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[. Resumen/

Abstract







I.1 Resumen

Las células T reguladoras (Treg) son una subpoblacién de linfocitos T
CD4'CD25'FOXP3* con la capacidad de inhibir la respuesta inmunitaria y de
regular la homeostasis. Gracias a estas propiedades, las Treg han cobrado una
gran relevancia como posible tratamiento de enfermedades autoinmunes o frente
al rechazo de trasplantes. Las estrategias empleadas hasta ahora han utilizado la
sangre periférica como fuente de estas células, pero, debido a la escasa cantidad
y/o a su fenotipo diferenciado, han demostrado una limitada eficacia. Gracias a
un novedoso protocolo de obtencion y expansion desarrollado por nuestro
grupo, a partir del timo se consigue un producto celular indiferenciado y con una
gran capacidad inmunosupresora: las thyTreg. Los objetivos de este estudio han
sido: (I) Inducir células con idénticas propiedades a las thyTreg a partir de sus
precursores, los timocitos. (II) Incrementar el potencial terapéutico de las thyTreg
dotandolas de especificidad antigénica mediante receptores de antigeno

quimérico (CAR).

Para el primer objetivo, a los timocitos humanos CD25 negativos (CD25"¢) se les
indujo la expresion de un FOXP3 ectopico y/o fueron tratados con TGF-31 e IL-
2, estrategias que previamente demostraron una alta eficacia induciendo Treg
desde células otras T CD4* de sangre periférica. A pesar de que estos elementos
consiguieron inducir una alta expresion de los marcadores asociados con las
thyTreg, el fenotipo transitorio, la heterogénea funcionalidad y la inestabilidad
celular resultantes hacen en que, hasta ahora, no se puedan considerar a los
timocitos CD25™s como una fuente alternativa de thyTreg. Por otro lado, para
lograr el segundo objetivo, se modificaron genéticamente las thyTreg con tres
CAR universales basados en una estreptavidina monomérica (UniCAR-mSA?2).
Los resultados mostraron que la diferente combinacion de los dominios de co-
estimulacion de cada UniCAR modulaban diferentes perfiles de activaciéon y
funcionalidad en las thyTreg. Asi, las thyTreg-UniCAR41BB redujeron especifica
y eficazmente la viabilidad, proliferacion y estado de activaciéon de las células
diana. Ademads, también mostraron un efecto indirecto inhibiendo la
proliferacién y el estado de activacion de las células no diana, pero sin afectar a
su viabilidad. Por lo tanto, hemos generado células con una gran especificad de
antigeno y con un elevado potencial inmunosupresor. De confirmarse su eficacia
en modelos in vivo, las thyTreg-UniCAR41BB podrian suponer un versatil
abordaje terapéutico frente a las enfermedades inflamatorias o autoinmunes, y

para evitar el rechazo de érganos trasplantados.
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1.2 Abstract
Regulatory T cells (Treg) are a subpopulation of CD4* T cells whose ability is to

inhibit the immune response and regulate the homeostasis. Due to these
properties, their relevance as a possible treatment against autoimmune diseases
or transplant rejection has been raised. Currently, the strategies have used
peripheral blood as a source of Treg. Nevertheless, those Treg have shown a
limited efficacy because of its low quantity and/or its differentiated phenotype.,
Using a novel obtaining and expansion protocol developed by our group, a more
undifferentiated cell product with a great immunosuppressive capacity is
achieved from the thymus: the thyTreg. Based on these extraordinary thyTreg,
the aims of this study were: (I) Induce cells with identical properties of thyTreg
from their precursors: the thymocytes. (II) Increase their therapeutic potential by
providing them with antigenic specificity through chimeric antigen receptors
(CAR).

To reach the first objective, CD25 negative (CD25"¢) human thymocytes were
induced to express an ectopic FOXP3 and /or were treated with TGF-31 and IL-
2. Those strategies have previously shown high efficiency inducing Treg from
peripheral conventional T cells. These elements managed to induce a high
expression of thyTreg-associated markers in CD25¢ thymocytes. However, the
transient phenotype, the heterogeneous functionality and the cellular instability
conclude that CD25¢ thymocytes are not considered as an alternative source of
thyTreg. On the other hand, to achieve the second aim, thyTreg were genetically
modified with three universal CARs based on a monomeric streptavidin
(UniCAR-mSA2). The results showed that the different combination of co-
stimulation domains of each UniCAR modulates different activation and
functionality profiles in thyTreg. Thus, thyTreg-UniCAR41BB specifically and
efficiently reduced the viability, proliferation and cellular activation of the target
cells. Furthermore, they also showed an indirect effect by inhibiting the
proliferation and activation of non-target cells, without affecting to their viability.
Therefore, we have generated cells with great immunosuppressive potential and
with an extraordinary antigen specificity. If their efficacy was confirmed, the
thyTreg-UniCAR41BB could represent a versatile therapeutic approach in
inflammatory or autoimmune diseases, and prevent the rejection of transplanted

organs.
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II. Abreviaturas







Abreviaturas

En la presente tesis, se ha utilizado la nomenclatura castellana para aquellos

casos en los que existen las correspondientes abreviaturas. Para el resto de los

casos, se ha utilizado la inglesa y se ha indicado el formato de la fuente en

cursiva. En el caso de los acrénimos, muchos corresponden a términos en

inglés.

7-AAD
AAAAI
Ac
ADN
Ag
AIH
ALL

AMP
APC

ATB
ATP
ATD

CAR

CAR19
Casp9
CCR
CD
CeD
CMSP
c¢TEC

CTVio
CTLA-4

CXCR
DC

DMEM
DN

del inglés 7-aminoactinomycin D (Aminoactinomicina D)
Academia Americana de Alergia, Asma e Inmunologia
Anticuerpos

Acido desoxirribonucleico

Antigeno

del inglés Autoimmune Hepatitis (Hepatitis Autoinmune)

del inglés Acute Lymphoblastic Leukemia (Leucemia Linfoblastica
Aguda)

Adenosin monofosfato

del inglés antigen-presenting cell (Célula presentadora de
antigenos)

Mezcla de antibidticos

Adenosin trifosfato

del inglés Autoimmune Thyroid Disease (Enfermedad Tiroidea
Autoinmune)

del inglés Chimeric antigen receptor (Receptor de antigeno
quimérico)

CAR-T ARI-0001

Caspasa 9

del inglés CC chemokine receptor (Receptor de quimioquinas CC)
Cluster de diferenciacion

del inglés Celiac Disease (Enfermedad Celiaca)

Células mononucleares de sangre periférica

del inglés cortical thymic epithelial cells (Células epiteliales timicas
de la corteza)

del inglés CellTrace Violet (Marcador celular violeta)

del inglés Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 (Antigeno 4 de
linfocitos T citotdxicos)

del inglés CXC chemokine receptor (Receptor de quimioquinas
CXC)

del inglés, dendritic cell (Células dendriticas)

del inglés Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Timocitos Dobles Negativos
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DP
EFla

EGFP

EICH
ELISA

EMA
Fab

FBS
FDA

FITC
FMO
FOXP
GD
GFP
GITR

GranzB
H.G.U.
HLA

HSV
IBD

ICOS
ICOSL
IDO
IFN-y
IgG

IL
IPEX
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Timocitos Dobles Positivos

del inglés archaeal Elongation Factor 1 alpha (Factor 1 de
elongacion alfa de arqueas)

del inglés Enhanced Green Fluorescent Protein (Proteina Verde
Fluorescente mejorada)

Enfermedad de Injerto contra Huésped

del inglés enzyme-linked immunosorbent assay (Ensayo enzimatico
de inmuno-absorbancia)

del inglés European Medicines Agency (Agencia Europea del
medicamento)

del inglés Fragment antigen-binding (Fragmento de union
antigénica)

del inglés Fetal Bovine Serum (Suero Fetal bobino)

del inglés Food and Drug Administration (Administracion de
Alimentos y Medicamentos)

del inglés Fluorescein isothiocyanate (Isotiocianato de fluoresceina)
Fluorescence Minus One

del inglés forkhead box protein

del inglés Graves Disease (Enfermedad de Graves)

del inglés Green Fluorescent protein (Proteina Verde Fluorescente)
del inglés Glucocorticoid-induced TNFR-related protein (Proteina
relacionada con el Receptor del factor de necrosis tumoral
inducido por glucocorticoides)

Granzima B

Hospital General Universitario

del inglés Human Leukocyte Antigen (Antigeno leucocitario
humano)

del inglés Herpes Simple Virus (Virus Herpes Simple)

del inglés Inflammatory Bowel Disease (Enfermedad Intestinal
Inflamatoria)

del inglés Inducible T-cell costimulator (Proteina co-estimuladora
inducible)

del inglés Inducible T-cell costimulator Ligand (Ligando de la
proteina co-estimuladora inducible)

Indoleamina 2,3-dioxygenasa

Interferéon gamma

Inmunoglobulina G

Interleuquina

del inglés Immunodysregulation polyendocrinopathy enteropathy X-
linked syndrome (Sindrome de inmunodesregulacion -
poliendocrinopatia - enteropatia ligada a X)



iPSC
ITAMs

iTreg
K562

LAG-3
LAP
LB
LTR
MDSC
MFI
MHC

MS
mSA2

MSC
MSCV
mTEC
NK
NT
nTreg
PHA
PBC
PBS
PCR
PD-1
PD-L1

PD-L2

del inglés Induced Pluripotent Stem Cell (Células madre
pluripotenciales inducidas)

del inglés Immunoreceptor tyrosine-based activation motif (Motivos
activadores basados en el receptor de tirosina)

Treg inducidas en circulacion periférica

Linea celular derivada de un paciente con leucemia mielogena
cronica en crisis blastica

del inglés Lymphocyte-activation gene 3 (Gen 3 de activacion
linfocitaria)

del inglés Latency-associated peptide (Péptido latente asociado)
Medio de cultivo Luria-Bertani

del inglés Long terminal repeat (Repeticion terminal larga)

del inglés Myeloid-derived Suppressor Cells (Células supresoras
derivadas de progenitores mieloides)

del inglés mean fluorescence intensity (Intensidad media de
fluorescencia)

del inglés major histocompatibility complex (Complejo mayor de
histocompatibilidad)

del inglés Multiple Sclerosis (Esclerosis Multiple)

del inglés affinity-enhanced  monomeric  streptavidin 2
(Estreptavidina monomeérica de afinidad mejorada 2)

del inglés Mesenchymal Stem  Cells (Células madre
mesenquimales)

del inglés Murine Stem Cell Virus (Virus de células madre
murinas)

del inglés medullar thymic epithelial cells (Células epiteliales
timicas de la médula)

del inglés natural killer (Células asesinas naturales)

No transducido

Treg naturales

del inglés Phytohemagglutinin (Fitohemaglutinina)

del inglés Primary Biliary Cirrhosis (Cirrosis Biliar Primaria)

del inglés Phosphate-buffered saline (Tampon fosfato salino)

del inglés Polymerase Chain Reaction (Reaccion en cadena de la
polimerasa

del inglés Programmed cell death protein 1 (Receptor de muerte
programada 1)

del inglés Programmed Death-ligand 1 (Ligando 1 del receptor de
muerte programada)

del inglés Programmed Death-ligand 2 (Ligando 2 del receptor de
muerte programada)
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PMA
PSC

pTIreg
RA
RPMI
SAB
ScFv

SEM
SI
SLE

S.0.C

SP

SS
T1D
Tc
Tconv
TCR
Tfh
TGF-p

Th
THP-1

thyTreg
TNF-a

Treg
TSDR

tTreg
UniCAR
VIH
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del inglés Phorbol myristate acetate (Forbol 12-miristato 13-acetato)
del inglés Primary Sclerosing Cholangitis (Colangitis Esclerosante
Primaria)

Treg extraidas y purificadas a partir de sangre periférica

del inglés Rheumatoid Arthritis (Artritis Reumatoide)

Medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute

Suero AB humano

del inglés Single-chain variable fragment (Fragmento variable de
cadena unica)

del inglés Standard error of the mean (Error estandar de la media)

Sistema Inmune

del inglés Systemic Lupus Erythematosus (Lupus Eritematoso
Sistémico)

del inglés Super Optimal broth + Catabolic repressor (Medio stper
Optimo con represion catabdlica)

Timocitos Simple Positivos

Sindrome de Sjogren

del inglés Type 1 Diabetes (Diabetes tipo 1)

Células o linfocitos T citotdxicos

Células o linfocitos T convencionales

del inglés T-cell receptor (Receptor de células T)

del inglés follicular T helper (Células T colaboradoras foliculares)

del inglés Transforming growth factor beta (Factor de crecimiento
transformante beta)

del inglés T helper (Células T colaboradoras)

Linea celular derivada de monocitos de sangre periférica de un
paciente con leucemia monocitica aguda

Timocitos CD25" extraidos de timo y expandidos in vitro con
capacidades y funciones inmunosupresoras

del inglés tumor necrosis factor alpha (Factor de necrosis tumoral
alfa)

Células o linfocitos T reguladores

del inglés Treg-specific ~de-methylated

demetilacion especifica de Treg)

Treg originadas en el timo

del inglés Universal CAR (CAR Universal)
Virus de la Inmunodeficiencia humana

region (Region de
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I1I.1 El sistema inmune

Los seres humanos estan constantemente expuestos a microorganismos
presentes en el medio ambiente que pueden acceder al organismo a través de
la piel o las mucosas (1). El que desarrollemos una enfermedad tras la
penetracion de un microorganismo dependera de la patogenicidad de este y
de los mecanismos de defensa del individuo hospedador. El sistema inmune
(SI), formado por una compleja red de células, 6rganos linfoides, citoquinas y
otras sustancias presentes en la sangre, la linfa y en los érganos del cuerpo, se
encarga de esa defensa (2). Para ello, el SI humano esta organizado en dos
grandes subgrupos, determinados por la velocidad y la especificidad de la
reaccion celular ante un patogeno. Estas dos grandes ramas comtinmente se
las conoce como SI Innato y SI Adaptativo, aunque los tultimos

descubrimientos estan desdibujando un poco las diferencias entre ambos.

El SI Innato estd compuesto por una multitud de elementos, como las barreras
fisicas (piel), quimicas (sustancias antimicrobianas, sistema del complemento,
citoquinas) y celulares, como los neutroéfilos, monocitos, macrofagos, algunos
tipos de células natural killer (NK), células dendriticas (DC), etc. Ampliamente
conservado en la naturaleza a nivel filogenético, el SI innato proporciona una
reaccion defensiva rdpida e inmediata, pero no especifica, frente a los
patdgenos (3). Por el contrario, el SI Adaptativo proporciona una respuesta
especifica frente al patdgeno, pero se requieren varios dias para que se
desarrolle. Esta respuesta especifica se caracteriza por la exposicion de los
antigenos (Ag, pequefos fragmentos de proteinas o de azticares complejos)
del patdgeno por parte de las células presentadoras de Ag (APC, por sus siglas
en inglés). La exposicion de los Ag por las APC induce una cascada de
reconocimiento, activacidn y posterior accion de los linfocitos T y B efectores,
que son las células que principalmente desarrollan la respuesta inmune
especifica para dicho patégeno. Ademas de los linfocitos T y B efectores, el SI
adaptativo también genera linfocitos T y B memoria, capaces de desencadenar
respuestas mas rapidas y eficaces ante una reinfeccion por el mismo patégeno

tras el primer contacto (4). A continuacion, nos centraremos solo en algunas
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células del SI adaptativo, aunque esto no implica que el resto de las células

del SI no sean de importancia.

III.1.1 Linfocitos T

Los linfocitos T son uno de los principales grupos de subpoblaciones de

células del SI adaptativo. La especificidad de los linfocitos T hacia los Ag es
restringida, pues para reconocerlos dependen del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC; también conocido como antigeno leucocitario
humano o HLA, por sus siglas en inglés) de clase I o II, presente en la
superficie de las células nucleadas (MHC de clase I) o en la superficie celular
de las APC (MHC de clase II). Ademas, para que se desencadene la
participacion de los linfocitos T frente a un patdgeno necesitan que otras
células, como las APC, les presenten los antigenos frente a los que seran
dirigidos (5).

Los progenitores de los linfocitos T se generan en la medula dsea, pero migran
hacia el timo para completar su maduracion, en un proceso en el que nos
centraremos mas adelante. En este drgano, todos los linfocitos T adquieren el
complejo formado por las subunidades del cluster de diferenciacion (CD) 3y
el receptor de células T (TCR), ademas de otras proteinas y caracteristicas
necesarias que determinaran su fenotipo y su funcionalidad (5). Este fenotipo
y funcién son variables y, dentro de las células T convencionales (Tconv),
subpoblacion cuyo TCR es un heterodimero conformado por las
subunidades/cadenas alfa («) y beta (3), se pueden distinguir dos principales

grupos de células T:

e (Células T colaboradoras (T helper o Th). Células que expresan el
marcador CD4 en su superficie y que reconocen los Ag presentados por las
MHC de clase II de las APC. Este reconocimiento antigénico, junto con otras
sefiales de co-estimulacion, activa a estas células para que proliferen y se
diferencien en células efectoras especificas del antigeno presentado por la
APC. En funcién del tipo de patogeno y, por consiguiente, del ambiente de
citoquinas liberadas por las APC y otras células del SI innato, las células Th
CD4 se pueden diferenciar en varias subpoblaciones con propiedades
diferentes. En términos generales, si el patogeno es intracelular, al ambiente
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se liberaré la interleuquina 12 (IL-12). En presencia de esta tercera sefial de co-
estimulo (las MHC clase II, las proteinas de membrana co-estimuladoras y la
IL-12), las células CD4 se polarizaran al subtipo Thl, productoras del
interferon gamma (IFN-y) y factor de necrosis tumoral (TNF) -a. Las Th2 son
CD4 que se han diferenciado en presencia de la IL-4, como respuesta frente a
helmintos y parasitos extracelulares. Estas Th2 producen mas IL-4, IL-5 o IL-
13. Las Th17, diferenciadas en presencia de la IL-6, IL-23 y el TGF-3 (factor de
crecimiento transformante beta), es una subpoblacion de células CD4 que
secretan IL-17 e IL-22, y que estan implicadas en la defensa frente bacterias
extracelulares y hongos, principalmente presentes en las mucosas. También
se han identificado otros tipos de células Th CD4, como las células T
colaboradoras foliculares (Tfh), las Th9, las Th22 y otras subpoblaciones cuyo
fenotipo y funcioén aun estdn siendo estudiados (6) (7). A pesar de que no es
la funcion principal de estas células, también se han descrito otras células Th
CD4 no convencionales con capacidad citotoxica (8). Finalmente, dentro de
las células Th CD4 también se encuentra una subpoblacién celular con
propiedades unicas, los linfocitos T reguladores (Treg). Las Treg participan
en los mecanismos de tolerancia periférica gracias a su capacidad de suprimir
la respuesta inflamatoria e inhibir la activacidon del resto de componentes
tanto del SI innato como del adaptativo. Ademads del CD4, las Treg se
caracterizan por expresar constitutivamente la cadena «a del receptor de la IL-
2, también conocido como CD25; el factor de transcripcion FOXP (del inglés
forkhead box protein) 3 y unos bajos niveles de expresion de la cadena a del
receptor de la IL-7, el CD127 (9). Las Treg seran descritas en profundidad mas
adelante.

e (Células T citotoxicas (Tc). Células que expresan el marcador CD8 en su
superficie y que reconocen Ag presentados mediante las MHC de clase I,
fisiologicamente expresada en todas las células del organismo. Para que los
linfocitos Tc CD8 puedan desarrollar su funcidn y su especificidad antigénica,
se requieren las sefiales de co-estimulo proporcionadas por las células Th CD4
(principalmente) o por algunos tipos de DC (bajo circunstancias concretas) y
por el microambiente donde se encuentren. Una vez estimuladas, las células

CD8 viajan por el organismo identificando a células que presenten el Ag del
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patégeno en su MHC de clase I. Tras el reconocimiento del Ag, inducen la
muerte de la célula que lo porta mediante la liberacion de granulos citotoxicos
(perforinas y granzimas), el contacto célula-célula (el complejo Fas-Fas
ligando, entre otros) o la liberacion de citoquinas inflamatorias (10). Aunque
hasta ahora se han descrito menos subpoblaciones de linfocitos Tc CDS,

destacan algunas, como las células Tc CD8 reguladoras (11).

Por otro lado, atendiendo a otros marcadores fenotipicos, de diferenciacion y
de funcionalidad, se han clasificado diferentes subpoblaciones dentro de las
células Th CD4 y Tc CD8. Las células Th CD4 y Tc CDS8 virgenes o naive son
todas aquellas células T maduras que atin no han sido inducidas a reconocer
ningin Ag. Cuando les presentan el Ag adecuado, las células Th CD4 y Tc
CDS8 naive se activan y diferencian a células Th CD4 y Tc CDS8 efectoras, que
ejercerdn su funcion segun corresponda. Una vez acabado su cometido, la
mayoria de estas células efectoras sufrirdn un proceso de muerte celular
programada para restaurar el equilibrio y la homeostasis inmunoldgica.
Solamente algunas células sobrevivirdn y estas se convertirdn en células Th
CD4 y Tc CD8 memoria, capaces de generar respuestas mas rapidas y eficaces

ante una posterior reexposicion a los Ag del mismo patogeno (6).

II1.1.2 Maduracion de las células T en el timo

El timo es un organo linfoide primario situado en la caja toracica, anterior al
corazon. Principalmente activo durante la infancia, es en este 6rgano donde
maduran y se diferencian los progenitores de las células T. Para ello, las
células progenitoras hematopoyéticas migran desde la medula dsea a la
corteza del timo, donde madurardn a medida que avanzan desde la corteza

hacia la médula de este 6rgano.

Una vez entran en el timo, a los progenitores inmaduros de células T se les
denomina timocitos. En la corteza del timo, los timocitos no expresan en su
superficie ni el TCR, ni el CD3, ni el CD4, ni el CD8, denomindndose timocitos
Dobles Negativos (DN). A medida que avanzan estos timocitos DN
CD4reeCD8"s por la corteza, se produce en estas células el reordenamiento
genético que acaba dando lugar a dos tipos de TCR, el formado por las
subunidades aff o el formado por las cadenas gamma y delta (yd). En este
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paso, las células también comienzan a expresar las cadenas que forman el
CD3. Centrandonos en las células que expresan el complejo TCRap-CD3
convencional, los timocitos posteriormente sintetizan simultdneamente las
proteinas CD4 y CD8 (pasando a denominarse células Dobles Positivas, DP,
CD4+CD8%). A continuacién, estas células DP interaccionan con las células
epiteliales timicas de la corteza (cCTEC, por sus siglas en inglés). La interaccion
entre estos timocitos DP con las moléculas MHC clase I y II de las cTEC, y
junto con el microambiente de citoquinas, consigue que se eliminen todos
aquellos timocitos cuyo complejo TCR-CD3 no sea capaz de reconocer esas
MHC con la intensidad correcta. Este proceso de seleccién se denomina
“seleccion positiva”, y asegura que las futuras células T reconozcan las MHC

propias con la intensidad y avidez adecuadas (12).

A continuacion, los timocitos DP que reconocen las MHC propias migran a la
médula timica. Aqui, los timocitos interactiian con las células epiteliales
timicas de la médula (mTEC, por sus siglas en inglés), con DC y con
macrofagos que presentan a los timocitos los Ag propios de nuestro
organismo (auto-Ag). Los timocitos que reconozcan e interactien demasiado
fuerte con los auto-Ag seran eliminados. Este proceso se realiza en un
microambiente en el que se pueden encontrar, ademas, muchas citoquinas,
como el TGF-{3 (13, 14). Gracias a este paso, denominado “seleccion negativa”,
se evita la maduracion de linfocitos T auto-reactivos que puedan dafiar al
propio organismo mediante el ataque a las células propias que presenten los
auto-Ag, aunque este mecanismo no es perfecto y algunos linfocitos T auto-
reactivos pueden salir a la circulacion periférica y, bajo determinadas
circunstancias, desencadenar procesos patoldgicos (15). La gran mayoria de

los timocitos son eliminados en los procesos de seleccion positiva y negativa.

Al migrar a la médula timica, en paralelo a la seleccion negativa, los timocitos
comienzan a disminuir la expresion de uno de sus co-receptores, dando lugar
a las poblaciones Simples Positivas (SP) Th CD4 y Tc CD8. Una vez han
finalizado todas las etapas de maduracion, las diferentes subpoblaciones de
linfocitos T maduros naive salen del timo hacia el torrente sanguineo (12)

(Ilustracion 1).
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Ilustracion 1. Esquema del desarrollo y diferenciacion de los diferentes tipos de
linfocitos T desde sus progenitores hematopoyéticos en los compartimentos del timo.
Adaptado de Takahama, 2006 (16).

III.2 Desequilibrio de la homeostasis inmunolodgica y

tratamientos clasicos asociados

Un desequilibrio en la homeostasis de los componentes del SI puede acabar
desencadenando enfermedades con una etiopatogenia muy dispar. Asi, si se
produce una disminucion en los mecanismos de tolerancia inmunoldgica, se
pueden desarrollar las enfermedades autoinmunes o alergias contra
elementos inocuos. Por el contrario, un aumento en la tolerancia puede dar

lugar al desarrollo de tumores o a infecciones severas. Ademds, una
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disfuncion de alguno de los elementos del SI también puede desarrollar

inmunodeficiencias (17).

II1.2.1 Pérdida de tolerancia a antigenos propios

Las enfermedades autoinmunes afectan a entre el 3% y el 5% de la poblacion
mundial, con mas de 100 tipos diferentes de enfermedades, siendo la diabetes
tipo 1 y la enfermedad autoinmune tiroidea las mas comunes (18). Algunas
son Organo-especificas, como la cirrosis biliar primaria; y otras afectan a
multiples 6rganos, como el lupus eritematoso sistémico. El origen o la causa
de estas enfermedades autoinmunes es muy diverso, pues algunas son
provocadas por I) mutaciones en los principales genes que controlan las
células inmunitarias; II) liberacion de auto-Ag de células apoptoticas en
contextos pro-inflamatorios; III) moléculas liberadas por microorganismos,
agentes quimicos (tabaco, alcohol) o fisicos (rayos ultravioleta) que generan
un mimetismo con auto-Ag; IV) eventos relacionados con la nutricién, como
el déficit de vitamina D (18); o por la combinacién de alguna de las anteriores

causas.

A pesar de esta compleja y extensa lista de causas, la patogenia de las
enfermedades autoinmunes es similar. Cuando los mecanismos de tolerancia
central (por ejemplo, los mecanismos de la seleccion positiva y negativa en el
timo) y tolerancia periférica (controlados por las células reguladoras, como las
Treg) ven alterada su funcionalidad, las APC comienzan a presentar auto-Ag
e inducen una cascada de citoquinas inflamatorias que activan, a su vez, a
otras células del SI innato y que estimulan a las células T auto-reactivas. Una
vez son estimuladas, las células T auto-reactivas, que hasta entonces estaban
inhibidas o manteniendo la homeostasis eliminando auto-Ag liberados por
células apoptdticas (18), pueden ser polarizadas a fenotipos de Th1l o Th17,
que a su vez estimulan a las células Tc, cuyo efecto citotoxico puede dafiar a
los propios tejidos. Por otro lado, las células T también pueden ser polarizados
hacia fenotipos Th2 o Tth, que facilitan la produccion de auto-anticuerpos
(Ac) por parte de las células B auto-reactivas que también dafiaran los tejidos,
desencadendndose, asi, los multiples tipos de enfermedades autoinmunes
(Ilustracion 2) (18).
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Ilustraciéon 2. Desarrollo de la patogenia de la mayoria de las enfermedades
autoinmunes y células que las desencadenan (18). Cuando los mecanismos de
tolerancia central o periférica fallan, las APC pueden comenzar a presentar auto-Ag, o
moléculas similares. Esta presentacion puede estimular a las células T auto-reactivas
que, a su vez, estimulardn a otras células, como las células B auto-reactivas. En funcion
del tipo de respuesta celular que se desarrolle, se pueden desencadenar numerosas y
muy variadas enfermedades autoinmunes, como el Lupus Eritematoso Sistémico (SLE),
Sindrome de Sjogren (SS), Cirrosis Biliar Primaria (PBC), Artritis Reumatoide (RA),
Diabetes tipo 1 (T1D), Enfermedad Intestinal Inflamatoria (IBD, que engloba a la Colitis
Ulcerosa y la Enfermedad de Crohn), Esclerosis Multiple (MS), Hepatitis Autoinmune
(AIH), Enfermedad Celiaca (CeD), Enfermedad de Graves (GD), Miastenia grave,
Enfermedad Tiroidea Autoinmune (ATD), Psoriasis, Colangitis Esclerosante Primaria
(PSC), entre otras. Todas las abreviaturas anteriores corresponden a las siglas en inglés
de las enfermedades.

I11.2.2 Reaccion inmunolégica no deseada tras un trasplante

En el caso de los trasplantes, el SI actiia correctamente, reconociendo como
extrafnos los Ag del drgano trasplantado y reaccionando frente a ellos. Sin
embargo, esta reaccién inmunoldgica va en contra de la supervivencia del
organo trasplantado y de la salud del paciente. Como en las enfermedades
autoinmunes, en el rechazo de los trasplantes se puede desencadenar tanto un
rechazo celular (mediado por las células Tc y ayudado por las Th), como un
rechazo humoral (mediado por los Ac producidos por las células B). Para que
estas células lleven a cabo ese rechazo, deben ser estimuladas por las APC. En

este contexto, existen tres vias diferentes: I) La via directa es aquella en la que
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las APC del érgano trasplantado migran a los ganglios linfaticos del individuo
receptor en donde presentaran los Ag alogénicos del érgano y estimulardn a
las células T y B del receptor, que viajaran hasta el érgano e inducirdn el
rechazo (19). II) La via indirecta es aquella en las que las APC del receptor
captan los Ag alogénicos de las células del drgano trasplantado para,
posteriormente, estimular el SI del receptor (20). Y III) La via semidirecta es
aquella en la que las APC del receptor captan, por contacto directo de las
membranas con las APC del donante o mediante vesiculas extracelulares,
como los exosomas, las MHC junto con los Ag del donante. Finalmente, estas
APC del receptor con MHC y Ag del donante desencadenan el rechazo

inmunoldgico (19, 21).

I11.2.3 Tratamientos convencionales y sus limitaciones

Existe una gran variedad de farmacos inmunosupresores que se utilizan para
reducir la respuesta inmunitaria frente a los propios tejidos o frente al drgano
trasplantado. Segtin la Academia Americana de Alergia, Asma e Inmunologia
(AAAAI, 2020), los farmacos inmunosupresores se pueden clasificar en

diferentes grupos:

e Inmunosupresores generales: Suprimen el SI de una forma
generalizada mediante la neutralizacion de enzimas o células que sintetizan
elementos pro-inflamatorios, y, por tanto, afectando a mas de una poblacion
celular o mecanismo inflamatorio. Por ejemplo, los corticoesteroides (22, 23),
el micofenolato (24) o el metotrexato (25).

e Bloqueantes de citoquinas: Neutralizan citoquinas e interleuquinas
esenciales para una correcta comunicacion entre las células del SI. Algunos
ejemplos de estos farmacos son los bloqueantes de IL-1 (Anakinra,
Canakinumab), del TNF (Infliximab o Adalimumab), de la IL-6 (Tocilizumab)
o de la IL-17 (Secukinumab) (26-28).

e Inhibidores de la calcineurina. La calcineurina es una enzima calcio-
dependiente que es responsable de la sintesis de la IL-2 y de otras citoquinas
pro-inflamatorias. Los farmacos inhibidores de esta proteina, como la

ciclosporina o el tacrolimus, inhiben la activaciéon y proliferacion de los
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linfocitos T, asi como su produccion y liberacién de citoquinas pro-
inflamatorias (29)

e Anticuerpos bioldgicos especificos de marcadores celulares: Dirigidos
frente a proteinas presentes en las células que se desean eliminar, por ejemplo,
el anti (a)-CD20 (Rituximab) o el anti-factor de crecimiento de células B
(Belimumab) (28).

Aunque estas multiples terapias inmunosupresoras han permitido mejorar la
calidad de vida de los pacientes con enfermedades autoinmunes y aumentar
la longevidad del érgano trasplantado en pacientes que han recibido un
trasplante, su eficacia no es completa y es necesario administrarlos a lo largo
de toda la vida. Otro inconveniente de estos farmacos es el dafio que pueden
provocar a nivel cardiovascular, la toxicidad hepato-biliar y la nefrotoxicidad.
Ademas, debido a su efecto pleiotropico, actian inespecificamente frente a
otras células no patogénicas o bloqueando a los intermediarios de la cascada
inflamatoria. Por lo tanto, estos farmacos pueden tener como efecto
secundario una excesiva depresion del SI, aumentando la probabilidad de

infecciones o procesos tumorales (30-32).

Todo ello hace necesario investigar nuevas estrategias que reduzcan esos
efectos secundarios adversos en los tratamientos inmunosupresores
convencionales de las enfermedades autoinmunes y en el rechazo de
trasplantes, logrando, ademas, la supervivencia indefinida del érgano para
mejorar la calidad de vida del paciente. Actualmente, las nuevas
aproximaciones terapéuticas para superar estas limitaciones estan basadas en
células reguladoras que puedan sustituirlos. Existen muchos tipos celulares
con una alta capacidad inmuno-moduladora y supresora, como las células
madre mesenquimales (MSC, por sus siglas en inglés) (33), las DC
tolerogénicas (34), células supresoras derivadas de progenitores mieloides
(MDSC, por sus siglas en inglés) (35), los linfocitos B reguladores secretores
de IL-10 (36, 37) y las Treg.
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III.3  Papel de los linfocitos T reguladores en la homeostasis

Como fue mencionado, las células o linfocitos Treg son una subpoblacion de
células T que, a pesar de pertenecer al grupo de las Th CD4, son capaces de
suprimir la respuesta inflamatoria del resto de componentes del SI. Este hecho
las convierte en un componente celular indispensable para el mantenimiento
de la homeostasis inmunoldgica y de la tolerancia periférica a Ag propios (38).
Se ha demostrado que una reduccién de su niimero absoluto, su frecuencia o
su capacidad de accion puede desencadenar enfermedades autoinmunes,

infecciones y eventos alérgicos (39).

II1.3.1 Fenotipo y Funcionalidad de las Treg

Las Treg se caracterizan por su capacidad inmunosupresora e inmuno-
reguladora. Esta supresion puede ser llevada a cabo mediante diferentes
mecanismos que afectan a una amplia gama de células tanto del SI innato
(macrofagos, DC, neutréfilos, células NK, osteoclastos, etc.) como del SI
adaptativo (células Th CD4, Tc CDS8 y células B) (40). Estos mecanismos
pueden ser directos, cuando son las propias Treg las que inhiben a la célula
diana, o indirectos, cuando las Treg usan una molécula u otra célula

intermediaria para ejercer su funcion (41).

Dentro de los mecanismos de supresion directos, las Treg expresan en su
superficie moléculas como el PD-L1y PD-L2 (ligandos 1y 2, respectivamente,
del receptor de muerte programada, por sus siglas en inglés), que acttan
reconociendo y uniéndose al PD-1 (receptor 1 de muerte programada, por sus
siglas en inglés) e induciendo la muerte de otras células. El CTLA-4 (antigeno
4 de linfocitos T citotdxicos, por sus siglas en inglés) y LAG-3 (gen 3 de
activacion linfocitaria, por sus siglas en inglés) se unen respectivamente a las
moléculas co-estimuladoras CD80/CD86 y MHC de clase II de las APC. Esta
union impide que estas APC puedan seguir activando a otras Tconv, ya que
la proteina co-estimuladora CD28 o el TCR de estos linfocitos no se pueden
unir a sus ligandos correspondientes (42). Otro mecanismo directo es el
ejercido a través de la proteina co-estimuladora inducible (ICOS, por sus

siglas en inglés) cuando se une a su ligando, ICOSL, que esta presente en la
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mayoria de las células APC, inhibiendo la funcion de estas APC (43)

(Ilustracion 3).

Entre los mecanismos de supresion indirectos se encuentran la produccion
de citoquinas anti-inflamatorias, como la IL-10, IL-35, TGF-f3 activa o TGF-3
latente anclado a la membrana (LAP, por sus siglas en ingles) que suprimen a
las células efectoras. Otro mecanismo es la secrecion de galectina, que controla
la activacion y la supervivencia de otros linfocitos gracias a la via de
sefalizacion Fas/FasL y la accion de caspasas, teniendo un efecto
inmunosupresor. Ademds, las Treg inducen la expresion de IDO
(Indoleamina 2,3-dioxygenasa) en las DC. Este IDO transforma el triptéfano
del medio en quinurenina, con capacidad anti-inflamatoria (Ilustracién 3).
Otros mecanismos de supresion indirectos relevantes son los basados en la
disrupcion metabolica de las células efectoras. Gracias a la alta expresion del
CD25, las Treg disminuyen la cantidad de IL-2 disponible en el medio,
reduciendo la activacién y supervivencia de los linfocitos efectores que
dependen de dicha citoquina. De una manera similar, las proteinas CD39 y
CD73 degradan el ATP disponible en ADP, AMP y adenosina,
respectivamente, reduciendo la activacion y proliferacion de las células
efectoras, efecto también potenciado por las propiedades anti-inflamatorias
de la adenosina (44). Ademas, las Treg también suprimen indirectamente la
proliferacion induciendo la lisis de las células efectoras mediante la secrecion
granzimas y perforinas que crean poros y dafian la integridad de la membrana
celular (Ilustracién 3). Finalmente, otro mecanismo de supresion indirecto de
las Treg es polarizar el fenotipo de los monocitos hacia un perfil de
macrofago M2, participante activo de la tolerancia y supresion del SI, y
reducen la polarizacién hacia macréfagos M1, considerados pro-inflamatorios
(45). Ademas, inducen en los neutrdfilos y en los linfocitos un perfil mas
tolerogénico y aumentan su producciéon de citoquinas y quimioquinas anti-

inflamatorias (42, 46, 47) (Ilustracion 3).
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Ilustracion 3. Mecanismos de supresion directos e indirectos de los linfocitos Treg
sobre otras células efectoras. Adaptado de Bio-Techne. Principales mecanismos de
supresion de las Treg englobados en mecanismos de supresion directos, mediante el uso
de proteinas que acttian ante el contacto célula-célula, y mecanismos de supresiéon
indirectos, como la producciéon de citoquinas inhibidoras, disrupcion metabolica,
induccion de citdlisis o la polarizacion de células efectoras hacia un perfil tolerogénico.
Ademas de la expresion de las anteriores proteinas que participan en la
funcionalidad de las Treg, estas células también expresan integrinas de
membrana que facilitan su adhesién al endotelio vascular, como CD49b y

CD62L; y receptores implicados en la migracion a través de los tejidos
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periféricos, como el CD103, CCR4, CCR5, CCR6 y CCR7 (48), pudiéndose

encontrar Treg en numerosos tejidos y mucosas.

I11.3.2 Tipos de Treg y su plasticidad

En funcion de donde se originen, se pueden distinguir diferentes tipos de

Treg:

e Treg “naturales” derivadas del timo (tTreg o nTreg): Equivalen al 5-
10% de todas las células Th CD4 en sangre periférica y son las tinicas Treg que
se desarrollan, maduran y diferencian integramente en el timo, gracias a los
procesos de Seleccion Positiva y Negativa. Como fue mencionado
anteriormente, en la Seleccion Negativa, aquellos timocitos DP CD4*CD8* que
no reconocen auto-Ag, acaban dando lugar a los linfocitos Tconv. Por el
contrario, aquellos que reconocen los auto-Ag con una alta afinidad son
eliminados por apoptosis. Sin embargo, una co-estimulacion intermedia del
TCR/CD28, asociada a una afinidad parcial por los auto-Ag (49, 50), induce,
por un lado, la expresién del CD25 y, por otro lado, una baja expresion del
FOXP3, dando lugar a las dos subpoblaciones conocidas de progenitores de
tTreg, las subpoblaciones CD25*FOXP3resy CD25eFOXP3ba (5, 51). Para que
ambas poblaciones acaben dando lugar a las tTreg en un complejo mecanismo
de diferenciacion y seleccidn, es necesaria la accion de las mTEC, la presencia
de citoquinas, como la IL-2 (esencial), TGF-{3, IL-15 e IL-17 (52); la expresion
de proteinas co-estimuladoras, como GITR o OX40; y una reduccién en la ruta
de activacion de la PI3K-mTOR, entre otras sefiales (42, 53, 54). Una vez han
madurado, las tTreg naive salen del timo hacia la periferia.

