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RESUMEN
La severidad de los efectos secundarios provocados por las terapias convencionales
contra el cancer sumado a [a baja eficacia en pacientes en estado avanzado de la
enfermedad ha promovido la busqueda de nuevas terapias. La inmunoterapia ha
emergido como una de las alternativas mas promisorias en el desarrollo de terapias
contra el cancer. Entre ellas, la fransferencia adoptiva de linfocitos T es una de las
cuales ha obtenido mejores resultados. Los linfocitos T pueden ser modificados
genéticamente con recepfores de antigeno quiméricos (CAR, chimeric antigen
receptor) los cuales estan compuestos por: un dominio extracelular, basado en las
regiones variables de anticuerpos monoclonales (scFv) especificos hara el
reconocimiento de los antigenos tumorales; un dominio intracefular compuesto por el
dominio de sefializacidn del TCR, generalmente CD3, y el dominio intracelular de
receptores de coestimulacion (como CD28 y 0OX40). Los linfocitos T que expresan el
CAR en su superficie son capaces de reconocer especificamente estos antigenos
tumorales y mediar la destruccion del tumor, estos han demosirado excelentes
resultados en ensayos clinicos para el tratamiento de cénceres hematoldgicos. Sin
embargo, los linfocitos T CAR no han mostrado la misma eficacia en pruebas clinicas
contra tumores soélidos, en parte por una incompleta comprensién de como los
dominios de sefializacion del CAR afectan la capacidad antitumoral de los linfocitos T
CAR y como pueden hacer frente al microambiente inmunosupresor presente en el
tumor. En este contexto, este Seminario de Titulo busca la generacién de un protocolo
eficiente de transduccién de linfocitos T con CARs especificos conira el antigeno
carcinoembricnario {CEA) y comparar la estimulacién mediada por CD28 {CAR-CD28)
y por OX40 (CAR-OX40} asi como en condiciones que simulen el microambiente

tumoral. Para ello, se generaron lineas estables productoras de particulas retrovirales




codificantes de CAR-OX40 y CAR-CD28 y se logré transducir eficientemente linfocitos
T murinos y humanos con ambos receptores quiméricos. Los linfocitos T CAR murinos
se activaron potentemente ante la estimulacion in vitro con la proteina CEA unida a
placa, evaluado mediante la produccion de IFN-y, granzima B y la expresion de CD69
por citomelria de flujo. Sin embargo, no se observaron diferencias entre la activacion
mediada por CAR-CD28 y CAR-OX40, tanto en linfocitos T CD8" como CD4". Sin
embargo, al llevar a cabo la activacion de los linfocitos T CAR en presencia de 10 mM
de acido lactico, la viabilidad de linfocitos T CAR-CD28 disminuyd drasticamente,
mientras que los linfocitos T CAR-OX40 resistieron la muerte celular, aunque la
produccion de IFN-y se vio disminuida. Los linfocitos T CAR también se activaron
especificamente al realizar cocultivos con células tumorales que expresan CEA,
aungue no se cbservaron diferencias entre CAR-CD28 y CAR-OX40. Finalmente, los
linfocitos T modificados con ambos CAR mostraron una eficacia similar para suprimir el
crecimiento de tumores CT26-CEA in vivo. Este trabajo es el paso necesario tanto para
el desarrollo de estudios de ciencia basica del funcichamiento de los CARs, como para

la generacidn de terapias relevantes en nuestro pals.




ABSTRACT

The severity of side effects caused by conventional cancer therapies together
with the low efficacy in patients with advanced disease has prompted the search for
new therapies. Immunotherapy has emerged as one of the most promising cancer
therapies, in particular adoptive transfer of tumor-specific T cells have been shown to
mediate strong antitumor effects. T cells can be genetically modified with chimeric
antigen receptors (CAR), which comprise: an extracellular domain, based on the
variable regions derived from specific monoclonal antibodies (scFv) to recognize tumor
antigens; an intracellular domain consisting of the TCR signaling domain, usually CD3¢,
and the intracellular domain of an costimulation receptor (as CD28 and 0OX40). T cells
expressing a CAR on their surface are capable of recognizing specific tumor antigens
and mediating tumor cell destruction. Clinical trials testing the efficacy of CAR T cells in
hematologic malignancies have yielded promising results. However, CAR T cells have
shown limited efficacy against most solid tumors in clinical trials, partly because our
incomplete understanding of how CAR signaling domains of affect antitumor activity of
CAR T cells and how they can cope with the immunosuppressive tumor

microenvironment.

In this context, this Seminar of Title aims to generate an efficient transduction
pratocol of T cells with a CAR specific against the carcinoembryonic antigen (CEA} and
compare the effector activity induced by stimulation mediated by CD28 (CAR-CD28) or
0OX40 (CAR-OX4Q) in vitro, as well as under conditions simulating the tumor
microenvironment. Therefore, siable cell lines producing CAR-encoding retroviral
particles were generated for transducing T cells with chimeric antigen receptors. These

retroviral particles were able to efficiently transduce mouse and human T cells with both




CAR-OX40 and CAR-CD28. When mouse T cells expressing either CAR-CD28 or
CAR-OX40 were activated jn vifro with plate-bound CEA protein, no differences
between CAR-CD28 and CAR-OX40 were observed for CD8" or CD4™ T cels,
evaluated by the production of IFN-y, as well as granzyme B and CD69 expression by
flow cytometry. In contrast, CEA-specific activation of CAR T cells in the presence of 10
mM lactic acid drastically reduced the viability of T cells transduced with CAR-CD28.
Interestingly, CAR-OX40 T cells were largely resistant to lactic acid-induced cell death
although IFN-y production was noticeably diminished. CAR T cells were also
specifically activated when cocultures with CEA expressing tumor cells were performed,
although no differences between CAR-CD28 and CAR-OX40 were observed. Finally,
both CAR T cells showed similar efficacy to suppress tumor growth CT26-CEA in vivo.
This wark is a necessary step for both the development of basic studies on CAR T cell

function and the generation of novel immunotherapies relevant in our country.




INTRODUCCION

Céncer colorrectal

Cancer es un conjunto de enfermedades producidas por la proliferacion
descontiolada de las células de un tejido con capacidad de invasion a otros tejidos.
Dentro de los canceres con mayor incidencia en nuestro pais se encuentra el cancer
colorrectal (Subsecretaria de Salud Ptiblica, 2013), este consiste en un cancer maligno
que se origina en las paredes del intestino grueso o el recto. Existen diferentes
clasificaciones de este tipo de cancer dependiendo del estadio en el cual se encuentra,
sus caracteristicas genéticas y el historial del paciente. Seguin el estadio de la
enfermedad, se considera en fase | si afecta las paredes del colon y el recto sin afectar
la capa muscular, fase Il si se encuentra invasién de todas las capas del colon o recto,
fase lll si se encuentra invasion localizada y metastasis en ganglios o fase IV si existe
metastasis en dérganos alejados, tales como higado o pulmén. En la mayoria de los
casos su desarrollo es asintomético o con sintomas inespecificos tales como sangrado
rectal, sangre en las deposiciones, pérdida inexplicable de peso, dolores frecuentes en
la regién abdominal, entre otros (Subsecretaria de Salud Publica, 2013). Debido a la
falta de sintomas y signos especificos para esta enfermedad la deteccion de este
cancer se realiza en estadios avanzados cuando los tratamientos tradicionales no
logran eliminar el foco neopléasico lo que se traduce en muy bajas expectativas de vida.

Los resultados obtenidos con el esquema habitual de tratamiento muestran que
el porcentaje de sobrevida de 5 afios post cirugia es del 80-90% para pacientes en
estadio 1, 70-75% en estadio 11, 35-50% en estadio Il y menos del 7% en estadio IV
{Edge y Compton, 2010; Rao y col., 2011). Para los sistemas de salud en Chile y el
mundo, la cobertura del tratamiento para esta enfermedad representa un desafio

econdmico impartante debido al elevado costo de las cirugias y de cuidados paliativos.




