6 liberadas durante el co-cultivo de las células zarget con
las CARTs. Fiste se realizé a partir de los sobrenadantes colectados de los ensayos de
citotoxicidad a los diferentes ratios E:T tras las 4 o 16 horas de incubacién y la deteccion
se llevé a cabo mediante la tecnologfa Luminex xMAP®, utilizando el panel
MILLIPLEX® Human Cytokine Magnetic Bead (Millipore Merck, Cat HHCYTOMAG-
60K-05) y siguiendo las instrucciones del fabricante.
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9.- Ensayo de deplecién con rituximab

Para comprobar si un anticuerpo monoclonal anti-CD20 es capaz de inducir la
eliminacion citotéxica de las células CART19-CD20 a través del marcador de superficie
CD20, se evalué su susceptibilidad a deplecion 7z witro administrando rituximab
(anticuerpo monoclonal anti-CD20). Este analisis se efectué mediante un ensayo de 4
horas basado en citotoxicidad dependiente de complemento (CDC), donde se evalué la
sensibilidad de los linfocitos CART19-CD20 al ser incubados frente a concentraciones
crecientes de rituximab en presencia de complemento.

Tras estimar el nivel de expresion del CD20 en la superficie de los linfocitos

CART19-CD20 mantenidos en cultivo:

- En una placa de 96 pocillos fueron sembradas 100.000 células/pocillo de
células CART19-CD20 y células T no transducidas (control) en un
volumen final de 100 pLL/pocillo utilizando medio OpTmizer® completo.

- A todas las células se les incorporé el complemento, afiadiendo 25
ul./pocillo de suero de conejo (25%) y luego se adiciono el trituximab
(Mabthera; Roche) a las concentraciones de 6,25, 12,5, 25, 50 y 100 pg/mlL
en los respectivos pocillos de las células CART19-CD20 y del control.

- Se mantuvo en cada grupo dos pocillos controles con células sin tratar,
donde uno de ellos fue destinado para control wustain. Luego de la
incubacién a 37°C y 5% de CO, durante 4 h, se traspasé el contenido de
cada pocillo a tubos de citometria y se prosiguié con la preparacion de las
células para su analisis; para esto, luego de realizar los 2 lavados con PBS
1X y exceptuando a los controles wustain, se marcaron los linfocitos
CART19-CD20 y no transducidos con el anticuerpo monoclonal anti-CD3
y se incubaron por 15 min a temperatura ambiente en oscuridad.

- Posteriormente, se lavaron una vez mas con PBS 1X y acto seguido se
marcaron con el 7-AAD vy fueron incubados por 10 min a temperatura
ambiente en oscuridad, tras lo cual quedaron preparados para ser
analizados.

Teniendo presente el nivel de expresion del CD20 en los linfocitos CART19-
CD20, las estimaciones de mortalidad fueron determinadas mediante analisis por
citometria de flujo considerando el porcentaje de células vivas con respecto al total de

linfocitos (CD3+) o el de las células muertas en base al porcentaje de linfocitos muertos
(7-AAD+).
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10.- Evalucién in vivo de la eficacia de CART19-CD20 y su eliminacién con
rituximab en un modelo de xenoinjerto de B-ALL

Para evaluar la eficacia 7z vivo de las células CART19-CD20, comparar su actividad
citotoxica con las de las células CART19 y comprobar su susceptibilidad a ser
depleccionadas con el anticuerpo anti-CD20 rituximab, se realiz6 un experimento de

xenoinjerto de leucemia linfoblastica aguda de células B (B-ALL) humano en ratones
NOD.Cg-Prkdc™ 112td™"/S2] (NSG).

Ratones hembras de 3 meses de edad fueron asignados aleatoriamente en grupos
en base a la administracion de:

- Grupo N°1: Células NALMG6 (n = 3)

- Grupo N°2: Células NALMG6 + células T no transducidas (n = 3)

- Grupo N°3: Células NALMG6 + CART19 (n = 3)

- Grupo N°4: Células NALMG6 + CART19-CD20 (n = 4)

- Grupo N°5: Células NALMG6 + CART19 + Rituximab (n = 4)

- Grupo N°6: Células NALMG6 + CART19-CD20 + Rituximab (n = 4)
- Grupo N°7: Suero fisiologico (n = 1)

Como se esquematiza en la Figura 3.5, para inducir la enfermedad los animales
fueron infundidos intravenosamente (IV) a través de la vena de la cola con 1 x 10°
células/ratén de células tumorales NALM6-Luc + GFP + (CD19+) al dia -7, excepto en
el ratéon control (infundido con suero fisiolégico). El injerto de células NALMOG se
detecté mediante imagenes de bioluminiscencia al dia O y a los dias 7, 11, 14, 21, 26 y 28
en todos los grupos de ratones tras la administracion intravenosa de D-luciferina. Al dia
1, los ratones pertenecientes a los grupos 2-6 fueron infundidos con las células T
correspondientes en una cantidad de 5 x 10° células/raton.

La progresion de la enfermedad fue observada durante un periodo de 2 semanas
después de la infusion de células NALMG6. Los animales pertenecientes a los grupos 1y
2 fueron sacrificados a los dias 11 y 12, debido a enfermedad progresiva.

Para depleccionar los linfocitos T, los animales de los grupos 5 y 6 fueron tratados
con el anticuerpo anti-CD20 (Rituximab®) a una dosis de 1 mg/kg IP en el dia 21.

Los datos de las imagenes de bioluminiscencia permitieron mostrar la capacidad
de las células CART19-CD20 para eliminar las células tumorales e indicar si existen
diferencias con la capacidad de las células CART19. Las imagenes de bioluminiscencia se
cuantificaron usando ImageJ. La carga tumoral, la expansiéon o deplecion de células T se
medi6 mediante citometria de flujo en muestras de sangre tomadas sucesivamente a los
dias 11, 14, 21, 22, 24, 26 y 28, utilizandose para ello la tincién con anti-CD19 humano
con el fin de detectar las células tumorales CD19+ en los diferentes grupos.
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A causa de la prematura muerte de los animales por la rapida progresion de la
enfermedad, sumado a la paralizacion debida a COVID-19, el experimento no pudo ser
desarrollado ni finalizado en los términos que se tenfan contemplados. A aquellos
ratones que pudieron ser sacrificados en los puntos de tiempo designados, se les extrajo
el bazo para cuantificacién de las células de B-ALL humana y células T. Los analisis
histopatolégicos e inmunohistoquimicos de tejidos murinos que estaban programados
para evaluar la completa deplecion de las células CART19-CD20 con rituximab, no

pudieron ser realizados.

Seguir progresion de la enfermedad

*S *S *S *§ XS *§ *§
*Im *Im *Im *Im *Im *Im *Im
-7 01 7 11 14 212224 26 2829
—————++H
NALM®6 CélulasT Rituximab Sacrificio
(1x10°) (5 x 10°) (1mg/kg)

Figura 3.5: Linea de tiempo del disefio experimental. *Im: Imagen de bioluminescencia; *S: Muestra

de sangre
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4.- RESULTADOS
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1. Expresion del plasmido pCDNA3.1-CAR19corto-2A-CD20 en células
HEK293T

El paso inicial fue obtener el constructo CAR19-2A-CD20 en el vector lentiviral
pCCL vy los primeros intentos para su creaciéon se llevaron a cabo a partir de las
configuraciones pCCL-CAR19 y pCDNA3.1-CAR19corto-2A-CD20 desarrolladas
previamente en nuestro laboratorio. Para comprobar la integridad del vector
pCDNA3.1-CAR19corto-2A-CD20 antes de utilizarlo para amplificar la secuencia 2A-
CD20, se procedi6 a su expresion en células HEK293T. En la Figura 4.1 se muestran
los analisis por citometria de flujo, donde puede observarse la expresion simultanea del
CAR19corto y el CD20 en la superficie de las células HEK293T. En el caso del vector
pCCL-CAR19, las pruebas de validacion para su uso en el ensayo clinico, en curso en ese
momento, permitieron obviar este chequeo (para mayores detalles ver publicacién de
Castella M y col., 2019 [74]).
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Figura 4.1: Anilisis por citometria de flujo de células HEK293T transducidas con el vector

pCDNA3.1-CAR19corto-2A-CD20 y tefiidas con los anticuerpos scFv-APC (A) y CD20 PE-Cy7 (B)
para detectar el CAR19corto y el CD20, respectivamente.
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2. Construccion del plasmido pCCL-CAR19-2A-CD20

Una vez corroborado lo anterior, la tarea siguiente tuvo como finalidad generar el
plasmido pCCL-CAR19-2A-CD20. La primera estrategia intenté amplificar por PCR
convencional la secuencia 2A-CD20 (990 pb) a partir del fragmento liberado por
digestion del pCDNA3.1-CAR19corto-2A-CD20, utilizando primers que incorporaban
sitios de restriccion flanqueando ambos extremos del fragmento resultante, para luego
ser insertado en el vector pCCL conteniendo el CAR19 (Figura 3.3, Materiales y
Métodos). Sin embargo, la similitud en secuencia produjo la formaciéon de dimeros entre
los primers forward y reverse, impidiendo que éstos se unieran al sitio del DNA de interés e
imposibilitando con ello la amplificacién, pese a probar con diferentes condiciones
experimentales.