Estas tTreg maduras se caracterizan por mostrar el complejo TCRa-CD3
y el CD4, ademas de una alta y estable expresion del CD25 y del FOXP3. El
FOXP3 es un factor de transcripcidn esencial para el desarrollo y el
mantenimiento del fenotipo y la funcionalidad de las Treg (55). De hecho, se
demostré que pacientes con mutaciones en el gen FOXP3 desarrollaban el
sindrome  IPEX  (proveniente del inglés  Immunodysregulation
polyendocrinopathy  enteropathy  X-linked), caracterizado por presentar
autoinmunidades sistémicas. Sin embargo, la caracterizacion de las Treg en

humanos no se puede hacer iinicamente en base a estos marcadores ya que,
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tras una estimulacion, cualquier célula T aumenta su expresion del CD25 y
del FOXP3 de forma transitoria (56), pero sin presentar una funcién supresora
asociada. Por lo tanto, ademads de estos marcadores, las tTreg se caracterizan
por tener un bajo grado de metilacion de la region de demetilacion especifica
de Treg (TSDR, por sus siglas en inglés). Esta region no codificante es un
promotor que, cuando esta demetilado, se mantiene activo y promueve la
expresion constitutiva del gen FOXP3 (57). Por el contrario, esta region esta
totalmente metilada y, por tanto, silenciando la expresion del FOXP3 en las
células Tconv (58). Finalmente, la expresion del factor de transcripciéon
HELIOS y la neuropilina-1 en membrana, ademas del estado de baja
metilacion del TSDR, se consideran marcadores de estabilidad de las tTreg
que no estan expresados en otros tipos de Treg (59, 60) (Ilustracion 4).

e Treginducidas en la periferia (iTreg): Células Treg generadas fuera del
timo a partir de linfocitos Th CD4 naive FOXP3n<s de circulacion periférica, tras
el reconocimiento de determinados Ag bajo condiciones ambientales
tolerogénicas inducidas por la accion de las tTreg y otras poblaciones
inmunosupresoras (61) (Ilustracidon 3). Estas condiciones se caracterizan por
una alta concentracion de IL-2 y TGF-{3; una potente activacion del TCR junto
con sefiales de co-estimulacién (62) y la presencia de otros componentes, como
el acido retinoico (63). Estas condiciones dan lugar a un aumento de la
expresion del FOXP3 y a la adquisicién de la capacidad de suprimir una
respuesta inflamatoria. Dentro de estas iTreg se han conseguido diferenciar
algunas subpoblaciones con caracteristicas funcionales propias, como las Tr1,
con una alta capacidad de produccion de IL-10 (64), las Tr35, productoras de
IL-35 (65) o las Th3, productoras de TGF-3 (66), entre otras (43). Sin embargo,
a pesar de su capacidad supresora, parece que estas iTreg solo pueden
expresar el FOXP3 de forma transitoria (67), probablemente debido al grado
de metilacion intermedio de su TSDR, a diferencia de las tTreg y de las Tconv
(57, 58) (Ilustracion 4).
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Ilustracion 4. Tipos de Treg in vivo con sus principales marcadores y mecanismos de
funcionalidad. (66). Las tTreg (o nTreg) son generadas en el timo y disponen de los
mecanismos de supresion directos e indirectos para ejercer su funcion supresora. Las
iTreg son generadas fuera del timo a partir de las Tconv FOXP3rs de circulacion
periférica. Se pueden distinguir varios tipos de subpoblaciones en funcién del
mecanismo de supresidn principal que utilicen.

Aligual que ocurre in vivo, se han conseguido generar iTreg in vitro. Mediante
la estimulacion del TCR y del CD28, y en presencia del TGF-3 y/o de la IL-15,
se ha conseguido inducir la expresion estable del FOXP3 en células Tconv CD4
de sangre periférica, preferentemente en su estado naive (62, 68-70). Ademas,
también se han conseguido inducir iTreg mediante la modificacion genética
de las Tconv CD4 con vectores codificantes del gen FOXP3, induciendo la
expresion estable de un FOXP3 exogeno independiente del control o del

estado de metilacion del TSDR o de otras regiones promotoras enddgenas

que, de forma natural en estas células, se encontrarian silenciadas (57, 71-75).

Se ha descrito que algunos tipos de Treg, sobre todo las iTreg inducidas a
partir de Tconv naive, poseen una gran plasticidad en su fenotipo, pudiendo

cambiar su expresion proteica y capacidades funcionales segtin el ambiente
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en el que se encuentren (76). Se ha demostrado que en un ambiente con
abundante TGF-3 e IL-6, las Treg de sangre periférica pueden cambiar a Th17
al aumentar la expresion del factor de trascripcion RORyr, a pesar de que el
TGF-{ favorezca lainduccion de iTreg. Las iTreg también pueden transicionar
a un fenotipo similar a las Th1 en presencia de IL-12 e IL-2, ya que, a pesar de
mantener la expresion del FOXP3, se aumentan la expresion del factor de
transcripcion T-bet y del IFN-y, caracteristicos de las Th1 (76). Por el contrario,
las tTreg han demostrado ser son una subpoblacion mucho mas estable a nivel

genético, epigenético, fenotipico y funcional (76, 77) (Ilustracion 5).
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Ilustracion 5. Diferenciacion y plasticidad de las subpoblaciones de linfocitos T en
funcion del ambiente de citoquinas y quimioquinas (76).

Ademads de esta clasificacidn, atendiendo a la expresién del CD45RA y del
FOXP3, como el resto de linfocitos T, las Treg también se pueden clasificar en
Treg naive (CD45RA*FOXP3*), Treg activadas (CD45RArsFOXP32°) y Treg
efectoras (CD45RArFOXP3*), con la capacidad de suprimir a pesar de

producir citoquinas pro-inflamatorias (78, 79).

I11.3.3 Terapia celular con Treg obtenidas de diferentes fuentes y

sus limitaciones

Numerosos ensayos preclinicos llevados a cabo en diferentes modelos
animales han validado la funcionalidad de Treg extraidas de sangre periférica

(denominadas en la presente tesis como pTreg) de adultos. Algunos estudios
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sugirieron que, para conseguir un efecto terapéutico, era necesario infundir el
mismo numero de pTreg como de Tconv para proteger de la enfermedad de
injerto contra huésped (EICH) (80). Sin embargo, debido al bajo nimero de
pTreg presentes en la sangre, era necesario expandirlas ex vivo para conseguir
el suficiente numero de células para alcanzar una dosis terapéutica. En este
contexto, las pTreg policlonales que habian sido expandidas ex vivo eran
capaces de inhibir a las células T del donante, reduciendo el desarrollo en
modelos animales de EICH (81). Ademas, estas pTreg expandidas ex vivo
también han demostrado ser eficaces prolongando la supervivencia y
previniendo el rechazo de organos trasplantados en modelos animales (82-
84), incluso en ausencia total de farmacos inmunosupresores convencionales
(85). Ademas, en modelos animales inmunodeficientes humanizados con la
capacidad de albergar células mononucleares de sangre periférica (CMSP)
humanas, las pTreg aumentaban la supervivencia de trasplantes de piel
humana (86) o de los islotes pancreaticos (87), al inhibir la reaccion citotoxica

de las CMSP frente a esos tejidos.

Gracias al enorme potencial de las pTreg en los modelos animales, se
comenzaron los primeros ensayos clinicos en humanos. La estrategia que se
ha llevado a cabo en la mayoria de ensayos con las pTreg ha consistido en: I)
Extraccion de sangre del paciente adulto; II) Purificacion de las pTreg de esa
sangre; III) Expansion de las pTreg ex vivo, hasta tener un numero apropiado
de células; y IV) Infusion de las mismas en el paciente de forma autéloga (88-
93). Los principales resultados y conclusiones que se han alcanzado en estos
ensayos clinicos han sido que la terapia con Treg es segura, incluso a altas
dosis, ya que no se han visto efectos adversos ni mayores riesgos de
toxicidades, infecciones, recaidas, neoplasias malignas asociadas a la infusion
o mortalidad precoz, pero si un aumento de las Treg circulantes en sangre
periférica (88, 89, 92, 93) (94) (95). Estudiando su funcionalidad, por un lado,
se ha visto que estas células reducen los sintomas de EICH crénica (95) y la
incidencia de EICH aguda (94), todo ello previniendo, ademas, la aparicion
de enfermedades por patégenos oportunistas en ausencia de
inmunosupresores convencionales (96). Por otro lado, en el caso de los

ensayos clinicos de trasplantes de drgano sélido, a pesar de que la terapia
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basada en pTreg autdlogas de sangre periférica expandidas ex vivo era segura,
los resultados de eficacia no fueron del todo alentadores, ya que la tasa de
rechazo agudo de trasplantes confirmados por biopsia fue muy similar entre
el grupo con inmunosupresores convencionales (12%) vs la terapia celular con
pTreg (16%) (89).

Varias hipotesis podrian explicar ese limitado efecto terapéutico observado en
humanos. Por ejemplo, podria deberse a la baja calidad de las pTreg
infundidas. El aislamiento de las pTreg desde periferia se suele realizar
mediante la seleccion de las células CD25*. Sin embargo, este marcador
también lo expresan los linfocitos efectores activados, y, por tanto, la limitada
eficacia se podria deber de una contaminacion con otros tipos celulares, como
monocitos, Tconv, DC, NK o células B (90). Por otro lado, al partir de células
provenientes de adultos, las pTreg presentan un fenotipo diferenciado y
envejecido. Se ha demostrado que las pTreg envejecidas de sangre de adulto
presentan una menor supervivencia y estabilidad funcional que las pTreg con
fenotipo naive (97). De hecho, se ha visto que pTreg de adulto con fenotipo de
célula memoria pueden llegar hasta perder la expresion del FOXP3 cuando se
estimulan y expanden ex vivo (98, 99). Ademas, debido a la escasa cantidad de
pIreg que se pueden obtener de sangre, la expansion ex vivo se antoja
obligatoria, promoviendo atin mas su deterioro y agotamiento. Por el
contrario, las pTreg con fenotipo naive CD45RA* fueron capaces de mantener
la expresion del FOXP3 y su funcidn supresora tras la estimulacion y

expansion in vitro (98).

Con la intencién de solventar la limitacion del estado de envejecimiento y
agotamiento celular, las estrategias terapéuticas mas recientes buscan aislar
células pTreg naive a partir de sangre de adultos o a partir de la sangre de
ninos o del cordon umbilical de neonatos (100). A pesar de que las Treg naive
en nifos suponen mas del 50% de todas las células Treg, alcanzando incluso
el 80% en nifios menores de un afio, esta poblacion de células pTreg naive
suponen menos del 5% del total de linfocitos (101-103). Este hecho, junto el
bajo volumen de sangre periférica que se puede obtener de los nifios (9, 104,

105) o del cordon umbilical (106), obliga a que, en ambos casos, las pTreg naive
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deban someterse a multiples rondas de expansion para poder alcanzar el
suficiente namero de células para tratar un paciente (107). Por ejemplo, se
tuvo que expandir una media de 27.000 veces unas pTreg de sangre de cordon
umbilical para poder obtener una sola dosis terapéutica (106). Esta exhaustiva
expansion empeora la calidad celular y reduce la eficiencia de su capacidad
supresora, ademas de inducir un agotamiento celular mucho mas acelerado
(68, 106, 108). Por lo tanto, aunque estas pTreg presentaban al comienzo un
fenotipo naive y un excelente rendimiento celular, se sigue sin superar

completamente la necesidad de la expansion celular.

Para superar las limitaciones encontradas al trabajar con las pTreg envejecidas
de sangre de adulto, o la escasa cantidad y la necesaria sobre-expansion de
pTreg de sangre de nifos o del cordon umbilical, ha sido esencial continuar
con la buasqueda de fuentes alternativas de Treg con un fenotipo naive.
Algunos estudios han centrado su busqueda en la reprogramacion de células
madre pluripotenciales inducidas (iPSC, por sus siglas en inglés). Asi, a partir
de estas células, consiguen generar células Treg con un fenotipo estable y una
alta funcionalidad que han demostrado en modelos in vivo, pero con las
desventajas de que esta compleja aproximacion requiere de mucho tiempo y
solo generan Treg especificas de Ag, no policlonales (109, 110). Por otro lado,
otros estudios se han centrado en la posibilidad de aislamiento de las células

Treg naive a partir de su fuente primaria, el timo (77, 111).

IT1.3.4 Nueva estrategia para la obtencidon y expansion de Treg

proveniente de timo: las thyTreg.

En nuestro laboratorio, se ha desarrollado un protocolo de obtenciéon de Treg
a partir de tejido timico y de expansién ex vivo que da lugar a grandes
cantidades de células que hemos denominado thyTreg. Estas células poseen
unas propiedades de altisima pureza, fenotipo mas inmaduro, altisima
capacidad supresora y estabilidad fenotipica tras su expansion in vitro (112)
(Ilustracion 6). Estos resultados han permitido solventar las limitaciones del
bajo numero de células y elevado estado de agotamiento caracteristicas de los
abordajes terapéuticos anteriores, y han permitido iniciar un ensayo clinico

(NCT04924491) en el que se estan tratando con thyTreg autdlogas a pacientes
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pediatricos a los que se les ha realizado un trasplante cardiaco, con

prometedores resultados.

Peripheral Peripheral
Properties thyTreg blood Treg blood Treg
from children from adults
Differentiation status —
FOXP3 and TSDR methylation —
Phenotype stability _
Suppressive capacity _
Cellular survival _
Proliferative capacity _
Amount of cells _

Ilustracién 6. Resumen de la calidad y propiedades de las células Treg atendiendo a
su fenotipo y origen. Las thyTreg muestran un estado mas indiferenciado, un estado de
metilacion del FOXP3 y el TSDR menor, y una mayor estabilidad fenotipica, capacidad
supresora, supervivencia celular, capacidad proliferativa y cantidad de obtencién de
células, comparando con las Treg obtenidas de sangre de nifios y adultos.

1.4 Treg antigeno-especificas

La terapia con thyTreg policlonales tiene un alto potencial para conseguir
resultados esperanzadores. Sin embargo, se ha demostrado que las pTreg
antigeno-especificas son mas eficaces que las pTreg policlonales (113-115).
Para generar Treg especificas de un Ag, el método clasico ha consistido en
poner en contacto APC que presentaran el Ag deseado alas pTreg de periferia
(116). Debido a sus caracteristicas, esta aproximacién seguia teniendo la
limitacion de la necesidad de expansion de las Treg y de la limitada cantidad
de APC que se pueden aislar (117), ademas de la complejidad técnica asociada
(118) (Ilustracion 7).

Otra aproximacién ha sido la del empleo de la bioingenieria para conferir esa
especificidad antigénica. Una de las técnicas de bioingenieria empleadas fue

la introduccion de un receptor de antigeno quimérico (CAR, por sus siglas en
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inglés) en las Treg, con muy buenos resultados en cuando rendimiento
celular, especificidad y potencial inmunosupresor (Ilustracion 7). Hace mas
de una década que se realizaron los primeros estudios preclinicos con Treg-
CAR en modelos animales de colitis o que habian recibido un xenotrasplante
(119-121). Sin embargo, esta aproximacion terapéutica comenzo a ganar
mucha relevancia cuando se generaron pTreg-CAR especificas del HLA-A2,
un Ag comunmente mal emparejado en los trasplantes. Estas pTreg-CAR anti-
HLA-A2 podian inducir una supresion especifica hacia las células que
expresaban ese Ag en un modelo de trasplante hematoldgico en raton
humanizado (122). Concretamente, estas Treg-CAR previnieron especifica y
exitosamente el desarrollo de la EICH causada por las células Tconv efectoras
que expresaban el HLA-A2. Gracias a este estudio, numerosos grupos de
investigacién han validado posteriormente el potencial de las Treg-CAR
especificas del HLA-A2 en modelos de rechazo de trasplante de piel (123-125),
en modelos xenogénicos de hemofilia A desarrollada por auto-Ac frente el
FVIII (126), o frente a la vimentina citrulinada, especifica de la matriz

extracelular de pacientes con artritis reumatoide (127).
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Ilustracion 7. Diferentes aproximaciones dentro de la terapia celular adoptiva basada
en Treg, sus caracteristicas y propiedades (121). A) Treg policlonales. B) Treg antigeno-
especificas gracias a las APC. C) Treg antigeno-especificas gracias a la bioingenieria de
un CAR o de un TCR recombinante.

III.5 Receptores de Antigeno Quiméricos

Las proteinas CAR son constructos sintéticos disefiados para conferir
especificidad antigénica a los linfocitos T de una forma independiente a la via
clasica mediada por las MHC de las APC (128). Tras el reconocimiento de los
antigenos diana, los CAR estimulan e inducen la funcionalidad de las células

T que los portan (129).

III.5.1 Origen del CAR: necesidad de nuevos tratamientos frente

al cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades en las que un grupo de células del
cuerpo proliferan descontroladamente y pueden tener la capacidad de migrar
hacia otras partes del cuerpo. De forma normal, el SI es capaz de reconocer y
eliminar dichas células tumorales. Sin embargo, la mayoria de los tipos de
cancer tienen en comun que, para que puedan desarrollarse, deben ser
capaces de escapar al control del SI (130). Se han descrito una multitud de
mecanismos que generan un microambiente en el tumor que permite inhibir
la respuesta inmunitaria frente a las células cancerosas, impidiendo su
eliminacion (131-133).

Los tratamientos cldsicos, como la cirugia, la quimioterapia y la radioterapia,
han sido las aproximaciones mas utilizadas para el tratamiento del cancer. Sin
embargo, debido a gran cantidad de efectos secundarios dafinos para el
paciente, junto con los escasos resultados positivos frente a algunos tipos de
canceres, se hizo imprescindible desarrollar nuevas estrategias. Una de estas
nuevas estrategias se enfoco en estimular la respuesta inmune para superar
ese microambiente tumoral desfavorable. Dentro de esta aproximacion, se
encuentra la via terapéutica de la transferencia adoptiva de células T que, a su
vez, engloba varias estrategias (121), como: I) Potenciar a los linfocitos
infiltrantes de tumor (TILs) con la capacidad de reconocer los Ag tumorales
(134) (Ilustracion 8A); II) Bioingenieria del TCR fisiologico para crear un TCR
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recombinante especifico de los Ag tumorales (121) (Ilustracion 8B) o II)

Conferir antigeno-especificidad a los linfocitos T mediante las proteinas CAR
(135).

a TAA-specific T cell transfer b Physiological Recombinant TCR
TCR-CD3 complex

Tumour
biopsy
’L 2 _[Transfer] CD3 n co Wil cp
—_—

Lympho CD3¢
depleted
patient

TIL isolation
and expansion

Ilustracion 8. Estrategias de terapia de transferencia adoptiva de células T. (121). A)
Linfocitos infiltrantes de tumor (TIL) son aislados a partir de una biopsia y expandidos
ex vivo con IL-2. Posteriormente, son infundidos de nuevo en el paciente tras un
tratamiento linfo-deplecionante. B) Bioingenieria del complejo TCRa3-CD3 fisiologico
para crear un TCR con cadenas aff recombinantes especificas de un Ag.

La modificacion genética de linfocitos Tconv con CAR se ha utilizado
principalmente para hacer frente a algunos tumores hematoldgicos. Por
ejemplo, la leucemia linfoblastica aguda (ALL, por sus siglas en inglés), uno
de los tumores hematologicos mds frecuentes, se caracteriza por una
proliferacion excesiva de células hematopoyéticas CD19* anormales tanto en
sangre como en médula dsea (136). Numerosos ensayos clinicos con células
Tconv-CAR dirigidas frente al CD19 han conseguido tasas de remision
completa de hasta el 93%, tanto en nifilos como en adultos con esta enfermedad

(137, 138). Por lo tanto, estos tratamientos han supuesto una revolucién a nivel

clinico como inicio de las terapias avanzadas personalizadas.

II1.5.2 Diseno y Estructura del CAR

El CAR es un constructo sintético formado por la combinacion de un dominio

extracelular derivado de un Ac y el dominio intracelular, con al menos una
senal de activacion del complejo TCR-CD3 (139), dando lugar a la siguiente

estructura:

e Dominio Extracelular: Zona de reconocimiento antigénica procedente

de un Ac monoclonal especifico. Los Ac, tnicamente producidos por los

58



linfocitos B, son una familia de proteinas glicosiladas con la capacidad de
reconocer epitopos (regiones concretas) de Ag. Los Ac estan formados por
cuatro cadenas de proteinas: dos ligeras (Vi) y dos pesadas (Vn). La
combinacion de los extremos N de las cadenas Vi y Vu constituye la fraccion
variable de unién a los Ag (Fab, por sus siglas en inglés), y contiene en su
interior el dominio de union antigénica. Esta region de los Ac reconoce a los

Ag de una forma muy afin y especifica (140) (Ilustracion 9).

antigen within antigen antigen-binding site
antigen-binding site
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Ilustracion 9: Estructura de un Ac. Los Ac estdn compuestos por dos cadenas ligeras (V,
rosa) y dos cadenas pesadas (Vu, azul). Las regiones variables de las Vi y VL conforman
la fraccion variable de union a los Ag (Fab), con la zona de union del Ag (antigen-binding
site).

El dominio extracelular de un CAR es el resultado de la unién de una Vi y de
una Vude un Ac, dando lugar al fragmento variable de cadena tnica (ScFv,
por sus siglas en inglés). Las Vay Vi del ScFv de un CAR se mantienen unidas
gracias a una secuencia comunicante de 15-20 aminodcidos (normalmente
residuos de glicina-serina), que reduce el riesgo de interferencia y aumenta la
flexibilidad del ScFv para facilitar el reconocimiento antigénico (141)
(Ilustracion 10). Como esta region extracelular proviene de la Fab de un Ac,

mantiene la afinidad y la especificidad originales a un Ag (142).
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e Secuencia Espaciadora, Bisagra o Hinge: Region que conecta el domino
extracelular ScFv con la regién transmembrana (Ilustracion 10).
Normalmente, esta secuencia suele estar derivada de la proteina CD28, de la
cadena o del CD8 o de un Ac. La longitud de la secuencia espaciadora puede
afectar a la activacion de las células portadoras. Algunos autores mencionan
que, a menor longitud de esa secuencia, menos inmunogénica es la estructura
CAR y mayor es la activacion que induce en las células T. Por el contrario, una
mayor distancia de esta secuencia proporciona una mayor facilidad de
reconocimiento de Ag diana menos accesibles (143-145).

¢ Dominio Transmembrana: Dominio en forma de hélice alfa embebida
en la membrana celular que conecta la region espaciadora con los dominios
intracelulares (Ilustracion 10). Su principal funcion es el correcto anclaje de la
proteina CAR a la membrana. Suelen ser secuencias derivadas del CD4, del
CD28, de la cadena C del CD3 o de la cadena o del CD8 (146).

¢ Dominio Intracelular: Region que proporciona las sefiales necesarias
para la activacion de la célula T portadora del CAR. En funcién de los
componentes de este dominio intracelular, se diferencian las generaciones de
los CAR (Ilustracion 10):

- CAR de 12 generacién: Estructura de CAR cuyo dominio intracelular esta
compuesto tinicamente por la cadena C del CD3 (principalmente) o por
la cadena vy del receptor de alta afinidad de un Ac (135). Gracias al hecho
de que la cadena C del CD3 contenga en su estructura 3 motivos
activadores basados en el receptor de tirosina (ITAMs, por sus siglas en
inglés), es capaz de estimular a la célula T sin la combinacion de otros
componentes fisiolégicos del complejo TCR-CD3 u otros co-
estimuladores. Sin embargo, esta activacién es aberrante y causa un
rapido agotamiento de las células y, por tanto, una limitada eficacia
celular (147).

- CAR de 22 generacion: Estructura de CAR cuyo dominio intracelular esta
compuesto por la cadena C del CD3 y por un dominio co-estimulador. Se
descubrié que para una activacion fisioldgica de la célula T, el complejo
TCR-CD3 debia incorporar una sefial de co-estimulo como segunda

sefial de activacidon, normalmente mediada por las APC. Para simular
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esta activacion fisioldgica, los CAR de 22 generacion incorporaron un
dominio de co-estimulacion provenientes de las proteinas CD28, 4-1BB,
CD27, OX40 0 ICOS (148). Estos CAR de 22 generacion han mostrado una
mayor capacidad de activacion e induccion de la proliferacion de la
célula que lo portan, asi como una mayor persistencia in vivo, reduciendo
el agotamiento de las células comparado con sus predecesores de la 1°
generacion. Sin embargo, el tipo de dominio co-estimulador escogido,
junto con su posicion dentro del constructo CAR, puede afectar a la
activacion y proliferacion de las células que lo portan (149).

- CAR de 32 generacion: Estructura de CAR cuyo dominio intracelular esta
compuesto por la cadena C del CD3 y por dos dominios co-
estimuladores. Estos constructos inducen una mayor tasa de
proliferacion y mayor supervivencia a largo plazo in vivo, asi como
menor agotamiento celular que los CAR de 22 generacion (149).

-CAR de 4% generacién: CAR de tercera generacion cuyo dominio
intracelular, ademads de tener la cadena C del CD3 y dos dominios de co-
estimulacion, contiene un elemento adicional que aumenta el potencial
del CAR en la célula T que lo porta. Estos elementos adicionales pueden
servir para controlar el “encendido-apagado” del CAR, pueden ser
genes suicidas, moléculas que aumenten la funcionalidad de la célula T
0 que minimicen su senescencia (150-152).

First-generation CAR Second- and third-generation CARs  Fourth-generation CAR
IL-4

Granzymes
IL-4Rao Y. and perforin
I P
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Ilustracion 10. Bioingenieria de una célula T con CAR y las diferentes generaciones
de los CAR. (121). Un constructo CAR esta compuesto por una region extracelular ScFv
(regiones VL y Vi de un Ac unidas por la secuencia comunicante), el dominio bisagra o
Hinge, la region transmembrana y el dominio de estimulacion C del CD3. La segunda
generacion de CAR combina CD3-C y un dominio de co-estimulaciéon. La tercera
generacion de CAR combina CD3- C y dos dominios de co-estimulacion. La cuarta
generacion de CAR afiade, ademas de los dominios de co-estimulacion, un elemento
adicional que aumente el rendimiento o supervivencia del CAR o de la célula que lo
porta, como, por ejemplo, la sintesis y liberacion de granzimas y perforinas; o el dominio
IL-4R af3, que activa a la célula tras el reconocimiento de la IL-4, muy presente en el
microambiente tumoral.

II1.5.3 Limitaciones de los CAR convencionales

Debido a la alta eficacia de activacion de las células Tconv con CAR ante las
células tumorales, la principal limitacion de esta terapia para los pacientes
oncologicos se debe al riesgo de citotoxicidad celular, como: I) Toxicidad
debida al efecto directo de las Tconv-CAR sobre el Ag y la célula diana, pero
con consecuentes eventos adversos para el paciente, como la tormenta de
liberacion de citoquinas (gran activacion de las células T mediada por el CAR
que desencadena una liberacion descontrolada de citoquinas pro-
inflamatorias asociada con neurotoxicidad o, incluso, con fallo multiorganico)
(153, 154). II) Sindrome de lisis tumoral, en el que una excesiva muerte de las
células tumorales altera la homeostasis tisular, induciendo una respuesta
inmune exacerbada y pudiendo llegar a la muerte del paciente (155). III)
Toxicidad debida al efecto directo de las Tconv-CAR sobre el Ag, pero no
sobre la célula adecuada, ya que muchos Ag pueden no estar presentes solo
en las células tumorales. Por ejemplo, un CAR a-CD19 reconoce la proteina
CD19 en linfocitos B tumorales, pero esta proteina también es expresada en el
resto de los linfocitos B no patoldgicos, pudiendo llegar a originar una
deplecién de todas las células B CD19* (156). IV) Toxicidad fuera de la diana
debido a un efecto indirecto de las Tconv-CAR sobre otros Ag y otras células
no deseadas, atacando a otras células o tejidos (157). V) Inmunogenicidad
causada porque la mayoria de las regiones ScFv de un CAR derivan de Ac
desarrollados en raton, pudiéndose desencadenar una respuesta inmune
frente a las células Tconv-CAR (158). VI) Genotoxicidad debido al uso de

vectores virales para una integracion estable de la secuencia del constructo
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CAR en el genoma atafie riesgos. A pesar de utilizar vectores virales
deficientes en la replicacidn, debido a que la insercidn de la secuencia del CAR
en el genoma de la célula es aleatoria, esta se puede integrar en regiones
donde puedan despertar genes potencialmente oncogénicos o alterar genes

relevantes (153).

Otra limitacion de las Tconv-CAR convencionales ocurre cuando se enfrentan
a células tumorales con una baja o nula expresion del Ag. En este contexto,
debido a la falta de reconocimiento, las Tconv-CAR no pueden eliminar a las
células tumorales y asi, por presidn selectiva, esos clones tumorales pueden
seguir creciendo y originar una recaida de la enfermedad (159). Para superar
estas limitaciones, habria que generar nuevos CAR especificos de otros Ag
diana del tumor, y procurando desencadenar la menor citotoxicidad posible,

lo que suele llevar muchos afios.

ITI1.5.4 Nuevos tipos de CAR

Para superar algunas de las limitaciones previamente descritas, mantenido la
alta eficacia de las terapias basadas en células Tconv-CAR, se han disefiado
numerosas aproximaciones diferentes. Las mds conocidas o relevantes se

reflejan a continuacion:

a) CAR con genes suicidas HSV-tk/GCV. La propia estructura del CAR
contiene en su interior un gen que, llegado el momento adecuado, induce
apoptosis en la célula que lo porta para evitar una sobre-activacion, y su
consecuente toxicidad. Un ejemplo es el gen de la quinasa de timidina del
Virus Herpes Simple (HSV-tk, por sus siglas en inglés). Asi, si se administra
ganciclovir (GCV) a un paciente con Tconv-CAR que contengan la HSV-tk,
esta proteina genera un compuesto toxico que polimeriza el dacido
desoxirribonucleico (ADN) e induce la muerte celular (160) (Ilustraciéon 11A).

b) CAR con genes suicidas caspasa 9 (Casp9). La estimulacion del CAR
activa, en paralelo, la expresion de la Casp9, induciendo la muerte celular
(161, 162). Este sistema ha mostrado buenos resultados en ensayos clinicos en
el contexto del trasplante alogénico de células madre hematopoyéticas ya que,
gracias a estos genes suicidas, se puede evitar la EICH, enfermedad muy
asociada a esos trasplantes (163) (Ilustracion 11B).
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c) Anticuerpos inductores de muerte celular. Como otras muchas
células, las Tconv-CAR también pueden ser eliminadas por Ac monoclonales.
Para evitar la eliminacion de otras células, estos Ac monoclonales deben estar
dirigidos frente a las secuencias de cualquier dominio extracelular del CAR,
causando su deplecion, como se ha visto en modelos animales (164)
(llustracion 11C).

d) CAR duales. Usan la estrategia de doble diana, que consiste en
combinar dos CAR diferentes que solo inducen una sefial de activacién
completa y adecuada cuando acttan en combinacion. Esta
compartimentacion de las sefiales de estimulacion y co-estimulacion ha
mostrado tener una muy buena eficacia frente a células tumorales in vitro (165)
(llustracién 11D).

e) CAR en Tandem. Estan basados en una estructura de CAR completa
combinada con un segundo dominio ScFv. De esta forma, solo se desarrolla
una respuesta ante células que expresan los dos Ag de forma simultdnea,
reduciendo la toxicidad en la diana fuera del tumor (166) (Ilustracion 11E).

f) Receptores CAR + Notch sintéticos. Para que la célula pueda ejercer su
funcion, un Ag debe unirse a una primera proteina, un receptor Notch
sintético (SynNotch). Mediante un mecanismo de protedlisis de la region
intracelular, estos receptores liberan un factor de transcripcion que genera
otro tipo de CAR. Este nuevo CAR llegard a la membrana, donde reconocera
a otro Ag de interés (167) (Ilustracién 11F). Actualmente, esta aproximacién
se estd probando en modelos in vivo.

g) CAR inhibidores. CAR disefiados con dominios inhibidores de
receptores celulares, como el PD-1 o el CTLA-4, sobre-expresados en la
mayoria de los tumores. Asi, la célula portadora del CAR no se inhibe ante
esas proteinas, tal y como se ha demostrado en estudios in vitro (168)
(Hlustracion 11G).

h) CAR biespecificos mediados por un intermediario: Estrategia en la
que el CAR necesita de pequefias moléculas que actiian como intermediarios
extracelulares para reconocer el Ag diana deseado, ya que el CAR solo
reconoce algtin elemento de ese intermediario. Un ejemplo son los CAR anti-

isotiocianato de fluoresceina (a-FITC) que, junto con un Ac que porte esa
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molécula FITC, reclutard y activard a las células T para que ejerzan su
actividad (169) (Ilustracién 11H).

i) CAR encendido-apagado: Estrategia “On/Off” utilizada para poder
controlar la activacion de las células CAR-T, se caracteriza por la necesidad
de pequenas moléculas que intermedien entre los elementos necesarios para
que se produzca la activacion. De esta forma, eliminando, o no aportando esas
moléculas, el CAR se desactiva, reduciendo la estimulacién a la célula que lo

porta y limitando la posible toxicidad asociada (170) (Ilustracién 11I).
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Ilustracion 11. Nuevas estrategias terapéuticas en el uso, estructura o funcionalidad
de los CAR para superar las limitaciones de los CAR convencionales. (128).

I11.5.5 mSA2-Universal CAR

Como ha sido comentado anteriormente, una de las limitaciones de los CAR

es que la especificidad frente a un Ag y, por tanto, la escalabilidad de las
células CAR-T, se limita solo a un Ag en los CAR clasicos, 0 a dos, en los CAR
biespecificos. Debido a su potencial versatilidad, en el presente estudio nos
hemos enfocado en el uso de los CAR que necesitan de un intermediario para

reconocer el Ag deseado (Ilustracion 11H).
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Como ya fue comentado, esta aproximacion de CAR + intermediario tiene
como principal ventaja que un solo constructo CAR amplia enormemente el
rango terapéutico de esta tecnologia, ya que, cambiando Unicamente el
intermediario, se reconoceria otro Ag diana, lo que disminuiria los costes de
tratamiento y aumentaria su escalabilidad a los pacientes (171). Debido a estas
caracteristicas, también se les han denominado CAR Universales o UniCAR.
Ademas, permite superar otras limitaciones relacionadas con la toxicidad
derivadas de los CAR convencionales, pues al necesitar de un intermediario
para reconocer su diana, es posible modular la activacion y la funcién celular
mediada por el CAR, simplemente variando la disponibilidad del
intermediario. (172). Actualmente, ya se estan testando varios tipos diferentes
de UniCAR en ensayos clinicos en humanos, como el UCART123 (codigo de
ensayo clinico: NCT03190278), frente a la leucemia mieloide aguda, o los
UCART22, UCARTCS1, UCART19, cada uno con diferentes intermediarios,
pero todos dirigidos frente a neoplasias hematoldgicas. Incluso, se estan

testando frente a tumores de 6rgano solido (NCT04633148).

Bajo el termino UniCAR, ademas del uso de un UniCAR a-FITC y Ac con este
fluorocromo como intermediarios, descritos anteriormente, se han
desarrollado muchas estrategias diferentes (173-175). Por ejemplo, los
denominados SUPRA CAR tienen en su dominio extracelular un adaptador
en cremallera de leucina (zipCAR, por sus siglas en inglés). Este adaptador
reconoce especificamente otro adaptador homodlogo presente en el
intermediario (zipFv) que reconocerd a los Ag diana (176). Otra estrategia es
la que usan como intermediarios péptidos cortos de 10 aminoacidos, no
inmunogénicos, unidos a un mdédulo reconocedor de Ag derivado de un Ac

monoclonal humano (172).

Otra de las aproximaciones mdas prometedoras es el UniCAR basado en la
interaccion entre la biotina y las proteinas de unién a la biotina (171). Una de
las principales proteinas de unidn a la biotina es la avidina. En la naturaleza,
la avidina es una glicoproteina tetramérica con pH basico, formada por cuatro
subunidades idénticas y con una altisima especificidad y afinidad por la

biotina (177). Debido a que esta proteina tetramérica ha demostrado una cierta
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inmunogenicidad asociada, se disefiaron UniCAR con avidinas diméricas y
monomeéricas para limitar esta inmunogenicidad. El UniCAR basado en la
avidina dimérica, utilizando como intermediarios Ac biotinilados, mostro
muy buenos resultados tanto in vitro como in vivo (178). Sin embargo, la
glicosilacion de la avidina y su pH basico hace que este UniCAR desarrolle un
alto grado de uniones inespecificas in vivo (171). Por este motivo, se probaron

otros analogos de la avidina.

La estreptavidina, derivada de la bacteria Streptomyces avidinii, es un analogo
tetramérico de la avidina no glicosilado y con un pH ligeramente acido.
Debido a estas diferencias fisicoquimicas, la estreptavidina ha demostrado
mejores resultados in vivo que la avidina (177). Ademads, Lohmueller ef al.,
desarrollaron un UniCAR cuyo dominio extracelular es una estreptavidina
monomeérica (UniCAR-mSA2) (179). Este UniCAR-mSA2 supera las
limitaciones encontradas en los UniCAR basados en la avidina y, ademas, ha
mostrado tener mas afinidad por la biotina que las avidinas monoméricas y

diméricas (180).

En la actualidad, existe un gran interés para encontrar una estructura CAR
que sea valida para varios tipos celulares (células T, NK o Treg) y que, a la
vez, tenga la habilidad de ser flexible en la seleccion de los Ag diana. En este
contexto, las ventajas de los UniCAR suponen no solo ser una estructura
modulable y con la posibilidad de ser usada frente a practicamente cualquier
tipo de diana, sino que también se puede limitar la toxicidad celular que
generen (anadiendo o dejando de afadir el intermediario) y hacer frente a la
posible desaparicion de la diana principal, cambiando simplemente de

intermediario.
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[V. Hipotesis y
Objetivos







IV.1 Hipotesis

Las hipdtesis que se plantearon para los proyectos de esta Tesis doctoral

fueron los siguientes:

- Las células CD25* precursoras de las Treg suponen cerca del 1% del
total de células comprendidas en un timo. El gran porcentaje de timocitos
humanos restantes, pertenecientes a la fraccion CD25 negativa (CD25s),
podrian ser inducidos in vitro hacia células thyTreg funcionales mediante las
citoquinas IL-2 y TGF-B1, o mediante la expresion ectopica del factor de
transcripcion FOXP3, estrategias que fueron eficaces para generar iTreg desde
Tconv de sangre periférica.

- La bioingenieria de las thyTreg para que expresen el UniCAR-mSA2
supondria la combinacion del gran potencial supresor de las células thyTreg
con las ventajas de este constructo modulable. Esta nueva aproximacion
innovadora estaria basada en el uso de las células thyTreg-UniCAR como
elemento que permitiera restaurar especifica y eficazmente la tolerancia y
homedstasis inmunoldgica en multiples enfermedades autoinmunes, evitar el

rechazo de trasplantes o inhibir la EICH.
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IV.2 Objetivos

Los objetivos principales de esta tesis doctoral han sido estudiar si los

timocitos podrian suponer una posible via de generacion alternativa para

inducir células con idénticas propiedades a las thyTreg; y modificar

genéticamente células thyTreg con la tecnologia UniCAR-mSA2 para

incrementar su potencial terapéutico dotdndolas de especificidad antigénica.

Para conseguir estos objetivos principales, se establecieron los siguientes

objetivos secundarios:
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1)

4)

Inducir thyTreg con gran capacidad supresora y una alta estabilidad
fenotipica a partir de los timocitos CD25"8 mediante la activacion
celular, las citoquinas TGF-31 e IL-2 y la expresion ectopica del FOXP3.
Disefiar varios constructos UniCAR funcionales que contengan la
secuencia mSA?2 y las secuencias de activacion y de co-estimulacién
adecuadas para las thyTreg y testar su funcionalidad en células de linea
y células primarias.

Transducir eficazmente las células thyTreg con los constructos
desarrollados y analizar posibles alteraciones en el fenotipo de las
thyTreg-UniCAR comparandolas con thyTreg no modificadas.
Ademas, estudiar la especificidad de la activacion celular de las
thyTreg mediada por los constructos UniCAR.

Estudiar como afectan los constructos UniCAR a la funcién supresora
de las células thyTreg-UniCAR modificadas genéticamente y, asi,
poder elegir el constructo con los dominios de estimulacion y co-
estimulacion mas Optimos para incrementar la funcionalidad de las

thyTreg.



V. Materiales y

metodos







V.1 Plasmidos y vectores lentivirales

V.1.1 Plasmido pMSCV-FOXP3 y creacion del pMSCV-AFOXP3
El plasmido pMSCV-FOXP3-EF1-GFP-T2A-Puro (denominado como
pMSCV-FOXP3, SBI System Biosciences, Palo Alto, CA, Estados Unidos-

EEUU) contiene en su estructura toda la secuencia del gen FOXP3 humano.

Esta region es iniciada por el promotor del virus de células madre murinas

(MSCYV, por sus siglas en inglés).

El plasmido también codifica la proteina verde fluorescente (GFP, por sus
siglas en inglés), que sirve como marcador de las células transducidas, y el
gen de resistencia a la puromicina. Ambas regiones estdn unidas gracias al
péptido co-transductor T2A (Figura 1A y B). Este péptido T2A, procedente del
virus Thosea asigna, permite la auto-escision de las proteinas resultantes de las
regiones de ADN colindantes en el plasmido. Gracias a este T2A, las
secuencias del FOXP3y dela GFP dan lugar a dos proteinas separadas, a pesar
de encontrarse en el mismo marco de lectura. Todo ello iniciado por el

promotor Factor 1 de elongacion alfa (EF1a, por sus siglas en inglés).

El pMSCV-FOXP3 sera utilizado para modificar genéticamente a las células
deseadas mediante un sistema de transduccion por vectores lentivirales. Para
permitir la modificaciéon genética, el constructo plasmidico cuenta con las
secuencias de “repeticion terminal larga” (LTR, por sus siglas en inglés) 57y
3’. Estas secuencias, alteradas para evitar la replicacion de los retrovirus de
los que provienen, son las que permiten la integracion en el genoma de la
célula transducida, modificando de forma permanente dicha célula a nivel
genético, asi como todas las células resultantes tras su proliferacion, para que
expresen el FOXP3 y la GFP.

A partir de este pMSCV-FOXP3 se genero el plasmido que se utilizd6 como
control. Para ello, se deleciond la secuencia FOXP3 usando las enzimas de
restriccion EcoRI y Notl siguiendo las indicaciones de uso del fabricante (New
England Biolabs, NEB, Ipswich, MA, EEUU) sobre la secuencia original. Las
enzimas de restriccion EcoRI y Notl cortaron el plasmido en el principio y el

fin del gen FOXP3, respectivamente. Tras la digestion enzimatica, se volvio a
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circularizar el plasmido sin la secuencia FOXP3, gracias a la ligasa T4 DNA
Ligase (NEB) segtn las indicaciones del fabricante, uniendo los extremos del
plasmido, dando lugar al nuevo constructo, denominado pMSCV-AFOXP3
(Figura 1C). Se verifico la delecion del gen mediante reacciones en cadena de
la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) y secuenciacion Sanger (realizado
en la Unidad de Gendmica del H.G.U. Gregorio Maranén), con cebadores que

flanqueaban la region delecionada.