Sistema inmune y cancer

La baja efectividad de los tratamientos para estados avanzados del céncer, los
altos costos de éstos, el alio nimero de muertes anuales debido a esta enfermedad y
los severos efectos secundarios que se traducen en una pésima calidad de vida de los
pacientes que sufren de canceres hacen necesaria la busqueda de nuevas terapias
(Pristo y col., 2004). La inmunoterapia ha surgido como una alternativa promisoria de
tratamiento debido a que aprovecha la capacidad del sistema inmune de reconocer y
eliminar células tumorales de forma especifica a través de la respuesta inmune
adaptativa, principalmente mediante linfocitos T. Esta respuesta es iniciada por las
células presentadoras de antigeno profesionales, fundamentalmente células
dendriticas, las cuales tienen la capacidad de fagocitar antigenos tumorales (proteinas
preferencialmente expresadas en las células tumorales y ausentes, o presentes en
muy bajas cantidades en células normales), procesarlos y presentarlos a través de
moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC del inglés major
histocompatibifity complex) clase | y Il para inducir la proliferacion y activacion de los
linfocitos T CD8" citotoxicos y CD4" efectores, respectivamente. En consecuencia, los
linfocitos T se activan, induciendo su expansion clonal y la adquisiciéon de un programa
de diferenciacion hacia un fenotipo efector que involucra la produccion de citoquinas
{como IFN-y, TNF-q, IL-2, efc) y migracién a los iejidos afectados, por ejemplo,
tumores (Siddiqui 1., ¥ col., 2018). Los linfocitos T generados adquieren el potencial de
reconocer, mediante su TCR (del inglés T cell receptor), y eliminar a células que
presentan los antigenos tumorales mediante la liberacién de granzimas, perforinas, y la
secrecion de citoquinas, tales como TNF-a e IFN-y que favorecen la accidn del sistema
inmune. Clinicamente, [a infitracion infratumoral de linfocitos T citotdxicos se asocia

con parametros clinicos favorables como recurrencia disminuida de la enfermedad y




mayor supervivencia en pacientes con distintos tipos de cancer (Mahmoud y col., 2011.
Dudley y col., 2002). En el caso del cancer colorrectal, se ha reportado que un
aumento en la infiltracion de linfocitos T citotoxicos en el estroma del tumor y una
mayor razén entre linfocitos T CD8" citotoxicos respecto a linfocitos T CD4’
reguladores estd asociado a un buen prondstico, independiente del estadio de la
enfermedad (Kim y col., 2015). Ademas, se ha demostrado el potencial de linfocitos T
antitumorales de eliminar y prevenir la aparicion de tumores en modelos animales
(Amedei y col., 2011). Todo lo mencicnado anteriormente da cuenta de una estrecha

relacion entre sistema inmune vy el desarrollo de distintos tipos de canceres.

Transferencia adoptiva de Linfocitos T como terapia contra el cancer

Se han desarrollado diversas estrategias para aprovechar [a capacidad de los
linfocitos T de reconocer y eliminar tumores. Una de las inmunoterapias desarrolladas
con linfocitos T consiste en la transferencia adoptiva de linfocitos T citotdxicos
especificos, aislados de biopsias de tumores (TIL del inglés Tumor-infillrating
lymphocytes) y amplificados in vifro. Esta aproximacion ha demostrado ser eficaz en el
control de la enfermedad en pacientes con melanoma metastasico, neuroblastoma o
tumores generados por infecciones virales, proporcionando asi pruebas directas de la
eficacia de los linfocitos T citotéxicos manipulados ex vivo como inmunoterapia
antitumoral (Amedei y col., 2011. Dudley y col., 2002. Pule y col., 2008. Fujita y col.,
2008). Sin embargo, la principal limitacién de esta estrategia es la necesidad de
obtener una biopsia accesible y suficientemente grande gue permita la expansion de
linfocitos T antitumorales, los que normalmente se encuentran en baja frecuencia
(Radvanyi y col., 2015). Por otro lado, a pesar de que los linfocitos T tienen la

capacidad de eliminar células tumorales, los antigenos que expresan las células




cancerigenas son propios y los linfocitos T con un TCR que reconoce antigenos
propios con aita afinidad son eliminados durante el proceso de tolerancia central con el
fin de evitar el desarrollo de enfermedades autoinmunes. En consecuencia, los
linfocitos T enddgenos que posee un paciente reconocen con baja afinidad antigenos
tumorales propios, lo que se f{raduce en una respuesta débil e insuficiente
{McGranahan y col., 2018).

Para sobrepasar esta limitacién, se han desarrollado protocolos de maodificacion
genética de linfocitos T con TCRs que reconocen antigenos tumorales con alta
afinidad. Esta metodologia permite cambiar la especificidad de los linfocitos T al
introducirles genéticamente un TCR previamente caracterizado como antitumoral para
gue el linfocito T modificado sea capaz de atacar células cancerosas eficientemente.
Sin embargo, la utilizacion de linfocitos T modificados genéticamente con TCR posee
una serie de limitaciones. Primero, las cadenas a y B del TCR introducido compiten con
las cadenas o' y B’ del TCR enddgeno preexistente, lo que se traduce por un lado en la
disminucién de la densidad de TCRs antitumorales (Okamoto y col., 2009}, por otro
lado la combinacion de las cadenas del TCR enddgeno y el TCR transgénico puede
generar nuevos TCR (a/f’ y «'/B) con especificidades desconocidas potencialmente
riesgosas (Bendle y col., 2010). Ademas, dado que ef TCR reconoce especificamente a
un complejo formado por el péptido antigénico y la molécula de MHC, un TCR en
particular sélo sirve para aquella fraccién de los pacientes que expresen la molécula de
MHC reconocida por el TCR transgénico escogido, lo que restringe la proporcion de
pacientes que puede beneficiarse de este tipo de terapias. Por altimo, muchos tumores
disminuyen la expresion de las moléculas de MHC como un mecanismo de evasion al
reconocimiento por los linfocitos T (Fehlker y col., 2014) limitando el potencial de esfa

aproximacion.




Linfocitos T modificados con receptores de antigeno quiméricos (Chimeric
antigen receptor, CAR)

Una estrategia que supera todas las limitaciones expuestas anteriormente es la
modificacion genética de linfocitos T con “receptores de antigeno quiméricos” (CARs
del inglés chimeric antigen receptors). Estos receptores de cadena simple estan
compuestos por una porcidn extracelular proveniente de los fragmentos variables de
las cadenas pesadas y livianas de un anticuerpo (scFv del inglés chain variable
fragment), seguido por una secuencia espaciadora, fusionado con los dominios
citoplasmaticos de sefializacién proveniente de la molécula CD3Z y de moléculas
coestimuladoras (como CD27, CD28, OX40 y 4-1BB) (Cartellieri y col., 2010). El CAR
reconoce su antigeno en la superficie de la célula tumoral blanco a través del scFv, lo
que inicia la transduccion de sefiales al interior de los linfocitos T via CD3Z, de forma
similar como ocurriria a través del TCR, desencadenando su activacion y la secrecion
de citoquinas como IL-2, IFN- y y TNF-a, ademas de la liberacién de mediadores
citotoxicos como perforina y granzima que culminan con la destruccién de la célula
blanco (Haynes y col., 2002). En consecuencia, linfocitos T genéticamente modificados
con CARs reconocen los antigenos presentes en [a superficie de las células tumorales
de manera independiente de las moléculas de MHC. Asi, un CAR puede ser usado en
cualquier paciente, independiente de las moléculas de MHC que presente. Ademas, al
estar formado por una cadena unica los CARs no compiten con los TCRs enddgenos
preexistentes superando [as limitaciones asociadas con el uso de TCRs.

Los dominios de receptores de coestimulacion presentes en los CARs ayudan
a generar una activacion robusta, ademas de promover la sobrevivencia in vivo de los
linfocitos T modificados. Algunos de los dominios de coestimulacion comtnmente

utilizados en los CAR son OX40 y CD28, los cuales difieren en las cascadas de




sefializacion que activan y por lo tanto, en las caracteristicas de los linfocitos T
efectores y en [a generacion de linfocitos T de memoria. OX40 actida reclutando a
TRAF (factores asociados a receptores de TNF) que a su vez activan la via canénica y
la no canodnica de NF-kB (factor nuclear kB), NFAT (factor nuclear de linfocitos T
activados), ERK (quinasas reguladas por sefial extracelulares) y AP1 (proteina
activadora 1), entre otras (Croft y col., 2009). Esto activa las vias de Pi3K (fosfoinositol
3-quinasa) y AKT (o PKB: Proteina quinasa B) lo que favorece [a proliferacién,
liberacion de citoquinas proinflamatorias y finalmente la generacién de linfocitos T de
memoria (Song y col., 2004). CD28 es una proteina de membrana que estimula la
activacién de los linfocitos T virgenes promoviendo la proliferacién y sobrevida. CD28
media sus funciones a través de dos motivos en su regién citoplasmatica, YMNM y
PYAP. La regién YMNM recluta la subunidad p85 de Pi3K, un intermediario para iniciar
la via de AKT gue a su vez promueve la proliferacion y supervivencia de linfocitos T
activando NF-kB, NFAT, entre otros (Boomer y Green., 2010). Por otro lado, ambos
motivos estan involucrados en la activacion de la proteina quinasa C 8, ademas del
reclutamiento de GBR2 (factor de crecimiento unido a proteina 2) que gatilla la sefial
para la produccion de IL-2. (Hombach y col., 2001}. Sin embargo, [a liberacién de [L.-2
tiene efectos contrapuestos, por un lado promueve la proliferacién y sobrevida de
linfocitos T CD8" y CD4" efectores, pero por otro lado activa a los linfocitos T
reguladores que infiliran el tumor, lo que deriva en la inhibicién de los linfocitos T
antitumorales (Cesana y col., 2008). Por ello, se han disefiado estrategias para activar
a CD28 pero evitar [a liberacion de IL-2 (Kofler y col., 2011). A pesar de que OX40 y
CD28 reclutan proteinas adaptadoras diferentes, la activacion de las vias rio abajo

como AKT y NF-kB son parcialmente compartidas, sin embargo, aun existen muchas




preguntas de como sefiales individuales inducen una funcién especifica en linfocitos T
{Chen vy Flies., 2013).