Por lo anterior, se usé como segunda estrategia la modalidad Over/ap-PCR, la que
buscé amplificar por medio de tres PCRs en secuencia (PCR1, PCR2 y PCR3) el
fragmento comprendido desde la segunda mitad del CAR19 + 2A + CD20 (1631 pb),
para posteriormente ser ligado a continuaciéon de la primera mitad del CAR19 en el
vector pCCL-CAR19 previamente digerido (Figura 3.4, Materiales y Métodos). Los
resultados obtenidos se muestran a continuacion:

2.1. PCR1

Se realiz6 la PCR1 para amplificar la secuencia que incluye la primera mitad del
CAR19 + inicio de 2A + sitio de restriccion para Mrel en 5° (Figura 3.4, Materiales y
Métodos), utilizandose como DNA templado el fragmento liberado por digestion del
pCCL-CAR19 (Figura 3.2B, Materiales y Métodos), y como cebadores un primer forward
que incorporaba el sitio de restriccion para Mrel, y un oligonuclétido designado como
Oligo 2 actuando de primer reverse. En la Figura 4.2A se muestra un gel de agarosa donde
se observan los productos de amplificacién de tres muestras y su correspondiente
control negativo, demostrandose la obtencién del fragmento con la longitud esperada

(663 pb).

2.2. PCR2

La PCR2 emple6 como molde el segmento liberado por digestion del pCDNA3.1-
CAR19corto-2A-CD20 (Figura 2A, Materiales y Métodos) y como cebadores el Oligo 1
(actGa como primer forward) y un primer reverse que contiene una secuencia para la enzima
de restriccion Mrel, para amplificar el fragmento que comprende el final del CAR19 +
2A-CD20 + sitio de restriccion para BstBI en 3” (Figura 4, Materiales y Métodos). En la
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Figura 4.2B se puede apreciar la amplificaciéon de fragmentos con la longitud esperada
(1050 pb) en cada una de las tres muestras analizadas.

2.3. PCR3

Finalmente, se realiz6 la PCR3 para llegar a amplificar la secuencia buscada,
consistente en la segunda mitad del CAR19 + 2A-CD20 flanqueada en los extremos 5" y
37 por los sitios de restriccion para Mrel y BstBI, respectivamente, para lo cual se utilizé
como moldes los fragmentos amplificados y purificados de las PCR1 y PCR2, y como
cebadores los  primers  forward 'y  reverse conteniendo las secuencias para las
correspondientes enzimas de restriccion (Figura 3.4, Materiales y Métodos). Si bien en
la Figura 4.2C se observa amplificaciéon de una banda cercana a los 1650 pb (que podria
corresponder al fragmento esperado de 1631 pb), hay también amplificacion de otras
secuencias no deseadas. Es por ello que este fragmento se purificé y digirié con las
enzimas de restriccion Mrel y BstBI, con el fin de comprobar que corresponde
efectivamente a la secuencia buscada.
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Figura 4.2: Geles de agarosa mostrando los fragmentos amplificados por PCR. Se observan los
productos de amplficacion del PCR1 (A), del PCR2 (B) y del PCR3 (C).

St= Standard, M= Muestra, C(-)= Control negativo (sin DNA molde)
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2.4. Digestion del producto de la PCR 3

Si bien en la PCR3 no fue posible obtener sélo la amplificacion del fragmento
cercano a 1650 pb, este fragmento se purifico y se digirié con las enzimas de restriccion
Mrel y BstBI, con el fin de comprobar que corresponde efectivamente a la secuencia
buscada (segunda mitad del CAR19+2A+CD20 conteniendo sitios de restriccion en el
extremo 5 para Mrel y en el extremo 3" para BstBI) y de ser asi, prepararla para su
insercion en el vector pCCL-CAR19 previamente digerido con las mismas enzimas. Sin
embargo y como puede observarse en la Figura 4.3, en vez de obtenerse una unica
banda, la digestion originé varios fragmentos inesperados, cuyas longitudes no coincide
ninguna con la de la secuencia deseada.

Para corroborar que el target no fue amplificado, se cloné la banda purificada del
PCR3 en un vector TOPO para luego ser digerido por las mismas enzimas (resultados
no mostrados). Los resultados arrojaron nuevamente un patrén de bandas no
coincidente con el esperado. Con ello puede afirmarse que el fragmento cercano a 1650
pb amplificado en el PCR 3 no es la secuencia buscada y que ésta junto a las otras
bandas amplificadas, obedece a la unién inespecifica de los primers a sitios del DNA que
no son los de interés.

A raiz de lo anterior, el paso siguiente fue introducir modificaciones en las
condiciones experimentales de la PCR3 para intentar lograr el objetivo. Asi, para inducir
la correcta uniéon de los cebadores a los sitios diana y evitar con ello la amplificacién
inespecifica, se recurri6 a afiadir cantidades adicionales de MgCl2 en la reaccidn, a reducir
la cantidad de cebadores y a incrementar tanto el nimero de ciclos como la temperatura
de alineamiento en el programa de amplificaciéon del termociclador, de acuerdo a como
se describe en Materiales y Métodos. Sin embargo, pese a incorporar estas
modificaciones, fue imposible obtener la amplificaciéon especifica del farget para ser
insertado en el vector diana y por ello se envid a sintetizar el vector pCCL-CAR19-2A-
CD20 a la empresa ProteoGenix para asi continuar con los objetivos propuestos.
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Figura 4.3: Gel de agarosa mostrando la digestion con Mrel y BstBI del fragmento cercano a 1650 pb
obtenido y purificado a partir de la PCR3

St= Standard, M= Muestra.
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3. Expresion del CAR19 y el CD20 en la supetficie de los linfocitos T

Obtenido el vector pCCL-CAR19-2A-CD20 desde ProteoGenix, se procedié con
la producciéon de lentivirus y la consiguiente transduccion de células HEK293T vy
linfocitos T, siguiendo el protocolo indicado en Materiales y Métodos. Luego de
comprobar la expresion del CAR19 y del marcador CD20 en células HEK293T (Figura
4.4), se logré conseguir una transduccion exitosa en linfocitos T y obtener asi células
CART19-CD20, el primer objetivo de este estudio. En la Figura 4.5 se muestran los
analisis por citometria de flujo donde se confirma la expresién simultanea del CAR19 y
el CD20 en la superficie de las células T. El porcentaje de células CART19-CD20

obtenido en esta demostracion fue del 15%.
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Figura 4.4: Analisis por citometria de flujo de células HEK293T transducidas con el vector lentiviral
pCCL-CAR19-2A-CD20 y tefidas con los anticuerpos scEv-APC y CD20-PE para detectar el CAR19
(A) y el CD20 (B), respectivamente.
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Figura 4.5: Analisis por citometria de flujo de células T transducidas con el vector lentiviral pCCL-
CAR19-2A-CD20 y tefiidas con los anticuerpos scEv-APC y CD20 PE para detectar el CAR19 y el
CD20, respectivamente.
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4. Evaluacion in vitro de la eficacia de las células CART19-CD20

Una vez expandidos los linfocitos CART19-CD20, la tarea siguiente tuvo como
finalidad realizar una prueba de citotoxicidad destinada a evaluar 7z vitro su eficacia para
erradicar células B leucémicas CD19+ (células NALMOG) en co-cultivos de 4 horas
(Figura 4.6A) y 16 horas (Figura 4.6B), y compararla con la de las células CART19
(ARI-0001) desarrolladas por nuestro laboratorio. Previamente a realizar estos ensayos,
se estim6 el porcentaje de expresion del CAR19 en las células CART19-CD20 vy
CART19, siendo para las primeras de 43% y para las segundas de 44,6% (datos no
mostrados). Los graficos de la Figura 4.6 muestran la gran capacidad de los linfocitos
CART19-CD20 (células efectoras) para erradicar los linfocitos B leucémicos (células
targef) especialmente después de 16 horas de cocultivo, donde las células NALMO6 fueron
eliminadas en porcentajes cercanos al 90% ante las proporciones células efectoras (E) :
células zarger (T) mas altas (2:1 y 4:1); incluso se observa que esta actividad citotoxica
también resultd ser potente a ratios E:T mas bajos. Ademas, es posible evidenciar un
efecto citotoxico menor en las células no transducidas debido a la alorreactividad.