A

MSCV FOXP3 EFla GFP R. puromicina

B C pMSCV-FOXP3

GFP
R. Puromicina s

pMSCV-AFOXP3
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Figura 1. Esquema del plasmido pMSCV-FOXP3 y la creacion del vector pMSCV-
AFOXP3 mediante enzimas de restriccion. (A) Disefio del constructo de expresion
lentiviral basado en los promotores MSCV'y EFla; y que codifica las proteinas FOXP3,
GFP y la enzima que confiere resistencia a la puromicina. (B) Representacion del
plasmido pMSCV-FOXP3. (C) Gracias a las enzimas de restriccion utilizadas (EcoR1 y
Notl), se eliminé el gen FOXP3 (rojo) dentro de la region que se inserta dentro del
genoma de las células transducidas (azul, verde y amarillo). Se utiliz6 una ligasa para
restaurar la estructura circular del plasmido. Figura creada con BioRender.

V.1.2 Constructo UniCAR de 3? generacion
El plasmido pLenti-EF1a-mSA2-CAR-EGFP (denominado pUniCAR;

disenado por nuestro grupo y generado por Creative Biolabs, Shirley, Nueva

York, EEUU) contiene la secuencia de la proteina UniCAR de tercera
generacion, cuya estructura esta compuesta por varias regiones (Figura 2A y
B): I) a nivel extracelular, la mSA2 (179) y una bisagra espaciadora procedente
de la cadena CD8q; II) una region transmembrana perteneciente a la proteina
CD28; y III) una estructura intracelular formada por los dominios de co-
estimulacion CD28 y 4-1BB citoplasmaticos, junto con el dominio de
estimulacion CD3C citoplasmatico. A su vez, el plasmido también codifica la
variante mejorada de la GFP (EGFP, por sus siglas en inglés) que sirve como
marcador de las células transducidas. Todo ello iniciado por el promotor EFla
y unido gracias al péptido co-transductor T2A (Figura 2A y B). Gracias a este
T2A, las secuencias del UniCAR y de la EGFP dan lugar a dos proteinas

separadas, a pesar de encontrarse en el mismo marco de lectura.

El pUniCAR serd utilizado para modificar genéticamente a las células
deseadas mediante un sistema de transduccion por vectores lentivirales. Para
permitir la modificacién genética, este constructo plasmidico cuenta con las
secuencias LTR truncadas 5% 3°, permitiendo que se integren de forma
permanente en el genoma de la célula transducida las anteriores secuencias
descritas, modificando genéticamente dicha célula, y todas las resultantes tras

su proliferacion, para que expresen permanentemente el UniCAR y la EGFP.

Para que la célula portadora del UniCAR pueda ejercer su funcion sobre la
célula diana, el UniCAR necesita un intermediario biotinilado que reconozca

el Ag diana, por ejemplo, un Ac monoclonal biotinilado (179). De esta forma,
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se produce una cascada de reconocimiento entre el Ag deseado y el Ac
biotinilado, y entre la biotina del Ac y la mSA2 del UniCAR (Figura 2C).

pEFla mSA2 BisagraCD8a CD28,,, CD28, 41BB CD3¢ T2A EGFP

B C

mSA2 0

Bisagra CD8a
CD28Transmembrana
CD28 Citoplasmatico
41BB J L
CD3t
L

Figura 2. Esquemas del disefio del vector, del UniCAR y de su sistema de
reconocimiento. (A) Disefio del constructo de expresion lentiviral que codifica la
proteina UniCAR de tercera generacion y EGFP. (B) Representacion de los elementos
extracelulares, transmembrana e intracelulares que componen al UniCAR de tercera
generacion. (C) Representacion de una célula que expresa la EGFP (puntos verdes) y el
UniCAR; y que es capaz de reconocer y unirse a un intermediario biotinilado, como un
Ac monoclonal biotinilado. Al mismo tiempo, el intermediario biotinilado encuentra y
reconoce el Ag especifico deseado para que la célula pueda ejercer su funcién sobre la
célula diana. Figura creada con BioRender.

V.1.3 Mutagénesis del UniCAR

Boroughs et al., describieron que la capacidad supresora de las células Treg

podia verse afectada en constructos CAR cuyo dominio co-estimulador fuera
el 4-1BB (181). Debido a que nuestro UniCAR de 3% generacion también
contenia este dominio en su estructura, y que nuestro objetivo final era
modificar genéticamente thyTreg, cuya funcionalidad podia verse afectada
por el 4-1BB, se decidid crear dos nuevos UniCAR de segunda generacion.
Para ello, a partir del UniCAR de 32 generacion, el dominio 4-1BB y el dominio
CD28 citoplasmatico fueron delecionados, dando lugar a los constructos
UniCARCD28 y UniCAR41BB, respectivamente.
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Para la formacién de cada nuevo pladsmido pUniCAR de segunda generacion
(pUniCARCD28 y pUniCAR41BB), se usaron dos cebadores (Eurogentec S.A.
Seraing, Bélgica) que flanqueaban estrictamente la region que se deseaba
delecionar del plasmido pUniCAR original con el UniCAR de tercera
generacion (Figura 3A y B). Utilizando los cebadores, se realizaron sendas
PCR a las que se le aumento el tiempo de elongaciéon para que el amplicon
abarcara toda la region plasmidica que se deseaba mantener, es decir, todo el
plasmido excepto la region del dominio de co-estimulacién a delecionar. Para
estas PCR especiales se utiliz6 el kit de mutagénesis dirigida al sitio Q5 (NEB),
basado en la enzima polimerasa de alta fidelidad Q5. Siguiendo el protocolo
y las recomendaciones del fabricante, para delecionar la secuencia CD28
citoplasmatica se realizo una PCR con la pareja de cebadores correspondientes
con un tiempo y una temperatura de alineamiento de 30 segundos a 62,5 °C,
respectivamente; y un tiempo y una temperatura de elongaciéon de 4 minutos
y 30 segundos a 72 °C, respectivamente, durante 25 ciclos. Para delecionar la
secuencia 4-1BB, se realiz6 una PCR con la pareja de cebadores
correspondientes con un tiempo y una temperatura de alineamiento de 30
segundos a 68 °C, respectivamente; y un tiempo y una temperatura de
elongacién de 4 minutos a 72 °C, respectivamente, durante 25 ciclos. Por
ultimo, se usd una quinasa y una ligasa para unir ambos extremos de los
amplicones resultantes (kit de enzimas KLD, NEB) y disponer de los dos
plasmidos de segunda generacion sin los correspondientes dominios de co-

estimulacién (Figura 3 Cy D).
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1) Cebadores de la mulagénesis para crear el UniCARCD28

Secuencia 5°-3° Reconocimiento
CGGGTGAAGTTCAGCAGAAGCG] Inicio region CD3(
CCCTCCGCCGGACCGGTAG Final region CD28¢y,

2) Cebadores de la mutagénesis para crear el UniCAR41BB
Secuencia 5°-3° Region Reconocimiento

AAACGGGGCAGAAAGAAAC Inicio region 41BB
ACCCAAAAGATGATGAAGG Final regién CD28

B
~ PEFla | mSA2  Bisagra CD8a (D28,  CD28, 41BB CD3T T2A EGFP
UniCAR L | I e
1 —)
== 2 L d
1] UniCAR mSA2 Bisagra CD8a CDZSTM CDZSC“D CD3‘ TZA EGFP
o]
D08 L [ Eaa— I
2) UniCAR PEFla [ mSA2  Bisagra CD8a CD28, 41BB CD3T T2A EGFP
-41Bg T R
C D
mSA2 mSA2
Bisagra CDSa Bisagra CD8a

CD28 Transmembrana CD28 Transmembrana

(D28 Citoplasmatico A1BB

l D37 CD37

Figura 3. Esquemas del disefio de los vectores y de las diferentes proteinas UniCAR.
(A) Tabla con la secuencia de los cebadores utilizados y su sitio de union. (B) Disefio de
los constructos plasmidicos que contienen el gen de la proteina UniCAR de 32
generacion, el UniCARCD28 (1) y el UniCAR41BB (2), con sus correspondientes
proteinas EGFP y promotores EFla. Visualizacion de las regiones de reconocimiento de
los cebadores utilizados y la direccion de amplificacion de cada uno de ellos.
Representacion de las proteinas C) UniCARCD28 y (D) UniCAR41BB, ambos UniCAR
de 2? generacion, con los elementos extracelulares, transmembrana e intracelulares que
los componen. Figura creada con BioRender.
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V.14 Otros plasmidos y constructos utilizados

- Plasmido expresion codificante para la proteina CD19 (VectorBuilder,
Chicago, EEUU) para crear las células de linea K562-CD19 a partir de las K562
(Ver apartados V.2.1, V.2.2, V.6.2 y V.6.3).

- Plasmido de expresion codificante para la proteina CAR a-CD19 (plasmido
denominado como pCAR19) desarrollado y cedido por el Hospital Clinic de
Barcelona (CAR-T ARI-0001), como control positivo de activacion y
funcionalidad celular en los experimentos de co-cultivo de las Tconv-UniCAR
y thyTreg-UniCAR con las células K562 (PHE, European Collection of
Authenticated Cell Cultures, Salisbury, Reino Unido) y K562-CD19 (Ver
apartados V.4.3,V.4.4,V.6.2y V.6.3).

- Plasmidos de expresion codificantes para las proteinas estructurales de
vectores lentivirales: psAX2 y pMD2.G y pRSV-REV (plasmidos que fueron
cedidos por el Prof. Dr. Trono, Addgene, Watertown, MA, EEUU). La
combinacion de estos tres pldsmidos proporciona las estructuras de
empaquetamiento y de envoltura esenciales para generar a los lentivectores
correspondientes. El psAX2 codifica los genes necesarios para generar la
capside y la matriz lentiviral derivadas del virus de la inmunodeficiencia
humana tipo 1 (VIH-1). El pMD2.G codifica el sistema de envoltura de la
proteina G del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G, por sus siglas en
inglés), asi, los lentivectores disponen de una mayor facilidad para transducir
una mayor gama de células. El pRSV-REV codifica para la proteina Rev del
VIH-1 que se une al RRE (Elemento de respuesta Rev, por sus siglas en inglés)
en el nucleo celular, aumentando la eficiencia en la salida del acido

ribonucleico (ARN) desde el ntcleo hacia el citoplasma.

La secuencia de todos los plasmidos anteriores fue verificada de multiples
formas (mediante enzimas de restriccion, PCR y secuenciacion Sanger,
realizado en la Unidad de Gendmica del H.G.U. Gregorio Marandn). Todos
los plasmidos anteriores contenian, ademads, el gen de resistencia a la
ampicilina, permitiendo la supervivencia de las bacterias correctamente

transformadas (Ver apartado V.1.5) en presencia del antibiotico ampicilina.
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V.1.5 Transformacion de bacterias con los plasmidos

Una vez se dispuso de cada uno de los anteriores plasmidos, se transformaron
bacterias Escherichia coli competentes (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA), modificadas genéticamente para evitar insertar mutaciones en los
plasmidos introducidos tras la transformacion, mediante la técnica del choque
térmico (NEB). Esta técnica comienza afiadiendo 25 ng de plasmido a 50 pl de
bacterias competentes e incubando en hielo durante 30 minutos. Finalizado
este periodo, se realiza el choque térmico incubando a las bacterias a 42°C
durante 30 segundos. Posteriormente, se incuban de nuevo las bacterias en
hielo durante otros 5 minutos. Tras esta incubacidn, se afiaden 950 pl de SOC
(medio super Optimo con represion catabolica, por sus siglas en inglés, NEB)
a las bacterias y se incuban durante 1 hora a 37°C con una agitacién de 250
rpm. Después, se esparcen 50-100 ul de las bacterias en placas de Petri que

contienen el antibiotico de seleccion y se incuban a 37°C durante toda la noche.

El dia siguiente, se seleccionan las colonias de interés y se hacen crecer en 3
ml de medio de cultivo LB (Luria-Bertani, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EEUU) con el antibidtico de seleccion durante 24 horas. Tras la incubacidn, se
congela 1 ml del cultivo bacteriano en una mezcla con 50% de glicerol y 50%
agua destilada para criopreservarlas a -80°C. Si se requieren grandes
cantidades de plasmido, se vuelve a incubar las bacterias congeladas
adecuadas en medio LB (Sigma-Aldrich) y se extraen sus plasmidos usando

el kit de extraccidon de plasmidos (MaxiPrep, Qiagen, Hilden, Alemania).

V.1.6 Transfeccion de células de linea para la producciéon de

vectores lentivirales

Tras obtener una abundante cantidad de cada plasmido, se produjeron los
vectores lentivirales. Para ello, se co-transfectaron las células HEK-293T
(ATCC, LGC Standards S.L.U., Barcelona, Espana) con los plasmidos de
interés (descritos en los apartados V.1.1, V.1.2, V.1.3 y V.1.4), cada uno de ellos
en combinacion con los plasmidos de empaquetamiento y de envoltura
(psAX2 y pMD2.G y pRSV-REV, descritos en el apartado V.1.4) utilizando el
kit de transfeccion por fosfato de calcio siguiendo las instrucciones del

fabricante (Sigma-Aldrich) (182). Durante este protocolo, las células HEK-
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293T (ATCC) fueron cultivadas en DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium,
Gibco, ThermoFisher) suplementadas con 4,5 g/l de glucosa, suero fetal
bovino (FBS, por sus siglas en inglés; Biowest, Nuaillé, France) al 10% y una
mezcla de antibidticos al 1% (125 g/ml de ampicilina, 125 g/ml de cloxacilina
y 40 g/ml de gentamicina, combinacion que sera denominada en adelante
como ATB, Sigma-Aldrich). Tras 18 horas desde el inicio de la co-transfeccion,
estas células se lavan y, posteriormente, se cultivan durante 24 horas mientras

liberan al sobrenadante los lentivectores formados.

Tras la recoleccion y la filtracién del sobrenadante de las células a través de
filtros de 0,45 um (Corning, NY, EE. UU.), se alicuotaron los lentivectores en
crioviales y se conservaron a -80°C. La concentracion de los lentivectores fue
titulada tras la cuantificacion de la proteina HIV-1-p24s% mediante un kit de
ensayo enzimatico de inmuno-absorbancia (ELISA, Abcam, Cambridge,
Reino Unido). La P245% es uno de los componentes de la capside virica del
lentivector que permite proteger el genoma contenido en su interior. Segin
los experimentos y las células a transducir, se utilizaron entre 200 y 600 ng de

P24s% por millon de células.

V.2 Cultivo y transduccion de células de linea.

V.2.1 Cultivos de células de linea

Las células de linea Jurkat, Jurkat transducidas para expresar el UniCAR
(Jurkat-UniCAR), THP1, THP1 que expresaban la proteina DC-SIGN (THP1-
DC-SIGN) (todas ellas del Reagent Program, NIH, EEUU), K562 (PHE) y K562
transducidas para permitir la expresion de la proteina CD19 (K562-CD19)
fueron cultivadas y mantenidas en el medio RPMI (Roswell Park Memorial
Institute) 1640 (Biochrome, Harvard Bioscience, Holliston, MA, EEUU)
suplementado con 10% FBS (Biowest) y 1% ATB (Sigma-Aldrich), a 37 °C y
5% de COn.

Para determinados experimentos, las Jurkat-UniCAR fueron también
temporalmente cultivadas en X-vivol5 (Lonza, Walkersville, MD, EEUU)
complementado con suero humano AB al 5% (SAB, Sigma-Aldrich); en RPMI
1640 (Biochrome) suplementado con 5% SAB (Sigma-Aldrich), 1% ATB
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(Sigma-Aldrich) o en X-vivol5 (Lonza) complementado con 10% FBS

(Biowest).

Las células HEK-293T (ATCC) fueron cultivadas en DMEM (Gibco)
suplementadas con 1 g/l de glucosa, 10% FBS (Biowest) y 1% ATB (Sigma-
Aldrich).

V.2.2 Protocolo de transduccion de células de linea

Para la transduccion de las células de linea Jurkat y K562, estas fueron
cultivadas durante 24h en presencia de los vectores correspondientes para
expresar las proteinas UniCAR de 3? generacion y el CD19, respectivamente.
Posteriormente, fueron lavadas y se volvieron a cultivar en medio fresco
RPMI 1640 (Biochrome) suplementado con 10% FBS (Biowest), 1% ATB
(Sigma-Aldrich). Tras, al menos, 48 horas de cultivo, se utiliz6 el separador
celular MACSQuant® Tyto® (siguiendo las instrucciones del fabricante,
Miltenyi Biotec) para aislar y purificar las poblaciones correctamente
transducidas de Jurkat-UniCAR EGFP* y las K562-CD19*, usando,
respectivamente, los marcadores EGFP y CD19 (utilizando un Ac a-CD19-
ECD, Beckman Coulter, Brea, CA, EEUU). Tras el aislamiento, las fracciones
resultantes Jurkat-UniCAR y K562-CD19 estaban enriquecidas en mas de un
98% de poblacion positiva para EGFP y CD19, respectivamente, y
conservando una alta viabilidad. Finalmente, se volvieron a cultivar en medio

fresco.

V.3 Aislamiento y obtencion de las células primarias

V.3.1 Aislamiento y obtencion de células a partir de tejido timico.

Los tejidos timicos se obtuvieron a partir de pacientes pediatricos que fueron
intervenidos de una cirugia cardiaca debido a diferentes patologias en la
Unidad de Cirugia Cardiaca Infantil del Hospital General Universitario
Gregorio Marandn. Los pacientes pedidtricos cuyos timos hemos utilizado
para la presente tesis no tenian anomalias inmunoldgicas o genéticas
conocidas que pudieran afectar al desempenio de los linfocitos T reguladores.
Para poder disponer de estos timos, se obtuvo el consentimiento para la

participacion en el estudio de los padres o tutores. Este protocolo fue aceptado
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por el comité de ética clinica del Hospital Gregorio Marafion segun los
principios descritos en la Declaracion de Helsinki (2013). Una vez el tejido
timico fue extraido de los pacientes, los timos se recogieron en recipientes
estériles que contenian TexMACS (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Alemania) suplementado con 1% de ATB (Sigma-Aldrich) y se conservaron a

4°C hasta que se realizo el protocolo de disgregacion mecdanica.

Desarrollado anteriormente por el Laboratorio de Inmuno-Regulacion (112),
los timocitos se obtuvieron siguiendo un protocolo de disgregacion que
comienza con un proceso de limpieza y fragmentacion del tejido timico.
Posteriormente, se introdujeron los fragmentos en unos tubos especiales
(gentleMACS, Miltenyi Biotec) para proceder a la disgregacién mecanica,
utilizando el disgregador gentleMACS Dissociator (Miltenyi Biotec). Tras la
recoleccion de los timocitos después de la disgregacion mecanica, la fraccion
positiva para el CD25 (CD25*) y la fraccion negativa para CD25 (CD25¢8)
fueron purificadas a partir de los timocitos totales utilizando microesferas de
seleccion positiva del CD25 (Miltenyi Biotec). En el tejido timico, los linfocitos
T reguladores se caracterizan por ser las tinicas en expresar el marcador CD25
(77, 112). Por ello, esta fraccion CD25* serd denominada en la presente tesis
como CD25* y/o thyTreg, tras el protocolo de expansion ex vivo que se
detallard mas adelante (Ver apartados V.4.1, V.42 y V.4.4).

Para algunos experimentos, tras la obtencion de las fracciones anteriores, se
aislaron también las fracciones el CD25"sCD8* y CD25"sCD8"¢¢ procedentes
de la fraccion CD25r¢s, utilizando microesferas a-CD8 mediante el kit de

seleccidn positiva CD8 Microbeads (Miltenyi Biotec) (Figura 4).
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Figura 4. Esquema del protocolo de disgregacion del timo y obtencion de las
diferentes fracciones células. Figura creada con BioRender.

V.3.2 Aislamiento y obtencion de células a partir de sangre

periférica.

A partir de concentrados leucocitarios derivados de donaciones de sangre

periférica (Buffy Coats) de adultos sanos, cedidos por el Centro de
Transfusiones de Madrid, y mediante la técnica de gradientes de densidad
Ficoll-Paque (Palex, Barcelona, Espafa), se obtuvieron las células
mononucleares de sangre periférica totales (CMSP). Estas CMSP fueron
usadas en fresco, o tras un ciclo de congelacion-descongelacion en nitrégeno

liquido, para diferentes fines:

e A partir de las CMSP en fresco, se aislaron las células Th CD4 naive
(CD45RA*) mediante el kit de aislamiento homoénimo a dichas células
(Miltenyi Biotec) siguiendo las recomendaciones del fabricante. A partir de las
anteriores Th CD4 naive, se aislaron la fraccion de células CD25+ CD127bajo
(consideradas pTreg naive de sangre periférica) (183) y las CD25"8 naive de
periferia, mediante el separador celular (MACSQuant® Tyto®, Miltenyi
Biotec) (Figura 5). Ambos tipos de células se usaron como controles de

algunos experimentos (Ver apartado V.4.1)

Teonv

CD4*CD45RAE
CD25"eCD127*

/‘ !
. Seleccion CD4+ Separador
Buffy coat Ficoll CMSP positiva CDASRA™E celular Tyto

pTreg naive
CD4+*CDA5RA"es
CD25+*CD127Yai0

Figura 5. Esquema del protocolo de recoleccion de CMSP y obtencion de las diferentes
fracciones células. Figura creada con BioRender.
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e CMSP totales, tras un ciclo de congelacién-descongelacién, como
células efectoras de los experimentos de transduccion con UniCAR, para dar
lugar a los diferentes tipos de Tconv-UniCAR o CAR19 (Ver apartado V.4.3).

e CMSP en fresco y tras un proceso de congelacion-descongelacion
fueron utilizadas como células diana de los ensayos de funcion supresora en
los co-cultivos con los timocitos o con los diferentes tipos de thyTreg-NT y
thyTreg-UniCAR (Ver apartados V.7.1y V.7.2).

e A partir de las CMSP en fresco, se hizo una seleccion de células Tc CDS,
quedando la fraccion restante como no-CDS8, utilizando el kit de seleccién
negativa CD8 Microbeads (Miltenyi Biotec). Estas células se usaron como
células diana en los ensayos de funcion supresora con diferentes tipos de
thyTreg-NT y thyTreg-UniCAR (Ver apartado V.7.3).

Estas aplicaciones de las CMSP seran detalladas en profundidad mas

adelante.

V.4 Protocolos de cultivo, transduccion y expansion de

células primarias de timo y de sangre periférica.

V.4.1 Cultivo de células CD25*, CD25¢ y CD25"¢ TGEF-$

procedentes de timo y de periferia.

A dia 0, tras la obtencién de las células CD25" y las células CD25"¢, ambas
procedentes tanto de los timocitos disgregados como de las Th CD4 naive de
periferia, se cultivaron la totalidad de las CD25* y la mitad de las CD25"s a
una concentracion de 1x10¢ células/ml; 2x10¢ células por cada pocillo; en placa
de cultivo P24; con medio X-vivol5 (Lonza) complementado con 5% SAB
(Sigma-Aldrich) y con 600 U/ml de IL-2 (ImmunoTools, Friesoythe,
Alemania), a 37 °C y 5% de COx. Las células fueron estimuladas con particulas
magnéticas aCD3/aCD28 (Dynabeads Human T-Activator, Invitrogen,
Waltham, MA, EEUU) durante 72 horas con un ratio de activacion 1:4
(Dynabead : Células). En paralelo, bajo las mismas condiciones de cultivo y
estimulacion, la otra mitad de las células CD25, tanto procedentes del timo
como de las Th CD4 naive de periferia, fueron también cultivadas en presencia
del TGF-f1 (10 ng/ml, ImmunoTools).
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Transcurridas 72h, se quitaron las Dynabeads y las células se cultivaron
durante otros 4 dias, hasta dia 7 de cultivo. El medio de cultivo y las citoquinas
se reemplazaron cada dos dias. Las células CD25* procedentes de los timocitos
y de las Th CD4 naive de periferia, correspondientes a las thyTreg y pTreg,
respectivamente, fueron usadas como controles positivos del fenotipo,

estabilidad y funcionalidad inmunosupresora.

V.4.2 Cultivo de las células timicas CD25*, CD25"sCD8"¢s + TGE-
B y transduccion con los vectores MSCV-FOXP3 y MSCV-

AFOXP3
A dia 0, tras la purificacion de las células CD25* y de las células CD25esCD8res

a partir de los timocitos, se cultivaron estas células a una concentracion de

1x10¢ células/ml, 2x10° células por cada pocillo de la placa de cultivo P24 y en
medio X-vivol5 (Lonza) complementado con 5% SAB (Sigma-Aldrich) y con
600 U/ml de IL-2 (ImmunoTools), a 37 °C y 5% de COz. Las células fueron
estimuladas con Dynabeads (Invitrogen), a ratio de activacion 1:4 (Dynabead :
Células). Las células CD25sCD8"s fueron tratadas, ademas, con TGF-31 (10

ng/ml, ImmunoTools).

Transcurridas 24h, a todas las condiciones se les retiraron la mayor parte de
los sobrenadantes (~1,5 ml) procurando no tocar las células que estaban en el
fondo de la placa. A las células CD25" y a una parte de las CD25"sCD8"s se
les afladié de nuevo medio fresco con las correspondientes citoquinas. Por
otro lado, para transducir al resto de las células CD25"sCD8s, se afiadi6 a los
pocillos los sobrenadantes con los lentivectores MSCV-FOXP3 y MSCV-

AFOXP3, ademas de las citoquinas correspondientes.

A dia 3, se retiraron las Dynabeads de todas las condiciones, se analizd su
viabilidad y se volvieron a cultivar en medio fresco al que también se le
renovaron las citoquinas IL-2 y TGF-B1, segun correspondiera.
Adicionalmente, a las condiciones de las CD25"8CD8es transducidas con los
dos tipos de vectores se les afiadié puromicina (2.5 pug/ml, Sigma-Aldrich),

para seleccionar tUnicamente a las células que fueron correctamente
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transducidas, gracias al gen de resistencia a la puromicina incluido en el

genoma transducido.

El cultivo de las diferentes fracciones celulares se continué hasta dia 14,
estudiando a dias 7, 10 y 14 el fenotipo, la estabilidad y la funcionalidad de
las células (Figura 6). E1 medio de cultivo y las citoquinas se renovaron cada
dos dias. Se usaron las células CD25* o thyTreg, como control positivo para el

fenotipo Treg y en los ensayos funcionales y de estabilidad.

thyTreg CD25*0
pTreg CD25*
IL-2 + Dynabeads IL-2
CD25"2de timo o de IL-2 + Dynabeads IL-2 IL-2
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IL-2 + Dynabeads + TGF-B1 IL-2+TGF-B1  IL-2+TGF-B1
CD25"3CD8": de IL-2 + Dynabeads IL-2 + Puromicina
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IL-2 + Dynabeads + TGF-B1 IL-2 +TGF-B1 + Puromicina
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células

Figura 6. Esquema del protocolo de cultivo de las diferentes fracciones celulares
derivadas del timo o de sangre periférica. Figura creada con BioRender.

V.4.3 Activacion, transduccion y seleccion de las Tconv con los
diferentes UniCAR y CAR19

18 h antes del inicio de cada experimento, se descongelaron las células CMSP

que fueron previamente obtenidas a partir de buffy coats y congeladas en
nitrégeno liquido. A dia 0, se cultivaron 1,5 x10° células/pocillo en 2 ml de
medio de cultivo y fueron estimuladas con Dynabeads (Invitrogen) durante 72
horas, hasta el dia 3. Ratio de activacion 1:1 (Dynabead : Célula). Estos cultivos
celulares fueron suplementados con 300 U/ml de IL-2 (ImmunoTools).
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Transcurridas 24 horas de estimulacion, se llevd a cabo la transduccidn. Para
ello, se descongelaron los viales correspondientes de los vectores lentivirales
UniCAR, UniCARCD28, UniCAR41BB y CAR19. Una vez descongelados, los
lentivectores se incubaron durante 1 hora a 4 °C con Dynabeads, en un ratio 1:2
(Dynabead : Célula) con respecto a las células del dia 0. Tras la incubacién de
los vectores con las Dynabeads, se retiraron 1,5 ml de los sobrenadantes de las
condiciones que iban a ser transducidos para afadir el mix de vectores +
Dynabead a las células, anadiendo a cada pocillo la cantidad correspondiente
de IL-2. En paralelo, se cambio el renovo el medio de cultivo e IL-2 de la

condicién control de células no transducidas (NT).

A dia 2, se retiraron de nuevo 1,5 ml para afiadir medio fresco e IL-2. A dia 3
del experimento, tras 72 horas de estimulacion y 48 h después del inicio de la
transduccion, se retiraron las Dynabeads y se lavaron las células con PBS para
cultivarlas de nuevo en medio fresco suplementado con la cantidad
correspondiente de IL-2. Se cultivaron en este momento a 0,8 x10°
células/pocillo. Se dejaron reposar y proliferar otros 3 dias, en los que se
renovaba el medio de cultivo con la IL-2 cada dos dias. A dia 6 se llevo a cabo
la seleccion de la poblacion EGFPa* mediante el separador celular
MACSQuant® Tyto® (Miltenyi Biotec) (Figura 7).

Desde el inicio del experimento hasta el dia 6, dia correspondiente al
aislamiento de las EGFP2lt°, las células fueron cultivadas en medio X-vivol5
(Lonza) complementado con 5% SAB (Sigma-Aldrich) y la cantidad de IL-2
correspondiente. Tras la seleccion de las células EGFP2%, las células
resultantes fueron cultivadas en RPMI 1640 (Biochrome) suplementado con
10% FBS (Biowest), 1% ATB (Sigma-Aldrich) y 300 U/ml de IL-2 hasta el dia
7.

De igual modo, hasta dia 6, las células NT y las transducidas con el CAR19,
que no pasaron por el seleccionador celular, fueron cultivadas en X-vivol5
complementado con 5% SAB (Sigma-Aldrich) y 300 U/ml de IL-2, a 37 °C y 5%
de COe. Para someter a estas células al mismo estrés que las células
transducidas, se renové el medio de cultivo los mismos dias en los que las

células transducidas con los UniCAR fueron sometidas a cualquier tipo de
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manipulacion. El dia 6, estas células fueron recuperadas, lavadas con PBS y
cambiadas al medio RPMI 1640 (Biochrome) suplementado con 10% FBS
(Biowest), 1% ATB (Sigma-Aldrich) e IL-2 de igual forma que se hizo con las
transducidas. Estas células NT y CAR19 se utilizaron como controles para el

fenotipo, funcionalidad y estabilidad de las Treg y de los UniCAR,

respectivamente.
Tconv
Xvivo + 5% SAB Xvivo+5%SAB  RPMI+10% FBS
+IL-2 +IL-2 +IL-2
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de UniCARy Anélisis de cultivo
con CAR19 células

Figura 7. Esquema del protocolo de activacion, transduccion y seleccion de las Tconv
modificadas genéticamente con los diferentes UniCAR y CAR19. Figura creada con
BioRender.
V.44 Activacion, transduccion y seleccion de las thyTreg con los
diferentes UniCAR y CAR19

A dia 0, tras el aislamiento de las células CD25* del timo, se cultivaron 1,5 x10°

células/pocillo en 2 ml de medio de cultivo y fueron estimuladas con
Dynabeads (Invitrogen) durante 72 horas, hasta el dia 3. Ratio de activacion 1:1
(Dynabead : Célula). Estos cultivos celulares fueron suplementados con 600
U/ml de IL-2 (ImmunoTools).

Transcurridas 48 h de estimulacidn, se llevd a cabo la transduccién. Para ello,
se descongelaron los vectores lentivirales UniCAR, UniCARCD?2S,
UniCAR41BB y CAR19. Una vez descongelados, los vectores se incubaron

durante 1 hora a 4 °C con Dynabeads, en un ratio 1:2 (Dynabead : Célula) con

91



respecto a las células del dia 0. Tras la incubacion de los vectores con las
Dynabeads, se retiraron 1,5 ml de los sobrenadantes de las condiciones que
iban a ser transducidos para afiadir el mix de vectores + Dynabead a las células,
anadiendo a cada pocillo la cantidad correspondiente de IL-2. En paralelo, se

mantuvo la condicién control de células no transducidas (NT).

A dia 3 del experimento, se retiraron las Dynabeads y se lavaron las células con
PBS para, posteriormente, cultivarlas de nuevo en medio fresco suplementado
con la cantidad correspondiente de IL-2. Se cultivaron en este momento a 0,8
x10° células/pocillo. Tras dejar reposar y proliferar 3 dias, a dia 6, se llevd a
cabo la seleccion de la poblacion EGFP* mediante el separador celular
MACSQuant® Tyto®.

Desde el inicio del experimento hasta el dia 6, dia correspondiente al
aislamiento de las EGFP2", las thyTreg fueron cultivadas en medio X-vivol5
(Lonza) complementado con 5% SAB (Sigma-Aldrich). Tras la seleccion de los
diferentes tipos de thyTreg-UniCAR EGFP?t, las células resultantes fueron
cultivadas en RPMI 1640 (Biochrome) suplementado con 10% FBS (Biowest),
1% ATB (Sigma-Aldrich) y 600 U/ml de IL-2 hasta el dia 7 (Figura 8).

De igual modo, hasta dia 6, las thyTreg no transducidas (thyTreg-NT) y las
transducidas con el CAR19 (thyTreg-CAR19), que no pasaron por el
seleccionador celular, fueron cultivadas en X-vivol5 complementado con 5%
SAB (Sigma-Aldrich) y 300 U/ml de IL-2. Para someter a estas células al mismo
estrés, se retird el medio y se renovo por medio fresco los mismos dias en los
que las células transducidas fueron sometidas a cualquier tipo de
manipulacion. En el dia 6, estas células fueron recuperadas, lavadas y
cambiadas al medio RPMI 1640 (Biochrome) suplementado con 10% FBS
(Biowest), 1% ATB (Sigma-Aldrich) e IL-2, a 37 °C y 5% de CO2 de igual forma
que se hizo con las transducidas. Estas thyTreg-NT y thyTreg-CAR19 se
utilizaron como controles para el fenotipo, funcionalidad y estabilidad de las

Treg y de los UniCAR, respectivamente.
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Figura 8. Esquema del protocolo de activacion, transduccion y seleccion de las thyTreg
modificadas genéticamente con los diferentes UniCAR y CAR19. Figura creada con
BioRender.

V.5 Andlisis del fenotipo celular por citometria de flujo

Todas las muestras fueron adquiridas con un analizador de células Gallios
Flow Cytometer (Beckman Coulter) y un MACSQuant Analyzer 16 - Flow
Cytometer (Miltenyi Biotec) y el andlisis de los datos se llevé a cabo utilizando
el software de analisis Kaluza (Version 2.1, Beckman Coulter). Para establecer
el limite entre la poblacidn de células positiva y negativa para cada marcador,
se usaron los controles correspondientes (tanto isotipicos como Fluorescence

Minus One- FMO, por sus siglas en inglés) cuando fueron necesarios.

V.5.1 Marcaje de proteinas superficiales

Para llevar a cabo el marcaje de las proteinas superficiales, cuando
correspondia, y tras un lavado en un tampon fosfato salino (PBS, por sus
siglas en inglés; Lonza), las células fueron marcadas con Ac especificos
conjugados con fluorocromos concretos (Tabla 1) durante 30 minutos, a4°Cy
en oscuridad, en un medio de PBS + 2% FBS. Tras un nuevo lavado y
centrifugacidon con PBS para retirar el exceso de Ac, se continu6 con el marcaje

para determinar la viabilidad celular (Ver apartado V.5.2).

93



Por otro lado, para marcar concretamente las proteinas UniCAR, se utilizo el
fluorocromo Atto655 unido a una Biotina (Sigma-Aldrich). También se utiliz
el Ac primario IgG-Biotina de rata (Miltenyi Biotec). Para este marcaje del
UniCAR con el Atto655-Biotina y el Ac primario, se incubaron las células
durante 1 h a temperatura ambiente y en oscuridad, en un medio de PBS +2%
FBS. Posteriormente, tinicamente para poder visualizar por citometria el Ac
primario, se utilizé6 un Ac secundario algG-APC frente rata procedente de
asno (Jackson ImmunoResearch, Ely, Reino Unido). Este marcaje fue 30
minutos a 4°C y en oscuridad, en un medio de PBS + 2% FBS. Finalmente, en
ambos casos también se llevo a cabo el marcaje de la viabilidad (Ver apartado
V.5.2).

V.5.2 Marcaje viabilidad

Tras la tincion de las proteinas de superficie, se usaron diferentes compuestos

para determinar la viabilidad celular. Para aquellos marcajes que finalizaban
en este paso y que iban a ser adquiridas directamente por los citémetros, se
us6 7-Aminoactinomicina D (7-AAD, Invitrogen), con una incubacion de, al

menos, 10 minutos, a 4°C y en oscuridad.

Por otro lado, para aquellos marcajes que se continuarian con el marcaje de
las proteinas intracelulares (Ver apartado V.5.3), se usaron los Fixable Viability
Dye eFluor 450 y eFluor 780 (ThermoFisher), en un mililitro de medio de PBS
+ 2% FBS, con una incubacién de 30 minutos a 4°C y en oscuridad.

Posteriormente, se aplico un lavado y centrifugacion.

V.5.3 Marcajes de proteinas intracelulares

Tras los marcajes previos de proteinas superficiales y de viabilidad, las
proteinas intracelulares fueron marcadas utilizando el empleo del kit
comercial “Factor de transcripcion FOXP3” (ThermoFisher). Este kit consiste
en la fijacion y la permeabilizacidn de las células, durante 20 minutos, a 4°Cy
en oscuridad. Después de la incubacion, las células se lavaron 2 veces
siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuacion, se realiza el
marcaje de las proteinas intracelulares con Ac especificos conjugados con
fluorocromos (Tabla 1), durante 30 minutos a 4°C y en oscuridad. Finalmente,

y tras otros dos lavados, las células fueron adquiridas por el citometro.
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Beckt:
Tincion fenotipica superficial CCR7 BV510 econ
Dickinson
Diana Fluorocromo Proveedor CCR4 BV605 Biolegend
CD39 FITC Miltenyi Biotec CDe62L BV650 Biolegend
CD3 PO Miltenyi Biotec CXCR3 PE-Vio615 Miltenyi
Beckman
CD45RA ECD CD27 PC5.5 Beckman Coulter
Coulter
Beckman . .
HLA-DR PC5.5 CD103 APC Miltenyi
Coulter
HLA-DR APC Immuno-Step
Beckman o s ST
CD8 APC/Cy5 Tincion Viabilidad
Coulter
CD8 BV570 Biolegend 7-AAD Invitrogen
Becton C . .
CD25 PC7 Dickinson Viability dye eFluor450 eBioscence
CD25 PC7 eBioscience Viability dye eFluor780 eBioscience
CD4 APC/Cy7 Biolegend
CD4 ECD Miltenyi Tincién fenotipica intracelular
CD4 VioGreen Miltenyi Diana Fluorocromo Proveedor
CD73 BV605 Biolegend FOXP3 PE eBioscience
Bect
1COS BV650 Biolegend CTLA-4 APC Jecon
Dickinson
PD-1 PE Miltenyi Helios PC5 eBioscience
CD69 APC5 Biolegend Perforina VioBlue Miltenyi
CD71 APC7 Miltenyi IL-2 PerCP Biolegend
LAG3 BV650 Biolegend IL-10 eFluor660 eBioscience
GITR PE-Vio615 Miltenyi Granzima B APC5 Biolegend
LAP APC eBioscience

Tabla 1: Ac para citometria de flujo utilizados. Ac primarios con sus fluorocromos y
casas comerciales utilizados como marcaje de proteinas superficiales, intracelulares o
como marcadores de viabilidad, para citometria de flujo.
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V.6 Activacion mediada por los UniCAR

V.6.1 Activacion de Jurkat mediada por UniCAR

Para evaluar si el constructo UniCAR podia ejercer sus funciones de

reconocimiento de la biotina y de activacion celular, se estudio la expresion
del marcador de activacion celular CD69 en la superficie celular de las células
de linea Jurkat. Para ello, se cultivaron solas 5x10* de Jurkat o de Jurkat-
UniCAR; o se co-cultivaron ambos tipos celulares con 5x10* de células de otra
linea celular, las THP1 o las THP1-DC-SIGN. Para poder diferenciarlas, las
células THP1 y THP1-DC-SIGN fueron marcadas con 1uM de CellTrace Violet
(CTVio, Invitrogen) previamente al co-cultivo. A los cultivos y a los co-
cultivos se les anadid el Ac intermediario aDC-SIGN-Biotina (Invitrogen).
Para el control negativo de este experimento no se afiadié ningin Acy, para
el control positivo de activacion, se anadio 2 ug/ml de un activador celular
inespecifico, la Fitohemaglutinina (PHA, por sus siglas en inglés, Invitrogen).
Los cultivos y co-cultivos fueron realizados en RPMI 1640 (Biochrome)
suplementado con 10% FBS (Biowest) y 1% ATB (Sigma-Aldrich), a 37 °C y
5% de CO:z durante 24 horas. Transcurrido ese tiempo, se sigui6 el protocolo
de marcaje superficial utilizando el Ac aCD69 (Tabla 1) el 7-AAD como
marcador de viabilidad celular y, finalmente, se adquirieron por el citometro

correspondiente.