A nivel clinico, las terapias con linfocitos T autdlogos genéticamente
modificados con CAR han mostrado una gran eficacia en pacientes con canceres
hematoldgicos, en particular en el tratamiento de leucemias y linfomas. Linfocitos T
maodificados con un CAR especifico contra la proteina CD19, expresada en linfocitos B
malignos, han mostrado efectivos en una gran proporcion de pacientes con leticemia
linfocitica crénica (Kalos y col., 2011). Similarmente, en ofro estudio realizado con 8
pacientes con linfoma de células B, el iratamiento con esta inmunoterapia resulié en la
remision completa en 2 pacientes, ofro con remisidn parcial y 4 pacientes con
estabilizacién de la enfermedad (Till y col.,, 2008). Estos estudios demosiraron la
capacidad de esta esirategia para eliminar grandes nimeros de células cancerosas,
donde dos de los tres pacientes tratados mostraron una regresién completa de la carga
tumoral. Sin embargo, su eficiencia en el tratamiento de tumores sélidos ha reportado
una capacidad antitumaral mas limitada aunque con resultados promisorios en
neuroblastoma y melanoma. Concretamente, en un estudio realizado con 15 pacientes
con melanoma, el fratamiento con la aproximacién de linfocitos T autdlogos
expresando CARs mostré la regresion de focos metastasicos en 2 pacientes (Morgan y
col., 2008). Otro estudio también ha ufilizado esta aproximacién terapéutica en
pacientes con neuroblastoma, en el cual 4 de 8 pacienies mostraron regresion parcial o
total del tumor (Pule y col., 2008). Actualmente, numerosos estudios que apuntan a la
erradicacién de tumores solidos estan siendo desarrollados en estudios clinicos de
Fase | y [l entre ellos, cAncer de mama, de cuello, de prdstata, entre ofros. (Maus y

col., 2014).




Se han realizado estudios clinicos Fase | demostrando la seguridad de la
terapia adoptiva de linfocitos T CAR especificos contra el antigeno carcinoembrionario
("Carcinoembryonic antigen", CEA), en pacientes con cancer colorrectal que presentan
metastasis en higado (Kaiz vy col., 2015). CEA se ha clasificado como uno de los 15
antigenos prioritarios para utilizar como blanco molecular entre los antigenos tumorales
descritos (Cheever y col.,, 2009). Esta es parte de una familia de proteinas de
transmembrana involucradas en adhesidn celular que inicialmente fue detectado solo
en tumores y tejido embrionario, y posteriormente fue detectado en muy bajos niveles
en algunas celulas epiteliales del tracto gastrointestinal de adultos sanos
(Hammarstrom y col., 1999; Bannura y col., 2004). Concretamente, CEA es detectado
en el 95,5% de los tumores de pacientes con cancer calorrectal (Tsouma y col., 2010) y
en bajos niveles en una fraccion de las muestras de colon provenientes de la poblacién
sana (7.5 - 12%).

En cuanto a las desveniajas del uso de linfocitos T CAR, se ha reportado que
esta terapia puede generar efectos adversos severos, principalmente debido a que
durante el disefic de los CAR se favorece el uso de anticuerpos monoclonales que
reconocen con alta afinidad antigenos que se expresan en gran densidad en células
tumorales, pero que pueden estar en baja densidad en el epitelic normal. Esto
conlleva el riesgo de Ia activacidn de linfocitos T CAR contra tejidos sanos provocando
la destruccidn en estos (Liu y col., 2015). Ademas, la destruccidn de un alto namero de
células tumorales induce una “tormenta de citoquinas” caracterizada por un aumento
en la concentracidn sanguinea de citoquinas proinflamatorias, fenémenocs que pueden
llevar finalmenie a la muerte de un paciente tratado (Maus y col., 2013). Dado estos
potenciales riesgos y el limitado éxito en [as pruebas clinicas contra la mayoria de los

fumores sdlidos, se han desarrollado nuevas estrategias para el desarrollo de linfocitos




T CAR para favorecer tanto la destruccién de las células tumorales como evitar efectos
secundarios. Para ello se ha estudiado el disefio de CAR basados en anticuerpos de
baja afinidad, lo que evita una respuesta en epitelios de baja expresién de la proteina
blanco (Liu y col., 2015), transformar con genes que permitan la rapida deplecién de
los linfocitos T modificados (Budde y col., 2013), favorecer la infiltracion de linfocitos T
CAR al estroma tumoral (Caruana y col., 2015) o evitar la inactivacion de los linfocitos
en el microambiente tumoral (John y col., 2013. Leen y col., 2014} con el fin de mejorar

su eficacia antitumoral.

Microambiente tumoral

Una de las principales razones de [a baja respuesta de las terapias adoptivas
contra la mayoria de los tumores sélidos, consiste en los variados mecanismos de
inmunosupresion con los que cuentan las células tumorales para evadir el
reconocimiente y la actividad efectora de linfocitos T citotéxicos. Por un lado, las
células cancerigenas inducen la acumulacion de distintas poblaciones inmunes, tales
como células mieloides supresoras, macréfagos tipo Il y linfocitos T reguladores. Este
microambiente tumoral favorece la produceciéon de citoquinas que evitan [a respuesta
inmune, tales como (L4, IL-10 y TGF-B, favorece [a expresion de moléculas de
superficie que evitan la accién de linfocitos T citotéxicos {(como PD-L1, PD-L2, FasL
etc.) (West y col,, 2015) y la expresién de enzimas que eliminan amino&cidos
esenciales para el actuar de las células efectoras como la enzima IDO que elimina el
friptéfano local y acumula metabolitos inmunosupresores a partir de triptéfano (Platten
y col., 2012).

Por otro lado, debido a la proliferacién descontrolada y a la vascularizacion

desordenada de las células cancerigenas, los tumores no tienen una oxigenacion




eficiente en toda su estructura lo que genera zonas de baja concentracion de oxigeno
(hipoxia). Adicionalmente, la demanda energética del excesivo crecimiento tumoral es
sostenido principalmente mediante fermentacién lactica, ya que los tumores favorecen
la glicolisis aun en presencia de oxigeno fenédmeno que se denomina efecto Warburg
(Warburg, 1961). Los principales productos de este metabolismo son la produccion de
ATP y éacido lactico, este tltimo es exportado al medio extracelular el cual se acumula
en el estroma producto de la vascularizacion deficiente de los tumores, llegando a
concentraciones de hasta 20 uM (Fischer y col., 2007). Tanto la hipoxia como la
acumulacion de acido lactico son dos ejes que suprimen la respuesta inmune de
linfocitos T efectores. La acumulacidén de acido lactico disminuye la capacidad de estos
de producir moléculas efectoras, tales como IFN-y o IL-2 e inhibe Ia proliferacién de
linfocitos T CD8" humanos (Fischer y col., 2007). Los linfocitos T activados aumentan
el flujo de sustratos hacia la glicdlisis, lo que irae como consecuencia la liberacion de
acido lactico al medio extracelular el cual es exportado mediante cotransporte de
protones v el anién lactato, sin embargo, al infiltrar en el estroma tumoral los linfocitos
T se enfrentan a un ambiente con altas concentraciones de acido lactico por lo que son
incapaces de exportar sus propios protones produciendo que entren en anergia. Por
otro lado, se ha demostrado que uno de los mecanismos de inmunaosupresion del acido
lactico contra linfocitos T, es mediante la inhibicién de la activacion de p38 y JNK/c-
Junc, ambos parte de la cascada de sefalizacién inducida por CD3¢ (Mendler y col.,
2012). La inactivacion de linfocitos T inducida por 4cido lactico es una de las menos
estudiadas en modelos tumorales y puede dar cuenia de la baja eficiencia de las

transferencias adoptivas de linfocitos T contra tumores sélidos.
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Hipdtesis
La estimulacién de linfocitos T transducidos con receptores quiméricos que
sefializan via OX40 y CD28 tendran diferenies capacidades de enfrentar el

microambiente tumoral inmunosupresor

Objetivos
Objetivo General
Comparar la actividad efectora y el potencial antitumoral de linfocitos T CAR
que difieren en su dominio de coestimulacién en condiciones que simulan el

microambiente de tumores sdlidos

Objetivos Especificos
1. Establecer un protocolo eficiente de produccion de particulas retrovirales y
transduccién de linfocitos T con CAR con distinto dominio de coestimulacion.
2. Comparacién de la sobrevida y activacion de linfocitos T CAR estimulados in
vitro en presencia o ausencia de acido lactico
3. Comparacion in vitro en la activacion de linfocitos T CAR con células tumorales

y su capacidad de eliminacién de tumores in vivo.
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MATERIALES Y METODOS

Estructura de los receptores de antigeno quiméricos.