En conjunto estos resultados indican que nuestras células CART19-CD20 exhiben
una especifica y potente actividad citotoxica contra células leucémicas CD19+ 7n vitro, la
cual aumenta a medida que el ratio E:T se incrementa, aunque ésta se muestra
comparativamente menor a la de los linfocitos CART19.
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Figura 4.6: Graficos muestran la actividad citotéxica de las células CART19-CD20 (en rojo), CART19
(en verde) y células T no transducidas (en negro) frente a NALMOG, medida como la fraccion
superviviente de NALMO tras cocultivo de 4 horas (A) y 16 horas (B) a diferentes ratios células
efectoras/células target. TCAR19-CD20= Células T transducidas que expresan el CAR19 y el CD20;
TCAR19= Células T transducidas que expresan el CAR19; T no transducidas= Células T no
transducidas (Control negativo).
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5. Analisis de citocinas producidas por las células CART19-CD20

Se midi6 la produccion de citocinas de las células CART-19-CD20 a partir de los
sobrenadantes colectados de los co-cultivos de células efectoras : células Zarget después de
4 horas y se compararon con las células T no transducidas (Figura 4.7). El analisis de
citoquinas, efectuado utilizando la técnica Luminex, permitié determinar los niveles de
INF-y e IL-17a a diferentes ratios y mostrar la capacidad de los linfocitos CART19-
CD20 para inducir la liberacién de citoquinas. En la Figura 4.7 se muestra el incremento
significativo en los niveles de las interleuquinas proinflamatorias INF-y (A) e IL-17a (B)
a medida que aumento el porcentaje de linfocitos CART19-CD20 con respecto a las
NALMG, a diferencia de lo que sucedi6 con las células no transducidas donde este efecto
no fue observado. Por otro lado y como era de esperar, una disminucién en los niveles
de la citoquina inhibitoria IL.-10 fue evidenciado (Figura 4.7C). En lo referente a las
otras citocinas analizadas (IL-18 e IL-6), los resultados fueron no concluyentes
(resultados no mostrados).

Estos resultados fueron coherentes con las pruebas anteriores, lo que demuestra
no solo efectividad de los linfocitos CART19-CD20 para destruir a las células leucémicas
target, sino también una capacidad de inducir la liberacién de citoquinas responsables de
activar otros mediadores y potenciar asi la respuesta inmune frente al objetivo.
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Figura 4.7: Graficos muestran los niveles de citocinas INF-y (A), IL-17a (B) e IL-10 (C), medidos a
través de Luminex, desde los sobrenadantes del ensayo de citotoxidad de 4 horas de co-cultivo de las
células CART19-CD20/células T no transducidas versus NALMG6 a los diferentes ratios. TCAR19-
CD20= Células T transducidas que expresan el CAR19 y el CD20; T no transducidas= Células T no
transducidas (Control negativo).




6. Deplecioén in vitro de las células CART19-CD20 mediado por el anticuerpo
anti-CD20 rituximab

Se evalu6 la capacidad de rituximab (anticuerpo monoclonal anti-CD20) para
inducir la eliminacién citotoxica 7z vitro de las células CART19-CD20, mediante un
ensayo de 4 horas basado en citotoxicidad mediado por complemento (CDC). Para este
analisis se estim6 que el 93,6% de las células expresaban CD20 (datos no mostrados) y
tras ello se incubaron las células CART19-CD20 con concentraciones crecientes de
rituximab en presencia de complemento. Luego las estimaciones fueron determinadas
mediante analisis por citometria de flujo considerando el porcentaje de linfocitos CD3+
con respecto al total de células (Figura 4.8A) y, de manera complementaria, el de
linfocitos muertos, el que fue calculado a partir del porcentaje de linfocitos vivos (100 %
- % de linfocitos vivos) (Figura 4.8B). Se ha podido demostrar que rituximab tiene
capacidad para depletar las células CART19-CD20 mediante CDC en un modo
proporcional a la concentraciéon. Asi, como puede apreciarse en la Figura 4.8A, el
porcentaje de células CART19-CD20 alcanzé una disminucion de un 37,5% a las
concentraciones mas altas de rituximab con respecto al control sin el farmaco (0 pg/ml),
lo que se correlaciona con la mortalidad evidenciada en la Figura 4.8B, donde se
observa que se incrementa el porcentaje de células CART19-CD20 muertas en un 34,8%
a las mayores concentraciones de rituximab en referencia a las mismas células sin
tratamiento (0 pg/ml).
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Figura 4.8: Ensayo basado en citotoxicidad mediado por complemento (CDC).Graficos muestran las
células CART19-CD20 (en rojo) y células T no transducidas (en azul) referido a porcentajes de células
vivas (A) y células muertas (B) frente a concentraciones crecientes de rituximab. TCAR19-CD20=
Células T transducidas que expresan el CAR19 y el CD20; T no transducidas= Células T no
transducidas (Control negativo).
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7. Evaluacioén in vivo de la eficacia de CART19-CD20 y su eliminacién con
rituximab en un modelo murino de xenoinjerto de B-ALL

El paso siguiente fue intentar estudiar la eficacia /z vivo de las células CART19-
CD20. Para ello se buscé comparar la actividad citotoxica de las células CART19-CD20,
compararla con las de las células CART19 y comprobar su susceptibilidad a ser
depletadas con el anticuerpo anti-CD20 rituximab, a través de un experimento de
xenoinjerto de leucemia linfoblastica aguda de células B (B-ALL) humano en ratones
NOD.Cg-Prkdc* T12rd™""/Sz] (NSG), de acuerdo a como se describe en detalle en
Materiales y Métodos.

Lamentablemente, a causa de la prematura muerte de los animales por la rapida
progresion de la enfermedad y a la paralizacion debida a COVID-19, el experimento no
pudo ser desarrollado ni finalizado en los términos que se tenfan contemplados, ni
tampoco pudo ser repetido. A aquellos ratones que pudieron ser sacrificados en los
puntos de tiempo designados, se les extrajo el bazo para cuantificacién de las células de
B-ALL humana y células T. Los analisis histopatolégicos e inmunohistoquimicos de
tejidos murinos que estaban programados para evaluar la completa deplecion de las
células CART19-CD20 con rituximab, no pudieron ser realizados.
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5.- DISCUSION
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Los resultados espectaculares evidenciados por la terapia con células T autélogas
modificadas genéticamente para que expresen un CAR anti-CD19 (CART19), la han
convertido en una modalidad de inmunoterapia revolucionaria para tratar sindromes
linfoproliferativos con células positivas para CD19: leucemia linfoblastica aguda,
linfomas no Hodgkin y leucemia linfocitica crénica en la estirpe B. Esta opcion
terapéutica ha permitido observar (en pacientes tras varias lineas de tratamiento previas)
tasas de respuesta altas, que conllevan una notable ausencia de enfermedad y un
aumento en la supervivencia general [74]. Estos resultados provinieron de varios ensayos
clinicos multicéntricos internacionales y condujeron a la aprobacion por parte de la FDA
(Agencia americana de medicamentos y alimentos), EMA (Agencia europea de
medicamentos) y de otras autoridades reguladoras, de cuatro inmunoterapias para su uso
clinico como tratamiento de segunda linea (tisagenlecleucel, axicabtagene ciloleucel,
brexucabtagene autoleucel y lisocabtagen maraleucel) [75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83,
84, 85, 80, 87].