V.6.2 Activacion de células primarias Tconv-UniCAR y Tconv-
CAR19

Para evaluar si el constructo UniCAR podia ejercer sus funciones de
reconocimiento de la biotina y de la consecuente activacion en células
primarias, se estudio la expresion del marcador de activacion celular CD25 en
la superficie celular de las células primarias Tconv-NT o modificadas

genéticamente tras el protocolo anteriormente descrito (Ver apartado V.4.3).

A dia 7 del experimento, las células fueron lavadas en PBS y, tras el contaje,
se cultivaron solas 5x10* Tconv-NT, Tconv-UniCAR, Tconv-UniCARCD2S,
Tconv-UniCAR41BB y Tconv-CAR19. A estos cultivos en solitario de los

diferentes tipos de Tconv se les afadieron los Ac intermediarios aCD19-
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Biotina, y sus controles aCD19 sin biotina e IgG-Biotina (todos ellos de
Miltenyi Biotec), todos ellos a una concentracion final en cada pocillo de 1,5
pg/ml. Como control negativo de activacion, no se afladio ninguin elemento a
los cultivos celulares. Como control positivo de activacion, se les afiadio 2

ug/ml de PHA (Invitrogen).

En paralelo a esos cultivos en solitario, también se co-cultivaron 2x10*células
de cada uno de los cinco tipos celulares de Tconv, con 2x10% células de linea
K562-CD19. Las celulas K562-CD19 fueron marcadas con 1uM CTVio
(Invitrogen) previamente al co-cultivo, para poder distinguir unas células de
otras. A los co-cultivos se les afiadio el Ac intermediario aCD19-Biotina, y sus
controles experimentales, el Ac aCD19 sin biotina y Ac el IgG-Biotina. Como
control negativo de estimulacion celular, a los co-cultivos no se les afiadi6
ningin Ac (Figura 9). Las células fueron cultivadas o co-cultivadas en RPMI
1640 (Biochrome) suplementado con 10% FBS (Biowest) y 1% ATB (Sigma-
Aldrich), a 37 °C y 5% de CO:2durante 24 y 72 horas. Todos los experimentos

se hicieron en duplicado.

Para analizar la viabilidad de las células del cultivo o del co-cultivo de la
forma mas fidedigna posible, transcurridos las 24 y 72 horas de cultivo o co-
cultivo, se afiadié 1 pl de 7-AAD a cada pocillo de uno de los duplicados y se
adquirio por el citébmetro de flujo tras 10 min de incubacion, sin lavar las
células. Con los otros pocillos de los duplicados, se sigui6 el protocolo de
marcaje superficial y viabilidad utilizando el Ac aCD25 (Tabla 1) y el 7-AAD,

respectivamente, y se adquirieron por el citometro correspondiente.
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Figura 9. Esquema del protocolo de cultivo para estudiar la activacion de Tconv
mediada por los UniCAR y CAR19. Figura creada con BioRender.

V.6.3 Activacion de thyTreg mediada por los UniCAR y CAR19

Para evaluar si el constructo UniCAR podia ejercer sus funciones de

reconocimiento de la biotina y de activacion celular de las thyTreg que los
portaban, se estudid la expresion del marcador de activacion celular CD25,
CD69 y PD-1 en la superficie celular de las células primarias thyTreg-NT o

modificadas genéticamente.

A dia 7, tras el protocolo descrito en el apartado V.4.4, las células se lavaron
en PBS, se realiz6 el contaje y se co-cultivaron 2x10* de cada tipo celular
thyTreg-NT, thyTreg-UniCAR, thyTreg-UniCARCD2S, thyTreg-
UniCAR41BB y thyTreg-CAR19 con 2x10* células de dos tipos de células de
linea, las K562 o las K562-CD19. Las células K562 y K562-CD19 fueron
marcadas con 1uM CTVio (Invitrogen) previamente al co-cultivo, para poder
distinguir unas células de otras. A los co-cultivos se les anadid el Ac
intermediario aCD19-Biotina, o sus controles experimentales, el Ac aCD19
sin biotina y el Ac IgG-Biotina (todos ellos de Miltenyi Biotec), todos ellos a
una concentracion final en cada pocillo de 1,5 pg/ml. Como control negativo
de estimulacidn celular, a los co-cultivos no se les afiadié ningin Ac. Las

células fueron co-cultivadas en duplicado en RPMI 1640 (Biochrome)
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suplementado con 10% FBS (Biowest) y 1% ATB (Sigma-Aldrich), a 37 °C y
5% de CO:durante 24 y 72 horas (Figura 10).

Para analizar la viabilidad de las células del cultivo o del co-cultivo de la
forma mas fidedigna posible, transcurridas las 24 y 72 horas de cultivo o co-
cultivo, se afadié 1 pl de 7-AAD a cada pocillo de uno de los duplicados y se
adquirio por el citémetro de flujo tras 10 min de incubacion, sin lavar las
células. Con los otros pocillos de los duplicados, se sigui6 el protocolo de
marcaje superficial y viabilidad utilizando los Ac aCD25, aCD69, aPD-1,
aCD71, aICOS y aHLA-DR (Tabla 1), y el 7-AAD, respectivamente, y se

adquirieron por el citometro correspondiente.

thyTreg +- +/-
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NT K562-CTviolet 1gG-Biotina IgG-Biotina
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Inicio de co- Andlisis de viabilidad Andlisis de viabilidad
cultivos y activacion celular y activacion celular

Figura 10. Esquema del protocolo de cultivo para estudiar la activacion de thyTreg
mediada por los UniCAR y CAR19. Figura creada con BioRender.

V.7  Anadlisis de funcién supresora

V.7.1 Inhibicion de la proliferacion: Co-cultivo de CMSP con las

diferentes fracciones celulares procedentes del timo o de

periferia.

Para evaluar la funcion supresora de las diferentes células obtenidas a partir

de los timocitos, se estudid su capacidad de inhibir la proliferacién de CMSP

en un co-cultivo. Este experimento, ampliamente utilizado para evaluar la
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capacidad supresora de las Treg (184, 185), es similar a la reaccion mixta de
linfocitos, tradicionalmente utilizada en el 4rea de la inmunologia celular que
permitié entender el reconocimiento del complejo MHC-Ag por el TCR de las
células T (186). En el contexto del estudio de la supresion de la proliferacion,
el co-cultivo se inicié el dia 7 de los cultivos de las condiciones celulares
CD25*, CD25s y CD25"s TGEF-f, procedentes tanto del timo como de
periferia; y las CD25¢CD8¢ del timo + TGF-{3, con y sin transduccion con
MSCV-FOXP3 y MSCV-AFOXP3. Estas células se consideran las células
efectoras que van a ejercer su presunta funcidn inhibidora sobre la
proliferacion de unas células diana. Por otro lado, las CMSP, que son
consideradas como las células diana cuya proliferacion presuntamente sera
suprimida, se obtuvieron previamente a partir de buffy coats (Ver apartado
V.3.2).

A dia 7, y 24 horas después de la descongelacion de las CMSP, estas CMSP se
marcaron con 1uM de CTVio (Invitrogen). Tras este marcaje, se co-cultivaron
1x10° de las células efectoras derivadas de los timocitos con 5x10* CMSP-
CTVio* (ratio 2:1, células efectoras : CMSP-CTVio*), en medio X-vivol5
(Lonza) suplementado con 5% SAB (Sigma-Aldrich) y 600 U/ml de IL-2
(ImmunoTools), a 37 °C y 5% de COz, en placas de cultivo de 96 pocillos (p96)
con fondo en U. A su vez, se le afnadid al co-cultivo 5x10* Dynabeads
(Invitrogen). Tras 72 horas de co-cultivo, las células se marcaron
superficialmente con aCD4 y aCDS8 (ver Tabla 1) y la viabilidad con 7-AAD
(Figura 11). En algunas ocasiones, tras las 72 horas de co-cultivo, las células
fueron marcadas con aCD3, aCD4, aCDS8, aCD25, aFOXP3, aCD39 y aCTLA-
4 para analizar el fenotipo celular después del co-cultivo, ademas de la

proliferacion y viabilidad de las CMSP.
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Figura 11. Esquema del protocolo de cultivo para estudiar la capacidad de las
diferentes fracciones celulares del timo o de periferia de inhibir la proliferacion de las
CMSP-CTVio*. Figura creada con BioRender.

Como control negativo de proliferacion, se cultivaron 1x10> CMSP solas sin
estimular y, como control positivo de proliferacion, se cultivaron 5x10* CMSP

solas con las correspondientes Dynabeads.

El porcentaje de supresion ejercido por células efectoras derivadas del timo,
por las thyTreg-NT o thyTreg modificadas genéticamente sobre la
proliferacion de las CMSP totales y de las fracciones T CD8* CTvio* y no-CD8
CTVio*, se calculé comparando el porcentaje de proliferacion de las células
diana co-cultivadas con las células efectoras con el porcentaje de proliferacion
del control positivo, considerando cada uno de los picos de proliferacion
proporcionados por el CTVio y utilizando el “Método del indice de Divisiéon”
(185).

V.7.2 Co-cultivo entre thyTreg-NT o los diferentes tipos de
thyTreg-UniCAR con CMSP totales

Para evaluar la funcion supresora de las thyTreg modificadas genéticamente

con los diferentes tipos de UniCAR o de las propias células sin transducir, se
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estudio su capacidad de inhibir la proliferacion de CMSP totales en un co-
cultivo, de una forma similar a lo descrito en el apartado V.7.1, con la salvedad
de que, en este experimento, las células fueron pre-estimuladas antes del co-
cultivo. Las células thyTreg-NT, thyTreg-UniCAR, thyTreg-UniCARCD28 y
thyTreg-UniCAR41BB se consideran las células efectoras que van a ejercer
presuntamente su funcion inhibidora sobre la proliferacion de las células
CMSP totales.

A dia 7, las CMSP fueron obtenidas a partir de buffy coats (Ver apartado V.3.2)
y fueron marcadas con 2uM de CTVio (Invitrogen). Acabado este marcaje, se
cultivaron 1x10¢ células/pocillo de cada tipo celular de thyTreg en placas de
cultivo de 24 pocillos (p24) y 1x10° células/ml de células CMSP-CTVio* en
placas de cultivo de 6 pocillos (p6). A todas las condiciones se les anadio
Dynabeads (Invitrogen) a ratio 1:2 (Dynabead : Células) por pocillo. Estos
cultivos se realizaron en RPMI 1640 (Biochrome) suplementado con 10% FBS
(Biowest) y 1% ATB (Sigma-Aldrich) suplementado con 600 U/ml de IL-2
(ImmunoTools) para las condiciones de las thyTreg-NT o los diferentes tipos
de thyTreg-UniCAR, y 300 U/ml en el caso de las CMSP-CTVio*.

Tras 24 horas de estimulacidn, se retiraron las particulas de activacién, se
lavaron las células y se co-cultivaron 5x10*de células pre-estimuladas de cada
tipo de thyTreg con diluciones seriadas de las células pre-estimuladas CMSP-
CTVio correspondiendo a los ratios 2:1, 1:1 0 1:2 (thyTreg : CMSP-CTVio*), en
placas de cultivo de 96 pocillos (p96) con fondo en U. Como control negativo
de proliferacion, se cultivaron solas 1x10° CMSP-CTVio* sin estimular y, como
control positivo de proliferacion, se cultivaron solas 2,5x10* CMSP- CTVio*
pre-estimuladas. A los co-cultivos y a los cultivos en solitario de las CMSP-
CTVio* pre-estimuladas se les anadio el Ac intermediario aCD8-Biotina, o sus
controles experimentales, el Ac aCD8 sin biotina y el Ac IgG-Biotina (todos
ellos a una concentracion final en cada pocillo de 1,5 pg/ml, Miltenyi Biotec.),
junto con la condicidén control con ausencia de Ac. Todos los cultivos en
solitario o co-cultivos de células fueron en RPMI 1640 (Biochrome)
suplementado con 10% FBS (Biowest) y 1% ATB (Sigma-Aldrich)
suplementado con 180 U/ml de IL-2 (ImmunoTools), a 37 °C y 5% de CO2. Tras

102



72 horas de co-cultivo, se retir0 el sobrenadante de las condiciones
experimentales y las células se marcaron superficialmente con aCD3, aCD4,
aCD8, aCD25, aCD69, aPD-1, aCD71, alCOS y aHLA-DR (Tabla 1) (ver
Tabla 1) y la viabilidad con 7-AAD (ver Tabla 1) y la viabilidad con 7-AAD
(Figura 12).

thyTreg

Cultivo en Co-cultivo +/- C-de
solitario + aCD8-Biotina proliferaciéon
Dynabeads a-CD8
NT et \ IgG-Biotina
> C+ de proliferacién
2 Ty
3tiposde .\ S ...
UniCAR -+ T
7 f\/ ,{ ﬂ\T\r
/ Supresién de la
CMSP-CTVio* @ oeieio, proliferacién
24h 96h
Inicio de Eliminacién de Andlisis de viabilidad,
cultivo de Dynabeads. proliferacién y estado
activacion Inicio de co-cultivo de activacién de las
CMSP-CTVio*

Figura 12. Esquema del protocolo de cultivo para estudiar la capacidad de las thyTreg-
NT o de las diferentes thyTreg-UniCAR de inhibir la proliferacion o estado de
activacion de las CMSP-CTVio*. Figura creada con BioRender.

El porcentaje de supresion se calculo comparando el porcentaje de
proliferacion de las células diana co-cultivadas con las células efectoras frente
al porcentaje de proliferacion del control positivo de proliferacion, tal y como

ha sido descrito anteriormente.

Los sobrenadantes recogidos de estos experimentos fueron congelados a -80

°C para el andlisis de las citoquinas (Ver apartado V.9)

V.7.3 Co-cultivo thyTreg-NT y los diferentes tipos de thyTreg-

UniCAR con las fracciones celulares procedentes de CMSP

Con el mismo fin que los experimentos anteriores, este experimento tiene un
diseno similar al descrito en el apartado V.7.2. Sin embargo, para estudiar en
profundidad el efecto directo e indirecto observado en la capacidad de las

thyTreg-NT o las diferentes thyTreg-UniCAR de inhibir la proliferacion de las
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CMSP, se aislaron las fracciones celulares T CD8* y no-CD8 a partir de las
CMSP (Ver apartado V.3.2).

A dia 7 de los experimentos, las CMSP se obtuvieron a partir de buffy coats.
Una vez obtenidas las CMSP, se utilizd el kit de seleccion negativa (CD8* T cell
isolation kit, human, Miltenyi). Las fracciones T CD8* y no-CD8 resultantes
fueron marcadas con 2uM de CTVio (Invitrogen). Al igual que con las CMSP
totales del apartado anterior (apartado V.7.2), acabado este marcaje, se
cultivaron 1x10¢ células/pocillo de cada tipo celular de thyTreg en placas de
cultivo de 24 pocillos (p24) y 1x10°¢ células/ml de las fracciones T CD8*-CTVio*
y no-CD8 CTVio* en placas de cultivo de 6 pocillos (p6). Todas las condiciones
fueron pre-estimuladas afadiendo Dynabeads (Invitrogen) a ratio 1:2
(Dynabead : Células) por pocillo. Como control negativo de proliferacion, se
cultivaron solas y sin estimular 1x10° de ambas fracciones T CD8*-CTVio* y
no-CD8-CTVio*. Estos cultivos se realizaron en RPMI 1640 (Biochrome)
suplementado con 10% FBS (Biowest) y 1% ATB (Sigma-Aldrich)
suplementado con 600 U/ml de IL-2 (ImmunoTools), a 37 °C y 5% de COzpara
las condiciones de las thyTreg-NT o los diferentes tipos de thyTreg-UniCAR,
y 300 U/ml en el caso de las fracciones T CD8*-CTVio* y no-CD8-CTVio*.

Tras 24 horas de estimulacidn, se retiraron las particulas de activacion, se
lavaron las células y se co-cultivaron 5x10*células de cada tipo de thyTreg con
diluciones seriadas de las células pre-estimuladas de ambas fracciones T
CD8*-CTVio* y no-CD8-CTVio*, correspondiendo a los ratios 2:1, 1:1 o 1:2
(thyTreg : CTVio*), en placas de cultivo de 96 pocillos (p96) con fondo en U.
Como control negativo de proliferacion, se cultivaron solas 1x10° las ambas
fracciones T CD8*-CTvio* y no-CD8-CTVio* sin estimular y, como control
positivo de proliferacion, se cultivaron solas 2,5x10* de ambas fracciones T
CD8*-CTvio* y no-CD8-CTVio* pre-estimuladas. A los co-cultivos y a los
cultivos en solitario de las células CTVio* pre-estimuladas se les afiadio el Ac
intermediario aCD8-Biotina, o sus controles experimentales, el Ac aCDS8 sin
biotina y el Ac IgG-Biotina (todos ellos a una concentracion final en cada
pocillo de 1,5 ug/ml, Miltenyi Biotec), junto con la condiciéon control con

ausencia de Ac. Todas las condiciones fueron cultivadas en RPMI 1640
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(Biochrome) suplementado con 10% FBS (Biowest) y 1% ATB (Sigma-Aldrich)
suplementado con 180 U/ml de IL-2 (ImmunoTools), a 37 °C y 5% de CO2. Tras
72 horas de co-cultivo, las células se marcaron superficialmente con aCD3,
aCD4, aCD8, aCD25, aCD69, aPD-1, aCD71, aICOS y aHLA-DR (Tabla 1)
(ver Tabla 1) y la viabilidad con 7-AAD (Figura 13).
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Figura 13. Esquema del protocolo de cultivo para estudiar la capacidad de las thyTreg-
NT o de las diferentes thyTreg-UniCAR de inhibir la proliferacion o estado de
activacion de las fracciones celulares T CD8*-CTVio* y No-CD8-CTVio*, derivadas de
las CMSP. Figura creada con BioRender.

El porcentaje de supresion se calculdé comparando el porcentaje de
proliferacion de las células diana co-cultivadas con las células efectoras frente

al porcentaje de proliferacion del control positivo de proliferacion, tal y como

ha sido descrito anteriormente.

V.8 Estabilidad fenotipica

V.8.1 Estabilidad fenotipica bajo ambientes pro-inflamatorios de
tipo Thl o Th17

Para este ensayo se cultivaron 1x10° células thyTreg CD25* y las diferentes

condiciones las CD25"8 derivadas del timo en medio X-vivol5 (Lonza)
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complementado con 5% SAB (Sigma-Aldrich), a 37 °C y 5% de COg, y se re-
estimularon con Dynabeads (Invitrogen) a ratio 1:2 (Dynabead : Células) por
pocillo. Estas células fueron cultivadas con las siguientes citoquinas: 600 U/ml
de IL-2 como condicion control (NT); 600 U/ml de IL-2 y 10 ng/ml de IL-12
como condicion polarizante hacia un fenotipo Thl; y 600 U/ml de IL-2, 10
ng/ml de IL-13, 10 ng/ml de IL-6, 10 ng/ml de IL-23 y 20 ng/ml de TNF-a como
condicién polarizante hacia un fenotipo Th17 [todas las citoquinas utilizadas
en este apartado fueron de ImmunoTools (112)]. Tras 72h de cultivo, se
recuperaron los sobrenadantes, que se conservaron a -80 °C (Ver apartado V.9)

y se retiraron las particulas de re-estimulacion (Figura 14).

En este momento, las células fueron cultivadas de nuevo en presencia de las
mismas citoquinas polarizantes durante 72h mas. Transcurrido este tiempo,
las células fueron recuperadas y estimuladas con Forbol 12-miristato 13-
acetato (PMA, por sus siglas en inglés; 50 ng/ml; Sigma-Aldrich) e lonomicina
(1 pg/ml; Sigma-Aldrich) durante 5,5h y con Brefeldina (10 pg/ml; Sigma-
Aldrich) durante las dos ultimas horas de incubacion. Después, las células
fueron lavadas, tenidas superficial e intracelularmente, junto con un

marcador de viabilidad, tal y como est4 descrito anteriormente (Tabla 1).
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NT o= ',"_: —- L —
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A12 IL-2 +1L-12
> Th1 e EEE——
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TGF-B1 IL-2 + Dynabeads +IL-1  IL-2 +IL-1B+ IL-6
+I1L-6 + IL-23 + TNF-a +1L-23 + TNF-a
Th17 e —_—
7ih 144h
Inicio de ensayo Eliminacién de Dynabeads. Anlisis de las
de estabilidad Recoleccion y andlisis de citoquinas
las citoquinas en los intracelulares
sobrenadantes mediante
citometria de flujo
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Figura 14. Esquema del protocolo de cultivo para estudiar la estabilidad en ambientes
pro-inflamatorios polarizantes hacia los fenotipos Thl y Th17 de las fracciones
celulares derivadas del timo. Figura creada con BioRender.

V.8.2 Perfil de produccion de citoquinas de los timocitos CD25"¢s
transducidas con MSCV-FOXP3

Para determinar la produccion de citoquinas de todas las fracciones de células
CD257¢ 0 CD25¢CD8"s (Ver apartado V.4.1 y V.4.2), a los dias 7 y dia 14,

estas células fueron estimuladas con PMA (50 ng/ml; Sigma-Aldrich) e

Ionomicina (1 pg/ml; Sigma-Aldrich) durante 5,5h y con Brefeldina (10 pg/ml;
Sigma-Aldrich) durante las dos ultimas horas mdas de incubacion.
Transcurrido este periodo, las células fueron lavadas, tefiidas superficial e
intracelularmente, junto con un marcador de viabilidad, tal y como estad

descrito anteriormente (Tabla 1).

V.9 Andlisis de citoquinas en sobrenadante de cultivo.

Tras los cultivos de los diferentes tipos celulares derivados del timo en los
cultivos de estabilidad (Ver apartado V.8.1) se llevo a cabo la cuantificacion
de citoquinas en los sobrenadantes. Tras la descongelaciéon de los
sobrenadantes, se centrifugaron para eliminar posibles restos celulares.
Después, se procesaron siguiendo las indicaciones de los fabricantes y se
analizaron. Las citoquinas analizadas en los sobrenadantes de los cultivos de
estabilidad en condicion polarizante hacia Th17 y la IL-17 fueron medidas por
triplicado mediante ELISA (Abcam).

En el caso de las citoquinas presentes en los sobrenadantes de los co-cultivos
entre las thyTreg-NT o thyTreg-UniCAR con las CMSP totales (Ver apartado
V.7.2), se utiliz6 el sistema de inmunoensayos automatizados ELLA Protein-
Simple (Biotechne, Minneapolis, Minnesota, EEUU) para medir las citoquinas
IL-10, IL-2, IFN-y, TNF-a e IL-6. Esta tecnologia es equivalente a la realizacion
de ELISA, pero completamente automatizado y con la capacidad de medir
varias citoquinas simultdaneamente. Ademads, es un método reproducible y

parte de una cantidad minima de sobrenadante gracias a un sistema de
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microfluidica. Los cartuchos utilizados por esta tecnologia analizan por

triplicado cada una de las citoquinas presentes en los sobrenadantes.

V.10 Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se realizo utilizando el software GraphPad
Prism 8 (para Windows 11) con el apoyo de la Unidad de Bioestadistica (Dr.
José M? Bellon) del IiSGM. Las medidas, sus desviaciones de error y los tipos
de métodos estadisticos utilizados seran concretados en sus respectivos pies
de figura. Resultados estadisticos con una p < 0.05 fueron considerados como

estadisticamente significativo.
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VI. Resultados







Como ha sido descrito previamente, existe un gran interés en aprovechar el
potencial inmunosupresor de las células Treg frente a enfermedades
relacionadas con un descontrol en los mecanismos de tolerancia del SI. Una
de las principales conclusiones de los ensayos preclinicos y clinicos con el uso
de dichas células, ya sean provenientes de sangre periférica, de cordén
umbilical o derivadas de células madre, es que las Treg son mas eficaces y con
un fenotipo mas estable cuanto mas naive son. Basandonos en estos
conocimientos, y gracias al desarrollo previo un novedoso protocolo de
obtencion y expansion de las thyTreg llevado a cabo en nuestro laboratorio,
en el presente trabajo hemos intentado explotar esta nueva fuente de

obtencion de thyTreg y de expandir atin mas sus posibilidades terapéuticas.

VI.1 La expresion ectdpica de FOXP3, en combinacion con
la estimulacion de TGF-31 e IL-2, genera una limitada
capacidad supresora en timocitos primarios humanos

estimulados ex vivo.

Los timocitos son, en su mayor parte, células inmaduras que estan en
diferentes fases de desarrollo para dar lugar a linfocitos T (5). Dentro de estos
timocitos, ademas, se encuentran células ya maduras, como las células Treg
naturales originadas en el timo (tTreg). Resultados previos de nuestro
laboratorio mostraron que se pueden aislar células Treg de timo que, tras
expandirlas ex vivo, dan lugar a una cantidad masiva de thyTreg con unas
excelentes cualidades terapéuticas (112). En el mismo proceso de disgregacion
del tejido timico se obtiene también una inmensa cantidad de timocitos y
células DP CD4*CDS8* inmaduras, asi como células Tconv naive CD4* o0 CD8".
Se ha demostrado que se pueden inducir Treg (dando lugar a las iTreg) a
partir de células T CD4+ naive de sangre periférica (62, 72). Sin embargo, hasta
ahora se desconoce si las mismas condiciones de tratamiento que se han
utilizado en Tconv para inducir iTreg serian capaces de inducir thyTreg a
partir de los timocitos CD25s. De ser posible, los timocitos supondrian una

fuente atin mayor de thyTreg naive.
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VI.1.1 TGF-B1induce una expresion estable del CD25 y del FOXP3

en las células T procedentes de la sangre periférica

Se ha descrito que el tratamiento con TGF-31 y altas dosis de IL-2 aumenta la
expresion del FOXP3 en las Tconv mnaive de periferia (CD4*CD25"s),
generando iTreg funcionales, pero disminuyendo la proliferacion celular (62).
Para verificar que éramos capaces de replicar estos resultados, aislamos
células Tconv CD25" naive a partir de CMSP de periferia (pCD25"¢) y las
estimulamos con Dynabeads durante 3 dias. Ademads, las células fueron
cultivadas en presencia de IL-2 y, si correspondia, TGF-1 durante 7 dias (Ver
apartados V.3.2 y V.4.1).

Como era de esperar, el tratamiento con TGF-f31 indujo una alta expresion del
CD25y del FOXP3 en Tconv pCD258 a dia 7 (Figura 15A y B) en comparacion
con las Tconv sin TGF-f31, aunque sin alcanzar el mismo nivel que en las pTreg
CD25* (pCD25%). Ademas, las células tratadas con TGF-1 presentaron una
proliferacion ligeramente menor que sus respectivos controles no tratados,
mostrando que el tratamiento con TGF-f1 modificé las células Tconv

periféricas, tal y como habia sido previamente descrito (Figura 15C).
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Figura 15: Generacion de iTreg a partir de Tconv de periferia. (A) La viabilidad de las
células, y los marcadores FOXP3 y CD25 fueron estudiados mediante citometria de flujo
en las fracciones nTreg CD25* (pCD25%), CD25s (pCD25s) y CD25s +TGF-{1
(pCD25"¢ +TGF-f31) derivadas de las CMSP. Los diagramas de puntos son un ejemplo
representativo de tres donantes independientes para las pCD25", y de 5 para ambas
fracciones pCD25x¢. (B) Histogramas que representan el porcentaje de la subpoblacién
CD25*FOXP3* dentro de las células vivas, estudiadas a dia 7 desde el inicio del
experimento, en las diferentes condiciones. Media + SEM de tres experimentos
independientes para las pCD25* y de 5 para ambas fracciones pCD25¢. (C) Ratio de
expansion de las células entre el dia 3 y el dia 7 del experimento. Cada simbolo
corresponde con un donante y las lineas conectan las diferentes condiciones procedentes
del mismo donante. Diferencias estadisticamente significativas * cuando p<0,05.
Estadistica proporcionada por el test de comparaciones multiples ANOVA de un factor.
Figura publicada en Gallego et al,. 2021 (187).

VI.1.2 TGF-B1 mantiene una alta expresion del CD25 y del FOXP3

en las CD25"8 derivadas de timocitos

Una vez validada la capacidad del tratamiento con IL-2 y TGF-31 para generar
iTreg a partir de Tconv naive de periferia, se estudio la posibilidad de inducir
thyTreg humanas a partir de timocitos. Para ello, extrajimos los timocitos del
timo y luego aislamos las fracciones thyTreg o CD25* y CD25¢ (Ver apartado
V.3.1). El dia 0, dia del aislamiento celular, la mayor parte de la fraccion
CD25"¢ era DP CD4*CD8*, y mostraba una baja expresion del CD25 y el
FOXP3. A pesar de que el fenotipo de la fraccion CD25* fue también
principalmente DP, estas células mostraron una muy alta expresion del CD25

y del FOXP3. Ademads, ambas fracciones mostraron una minoria de células
CD8* SP (Figura 16A).

Siguiendo el mismo protocolo que con las células extraidas de sangre
periférica (Ver apartado V.4.1), las células CD25* y CD25"¢ fueron
estimuladas con Dynabeads durante tres dias, en presencia de IL-2 y, cuando
correspondiera en las CD25%s, del TGF-31. Una vez retiradas las Dynabeads,
examinamos la viabilidad y el fenotipo de los cultivos celulares en los dias 3,
7 y 10 después del inicio del cultivo. Seguin los resultados, no se observan
diferencias significativas en la viabilidad (Figura 16B) ni en la proliferacion
celular (Figura 16C) entre cualquiera de las condiciones. De hecho, la
poblacion CD25* proliferé un promedio de cuatro ciclos de expansion (4.06 +

1.57, media + SEM) y la fraccién CD25n¢, tratada o no con TGF-{31, mostraron
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una media de 2,90 + 0,54 y 3,00 + 0,98 ciclos de expansion, respectivamente
(media + SEM). Enfocandonos en el fenotipo celular, se analizé la frecuencia
de la subpoblacion CD25*FOXP3*. A dia 3, se pudo apreciar un aumento
significativo del porcentaje de la subpoblacion CD25*FOXP3* en todas las
fracciones CD258, alcanzando niveles equivalentes a las CD25*. Sin embargo,
este aumento en la fraccion de células CD25¢ no tratadas con TGF-f31 resulto
ser transitorio, pues se redujo paulatinamente en los dias siguientes. Por el
contrario, a pesar de que la expresion del CD25 y del FOXP3 en la fraccion de
células CD25s tratadas con TGF-f31 también alcanza su maximo a dia 3, esta
se mantuvo mas elevada durante los 10 dias que durd el cultivo con respecto
a las CD25"¢ sin TGF-f1. Sin embargo, en ambos casos fue inferior a la
expresion mostrada por la condicion de thyTreg CD25* los dias 7 y 10 de
cultivo (70,69 + 5,88% en la fraccion de CD25" tratadas con TGF-31 y 89,62 +
3,35% en las células thyTreg CD25, el dia 10 de cultivo. Media + SEM. Figura
16D).

Se analiz6 también si estas células expresaban otros marcadores asociados a
la funcion reguladora de las Treg, como el CD39 o CTLA-4, dos marcadores
asociados a la funcion reguladora en Treg (44, 188). El dia del aislamiento
celular, la expresion de CD39 en la subpoblacion CD25FOXP3* fue
significativamente diferente entre la fraccion CD25* (37.64 + 5.31%, media +
SEM) vy la fraccion CD25"s (11.54 + 2.24%, media + SEM) (Figura 16E). A
medida que avanzaron los dias de cultivo, esta expresion del CD39 en la
condiciéon de CD25" aumentéd con el paso de los dias de cultivo,
independientemente de si las células fueron tratadas, o no, con TGF-{31,
mientras que la expresion disminuyd progresivamente en la fraccion CD25*
(Figura 16E). En el caso del CTLA-4, este fue altamente expresado en todas las
condiciones el dia del aislamiento, con un pico de expresion en el dia 3 en la
fraccion CD25* (82.95 + 3.43%) y en la condicién de células CD25"s tratadas
con TGF-P1 (74,81 + 4,83%, media + SEM). Sin embargo, su expresion fue
decreciendo a lo largo de los dias de cultivo en todas las condiciones (thyTreg
CD25": 34,10 + 15,98 %; y CD25"¢s tratado con TGF-p1: 43,75 + 13,53 %, a dia
10 después del inicio del cultivo, media + SEM, Figura 16F).
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Figura 16. Viabilidad y fenotipo después del aislamiento y durante el cultivo celular
de las células extraidas del timo. Las thyTreg CD25" y las fracciones CD25"¢ son,
respectivamente, las fracciones positiva y negativa de la seleccion del CD25 de los
timocitos. (A) Los diagramas de puntos representan el porcentaje de viabilidad, las
subpoblaciones de CD4/CD8 y la expresion de CD25/FOXP3 tras el marcaje de cada
fraccion el dia del aislamiento celular medidos por citometria de flujo. Estos diagramas
de puntos pertenecen a un experimento representativo de 14. Células CD4* simples
positivas (CD4SP); Células CD8* simples positivas (CD8SP); y células CD4/CD8* dobles
positivas (DP). (B) Evolucion de los porcentajes medios de células viables a lo largo de
10 dias de cultivo. (C) Factor multiplicador de la expansion de las células entre los dias
3y 7 de cultivo; cada simbolo corresponde a un individuo. (D) Evolucién del fenotipo
regulador estudiando la media de los porcentajes de expresion de los marcadores
CD25*FOXP3* en las células vivas a lo largo de 10 dias de cultivo. (E) Evolucion de la
media de los porcentajes de expresion del marcador CD39 en la subpoblacién
CD25FOXP3* vivas a lo largo de 10 dias de cultivo. (F) Evolucién de la media de los
porcentajes de expresion del marcador CTLA-4 en la subpoblacion CD25"FOXP3* vivas
a lo largo de 10 dias de cultivo. Se muestra la media + SEM de 14 experimentos
independientes en cada condicion. Diferencia estadisticamente significativa cuando p <
0.05. Un * sobre los puntos en la grafica representa una diferencia significativa de todas
las condiciones con respecto al CD25*. Un * lateral con lineas de conexion representa
diferencias significativas entre las condiciones indicadas. Estadistica proporcionada por
el test de comparaciones multiples ANOVA de dos factores. Figura publicada en Gallego
et al,. 2021 (187).

En resumen, las células primarias derivadas de timocitos humanos, cuando se
estimulan adecuadamente, pueden ser mantenidas en cultivo ex vivo durante,
al menos, 10 dias, presentando una alta viabilidad y capacidad proliferativa.
Ademas, el tratamiento con TGF-$1 mantuvo una alta expresion de CD25,

FOXP3 y CTLA-4, asi como la adquisicion del marcador CD39 en la condicion
CD25¢ del timo.

VI.1.3 El tratamiento con TGF-B1 no induce una capacidad

supresora robusta en las células CD25"¢ derivadas de

timocitos
Dado que la fraccion de CD258 +TGF-f31 adquirieron un fenotipo de tipo
regulador constituido por la expresion de CD25, FOXP3, CTLA-4 y CD39,
estudiamos si estas células pudieron desarrollar una funcién supresora
similar a la de las thyTreg CD25*. Para ello, analizamos la capacidad supresora
de las células el dia 7 midiendo su capacidad para inhibir la proliferacion de

CMSP alogénicas marcadas con CTVio (Ver apartado V.7.1).
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Las células thyTreg CD25* limitaron la proliferacion de células CTVio* CD4*
de forma eficiente y dosis-dependiente. Ademads, esta supresion fue similar a
la ejercida por las pCD25* (Figura 17A). Las células pCD25" naive +TGF-31
redujeron la proliferacion de las CTVio* CD4* alogénicas de una forma similar
a la mostrada por las pCD25*. Sin embargo, las células CD258 derivadas del
timo con TGF-f1 solo pudieron limitar parcialmente la proliferacion y de una
forma muy heterogénea (Figura 17B). Finalmente, se observo una correlacion
positiva entre la frecuencia de expresion del CTLA-4 y del CD39 en ambas
fracciones CD25"¢ (CD25¢ y CD25"s + TGF-f31) derivadas del timo con la
funcion supresora ejercida por esas mismas células (p = 0,0257 y p = 0.0349,

respectivamente. Figura 17C y D).

Por lo tanto, aunque el TGF-B1 mantuvo una alta expresion del FOXP3 en las
células CD25"8 derivadas del timo, estas no desarrollaron una funcién
supresora similar a la observada en las thyTreg CD25 ni en las Tconv naive
CD25"¢ de periferia tratadas con el TGF-f1. Ademads, esta heterogénea
capacidad de supresion fue correlacionada con la expresion de CTLA-4 y
CD39, lo que podria indicar que una adquisicion estable de estos marcadores

es imprescindible para la funcién supresora.

118



s
= 100 - &
™
2 ]
E 80 -
o
g 60 4
o .
5 404
5 i
= A
B 20- -
G .
o 0-
=] T T T T
0 21 11 12 21 11 12
R
CD25* CD25+
Derived from Derived from
Thymus Peripheral blood
r=0.6503,; p= 0.0257"
100+
80+

% suppression of proliferation

0 20 40 60 80 100
% expression of CTLA-4
(gated on living cells)

% suppression of CD4 proliferation

O

% suppression of proliferation

ns
100 *

804 ,a
60
40 4
201
04
-20 4

>
gl %_|:’b

A

CD25* CD25ms CD25* CD25nes
+TFG-B1 +TFG-B1

Derived from
Peripheral blood

Derived from
Thymus

r=0.4737; p= 0.0349*

-40

0 20 40 60 80 100
% expression of CD39
(gated on living cells)

119



Figura 17. Supresion de la proliferacion de células T CD4* alogénicas por las células
supresoras derivadas del timo y de la periferia. (A) Porcentaje de supresion de la
proliferacion de células CTVio*CD4* después de 3 dias de co-cultivo con CD25*
derivadas de timo (thyTreg) y de periferia (nTreg), a ratios 2:1, 1:1 y 1:2 (células CD25*:
células CTVio*). El porcentaje de supresion se calculd siguiendo el método del indice de
division (185). Cada simbolo corresponde a un individuo. (B) Porcentaje de supresion de
la proliferacion de células CTVio*CD4* después de 3 dias de co-cultivo con células CD25*
y CD25s tratadas con TGF-B1 derivadas del timo o de sangre periférica. Los valores
negativos corresponden a un aumento de la proliferacion de las células CTVio*CD4-.
Cada simbolo corresponde a un individuo. (C) Correlacion y regresion lineal (linea
negra) entre el porcentaje de supresion de células CTVio*CD4* y el porcentaje de
expresion del CTLA-4 (en CD25"s y CD25¢ +TGF-$1, valorado en células CTViones
vivas). (D) Correlacion y regresion lineal (linea negra) entre el porcentaje de supresion
de células CTVio*CD4" y el porcentaje de expresion del CD39* (en CD25¢ y CD25"s
+TGF-f1, valorado en células CTViors vivas). Cada simbolo corresponde a un individuo.

Diferencias significativas *

cuando p<0,05; ns=no significativo. Estadistica
proporcionada por test T de Student. Las correlaciones se determinaron mediante la
correlacion de rangos de Spearman, y r es el coeficiente de correlacion de Spearman. * p
<0,05 se consider? estadisticamente significativo. Figura publicada en Gallego et al,. 2021

(187).

VI.1.4 Las CD25"s5 +TGF-B1 mantienen el fenotipo tras el ensayo

de supresion

Esta capacidad supresora heterogénea mostrada por las células de timo
CD257+TGF-B1 podria estar relacionado con la inestabilidad fenotipica. Por
lo tanto, comprobamos los marcadores celulares asociados a Treg antes y
después del ensayo de supresion (Figura 18A). Aunque la expresion del
CD25*FOXP3* en las thyTreg CD25* disminuye ligeramente al finalizar el
ensayo de supresion, su expresion seguia siendo superior a la de la condicion
CD25"¢ +TGF-B1, que también se vio ligeramente reducida. Por otra parte, la
expresion de los marcadores CD39 y CTLA-4 no cambiaron en ambas
subpoblaciones (Figura 18B). Por lo tanto, la falta de una funcidn supresora
homogénea por parte de las células CD25"s +TGF-{31, comparandola con las
células thyTreg CD25%, no pudo ser explicada debido a una pérdida de la
expresion de las proteinas asociadas con la supresion durante los tres dias de

duracion del co-cultivo en el ensayo de supresion.
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Figura 18. Fenotipo celular antes y después del ensayo de supresion. Después de 7 dias
de cultivo, las CD25* y CD25"s + TGF-31 (células efectoras) se co-cultivaron durante 3
dias con CMSP alogénicas marcadas con CTVio, a ratio 2:1 (células efectoras : célula
CTVio®). (A) En el panel superior se muestran diagramas de puntos con el porcentaje de
los marcadores CD25/FOXP3 de cada fraccion en el dia 7 de experimento, antes del inicio
del ensayo de supresion. En el panel inferior se muestran diagramas de puntos con la
estrategia de andlisis utilizada después del ensayo de supresion. Para analizar los
marcadores celulares de las fracciones derivadas del timo, se analizaron las células
negativas para CTVio. Los diagramas de puntos pertenecen a un experimento
representativo de 3 o0 4 experimentos. (B) Histogramas que representan la frecuencia de
CD25FOXP3* (izquierda), CTLA-4* (centro) y CD39* (derecha) de las células vivas
CTVio negativas antes y después del ensayo de supresion. Cada simbolo corresponde a
un individuo. ns= no significativo. Estadistica proporcionada por el test de
comparaciones multiples ANOVA de 2 factores. Figura publicada en Gallego et al,. 2021
(187).