Los plasmidos utilizados corresponden al sistema retroviral STITCH, llamados
pBULLET (Weijtens y col., 1998) que contienen la secuencia de los CAR flanqueadas
por secuencias LTR que permiten la insercién de la secuencia codificante del CAR
establemente en el genoma. Se utilizaron dos receptores quiméricos compuestos por la
region scFv derivado de un anticuerpo monoclonal SCA431 que reconoce
especificamente el antigeno CEA (Bosslet y col., 1985), un dominio espaciador
proveniente de la fraccion constante de la IgG1 (Fc) seguido de una regién de
transmembrana proveniente de CD4 murino. El primer receptor quimérico se compone
del dominio de sefalizacion CD3( seguido de la region citoplasmatica de OX40 (CAR-
0OX40) mientras que el segundo receptor quimeérico utilizado se compone de la region
citoplasmatica CD28 seguido del dominio de sefializacién de CD3({ (CAR-CD28) como

se resume en la Figura 1.

Figura 1: Esquema de los receptores de antigeno quiméricos utilizados

cMV

promotor CAR-OX40 aCEA
cMv
promotor CAR-CD28 aCEA

—l LT - Fc lgGl P CD3¢ LTR F
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Cultivo celular.

Para el cultivo de las lineas celulares se utilizaron los medios Dulbecco's
Medified Eagle Medium (DMEM, Gibco — Life Technologies) de alta glucosa o el medio
RPMI 1640, (Gibco - Life Technologies), ambos suplementados con 10% de suero
bovino fetal (SBF, Gibco - Life Technologies), 200 pM de glutamina-alanina (Glutamax,
Gibco — Life Technologies), 10 Ul/mL de penicilina, 10 pg/mL de estreptomicina y 25
ng/mL de Fungizone® (Antibiotic-Antimicotic, Gibco — Life Technologies) y 1% de
aminoacidos no esenciales (MEM No-essential aminoacids, Gibco - Life Technologies).

Para el cultivo de linfocitos T se utiliza el medio RPMI 1640 suplementado al
cual se le adiciona 50 Ul/mL de IL-2 humana (Biclegend) y 15 ng/mL de IL-15 murina.

(Prepotech)

Transfeccién de linea celular empaquetadora y obtencion de particulas
retrovirales no replicativas

La produccion de particulas retrovirales no replicativas se realizé utilizando las
Iinea celular Phoenix-Ampho® (ATCC® CRL-3213™) las que expresan establemente
las proteina retrovirales env, gag y pol necesarias para la generacion de particulas
retrovirales no replicativas sin ninguna secuencia empaquetada en su interior. Se
sembraron 4x10° células en placas de 6 pocillos tratadas para cultivo (Nunclon Delta
Surface, Thermo Scientific) cultivadas con medio DMEM suplementado. Después de 24
horas, se llevd a cabo la transfeccidon con los plasmidos que codifican para los
receptores quiméricos mediante el método de precipitacidn con CaCl,. Se prepard una
solucion de HEPES-buifer salino (HBS) 13 mM y por ofro lado una solucién de CaCl;
0,25 M a la cual se le agregd 5 g de los plasmidos codificantes para el CAR para

obtener una concentracion final de 37 ngfuL. La solucién de CaCl2 conteniendo los
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plasmidos fue mezclada lentamente con la solucién de HBS e incubada por 20 minutos
a temperatura ambiente, posteriormente se agregd 270 pL de la solucién sobre las
células gota a gota de tal forma que la solucién que contiene los plasmidos se
distribuya en todo el pocillo en ausencia de agitacion. Las células fueron incubadas
durante 16 horas a 37°C y 5% CO, tras lo cual el medio fue reemplazado por medio
fresco. El sobrenadante que contiene las particulas refrovirales fue recuperado luego
de 48 yfo 72 horas de incubacién, este fue filirado utilizando filtros de 45 pm de
membrana de ésteres de celulosa mixtos (Biofil) y guardado a -80°C hasta el dia de su
utilizacion. La determinacion del porcentaje de células transfectadas se realiz6 por
citometria de flujo (BD FACSCANTO I} y analizado utilizando el programa FlowJo_v10.

Las condiciones de seguridad en la cuales se trabajaron se explicitan en el
Manual de Normas de Bioseguridad (CONICYT — 2008) utilizando un gabinete clase Il

de seguridad bicldgica (Airstream® Class Il Biological Safety Cabinet, - Esco).

Cuantificacion de particulas retrovirales no replicativas

El sobrenadante que contiene las particulas retrovirales fue titulado mediante
transduccion de la linea celular de fibroblasto murino NIH 3T3 (ATCC® CRL-1658™).
Para esto, 5x10° células NIH 3T3 fueron cultivadas con sobrenadante que contiene las
particulas retrovirales no replicativas o medio fresco como control para llegar a un
volumen final de 500 pL en placas de 12 pocillos tratadas para cultive (Thermo
Scientific). Las diluciones del sobrenadante con retrovirus respecto al volumen total de
fransduccién fueron de 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 y 1:64. Para facilitar [a transduccion, &l
medio fue suplementado con 4 pg/mL de polibreno (bromuro de hexadimetrina, un poli-
catién sintético que inhibe la repulsion de cargas enfre glicoproteinas virales y

membrana de la célula blanco) (Davis y col., 2004) y centrifugado por 90 minutos a
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1200 g a 32° C. Las células fueron incubadas durante 16 horas y luego se cambié el
medio por medio fresco. Posteriormente, las células fueron incubadas por 48 horas y
se realizé la medicion de la que expresidn de la proteina quimérica en [a superficie de
las células por citometria de flujo (BD FACSCANTO Il) y fue analizado utilizando el
programa FlowJo_V10. El porcentaje de células transducidas se determind analizando
las células positivas para el marcador, asumiendo que una particula retroviral infecta
una célula, se realizé una curva de titulacion graficando el porcentaje de transduccion
contra la dilucion de virus utilizado. Para determinar el nimero de particulas
retrovirales por mL se graficéd la curva de titulacion y se determiné qué valores en la
curva se encuentran en el rango lineal aplicando Ia siguiente formula:

U(virus) _ [NGmero de células] = [% de células transducidas]
mL mkL virus stock

De los valores obtenidos se calculd el promedio para la estimacion de la

concentracién de particulas retrovirales producido.

Generacion de lineas estables productoras de particulas retrovirales no
replicativas.

Se sembraron 5x10° Phoenix-Ampho en 500 pL de medio DMEM suplementado
junto con 500 pL de sobrenadante con particulas refrovirales y con 4 pg/mL de
polibreno en placas de 24 pocillos tratadas para cultivo. Las células se centrifugaron
por 90 minutos a 1200 g a 32° C. Una vez finalizada la centrifugacion las células se
incubaron durante 16 horas para luego cambiar el medic por medio fresco.
Posteriormente, se incubaron por 48 horas y se midio la expresion del CAR en [a
superficie de las células por citometria de flujo utilizando un anticuerpo contra la regién

[gG1 del CAR. Posteriormente, las células positivas para 1gG1 fueron seleccionadas
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utilizando Cell sorter (FACS Aria [l). La recoleccién de sobrenadante con particulas
retrovirales se realizé cuitivando 2x10° células Phoenix-Ampho transducidas en medio
DMEM suplementado en botellas T75 tratadas para cultivo (Nunclon Delta Surface,
Thermo Scientific). Cuando el cultivo alcanzé un 70% de confluencia se cambio el
medio por 5 mL de medio RPMI 1640, (Gibco - Life Technologies) suplementado. El
medio se recolectd luego de 20 horas tras lo cual se procedi6 a agregar 5 ml. de medio
RPMI freso para realizar una segunda recoleccién luego de 20 horas adicionales. El
medio fue filirado utilizando filtros de 45 pm de membrana de ésteres de celulosa
mixtos (Biofil) y guardado a -80°C hasta el dia de su utilizacién con un tiempo maximo

de almacenamiento de 2 meses.

Purificaciéon y activacion de linfocitos T murinos.

Ratones C57BI/6 (Jackson Laboratory) del bioterio de la Fundacion Ciencia y
Vida fueron sacrificados y se obtuvo el bazo de los animales. El bazo fue puesto en
etanol e inmediatamente fue depositado en una placa de 60 mm con 5 mL de DMEM
estéril y fue perfundido utilizando una jeringa de 25 g (BD Plastipak). Para la
purificacién de linfocitos T se utilizé un kit de seleccion negativa basado en anticuerpos
acoplados a microesferas magnéticas (Pan T cell purification kit - Miltenyi}

El dia previo a la purificacion de linfocitos T se agregé a una placa de 24
pocillos no tratada una solucion de 500 ub de PBS 1x estéril (Gibco) con anticuerpos
anti CD3 y anti CD28 (clones HIT3a y CD28.2 respectivamente, Biolegend) a una
cancentracion de 1 ug/ml cada uno, la solucién con anticuerpos fue incubada durante
16 horas a 4°C. Finamente, se agregé 1 mL de medio suplementado durante 20
minutos. Los Linfocitos T obtenidos (aproximadamente 1x10” por cada bazo) fueron

cuantificados, distribuidos a una concentracién de 5x10° LT/ml y cultivados en las
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placas tratadas con anticuerpos anti CD3 y anti CD28 en 1 mL de RPMI suplementado

con 50 Ul/mL de IL-2 y 15 ng/mL de IL-15.