Las grandes expectativas han motivado a que actualmente se estén realizando
muchos ensayos clinicos con células CART19 ante la necesidad de aumentar el indice
terapéutico, mejorar los resultados en pacientes con enfermedad recurrente o refractaria,
disminuir la ocurrencia de toxicidades severas o facilitar su manejo, y reducir sus costos
econémicos [86]. Considerando este ultimo punto, nuestro grupo de investigacion
desarroll6 una nueva construccion CAR dirigida a CD19 basada en un propio anticuerpo
anti-CD19 (A3B1) y en un disefio similar de CAR desarrollado por la Universidad de
Pensilvania en colaboracién con el Children’s Hospital of Philadelphia (Upenn-CHOP).
Este enfoque CART19, denominado como ARI-0001, nacié con la finalidad de disponer
de una terapia para neoplasias hematoldgicas malignas CD19+ que sea asequible para los
pacientes que se atienden en hospitales publicos. Los resultados arrojados por un ensayo
clinico piloto (CART19-BE-01, ClinicalTrials.gov: NCT03144583), destinado al
tratamiento de neoplasias malignas CD19+ recidivantes/refractarias en pacientes adultos
y pediatricos, demostraron que este producto presenté un funcionamiento y efectividad
comparables a otras construcciones CART19 utilizadas en la clinica y permitieron que la
AEMPS aprobara las células ARI-0001 bajo la Clausula de Exenciéon Hospitalaria para el
tratamiento de pacientes con ALL R/R en mayores de 25 afios [74, 90, 91].

Las células CART, como "farmacos vivos" con potencial para una expansion
exponencial 7z vivo y una persistencia a largo plazo, tienen la capacidad de poder evocar
una potencia antileucémica tunica al tiempo que pueden provocar toxicidades
significativas. De este modo, los posibles efectos en el objetivo y fuera del tumor en los
tejidos normales son unos de los principales desafios que deben enfrentar las
inmunoterapias con células CART. La aplasia permanente de células B constituye un
efecto adverso que experimentan todos los pacientes que se someten a la inmunoterapia
CART19 y es debido a que el CD19 es un marcador de células B ampliamente expresado
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en la mayorfa de las neoplasias malignas de células B, pero también se expresa en células
B normales, por lo que la respuesta exitosa de las células CART involucra que su
capacidad de exterminio de células B permanezca indefinidamente agotando también las
células B normales. Los efectos de la aplasia de células B debe controlarse mediante la
infusiéon periédica de gammaglobulinas y si bien esta terapia de reemplazo resulta
efectiva para enfrentar las complicaciones secundarias a la hipogammaglobulinemia
resultante, puede necesitar su administracion de por vida (existen ya pacientes con una
década de linfopenia B post-CART19 [139]). Esto conlleva a la evidente dependencia del
paciente a esta infusién sistematica que, ademas de altos costos, podria incrementar el
riesgo de desabastecimiento del suministro, como es esperarable si la terapia CART19
llega a transformarse en un tratamiento mas comun [52, 64, 140]. Dicho suministro
resulta ser un elemento esencial para la supervivencia de muchos pacientes receptores de
esta inmunoterapia, asi como lo es para aquellos con inmunodeficiencias humorales
primarias.

Este trabajo propone un nuevo desarrollo dentro del enfoque CART19 para
erradicar las células CART después de que hayan realizado su funcién de eliminacion del
cancer. Para ello desarrollamos células T con el CAR dirigido a CD19 junto con la
coexpresion del marcador de superficie CD20 (CART19-CD20) para crear un sistema
con una actividad sélida y especifica frente a células B CD19+ pero susceptible de ser
erradicado con el anticuerpo monoclonal anti-CD20 rituximab. Esta nueva construccion
CAR se basé en los disefios definidos previamente en nuestro laboratorio [74, 138] y
comprende la secuencia que codifica el scFv del anticuerpo monoclonal anti-CD19
A3B1 mas la region bisagra y transmembrana de CD8 y los dominios de sefializacion 4-
1BB y CD3(, seguida de la secuencia para el péptido 2A y finalmente el gen que codifica
para la molécula CD20.

La molécula objetivo de nuestra propuesta es el marcador de superficie CD19. El
CD19 se ha convertido en el objetivo central de diversas inmunoterapias frente a
neoplasias malignas de células B al ser un TAA que desempefia un papel mas importante
que otros reconocidos marcadores de membrana pues su expresion rara vez se pierde.
Ademas, si bien el CD19 se expresa también en células B normales y precursores de
células B, no lo hace en células madres pluripotentes [64, 73]. Como se ha mencionado,
simultaneamente al CAR anti-CD19 se expresa el marcador de superficie especifico
CD20, el cual funciona como una etiqueta celular y un objetivo ideal para los anticuerpos
monoclonales anti-CD20 que eliminan 7z vivo las células B, como rituximab. CD20 es un
antigeno especifico de la diferenciaciéon de la célula B que se expresa en las células B
normales en todas las etapas de su maduracién (excepto en los plasmablastos y en las
células plasmaticas) y en la mayoria de las células B malignas [64, 70, 141]. Si bien la
funcién de CD20 no ha sido completamente dilucidada, existe evidencia considerable de
que participa en el transporte de calcio a través de la membrana de las células B y que
tiene un papel importante en la regulacion de la proliferacion de estas células [142].

Nosotros incorporamos en nuestra construccion la secuencia para el péptido
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autoescindible del teschovirus porcino (P2A) para inducir la expresiéon concomitante del
CAR19 y el CD20 en la superficie de las células T. Son varias las estrategias que se han
empleado para la expresion simultanea de mas de un gen en células utilizando un solo
plasmido, las que incluyen multiples promotores fusionados a los marcos de lectura
abiertos (ORF) de los genes, insercion de sefiales de empalme entre genes, fusién de
genes cuyas expresiones estan impulsadas por un solo promotor, insercion de sitios de
escision proteoliticos entre genes, la insercion de sitios de entrada ribosomales internos
(IRES) entre genes y los péptidos 2A "autoescindibles". De estas estrategias, IRES se ha
utilizado ampliamente debido a que presenta una serie de ventajas (permitir la co-
expresion asegurada de genes antes y después de IRES, factibilidad de agregar secuencias
de localizacién subcelular al gen después de IRES y disponibilidad de plasmidos de
expresion comerciales que albergan IRES), sin embargo, tiene limitaciones importantes.
Una de estas desventajas es su gran tamafio (suele ser superior a 500 nucle6tidos), lo que
podria ser un problema cuando el plasmido en el que se han de incluir estas secuencias
debe empaquetarse en vectores virales con una capacidad muy limitada o cuando se
utilizan varios IRES para generar plasmidos multicistronicos; asi como también la
diferencia en los niveles de expresion entre genes antes y después de IRES (la eficiencia
de traduccién de un gen ubicado después de IRES es mucho menor que la de un gen
ubicado antes de €l). Para superar estas limitaciones, los péptidos 2A "autoescindibles"
han despertado gran interés por su alta eficiencia de escision y su tamafio pequefio, que
les permite escindir facilmente multiples proteinas minimizando los riesgos de pérdida
de funcion de los genes co-expresados, al tiempo que posibilitan que las proteinas unidas
por 2A puedan expresarse en todos los tipos de células eucariontes a niveles
relativamente altos. Los péptidos 2A son oligopéptidos virales de 18 a 22 aminoacidos de
longitud que median en la "escisiéon" de polipéptidos durante la traduccién en células
eucariotas. Generalmente reciben el nombre del virus del que derivan y los péptidos 2A
que se han utilizado mas ampliamente en la investigaciéon biomédica son el F2A (virus de
la fiebre aftosa), E2A (virus de la rinitis equina A), P2A (teschovirus-1 porcino) y T2A
(virus thosea asigna) [143]. Una serie de estudios [143, 144, 145] han comparado
funcionalmente la actividad de las secuencias 2A mas utilizadas y los resultados han
demostrado que la secuencia P2A presenta una mayor eficiencia de escision. Teniendo
en cuenta los resultados de estas investigaciones, nosotros decidimos coger esta opcion y
no las demas para incluirla en nuestra construcciéon. Ademas, existen estudios que
sugieren varios ajustes a la secuencia, como es la incorporacién de una secuencia
enlazadora Gly-Ser-Gly #pstreans de la secuencia P2A y la adicién de una secuencia de
escision de furina alternativa (Arg-Arg-Arg-Arg), que también fueron incorporadas a
nuestra propuesta. La inclusion de un sitio de escision de furina entre la secuencia
CAR19 y la P2A permite eliminar esta ultima secuencia durante el procesamiento de la
proteina por parte de la célula y de este modo no permanece en el C-terminal de la
molécula CAR19, pudiéndose evitar asi posibles efectos en el funcionamiento del
CAR19 y otras implicancias que podrian suceder en contextos 7z vivo relacionadas con
sistema inmunitario del propio paciente [140].