VI.1.5 La deplecion de las células CD8* y la expresion ectopica del
FOXP3 en las células CD25"8 +TGF-f1 derivadas del timo

no incrementa su capacidad supresora

Para intentar explicar las anteriores diferencias observadas entre las thyTreg
y las CD25¢ + TGF-31, estudiamos mas en profundidad las subpoblaciones
de partida que componen a esas fracciones. Como se puede observar, la
subpoblacion CD4SP representd la mayoria de las células en todas las
condiciones del cultivo, y su proporciéon aumentaba a medida que
transcurrian el tiempo de cultivo, especialmente en ambas fracciones CD25"¢s
(Figura 19A). Por otro lado, se muestran diferencias significativas en la
frecuencia de la subpoblacién CD8SP en ambas condiciones CD25", sin y con
TGF-B1, en todos los dias desde el inicio del cultivo. En el caso de la
subpoblacion DP, a pesar de que no se observen diferencias significativas, la
fracciéon CD25* presenta porcentajes mas elevados a los del resto de fracciones
CD25"¢s (Figura 19B y C). En este contexto, aunque se han descrito células con
funcionalidad supresora y con un fenotipo CD8* FOXP3*, nos preguntamos si
esta alta presencia de la subpoblacion CD8SP en la fraccion CD25& + TGF-31
podria explicar la inestabilidad observada en su expresion del FOXP3 vy,
también, su heterogénea capacidad para desarrollar una correcta funcion

supresora.
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Figura 19. Frecuencias de las subpoblaciones CD4, CD8 y DP en las células derivadas
del timo alo largo de los dias de cultivo. Diagrama de cajas y bigotes que representa la
mediana (linea negra horizontal) y las barras de error del valor minimo al maximo de la
frecuencia de las subpoblaciones (A) CD4SP, (B) CD8SP y (C) CD4+*CD8* DP, a lo largo
de los 10 dias de cultivo. Medianas de n=10 experimentos independientes a dia 0, de n=6
a dia 3y 10, y de n=9 a dia 7, en cada condicién. Diferencias estadisticamente
significativas * cuando p<0,05. Diferencias significativas cuando se comparan con la
fraccion de células CD25*. Estadistica proporcionada por el test de comparaciones
multiples ANOVA de dos factores. Figura publicada en Gallego et al,. 2021 (187).
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Por lo tanto, con la intencién de asegurar que las fracciones CD8SP y DP no
estuvieran influyendo en la estabilidad y la funcionalidad de las CD25ns,
purificamos la fraccion CD258CD8s, reduciendo la presencia de la

poblacion CD8SP con respecto a los timocitos de partida (Tabla 2).

A) Cellular Subsets Analysed B) Statistic Comparison
Total thyTreg CD25%CDSs P CD25* vs P CD25* vs
Thymocytes CD25+ subset (%) Thymocytes CD25res
(%) subset (%) ° ymocy CD8res
Living cells 69,81+499  8322+229 81,86 + 3,40 0.1494 >0.999
CD8sP 12,76 +2,47 2,67 +0,65 4,63 +1,39 0.0643 0.6858
CD4SP 37,51+4,44  69.62+2,47 59,97 + 6,41 0.0010 >0.999
CD25FOXP3* 5,38 +0,30 77,44 + 3,74 2,65 +0,46 0.0004 0.0004
CTLA-4in
CD25FOXP3* 64,96 +586 77,87 +3,47 56,83 + 9,03 0.1863 0.2215
CD39 in
CD25FOXP3+ 23,39+3,88  36,70+7.96 11,13 £2,19 0.5334 0.2803
Treg (CD25*
FOXP3*in 11,59+091 82,38 £2,69 4,18 +0,96 0.0002 0.0001
CD4SP)

Tabla 2. Frecuencias de viabilidad y marcadores celulares el dia del aislamiento
celular. (A) Medias + SEM de las frecuencias de células vivas, CD8SP, CD4SP,
CD25FOXP3* (en el total de células vivas), CTLA-4 (dentro de la subpoblacion
CD25FOXP3*), CD39 (dentro de la subpoblacion CD25*FOXP3*) y el fenotipo clasico
Treg (CD25'FOXP3* dentro de las CD4SP) en las tres fracciones diferentes obtenidas el
dia del aislamiento celular (timocitos totales, thyTreg CD25*y CD25sCD8"<8), obtenidas
mediante analisis de citometria de flujo. (B) Comparacion estadistica entre las medias *
SEM de todas las subpoblaciones entre las fracciones CD25* y timocitos y entre CD25* y
CD25¢CD8"s, donde p < 0,05, * y destacado en negrita, se considera significativo.
Comparaciones estadisticas proporcionadas por el test de comparaciones multiples
ANOVA de un factor. Tabla publicada en Gallego et al,. 2021 (187).

Anteriormente, los resultados han mostrado que la expresion del CD25 y del
FOXP3 en las CD25s tratadas con TGF-f31, a pesar de mantenerse elevada,
era inferior a la de las CD25" y se veia reducida tras un co-cultivo celular,
desencadenando una heterogénea e inestable capacidad supresora. Con el fin
de estabilizarla, ademas de eliminar las subpoblaciones que expresaban el
CDS, se intentd sobre-expresar un FOXP3 ectdpico que no estuviera sujeto a

las regulaciones genéticas o epigenéticas de las células. Para ello, las
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CD25sCD8es fueron transducidas con vectores lentivirales MSCV-FOXP3 o
MSCV-AFOXP3 (vector control), en combinacion con estimulacion

proporcionada por las Dynabeads, con la IL-2 y con el tratamiento con TGF-31
(Ver apartados V.3.1 y V.4.2) (Figura 20A).

Los resultados muestran que todas las fracciones celulares presentaban mas
del 60% de viabilidad (Figura 20B). Ademas, gracias a la proteina EGFP,
codificada por los vectores aqui empleados, fuimos capaces de determinar el
porcentaje de las células correctamente transducidas. A dia 7, tras el
tratamiento con puromicina para seleccionar las células correctamente
transducidas, casi todas las células expresaban eficientemente la proteina
EGFP (97.60 + 1.16% para la condiciéon CD257sCD8"sFOXP3 y 98,61 + 0,41%
para la condicion CD25¢CD8sAFOXP3, media + SEM. Figura 20C). Por un
lado, tal y como era de esperar, tanto a dia 7 como a dia 14 la fraccion CD25*
presentd unos elevados niveles de FOXP3. Por otro lado, a dia 7 las células
CD2578CD8s transducidas con el vector MSCV-FOXP3 y tratadas con TGF-
1 fueron las tinicas que mostraron unos niveles de FOXP3 parecidos a las
CD25* (92.39 + 0.89% y 91.88 + 0.70%, respectivamente, media + SEM). Sin
embargo, aunque a dia 14 esta fraccién aun expresaba unos niveles de FOXP3
altos (77.83 £ 9.99%, media + SEM), esta expresion no era ni igual de alta ni de
homogénea a lo observado en la fraccion CD25* (95,21 +1,71%, media + SEM)
(Figura 20D). De hecho, esta reduccion en la expresion de FOXP3 a dia 14 se
produjo a pesar de que el 96,24 + 1,16% (media + SEM) de las células
CD2578CD8"s transducidas con MSCV-FOXP3 y tratadas con TGF-31
expresaban la proteina EGFP (Figura 20C). En resumen, aunque las células
procedentes de timocitos pueden ser eficientemente transducidas por
lentivectores sin que su viabilidad se vea comprometida, la expresion de un
FOXP3 ectopico también se vio reducida a medida que transcurrieron los dias

de cultivo.

También probamos si la sobre-expresion de un FOXP3 ectopico en la
condicién de células CD25¢CD8rs tratados con TGF-f31 podria inducir una
eficiente capacidad supresora. A dia 14, las condiciones CD25"sCD8"es

estimuladas y tratadas con TGF-1, independientemente de si fueron
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transducidas o no, ejercian una cierta supresion de la proliferacion de células
T CD4", pero esta capacidad supresora sigui6 siendo menor que la mostrada
por la fraccion CD25*. Curiosamente, no se observaron diferencias
significativas entre la supresion ejercida por las CD25sCD8ns transducidas
con MSCV-FOXP3 + TGF-B1, por MSCV-AFOXP3 + TGF-f1 y las tiinicamente
tratadas con TGF-B1 (Figura 20E). Este resultado demuestra que la sobre-
expresion de FOXP3 exogeno no indujo una mejor capacidad supresora en las
CD2578CD8ms, a diferencia de los resultados obtenidos en las Tconv de

periferia.

Finalmente, estudiamos la expresiéon de CTLA-4 a lo largo del cultivo. Se
puede observar una alta expresion de CTLA-4 en la subpoblacion
CD4*CD25*FOXP3* de todas las fracciones celulares a dia 7. Sin embargo, a
dia 14 esta expresion se vio significativamente reducida en todas las
condiciones CD25"¢CD8", en comparacion con la fraccion CD25* (Figura
20F). Ademas, se observa una correlacion positiva entre el porcentaje de
supresion de la proliferacion de células CTVio*CD4* con el porcentaje de
expresion de FOXP3 en el total de células viables (Figura 20G); y con la
frecuencia del CTLA-4* en la subpoblacion CD4*CD25*FOXP3* (Figura 20H),
al analizar todas las condiciones (CD25* y CD25sCD8ws + TGF-31,

transducidas o no transducidas).
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Figura 20. Viabilidad y funcionalidad de los timocitos CD25"sCD8"¢ modificados
genéticamente y/o tratados con TGF-B1. (A) Esquema representacion del protocolo
experimental, desde la disgregacion del timo hasta el dia 14. Las flechas indican el dia y
procedimiento realizado en cada paso. (B) Diagrama de puntos que muestra el
porcentaje de células viables para cada condicidn, a dia 7 y 14 (media + SEM). N=4 a dia
7 y N=3 a dia 14 en todas las condiciones. (C) Diagrama de puntos que muestra el
porcentaje de células transducidas, observado por la frecuencia de la expresion de la
proteina fluorescente verde (EGFP) (media + SEM). N=4 a dia 7 y N=3 a dia 14 en todas
las condiciones. La flecha representa el inicio del tratamiento con puromicina. D)
Diagrama de puntos que muestra el porcentaje de células que expresan FOXP3 en las
células vivas (media + SEM). Cada simbolo corresponde a un individuo, a dia 7 y 14. N=4
a dia 7 y N=3 a dia 14 en todas las condiciones. (E) Histograma con el porcentaje de
supresion de proliferacion de células diana CTVio*CD4, calculada utilizando el método
del indice de division (media + SEM) a dia 14. N=3 en cada condicién. (F) Histograma
con la frecuencia de expresion de CTLA-4 en la subpoblacién CD4CD25*FOXP3* dentro
de las células vivas, a dia 7 y 14 (media + SEM). N=4 a dia 7 y N=3 a dia 14 en todas las
condiciones. (G) Correlacion y regresion lineal (linea negra) entre la frecuencia de
supresion de la proliferacion de células CTVio'CD4* y el porcentaje de células vivas
expresando el FOXP3+*. Cada simbolo corresponde a un individuo. (H) Correlaciéon y
regresion lineal (linea negra) entre la frecuencia de supresion de la proliferacion de
células CTVio'CD4* y el porcentaje de células vivas expresando el CTLA-4* en la
subpoblacion CD4*CD25'FOXP3* de las CTVio™s. Cada simbolo corresponde a un
individuo. Estadisticamente significativo * cuando p < 0,05 al comparar las condiciones
indicadas determinado por el test de comparaciones multiples ANOVA de dos factores.
Las correlaciones se determinaron mediante la correlacion de rango de Spearman y se
consideraron estadisticamente significativos * cuando p<0,05. Figura publicada en
Gallego et al,. 2021 (187).

Por lo tanto, la induccidén de la expresion ectdpica del FOXP3 en células
timicas primarias CD258CD8"¢ tratadas con TGF-B1 es factible,
manteniendo una alta viabilidad. Sin embargo, no se materializo en una
expresion estable del FOXP3 dentro de las células que fueron transducidas.
Tampoco fue capaz de mantener la estabilidad en la expresion del CTLA-4, ni

una funcion supresora robusta u homogénea en las células modificadas

genéticamente.

VI.1.6 Las CD25"¢ +TGF-B1 son menos estables en ambientes pro-

inflamatorios que la poblacion thyTreg CD25*

Una de las caracteristicas mds valiosas de las Treg que se haya demostrado
para su uso seguro como inmunoterapia es su estabilidad fenotipica bajo

condiciones inflamatorias, ya que algunos tipos de Treg presentan una
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plasticidad celular muy alta hacia determinados tipos de Tconv, como las Th1
y Th17 (91, 189).

Debido a la inestabilidad en la expresion del FOXP3 y del CTLA-4 en las
células CD25s derivadas del timo, examinamos su estabilidad fenotipica re-
estimulando a las células CD25s tratadas con TGF-31, bajo ambientes pro-
inflamatorios polarizantes hacia los fenotipos Thl o Thl7 (Ver apartado
V.8.1). Este estudio fue realizado a dia 7, cuando las células CD25 + TGF-31
aun presentaban una alta expresion del FOXP3. Las células de la fraccion
CD25*, cuando se re-estimularon bajo condiciones de cultivo polarizantes
hacia fenotipos Th1 o Th17, casi no mostraron células productoras de IFN-v,
de IL-10 ni secrecion de IL-17, en comparacion con la condicion control sin
tratamiento polarizante (NT) (Figura 21A, B y C). Por lo tanto, tal y como
habia sido descrito anteriormente (77, 112), las CD25* procedentes de timo no
fueron susceptibles de cambiar su fenotipo bajo condiciones pro-
inflamatorias. Por el contrario, la fraccion CD25"¢¢ tratada con TGF-1 mostro
un aumento significativo en las frecuencias de células productoras de IFN-y
en la condicion de polarizacion Thl, en comparacion con la fracciéon CD25*
(Figura 21A). Ademas, las condiciones de polarizacion Th1, Th17 e, incluso,
una simple re-estimulacion, indujeron un aumento en la produccion de IL-17
y en el porcentaje de las células productoras de IL-10 (Figura 21B y C).
Finalmente, mientras que el porcentaje de células CD25"FOXP3* en la fraccion
CD25* no se vio afectado en ninguna de las condiciones polarizantes NT, Th1
0 Th17, las células de la fraccion CD258 +TGF-p1 mostraron una significativa
disminucion en la frecuencia de la subpoblaciéon CD25*FOXP3* cuando se
cultivé bajo la condicion de polarizacion hacia Thl (Figura 21D). Por lo tanto,
a pesar el tratamiento con el TGF-f31, las células CD25" presentaron una gran
capacidad de producciéon de citoquinas pro-inflamatorias cuando fueron
cultivadas en un ambiente polarizante hacia un fenotipo Th1, mostrando que

no se habian inducido correctamente las cualidades de las thyTreg.

También cuantificamos la produccidn intracelular de IL-2, IL-10 e IFN-y en
las fracciones de células CD25¢CD8¢ transducidas, o no, y tratadas con

TGF-B1 tras una re-estimulacion, pero sin un entorno pro-inflamatorio.
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Primeramente, tal y como se puede observar, la expresion de estas citoquinas
intracelulares fue menor en la subpoblacion FOXP3* con respecto a la
FOXP3res de la fraccion CD25msCD8¢¢ sin tratamiento con el TGF-p1. Esto
demuestra que la expresion del FOXP3 esta relacionada con una menor
produccion de citoquinas tras una re-estimulacion celular (Figura 21E).
Después, se observo un mayor porcentaje de células productoras IL-2 e IFN-
v, v frecuencias mas bajas de células productoras de IL-10, en todas las
condiciones CD25¢CD8n<¢ tratadas con TGF-81, independientemente de si
fueron transducidas o no, en comparacion con la fracciéon CD25*, aunque las
diferencias no fueron significativas en todas las comparativas (Figura 21F).
Finalmente, se observaron asociaciones negativas entre la frecuencia de la
poblacién CD25*FOXP3* y los porcentajes de células productoras de IFN-y o
de IL-10, al analizar todas las condiciones no CD25* (Spearman r = -0.8246, p
< 0.0001, y r = -0.5348, p = 0.0222, respectivamente. Figura 21G). A menor
frecuencia de CD25'FOXP3*, se observa una mayor inestabilidad para
producir citoquinas pro- y anti-inflamatorias en las fracciones celulares

derivadas de los timocitos CD25nes,
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Figura 21. Expresion de citoquinas por las células derivadas del timo después de una
re-estimulacion o bajo condiciones de polarizacion hacia otros fenotipos de células T.
En el dia 7, las CD25"s tratadas con TGF-{31 y las fracciones CD25* fueron re-estimuladas
mediante Dynabeads (NT) como condicion de control o se re-estimularon bajo
condiciones de polarizacion hacia fenotipos Thl o Thl7. Histogramas con: (A)
Frecuencias de células productoras de IFN-y (medido por citometria de flujo; media +
SEM). N=3. (B) Niveles de IL-17 (pg/mL) del sobrenadante fueron medidos por ELISA
(media + SEM). N=3. (C) Frecuencias de células productoras de IL-10 (medido por
citometria de flujo; media + SEM). (D) Los porcentajes de células CD25*FOXP3* dentro
de las células vivas (medido por citometria de flujo) (media + SEM). N=3. (E) Diagramas
de puntos con la produccion de citoquinas en células re-estimuladas sin un entorno
polarizante. Ejemplo de la estrategia de analisis para seleccionar células productoras de
citoquinas en la fraccion CD25CD8¢, segin la expresion de FOXP3. Las células
productoras de IL-2, IL-10 e IFN-y en las subpoblaciones FOXP3* y FOXP3res se
evaluaron mediante citometria de flujo. (F) Histogramas con el porcentaje de expresion
de las citoquinas IL-2, IL-10 e IFN-y detectadas en el total de células vivas (media + SEM).
N=3. (G) Correlaciones entre la frecuencia de las células CD25*FOXP3* dentro de las
células vivas, frente al porcentaje de células productoras de IFN-y (izquierda) y de IL-10
(derecha). Estadisticamente significativo * cuando p < 0,05. Estadistica proporcionada
por el test de comparaciones multiples ANOVA de un factor. Las correlaciones se
determinaron mediante la correlacion de rango de Spearman, correspondiendo cada
simbolo a un individuo. Se consideraron estadisticamente significativas todas las
comparaciones cuando p < 0,05. Figura publicada en Gallego et al,. 2021 (187).

En resumen, tal y como se esperaba, las thyTreg CD25* mostraron una gran
funcionalidad supresora y una evidente estabilidad fenotipica tanto en la
expresion del CD25 y del FOXP3 a lo largo de los dias de cultivo, como en la
escasa produccion de citoquinas pro-inflamatorias tras una re-estimulacion,
incluso a pesar de estar bajo entornos polarizantes Th1 y Th17. Sin embargo,
al contrario a lo observado en los linfocitos T CD4 naive de periferia, ni el
tratamiento con altas dosis de IL-2 y TGF-f31, ni la seleccion de la poblacion
CD4*CD25"sCD8"s mds pura, ni la transducciéon con vectores lentivirales
para forzar la expresion de un FOXP3 ectopico, avalan que se puedan usar los
timocitos CD25"8 como una fuente alternativa de thyTreg. Se puede asumir
que la expresion del FOXP3 esta estrechamente relacionada con la expresiéon
del CTLA-4, con la funcién supresora y con la estabilidad celular a la hora de
producir citoquinas pro-inflamatorias. Por lo tanto, parece muy improbable
utilizar de manera segura estos timocitos como una fuente alternativa de
thyTreg para terapias celulares supresoras y se requieren futuros estudios

para alcanzar ese fin.
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V1.2 Generacion de células de linea antigeno-especificas:
Deteccion del UniCAR y su capacidad de activacion

celular

Como fue demostrado anteriormente por nuestro grupo y que también ha
sido confirmado en el apartado VI.1 del presente estudio, las células thyTreg
CD25* procedentes de timo y expandidas ex vivo son muy estables y presentan
una alta capacidad supresora (112). Por ello, en esta segunda seccion de
resultados, nos centramos en estudiar la posibilidad de incrementar las
habilidades supresoras de las células thyTreg CD25* convirtiéndolas en
células especificas de Ag. Para ello, uno de los principales métodos para

llevarlo a cabo es la modificacion genética con CAR.

En nuestro laboratorio, nos hemos basado en la estructura del UniCAR cuyo
dominio extracelular es una estreptavidina monomérica (mSA2). A diferencia
de los CAR convencionales, que reconocen especificamente un Ag, este
mSA2-CAR ha sido especialmente disenado para reconocer la biotina de una
forma mucho mas especifica, con menos uniones aberrantes y con menos
potencial inmunogénico que otros andlogos, como la avidina (179). Debido a
la capacidad de reconocimiento de multiples dianas con una sola estructura
CAR, simplemente cambiando de intermediario biotinilado, este mSA2-CAR

también ha sido denominado como CAR Universal o simplemente UniCAR.

VI.2.1 El constructo UniCAR de 3° generacion se expresa en la

superficie de células de linea y activa las células que lo

expresan.

Gracias a los vectores lentivirales codificantes del UniCAR generados, fuimos

capaces de transducir eficazmente células de linea Jurkat, en las que
observamos una alta expresion de la proteina EGFP tras la transduccién. Aun
asi, aislamos las células EGFP* mediante el separador celular para obtener una
poblacion celular homogénea. Para confirmar que el constructo UniCAR
estaba expresandose correctamente, junto con la EGFP, marcamos las células

con dos compuestos biotinilados. Por un lado, usamos el fluorocromo Atto655
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unido a una biotina (Figura 22, izquierda). Por otro lado, utilizamos un
sistema de Ac primario biotinilado (IgG-Biotina de rata) mas un Ac
secundario fluorescente (algG-APC frente a rata) (Figura 22, derecha).
Mediante citometria de flujo, se puede observar que la proteina EGFP y la
sefal emitida en la longitud de onda de los fluorocromos co-expresan en las

células Jurkat modificadas para expresar el UniCAR.
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Figura 22. Expresion superficial del UniCAR en células de linea Jurkat. Células de
linea Jurkat transducidas con lentivectores que codificaban la proteina UniCAR y EGFP.
EGFP y UniCAR visualizado por citometria de flujo. Para marcar el UniCAR se uso:
(izquierda) el fluorocromo Atto-655-Biotina; y (derecha) la combinacién de un Ac
isotipico primario IgG de rata biotinilado con un Ac secundario algG-APC frente a rata
procedente de asno. Estos diagramas de puntos suponen un ejemplo representativo de
n=10.

VI.2.2 Los medios de cultivo y su suplementacion afectan al
UniCAR.

El constructo UniCAR se ha generado con el objetivo de llegar a ser parte del
arsenal inmunoterapéutico frente enfermedades humanas. El suero humano
puede contener biotina o biomoléculas derivadas de la biotina, como la
biocitina (190), pudiendo bloquear el contacto entre el UniCAR y el Ac
biotinilado de interés y, asi, impedir el efecto terapéutico deseado. Para
analizar si el suero humano tiene moléculas bloqueantes del UniCAR, durante
tres dias, se cultivaron Jurkat-UniCAR en dos medios clasicos de cultivo, el
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RPMI suplementado con 10% de FBS (RPMI-FBS) o el Xvivo-15 suplementado
con 5% SAB (Xvivo-SAB).

Cuando las células estan cultivadas en RPMI-FBS, la captacion del Atto665-
Biotina por parte del UniCAR se mantiene constante y sin interferencias. Por
el contrario, si las células estdn cultivadas en Xvivo-SAB, la captacién del
Atto665-Biotina es bloqueada y esa neutralizacion se mantiene en todo
momento durante el cultivo en este medio (Figura 23A). A continuacion, se
realizo un experimento en el que las Jurkat-UniCAR que estaban cultivadas
en un medio se cambiaron al otro, y viceversa. Se puede observar que la
neutralizacion del UniCAR ocurre en menos de 24 horas, ya que las células
que estaban en RPMI-FBS al inicio del experimento y que se cambiaron al
Xvivo-SAB pierden completamente la capacidad de captar el Atto655-Biotina.
Por el contrario, cuando las células que estaban cultivadas Xvivo-SAB se
cultivan en RPMI-FBS, esa captacion de Atto665-Biotina por el UniCAR se
restaura totalmente en 24 horas (Figura 23B). Finalmente, se estudi si el
origen de esa neutralizacion residia en el medio de cultivo o en los sueros de
suplementacién. Segun los resultados, este bloqueo es debido a las proteinas
disueltas en el medio de cultivo y no es dependiente de la suplementacion que
reciben, ya que se observa la misma capacidad de deteccion del Atto665-
Biotina en RPMI-FBS y RPMI-SAB, y en Xvivo-FBS y Xvivo-SAB (Figura 23C)
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Figura 23. Los medios de cultivo pueden neutralizar la capacidad de union del
UniCAR alabiotina. (A) Histograma que representa la deteccién del UniCAR en células
Jurkat-UniCAR cultivadas durante 3 dias en RPMI + 10% FBS (RPMI-FBS) o en Xvivo +
5% SAB (Xvivo-SAB). Cada dia, se analizan mediante citometria de flujo la sefal del
UniCAR tras marcar con Atto655-Biotina. Cada barra representa media + SEM de N=3
en cada condicion. (B) Histograma que representa la deteccién del UniCAR en células
Jurkat-UniCAR cultivadas hasta el dia 0 en RPMI-FBS o en Xvivo-SAB. A dia 0, se
intercambian los tipos de medios en los que estaban y se cultivan en el nuevo medio
durante 3 dias. Cada dia, se analizan mediante citometria de flujo la sefial del UniCAR
tras marcar con Atto655-Biotina. Cada barra representa media + SEM de N=3 en cada
condicion. * Diferencia significativa cuando p<0.05, proporcionado por el test de
comparaciones multiples ANOVA de dos factores. (C) Histograma que representa la
deteccion del UniCAR tras marcar con Atto655-Biotina en células Jurkat-UniCAR
cultivadas en RPMI + 10% de FBS, RPMI + 5% de Suero AB humano, Xvivo + 10% de FBS
y Xvivo + 5% de suero AB humano, mediante citometria de flujo. Cada barra representa
media + SEM de N=5 en cada condicién. * Diferencia significativa cuando p<0.05,
proporcionado por el test de comparaciones multiples ANOVA de un factor.

Teniendo en cuenta estos resultados, se pudo observar que la presencia de
suero AB humano no impide el reconocimiento del UniCAR vy asi, se pudo
optimizar y mejorar los protocolos de cultivo y transduccion de las

condiciones experimentales en los siguientes experimentos.
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VI1.2.3 El constructo UniCAR de 32 generacion activa a las células

de linea que lo expresan.

A continuacion, evaluamos la capacidad del UniCAR de estimular, mediante
sus dominios de activacion y co-estimuladores, a la célula que lo porta cuando
se produzca la cascada de reconocimiento entre esta célula, el Ac
intermediario biotinilado y el Ag diana. Para ello, medimos el porcentaje de
expresion de una proteina asociada con la activacion temprana, el CD69 (191),
tras 24 horas de cultivo bajo diferentes condiciones. Por un lado, cultivamos
ambos tipos de células de linea en solitario y estudiamos si la sola presencia
de un Ac biotinilado (aDC-SIGN-Biotina) seria suficiente para desencadenar
la cascada de activacion celular. Por otro lado, co-cultivamos las Jurkat-
UniCAR con otras células de linea, las THP1 que expresaban la proteina DC-
SIGN y con el intermediario aDC-SIGN-Biotina necesario para el
reconocimiento de la diana. Se emplearon diversos controles negativos, como
los cultivos o co-cultivos de células sin ningtin tipo de Ac biotinilado o las
células Jurkat no transducidas, asi como el control positivo de activacién
celular (+ PHA) (Ver apartado V.6.1).

Estudiando los niveles de activacion segin la intensidad media de
fluorescencia del CD69 (MFI, por sus siglas en inglés), los resultados indican
que las Jurkat-UniCAR incrementan su expresion del CD69 cuando reconocen
la biotina del Ac intermediario, independientemente de si hay, o no, una
célula expresando la proteina diana de interés. Estos niveles son muy
superiores a los mostrados en las Jurkat sin transducir, aunque estos no
alcanzan los niveles de activacion de los controles positivos. Por otro lado, sin
el Ac intermediario, las Jurkat-UniCAR no se estimulan y tienen unos niveles

de expresion del CD69 similares a los de las Jurkat sin transducir (Figura 24).
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Figura 24. Activacion mediada por UniCAR en células de linea Jurkat. Tras 24 horas
de cultivo, se estudié la MFI (Intensidad media de fluorescencia) de la expresion del
CD69 en Jurkat sin transducir y Jurkat-UniCAR que fueron cultivadas solas, o con
células de linea THP1-DC-SIGN. Estas condiciones fueron a su vez cultivadas sin Ac
intermediario (control negativo), estimuladas con PHA (control positivo) o cultivadas
con Ac intermediario aDC-SIGN biotinilado. Estos histogramas suponen un ejemplo
representativo de n=3 experimentos.

Por lo tanto, la estructura del UniCAR fue capaz de estimular eficazmente a
la célula de linea que lo porta. Sin embargo, la sola presencia del Ac
biotinilado fue suficiente para inducir esta activacion en las Jurkat-UniCAR,
sin que fuera necesario la presencia de la célula diana. Este fendmeno podria
suponer un problema ya que las células que portan el UniCAR deberian ser
capaces de activarse sdlo bajo la combinacion de la diana y del intermediario

biotinilado adecuado.

VI3 Generacion de células primarias humanas especificas

de antigeno: Expresion del UniCAR

Gracias a los conocimientos generados tras trabajar con las células de linea, se
optimizaron las condiciones de cultivo celular y el protocolo de transduccion
con los diferentes constructos en las diferentes células primarias que se usaron

para los siguientes experimentos (linfocitos Tconv y thyTreg).
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VI.3.1 Transduccion de células primarias con los UniCAR vy

seleccion de las correctamente modificas

Tras la obtencion de las células primarias, ya fueran células mononucleares
de sangre periférica (CMSP) o thyTreg extraidas del timo (Ver apartados V.3.1
y V.3.2), estas fueron activadas mediante Dynabeads y transducidas con los
vectores lentivirales correspondientes. En ambos casos, 3 dias después del
inicio de la activacion se retiraron las Dynabeads y se lavaron las células (Ver
apartados V.4.3 y V.4.4). En este mismo dia, se valord el porcentaje de
viabilidad y, como resultado, no se observaron diferencias entre los

constructos utilizados, siendo en la mayoria de los casos entorno al 70%
(Figura 25A).

El mismo dia 3, se estudiaron los niveles de expresion del EGFP y de UniCAR.
Se pueden apreciar tres subpoblaciones segun la expresion del EGFP, una
negativa, una positiva intermedia y otra altamente positiva. Es remarcable el
hecho de que, en todos los casos, la poblacion EGFP positiva intermedia es
negativa para el Atto665-Biotina y, por tanto, negativa también para el
UniCAR. Esta poblacion EGFP*UniCAR" supone en torno al 10-15% del total
de células vivas, mientras que la poblacion con la expresién mas alta de EGFP,
que a su vez concordaba con la expresion mas elevada de Atto665-Biotina y,

por tanto, del UniCAR, suponia entre el 30 y el 40%. (Figura 25B).
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Figura 25. Viabilidad y expresion superficial del UniCAR y EGFP en células
primarias. (A) Diagramas de puntos que muestran la viabilidad de células primarias que
fueron transducidas con lentivectores que codificaban la proteina UniCAR y EGEFP,
visualizados por citometria de flujo a dia 3 desde el inicio del experimento. Para marcar
la Viabilidad se usé6 7AAD. (B) Diagramas de puntos que muestran las proteinas
UniCAR y EGFP de células primarias, visualizados por citometria de flujo a dia 3 desde
el inicio del experimento. Para marcar el UniCAR se usd el fluorocromo Atto655-Biotina.
Estos diagramas de puntos suponen un ejemplo representativo de lo observado con
todas las células primarias de esta tesis, tanto las Tconv como las thyTreg modificadas
genéticamente.

Para enriquecer la fraccion celular que expresaba dptimamente el UniCAR, se
aisld, mediante un separador celular (MACSQuant® Tyto®), la poblacién
EGFPa°, pues esta poblacion era la que mostraba mayor expresion de
UniCAR. Tal y como se puede observar, la poblacion de células obtenidas tras
el proceso de seleccion por EGFP, mostraron una viabilidad y una pureza
superiores al 90% en la poblacion EGFPt y, por tanto, en UniCAR (Atto655-
Biotina positivo) (Figura 26).
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Figura 26. Expresion superficial del UniCAR y EGFP en células primarias tras
seleccion celular de la poblacion EGFPat. Izquierda: Diagrama de puntos que muestra
la viabilidad de Tconv tras el proceso de seleccidn celular, visualizado por citometria de
flujo. Derecha: Diagramas de puntos que muestran las proteinas UniCAR y EGFP en las
Tconv que fueron transducidas con lentivectores tras el proceso de seleccion de la
poblacion EGFP°, visualizados por citometria de flujo. Para marcar el UniCAR se usé
el fluorocromo Atto655-Biotina. Estos diagramas de puntos suponen un ejemplo
representativo de lo observado con todas las células primarias transducidas y aisladas,
tanto las Tconv como las thyTreg modificadas genéticamente.

Paralelamente, y siguiendo los mismos protocolos descritos anteriormente, se
transdujeron las células primarias con el vector que codificaba el CAR19
(CAR-T ARI-0001), cedido por el Hospital Clinic de Barcelona y ya utilizado

en pacientes (192-194). Como este constructo no contenia en su estructura
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secuencia codificante de la proteina EGFP, o cualquier otro marcador, no se

pudieron purificar mediante el seleccionador celular.

V1.3.2 Viabilidad y porcentaje de transducciéon a dia 7 de las

células primarias

El dia 7 desde el inicio del experimento, se estudid la viabilidad de todas las
células primarias modificadas genéticamente y su control no transducido
(NT). Se puede apreciar que no existen diferencias significativas en la
viabilidad entre las condiciones de células primarias modificadas para
expresar alguna variedad del UniCAR o el CARI19, con respecto de la
condicion control NT (Figura 27A). También se estudio a dia 7, transcurridas
24h desde el aislamiento, el porcentaje de la poblaciéon de células vivas que
seguian expresando la proteina EGFP, y se observd que la pureza de las
células EGFP* era superior al 95% (Figura 27B).

Por otro lado, para poder cuantificar el porcentaje de las células correctamente
transducidas con el CAR19, se usdé una molécula de CD19 unida a un
fluorocromo FITC (Figura 27C). El porcentaje de poblacién que era CAR19
positiva a dia 7 desde el inicio del experimento fue, de media, 70%,
(alcanzando en algunos experimentos hasta el 90%) (Figura 27D), sin haber

utilizado el aislador celular.
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Figura 27. Evaluacion de la viabilidad y porcentaje de transduccion de las células
primarias (Tconv y thyTreg) a dia 7. (A) Diagrama de cajas y bigotes que representa la
media (+), la mediana (linea negra horizontal) y las barras de error del valor minimo al
maximo del porcentaje de viabilidad de las células primarias no transducidas, tanto
Tconv como thyTreg (NT) (N=9) y de las mismas células con expresion de alguna
variedad del UniCAR (N=9 de cada condicién) o el CAR19 (N=7) a dia 7. (B) Diagrama
de cajas y bigotes que representa la media (+), la mediana (linea negra horizontal) y las
barras de error del valor minimo al maximo del porcentaje de expresion del EGFP en las
condiciones de células primarias no transducidas (NT) y transducidas con alguna
variedad del UniCAR a dia 7. N=9. Diferencia estadisticamente significativa * cuando
p<0,05, proporcionado por el test de comparaciones multiples ANOVA de un factor
comparando las condiciones transducidas con la NT. (C) Diagramas de puntos que
muestran células primarias que fueron transducidas con lentivectores que codificaban la
proteina CAR19. Se us6 una molécula de CD19-FITC para visualizar directamente el
CAR19 por citometria de flujo. Estos diagramas de puntos suponen un ejemplo
representativo de 7 experimentos. (D) Diagrama de cajas y bigotes que representa la
media (+), la mediana (linea negra horizontal) y las barras de error del valor minimo al
maximo del porcentaje de expresion de la CD19-FITC en las condiciones de células
primarias no transducidas (NT) y transducidas con el CAR19, a dia 7. N=7. Diferencia
estadisticamente significativa * cuando p<0,05, proporcionado por test de Mann-
Whitney.

Por tanto, en este apartado se concluye que los diferentes tipos de UniCAR

son capaces de ser introducidos y expresados correctamente en células
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primarias. A su vez, gracias al separador celular, conseguimos enriquecer las

poblaciones con mayor expresion de los UniCAR.

V1.4 Fenotipo y funcionalidad de las Tconv-UniCAR

Hasta ahora, la mayoria de estrategias terapéuticas en preclinica o en ensayos
clinicos basadas en construcciones CAR han utilizado linfocitos Tconv CD4*
y/o CD8* (158). Del mismo modo, los constructos UniCAR principalmente se
han usado como novedosas estrategias de inmunoterapia antitumoral en las
células Tconv. Por ello, el siguiente paso de este estudio fue analizar si las
Tconv modificadas genéticamente con nuestros constructos UniCAR o con el
constructo CAR19, desarrollaban las mismas propiedades a lo observado en

otros estudios.

VI.4.1 Fenotipo a dia 7 de las Tconv transducidas

Tras comprobar que las células primarias tenian una gran viabilidad y
porcentaje de transduccion a dia 7 (Ver apartado VI.3), se estudio la expresion
de otros marcadores para determinar si la modificacion genética podria
generar cambios fenotipicos en las CMSP. Debido a que la mayor parte de la
poblacion de todas condiciones era CD3 positiva a dia 7 (Ver apartado V.4.3),

estas células se denominaron como Tconv (Figura 28).
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Figura 28. Expresion superficial del CD3 en CMSP tras el protocolo de activacion,
transduccion y seleccion celular de la poblacion EGFPa!. (A) Diagrama de puntos que
muestra la expresion de CD3 en las CMSP que fueron transducidas, visualizado por
citometria de flujo a dia 7. (B) Histograma que representa la media + SEM del porcentaje
de expresion del CD3 en las condiciones de Tconv no transducidas (NT) y transducidas
con alguna variedad del UniCAR o CAR19 a dia 7. N=3. Diferencias no significativas,
proporcionado por el test de comparaciones multiples ANOVA de un factor.

Dentro de estas CD3 positivas, se estudid la expresion de los marcadores CD4
y CD8. Los resultados muestran que las frecuencias de las subpoblaciones
CD4* y CD8* fueron muy parecidas en todas las condiciones (Figura 29A).
Tampoco se observo diferencias significativas en la expresion de estos

marcadores entre ninguna de las condiciones de células modificadas

genéticamente con respecto a las Tconv-NT (Figura 29B).

A Tconv-NT Tconv-UniCAR Tconv-UniCARCD28 Tconv-UniCAR41BB Tconv-CAR19
" TcD4e: 42,46%] | op: 7.51%] " TcDas: 54,93%] | oP: 5,38%| "* TcD4+: 51,77%] | oP: 3,70%] Tcp4-: 55,22%) | op: 4,70%] ** TcD4e: 47,43%] | DP: 4,41%
“ 1 It
© s B s 3 s t v s
4 iDN: 5,31% CDB+: 44,71%| 5 1DN: 1,00% CD8+: 38,69%| . iDN: 1,25% CD8+: 43,28%| | DN: 1,02% CDB+: 39,06%| , :DN: 4,45% [CD8+: 43,715/
5 0 0 Y- T R 10 R R YRR 0 e w5 e W0 W w5 0 10! o w
B CD8
100~ CD4+ 100- CDs8+
v v
¢ ¢
2 | 80 2 | 804
12 1%
o )
= | 604 A v = | 604 ° . A v
8 T . 8 57 T T
|4 3 G | 40 i Y
+ < A . +
z 2
o | 207 8 204
S X
0 - T T 0 T T :
Tconv Tconv Tconv Tconv Tconv Tconv Tconv Tconv Tconv Tconv
-NT -UniCAR -UniCAR -UniCAR -CAR19 -NT -UniCAR -UniCAR -UniCAR -CAR19
CD28 41BB CD28 41BB

Figura 29. Expresion superficial del CD4 y CD8 en Tconv tras la transduccion y
seleccion celular de la poblacion EGFPat. (A) Diagramas de puntos que muestran la
expresion de CD4 y CD8 en Tconv que fueron transducidas, o no, con lentivectores,
visualizados por citometria de flujo a dia 7. (B) Histogramas que representan la media +
SEM del porcentaje de expresion del CD4 (izquierda) y CD8 (derecha) en las condiciones
de Tconv no transducidas (NT) y transducidas con los diferentes constructos UniCAR o
CAR19 a dia 7. N=3. Diferencias no significativas, proporcionado por el test de
comparaciones multiples ANOVA de un factor.

Por lo tanto, tras aplicar el protocolo de activacion, transduccion y seleccion
en las CMSP, la mayor parte de las células resultantes son linfocitos Tconv
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CD3*y la modificacion genética no modificéd el ratio CD4* o CD8* en estas

células.

VI.4.2 Activacion de células Tconv mediada por el UniCAR de

tercera generacion.

Una vez definido el fenotipo de las células Tconv modificadas genéticamente,
se estudio in vitro sila proteina UniCAR de 3% generacion actuaria en las Tconv
con la misma especificad parcial a la mostrada en las células Jurkat-UniCAR
(Ver apartado VI.2.3).

Para ello, a dia 7 se cultivaron las Tconv-NT y las Tconv-UniCAR en solitario
con el Ac aCD19-Biotina, con los Ac intermediarios controles, como el Ac
Isotipico inespecifico biotinilado (IgG-Biotina) y el aCD19 sin biotina, o en
ausencia de Ac intermediario. Como control positivo de activacidn, las células

en el cultivo fueron estimuladas con PHA (Ver apartado V.6.2).