Obtencidn y activacion de linfocitos T humanos.

Se obtuvieron 30 mL de sangre de un voluntario sano en tubos con heparina
estériles (BD Vacutainer) y se depositd 15 mL en tubos de 50 mk, a cada tubo se le
agregd 15 mL de PBS 1x a temperatura ambiente, luego se agregd 5 mL de Ficoll-
Paque® (5=1,077 g/ml; GE Healthcare) lentamente por la pared del tubo. Se centrifugo
duranie 30 minutos a 900g a temperatura ambiente a una aceleracion media y
desaceleracion sin freno para permitir la separacion de las fases. Finalizada la
centrifugacion se extrajo el halo blanco de la columna ubicado entre el plasma y los
eritrocitos que corresponde a las PBMC (Células Mononucleares de Sangre Periférica).
Estas fueron lavadas con PBS 1x y centrifugando a 400g por 10 minuios a temperatura
ambiente 3 veces tras lo cual [as células fueron resuspendidas en RPMI 1640
suplementado con 100 Ul/mL de IL-2 humanizada y 100 ng/mL de anticuerpo conira
CD3¢ (clon OKT3). Luego de 48 horas, las células no adheridas a Ia placa o linfocitos
de Sangre Periférica (PBL) fueron obtenidos, lavados y puestos en medio fresco RPMI

1640 suplementado con 100 Ul/mL de IL-2 humanizada.

Transduccion de linfocitos T con particulas retrovirales.

A una placa de 24 pocillos no tratada (Runlab) se agregdé 350 pL de una
solucién buffer fosfato salino (PBS) con retronectina (Takara) a una concentracién de
12 pg/mL y se incubd durante 16 horas a 4°C. Luego la placa se bloqued con 1 mL de
medio RPMI suplementado, al finalizar el bloqueo el medio fue removido se agrego 1

mL de sobrenadante con particulas retrovirales o medio fresco como control negativo.
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Las particulas retrovirales en la placa recubierta con retronectina se centrifugaron a
2000 g durante 90 minutos a 32°C, se elimind el medio y se agregdé 500 pL
sobrenadante con particulas retrovirales o medio fresco y 500 (L de linfocitos T
activados para obtener una concentracion final de 5x10° LT/mL en medio RPMI
suplementado y con 50 Ul/mL de IL-2 y 15 ng/mL de [L-15. La placa con linfocitos T fue
centrifugada a 1200 g por 90 minutos a 37°C, al finalizar la centrifugacién las células
fueron mantenidas en cultivo por 16 horas tras lo cual el medio fue reemplazado por
RPMI fresco suplementado con citoquinas. Se evalud la expresion de los receptores
quiméricos en la superficie de los linfocitos T luego de 24, 48 horas y/o 72 finalizada la

transduccién mediante citometria de fiujo (BD FACSCANTO II).

Estimulacion de linfocitos T murinos transducidos.

Se agregd proteina CEA purificada (Fitzgerald) a una concentracion de
1 pg/mL o BSA (Winkler) a una concentraciéon de 30 mg/mL, cada una diluida en buffer
carbonato/bicarbonato 0,05M pH 9,6. Se agregd 500 pL de cada solucién a placas de
24 pocillos no tratadas (Runlab} los cuales fueron incubados durante 16 horas a 4°C.
Posteriormente, la solucién fue removida y la placa fue blogueada con 500 pL de
proteina BSA a 30 mg/mL durante 20 minutos a temperatura ambiente. La solucion de
bloqueo fue removida y fueron agregados 500.000 linfocitos T transducidos o linfocitos
T sin transducir en 1 mL de medio RPMI suplementado con citoquinas los cuales
fueron incubados en la placa durante 24 horas a 37°C. Para los experimentos con
acido lactico, Ia activacién de linfocitos T con proteina CEA se realizd en medio RPMI
al cual se le agregd 10 nM de acido lactico (Sigma) o medio fresco segun corresponda.

Luego de 19 horas de activacion, se agregd al medio 50 pL de la solucién con

0,25 pL de GolgiPlug BD (Brefeldin A) y se incub6 durante 5 horas, se realizé una
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tincion de superficie seguido de una tincién intracelular y se analizd por citometria de
flujo el porcentaje de linfocitos T transducidos, viabilidad, presencia de marcadores de

activacion y produccién de citequinas.

Co-cultive de células tumorales con linfocitos T CAR murinos.

Se sembraron 50.000 células tumorales en placas de 24 pocillos, [uego de 24
horas el medio fue removido y se agregé 500.000 linfocitos T transducidos o control en
1 mL de medio RPMI suplementado con citoquinas los cuales fueron incubados en la
placa durante 24 horas a 37°C. Luego de 19 horas de activacion, se agrego al medio
50 pL de [a solucién con 0,25 uL de GolgiPiug BD (Brefeldin A) y se incubd durante 5
horas, finalmente, se realizé una tincion de superficie seguido de una tincion
intracelular y se analizd por citometria de flujo el porcentaje de linfocitos T
transducidos, viabilidad, presencia de marcadores de activacién y liberacion de

citoquinas.

Tincién de células para citometria de flujo.

Las células a analizar se centrifugaron durante 5 minutos a 400g, se elimino el
sobrenadante y fueron lavadas con 200 uL de una solucion de PBS 1x y 2% de suero
fetal bovino, luego estas fueron incubadas por 30 minutos a 4°C en oscuridad en 50 pL
de una solucién de PBS-SFB 2% con los anticuerpos a utilizar, Para evaluar la
expresion del CAR tanto en lineas celulares como en linfocitos T se utilizé el anticuerpo
anti IgG1 conjugado a Alexa Fluor 488 o Alexa Fluor 647 (Abcam) y un marcador de
viabilidad Zombie Aqua (Biolegend), adicionalmente se analizaron marcadores
especificos de linfocitos T murinos como anti CD3 conjugado a PercP/Cy5.5 (clon

17A2, Biolegend), anti CD8 conjugado a Bv421 (clon 53-6.7, Biolegend), anti CD4
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conjugado a PE/Cy7 (clon RM4-5, Biolegend), anti CD69 conjugado a APC/Cy7 (clon
H1.2F3, Biclegend) o marcadores de linfocitos T humanos como anti CD3 conjugado a
Alexa Fluor 488 (clon Oki4, Biolegend), anti CD8 conjugado a PE (clon HIT8a,
Biolegend), anti CD3 conjugado a PE/Cy7 (clon HIT3a, Bioclegend). Para realizar
tinciones intracelulares de linfocitos T se procedié a agregar 1uL la solucién
GolgiplugBD (BD biosciences) por mL de cultivo de linfocitos T y se incuba durante 5
horas. Posteriormente se realizd una tincién de superficie, seguida de un lavado con
PBS-SFB 2% y se agregd 100 pL de solucion citofix/cytoperm la que se incub6 durante
20 minutos a temperatura ambiente protegido de la oscuridad. Luego-de:la incubacién,
las celulas fueron lavadas con 100 L de solucién perm/wash (BD biosciences) y se
incubaron en una solucidn de 50 UL de perm/wash con los anticuerpos anti IFN-y
conjugado a Pe (clon XMG1.2, Biolegend) y anti Granzima B conjugado a APC (clon
GB11, Biolegend) por 20 minutos a 4°C en oscuridad. Las células fueron lavadas 3
veces con 100 pL de solucion perm/wash y se agregd 200 pL de soluciéon PBS-SFB 2%

para ser llevadas al citdmetro.

Ensayo de la capacidad antitumoral in vivo de linfocitos T CAR.

Se inyectaron de forma subcutanea 600.000 células de la linea celular de
cancer colorrectal murino CT26 que expresan CEA (CT26-CEA) en el flanco derecho
de ratones Balb/c de entre 2 y 3 meses de edad. Linfocitos T transducidos o no
transducidos fueron lavados 3 veces con PBS 1x centrifugandolos por 5 minutos a
400g, fueron tefiidos con azul de tripan 0,4% (Gibco) para evaluar la viabilidad y se
contaron en una camara Neubauer. Luego de 16 dias de inyectados los tumores en los
animales, se transfirieron de forma intravenosa linfocitos T con una viabilidad superior

al 90% en 100 yL de PBS 1x estéril. El primer grupo fue inyectado con 1,25x10°
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linfocitos T sin transducir, el segundo con 2,5 x1 0° linfocitos T CAR-OX40 (1,25x1 0®
linfocitos T con una. tasa de transduccién del 20%) y el tercer grupo con 2,5 x1 0°
linfocitos T CAR-CD28 (1,25x10° linfocitos T con una tasa de transduccion del 20%). La
medicién del tamafio tumoral se realizé 3 veces por semana con un pie de metro
considerando el largo y el ancho del tumor para calcular el volumen tumoral con la

formula: Volumen = Ancho? x Largo

Analisis estadistico.