Dado que nuestra construccion esta basada en el enfoque CART19 ARI-0001, se
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utiliza igualmente el vector lentiviral de tercera generaciéon pCCL. Si bien este sistema
lentiviral de tercera generacion es menos eficiente en términos de cantidad de particulas
virales por mililitro obtenido y mas costoso que los vectores retrovirales o los lentivirus
de segunda generacion, resulta ser mas seguro para su uso en pacientes y es por ello que
se les consider6o la mejor opcidén en nuestras propuestas [71]. Se intentaron dos
estrategias para la creacion del constructo pCCL-CAR19-2A-CD20, las que se llevaron a
cabo mediante PCRs consecutivas, sin embargo, los resultados fueron parcialmente
infructuosos. La primera de ellas buscé mediante PCR convencional amplificar la
secuencia 2A-CD20, a partir de la configuracion pCDNA3.1-CAR19corto-2A-CD20,
para ser insertada en el vector pCCL-CAR19 detras del CAR19 con enzimas de
restriccion. La similitud en secuencia entre los primers produjo la formaciéon de dimeros
entre ellos, impidiendo su unién al fargetr e imposibilitando la amplificaciéon. Esta
complementariedad entre cebadores se explica parcialmente porque los primers forward y
reverse compartian una misma secuencia de restriccién, pero sobre todo también por el
hecho que los cebadores en los inicios de las secuencias a unir en el método de PCR
consecutivas, muestran con alto contenido CG presente en la secuencia de ambos. Se
buscaron distintas temperaturas y condiciones para evitar esta competencia. Ante lo
anterior y considerando que el fragmentos a amplificar era complejo, la segunda
estrategia se intent6 a través de la modalidad over/ap-PCR buscando la amplificacion del
fragmento que comprende desde la mitad del CAR19 hasta el final de CD20, para ser
insertada en el vector pCCL-CAR19 considerando los puntos de corte para las enzimas
de restricciéon utilizadas. Sin embargo, esta estrategia finalmente tampoco logré la
amplificacion de la diana, ahora debido a que los primers se unieron de forma inespecifica
a otros sitios del DNA plasmidico, causando la amplificacién de una secuencia no
deseada. Si bien para ambas estrategias se usaron DNAs polimerasas de alta fidelidad y
alta procesividad para mejorar la calidad de la amplificacién, esta consideracién por si
sola no fue suficiente para lograr el objetivo y se procedié a aplicar cambios en las
condiciones experimentales, especialmente tras no obtener resultados con la modalidad
overlapping-PCR. Se intenté optimizar el protocolo introduciendo modificaciones
significativas que incluyeron la adiciéon de cantidades adicionales de MgCl2 y la
disminucién en la concentracion de cebadores en la reaccidn, asi como también se
aplicaron cambios en el programa de amplificacién del termociclador, aumentando el
nimero de ciclos e incrementando la temperatura de alineamiento. Sin embargo, pese a
estas intervenciones en el protocolo, no fue posible concretar con éxito la construcciéon
del pCCL-CAR19-2A-CD20. Teniendo en cuenta las dificultades inherentes a la
magnitud y caracteristicas de nuestra secuencia objetivo, que favorecen las uniones
inespecificas de los primers con sitios erroneos del DNA molde, las que en definitiva
imposibilitaron su amplificacién, se decidié sintetizar el vector a la empresa
ProteoGenix® para continuar asi con la produccién de virus y su posterior transfecciéon
en las células T.

Para la terapia celular con CART, la que se encuentra basada en la terapia celular

adoptiva, los linfocitos T son modificados genéticamente ex vivo para expresar el CAR y
luego transferirlos al individuo con cancer. Dado el impacto que puede llegar a tener en
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el rendimiento final de las células CART, resulta fundamental seleccionar adecuadamente
del tipo especifico de célula T que debe usarse para ser transducida con la molécula
CAR. Existen autores que han insistido en la importancia de elegir el subconjunto de
células T mas adecuado para una inmunoterapia adoptiva eficaz, basandose en estudios
que han evidenciado la implicancia de las funciones especificas de ciertos subconjuntos
de células T, como las células T naive, las células T sterz de memoria (Tscy) y los clones
CD8+ aislados de las células T de memoria central (Tcy), que han mostrado un potencial
proliferativo superior y una mayor persistencia a largo plazo. Si bien existen
investigadores que apuntan en esta linea, la mayoria opta con mayor frecuencia a utilizar
células T a granel extraidas a partir de sangre periférica del paciente, siendo también
nuestra opcién para este trabajo, dado que han resultado ser el mas efectivas [4]. En
numerosos ensayos de inmunoterapia contra el cancer se ha comprobado que las
combinaciones de subpoblaciones CD8+ con subpoblaciones CD4+ mejoran
significativamente la transferencia adoptiva de células T, pudiéndose ver que las células T
CD4+ apoyan el desarrollo de las funciones de memoria de las células T CD8+, lo que
es primordial en muchos casos para prevenir las recaidas. Por otro lado, la combinacién
de roles de las diferentes subpoblaciones sin duda potencia la respuesta antitumoral, de
modo que mientras las diversas células T CD4+ actian principalmente de acuerdo al
patrén de citocinas efectoras que producen, permitiéndoles desencadenar una respuesta
inmune diferente y adaptada a cada situacién, las células T CD8+ centran
fundamentalmente su funcién a través de su capacidad citolitica directa y
secundariamente mediante la secreciéon de citocinas. Adicionalmente, hay estudios que
han evidenciado que citocinas como las liberadas por las células Th1l y Th2 son capaces
de impulsar diferentes tipos de citotoxicidad generadas por las células CART de segunda
generacion que contienen CD28 [31].

Luego de haber obtenido una produccion lentiviral exitosa a través de un sistema
que demostrd ser efectivo y robusto, llevamos a cabo la modificacién genética 2 vitro de
los linfocitos para que expresen el CAR, proceso realizado mediante la transfeccién con
los vectores pCCL-CAR19-2A-CD20 y pCCL-CAR19, lo que permitié obtener las
células CART19-CD20 y CART19, respectivamente. Se ha confirmado la expresion
simultanea y eficiente del CAR19 y el CD20 en la superficie celular, y se ha demostrado
que el método de producciéon de células CART19-CD20 es consistente. Si bien hay
expresion de ambas moléculas, se observan diferencias entre los porcentajes de
expresion del CAR19 y el CD20, evidenciandose un nivel de expresion superior de este
ultimo, detectable tanto en células HEK293T como en linfocitos. La estrategia del
péptido 2A precisamente se utilizo para obtener una coexpresion equimolar de las dos
proteinas, aunque los resultados obtenidos indican que en situacion real no se
manifestaron de esta manera. Existe la posibilidad de que la expresion de ambas
moléculas ocurra efectivamente a niveles iguales y que la proporcion del CAR19
visualizada esté subestimada, siendo en realidad equiparable a la del CD20. Esto se
podria tratar de un problema en la deteccion del CAR19, especificamente del scFyv, el
cual puede verse alterado por la presencia del CD20, que es una molécula
conformacionalmente completa. También hay que considerar que esto puede ser debido
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a que se utiliz6 un anticuerpo que no es especifico para el scFv del anticuerpo
monoclonal A3B1 (se emplea un anticuerpo policlonal IgG de cabra que reconoce el
fragmento F(ab'), de la IgG de ratén), situacién que no se presentd para la proteina
CD20, para la que se us6 un anticuerpo monoclonal IgG de ratén especifico para CD20
humano.