Por otro lado, las Tconv-NT y las Tconv-UniCAR fueron también co-
cultivadas con células de linea K562-CD19-CTVio* junto con los Ac aCD19-
Biotina, IgG-Biotina y el aCD19 sin biotina; o en ausencia de Ac intermediario.
Tras 24 y 72 horas de co-cultivo, se analizd la activacion celular en las células
Tconv y la viabilidad de las células diana K562-CD19-CTVio*, mediante
citometria de flujo (Ver apartado V.6.2).

Estudiando el marcador de activacion CD25 en las Tconv cultivadas solas,
podemos observar que no hay diferencias significativas en cuanto a la
expresion del CD25 entre las distintas condiciones de las células Tconv-NT,
exceptuando el control positivo (células + PHA), tal y como era de esperar.
Remarcablemente, al contrario a lo observado en las Jurkat-UniCAR, las
Tconv-UniCAR cultivadas solas con diferentes Ac intermediarios, incluso
biotinilados, no muestran una expresiéon del CD25 significativamente
superior a la mostrada por las Tconv-UniCAR cultivadas solas y sin Ac. Y,
aunque en la mayoria de las condiciones de Tconv-UniCAR la expresion del
CD25 es ligeramente superior a la de las Tconv-NT, incluso en la condicién de
ausencia de Ac intermediarios, tampoco se observan diferencias significativas

entre ellas (Figura 30A).
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Por otro lado, cuando se realiza el co-cultivo de las Tconv-UniCAR con las
K562-CD19-CTVio* y se le anade el aCD19-Biotina, se puede observar que la
expresion del CD25 en las Tconv-UniCAR es significativamente mayor al
mostrado por las condiciones con Ac intermediarios control (a«CD19 sin
biotina e IgG-Biotina) o la condicion sin Ac e, incluso, ligeramente superior a
la observada en el control positivo de activacion con PHA a las 72 horas
(Figura 30Ay B). Ademas, la expresion del CD25 en todas las condiciones de
co-cultivo con las Tconv-UniCAR es también muy superior a la mostrada por
todas las condiciones las células Tconv-NT co-cultivadas (Figura 30B). Esta
aumentada expresion basal del CD25 en todas las condiciones Tconv-UniCAR
con respecto a las Tconv-NT podria deberse al efecto de los dominios de co-

estimulacion del UniCAR sobre el estado de activacion tonica celular.
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Figura 30. Evaluacion de la expresion del marcador de activacion CD25 en Tconv. (A)
Diagramas de lineas que representan la media + SEM del porcentaje de expresion del
CD25 en las células vivas tanto de las Tconv no transducidas (NT) (izquierda), como de
Tconv-UniCAR (derecha) antes del co-cultivo, tras 24 y 72 h de co-cultivo,
respectivamente. Células que fueron cultivadas solas sin Ac intermediario, o en
presencia de los Ac aCD19-Biotina, aCD19 sin biotina e IgG-Biotina. Como control
positivo de activacidn, las células fueron estimuladas con PHA (N=3). (B) Diagramas de
lineas que representan la media + SEM del porcentaje de expresién del CD25 en las
células vivas de las Tconv no transducidas (NT) (izquierda) y de Tconv-UniCAR
(derecha) antes del co-cultivo, tras 24 y 72 h de co-cultivo, respectivamente. Células co-
cultivadas con K562-CD19-CTVio* en ausencia de Ac, o en presencia de los Ac aCD19-
Biotina, aCD19 sin biotina e IgG-Biotina. Ratio de co-cultivo 1:1 (K562-CD19-CTVio* :
Tconv) (N=3). Diferencias estadisticamente significativas * cuando p<0,05 con respecto a
las condiciones en ausencia de Ac intermediarios. Diferencias estadisticamente
significativas # cuando p<0,05 con respecto al resto de condiciones en el mismo dia de
analisis, excepto en el caso de Tconv-UniCAR + K562-CD19-CTVio* + aCD19-Biotina,
diferencias significativas con todas las condiciones excepto a Tconv-UniCAR + K562-
CD19-CTVio* + IgG-Biotina, proporcionado por el test de comparaciones multiples
ANOVA de dos factores.

En resumen, el constructo UniCAR es capaz de estimular eficazmente a las
células Tconv que lo portan cuando el Ac biotinilado adecuado es combinado
junto con las células diana. Sin embargo, el UniCAR también induce una cierta

activacion basal en las Tconv tanto en co-cultivos solo con células diana, como

en presencia solo de algtin Ac biotinilado sin células diana.

VI.4.3 Activacion de las células Tconv mediada por los UniCAR

de segunda generacion

Una vez comprobamos que el UniCAR de 3? generacién actuaba de una
manera mas eficaz y especifica en las Tconv que en las células de linea Jurkat-
UniCAR, estudiamos si la alteracién de los dominios de co-estimulacién,
dando lugar a los UniCARCD28 y UniCAR41BB, podia afectar a su capacidad
de inducir activacién en las Tconv y la funcién citolitica de estas. También
estudiamos en paralelo el comportamiento de las Tconv transducidas con el
CAR19

En las condiciones de Tconv-UniCAR cultivadas solas, el marcador CD25 se
ve enormemente incrementado en las Tconv-UniCARCD28 cultivadas
unicamente con el aCD19-Biotina, alcanzando, incluso superando a las 72

horas, los valores del control positivo de activacion con PHA. Este nivel de
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activacion celular es también muy superior al observado en la condicién
Tconv-UniCAR cultivadas con el aCD19-Biotina (Figura 31A y B). En el caso
de las Tconv-UniCAR41BB, la expresion del CD25 en la condicién de células
solas sin Ac es ligeramente superior a la mostrada por las Tconv-UniCAR. Al
contrario que las Tconv-UniCARCD28, en la condicion de Tconv-
UniCAR41BB cultivadas con el aCD19-Biotina, a pesar de que la expresion
del CD25 se ve incrementada, esta no alcanza a la mostrada por el control
positivo de activacién (Figura 31C). Por ultimo, la condicién de células Tconv-
CAR19 cultivadas solas, puesto que no necesitan Ac intermediarios, tienen la
misma expresion basal del CD25 que las Tconv-UniCAR41BB sin Ac

intermediario (Figura 31D).
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Figura 31. Evaluacion de la expresion del marcador de activacion CD25 en las Tconv
modificadas genéticamente cultivadas en solitario. Diagramas de lineas que
representan la media + SEM del porcentaje de expresion del CD25 en las células vivas de
las condiciones experimentales (A) Tconv-UniCAR, (B) Tconv-UniCARCD28, (C) Tconv-
UniCAR41BB y (D) Tconv-CAR19 antes del co-cultivo, tras 24 y 72 h de co-cultivo,
respectivamente. Células que fueron cultivadas solas o en presencia de Ac aCD19-
Biotina. Como control positivo de activacion, las células fueron estimulados con PHA
(N=3). Diferencias estadisticamente significativas * cuando p<0,05 con respecto a las
condiciones en ausencia de Ac intermediarios, proporcionado por el test de
comparaciones multiples ANOVA de dos factores.

Por otra parte, se co-cultivaron las Tconv modificadas genéticamente con las
células diana K562-CD19-CTVio*. En la condicion de co-cultivo sin Ac
intermediario, las células Tconv-UniCAR muestran una expresion del CD25
reducida y estable a lo largo de los dias de co-cultivo (Figura 32A). En el caso
de las Tconv-UniCARCD2S, tras 24 y 72h de co-cultivo en ausencia de Ac
intermediarios, el porcentaje de CD25 aumenta progresivamente (Figura 32B),
alcanzando la expresion del CD25 observada en la misma condicion de co-
cultivo con las Tconv-UniCAR41BB (Figura 32C), siendo esta expresion de
ambos grupos de células superior a la de las Tconv-UniCAR. Sin embargo, las
tres variedades de Tconv-UniCAR mostraron un patrén de activacion muy
similar cuando se co-cultivaron con las K562-CD19-CTVio* en presencia del
aCD19-Biotina, alcanzando todas ellas el maximo de expresion del CD25
(Figura 32A, B y C). Finalmente, las Tconv-CAR19 co-cultivadas con las K562-
CD19-CTVio* en ausencia de Ac intermediarios, ya que estas células no los
necesitan, presentan un alto porcentaje de activacién, aunque este es

ligeramente inferior al observado en las tres variedades de Tconv-UniCAR
(Figura 32D).
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Figura 32. Evaluacion de la expresion del marcador de activacion CD25 en las Tconv
modificadas genéticamente co-cultivadas con K562-CD19-CTVio*. Diagramas de
lineas que representan la media + SEM del porcentaje de expresion del CD25 en las
células vivas de las condiciones experimentales (A) Tconv-UniCAR, (B) Tconv-
UniCARCD2S8, (C) Tconv-UniCAR41BB y (D) Tconv-CAR19 antes del co-cultivo, tras 24
y 72 h de co-cultivo, respectivamente. Células que fueron co-cultivadas con células de
linea K562-CD19-CTVio* en ausencia o en presencia de Ac aCD19-Biotina. (N=3).
* cuando p<0,05 con respecto a las
condiciones en ausencia de Ac intermediarios, proporcionado por el test de
comparaciones multiples ANOVA de dos factores.

Diferencias estadisticamente significativas

Por lo tanto, el UniCAR de tercera generacion activan correctamente a las
Tconv que lo portan en presencia de células dianas y del Ac intermediario
biotinilado adecuado, siendo superior esta activacion a la inducida por el
CAR19. Las células portadoras de ambos UniCAR de segunda generacion

también inducen una alta activacion en presencia de células dianas y del Ac
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intermediario biotinilado adecuado. Sin embargo, también se estimulan en
gran medida en presencia tnicamente del Ac biotinilado o de las células
diana, por separado. Esta especificidad podria suponer un impedimento para

su uso terapéutico.

VI1.4.4 Diferencias en la lisis celular inducida segun los UniCAR

que porten las Tconv

Tras estudiar la activacion mediada por las diferentes proteinas UniCAR en
las células Tconv, analizamos si estos constructos tuvieron un impacto en la
actividad citolitica de las Tconv sobre las K562-CD19-CTVio*. Para ello,
estudiamos la viabilidad de estas células diana K562-CD19-CTVio* tras ser co-
cultivadas con las diferentes variedades de Tconv. Tal y como se esperaba, las
células Tconv-CAR19 reducen mucho mas la viabilidad de las células diana
que las Tconv-NT y las diferentes Tconv-UniCAR en ausencia de Ac
intermediarios, después de 24 y 72 horas de co-cultivo (viabilidad células
diana en co-cultivo con Tconv-NT: 80,3% + 17,09%; Tconv-UniCAR: 66,87% +
30,2%; Tconv-UniCARCD28: 65,7% + 29,15%; Tconv-UniCAR41BB: 65,55% +
29,7%; Tconv-CAR19: 52,47% + 23,48%, tras 72 horas de co-cultivo). De igual
modo a lo mostrado anteriormente, las tres variedades de Tconv-UniCAR
tienen un efecto citolitico sobre la viabilidad de las células diana superior al
de las Tconv-NT, probablemente debido al superior estado de activacion basal
inducido por los UniCAR (Figura 33A).

Por otro lado, paraddjicamente la presencia del Ac aCD19-Biotina afecta a la
viabilidad de las K562-CD19-CTVio*, incluso, en los co-cultivos con las Tconv-
NT. Teniendo en cuenta este fendmeno, se puede observar que todas las
condiciones de Tconv-UniCAR presentan una mayor capacidad citolitica de
las células diana que las Tconv-NT e, incluso, que las Tconv-CAR19, cuando
se anade aCD19-Biotina al co-cultivo (viabilidad células diana en co-cultivo
con Tconv-NT: 50,62% + 13,31%; Tconv-UniCAR: 38,2% + 15,39%; Tconv-
UniCARCD28: 40,03% + 17,93%; Tconv-UniCAR41BB: 34,88% + 15,49%, tras
72 horas de co-cultivo) (Figura 33B).

151



A Viabilidad de K562-CD19 B Viabilidad de K562-CD19

SinAc +aCD19-Biotina
100+ [ | 100+ "
% 80+ . 80+
2
@
= | 601 601
@
o
=
oS | 40 40
E
=
>
|2 20
0 . . r r 0 . . r r
Oh 24h 48h 72h Oh 24h 48h 72h
Teonv- __ Tconv- Tconv- - Tconv- Tconv-
NT UniCAR UniCARCD28 UniCAR41BB CAR19

Figura 33. Evaluacién de la viabilidad de la poblacion de células diana en los co-
cultivos. (A) Diagramas de lineas que representan la media + SEM del porcentaje de
viabilidad de las células de linea diana K562-CD19-CTVio*, cuando son co-cultivadas en
ausencia de Ac intermediarios con las células Tconv no transducidas (NT), Tconv-
UniCAR, Tconv-UniCARCD28, Tconv-UniCAR41BB y Tconv-CAR19 antes del co-
cultivo, tras 24 y 72 h de co-cultivo, respectivamente. N=3. (B) Diagramas de lineas que
representan la media + SEM del porcentaje de viabilidad de las células de linea diana
K562-CD19-CTVio*, cuando son co-cultivadas en presencia del Ac intermediario aCD19-
Biotina con las células Tconv no transducidas (NT), Tconv-UniCAR, Tconv-
UniCARCD28 y Tconv-UniCAR41BB antes del co-cultivo, tras 24 y 72 h de co-cultivo,
respectivamente. N=3. Para marcar la Viabilidad se us6 7AAD. Ratio de todas las
condiciones 1:1 (Tconv : Cel. Diana). Diferencias no significativas proporcionado por el
test de comparaciones multiples ANOVA de dos factores.

Gracias a estos resultados, concluimos en este apartado que: I) El UniCAR de
3% generacion activa de una forma mas especifica a las células primarias Tconv
que lo portan que a las células de linea Jurkat. II) Las células Tconv-
UniCARCD28 tienen una activacion especifica de biotina, pero inespecifica de
la presencia de la célula diana. Esto también se observa en las Tconv-
UniCAR41BB, pero en menor media, y no lo presentan las Tconv-UniCAR.
Esta activacion inespecifica podria suponer una limitacion en la aplicacion
terapéutica de las Tconv con ambos UniCAR de segunda generacion. III) Estas
diferencias en la activacion mediada por los diferentes UniCAR en las Tconv

no afectan a su capacidad citolitica, que es incluso mayor a la observada por
las Tconv-CAR19.
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VL5 thyTreg-UniCAR

Hemos observado que los diferentes tipos de UniCAR inducen distintos
perfiles de estimulacion en las Tconv, siendo el UniCAR de tercera generacion
el que mostro mayor especificidad. Con el objetivo de elegir el mejor
constructo para las thyTreg, y teniendo en cuenta que los dominios co-
estimuladores actiian de una forma diferente en Tconv y en Treg (195, 196),
decidimos continuar con el estudio de los tres tipos de UniCAR. De igual
modo, se usaron thyTreg transducidas con el CAR19, constructo que ya esta

siendo usado en la clinica.

VIL.5.1 Fenotipo de las células thyTreg modificadas genéticamente

En primer lugar, se verifico si la modificacion genética con los diferentes tipos
de UniCAR podria afectar al fenotipo de las thyTreg. Para ello, tras el
protocolo de activacion, transduccion y expansion (Ver apartado V.4.4), se

estudiaron los marcadores celulares clasicos de las thyTreg, el CD25 y FOXP3.

Se puede observar que la poblacién CD25*FOXP3* dentro de las células vivas
es superior al 90%, de media, y no varia entre las distintas condiciones de
células modificadas genéticamente y tras el aislamiento de la poblaciéon
EGFPa!to, con respecto a la condicion NT. Ademas, las thyTreg también se han
descrito clasicamente como CD4* (197, 198) o DP CD4*CDS8* (112). La
modificacion genética de las thyTreg con los UniCAR tampoco altera la
expresion del CD4, CD8 o el porcentaje de la poblacion DP CD4*CD8* con
respecto a las thyTreg-NT (Figura 34A y B).
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Figura 34. Expresion de marcadores de las thyTreg a dia 7 de cultivo. (A) Diagramas
de puntos que muestran la expresion de CD25, FOXP3, CD4 y CDS8 en las células
thyTreg, visualizados por citometria de flujo a dia 7, tras el protocolo de activacion,
transduccion y seleccion de la poblacion EGFPa. Estos diagramas de puntos suponen
un ejemplo representativo de lo observado en las thyTreg. (B) Diagramas de cajas y
bigotes que representan la media (+), la mediana (linea negra horizontal) y las barras de
error del valor minimo al maximo del porcentaje de expresiéon de la poblaciéon
CD25FOXP3* (arriba-izquierda), CD4* (arriba-derecha), CD8* (abajo-izquierda) y DP
CD4+CDS8" (abajo-derecha) en la poblacion de células vivas de las condiciones thyTreg
no transducidas (NT) (N=22), thyTreg-UniCAR (N=22), thyTreg-UniCARCD28 (N=22);
thyTreg-UniCAR41BB (N=22) y thyTreg-CAR19 (N=16). Diferencias no significativas
proporcionado por el test de comparaciones multiples ANOVA de un factor.
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Igualmente, se analizd otros marcadores clasicos asociados activamente con
la estabilidad fenotipica, como HELIOS (199, 200) y en la funcionalidad
supresora de las Treg, como el CTLA-4 o ICOS, entre otros (42, 201). Se puede
observar que la expresion de estos marcadores es elevadisima en todas las
condiciones y no se observan diferencias significativas entre ninguna de ellas
con respecto a las thyTreg-NT. En el caso de otras proteinas que intervienen
en la funcién supresora, como el LAP y LAG3, la expresion media es cercana
al 50% y al 30%, respectivamente, en todas las condiciones y no se observan
diferencias significativas entre ninguna de ellas con respecto a las thyTreg-
NT. Las proteinas GITR (de media 20%) y CD73 (de media 10%) apenas son
expresadas por las thyTreg y tampoco se observan diferencias significativas
entre las condiciones con respecto a las thyTreg-NT. Finalmente, a pesar de
que las diferencias en la expresiéon de la GranzB y la Perforina no son
significativas, se puede observar una diferencia en los porcentajes de
expresion entre los diferentes tipos de las thyTreg. De hecho, la expresion de
la GranzB en las thyTreg-UniCAR (14,15% + 4,4%; media + SEM) es el doble a
la mostrada por las thyTreg-NT (7,5% + 2,9%; media + SEM). En el caso de la
Perforina, la expresion de las thyTreg-UniCAR, thyTreg-UniCARCD28 y
thyTreg-UniCAR41BB (13,98% =+ 7,2%; 15,15% * 6,3% y 18,95% + 9,7%,
respectivamente, media + SEM) triplica a la mostrada por las thyTreg-NT
(5,76% =+ 2,67%, media + SEM). En el caso de las thyTreg-CAR19, no muestran
estos incrementos en la expresion de estas dos proteinas y su porcentaje es

muy similar al observado en las thyTreg-NT (Figura 35).
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Figura 35. Expresion de marcadores asociados a la estabilidad fenotipica o a la
funcionalidad de las thyTreg, a dia 7. Diagramas de cajas y bigotes que representan la
media (+), la mediana (linea negra horizontal) y las barras de error del valor minimo al
maximo del porcentaje de expresion de la poblacion HELIOS* (arriba-izquierda: N=5 en
thyTreg-NT y en thyTreg-UniCARCD28; N=4 en thyTreg-UniCAR y en thyTreg-
UniCAR41BB; y N=3 en thyTreg-CAR19), CTLA-4* (arriba-medio: N=7 en thyTreg-NT;
N=6 en thyTreg-UniCAR, en thyTreg-UniCARCD28 y en thyTreg-UniCAR41BB; y N=4
en thyTreg-CAR19), ICOS* (arriba-derecha: N=5 en thyTreg-NT y en thyTreg-
UniCARCD28; N=4 en thyTreg-UniCAR y en thyTreg-UniCAR41BB; y N=3 en thyTreg-
CAR19), LAP* (medio-izquierda: N=5 en thyTreg-NT y en thyTreg-UniCARCD28; N=4
en thyTreg-UniCAR y en thyTreg-UniCAR41BB; y N=3 en thyTreg-CAR19), LAG3*
(medio-medio: N=7 en thyTreg-NT; N=6 en thyTreg-UniCAR, en thyTreg-UniCARCD28
y en thyTreg-UniCAR41BB; y N=4 en thyTreg-CAR19), GITR* (medio-derecha: N=5 en
thyTreg-NT y en thyTreg-UniCARCD28; N=4 en thyTreg-UniCAR y en thyTreg-
UniCAR41BB; y N=3 en thyTreg-CAR19), CD73* (abajo-izquierda: N=7 en thyTreg-NT;
N=6 en thyTreg-UniCAR, en thyTreg-UniCARCD28 y en thyTreg-UniCAR41BB; y N=4
en thyTreg-CAR19), Granzima B* (GranzB) (abajo-medio: N=5 en thyTreg-NT y en
thyTreg-UniCARCD28; N=4 en thyTreg-UniCAR, en thyTreg-UniCAR41BB y en
thyTreg-CAR19) y Perforina* (abajo-derecha: N=5 en thyTreg-NT y en thyTreg-
UniCARCD28; N=4 en thyTreg-UniCAR, en thyTreg-UniCAR41BB y en thyTreg-
CAR19) en la poblacién de células vivas de las todas las condiciones, a dia 7. Diferencias
no significativas proporcionado por el test de comparaciones multiples ANOVA de un
factor.

Igualmente, hemos estudiado qué interleuquinas pro-inflamatorias o anti-
inflamatorias expresan basalmente estas células y si la modificacién genética
ha alterado ese perfil de alguna manera. Como interleuquinas anti-
inflamatoria, estudiamos la frecuencia de las células productoras de la IL-10.
Aunque las diferencias no son estadisticamente diferentes, la modificacién
genética con cualquier tipo de constructo eleva el porcentaje de células
productoras de esta interleuquina, comparando con las thyTreg-NT. En el
caso de las IFN-y o la IL-2, todos los tipos de thyTreg-NT muestran una baja
produccion de ellas, a pesar de ver un claro aumento de las células
productoras IFN-y en la condiciéon thyTreg-CAR19. Sin embargo, estas
diferencias en la frecuencia de células productoras de citoquinas pro- y anti-
inflamatorias en ningtin caso son significativas comparando con las thyTreg

no transducidas (Figura 36).
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Figura 36. Frecuencia de las células productoras de interleuquinas pro- y anti-
inflamatorias por parte de los diferentes tipos de thyTreg, a dia 7. Diagramas de cajas
y bigotes que representan la media (+), la mediana (linea negra horizontal) y las barras
de error del valor minimo al maximo del porcentaje de células que producen IL-10
(izquierda: N=5 en thyTreg-NT y en thyTreg-UniCARCD28; N=4 en thyTreg-UniCAR,
en thyTreg-UniCAR41BB y en thyTreg-CAR19), IFN-y (medio: N=5 en thyTreg-NT y en
thyTreg-UniCARCD28; N=4 en thyTreg-UniCAR, en thyTreg-UniCAR41BB y en
thyTreg-CAR19) e IL-2 (derecha: N=4 en thyTreg-NT, en thyTreg-UniCARCD28 y en
thyTreg-UniCAR41BB; N=3 en thyTreg-UniCAR y thyTreg-CAR19) en la poblacion de
células vivas de todas las condiciones, a dia 7. Diferencias no significativas
proporcionado por el test de comparaciones multiples ANOVA de un factor.

Por ultimo, estudiamos la expresion de varios receptores de quimioquinas,
integrinas y selectinas que son responsables de la capacidad de las thyTreg de
reconocer y migrar a los tejidos (112). Observamos una altisima expresion de
los marcadores CD27 y CD62L en todas las condiciones y sin diferencias
significativas entre ellas. Tampoco se aprecian diferencias significativas en la
expresion mas baja, y variable, de los marcadores CCR4, CD103 o CXCR3. Por
ultimo, la expresion del CCR7 es muy parecida para la mayoria de
condiciones, excepto la condicién thyTreg-UniCAR41BB, que muestra un

porcentaje casi significativamente superior comparandola con las thyTreg-NT
(Figura 37)
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Figura 37. Marcadores de migracion y adhesion en las thyTreg, a dia 7. Diagramas de
cajas y bigotes que representan la media (+), la mediana (linea negra horizontal) y las
barras de error del valor minimo al maximo del porcentaje de expresion de la poblacion
CD27+ (arriba-izquierda: N=4 en thyTreg-NT; N=3 en thyTreg-UniCAR y en thyTreg-
UniCAR41BB; y N=2 en thyTreg-CAR19), CD62L* (arriba-medio: N=5 en thyTreg-NT y
en thyTreg-UniCARCD28; N=4 en thyTreg-UniCAR y en thyTreg-UniCAR41BB; y N=3
en thyTreg-CAR19), CCR4* (arriba-derecha: N=5 en thyTreg-NT y en thyTreg-
UniCARCD28; N=4 en thyTreg-UniCAR y en thyTreg-UniCAR41BB; y N=3 en thyTreg-
CAR19), CD103* (abajo-izquierda: N=5 en thyTreg-NT y en thyTreg-UniCARCD28; N=4
en thyTreg-UniCAR y en thyTreg-UniCAR41BB; y N=3 en thyTreg-CAR19), CXCR3*
(abajo-izquierda: N=5 en thyTreg-NT y en thyTreg-UniCARCD28; N=4 en thyTreg-
UniCARy en thyTreg-UniCAR41BB; y N=3 en thyTreg-CAR19) y CCR7* (abajo-derecha:
N=5 en thyTreg-NT y en thyTreg-UniCARCD28; N=4 en thyTreg-UniCAR y en thyTreg-
UniCAR41BB; y N=3 en thyTreg-CAR19) en la poblacion de células vivas de todas las
condiciones a dia 7. Diferencias no significativas proporcionado por el test de
comparaciones multiples ANOVA de un factor.

Por tanto, se ha verificado que la modificacion genética para expresar las
diferentes proteinas UniCAR, en general, no altera el fenotipo cldsico, excepto
por el aumento en la frecuencia de células que expresan la Granzima-B, la

Perforina, la IL-10 o el CCR7, aunque estos aumentos no son significativos.
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VI.5.2 Estimulacion de las thyTreg mediada por los UniCAR.

A continuacion, se estudio si los diferentes constructos UniCAR eran capaces

de desarrollar correctamente su funcion de activacion de las thyTreg. Dada su
importancia, decidimos estudiar en profundidad el fenotipo de activacion de
las thyTreg analizando un amplio abanico de marcadores de activacion.
También incluimos la condicion de thyTreg que expresaban el CAR19. Para
ello, tras el protocolo de activacion, transduccion y seleccion, co-cultivamos a
dia 7 los diferentes tipos de thyTreg con células de linea K562-CTVio* o con
K562-CD19-CTVio* y estudiamos multiples marcadores de activacion celular

de las thyTreg a las 24 y 72 horas de co-cultivo (Ver apartado V.6.3).

Enfocandonos en el CD25, observamos una disminucién progresiva de la
expresion de este marcador en todas las condiciones de las células thyTreg-
NT, aun partiendo de una elevadisima expresion al inicio del co-cultivo
(Figura 38, arriba-izquierda). La alta expresion de este marcador al inicio del
co-cultivo corresponde al propio fenotipo de las thyTreg CD25*. En el caso de
las thyTreg-UniCAR, todas las condiciones, excepto una, también sufren esa
pérdida progresiva de la expresion del CD25. Esta condicion que no solo
mantiene, sino que, incluso, incrementa el porcentaje de expresion del CD25,
es la condicion de co-cultivo entre las células thyTreg-UniCAR y K562-CD19-
CTVio* a las que se anadio el Ac intermediario aCD19-Biotina. Al contrario
que las células Jurkat y que las Tconv, las thyTreg modificadas genéticamente
con el UniCAR de tercera generacion no muestran ni un ligero incremento de
activacion en las condiciones control en contacto con el IgG-Biotina o solas
con las células dianas sin intermediario (Figura 38, arriba-derecha). Del
mismo modo, observamos que esta condicidon de co-cultivo entre las K562-
CD19-CTVio* + aCD19-Biotina con las células thyTreg-UniCAR41BB o
thyTreg-UniCARCD28 también se mantienen unos altisimos niveles de
expresion de CD25 en estas células. Sin embargo, en las thyTreg-
UniCARCD28, el CDD25 también se ve incrementado en las condiciones de
co-cultivo con K562-CTVio* sin el CD19, pero en presencia del Ac aCD19-
Biotina, o en el co-cultivo con K562-CD19-CTVio*, pero en presencia del IgG-
Biotina, resultados no observados en el caso de las thyTreg-UniCAR41BB
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(Figura 38, medio-izquierda y medio-derecha). Por ultimo, como era de
esperar, la expresion del CD25 en las thyTreg-CAR19 co-cultivadas con las
K562-CD19-CTVio* se mantiene alta a lo largo de los dias, comparandola con
la pérdida progresiva de este marcador en las thyTreg-CAR19 co-cultivadas
con K562-CTVio* sin expresion del CD19 (Figura 38, abajo-izquierda).
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Figura 38. Evaluacion de la expresion del marcador de activacion CD25 en las thyTreg
modificadas genéticamente. Diagramas de lineas que representan la media + SEM del
porcentaje de expresion del CD25 en células vivas de cada una de las condiciones
experimentales de las thyTreg-NT (arriba-izquierda), thyTreg-UniCAR (arriba-derecha),
thyTreg-UniCARCD28 (medio-izquierda), thyTreg-UniCAR41BB (medio-derecha) y
thyTreg-CAR19 (abajo-izquierda) antes del co-cultivo, tras 24 y 72 h de co-cultivo,
respectivamente. Células que fueron co-cultivadas con células de linea K562-CTVio* o
K562-CD19-CTVio*. A su vez, fueron co-cultivadas en presencia, o ausencia, de los Ac
aCD19-Biotina, aCD19 e IgG-Biotina (N=3). Ratio 1:1. Diferencias estadisticamente
significativas * cuando p<0,05 con respecto a la condicion de co-cultivo + K562-CD19-
CTVio* en ausencia de Ac intermediarios. Diferencias estadisticamente significativas #
cuando p<0,05 con respecto al resto de condiciones control de cada tipo celular en el
mismo dia co-cultivo, proporcionado por el test de comparaciones multiples ANOVA
de dos factores.

Junto con el CD25, cuyas principales diferencias son observables tras 72h de
co-cultivo, decidimos estudiar el perfil de expresion de un marcador de
activacion temprana. Para ello, elegimos el CD69. Este marcador es
rdpidamente expresado por la mayoria de leucocitos que sufren una
activacion, entre ellos las Treg (191). Los resultados muestran que no hay
diferencias significativas en la baja expresiéon de este marcador entre las
diferentes condiciones en las que las thyTreg-NT estdn involucradas (Figura
39, arriba-izquierda). Por el contrario, tras las primeras 24 horas de co-cultivo,
la expresion del CD69 sufre un aumento unicamente en las células thyTreg-
UniCAR co-cultivadas con las K562-CD19-CTVio* y en presencia del Ac
aCD19-Biotina. Ademds, como era de esperar en un marcador de activacion
temprana, tras el pico de expresion maxima en las primeras 24 horas de co-
cultivo, su expresion celular disminuye cuando se mide a las 72h de co-cultivo
(Figura 39, arriba-derecha). En las condiciones de co-cultivo entre las thy Treg-
UniCARCD28 y las thyTreg-UniCAR41BB con las K562-CD19-CTVio* +
aCD19-Biotina, la expresion del CD69 tras 24h de co-cultivo es incluso mas
elevada a la observada en las thyTreg-UniCAR (Figura 39, medio-izquierda y
medio-derecha). Sin embargo, como ocurria con el CD25, las thyTreg-
UniCARCD28 que estan en contacto con cualquier Ac biotinilado,
independientemente del Ac y de las células diana presentes en el co-cultivo,

la expresion de CD69 también se ve muy incrementada tras las primeras 24h

de co-cultivo, resultados no observados en las thyTreg-UniCAR41BB. Por
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ultimo, en el caso de las thyTreg-CAR19 co-cultivadas con las K562-CD19-
CTVio*, la expresion del CD69 se incrementa significativamente en las
primeras 24 horas de co-cultivo, comparado con el co-cultivo de estas células
con K562-CTVio* sin expresion del CD19, y se mantiene elevado hasta el final

del co-cultivo (Figura 39, abajo-izquierda).
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Figura 39. Evaluacion de la expresion del marcador de activacion CD69 en las thyTreg
modificadas genéticamente. Diagramas de lineas que representan la media + SEM del
porcentaje de expresion del CD69 en células vivas de cada una de las condiciones
experimentales de las thyTreg-NT (arriba-izquierda), thyTreg-UniCAR (arriba-derecha),
thyTreg-UniCARCD28 (medio-izquierda), thyTreg-UniCAR41BB (medio-derecha) y
thyTreg-CAR19 (abajo-izquierda) antes del co-cultivo, tras 24 y 72 h de co-cultivo,
respectivamente. Células que fueron co-cultivadas con células de linea K562-CTVio* o
K562-CD19-CTVio*. A su vez, fueron co-cultivadas en presencia, o ausencia, de los Ac
aCD19-Biotina, aCD19 e IgG-Biotina (N=3). Ratio 1:1. Diferencias estadisticamente
significativas * cuando p<0,05 con respecto a la condicion de co-cultivo + K562-CD19-
CTVio* en ausencia de Ac intermediarios. Diferencias estadisticamente significativas #
cuando p<0,05 con respecto al resto de condiciones control de cada tipo celular en el
mismo dia co-cultivo, proporcionado por el test de comparaciones multiples ANOVA
de dos factores.

Ademas de los marcadores de activacion anteriores, hemos estudiado la MFI
del marcador de activacion PD-1 (Figura 40), y el porcentaje de expresion de
otros marcadores de activacion, como el CD71, HLA-DR y de la combinacion
de ICOSy PD-1 (resultados no mostrados).
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% MFI de PD-1 en las células vivas
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Figura 40. Evaluacion de la MFI del marcador de activacion PD-1 en los diferentes
tipos de thyTreg modificadas genéticamente. Diagramas de lineas que representan la
media + SEM de la Media de la Intensidad de Fluorescencia (MFI, por sus siglas en
inglés) de la expresion del PD-1 en las células vivas de las thyTreg-NT (arriba-izquierda),
thyTreg-UniCAR (arriba-derecha), thyTreg-UniCARCD28 (medio-izquierda), thyTreg-
UniCAR41BB (medio-derecha) y thyTreg-CAR19 (abajo-izquierda) antes del co-cultivo,
tras 24 y 72 h de co-cultivo, respectivamente. Células que fueron co-cultivadas con
células de linea K562-CTVio* o K562-CD19-CTVio*. A su vez, fueron co-cultivadas en
presencia, o ausencia, de los Ac aCD19-Biotina, aCD19 e IgG-Biotina (N=3). Ratio 1:1.
Diferencias estadisticamente significativas * cuando p<0,05 con respecto a la condicion
de co-cultivo + K562-CD19-CTVio* en ausencia de Ac intermediarios. Diferencias
estadisticamente significativas # cuando p<0,05 con respecto al resto de condiciones
control de cada tipo celular en el mismo dia co-cultivo, proporcionado por el test de
comparaciones multiples ANOVA de dos factores.

La conclusién de este apartado es que la presencia de Ac, sin biotinilar o
biotinilados, no inducen una activacion basal en las thyTreg sin modificar
geneticamente. Ademas, los constructos UniCAR y UniCAR41BB
proporcionan una estimulacion altamente especifica a las thyTreg que los
portan Unicamente en presencia de la célula diana adecuada y con el Ac
biotinilado correcto. Los niveles de activacion mostrados por las células
modificadas con estos dos constructos son muy similares a los mostrados por
las thyTreg modificadas con el CAR19, constructo control en este estudio y ya
usado en la clinica. Por el contrario, la estimulacién de las células thyTreg-
UniCARCD28 es elevadisima y especifica de biotina, pero inespecifica de
célula diana. Estos resultados difieren a lo observado cuando se modificaron
las células de linea Jurkat o Tconv con los diferentes constructos. Eso
demuestra que la activacion celular resultante a la accién de los diferentes
dominios de co-estimulacion de cada tipo de UniCAR afectan de diferente

forma segtin las células utilizadas.

V1.5.3 Viabilidad de las K562-CD19 en los co-cultivos con
thyTreg-UniCAR.

Por ultimo, estudiamos la viabilidad de las células diana K562-CD19-CTVio*

co-cultivadas con las diferentes variedades de thyTreg. En la condicion de las

thyTreg co-cultivadas con las K562-CD19-CTVio* en ausencia de Ac

intermediarios, la viabilidad de las K562-CD19-CTVio* no se ve afectada por

ninguna variedad de thyTreg, excepto en el caso de las thyTreg-CARI19, cuya
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viabilidad tras 72h de co-cultivo se vio muy reducida (63,05% + 15,53%, media
+ SEM) (Figura 41A). Por otro lado, tal y como ocurria con las Tconv, la
viabilidad de las K562-CD19-CTVio* se ve reducida cuando se anade el Ac
aCD19-Biotina, incluso por las thyTreg-NT. Suponemos que la presencia del
Ac aCD19 aumenta la susceptibilidad de las K562-CD19-CTVio*, induciendo
en ellas la muerte celular. Sin embargo, teniendo en cuenta este fendmeno, y
a pesar de que las diferencias entre las thyTreg-NT y las condiciones de células
UniCAR no son significativas, se pueden observar diferencias en la viabilidad
de las células diana K562-CD19-CTVio* co-cultivadas en presencia del aCD19-
Biotina con cualquier tipo de UniCAR con respecto de las thyTreg-NT
(viabilidad de las células diana co-cultivadas con: thyTreg-NT: 72,82% + 9,6%;
thyTreg-UniCAR: 62,7% + 14,94%; thyTreg-UniCARCD28: 48,55% =+ 19,45%;
thyTreg-UniCAR41BB: 69,75% * 15,28%) tras 72 horas de co-cultivo (Figura
41B).
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Figura 41. Evaluacion de la viabilidad de la poblacion de células diana en los co-
cultivos. (A) Diagramas de lineas que representan la media + SEM del porcentaje de
viabilidad de las células de linea diana K562-CD19-CTVio*, cuando son co-cultivadas en
ausencia de Ac intermediarios con las células thyTreg no transducidas (NT), thyTreg-
UniCAR, thyTreg-UniCARCD2S8, thyTreg-UniCAR41BB y thyTreg-CAR19 antes del co-
cultivo, tras 24 y 72 h de co-cultivo, respectivamente. N=3. (B) Diagramas de lineas que
representan la media + SEM del porcentaje de viabilidad de las células de linea diana
K562-CD19-CTVio*, cuando son co-cultivadas en presencia del Ac intermediario aCD19-
Biotina con las células thyTreg no transducidas (NT), thyTreg-UniCAR, thyTreg-
UniCARCD28 y thyTreg-UniCAR41BB antes del co-cultivo, tras 24 y 72 h de co-cultivo,
respectivamente. N=3. Para marcar la Viabilidad se us6 7AAD. Ratio de todas las
condiciones 1:1 (thyTreg : K562-CD19-CTVio*). Diferencias no significativas
proporcionado por el test de comparaciones multiples ANOVA de dos factores.

Aunque las células K562-CD19 son muy sensibles a la presencia de un Ac a-
CD19, se observa una cierta capacidad citolitica por parte de las thyTreg
modificadas genéticamente. Sin embargo, esta capacidad es menor que la
inducida por las correspondientes Tconv en sus condiciones de accion

optimas cuando se analiza el porcentaje de viabilidad de las K562-CD19-
CTVio* tras 72h de co-cultivo (Figuras 33 y 41).

Estos resultados muestran que a pesar de que los UniCAR aumenta la
capacidad citolitica de las thyTreg sobre células de linea, superando incluso a
la ejercida por las thyTreg-CAR19, en ninguin caso esta alcanza a la mostrada

por las mismas condiciones en Tconv.

VL5.4 Las thyTreg modificadas genéticamente reducen la

frecuencia y la concentracion de las células diana en los co-

cultivos con CMSP.
Una vez demostrado que las thyTreg-UniCAR y thyTreg-UniCAR41BB se

activan de una manera especifica, estudiamos el comportamiento de las

diferentes thyTreg-UniCAR en modelos in vitro mas fisioldgicos. Las Treg
tienen como funcion principal la de limitar la activacion y proliferacion de
células inflamatorias activadas. Por ello, con el objetivo de verificar si la
modificacion genética afectaba a la capacidad de supresion de las thyTreg se
llevo a cabo un ensayo derivado de la reaccion de linfocitos mixtos (MLR, por
sus siglas en inglés). Este consistié en una re-estimulacion durante 24 horas

de todos los tipos de thyTreg con Dynabeads. Paralelamente, también se
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Sin Ac

CD4

aCD8-
Biotina

estimularon con Dynabeads durante esas 24h CMSP, marcadas previamente
con CTVio. Tras estas 24 horas en ambos casos, se retiraron las particulas de
activacion y se co-cultivaron durante 72 h. Para este co-cultivo, se eligié un Ac
biotinilado aCD8 como intermediario funcional para desencadenar la accion
del UniCAR. De esta forma, se pudo estudiar un posible efecto directo ejercido
por las thyTreg-UniCAR sobre las células CD8 dentro de las CMSP-CTVio*, y
un posible efecto indirecto sobre otras células no diana, como las CD4.
Ademads, como controles se utilizaron su correspondiente Ac isotipico IgG-

Biotina y el mismo aCD8, pero sin biotina (Ver apartado V.7.2).