Para los andlisis estadisticos se utilizé el programa computacional GraphPad
Prism® (GraphPad Software Inc). La comparacién de la expresion de los marcadores
de activacion in vitro se realizd la prueba estadistica t de student. La comparacién de
los volumen tumorales in vivo se utilizéd un t test multiparamétrico. En todos los casos

se fijo el nivel de significancia minimo en P menor a 0,05.
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RESULTADOS
Optimizacién de la generacién de particulas retrovirales utilizando lineas
productoras estables.

El primer paso para la transduccién de linfocitos T con particulas retrovirales
fue la optimizacién de la produccién de éstas. Para ello se fransfecto la linea celular
empaquetadora de particulas retrovirales Phoenix-Ampho con CaCl.. La eficiencia de
transfeccion se evalud mediante [a expresion en la superficie de la region IgG1 de los
CAR en el culiivo de Phoenix-Ampho. Se obtuvo porcentajes de transfeccion de
alrededor del 80% respecto al control sin transfectar (Figura 2A). La cuantificacion de la
produccidn de las particulas retrovirales se realizé mediante la fransduccion de la linea
celufar NIH 3T3 utilizando los sobrenadantes obtenidos en la transfeccién lo que
entregé un valor de 1,7x10° particulas retrovirales por mL (Figura 2D-E).

Con el objetivo de mejorar la produccion de particulas retrovirales se procedié
a transducir la linea celular Phoenix-Ampho y seleccionar mediante celf sorting las
células que expresan el CAR en su superficie y que, por lo tanto, generan particulas
retrovirales. La transduccion de las células Phoenix-Ampho resultd en un 9,7% de
células positivas para cada CAR-OX40 y un 2,0% para el CAR-CD28, luego de la
separacion por celf sorting de las células transducidas se obtuvo un 97% de células
transducidas para el CAR-OX40 y un 88% para el CAR-CD28 (Figura 2B-C). Al
cuantificar los sobrenadantes obtenidos de la linea estable Phoenix CAR-OX40 y
compararlo con los producidos por transfeccion se observé un aumento del titulo viral a
6,28x10° particulas retrovirales por mL producido por la linea estable en la misma
cantidad de horas de acumulacion (Figura 2D-E). No se observaron diferencias
significativas al comparar el titulo viral de los sobrenadantes obtenidos por las lineas

estables Phoenix CAR-OX40 y Phoenix CAR-CD28 (Figura 2F-G).
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Figura 2. Optimizacion de la generacion de particulas retrovirales utilizando
lineas estables productoras. (A) Dot plot representativo de 4 experimentos
independientes de transfeccion utilizando el método de CaCl, analizado 24 horas post
transfeccion, como control negativo se utilizan las mismas soluciones de HBS y CaCl,
sin plasmido. B-C: Dot plot de la transducciéon y cell sorter de la linea productora
(B) Phoenix CAR-OX40 y (C) Phoenix CAR-CD28. (D) Curva de titulacion viral
utilizando sobrenadantes obtenidos por transfeccion con CAR-OX40 y linea estable
Phoenix CAR-OX40. (E) Graficos de barras que muestran la media + S.E.M del titulo
viral obtenido en (D). (F) Curva de titulacion viral utilizando sobrenadantes obtenidos
por linea estable Phoenix CAR-OX40 y Phoenix CAR-CD28. (G) Graficos de barras

que muestran la media + S.E.M del titulo viral obtenido en (F).
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Transduccion de linfocitos T murinos y humanos.

Una vez obtenidas las particulas virales, se cultivaron linfocitos T activados
con sobrenadante que contiene las particulas retrovirales codificantes para el CAR en
presencia de placas cubiertas con retronectina para facilitar [a transduccion. Luego de
dos rondas de transduccion se midié la expresion del CAR en la superficie de los
linfocitos T murinos utilizando un anticuerpo anti IgG1. Se observé un porcentaje de
transduccién de linfocitos T CD8" y CD4" cercano al 40% luego de 24 horas post
transduccion, el cual disminuyo a las 48 horas (Figura 3A-C). No se observaron
diferencias significativas al comparar el porcentaje de transduccion entre los CAR-
0OX40 y CAR-CD28. Aunque existe una tendencia a disminuir la expresion de los CAR
al comparar los porcentajes de transduccion luego de 24 y 48 horas, no existen
diferencias estadisticamente significativas al comparar dichos porcentajes.

A partir de una muestra de un voluntario sano, se cbtuvieron sus PBL y se
sometieron a una ronda de transduccién con placas cubiertas con retronectina para
cada uno de los CAR. Se ohservé un porcentaje de transduccion cercano al 70% luego
de 24, 48, 72 horas en linfocitos T CD8" transducidos con CAR-OX40 y CAR-CD28
(Figura 3D-F). El porcentaje de transduccion fue cercano al 50% para linfocitos T CD4"
CAR-OX40 y CAR-CD28 (Figura 3D-3F). Se observé una disminucién en el porcentaje
de transduccion de linfocitos T CAR-OX40 entre 24 y 48 horas post transduccion. En
resumen, no se observaron diferencias significativas en los porcentajes de

transduccion de linfocitos T con los CAR-CD28 o CAR-OX40.
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Figura 3.Transduccién de linfocitos T murinos y humanos. Linfocitos T activados
fueron sometidos a transduccion en placas cubiertas con retronectina, el porcentaje de
linfocitos T transducidos se analizd por citomeiria de flujo como la expresién en la
superficie de la regién IgG1 de los CAR. A-C: Linfocitos T obtenidos a partir de bazos
de ratones C57BL/6 fueron purificados y posteriormente activados policlonalmente
utilizando anticuerpos aCD3 y aCD28 en presencia de 50 Ui/mL de IL-2 y 50 ng/mL de
IL-15. (A) Dot plot representativo de una transduccion de linfocitos T murinos para el
CAR-OX40 y el CAR-CD28 tanto para linfocitos T CD4" como CD8". Graficos de barras
gue muestran la media * S.E.M. del porcentaje de células positivas para 1gG1 en la
poblacion de linfocitos T (B) CD8" y (C) CD4" 24 y 48 horas post transduccion. Se
muestran los resultados de 3 expetimentos independientes. D-F: Los PBL {ueron
activados policlonalmente utilizando el anticuerpo aCD3 (100 ng/mlL) en presencia de
100 Ui/mL de IL-2. (D)} Dot plot de una transduccién de linfocitos T humanos para el
CAR-OX40 y el CAR-CD28 tanto para linfocitos T CD4" como CD8". Graficos de barras
que muestran la media = S.E.M. del porcentaje de células positivas para IgG1 en la
poblacion de linfocitos T CD8* (E) y CD4* (F) 24, 48 y 72 horas post transduccion. Se

muestran los resultados de un experimento con duplicado de cada condicion.
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Activacion especifica contra CEA de linfocitos T CAR murinos.

Para demostrar que los linfocitos T CAR murinos se activan especificamente
frente a CEA, se realiz6 una estimulacion in vitro donde linfocitos T CAR o control (sin
{ransducir) fueron cultivados en presencia de proteina CEA o BSA unida a placa y se
analiz6 la expresion de marcadores de activacién en la superficie celular como CDE9,
la produccion de INF-y y la molécula efectora granzima B. Cuando los linfocitos T
fransducidos se cultivaron en presencia de CEA se observé que un porcentaje
importante de los linfocitos T CD8" CAR-OX40 y CAR-CD28 producen IFN-y mientras
que al ser puestos en BSA no se observd dicha produccion (Figura 4A). Esta tendencia
es similar a la observada en linfocitos T CD4" donde se observé una activacién
especifica contra la proteina CEA caracterizada por la produccién de IFN-y (Figura 4A).
En contraste, no se observo la apariciéon de una poblacién positiva para los marcadores
de granzima B (Figura 4B) y CD89 (Figura 4C) en linfocitos T CD8" ni CD4". Se evalud
la expresién de los marcadores de activacion en linfocitos T CAR mediante la
evaluacion de la intensidad media de fiuorescencia (IMF) de cada marcador relativo a
la expresion en linfocitos T sin transducir cultivados con proteina CEA. Se observo un
aumento estadisticamente significativo en los niveles de expresidn de IFN-y, granzima
B y CDE9 en linfocitos T CD8" CAR-OX40 y CAR-CD28 (Figura 4D), por otro lado en
linfocitos T CD4" se observd un aumento estadisticamente significative en la IMF de
IFN-y, un aumento no estadisticamente significativo de la IMF de CD62 en linfocitos T
CAR-OX40 y CAR-CD28 mientras que no se observd expresion de granzima B para
ninguno de los CAR (Figura 4E). Finalmente, no se observaron diferencias
significativas en ninguno de los marcadores de activacién analizados al comparar tanto
los porcentajes de las poblaciones positivas ¢ la IMF relativas de los marcadores de