Las proteinas CD19 conjugadas fluorescentes son buenas herramientas para la
deteccion de la expresion del CAR anti-CD19 en las células CART en muestras clinicas y
de investigacion mediante citometria de flujo. Si bien lo ideal serfa desarrollar un método
de deteccién para cada construccién, ésta generalmente se ha realizado utilizando
anticuerpos policlonales anti-IgG (a menudo de origen caprino) dirigidos a la estructura
extracelular de la molécula CAR (usando un anticuerpo anti-Fc o fragmento F(ab")2) o a
los dominios de unién al antigeno (uso de anticuerpos anti-idiotipo). Estos ultimos se
unen especificamente a las regiones variables de un scFv y los nuevos anticuerpos
monoclonales anti-idiotipo desarrollados contra el scFv anti-CD19 han mostrado
ventajas notables y la capacidad para inhibir las funciones efectoras de las células CART
anti-CD19, lo que ha permitido su uso en estudios preclinicos y ensayos clinicos. Pese a
lo anterior, los anticuerpos anti-idiotipo son en su mayoria dificiles de obtener y no estan
disponibles comercialmente. También se han usado con éxito la Proteina L. de
Peptostreptococcus magnus para tefiir una variedad de CAR, incluidos los CAR que contienen
scFv humano, scFv murino y scFv humanizado; y las proteinas de fusion de los
dominios extracelulares de la proteina CD19 humana con un fragmento Fc (a menudo
de IgG1 humana), conocido como CD19-Fc, que ha adquirido especial importancia con
la terapia con CART19 [147, 148]. Mas recientemente, Kite Pharma desarrollé los
anticuerpos monoclonales de conejo KIP-1 que reconocen el epitopo lineal del
enlazador Whitlow que une las cadenas ligera y pesada del scFv del CAR. KIP-1 ha sido
utilizado en estudios patrocinados por Kite Pharma y Gilead, sin embargo, es poco
plausible que estos anticuerpos enlazadores se encuentren disponibles para la mayoria de
los laboratorios académicos sin el patrocinio de la industria [148]. Si bien existen
multiples alternativas de deteccion del CAR mediante citometria de flujo, son escasos los
analisis realizados para comparar la sensibilidad y especificidad entre los diferentes
agentes de tincioén disponibles. Pese a que la evidencia muestra que el antigeno-Fc
(CD19-Fc) es mas especifico para la deteccion de células positivas para CAR19 que los
anticuerpos policlonales anti-IgG y la Proteina L, estos ultimos muestran ventajas como
ser relativamente baratos y ser mas estables en solucién, y contintian siendo enfoques
comunmente utilizados [147, 148]. Aunque son comercializados por diversos
proveedores, el anticuerpo policlonal de cabra anti-F(ab")2 de ratén de Jackson
ImmunoResearch Laboratories® es el mas utilizado, y fue el que se usé para caracterizar
el CAR anti-CD19 en Yescarta [148]. Si bien estos anticuerpos anti-IgG presentan ciertas
desventajas, como el hecho de ser reactivos policlonales, lo que provoca una variacion
significativa de un lote a otro, su historial de uso exitoso (incluido su utilizacién en
nuestro enfoque ARI-0001) y otros antecedentes relevantes para nuestro objetivo, fueron
las consideraciones tomadas en cuenta para optar por esta alternativa.
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Por otro lado se sabe que, aunque residual, en individuos sanos se evidencia
expresion natural de CD20 en aproximadamente el 3 — 5% de la poblacién total de
células T CD3+ [141, 149] y esto, en cierto modo, pudiera también ser un factor que
contribuye a la mayor expresion de CD20 en los linfocitos CART19-CD20. Es poco el
conocimiento que existe sobre el funcionamiento de CD20 y a pesar de que ain no estan
claras sus vias moleculares e interacciones, ni existe una comprension completa de sus
mecanismos de regulacién, se ha demostrado que varios factores de transcripcion y
epigenéticos intervienen en la expresion de CD20 en los linfocitos B [150, 151, 152]. Se
ha evidenciado que algunos de estos elementos, como los factores de transcripciéon PU.1
y Oct, son importantes en la alta expresion constitutiva de CD20 en las células B [150,
151] y dado que tales factores se encuentran también presentes en las células T [153, 154,
155], es posible pensar que igualmente podrian influir o condicionar la expresion basal

de CD20 en la pequefia poblacién de células T CD20+.

Ademas, la introduccion de una molécula de CD20 conformacional vy
funcionalmente completa en la superficie de las células T podria afectar su actividad y
regulacion. Asi, se puede sospechar que la presencia del CD20 también podria alterar las
células CART influyendo, en cierto modo, en los niveles de expresiéon del CAR19. Se ha
demostrado que CD20 esta asociado con la actividad de tirosina y serina quinasas y que
presenta interacciones con multiples proteinas citoplasmaticas y de la superficie celular,
existiendo evidencia de que CD20 proporciona sefiales accesorias importantes para la
activacion de la célula B. Se sabe que CD20 interactia con MHC-II, CD40, CD53,
CD81, CD82 y la proteina CBP (C-terminal src kinase-binding protein), la cual se asocia con
las quinasas Src que contribuyen a la transducciéon de sefiales [152, 156]. Se ha visto
igualmente que CD20 interactia con el BCR (B ce// receptor) atectando la fosforilacion de
las quinasas y proteinas asociadas a este receptor (LYN, SYK, GAB1 y ERK), lo que
sugiere que ambas moléculas podrian compartir los mismos componentes de la via de
seflalizacion y activar mecanismos reguladores de retroalimentacion negativa, incluida la
modulacién negativa del BCR [152]. Adicionalmente, los analisis utilizando anticuerpos
anti-CD20 revelaron que la asociaciéon del CD20 con el BCR resulta en la fosforilacion
de los motivos ITAM (motivos de activaciéon basados en inmunorreceptores de tirosina)
del BCR y en el inicio de una cascada de sefalizacion conducida por las tirosinas
quinasas SYK que provoca el flujo de calcio citosélico. Esta capacidad para asociarse y
"secuestrar" el potencial de sefializaciéon del BCR, junto a la evidencia que sugiere
similitudes estructurales con canales i6nicos conocidos, ha llevado a suponer que CD20
tiene un papel como canal de calcio [157]. St bien se requiere mas investigacion para
identificar y entender mejor estas interacciones y mecanismos, con estos datos se puede
pensar que la transduccién de sefiales mediado por el CD20 expresado en las células
CART podria acoplarse a los eventos de sefalizacion impulsados por el CAR, de modo
que CD20 en su rol como canal podria provocar una disminucién de la sefial y reducir la
expresion del CAR19 por fosforilacion e internalizaciéon del dominio ITAM de CD3C.
Esto conduce a la necesidad de evaluar exhaustivamente la secuencia de CD20 y
comprender mejor los mecanismos biolégicos asociados a esta molécula, con el fin de
poder mejorar la actividad de nuestro enfoque. Otro de los aspectos a considerar es la
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posibilidad de crear una molécula CD20 modificada, esto es, una versién mas corta que
carezca de cualquier funcién biolégica y que mantenga unicamente su epitopo
extracelular para rituximab, para lo cual resulta clave llevar a cabo estudios que permitan
una caracterizacion completa de la interaccion de la region scFv de rituximab con su

epitopo en CD20.

Una vez activadas y expandidas las células CART, el siguiente paso tuvo como
finalidad evaluar 7z vitro su eficacia frente a lineas celulares que presentan el antigeno
CD19. A través de ensayos de citotoxicidad zz vitro y del analisis de citocinas secretadas
en los sobrenadantes colectados de dicho ensayo, se pudo demostrar que las células
CART19-CD20 exhiben especificidad y una solida actividad citotéxica y de liberaciéon de
citocinas proinflamatorias iz vitro contra células leucémicas B CD19+. Esto pone en
evidencia que la efectividad de destruccion de las células CART19-CD20 mediada por el
receptor CAR19 va acompafiada ademas de la liberaciéon de citocinas proinflamatorias,
como es lo deseable considerando que amplia la capacidad de estas células para conducir
acciones sobre otros mediadores del sistema inmune, logrando asi respuestas potentes y
completas sobre el objetivo. Si bien las células CART19-CD20 mostraron una potente
actividad citotoxica frente a células leucémicas CD19+, ésta fue comparativamente
inferior a la de los linfocitos de referencia CART19, lo que podria indicar que la co-
expresion del CD20 modificarfa en algin grado la intensidad de la senalizaciéon del
CAR19. Esto conduce a la necesidad de evaluar la secuencia de CD20 y comprender los
mecanismos asociados a la coexpresion de este marcador que puedan estar afectando la
eficacia anti-CD19 de nuestras células CART, de modo tal de poder introducir las
modificaciones necesarias destinadas a mejorar la actividad de nuestro enfoque.

Dado que las terapias CART presentan una extraordinaria persistencia a largo
plazo, las potenciales toxicidades y eventos adversos posteriores, algunos de los cuales
pueden prolongarse durante toda la vida de las células T genéticamente modificadas, han
conducido a que la prevencion o el manejo de la toxicidad no deseada constituya uno de
los focos claves a ser atendidos para la aplicacion exitosa de esta novedosa tecnologia.
Incluso, se ha visto que la erradicacion de las células CART puede ser necesaria para un
HSCT exitoso, dado que la persistencia de células T en general (y mas en algunos CART)
puede mediar el rechazo de las células madre hematopoyéticas infundidas.