Primeramente, las thyTreg-NT alteran un poco la frecuencia de las
subpoblaciones celulares CD4 y CD8 de las células CMSP-CTVio* al
compararlas con lo observado en la condicion control de CMSP-CTVio* solas.
Sin embargo, es remarcable destacar que todos los tipos de thyTreg-UniCAR
reducen en gran medida la frecuencia de la subpoblacion de células CD8
dentro de las CMSP-CTVio* en las condiciones de co-cultivo en las que se
anadio el aCD8-Biotina, si se comparan con los mismos co-cultivos sin
presencia del Ac o con las subpoblaciones de las CMSP-CTVio* cultivadas
solas o co-cultivadas con thyTreg-NT. Por el contrario, las frecuencias de la
subpoblacion CD4 dentro de las CMSP-CTVio* apenas se ven alteradas entre

unas condiciones y otras (Figura 42).
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Figura 42. Frecuencias de las subpoblaciones CD8 (diana) y CD4 (no diana) en las
CMSP. Diagramas de puntos que muestran el porcentaje de las subpoblaciones CD4 y
CDS8 en las células CMSP-CTVio*, visualizados por citometria de flujo tras 72h de cultivo
en solitario o de co-cultivo con los diferentes tipos de thyTreg, en ausencia o en presencia
de Ac aCD8-Biotina. Estos diagramas de puntos suponen un ejemplo representativo de
lo observado en todos los experimentos de cultivo en solitario o de co-cultivo CMSP +
thyTreg a Ratio 2:1 (thyTreg : CMSP-CTVio*), N=4.

Analizando la concentracién (células/ul) de las subpoblaciones dentro de las
células CMSP-CTVio*, podemos ver que, si no se afhade ningun Ac
intermediario, no hay diferencias en las concentraciones de las células CD4 ni
CD8 dentro de las CMSP-CTVio* entre ninguna de las condiciones con
respecto a las CMSP-CTVio* cultivadas solas (Figura 43). Por el contrario, a
pesar de no ser significativas las diferencias, se puede apreciar que, cuando se
anade el Ac aCD8-Biotina, la concentracion de la subpoblacién de células CD8
dentro de las CMSP-CTVio* diana se ve muy reducida en los co-cultivos con
todos los tipos de las thyTreg-UniCAR, mientras que en los cultivos de las
CMSP-CTVio* en solitario o en los co-cultivos con las thyTreg-NT no se
observan diferencias (CD8 dentro de CMSP-CTVio* cultivadas solas con el Ac
aCD8-Biotina: 63 + 50 cel/ul; CD8 dentro de CMSP-CTVio* co-cultivadas con
el Ac aCD8-Biotina y con thyTreg-NT: 23 + 10 cel/pl; con thyTreg-UniCAR: 11
+ 8 cel/pl; con thyTreg-UniCARCD28: 7 + 4 cel/ul y con thy Treg-UniCAR41BB:
5 + 3 cel/ul). En el caso de la subpoblacion CD4 dentro de las CMSP-CTVio*
diana, esta subpoblacion no se ve afectada en ninguna condicion tras afadir
el aCD8-Biotina. En las condiciones control en las que esta presente el Ac IgG-
Biotina o el Ac aCD8 sin biotina, tampoco se observan diferencias en la
concentracion en ninguna de las subpoblaciones celulares de las CMSP-
CTVio* (Figura 43).
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Figura 43. Concentracion Células/ul de las subpoblaciones CD8 (diana) y CD4 (no
diana) dentro de las CMSP. Diagramas de cajas y bigotes que representan la media (+),
la mediana (linea negra horizontal) y las barras de error del valor minimo al maximo de
la concentracion de las subpoblaciones CD4 y CD8 en las células CMSP-CTVio+,
visualizados por citometria de flujo tras 72h en cultivo solas o en co-cultivo con los
diferentes tipos de thyTreg, y en ausencia de Ac (arriba-izquierda) o en presencia de Ac
aCD8-Biotina (arriba-derecha), IgG-Biotina (abajo-izquierda) o aCDS8 sin biotina (abajo-
derecha). Ratio 2:1 (thyTreg : CMSP-CTVio*) en el co-cultivo en todas las condiciones.
N=4. Diferencias no significativas proporcionado por el test de comparaciones multiples
ANOVA de dos factores.

De igual forma, calculando el ratio entre los porcentajes de las subpoblaciones
CD8 y las CD4 procedentes de las CMSP-CTVio*, no se ve que haya
diferencias significativas en las condiciones en ausencia de Ac, con el IgG-
Biotina o con el aCD8 sin biotina, con respecto a la condicién de CMSP-CTVio*

cultivadas solas. Por el contrario, cuando las diferentes condiciones celulares
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fueron co-cultivadas en presencia del Ac aCD8-Biotina, la reduccion del ratio
CD8/CD4 en las CMSP-CTVio* por parte de las thyTreg-UniCAR, thyTreg-
UniCARCD28 y thyTreg-UniCAR41BB es estadisticamente significativo
cuando se comparan con el ratio en las CMSP-CTVio* cultivadas solas bajo la

misma condiciones (Figura 44).
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Figura 44. Ratio entre los porcentajes de las subpoblaciones CD8/CD4 dentro de las
CMSP. Diagramas de cajas y bigotes que representan la media (+), la mediana (linea
negra horizontal) y las barras de error del valor minimo al méaximo del ratio CD8/CD4
en las células CMSP-CTVio*, visualizados por citometria de flujo tras 72h de cultivo en
solitario o en co-cultivo con los diferentes tipos de thyTreg, y en ausencia de Ac (arriba-
izquierda) o en presencia de Ac aCD8-Biotina (arriba-derecha), IgG-Biotina (abajo-
izquierda) o aCD8 sin biotina (abajo-derecha). Ratio en el co-cultivo 2:1 (thy Treg : CMSP-
CTVio*) en todas las condiciones. N=4. Diferencias estadisticamente significativas *
cuando p<0,05, proporcionado por el test de comparaciones multiples ANOVA de dos

factores.
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Es destacable el hecho de que las thyTreg modificadas genéticamente inducen
una disminucion de las células CD8 diana dentro de las CMSP-CTVio* de
manera especifica (Gnicamente con el Ac de interés biotinilado). Esta
circunstancia no se observa en la poblacion CD4 no diana dentro de las CMSP-
CTVio*, en los co-cultivos con las thyTreg-NT ni en los cultivos de las CMSP-
CTVio* en solitario. Esta disminucion de la poblacion de células CD8 dentro
de las CMSP-CTVio* podria estar relacionada (I) con un aumento de la muerte
celular de estas células CD8 o (II) con una supresion de la proliferacion de
dichas células, mientras que, en ambos casos, las CD4 dentro de las CMSP-

CTVio* no se verian tan afectadas.

VI.5.5 Las _ thyTreg-UniCAR reducen especificamente 1la
viabilidad de las células diana CD8 dentro de las CMSP,

mientras que las CD4 no se ven afectadas.

Tras estos sorprendentes resultados en los que la subpoblacién de células CD8
de las CMSP-CTVio* fue especifica y altamente disminuida por todos los tipos
de thyTreg-UniCAR, se estudio la posible causa. La primera hipotesis fue que
las thyTreg modificadas genéticamente estaban ejerciendo una capacidad
citolitica sobre las células CD8 diana dentro de las CMSP-CTVio*, pero no asi
sobre las CD4 (no diana). Para resolver esta hipodtesis, estudiamos la
viabilidad de ambas fracciones CD4 y CD8 de las CMSP-CTVio*. Los
resultados muestran que no hay diferencias significativas entre la viabilidad
de las células CD4 y CD8 dentro las CMSP-CTVio* cuando fueron co-
cultivadas con cualquier tipo de thyTreg-UniCAR, comparandolas con las
subpoblaciones de las CMSP-CTVio* cultivadas solas o co-cultivadas con las
thyTreg-NT, ya sea en ausencia de Ac intermediarios o en presencia del IgG-
Biotina o del aCD8 sin biotina (Figura 45). Sin embargo, cuando se co-
cultivaron en presencia del aCD8-Biotina, tinicamente la viabilidad de las
células diana CD8 de las CMSP-CTVio* disminuye significativamente en
todos los co-cultivos con cualquier tipo de thyTreg-UniCAR, siendo la
disminucion mas notable la observada en las thyTreg-UniCAR41BB. Por el

contrario, la viabilidad de la subpoblacién de células no diana, las CD4 de las
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CMSP-CTVio*, no se vio alterada, a pesar de que la de las CD8 fue

ampliamente reducida.
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Figura 45. Viabilidad de las subpoblaciones CD8 (diana) y CD4 (no diana) dentro de
las CMSP. Diagramas de cajas y bigotes que representan la media (+), la mediana (linea
negra horizontal) y las barras de error del valor minimo al maximo de la viabilidad de
las subpoblaciones CD4 y CD8 en las células CMSP-CTVio, visualizados por citometria
de flujo con 7AAD, tras 72h de cultivo en solitario o de co-cultivo con los diferentes tipos
de thyTreg, y en ausencia de Ac (arriba-izquierda) o en presencia de Ac aCD8-Biotina
(arriba-derecha), IgG-Biotina (abajo-izquierda) o aCD8 sin biotina (abajo-derecha). Ratio
en el co-cultivo 2:1 (thyTreg : CMSP-CTVio*) en todas las condiciones. N=4. Diferencias
estadisticamente significativas * cuando p<0,05 entre las condiciones indicadas.
Diferencias estadisticamente significativas # si p<0,05 cuando se comparan las
condiciones de co-cultivo indicadas con respecto a la condicion en presencia del aCD8-
Biotina. Estadistica proporcionada por el test de comparaciones multiples ANOVA de
dos factores.
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De igual modo, no se observa ningun tipo de diferencia significativa en la
viabilidad de las células CD4 de las CMSP-CTVio* cuando se co-cultivaron
con las thyTreg-NT o con cualquier variedad de las thyTreg-UniCAR a
diferentes ratios (2:1 - 1:1 - 1:2; thyTreg : CMSP-CTVio*), ya fuera en ausencia
o en presencia del Ac aCD8-Biotina (Figura 46A). Tampoco se observan
diferencias significativas en la viabilidad de las células CD8 de las CMSP-
CTVio* cuando se co-cultivaron a diferentes ratios con cualquier variedad de
thyTreg en ausencia de Ac intermediarios. Por el contrario, cuando se afade
el aCDS8-Biotina, se puede apreciar una disminucion progresiva de la
viabilidad de las células CD8 diana de las CMSP-CTVio* a medida que el ratio
de co-cultivo (thyTreg : CMSP-CTVio*) aumenta en los co-cultivos con las
thyTreg-UniCARCD28 y con las thyTreg-UniCAR41BB. Estas diferencias en
la viabilidad de las células CD8 entre los diferentes ratios de co-cultivo no se

observan con las thyTreg-NT (Figura 46B).
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Figura 46. Viabilidad de las subpoblaciones CD8 (diana) y CD4 (no diana) dentro de
las CMSP con diferentes ratios de co-cultivo. (A) Diagramas de lineas que representan
la media + SEM del porcentaje de viabilidad de la subpoblacion CD4 en las células
CMSP-CTVio, visualizados por citometria de flujo con 7AAD tras 72h de co-cultivo con
los diferentes tipos de thyTreg, y en ausencia de Ac (izquierda) o en presencia de Ac
aCD8-Biotina (derecha). Ratios en el co-cultivo 2:1. 1:1 y 1:2 (thyTreg : CMSP-CTVio*) en
todas las condiciones. N=4. (B) Diagramas de lineas que representan la media + SEM del
porcentaje de viabilidad de la subpoblaciéon CD8 en las células CMSP-CTVio,
visualizados por citometria de flujo con 7AAD tras 72h de co-cultivo con los diferentes
tipos de thyTreg, y en ausencia de Ac (izquierda) o en presencia de Ac aCD8-Biotina
(derecha). Ratios en el co-cultivo 2:1. 1:1 y 1:2 (thyTreg : CMSP-CTVio*) en todas las
condiciones. N=4. Diferencias estadisticamente significativas * cuando p<0,05 entre las
condiciones indicadas con respecto a la condicion de co-cultivo con las thyTreg-NT.
Estadistica proporcionada por el test de comparaciones multiples ANOVA de dos
factores.
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VI.5.6 Los dominios de co-estimulacion influyen en la capacidad

supresora de las thyTreg-UniCAR sobre las células diana.

Una vez comprobado que las thyTreg modificadas genéticamente
disminuyen especificamente la viabilidad de las células CD8 diana dentro de
las CMSP-CTVio*, pero no la de las CD4, se continud el estudio y se comprobo
la segunda hipotesis. Esta hipotesis relaciona la disminucion del nimero de
CD8 y del ratio de las células CD8/CD4 de las CMSP-CTVio* con la capacidad
de las thyTreg-UniCAR de suprimir la proliferacion de estas células diana.
Asi, al suprimir su proliferacion también se reduciria su frecuencia y su
concentracion durante el co-cultivo con respecto a las CD4 de las CMSP-
CTVio*, que continuarian proliferando. Por lo tanto, para comprobar esta
hipotesis, se estudio la capacidad de supresion de la proliferacion de los

diferentes tipos de thyTreg tras 72 horas de co-cultivo con las CMSP-CTVio*.

Los resultados indican que el UniCARCD28 y el UniCAR de 3% generacion
afectan negativamente a la capacidad basal de supresion de la proliferacion
ejercida por las thyTreg en comparaciéon con las thyTreg-NT en ausencia de
Ac intermediarios (Figura 47). Estas diferencias, a pesar de no ser
significativas, sobre todo se ven mas acusadas en las thyTreg-UniCARCD28.
Por el contrario, el UniCAR41BB no solo no disminuye, si no que mantiene la
funcidén supresora basal sobre la poblacion de células CD4 de las CMSP-
CTVio* e, incluso, la incrementa ligeramente sobre la poblacion CD8 de las
CMSP-CTVio* en el co-cultivo en ausencia de Ac, aunque estos resultados no

sean significativos.

Cuando se co-cultivaron las células en presencia del Ac aCD8-Biotina, todas
las fracciones de las thyTreg mostraron un ligero aumento de la capacidad de
supresion de la proliferacion tanto de las CD4 como de las CD8 de las CMSP-
CTVio* (Figura 47). Sin embargo, las thyTreg-UniCAR41BB no solo mostraron
una capacidad supresora de la proliferacion de las células CD8 (diana)
significativamente mayor a la observada en ausencia de Ac o en presencia del
aCD8 sin biotina, sino que, ademds, esta también era significativamente
superior a la desarrollada por el resto de variedades de thyTreg en presencia

de aCD8-Biotina. Ademas, esta condicion también es la que mostré mas
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capacidad de supresion de las células CD4 (no diana) de las CMSP-CTVio*.

En el caso de todos los co-cultivos en presencia del IgG-Biotina, se observa

unas capacidades de supresion que, a pesar de ser superiores a las observadas

en las condiciones en ausencia de Ac o con el ®CD8 sin biotina, esta no alcanza

ala desarrollada por las thyTreg-UniCAR41BB en presencia del aCD8-Biotina
sobre la proliferacion de las CD4 ni de las CD8 de las CMSP-CTVio* (Figura

47).
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Figura 47. Supresion de la proliferacion de las subpoblaciones CD8 (diana) y CD4 (no
diana) dentro de las CMSP. Diagramas de cajas y bigotes que representan la media (+),
la mediana (linea negra horizontal) y las barras de error del valor minimo al maximo de
la supresion de la proliferacion de las subpoblaciones CD8 y CD4 en las células CMSP-
CTVio* diana, visualizados por citometria de flujo, mediante la pérdida gradual del
marcador CTVio con el que fueron tefiidas las CMSP-CTVio*, tras 72h de co-cultivo con
los diferentes tipos de thyTreg, y en ausencia de Ac (arriba-izquierda) o en presencia de
Ac aCDS8-Biotina (arriba-derecha), IgG-Biotina (abajo-izquierda) o aCD8 sin biotina
(abajo-derecha). Ratio en el co-cultivo 2:1 (thyTreg : CMSP-CTVio*) en todas las
condiciones. N=4. Diferencias estadisticamente significativas * cuando p<0,05 entre las
condiciones indicadas. Diferencias estadisticamente significativas # si p<0,05 cuando se
comparan las condiciones de co-cultivo indicadas con respecto a la condicién en
presencia del aCD8-Biotina. Estadistica proporcionada por el test de comparaciones
multiples ANOVA de dos factores.

Asi mismo, a medida que se aumenta el ratio de co-cultivo de las thyTreg con
respecto a las CMSP (2:1-1:1-1:2; thyTreg : CMSP-CTVio*), se puede observar
un incremento equivalente de la capacidad supresora de todas las thyTreg.
Este efecto ratio dependiente es remarcable en las células thyTreg-
UniCAR41BB cuando estdn en presencia del Ac aCD8-Biotina, pues es la
condicién que muestra la mayor capacidad supresora de la proliferacion de
las células CDS8 (diana) de las CMSP-CTVio* y de las células CD4 (no diana)
de las CMSP-CTVio* (Figura 48A y B, respectivamente).
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Figura 48. Supresion de la proliferacion de las subpoblaciones CD8 (diana) y CD4 (no
diana) dentro de las CMSP a diferentes ratios de co-cultivo. (A) Diagramas de lineas
que representan la media + SEM del porcentaje de supresion de la proliferacion de la
subpoblacion CD4 en las células CMSP-CTVio*, visualizados mediante la pérdida
gradual del marcador CTVio, tras 72h de co-cultivo con los diferentes tipos de thyTreg,
y en ausencia de Ac (izquierda) o en presencia de Ac aCD8-Biotina (derecha). Ratio en
los co-cultivos de 2:1, 1:1 o 1:2 (thyTreg : CMSP-CTVio*) en todas las condiciones. N=4
en ratio 2:1 y N=3 en ratio 1:1 y 1:2. (B) Diagramas de lineas que representan la media +
SEM del porcentaje de supresion de la proliferacion de la subpoblacion CD8 en las
células CMSP-CTVior, tras 72h de co-cultivo con los diferentes tipos de thyTreg, y en
ausencia de Ac (izquierda) o en presencia de Ac aCD8-Biotina (derecha). Ratio en los co-
cultivos de 2:1, 1:1 0 1:2 (thyTreg : CMSP-CTVio*) en todas las condiciones. N=4 en ratio
2:1 y N=3 en ratio 1:1 y 1:2. Diferencias estadisticamente significativas * cuando p<0,05
entre la condicion de co-cultivo con las thyTreg-UniCAR41BB con respecto al resto de
condiciones en presencia del Ac «aCDS8-Biotina. Diferencias estadisticamente
significativas # si p<0,05 cuando se comparan la condicién de co-cultivo con las thyTreg-
UniCAR41BB en ausencia de Ac con respecto a la misma condicidon en presencia del
aCD8-Biotina. Estadistica proporcionada por el test de comparaciones multiples
ANOVA de dos factores.

Para verificar el efecto supresor ejercido por las thyTreg-UniCAR41BB sobre
las subpoblaciones CD4 y CD8 de las CMSP-CTVio*, no solo estudiamos la
inhibicion de la capacidad proliferativa de estas, sino también su expresion de
marcadores de activacion celulares. Concretamente, estudiamos el marcador

de activacion ICOS, esencial para la correcta activacion y funcién de las células
T (202).

Como se puede observar, no hay diferencias significativas en la expresion de
este marcador en las células CD4 ni CD8 entre las condiciones de CMSP-
CTVio* cultivadas solas. Cuando se co-cultivan con las thyTreg-NT, se puede
ver una ligera diminucién no significativa del porcentaje de expresion de
ICOS en las CD4 y CD8 de las CMSP-CTVio* tanto en ausencia como en
presencia de cualquier tipo de Ac, con respecto a las CMSP-CTVio* cultivadas
solas (Figura 49). Este fendmeno se puede deber al efecto supresor natural de
las células thyTreg. Esta disminuciéon también se observa en ambas
subpoblaciones de las CMSP-CTVio* co-cultivadas con las thyTreg-UniCAR y
thyTreg-UniCARCD28 solo cuando estan en presencia de algun Ac. Sin
embargo, las thyTreg-UniCAR41BB, en presencia del Ac aCDS8-Biotina,
reducen significativamente la expresion de este marcador tanto en las CD4
como en las CD8 de las CMSP-CTVio* con respecto a las CMSP-CTVio*
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cultivadas solas, y alcanzando unos niveles muy inferiores a los de las otras
thyTreg. Por el contrario, este incremento del efecto supresor sobre la
expresion de ICOS ejercido por las thyTreg-UniCAR41BB no se aprecia en

ausencia de Ac o en presencia de los Ac control IgG-Biotina ni aCD8 sin

biotina (Figura 49).
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Figura 49. Supresion de la expresion de ICOS de las subpoblaciones CD8 (diana) y
CD4 (no diana) dentro de las CMSP. Diagramas de cajas y bigotes que representan la
media (+), la mediana (linea negra horizontal) y las barras de error del valor minimo al
maximo de la supresion de la expresion del marcador de activacion ICOS de la
subpoblacion CD4 en las células CMSP-CTVio*, visualizados mediante la citometria de
flujo, tras 72h de cultivo en solitario de las CMSP-CTVio* o en co-cultivo con los
diferentes tipos de thyTreg; en ausencia de Ac (arriba-izquierda) o en presencia de Ac
aCD8-Biotina (arriba-derecha), IgG-Biotina (abajo-izquierda) o aCD8 sin biotina (abajo-
derecha). Ratio en el co-cultivo 2:1 (thyTreg : CMSP-CTVio*) en todas las condiciones.
N=4. Diferencias estadisticamente significativas * cuando p<0,05 entre las condiciones
indicadas. Estadistica proporcionada por el test de comparaciones multiples ANOVA de
dos factores.

Por ultimo, medimos las principales citoquinas pro y anti-inflamatorias
presentes en los sobrenadantes de los co-cultivos anteriores. Como citoquinas
anti-inflamatorias medimos la IL-10. Como pro-inflamatorias analizamos el
IFN-y, TNF-a e IL-6. También evaluamos la citoquina IL-2 presente en los

sobrenadantes.

En el caso de la IL-10, los resultados muestran una mayor, pero no
significativamente, presencia de la IL-10 en el sobrenadante de los co-cultivos
en presencia del aCD8-Biotina entre las CMSP-CTVio* y las thyTreg-NT,
comparandolas con el cultivo de las CMSP-CTVio* solas (Figura 50). A su vez,
en los co-cultivos con thyTreg-UniCAR y thyTreg-UniCAR41BB, se aprecia
una mayor concentracion de la IL-10. Sin embargo, es la condicién thyTreg-
UniCARCD28 la que muestra una mayor concentracion de esta citoquina en

el sobrenadante del co-cultivo.

Por otro lado, estudiando la IL-2, a pesar de que se observa una
heterogeneidad muy grande entre los experimentos, no hay diferencias entre
el cultivo de las CMSP-CTVio* en solitario con respecto al co-cultivo de las
CMSP-CTVio* con las thyTreg-NT y las thyTreg-UniCAR. Sin embargo, la IL-
2 presente en el sobrenadante de las condiciones con las thyTreg-
UniCARCD28 y thyTreg-UniCAR41BB es muy inferior con respecto a la
observada en la condicion de CMSP-CTVio* cultivadas solas y a la de CMSP-
CTVio* + thyTreg-NT (Figura 50). En el caso de las citoquinas pro-
inflamatorias IFN-y, TNF-a e IL-6 presentes en los sobrenadantes de los co-

cultivos, se aprecia un comportamiento muy similar entre las diferentes
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condiciones en las tres citoquinas. En primer lugar, en el sobrenadante de las
thyTreg-NT hay menos cantidad de estas citoquinas pro-inflamatorias que en
el del cultivo de las CMSP-CTVio* en solitario, seguramente debido a su
capacidad supresora natural. En los sobrenadantes de los co-cultivos de las
CMSP-CTVio* con las thyTreg-UniCAR y con las thyTreg-UniCAR41BB hay
una concentracion de estas citoquinas muy parecida, siendo esta superior a la
medida en las condiciones de co-cultivo con las thyTreg-NT, pero a la vez
inferior a la de las thyTreg-UniCARCD28. Estas ultimas son las células que
muestran una mayor concentracion de todas estas citoquinas pro-

inflamatorias (Figura 50).
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Figura 50. Concentracion de citoquinas anti y pro-inflamatorias en el sobrenadante de
los cultivos y co-cultivos de las CMSP con los diferentes tipos de las thyTreg.
Histogramas que representa la media + SEM de la concentracion (pg/ml) en el
sobrenadante de los cultivos y co-cultivos entre las CMSP-CTVio* y los diferentes tipos
de las thyTreg en presencia del Ac aCD8-Biotina. Las citoquinas analizadas han sido la
IL-10, IL-2, IFN-y, TNF-a e IL-6. Ratio en el co-cultivo 2:1 (thyTreg : CMSP-CTVio*) en
todas las condiciones. N=2.
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En resumen, se ha observado como, en los co-cultivos con las CMSP, las
thyTreg modificadas genéticamente tienen un efecto directo sobre la fraccion
de las células diana CD8, reduciendo su cantidad y su viabilidad. Sin
embargo, son las thyTreg-UniCAR41BB las tinicas que, ademas de alterar la
cantidad y viabilidad de las células diana CD8, también inhiben su capacidad
proliferativa y estado de activacion. Ademas, este efecto supresor es
especifico, ya que sélo se da cuando el Acintermediario correcto estd presente.
De manera muy interesante, las thyTreg-UniCAR41BB también afectan a la
subpoblacion de células CD4* dentro de la fraccidon de células no diana de las
CMSP. Este fenomeno, a diferencia que el efecto directo observado sobre las
CDS, solo se caracteriza por reducir la capacidad proliferativa y el estado de

activacion de esas células CDA4.

VI.5.7 Co-cultivos de las thyTreg-UniCAR con las subpoblaciones

de las CMSP por separado: Estudio del efecto directo e

indirecto
Para estudiar el efecto directo e indirecto desarrollado por las thyTreg-
UniCAR sobre las células diana y no diana de las CMPS, observados en los
apartados VI.5.4, VL.5.5 y VI.5.6 anteriores, decidimos aislar la poblacion CD8
de las CMSP, para, por un lado, establecer co-cultivos con la fracciéon CD8
enriquecida (células dianas) y, por otro lado, con la fraccién conjunta no-CD8
sobrante tras el enriquecimiento (células no diana). Al igual que en el
apartado anterior, se estimularon todos los tipos celulares durante 24h por
separado (la fraccion aislada de células CD8, la fraccidon de células no-CDS,
las thyTreg-NT y las células modificadas genéticamente). Transcurridas estas
24h, y tras quitar la activacion, se co-cultivaron los diferentes tipos de thyTreg

con las fracciones CD8* 0 no-CD8 durante 72 horas (Ver apartado V.7.3).

Se estudid la concentracion (células/pl) de las células CD4 de la fraccion no-
CDS8 en el cultivo en solitario y en los co-cultivos con los diferentes tipos de
thyTreg. Los resultados muestran que no hay diferencias significativas entre
las células cultivadas solas o co-cultivadas con las thyTreg en ausencia de Ac

intermediarios. De igual modo, tampoco se observan diferencias en la
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concentracion de las células CD4 de la fraccion celular no-CD8 en presencia
del Ac aCDS8-Biotina (Figura 51).
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Figura 51. Concentracién células/ul de la subpoblaciéon de células CD4 (no diana)
dentro de la fraccion de no-CD8. Histogramas que representa la media + SEM de la
concentracion de la subpoblacion T CD4* en la fraccion de células no-CDS8, visualizados
por citometria de flujo tras 72h de cultivo en solitario o de co-cultivo con los diferentes
tipos de thyTreg, y en ausencia de Ac (izquierda) o en presencia de Ac aCD8-Biotina
(derecha). Ratio 2:1 (thyTreg : no-CD8) en el co-cultivo en todas las condiciones. N=3.
Diferencias no significativas proporcionado por el test de comparaciones multiples
ANOVA de dos factores.

En el caso de la fraccidon aislada CD8*, podemos observar que en los co-
cultivos de estas células con cualquier thyTreg en ausencia de Ac, no hay
diferencias significativas en la concentracion de las células diana entre las
diferentes condiciones con respecto a las células CD8* cultivadas en solitario
(Figura 52A). Tampoco se observan diferencias entre las condiciones cuando
se co-cultivan las thyTreg-UniCAR a diferentes ratios con las células CD8*

(Figura 52A).

Sin embargo, cuando a estos cultivos o co-cultivos celulares se les afiade el Ac
aCD8-Biotina, se aprecia una drastica disminucion de la concentracion de
células CD8* en los co-cultivos con todos los tipos de thyTreg-UniCAR,
alcanzando la minima concentracién observada en los co-cultivos con las
thyTreg-UniCAR41BB (Figura 52B). Por el contrario, la concentraciéon de
186



células CD8* cultivadas en solitario, o en las co-cultivadas con las thyTreg-NT,
no se ve afectada por la presencia de este Ac intermediario. Ademads, a medida
que se aumentan los ratios de los co-cultivos (thyTreg-UniCAR : CD8*), se
hace mas remarcable el hecho de que las thyTreg-UniCAR41BB son las mas
eficaces reduciendo la concentracion de las células CD8 a cualquier ratio
estudiado, comparandola con thyTreg-UniCARCD28 o thyTreg-UniCAR
(Figura 52B). En esta seccion, demostramos que el efecto sobre las células T
CD8* es especifico del CAR.
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Figura 52. Concentracion células/ul de la subpoblacion de células CD8 (diana) dentro
dela fraccion de CD8*. (A) Histogramas y diagramas de lineas que representan la media
+ SEM de la concentracion de la subpoblacion CDS en la fraccion de enriquecimiento de
células CD8*CTVior, visualizados por citometria de flujo tras 72h de co-cultivo con los
diferentes tipos de thyTreg, en ausencia de Ac. Histogramas a ratio 2:1 y diagramas de
lineas a ratios 2:1, 1:1 y 1:2 (thyTreg : CD8*CTVio*) en los co-cultivos de todas las
condiciones. N=3. (B) Histogramas y diagramas de lineas que representan la media =+
SEM de la concentracion de la subpoblacion CD8 en la fraccion de enriquecimiento de
células CD8*CTVior, visualizados por citometria de flujo tras 72h de co-cultivo con los
diferentes tipos de thyTreg, en presencia del Ac aCD8-Biotina. Histogramas a ratio 2:1y
diagramas de lineas a ratios 2:1, 1:1 y 1:2 (thyTreg : CD8*-CTVio*) en los co-cultivos de
todas las condiciones. N=3. Diferencias no significativas proporcionado por el test de
comparaciones multiples ANOVA de dos factores.

Junto a la diminucién de la concentracion de las células CD8*, se analizo la
capacidad supresora de los diferentes tipos de thyTreg sobre la proliferacién

de las células CD4 de la fraccion no-CD8 por un lado y, por otro, la ejercida

sobre la proliferaciéon de las CD8".

En el caso de las células CD4 de la fraccion no-CD8-CTVio*, no se ven
diferencias significativas en la capacidad supresora ejercida por las diferentes
thyTreg sobre la proliferacion de estas células cuando estan co-cultivadas en
ausencia de Ac intermediarios o en presencia del Ac aCD8-Biotina (Figura
53).

Subpoblacion CD4 de la Subpoblacion CD4 de la
fraccion no-CD8 fraccién no-CD8
100+ 100+
5
s 80- 80+
o
S| 60+ 60-
e *
a
© 40 40- 4 .
6 A v .
k=) 204 1 20 n
[ *»
¢ | o ek O -
g 0 - 0-
a . M
? -20+ N .20+
= [
-40+ -404
A +*
Sin Ac «CD8-Biotina
NoCD8+  NocDg+  ocD8*+  MNo-cDs*
= thyTreg- mE thyTreg- [ v 'reg = ylreg
NT UniCAR UniCAR UniCAR
CD28 41BB

188



Figura 53. Supresion de la proliferacion de la subpoblacion CD4 (no diana) dentro de
la fraccion no-CD8. Histogramas que representan la media + SEM de la supresion de la
proliferacion de la subpoblacion CD4 en la fraccion de células no-CD8-CTVio,
visualizados mediante la pérdida gradual del marcador CTVio con el que fueron tefiidas
las no-CDS8, tras 72h de co-cultivo con los diferentes tipos de thyTreg, y en ausencia de
Ac (izquierda) o en presencia de Ac aCD8-Biotina (derecha). Ratio en el co-cultivo 2:1
(thyTreg : no-CD8-CTVio*) en todas las condiciones. N=3. Diferencias no significativas
proporcionado por el test de comparaciones multiples ANOVA de dos factores.

Cuando se co-cultivaron la fracciéon enriquecida CD8*-CTVio* con los
diferentes tipos de thyTreg en ausencia de Ac intermediarios, no se ve una
diferencia clara en la capacidad de supresion de la proliferacion de las células
CD8*-CTVio* entre las condiciones con thyTreg-NT o con thyTreg
modificadas genéticamente. Ademads, en ausencia de Ac intermediario,
tampoco hay diferencias en la capacidad supresora entre los diferentes ratios
de co-cultivo (thyTreg : CD8*-CTVio*) (Figura 54A). Contrariamente, cuando
estas mismas condiciones se cultivaron en presencia del aCD8-Biotina, la
capacidad de supresion de la proliferacion de las CD8*-CTVio* ejercida por
las thyTreg-UniCAR (53,78 + 10,97, Media + SEM) y por las thyTreg-
UniCARCD28 (47,09 + 11,01, Media + SEM) aumentan a casi el doble con
respecto a la ejercida por las thyTreg-NT (27,55 + 6,63; Media + SEM) y con
respecto a sus mismas condiciones en ausencia de Ac. Sin embargo, este
aumento es mas remarcado en el caso de las thyTreg-UniCAR41BB,
alcanzando el valor mas alto de supresion (71,60 +9,7; Media + SEM). Ademas,
esta supresion es ratio-dependiente, pues a media que se ven disminuidos los
ratios thyTreg : CD8*-CTVio* en los co-cultivos y, por lo tanto, la presencia de
las diferentes células thyTreg, la capacidad de supresién disminuye

escalonadamente (Figura 54B).
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Figura 54. Supresion de la proliferacion de la subpoblacion CD8 (diana) dentro de la
fraccion CD8*. (A) Histogramas y diagramas de lineas que representan la media + SEM
de la supresion de la proliferacion de la subpoblacion CD8 en la fraccion CD8*-CTVio,
visualizados mediante la pérdida gradual del marcador CTVio con el que fueron tefiidas
las células CD8, tras 72h de co-cultivo con los diferentes tipos de thyTreg, y en ausencia
de Ac. Histogramas a ratio 2:1 (izquierda) y diagramas de lineas a ratios 2:1, 1:1 y 1:2
(thyTreg : CD8-CTVio*) (derecha) en los co-cultivos de todas las condiciones. N=2. (B)
Histogramas y diagramas de lineas que representan la media + SEM de la supresion de
la proliferacion de la subpoblacion CD8 en la fraccion CD8*-CTVio*, tras 72h de co-
cultivo con los diferentes tipos de thyIreg en presencia del Ac aCD8-Biotina.
Histogramas a ratio 2:1 (izquierda) y diagramas de lineas a ratios 2:1, 1:1 y 1:2 (thyTreg
: CD8-CTVio*) (derecha) en los co-cultivos de todas las condiciones. N=2.
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Por lo tanto, al igual que en los co-cultivos con las CMSP sin aislar, todos los
tipos del thyTreg-UniCAR, siendo especialmente remarcable las células
thyTreg-UniCAR41BB, presentan una gran capacidad de supresién de
proliferacion de las células CD8 aisladas, comparandolas con las thyTreg-NT.
Por lo tanto, se confirma que las thyTreg-UniCAR, y en especial las thyTreg-
UniCAR41BB, tienen un multiple efecto directo sobre las células diana,

también observado en los co-cultivos con las CMSP sin aislar.

Por el contrario, a diferencia de lo observado en las células no diana de las
CMSP sin aislar, ninguin tipo de thyTreg-UniCAR disminuye la concentracion
celular o la capacidad de proliferacion de las células CD4 de la fraccion no-
CDS8 durante los co-cultivos. El efecto indirecto observado sobre las células no
diana de las CMSP sin aislar (Ver apartados V1.5.4, VI.5.5 y VL.5.6), solo ocurre
cuando las células diana estan presentes en el medio. Por lo tanto, las thyTreg,
tras una cascada de reconocimiento especifico y activacion celular mediada
por los UniCAR, reducen la cantidad, la viabilidad, la proliferacién y el estado
de activacion de las células diana; y la proliferacién y el estado de activacion

de las células no diana, destacando especialmente las thyTreg-UniCAR41BB.
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VII. Discusion







VIL.1 Exploracion del uso de timocitos como fuente

alternativa de obtencion de thyTreg

En este estudio hemos demostrado que la combinacion de la estimulacion del
TCR/CD28, altas concentraciones de IL-2 y el tratamiento con TGF-1, asi
como la induccion de la expresion de un FOXP3 ectdpico, han sido capaces de
inducir una sobre-expresion del FOXP3 en los timocitos. Sin embargo, estas
estrategias, mediante las cuales ya se logro inducir iTreg con capacidad
supresora desde células T de periferia (203, 204), fueron insuficientes para
conferir un fenotipo estable y una funcionalidad similar a las thyTreg en las

células CD25s de origen timico.

Papel del microambiente, de la regulacion genética y epigenética en la

generacion de Treg funcionales

Algunos autores han remarcado el papel microambiente de citoquinas, como
el eje de la IL-2/IL-2R (receptor de la IL-2) y otras citoquinas esenciales para el
mantenimiento de la integridad, funcionalidad y estabilidad de las células
Treg, como el TGF-{ o la IL-15 (205-207). Se ha descrito que los progenitores
timicos de las thyTreg, las subpoblaciones CD25sFOXP3b3c vy
CD25'FOXP3r<s, se pueden diferenciar en tTreg CD25'FOXP3* en presencia de
altas concentraciones de IL-2 (51) y que las Tconv de periferia, bajo las mismas
circunstancias, pueden dar lugar a células iTreg funcionales (68, 69, 71). Sin
embargo, simulando esas condiciones, a pesar de que en los timocitos CD25"¢s
se indujo una elevada expresion del FOXP3, ésta no fue estable ni,

consecuentemente, su capacidad supresora in vitro.

Nuestros resultados muestran no solo una pérdida progresiva del FOXP3,
sino que también una reduccion inexorable del CTLA-4 en las CD25"¢ en
cualquiera de las condiciones probadas. Esta reduccion de ambas proteinas
también estuvo correlacionada con una menor capacidad supresora y con un
aumento de la expresion de citoquinas pro-inflamatorias, concordando con
los estudios previos en los que la inestabilidad en la expresion de los
principales marcadores de Treg pueden estar relacionados con la

inestabilidad funcional. Similar a estos resultados, varios estudios han
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demostrado que la expresion aislada del FOXP3 no es suficiente para inducir
Treg funcionales. Para que se consiga una expresion estable del FOXP3 y se
desencadene una capacidad supresora, se han descrito otros marcadores
relacionados con las Treg que también juegan un papel muy importante en
este contexto, como el TSDR o el CTLA-4. Algunos estudios indican que la
altisima calidad de las tTreg o de las thyTreg, se debe a la hipometilacion (muy
bajo nivel de metilaciéon) del promotor TSDR del FOXP3 (77, 112, 208).
Ademads, algunos autores han sugerido que el FOXP3 puede actuar
directamente sobre la remodelacion de la cromatina de los genes del CTLA-4,
IL-2 0 IFN-y, promoviendo o silenciando la expresion de los mismos (209, 210).
Ohkura et al., demostraron que era necesario disponer de un elevado estado
de demetilacion no solo en las regiones promotoras del FOXP3, entre ellas el
TSDR, sino que también en los promotores y en los genes que dan lugar a
otros marcadores, como el CTLA-4, para adquirir la estabilidad y la plena
capacidad supresora propia del linaje celular Treg (207, 211-213). Ademas del
estado de metilacion de los genes, también se ha descrito que una
deacteliacion de las histonas circundantes al promotor y al gen FOXP3 podria
ser el causante de su silenciamiento (212, 214). A pesar de que en el presente
estudio aun no tenemos resultados de los niveles de regulacion epigenética
de las diferentes regiones promotoras y genes implicados en la capacidad
reguladora de las Treg, ese estudio sera realizado en el futuro para verificar si
la falta de estabilidad y funcionalidad observada se debe al estado de

metilacion de estas regiones en los timocitos.

Paralelamente, transdujimos timocitos CD25" con el gen FOXP3 junto con el
tratamiento con TGF-1/IL-2. La presencia de este FOXP3 ectopico deberia
haber permitido superar las limitaciones supuestamente derivadas de la
regulacidn epigenética, ya que este FOXP3 ectdpico no estaria controlado por
el estado de metilacion de sus promotores reguladores habituales. Sin
embargo, a pesar de estar regulado por un promotor de expresion
constitutiva, la expresion del FOXP3 se redujo considerablemente tras varios
dias de cultivo in vitro. Por lo tanto, ademas del estado de metilacion de los
genes y/o de las regiones reguladoras, en estas células modificadas

genéticamente para forzar una sobre-expresion del FOXP3 deben estar
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ocurriendo otros mecanismos que, finalmente, acaban desestabilizando la

expresion de este factor de transcripcion.

Regulacidn postranscripcional de los marcadores clasicos de las Treg

Una hipotesis que puede explicar la inestabilidad de la expresion del FOXP3
y de la capacidad supresora de los timocitos es que, aunque se ha forzado una
expresion de FOXP3 enddgeno o ectopico en los timocitos CD25"¢s, estas
células pueden tener patrones de expresion diferentes a las thyTreg de otros
factores reguladores postranscripcionales esenciales para el mantenimiento o
la inhibicion del fenotipo y funcionalidad de las Treg. Por ejemplo, el motivo
a estéril y el dominio histidina-aspartato contenidos en la proteina 1
(SAMHDY], por sus siglas en inglés) favorece la degradacion del FOXP3 y, por
tanto, su expresion desestabiliza la funcion supresora de las células que los
expresan (215). Otro factor importante es el FOXP1, cuya tarea es la de crear
un heterodimero con el FOXP3 que estabiliza su union al ADN y desencadena
el fenotipo y funcionalidad Treg (216). Se ha demostrado que el FOXP1,
conjuntamente con el FOXP3, regula de manera positiva las rutas de
sefializacion del CD25, CTLA-4, CD39 y CD73, marcadores clasicos de las
Treg (217).