activacion entre ambos CAR (Figura 4D-E).
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Figura 4. La activacion mediada por CD28 u OX40 de linfocitos T CAR no
presenta diferencias., Linfocitos T no transducidos y transducidos fueron cultivados
en presencia de proteina CEA o BSA. 5 x 10° linfocitos T se cultivaron durante 19
horas en 1 mL de RPMI suplementado con IL-2 e IL-15, luego se le agregé brefeldina A
durante 5 horas adicionales. Para evaluar la activacién se realizd una tincion para
detectar CD3, CD4, CD8, IgG y CD69 ademas de una tincién intracelular para detectar
la presencia de granzima B e IFN-y en poblaciones de linfocitos T CD4™ o CD8"
analizadas por citometria de flujo. Como control se analizo la fluorescencia de linfocitos
T sin transducir en cultivo con proteina CEA (Control + CEA), se comparé la expresion
de linfocitos T transducidos en cultivo con BSA (CAR + BSA) y con proteina CEA
(CAR + CEA). A-C: Dot plots representativos de la produccion de IFN-y (A) Granzima B
(B) y la expresion de CD69 (C) en linfocitos T CAR CD8" o CD4". D-E: Gréficos de
barras que muestran la media + S.E.M. de las veces de induccion de la IMF para IFN-y,
Granzima B y CD69 relativo a control sin transducir en presencia de CEA (Control +
CEA), tanto en la poblacién de linfocitos T CD8" (D) como CD4" (E). Se muestran los

resultados de 3 experimentos independientes; * = P < 0,05; ns= no significativo.
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Activacion de linfocitos T CAR murinos en presencia de acido lactico.

La baja respuesta en los ensayos clinicos realizados con linfocitos T CAR
contra la mayoria de los tumores solidos se debe en parte a una incompleta
comprension de la interaccion entre los linfocitos T transferidos y el microambiente
tumoral inmunosupresor, siendo las altas concentraciones de acido lactico uno de los
desafios que debe enfrentar un linfocito T antitumoral (Fischer y col., 2007).

Con el fin de estudiar diferencias enire ambos receptores quimericos en
situaciones de estrés que simulen el microambiente tumoral, se activaron linfocitos T
murinos cultivados en presencia de proteina CEA en medio con 10 pM de &cido lactico
durante 24 horas. Se observé una disminucion en la viabilidad de los linfocitos T, la
cual en condiciones basales fue de 80%, mientras que al activarse en presencia de
acido lactico la viabilidad de linfocitos T sin transducir disminuyé a un 4,5%. Los
linfocitos T CAR-CD28 alcanzaron una viabilidad del 3,5%, mientras que linfocitos T
CAR-OX40 de un 43% (Figura 5A) lo que indica una capacidad de resistir la muerte
celular inducida por acido lactico del CAR-OX40. Al comparar por citometria de flujo los
marcadores de activacién en la poblacién de linfocitos T CAR-OX40 se observé una
drastica disminucion en la produccién de IFN-y tanto en linfocitos T CD8" CAR como en
linfocitos T CD4" CAR cuando se cultivan en presencia de acido lactico (Figura 5B).
Adicionalmente se analizé la IMF de los marcadores de activacion de linfocitos T CAR-
OX40, tanto en linfocitos T CD8* como CD4", se observo una disminucion en la IMF de
IFN-y en la condicién con acido lactico, por otro lado la IMF de granzima B y CD69 no
se vieron afectadas (Figura 5C). En resumen, la activacion mediada por el CAR-OX40
protege parcialmente de la muerte celular y la supresion de la produccion de [FN-y

mediada por acido lactico.
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Figura 5. La sefalizacion via OX40 protege a linfocitos T CAR contra la muerte
celular inducida por acido lactico. Linfocitos T CAR fueron estimulados con proteina
CEA o BSA durante 24 horas en presencia o ausencia de acido lactico. Durante las
ultimas 5 horas de cultivo se agregd brefeldina A con el fin de detener el trafico de
vesiculas. Luego, los linfocitos T fueron recolectados y se analizé por citometria de
flujo su viabilidad utilizando la sonda Zombie aqua, la expresion en la superficie del
CAR y CD69, ademas de la expresion intracelular de IFN-y y granzima B. (A) Graficos
de barras que muestran la media + S.E.M. del porcentaje de células vivas. (B) Dot plot
representativo de la produccion de IFN-y en presencia o ausencia de 4cido lactico en
linfocitos T CD8" CAR-OX40 o CD4" CAR-OX40. (C) Histogramas de la produccion de
IFN-y, granzima B y CD69 en linfocitos T CAR-OX40 en presencia o ausencia de acido

lactico. Se muestran los resultados de dos experimentos independientes.
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Activacion de linfocitos T CAR murinos con tumores que expresan CEA.

Para evaluar la capacidad de los linfocitos T CAR de activarse en presencia
de células tumorales no es suficiente el demostrar su estimulacién especifica en
presencia de su proteina blanco, por ello se evalué la estimulacion de linfocitos T en
presencia de células tumorales que expresan CEA. Para ello se procedio a hacer co-
cultivos de linfocitos T CAR con diferentes lineas celulares que expresaban CEA como
la linea de melanoma B16-F10 CEA y la de cancer colorrectal murino MC38-CEA. Se
observé un aumento en la IMF de IFN-y, granzima y CD69 en ambos linfocitos T CAR
activados en presencia de cada una de las células tumorales con respecto al control
sin activar (Figura 6A). Al comparar la activacién mediada por células tumorales con la
activacion mediada por proteina CEA purificada tanto en linfocitos T CAR-OX40 como
CAR-CD28 se observo una menor produccion de IFN-y al estimular con las lineas
celulares, mientras que no se observaron diferencias al comparar [a IMF de granzima o
de CD89 entre ambas condiciones. Por ofro lado, no se observaron diferencias al
comparar la activacion de linfocitos T CAR-OX40 o CAR-CD28 en ninguna de las
condiciones (Figura 6A). Se realizé un ensayo in vivo en el cudl se inyectd
subcutaneamente células de la linea celular de cancer colorrectal murino CT26-CEA y
luego de 14 dias se transfirieron adoptivamente de forma intravenosa 1.250.000
linfocitos T CAR o control sin transducir. Al dia 29 post inyeccion de las células
tumorales se observaron diferencias significativas en el volumen tumoral al comparar el
grupo transferido con linfocitos T no transducidos con los grupos transferidos con
linfocitos T CAR. Por otro lado, no se observaron diferencias significativas entre los

grupos CAR-OX40 con CAR-CD28 (Figura 6B).
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Figura 6. Reconocimiento y eliminacion de tumores que expresan CEA por
linfocitos T CAR. (A) Histogramas representativos de linfocitos T CAR que fueron
estimulados durante 24 horas con proteina CEA (rojo), BSA (negro), las lineas
celulares B16 F10 CEA (azul) o MC38-CEA (verde). Durante las Ultimas 5 horas se
agregd al medio brefeldina A. Luego los linfocitos T fueron recolectados y se analizd
por citometria de flujo su viabilidad con la sonda Zombie agua, la expresion en la
superficie del CAR y CD89, ademas de la expresion intracelular de IFN-y y granzima B.
(A) Histogramas representativos de la produccion de IFN-y, granzima B y CD69 en
linfocitos T CAR CD8* o CD4". N = 2 (B) Analisis de modelo terapéutico de desarrollo
de tumores en ratones tratados con linfocitos T que expresan los CAR. Grupo control
de linfocitos T no transducidos (negro), inyectado con linfocitos T CAR-OX40 (rojo) e
inyectados con linfocitos T CAR-CD28 (azul). Para cada uno de los linfocitos T CAR se
obtuvo un 20% de eficiencia de transduccidn (equivalente a inyectar 2,5x10° linfocitos
positivos para el CAR). Se muestra el resultado de 1 experimento, N=1.
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DISCUSION

Debido a la gran severidad de los efectos adversos de las terapias
convencionales, la biisqueda de tratamientos alternativos contra el cancer ha sido uno
de los grandes focos de la investigacién biomédica en las Ultimas décadas. Dada la
constante acumulacién de conocimiento en torno a las caracteristicas genéticas de
distintos tipos de tumores y a su relacién con el sistema inmune, se ha abierto ia
posibilidad de desarrollar multiples inmunoterapias que exploten estos conocimientos.
Dentro de las inmunoterapias mas promisorias en desarrollo se encuentra el
tratamiento con linfocitos T modificados con CAR. En este trabajo se establecio un
protacolo eficiente de transduccién de linfocitos T necesario tanto para el desarrollo de
investigaciones que apunten a la generacion de nuevas terapias contra el cancer como
de investigacidn basica sobre el funcionamiento de los CARs. La baja respuesta en el
tratamiento de la mayoria de los tumores sélidos, en contraste con los resultados
obtenidos para canceres hematoldgicos, ha despertado un gran interés en que el
estudio del funcionamiento de los receptores quiméricos y su relacién con el
microambiente tumoral. Por otro lado, se esta investigando el papel que los distintos
dominios gue componen a los CARs con el fin de optimizar la destruccion de fumores ¥
evitar los efectos secundarios asociados a la terapia. Una de estas discusiones se
basa en qué dominios de coestimulacién utilizar debido a que la estimulacidon de
linfocitos T CAR que contienen diferentes dominios de coestimulacién difieren en sus
capacidades citotéxicas, de persistencia y finalmente en su capacidad antitumoral,

siendo CD28, 4-1BB y OX40 los dominios mas estudiados.
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Generacidn del protocolo de fransduccion