Son varias las estrategias de seguridad que se han desarrollado para manejar los
efectos de la terapia con células CART, destacando entre ellas las basadas en
interruptores genéticos. Los interruptores genéticos son elementos codificados
genéticamente integrados en las células CART capaces de activar la muerte de estas
células con la administracién de un agente farmacéutico inductor. La eliminacion de las
células CART a través de estos interruptores genéticos permiten “el suicidio/eliminacién
dirigidos” y se ha impuesto como una estrategia atractiva para la seleccion, seguimiento y
eliminacion de estas células en caso necesario. Hasta la fecha, son dos los genes suicidas
que se han integrado en las células CART y que han sido probados con éxito en la
clinica: el gen que codifica la caspasa 9 inducible (iCasp9) y el gen que codifica la

112



timidina quinasa del virus del herpes simple (HSV-TK) [131]. Las estrategias que
incluyen al gen iCasp9, el cual es activado por un inductor quimico de dimerizacién de
molécula pequefia (AP1903/AP20187) que induce la apoptosis de las células CART,
destacan por sus resultados robustos en eficacia y seguridad, especialmente en aquellas
propuestas que lo combinan a CARs anti-CD19 o anti-CD20 [131, 132, 133, 134]. Los
enfoques que incorporan el gen HSV-TK también han demostrado ser sistemas
altamente eficaces y seguros; este gen hace que las células CART sean susceptibles a
ganciclovir, un antiviral capaz de inducir la inhibicién de la sintesis de DNA provocando
la muerte celular. Si bien otros profarmacos como aciclovir y brivudina también han sido
evaluados, se ha comprobado que ganciclovir es el mas eficaz para este sistema. HSV-TK
es el gen suicida que se ha probado mas extensamente en humanos, utilizandose
convencionalmente para inducir la muerte de las células T tras la apariciéon de la
enfermedad de injerto contra huésped grave asociada con la infusién terapéutica de
linfocitos del donante después del transplante de médula 6sea alogénico [95, 131, 132].

Otras estrategias de interruptores de eliminacion se basan en la coexpresion de la
molécula de CAR junto con una proteina de superficie celular truncada, siendo el
receptor del factor de crecimiento epidérmico humano truncado (huEGFRt) y el CD20
las dos proteinas truncadas que se han probado como objetivos para la eliminacién de
las células CART. La molécula suicida huEGFRt se puede activar con el anticuerpo
monoclonal terapéutico anti-EGFR cetuximab, mientras que CD20 lo hace con el
anticuerpo monoclonal anti-CD20 rituximab, conduciendo a la eliminacién selectiva de
las células transducidas a través de la CDC y la ADCC [131, 132]. El CD20 humano
como objetivo de eliminacién para la terapia con células CART ha demostrado ser eficaz
en muchos estudios, confirmandose la capacidad de rituximab para producir la deplecion
de los linfocitos que expresan CD20. Un paso importante lo constituy6 la creacion de
RQRS, una construcciéon de 136 aminoacidos con epitopes de CD34 y CD20 expresada
en la superficie de la célula CART, donde el disefio de epitope dual le otorga una doble
funciéon: como marcador de seleccion (cuando el CD34 es objetivo de un anticuerpo
monoclonal anti-CD34 (QBEnd/10)) y como molécula suicida (cuando el CD20 es
objetivo de rituximab), lo que conduce a CDC y ADCC altamente efectivos vy, en
consecuencia, convierte a las células T transducidas en muy susceptibles a la lisis por
rituximab [95]. Otros enfoques similares desarrollados posteriormente, como el
CART123-CD20 para leucemia mieloide humana, han mostrado también una notable
efectividad en el agotamiento de las células CART sin perjudicar la remisiéon de la
neoplasia [137]. Aparte de los sistemas mencionados, existen otras estrategias
emergentes para controlar las células CART, entre las que destacan los CARs con
interruptores de encendido y apagado (ON-switch y OFF-switch CARs), que utilizan
pequefias moléculas exogenas, se encuentran actualmente en ardua investigacion [132].
Los CARs con interruptores de encendido y apagado controlados con lenalidomida [63],
junto a los recientemente desarrollados SMASh-CARs (CARs de apagado asistido por
moléculas pequefias basados en proteasas), como el controlado por el farmaco
Asunaprevir [135], y los inhibidores de tirosina quinasa, como el dasatinib [136], han
mostrado gran potencial por su capacidad para activar y desactivar las células CART de
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un modo seguro, rapido, reversible y clinicamente adecuado mediante la administracion
de un farmaco. Lo anterior reviste de gran relevancia, puesto que a futuro podrian
permitir a los pacientes pausar temporalmente su tratamiento con células CART ante la
ocurrencia de algun efecto adverso grave u otra condicién que lo amerite.

En la actualidad, muchos de los enfoques para eliminar las células T transducidas
estan siendo evaluados en ensayos pre-clinicos y clinicos. Particularmente, los
mecanismos de eliminaciéon que utilizan como anticuerpo farmacéutico el rituximab
demuestran una considerable utilidad practica en la terapia con células CART y una serie
de ventajas. Su primera gran ventaja es que disponen de un producto de grado clinico
listo para usar y que ha sido ampliamente utilizado de manera exitosa. Ademas, la
monoterapia con rituximab es bien tolerada por la mayoria de los pacientes y no tiene
una dosis maxima tolerada, al contrario de lo que puede ocurrir con cetuximab, donde su
administraciéon puede acompafiarse de exantema cutaneo [95]. Por otro lado, rituximab
posee la propiedad de ser un agente linfodepletor muy potente y de acciéon rapida (86—
97% de células eliminadas en 24—72 horas), a diferencia de otros enfoques, como los que
incorporan a cetuximab (huEGFRt-cetuximab) cuya respuesta es mas lenta (hasta varios
dias) [95, 132].

El rituximab es un farmaco usado de manera comun y segura para erradicar
células B en pacientes con ciertas neoplasias hematolégicas malignas (linfoma no
Hodgkin, leucemia linfocitica crénica y leucemia linfoblastica aguda del adulto),
enfermedades autoinmunes (artritis reumatoide, esclerosis multiple y lupus eritematoso
sistémico), vasculitis (granulomatosis con poliangeitis y poliangeitis microscopica) y
utilizado también con éxito en algunas patologias y condiciones renales (glomerulopatias
primarias, transplante renal y en pacientes con rechazo mediado por anticuerpos) [64,
141]. Rituximab se ha utilizado desde 1997, administrado por via intravenosa, fue el
primer anticuerpo monoclonal terapéutico que se utilizé en el campo de la oncologia,
estableciendo una nueva clase de farmacos contra el cancer. A partir de entonces este
farmaco ha revolucionado el tratamiento de las neoplasias malignas hematolégicas de
células B y actualmente se incorpora de forma rutinaria en los regimenes terapéuticos,
demostrando una eficacia clinica que se ha traducido en mejoras importantes en las tasas
de respuesta y en una prolongacién significativa de la supervivencia general, reduciendo
la mortalidad y mejorando el pronéstico clinico de muchos pacientes [158, 159].

Los anticuerpos monoclonales humanizados como rituximab se unen con alta
afinidad y especificidad al antigeno CD20 de las células B normales y malignas
produciendo su agotamiento a través de varios mecanismos diferentes, que incluyen la
CDC, ADCC, fagocitosis celular dependiente de anticuerpos y la apoptosis u otras vias
de muerte celular desencadenadas directamente por la unién del rituximab a CD20 [67,
70]. Con respecto a esto ultimo, se ha informado que rituximab puede orquestar su
efecto directo a través del bloqueo de varias vias de sefializacion de supervivencia, como
PI3K/AKT, NF-»B, P38 MAPK y ERK1/2; mediante la sensibilizacion de las células

tumorales a farmacos citotéxicos, por activacion de la ruta de apoptosis mediada por
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mitocondrias a través de la downregulation de proteinas antiapoptoéticas Bcl-2, activacion de
la via de sefializacion Fas a través de la #pregulation del receptor Fas en la superficie y por
la actuacién de Bid como mediador entre la via extrinseca y mitocondrias para liberar
proteinas pro-apoptoticas. Si bien esta establecido que las caspasas son las principales
impulsoras de la apoptosis mediada por rituximab, a través de las vias intrinseca y
extrinseca, se ha reconocido que el farmaco puede inducir la muerte celular en ausencia
total de activacion de caspasas, aunque el conocimiento de la sefiales intracelulares
involucradas es incompleto. Se sugiere que la entrada de calcio con el consiguiente
aumento de su concentracion intracelular, conduce a una mayor produccién de especies
reactivas de oxigeno, las que son necesarias para que rituximab estimule la muerte celular
independiente de caspasas [142]. Si bien rituximab actda agotando los linfocitos B
circulantes, es importante destacar que tiene un efecto temporal, puesto que este
farmaco no se une ni afecta a las células antes de las etapas de linfocitos pre-B, asi como
tampoco a las células plasmaticas secretoras de inmunoglobulinas que son CD20
negativo. Se ha visto que los linfocitos B se pueden mantener agotados durante 9 meses,
y en algunos casos puede continuar hasta 2 afios [142]. Asi, estudios como el de
Abulayha A y col,, 2010 y el de Iwata et al., 2011 demostraron que los linfocitos B
permanecen agotados durante al menos 6 meses después del tratamiento con rituximab,
seguido por una recuperacion lenta a partir de precursores tempranos [158, 159].

El éxito de rituximab ha conducido en los ultimos anos al desarrollo de nuevos
anticuerpos monoclonales anti-CD20 buscando superar la resistencia y mejorar las
actividades antitumorales. Estas nuevas generaciones incluyen al obinutuzumab,
ofatumumab, veltuzumab y ocrelizumab, asi como a los anticuerpos CD20/CD3 y a
aquellos conjugados a radiois6topos, como P'I-tositumomab y *Y-ibritumomab
tiuxetan. Si bien en la actualidad rituximab puede ser reemplazado por estos nuevos
anticuerpos anti-CD20, los estudios no han dejado claro aun si éstos son superiores al
rituximab en base a su eficacia y seguridad [70, 71]. La larga historia de uso clinico
exitoso de rituximab, sumado a la reciente introduccién y aprobaciéon de una
formulacién para administracion por via subcutinea, sin duda fortalecen la posiciéon de
este farmaco, por lo que es altamente probable que se mantenga dentro del arsenal
terapéutico esencial para las neoplasias malignas de células B sintomaticas y avanzadas.
Sobre la base de estas evidencias, en especial por su vigencia, efectividad y seguridad,
consideramos que rituximab es el agente ideal para nuestra propuesta de interruptor
genético que aqui presentamos.

En este trabajo, evaluamos la capacidad de rituximab para inducir la eliminacién
citotoxica 7/ vitro de células CART19 co-expresando la proteina de superficie CD20
mediante un ensayo basado en CDC. A través de él se pudo demostrar iz vitro que las
células CART19-CD20 son susceptibles a ser reducidas rapidamente con rituximab por
medio de una actividad CDC; asi en este estudio corroboramos que CD20 puede actuar
como un gen de eliminacion, confirmandose una vez mas el efecto del farmaco sobre
células que expresan CD20 en su superficie. Este ensayo presento ciertos inconvenientes
que se deben considerar como la elevada mortalidad basal obtenida como consecuencia
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de una transduccion lentiviral usando concentraciones altas del vector (MOI de 20),
necesario para lograr los niveles de expresion del CD20 sobre el 90% que permiten una
mejor visualizaciéon y estimacion de la mortalidad de las células CART19-CID20. Por otro
lado, se debe tener en cuenta que el tratamiento con rituximab provoca una disminucién
en el porcentaje de linfocitos T y, aunque residual, se ha postulado que la expresion de
CD20 en estas células es la causa principal [141, 159]. Asi, dado que casi no hay
expresion natural de CD20 en los linfocitos T, el rituximab afectaria a los linfocitos
CART19-CD20 y muy escasamente a esta poblacién de linfocitos T CD20+.

Aqui se presenta una estrategia de eliminacion citotoxica rapida de las células
CART19-CD20 donde, a través de la administraciéon de rituximab, se podria inducir la
eliminacion de estas células sintéticas una vez que hayan erradicado las células
leucémicas, como medida de urgencia ante la ocurrencia de eventos adversos severos o
incluso para facilitar un HSCT exitoso. La eliminacién confiable y completa de las células
CART después de la induccion de la remision de la leucemia es sin duda un factor critico
para el éxito clinico de las inmunoterapias dirigidas a neoplasias malignas de células B,
entre otros aspectos porque permite superar eventos adversos, como es la restauracion
de la poblacién de linfocitos B normales y con ellos de la produccién de anticuerpos,
tras la aplasia permanente que resulta de la persistencia de las células CART19.

Las células CART19-CD20 demostraron 7z vitro ser un enfoque terapéutico
atractivo para la traduccion clinica. Resulté muy lamentable no haber podido concluir el
ensayo en el modelo preclinico de xenoinjerto murino de B-ALL que buscaba probar el
efecto 7z vivo de nuestras células CART. Reiniciar este estudio es sin duda un paso clave
en el camino hacia su aplicacion clinica.

Entendiendo que las células CART pueden permanecer durante toda la vida del
individuo (un estudio encontré que las células CART19 permanecieron detectables mas
de diez anos después de la infusiéon en pacientes con remision sostenida [139]), resulta
necesario determinar hasta cuando se podria considerar oportuno eliminar las células
CART en nifios o en adultos sin que hubiera riesgo de recidiva, de modo tal que
permitiera suspender el suministro de inmunoglobulinas IV. Sin duda se requieren de
estudios para conocer mas sobre el potencial a largo plazo y la estabilidad clonal de las
células infundidas, asi como para comprender mejor la biologia de las respuestas
sostenidas a la terapia con células CART; sin embargo, las estrategias de suicidio u otros
enfoques de eliminacion similares, los CARs con interruptores de encendido y apagado,
y los inhibidores de tirosina quinasa, resultan muy atractivos para enfrentar éste y otros
desafios. En el futuro, el desarrollo de enfoques innovadores que combinen estas
tecnologias podrian permitir, una vez lograda la remisién, inhibir temporalmente la
actividad de las células CART para evaluar si se produce o no recidiva; de haberla, podra
ser posible un rescate de la terapia, mientras que si la remision se mantiene en el tiempo,
la activacion del mecanismo suicida serfa el recurso que permitirfa eliminar
definitivamente a las células CART.
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Sin duda el manejo de la toxicidad de la terapia con células CAR-T constituye un
desaffo importante y se requiere mas investigaciéon para eliminar las deficiencias de los
enfoques actuales o para introducir mejoras en los nuevos métodos. Se espera que el
desarrollo de CARs de ultima generaciéon aumente la seguridad de la inmunoterapia
antitumoral con células CAR-T y supere sus debilidades actuales, de manera que esta
terapia pueda llegar a convertirse en un tratamiento de primera linea.
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6.- CONCLUSIONES

119



120



1.- Hemos desarrollado una nueva construccion CAR anti-CD19, el CAR19-2A-
CD20, conformado por la cadena simple del fragmento variable (scFv) del anticuerpo
monoclonal anti-CD19 A3B1, la regién bisagra y transmembrana de CD8 (btCDS8), mas
los dominios de senalizacion 4-1BB y CD3(, seguido de 2A y CD20, este ultimo la
etiqueta celular objetivo para rituximab (anticuerpo monoclonal anti-CD20).

2.- Dos estrategias diferentes de PCRs resultaron ser intentos infructuosos para
obtener un vector lentiviral de tercera generacion pCCL-CAR19-2A-CD20, siendo
necesaria la sintesis de novo del plasmido.

3.- El sistema de produccion de vectores lentivirales pCCL-CAR19-2A-CD20 y
pCCL-CAR19 demostré ser efectivo y robusto. Se comprobé que la transduccion de las
células T con tales vectores permitieron la expresion simultanea y eficiente del CAR19 y
el CD20 en la supertficie celular y se demostré que el método de produccion de células

CART19-CD20 y CART19 es consistente.

4.- Las células CART19-CD20 exhiben 7z vitro una especifica y potente actividad
citotoxica frente a lineas celulares que presentan el antigeno CD19, especialmente
después de 16 horas de cocultivo, aumentando a medida que el ratio células
efectoras:células zarger se incrementa, y alcanzandose porcentajes de citolisis cercanos al
90% ante las proporciones E:T mas altas.

5.- Si bien esta actividad citotéxica resulta evidente, su potencia se muestra
comparativamente menor a la de las células de referencia CART19. En coherencia con lo
anterior, también se observo una respuesta significativa a través de la liberacion de las
citoquinas proinflamatorias INF-y e I1L-17a.

6.- El rituximab tiene la capacidad para eliminar zz vitro rapidamente células
CART19-CD20+ mediante citotoxicidad dependiente de complemento en un modo
proporcional a la concentracion, tras observarse que el porcentaje de células CART19-
CD20 disminuy6 a las concentraciones mas altas de rituximab.

7.- Como conclusiéon final, los hallazgos obtenidos 7z witro establecen que el
enfoque de una inmunoterapia antitumoral basada en células CART19-CD20+ supone
una estrategia especifica antileucémica frente a células CD19+ con mitigacién potencial
de la toxicidad a través de una reduccion de las células CART controlable por rituximab.
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