Segun los creadores de la linea celular Phoenix-Ampho, la capacidad maxima
de produccion de dicha linea es de 107 particulas virales por mL, sin embargo, con las
técnicas de transfeccion utilizadas sélo se alcanzé una produccion de 1x10° particulas
virales por ml., incluso cuando la eficiencia de transfeccion rondaba el 90%. Por ello,
se decidio optar por la alternativa de generar una linea estable productora de particulas
retrovirales. Esta tiene como ventajas la eliminacion de la transfeccién para cada ronda
de produccion de retrovirus, y un aumento en la concentracion de retrovirus por mL
obtenidos. Con la generacion de la linea estable se obtuvieron concentraciones de
entre 3 a 5x10° particulas por mL, atn por debajo de! maximo de 10”. Una solucién
para aumentar la produccion es la generacion de clones de la linea estable generada,
de tal forma que se selecciona el clon mas eficiente en la produccién y con ello obtener
titulos virales cercanos al maximo reportado.

Por otro lado, la principal desventaja técnica del uso de y-refrovirus es la
necesidad de tener linfocitos T en activa proliferacién para permitir la infeccion de los
refrovirus eliminando la posibilidad de transferir linfocitos T virgenes los cuales tienen
un mayor capacidad antitumoral (Gattinoni y col., 2005). Una forma de activar linfocitos
T humanos es utilizando el anticuerpo de activacion contra CD3 {clon OKT3) en
solucion en presencia de IL-2 lo que activa los linfocitos T y los polariza a un fenotipo
efector {(Hombach y col., 2001). Mientras que la activacién de linfocitos T murinos
requiere anticuerpos contra CD3 y CD28 ademas de la presencia de IL-2 humanizada,
cabe mencionar que no existe un consenso respecto a la forma mas eficiente de
activar linfocitos T, ni las citoquinas a utilizar. Algunos autores recomiendan el uso de
IL-7 y/o IL-15 en vez de IL-2 en los cultivos para entregar capacidades de persistencia

a los linfocitos T transducidos (Xu y col., 2014) y se ha asociado que la transferencia

36




de linfacitos T con un fenotipo de mayor persistencia se correlaciona con una mayor
eficacia antitumoral (Gattinoni y col., 2005. Zhao y col., 2015).

Con el protocolo estandarizado se logré una tasa de transduccion de linfocitos T
murinos cercana al 40% al hacer el analisis luego de 24 horas valor que disminuye al
25% luego de 48 horas post transduccion lo que significa una disminucion dei 60% de
ta expresion del CAR cada 24 horas. Este fenémeno ha sido reportado previamente en
otros trabajos (Inaguma y col., 2014) donde ! CAR es internalizado cuando un linfocito
T esta activado, a pesar que al dia 4 post activacion no se observd que los linfocitos T
CAR en presencia de proteina control estuvieran activados. La disminuciéon en el
porcentaje de transduccion de los linfocitos T debe ser estudiada, especialmente si
existen proyecciones clinicas. Esta disminucién en la expresion del CAR en la
superficie no ocurrio en linfocitos T humanos donde solo el CAR-OX40 presenta una
disminucién en la expresion que pasa del 70% ai 45% en linfocitos T CD8" y del 50% al
30% en linfocitos T CD4". Sin embargo, estos experimentos se realizaron utilizando los
CAR murinos que estan disponibles en el [aboratorio ya que el objetivo de dicho
experimento era evaluar la capacidad de transduccién en linfocitos T humanos, para
hacer un anélisis comparativo entre ambos CAR es necesario generar lineas estables
de las versiones humanizadas de estos.

Importantemente, en la comparacién entre los CAR-OX40 y CAR-CD28 no
existen variaciones significativas en el porcentaje de transduccion de ambos receptores
a pesar de que si existe una variacion en el porcentaje de células empaquetadoras de
cada uno de los retrovirus, Phoenix CAR-OX40 alcanza un 96% de células productoras
mientras que Phoenix CAR-CD28 sdlo un 88%, por lo que era esperable una diferencia
en los porcentajes de transduccion de linfocitos T. La ausencia de diferencias en la

fransduccién de linfocitos T con los CAR era un objetivo de gran importancia en este
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trabajo ya que permite validar las posibles diferencias en la activacién ambos CARs.

Comparacion de la activacion de linfocitos T CAR

Al comparar la estimulacion con proteina CEA in vitro no se observaron
diferencias significativas en los marcadores de activacion evaluados por citometria de
flujo los cuales incluyen la produccién de IFN-y, granzima B y la expresion de CD69
entre ambos CAR en ninguna de las condiciones analizadas. De los marcadores de
activacién analizados, no se observd la aparicion de una poblacion CAR™ CD69" o un
aumento significativo en la IMF en linfocitos T CD4" posiblemente debido a que el
protocolo de activacion utilizado mantiene una expresién basal de CDE9 a los tiempos
analizados (Zimmerman y col., 2010).

Estudios previos han comparado las capacidades citotoxicas y la produccién de
citoguinas in vitro de estas construcciones en modelo de linfocitos T humanos
(Hombach y col., 2011). En ese estudio los autores observaron que los linfocitos T
CAR-CD28 tienen in vifro una mayor tasa de praliferacién y una produccion superior de
IL-2 que su contraparte CAR-OX40, considerando un receptor quimeérico superior a
ofro basandose sélo en estas capacidades, obviando oiras caracteristicas que
actualmente se estan estudiando y dejando de lado estudios comparativos in vivo. Por
ello, se decidié comprar la estimulacion de linfocitos T CAR en presencia de acido
lActico que alcanza altas concentraciones en el microambiente tumoral.

La relacién entre el acido lactico y los linfocitos T ha sido estudiada
principaimente por la capacidad inmunosupresora del &cido lactico, especialmente en
un contexto tumoral. Altas concentraciones de acido lactico produce en linfocitos T
CD8" humanos la disminucién de la produccion de diversas citoquinas y factores

solubles como IL-2, IFN-y y granzima B, pero no la expresién de moléculas de
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superficie involucradas en la activacién como CD25 y CD&8 (Fischer y col., 2007). La
disminucién en el porcentaje de células productoras de IFN-y en los linfocitos T CAR-
OX40, tanto CD8" como CD4*, y que la expresion de CD69 no se vea afectada por la
activacion en acido lactico son resultados esperados de acuerdo con lo reportado. Sin
embargo, no hubo una disminucion significativa en la produccion de granzima B por
parte de los linfocitos T CD8", lo cual puede explicarse por la baja expresion de
granzima B en los tiempos analizados, lo que impediria observar esta supresion.
Importantemente, la magnitud del efecto 10 pM de &cido lactico de los linfocitos T
murinos difiere de lo reportado (Fischer y col., 2007), donde concentraciones tan altas
como 20 pM en cultivo logran la inhibicion casi total de la produccion de citoquinas, en
cambio el efecto encontrado en este seminario de titulo es la muerte de la mayoria de
los linfocitos T. Las principales diferencias entre estos trabajos pueden deberse a los
modelos utilizados, en estudios previos (Fischer y col., 2007, Mendler y col., 2012,
Haas y col., 2015) se utilizaron linfocitos T CD8" humanos mientras que en el presente
se utilizaron linfocitos T murinos CD8 y CD4 en conjunto, ademas de diferir en los
tiempos y la forma de estimulacion de los linfocifos T.

La capacidad de resistir altas concentraciones de &cido lactico conferida por el
CAR-OX40 tiene varias explicaciones posibles, ninguna de las cuales pudo ser
abordada con los experimentos y marcadores utilizados en este trabajo; una de ellas
es que la activacion mediada por CD28 sea de mayor potencia que una mediada por
OX40, como resultado la activacion mediada por CAR-CD28 produciria linfocitos T mas
sensibles a insultos que induzcan apopiosis, esto debido a que una activacion de
mayor potencia de linfocitos T CAR los hace altamente susceptibles a muerte celular
inducida por activacion (AIDC) (Hombach y col., 2013). Un experimento para medir

dichas diferencias consiste en estimular linfocitos T CAR durante 24 horas y evaluar
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mediante anexina V y 7-.AAD el porcentaje de linfocitos T que entren en apoptosis
temprana. Otra posi