También se ha descrito el fenémeno de la translocacion del FOXP3 hacia el
citoplasma (218, 219). Se ha visto que las células Tconv CD4 activadas pueden
mostrar un aumento de la expresion del CD25 y del FOXP3. De hecho, en las
Tconv, en lugar de mantenerse en el ntuicleo para que pueda llevar a cabo su
funcion, este factor de transcripcion es exportado hacia el citoplasma vy,
debido a esa localizacion citoplasmatica, el FOXP3 no puede ejercer su
funcion. Este fendmeno podria explicar por qué las células Tconv estimuladas
muestran un aumento transitorio de la expresion del FOXP3, pero no asi una
posterior adquisicion de un fenotipo o capacidad supresora, fendémeno que
nosotros también observamos en los timocitos tras tres dias de estimulacion.
Sin embargo, en nuestro estudio hemos demostrado que la expresion del
FOXP3 en los timocitos CD25"¢¢ tratados con TGF-f31 e IL-2 estaba localizada
en el nucleo, donde deberia de haber llevado a cabo su funcion [resultados no

presentados en esta memoria, pero publicados en (187)].
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Existen otros mecanismos que también podrian modular que una proteina
adquiera funcionalidad, como la fosforilacion, o que la pierda, como los
mecanismos de degradacion proteica. Uno de estos mecanismos de
degradacion de proteinas esta basado en la ubiquitinacion de las mismas. Se
ha demostrado que la enzima deubiquinasa USP7 esta ampliamente
expresada en las células Treg, pues mantiene y estabiliza al FOXP3. De hecho,
la ausencia de esta enzima esta asociada con una disminucion del FOXP3 y el
consecuente decrecimiento de la capacidad supresora de las Treg in vitro (220).
Adicionalmente, el dominio en caja U tipo E3 de la ubiquitin ligasa STUB1 ha
demostrado que es capaz de degradar el FOXP3, provocando una reduccion
de otros marcadores asociados a las Treg y de su capacidad supresora, y de
inducir la expresion de la IL-2 y el IFN-y (221). Por lo tanto, a pesar de la
presencia del FOXP3 en el nucleo de las células, su degradacion por parte de
estas enzimas podria explicar la reducciéon de él mismo, del CTLA-4, el
incremento de la IL-2 y el IFN-vy; y la inestabilidad en la capacidad supresora

que hemos observado en los timocitos CD25" utilizados en este trabajo.

Finalmente, no se puede excluir que estos resultados se puedan deber al
estado muy inmaduro de los timocitos. Por lo tanto, se debe profundizar en
el conocimiento de ambientes genéticos favorables, de los mecanismos de
regulacion epigenética y de los mecanismos de degradacion del FOXP3 para
poder llegar al mantenimiento de una expresion estable del FOXP3 y de su
capacidad inmunosupresora. Ademads, también es necesario aumentar el
entendimiento de la generacion de las Treg en el timo, para poder reproducir
las condiciones necesarias in vitro y aprovechar la enorme cantidad de

timocitos como fuente alternativa de thyTreg.

VII.2 UniCAR en las Tconv

Desarrollados para combatir tumores hematoldgicos, los CAR han
demostrado una amplia funcionalidad in vitro e in vivo en modelos animales
y en humanos, hasta el punto en el que la FDA (administracion de alimentos
y drogas americana, por sus siglas en inglés) y la EMA (agencia europea del

medicamento, por sus siglas en inglés) han aprobado tratar a pacientes con
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leucemias y linfomas con esta estrategia terapéutica (222). Debido a su
potencial, se han desarrollado numerosas estrategias que intentan superar las
limitaciones observadas en los CAR convencionales, pero manteniendo, o
incluso mejorando, el rendimiento anti-tumoral de estos. Una de estas
aproximaciones es el uso de los denominados UniCAR, aquellos CAR que
necesitan un intermediario para el reconocimiento del Ag diana y para la
activacion de las células que portan a los UniCAR en su superficie. Utilizando
tres UniCAR con diferentes combinaciones de dominios de co-estimulacion,
hemos estudiado en Tconv si nuestros UniCAR podrian reproducir el efecto

anti-tumoral descrito en los CAR convencionales.

Diferencias entre los dominios de co-estimulaciéon en la activacion vy

funcionalidad de las Tconv con UniCAR de segunda generacion

Los UniCAR utilizados en este estudio corresponden a un UniCAR-mSA2 de
tercera generacion con los dominios CD28 y 4-1BB en su estructura, y dos
UniCAR de segunda generacion, cada uno con un solo dominio de co-
estimulacion unidos al CD3-C. Un factor muy importante a tener en cuenta es
que, para que las aproximaciones terapéuticas con cualquier CAR utilizado
sean eficaces, se debe elegir el dominio de co-estimulacion del CAR, o la

combinacion de ellos, mas adecuado para cada estrategia.

En este estudio, se ha observado que la sola presencia de un anticuerpo
biotinilado, incluso sin la célula diana, induce en las Tconv-UniCARCD28
unos porcentajes de activacion superiores a las Tconv-UniCAR41BB y a las
Tconv-CAR19, cuyo constructo CAR-T ARI-0001 también esta basado en el 4-
1BB (223). Por otro lado, en los ensayos de citotoxicidad sobre células diana
tumorales K562-CD19, los resultados indican que no hay diferencias en la
capacidad citotoxica de las Tconv-UniCARCD28 y de las Tconv-
UniCAR41BB, siendo, en ambos casos, ligeramente superior a la de las Tconv
con el CAR19 convencional. Estos resultados son contrarios a los mostrados
por Lohmueller et al,. en cuya investigacion también se co-cultivaron Tconv-
UniCAR-mSA2 con las células diana K562-CD19. Observaron que el UniCAR-
mSA2 con el CD28, en presencia de un anticuerpo intermediario biotinilado,

presentaba una ligera mayor citotoxicidad hacia células diana que el UniCAR-
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mSA2 con el 4-1BB, aunque en ambos casos era inferior a la mostrada por un

CAR convencional que no necesitaba del anticuerpo intermediario (179).

Estas diferencias se podrian deber a las variaciones en los dominios de co-
estimulacion de los constructos CAR. En las Tconv, los CAR convencionales
basados en el CD28 estdn caracterizados por una intensa activacion celular
que, consecuentemente, genera una rapida capacidad citotoxica y la
eliminacion del tumor, ambas muy superiores a las ejercidas por los CAR41BB
(224, 225). Sin embargo, se ha descrito que esta intensa activacion celular
mediada por el CD28 también estd asociada a un elevado agotamiento celular,
que hace que las células desarrollen mas rdpidamente un fenotipo senescente
y anérgico (226-229). Por el contrario, los CAR basados en el 4-1BB median
una menor, pero mas sostenida, activacion celular, aumentando la
proliferacion y mitigando el agotamiento de las células efectoras. Esto
favorece una mayor persistencia en el paciente y una eliminacion de las
células tumorales (148, 225-227, 230). Sun et al,. describieron que el origen de
las diferencias entre estas dos sefiales de co-estimulo podria deberse a la
quinasa LCK, reclutada por la accién conjunta del CAR y los co-receptores
CD4 o CDS8. Este grupo describio que los sitios de fosforilacion que esta
quinasa LCK tiene en la cadena CD3-C se encuentran basalmente fosforilados
en los constructos CAR con la secuencia CD28, 1o que desencadena una sefial
de activacion ténica muy elevada y permanente. Esta gran activacion que
induce el CARCD28 aumenta la ruta metabdlica de la glucdlisis y de la ruta
de activacién de la quinasa fosfatidilinositol 4-5 bifosfato 3 (PI3K, por sus
siglas en inglés). Desafortunadamente, también aumenta la expresién de
genes y factores de transcripcion relacionados con el agotamiento celular,
como NFATCL, NR4A2, and PDCD1 (gen que da lugar a la proteina PD-1)
(231, 232). Por el contrario, observaron que los constructos CAR con la
secuencia 4-1BB reclutaban a un complejo proteico que impedia la accion
quinasa LCK, manteniendo una fosforilacion basal menor y, por tanto, una
sefial de activacion tonica reducida (231). Asi, el dominio de co-estimulacion
4-1BB desencadena un metabolismo mas oxidativo y la accion de la cascada
de activacion del factor nuclear kappa beta (NF-«[3, por sus siglas en inglés),

de TRAF1 y TRAF3 (231, 233), favoreciendo la supervivencia de la célula. Por
200



lo tanto, este superior estado de activacion tonico podria explicar por qué se
induce la intensa cascada de activacion celular tras el contacto soélo del
anticuerpo biotinilado en las Tconv-UniCARCD28, mientras que las Tconv-
UniCAR41BB muestran una menor activacion inespecifica. Finalmente, para
poder demostrar esta hipotesis, se necesitaran los resultados de los futuros
experimentos que realicemos acerca del estado de agotamiento celular de

ambos tipos de poblaciones.

UniCAR de tercera generacion en las Tconv

Por otro lado, con la intencion de combinar la potente citotoxicidad de los
CARCD28 con el escaso agotamiento y la persistencia a largo plazo de los
CARA41BB, se crearon los CAR de tercera generacidn en cuya estructura estan
incluidos el CD28, el 4-1BB y el CD3-C. Los CAR convencionales de tercera
generacion han demostrado una elevada tasa de éxito en estudios pre-clinicos
(234-236) y en ensayos clinicos de tumores hematoldgicos, donde
demostraron tener mas expansion y persistencia que un CARCD28 (237). En
nuestros resultados, hemos observado que las Tconv portadoras del UniCAR
de tercera generacidén se activaban en gran medida Unicamente ante la
combinacion del anticuerpo intermediario biotinilado correcto y las células
diana adecuadas, mientras que en presencia solamente del anticuerpo
intermediario no mostrd ninguna activacion inespecifica, al contrario que las
Tconv-UniCARCD28 y las Tconv-UniCAR41BB. Sin embargo, a pesar de que
esta estructura de UniCAR ejerce una activacion mucho mds especifica que
los otras dos UniCAR de segunda generacion, la capacidad citotoxica de estas
células Tconv-UniCAR no mejora a la ejercida por ambos de segunda
generacion, tal y como han reportado algunos autores en los resultados de sus
estudios en modelos animales (238-241) o incluso en ensayos clinicos (242). En
estos estudios se sugirié que la acumulacion de varias senales de co-estimulo
adicionales podrian no solo no inducir una mayor capacidad citotoxica, sino

que incluso podrian generar un detrimento en la funcionalidad de las células.

En resumen, las estructuras UniCAR-mSA2 de segunda y tercera generacion
utilizadas en el presente trabajo no han demostrado unas mejores cualidades

de versatilidad o especificidad para utilizarlas en las Tconv como terapia anti-
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tumoral, compardndolas con el CAR19 convencional. Por lo tanto, se
continuardn explorando nuevas estrategias y aproximaciones para intentar

aprovechar el potencial de los UniCAR en las Tconv.

VIL3 Diferente patrén de estimulacion de las thyTreg
mediado por los UniCAR

Numerosos estudios pre-clinicos han demostrado que las Treg antigeno-
especificas son mas eficaces que las Treg policlonales para desarrollar una
gran capacidad supresora (113-115, 127). En este contexto, uno de los primeros
estudios de CAR en pTreg para tratar la colitis en ratones (119) demostro
resultados muy alentadores. Posteriormente, se investigd con estas pTreg-
CAR en contextos de enfermedades autoinmunes en numerosos modelos
animales (243-249); para proteger frente la EICH tras un trasplante de células
hematopoyéticas (195, 250, 251) e incluso para prevenir el asma (252).

Los UniCAR no alteran el fenotipo de las thyTreg

A pesar de toda la investigacion previa sobre el efecto de los dominios de co-
estimulacion en las Tconv-CAR en el &mbito oncologico, poco se sabe de como
actiian los dominios de co-estimulacion en las Treg modificadas con CAR, ya
que los mismos dominios de co-estimulacion afectan de formas muy
diferentes a las Tconv y a las Treg, dando como resultados respuestas
celulares distintas (222). Tampoco se ha investigado todavia el efecto sinérgico
de dos dominios de co-estimulacién (como el 4-1BB y el CD28) utilizados
conjuntamente en un CAR de tercera generacion en las Treg. Ademas, se
desconocen los efectos de los diferentes dominios de co-estimulacion en las
thyTreg de timo, pues la mayoria de las investigaciones actuales se han

basado en pTreg-CAR de sangre periférica.

Para aportar conocimiento a este respecto, en el presente trabajo se han
evaluado thyTreg modificadas genéticamente con tres UniCAR con diferente
combinacion de dominios co-estimuladores. Los resultados de este trabajo
demuestran que ninguna variedad de nuestras thyTreg-UniCAR vio alterada
su expresion de los principales marcadores de Treg, como el CD25y el FOXP3,
o marcadores de estabilidad, como el HELIOS, con respecto a las thyTreg sin
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transducir. Tampoco observamos que la transduccion con los diferentes
UniCAR alteren la expresién de proteinas implicadas en el trasvase o
migracion de estas células por la sangre y los tejidos; ni de marcadores de
funcionalidad asociados con las Treg, como el CTLA-4, ICOS, LAG3 o CD73,
con respecto a las thyTreg sin transducir. Estos resultados se ven avalados por
otros estudios basados en pTreg modificadas genéticamente con otros
UniCAR, cuyos resultados han sido similares (253). Ademas, la expresion de
todos estos marcadores concuerda con lo observado anteriormente en estas
células thyTreg (112) o en tTreg (77, 254). Sin embargo, a pesar de no ser
significativo, las thyTreg modificadas genéticamente mostraban un aumento
de los niveles basales de expresion de IL-10, de Granzima B y de Perforina,
comparandolas con las thyTreg-NT. Por lo tanto, la modificacion genética con
los constructos UniCAR no altera en gran medida el extraordinario fenotipo

celular thyTreg.

Otros autores que han comparado el CD28 frente al 4-1BB en pTreg con CAR
convencionales dirigidas también frente al HLA-A2, tampoco observaron
diferencias en la frecuencia de la poblacién CD25FOXP3¥, ni en la metilacion
en los genes del TSDR o del CTLA-4. Sin embargo, el CARCD28 indujo una
mayor expresion del CTLA-4y del LAP (181). Otro estudio mdas amplio sobre
el efecto de los dominios intracelulares de CAR convencionales en el fenotipo
y la estimulacion de las células pTreg fue el realizado por Dawson et al,.. Ellos
testaron un CAR frente el HLA-A2 de segunda generacion con 10 tipos de
combinaciones diferentes de dominios co-estimuladores, todos ellos
asociados a los mecanismos naturales de activacion las Treg (195, 196). Asi,
compararon el uso de varios dominios de co-estimulacion de la superfamilia
del CD28, entre los que destacan el mismo CD28, ICOS, CTLA-4 o PD-1, con
la superfamilia de los receptores del TNF (TNFR), entre los que se encuentran
el 4-1BB, OX40 o GITR. Al igual que nuestros resultados, no observaron que
ninguna estructura CAR con los diferentes dominios alterara la expresion del
FOXP3 o el HELIOS en las pTreg, y tampoco su estado de demetilacion del
TSDR. Sin embargo, al contrario que nuestros resultados, también observaron

que las pTreg-CARCD28 tenian una expresion mas elevada proteinas
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asociadas con la capacidad supresora, como el CTLA-4 y el LAP (195),

probablemente debido a la combinacion de los dominios de co-estimulacion.

Diferencias en la activacion celular de las thyTreg segiin los dominios de co-

estimulacion
Estudiando la activacion celular ejercida por nuestros UniCAR sobre las
thyTreg, nuestros resultados muestran diferencias en el perfil y caracteristicas

de la estimulacion de las thyTreg entre los diferentes UniCAR.

Similar a lo que hemos observado en las Tconv-CAR, las thyTreg-
UniCARCD28 mostraron unos niveles de activacion celular muy superiores a
los del resto de células. Sin embargo, a pesar de que el UniCARCD28 es el
constructo que indujo la mayor activacion celular en las thyTreg, este fue
también mas inespecifico que el del resto de constructos, pues ante
intermediarios biotinilados no especificos en presencia e, incluso, en ausencia
de las células diana, este constructo estimulé enormemente a las thyTreg.
Estos resultados sugieren que el UniCARCD28 induce un estado de activacion
tonico superior al del UniCAR o UniCAR41BB en las thyTreg, al igual que en
las Tconv. Este estado de activacion superior haria posible que el detonante
que necesitaran estas células para que se estimulen sea menor y que esa
activacion se desencadene, tan solo, con el reconocimiento de la biotina del
intermediario por el UniCARCD2S8, fenémeno también descrito en otros
estudios (253). Ademas, también explicaria que cuando se dan las senales de
reconocimiento conjunto de la biotina del intermediario correcto y la célula
diana adecuada, la activacion que se desencadene sea muy superior a la del
resto de thyTreg-UniCAR. En sintonia con nuestros resultados, estudios
previos observaron que la mayor expresion de los marcadores de activacion
CD69 y CD71 se daba en las pTreg con el CAR convencional basado en el
CD28 con respecto al resto, incluidas las pTreg-CAR41BB (181, 195).

Por el contrario, la estimulacidon celular mediada por el UniCAR de 3?
generacion y por el UniCAR41BB en las thyTreg es menor que la de las
thyTreg- UniCARCD28, pero mucho mas especifica, pues unicamente se
desencadena la activacion celular en presencia del anticuerpo biotinilado

correcto y la célula diana adecuada. Ademas, vemos que no hay diferencias
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en el perfil de activacion de las thyTreg en el caso del UniCAR41BB vy el
CAR19, CAR convencional también basado en el 4-1BB.

VIL.4 Potenciales mecanismos de la elevada capacidad

supresora de las thyTreg-UniCAR

En el presente estudio, se ha demostrado que las thyTreg modificadas
genéticamente con diferentes UniCAR son capaces de suprimir muy
eficientemente a las células diana T CD8*, elegidas mediante el uso de un
anticuerpo aCD8 biotinilado, disminuyendo su concentracion, viabilidad,
proliferacion y estado de activacion. En paralelo, y tinicamente cuando las
células diana estaban presentes, también suprimieron de una forma indirecta
la proliferacion y el estado de activacion de las células no diana, como las T
CD4, sin que su viabilidad se viera afectada. En estudios previos, también se
ha reportado que las células pTreg-CAR especificas de un Ag no solo
pudieron suprimir la proliferacion de las células T efectoras especificas de
dicho Ag, sino que también de otras células T efectoras con una especificidad
por un antigeno distinto, ejerciendo una supresiéon directa e indirecta (123,
124, 126, 127). Esta supresion directa sobre las células diana, e indirecta sobre
las células no diana, alcanzé en nuestro estudio su maximo exponente en las
thyTreg-UniCAR41BB, comparado con las otras variedades de thyTreg-
UniCAR. Esa supresion fue, ademads, ratio-dependiente, resultados
comparables a los de otros estudios tanto de pTreg-CAR (122, 123), como de
thyTreg policlonales (112).

Para determinar los principales mecanismos con un papel relevante en la
supresion ejercida por las thyTreg-UniCAR41BB, se han evaluado las vias de
supresion comunmente empleadas por las Treg para poder llevar a cabo su

funcion supresora (42):

Degradacion del ATP

Una de ellas es la capacidad de disrupcion del metabolismo de las células

efectoras, mediante varias vias diferentes de accién (201). Para ello, las Treg
pueden llevar a cabo la via de la degradacion del ATP por las proteinas CD73
y CD39 (254) como mecanismo de disrupcion metabolica. Sin embargo, la baja
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expresion del CD73 en todos los tipos de thyTreg del presente estudio nos
hacen pensar que no es el principal mecanismo de la accion supresora ejercida
por las thyTreg modificadas genéticamente, aunque tampoco podemos

descartar que esté participando.

Consumo de la IL-2

Otro mecanismo de supresion mediante la disrupcion metabolica es la via de
la captacion de la IL-2 disponible en el medio gracias la elevada expresion del
CD25 propio de las Treg, reduciendo su disponibilidad para las células
inflamatorias o activadas (255). En este contexto, observamos que todos los
tipos de thyTreg de nuestro estudio tienen una altisima expresion del CD25.
Ademads, en las condiciones con mayor capacidad de supresion de la
proliferacion de CMSP activadas, la ejercida por las thyTreg-UniCAR41BB, la
cantidad de IL-2 disponible en el medio es minima y muy inferior a la
observada en la condicion de control positivo de proliferacion. Esta
disminucion de la IL-2 en el medio concordaria con el mecanismo inmuno-
supresor de la deprivacién por consumo de la IL-2 por parte de las thyTreg.
Sin embargo, a pesar de que también podemos observar que la condicion de
co-cultivo con thyTreg-UniCARCD28 presenta una reducida cantidad de IL-
2 disponible en el medio, esta condicién muestra una capacidad de supresion
equivalente a las thyTreg-UniCAR, e inferior en ambos casos a las thyTreg-
UniCAR41BB.

Estos resultados contravienen a los observados en pTreg modificadas con
CAR, en los que otros autores han observado que la funcién supresora
ejercida por Treg con un CARCD28 es dependiente del mecanismo de
deprivacién de la IL-2, mientras que el CAR41BB no muestra este mecanismo
aumentado (181). Una hipotesis que podria explicar esta discordancia seria
que la cantidad de IL-2 se ve reducida en el medio de cultivo, pero no se asocia
a una funcién supresora, probablemente debido al superior estado de
activacion ténico de las células thyTreg-UniCARCD28. Debido a este elevado
estado de activacion basal, las thyTreg-UniCARCD28 consumirian la IL-2
como un mecanismo de supervivencia celular, pero sin aumentar su

capacidad supresora. De hecho, algunos estudios sugieren que el consumo de
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la IL-2 por parte de las Treg no desencadena necesariamente un aumento de
su capacidad supresora (256, 257), y, por lo tanto, podria estar asociando a un
fuerte estado de activacién y de demanda de nutrientes, como ocurre en las
Tconv (258).

Supresion por contacto célula-célula

Otro mecanismo de supresion es el causado por el contacto directo entre las
proteinas que median la supresion de las Treg y sus dianas (201). Dentro de
este mecanismo, estan implicadas numerosos tipos de proteinas, como el
CLTA-4,ICOS, LAG3, LAP, etc (42). Estos principales marcadores funcionales
de las Treg han sido evaluados en otros estudios en los que también se han
modificado genéticamente pTreg con CAR (123, 152, 181, 195, 259). En estos
estudios, las células portadoras de diferentes tipos de CAR convencionales
mostraron un elevado porcentaje de expresion de estos marcadores asociados
con las Treg, como el CTLA-4 o el LAP. Sin embargo, mientras que estos
estudios describieron que las células pTreg con CAR41BB tenian una
expresion menor del CTLA-4 que las pTreg con CARCD28 (181, 195), nuestros
resultados muestran que todos los tipos de thyTreg, modificadas, o no,
genéticamente, expresaban de una forma elevada, homogénea y similar las
proteinas CTLA-4 e ICOS. Ademas, con unos niveles inferiores, tampoco hay
diferencia en la expresion de LAP, LAG3 o GITR entre nuestras thyTreg sin
modificar y las que expresan los diferentes UniCAR. Debido a los niveles de
expresion de estos marcadores, cabria suponer que en la supresion ejercida
por las thyTreg estan participando los mecanismos de supresiéon directa por
contacto directo célula/célula. En cambio, la homogénea expresion de estas
proteinas entre los tipos de thyTreg-UniCAR no explicaria las diferencias en

la funcion supresora observadas entre las condiciones en el presente estudio.

Expresion vy liberacion de citoquinas anti- y pro-inflamatorias

Como mecanismos indirectos supresores encontramos la produccién de
citoquinas anti-inflamatorias, como la IL-10, el TGF-3 o la IL-35 (201). Entre
estas citoquinas, hemos estudiado a la IL-10, la citoquina anti-inflamatoria por
excelencia (260) y los resultados que hemos observado han sido

sorprendentes. Primeramente, las condiciones de células thyTreg con los
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UniCARCD28 y UniCAR41BB mostraron una expresion de la IL-10 en estado
basal superior a la observada en las thyTreg no transducidas. Ademas, tras
tres dias de co-cultivo con CMSP, la IL-10 presente en el medio de cultivo es
muy elevada en las condiciones en las que las thyTreg-UniCAR41BB ejercen
una elevada supresion. Sin embargo, la IL-10 en el medio es mucho mayor en
la condicion de thy Treg-UniCARCD28 que, paraddjicamente, es la que menos
capacidad supresora mostro. Estos resultados de la IL-10 son similares a los
observados en otros estudios, en los que las pTreg con CARCD28 tienen una
produccién mucho mas elevada de la IL-10 que las pTreg con un CAR41BB
(181). Ademas, demostraron que la IL-10 no era la causa principal de
supresion, ya que el bloqueo de la IL-10 (181), o una sobre-expresion de esta
interleuquina mediante un constructo que codificaba un CAR e IL-10 ectopica
(152), no afectaba apenas a la supresion ejercida por las pTreg-CAR, por lo
que este mecanismo no debe ser el principal responsable de la funcién
supresora de las pTreg. Por lo tanto, la elevada cantidad de IL-10 que
observamos en los medios de cultivo con thyTreg-UniCARCD28 también se
deberia al elevado estado de activacion celular desencadenado por el CD28.
No obstante, no podemos confirmar o descartar el papel de la IL-10 u otras
citoquinas anti-inflamatorias como mediadores de supresién de este estudio.
Para ello, se realizaran futuros experimentos bloqueando estas citoquinas en

los ensayos de co-cultivo para poder dilucidar su participacion.

De igual modo, hemos analizado la produccién de citoquinas pro-
inflamatorias en estado basal y su presencia en el medio tras el co-cultivo con
las CMSP. Las thyTreg sin modificar genéticamente han sido ampliamente
descritas por su estabilidad y escasa produccion de citoquinas inflamatorias,
incluso bajo ambientes pro-inflamatorios (112, 187). En estado basal, ningtin
tipo de célula thyTreg mostré una produccion reseniable de IFN-y. Sin
embargo, tras tres dias de contacto con sus células diana en el co-cultivo con
las CMSP, las condiciones de thyTreg-UniCARCD28, ademas de la IL-10,
mostraron los niveles mas altos de IFN-y, TNF-a e IL-6 en el medio del co-
cultivo. Otros grupos han descrito que las pTreg modificadas genéticamente
con CAR convencionales basados en el CD28 son capaces de producir altas

cantidades de citoquinas inflamatorias, como el IFN-y o el TNF-a después del
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contacto con su diana, incluso a pesar de co-expresar una alta cantidad de IL-
10 (152, 181). También describieron que esta produccion de citoquinas, tanto
pro-inflamatorias como anti-inflamatorias, es menor en las pTreg con un
CAR-41BB a la mostrada por las pTreg-CARCD28 (179, 181, 253), resultados
similares a los nuestros. Sin embargo, contrariamente a nuestros resultados,
estos estudios también reportaron que, in vitro, las pTreg-CAR41BB tienen
una funcion supresora o similar (253) o menor (181) a las pTreg-CARCD28,

una diferencia que fue atin mas acusada in vivo (195).

A pesar de que algunos autores han descrito pTreg con cierta capacidad para
producir citoquinas inflamatorias (78, 79, 261), el fenotipo y estado de
maduracion de esas células no coinciden con el de las thyTreg. Otros autores
han sugerido que las Treg necesitarian adoptar determinadas caracteristicas
de las células efectoras, como por ejemplo la produccion de citoquinas pro-
inflamatorias, para poder ejercer su funcion supresora sobre ellas (262-265).
Aunque esta hipotesis podria explicar por qué las thyTreg-UniCAR41BB
presentan una elevada capacidad supresora junto con una alta presencia de
citoquinas pro-inflamatorias, no explicaria el fendémeno de la elevadisima
presencia de citoquinas pro-inflamatorias en las condiciones con thyTreg-

UniCARCD28 y su escasa funcionalidad supresora.

Capacidad citolitica de las thyTreg-UniCAR sobre las células diana

La muerte celular inducida de las células efectoras es también un mecanismo
de supresion de las Treg (201). Para ello, a pesar de que algunos autores han
reportado que la induccion de la muerte celular ejercida por las Treg puede
ser causada por la deprivacion de la IL-2 (266), otros autores son contrarios a
esta hipotesis (267) y sugieren que el mecanismo por el que las Treg son
capaces de inducir la apoptosis en las células diana es mediante la liberacion

de granulos que contienen granzimas y perforinas (268-270).

Nuestros resultados muestran que las thyTreg-UniCAR tienen una expresion
basal de la Granzima B ligeramente superior al resto de las thyTreg, y que las
thyTreg-UniCAR41BB es el tipo celular que presenta basalmente la mayor
expresion de Perforina. Tras el co-cultivo con las CMSP, las thyTreg-UniCAR,
thyTreg-UniCARCD28 y, sobre todo, las thyTreg-UniCAR41BB, redujeron in
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vitro el porcentaje, el nimero absoluto y la viabilidad de las células diana, sin
tener ningun efecto en cualquiera de estos tres parametros en las células no
diana de las CMSP, tanto estudiando las poblaciones en conjunto como por
separado, resultados no observados en las thyTreg-NT. Sin embargo, a pesar
de que todas nuestras thyTreg-UniCAR mostraron la capacidad de eliminar a
las células diana, iinicamente las thyTreg-UniCAR41BB mostraron, ademas,
una alta capacidad de supresion de la proliferacion y del estado de activacion,

tanto de las células diana como no-diana.

Estos resultados son similares a los de otros estudios in vitro que reportaron
que las pTreg podian desarrollar la capacidad de lisar células diana mediante
la acciéon de CAR convencionales (181) o, incluso, por UniCAR (253) en un
proceso que es, al menos, dependiente de la Granzima B (181). Sin embargo,
en estos estudios, las pTreg con CAR basados en el CD28 mostraron una
mayor capacidad citolitica y supresora que los CAR basados en el 4-1BB (181).
Contrariamente, otros autores han descrito que las pTreg con CARCD28
frente al HLA-A2 no poseen ningtn tipo de efecto citotdxico sobre las células
diana (122, 125). Intentando dilucidar esa ambigua capacidad citolitica de las
pTreg-CAR, Boroughs et al,. hipotetizaron que las diferencias en la nula
citotoxicidad observada en las pTreg-CAR dirigidas frente HLA-A2 (122, 125,
195), comparando con la gran capacidad citolitica observada en sus pTreg-
CAR frente al CD19, se podia deber a la gran afinidad de su CAR por el CD19.
Para estudiar esto, usaron un nuevo CAR con mucha menos afinidad frente a
la variante III del receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFRVIII, por
sus siglas en inglés) y comprobaron que sus pTreg-CAR seguian induciendo
una muerte celular similar a sus pTreg-CAR frente al CD19, descartando la
hipotesis de la afinidad como principal causa para inducir la capacidad

citotoxica (181).

En modelos de tumor in vivo, las pTreg-CARCD28 han demostrado tener una
alta capacidad de reconocimiento y acumulacion sobre las células con el Ag
diana, pero con unos bajos niveles de citotoxicidad sobre las células tumorales
(181). Boroughs et al,. sugirieron que para estudiar in vivo el efecto citotdxico

de las pTreg-CARCD28, se deben escoger otros modelos que no sean modelos
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tumorales, ya que la rapida tasa de proliferacion celular de las lineas
tumorales podia estar enmascarando los resultados (181). En sintonia con
estos estudios, hemos observado que nuestras thyTreg con los diferentes tipos
de UniCAR tienen una mayor capacidad de inducir muerte celular sobre las

células primarias CMSP que sobre las células de linea tumorales K562-CD19.

Asi, en modelos no tumorales, como el de xenotrasplante de piel, a pesar de
que los investigadores observaron que pTreg-CARCD28 eran capaces de
infiltrar en el trasplante y de inducir una leve lisis de las células diana del
tejido trasplantado cuando se infundian ellas solas, esta lisis celular era
mucho menor a la inducida por Tconv-CARCD28 frente a los mismos Ag.
Posteriormente, demostraron que si se infundian pTreg-CARCD28 y Tconv-
CARCD2S8 a la vez en el animal, ambas dirigidas frente al mismo Ag, las
pTreg-CARCD28 prevenian el dafio tisular ejercido por las Tconv-CARCD28,
ya que el tejido mostrd incluso menos lisis celular que con las pTreg-
CARCD28 solas. Estos resultados parecen indicar que, a pesar de que las
pTreg-CAR puedan desarrollar cierta capacidad citolitica sobre las células
diana, su capacidad inmunosupresora y de proteccion tisular (271) prevalece
si se encuentran en contextos de inflamacién y dano tisular. En paralelo,
también certificaron que las pTreg-CAR41BB no ejercian una optima funcion

supresora en ese modelo de xenotrasplante in vivo (181).

Por lo tanto, a la vista de los resultados de las thyTreg-UniCAR, podemos
hipotetizar que las células thyTreg modificadas genéticamente podrian ejercer
su funcion supresora utilizando varios mecanismos: la deprivacion de la IL-2,
la producciéon de citoquinas anti-inflamatorias, el contacto directo célula-
célula mediante las proteinas de membrana y la induccién de la muerte
celular de las células diana. Sin embargo, estos estudios se limitan a
experimentos in vitro y, desafortunadamente, ain no se han podido
determinar si estas mismas células podrian tener una capacidad de proteccion
frente a danos tisulares. Por lo tanto, cada uno de estos mecanismos deberan
ser estudiados con mas profundidad en futuros experimentos in vitro e in vivo

para determinar el papel de cada uno de ellos
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UniCAR41BB no solo no desestabiliza la capacidad supresora de las thyTreg,

sino que la potencia

El papel del dominio intracelular 4-1BB en las Treg sigue siendo atin muy
controvertido. A pesar de que algunos autores han relacionado la accién del
4-1BB con una desestabilizacidn de la funcionalidad de las Treg, tal y como se
ha comentado anteriormente (181, 195), se ha descrito que el bloqueo del 4-
1BB esta relacionado con una inhibicion de la funcionalidad de las Treg (272)
y que la estimulacion del 4-1BB mediante agonistas promociona la expansion
de las Treg, sin afectar a la expresién del FOXP3 ni a su capacidad supresora

(273, 274).

En el presente estudio, las thyTreg-UniCAR41BB han demostrado ser el tipo
celular que mas eficaz y especificamente ha suprimido a las células diana y no
diana con respecto a las células sin transducir y a las portadoras del UniCAR
de 3% generacion y del UniCARCD28. Avalando nuestros resultados, Koristka
et al,. demostraron que en las condiciones en las que co-cultivaron in vitro las
pTreg-UniCAR con CMSP, no se observaban diferencias en la capacidad de
supresion de estas pTreg-UniCARCD28 o pTreg-UniCAR41BB, siendo
incluso ligeramente superior la ejercida por estas ultimas. Estos resultados
son muy relevantes, pues demuestran que el 4-1BB no impide desarrollar una
elevada funcion supresora en las pTreg-UniCAR (253). Por el contrario, en
otros numerosos estudios con pTreg-CAR convencionales, las pTreg-
CARCD2S8, ademds de un mayor nivel de estimulacién, mostraron una
supresion muy superior a la desarrollada por las pTreg-CAR con otros
dominios co-estimuladores en sus constructos. En esos estudios, a pesar de
que las pTreg-CAR41BB fueron las que mostraron la segunda mejor funcion
supresora in vitro, la diferencia con las pTreg-CARCD28 era notable. Ademas,
estas pTreg-CAR41BB no mostraron tan buenos resultados in vivo inhibiendo
la enfermedad de EICH, con respecto a las pTreg-CARCD28 (181, 195).

Estas diferencias en la actividad de las células que expresan CAR o UniCAR
basados en el 4-1BB o el CD28 observadas en nuestro estudio y las de otros
laboratorios, pueden deberse a multiples causas: (I) La gran mayoria de los

estudios previos han utilizado Treg extraidas de sangre periférica de adultos,
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mientras que las thyTreg proceden del timo y presentan un fenotipo mas
indiferenciado. Estas thyTreg podrian expresar algun elemento distinto que
repercuta de una forma diferencial ante la acciéon de los dominios 4-1BB o
CD28 asociados a los CAR. (II) Las Treg con CAR basados en el CD28, ademas
de un superior estado de activacion, podrian estar desarrollando un mayor
estado de agotamiento celular que aquellas células con CAR-41BB, lo que
explicaria la alta produccion de citoquinas inflamatorias, la variable
capacidad supresora y, como también observamos en las thyTreg-
UniCARCD28, la prominente expresion de marcadores celulares asociados al
agotamiento celular, como el PD-1 0 el ICOS. (III) El constructo que utilizamos
en la presente tesis es un UniCAR que necesita de intermediarios biotinilados.
La conformacion proteica resultante del UniCAR tras el reconocimiento del
intermediario y del Ag diana podria ser diferente a la ocurrida en los CAR
que reconocen directamente el Ag diana. (IV) Pequenas diferencias en la
secuencia de los constructos podrian desencadenar reacciones celulares muy

diferentes.

Relevancia de los dominios Hinge y Transmembrana mediando |la activacion

y funcionalidad de celular

Ademads de la importancia de las senales de co-estimulacion de los CAR,
algunos autores también destacan el papel diferencial que poseen otros
elementos de los CAR, como el dominio Hinge y el dominio Transmembrana.
En Tconv-CAR, por ejemplo, se puede observar una gran diferencia en la
capacidad citolitica y de produccion de citoquinas inflamatorias entre dos
CAR con la misma estructura extracelular e intracelular, pero que diferian en
los dominios Hinge y Transmembrana. Asi, el CAR cuyos dominios Hinge y
Transmembrana estaban basados en la cadena CD8a, presentaron menos
capacidad de inducir apoptosis en células diana que las mismas células
portadoras de CAR cuyos dominios pertenecian al CD28 (275). Al igual que
la longitud del Hinge puede afectar a la funcionalidad del CAR, como fue
comentado anteriormente, Fujiwara et al,. sugirieron que la estructura del
Hinge también puede modular la accién del CAR, aumentando o reduciendo
el umbral de reconocimiento necesario para que el CAR active ala célula (275).

Ademas, sugirieron que la estructura del dominio Transmembrana también
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es capaz de modular al CAR, aumentando o disminuyendo la estabilidad de
esta proteina en la membrana celular (275). Marjzner et al,. corroboraron que,
CAR con los dominios Hinge y Transmembrana del CD28 disminuian el
umbral desencadenante de la activacion celular tras el reconocimiento
antigénico, induciendo, por tanto, una mayor activacion celular, comparado
con los mismos CAR con las secuencias Hinge y Transmembrana del CD8«
(276).

En nuestro estudio, se ha observado grandes diferencias en la funcionalidad
de las thyTreg-UniCAR41BB, con respecto a otras pTreg con CAR41BB
convencionales. Como ya ha sido mencionado anteriormente, Dawson et al,.
reportaron una falta de funcionalidad de sus pTreg-CAR41BB. Comparando
la estructura de ambos tipos de CAR, su constructo CAR41BB posee los
dominios Transmembrana y co-estimulador basados integramente en el 4-1BB
(195), mientras que nuestro UniCAR41BB posee un dominio Transmembrana
procedente del CD28 combinado con el dominio co-estimulador 4-1BB. En
otros estudios que también reportaron una inestabilidad en la funcién
reguladora de las pTreg en CAR que contenian el 4-1BB, sus dominios Hinge
y Transmembrana procedian del CD8a (181), igualmente diferentes a los de
nuestro UniCAR41BB.

Sin embargo, Koristka et al,., como ha sido mencionado anteriormente,
reportaron que sus UniCAR41BB no impedian la capacidad supresora de las
Treg y que este constructo también aumentaba su capacidad citolitica. Estos
resultados, muy parecidos a los que hemos obtenido en la presente tesis,
probablemente se deban a que el dominio Transmembrana de su
UniCAR41BB también procede del CD28 (253), al igual que nuestro
UniCAR41BB. A este respecto, otros autores sugieren que el dominio
Transmembrana de un CAR que procede del CD28 puede interaccionar con
las proteinas endogenas completas CD28 y con la LCK, formando cimulos
que favorecen el aumento de la capacidad de activacion celular, incluso en
CAR cuyo dominio de co-estimulacion es el 4-1BB (277, 278).

En resumen, la estructura UniCAR41BB utilizado en este trabajo aunaria las

ventajas de mantener una excelente estabilidad fenotipica y un menor
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agotamiento celular, debido a su dominio intracelular 4-1BB, junto con la
moderada capacidad de activacion celular y excelente ejecucion de la
funcionalidad supresora de las thyTreg, debido a su dominio Transmembrana
CD28. Ademas, este constructo evitaria la desestabilizacion de la funcidon
supresora asociada a la estructura integra basada en el 4-1BB, reportada por
otros grupos, y la sobre-activacion celular, inespecificidad y agotamiento
caracteristico de los CAR basados integramente en el CD28, como también
observamos en la menos expresion del PD-1 en las thy Treg-UniCAR41BB. Asi,
en base a este amplio y minucioso estudio, las thyTreg-UniCAR41BB, cuyo
dominio Hinge y de transmembrana proviene del CD28 y su dominio co-
estimulador es el 4-1BB, son el unico tipo de thyTreg modificadas
genéticamente que han desarrollado una elevada capacidad supresora
manteniendo una alta especificidad y estabilidad fenotipica en ensayos in
vitro. Como mecanismos de supresion, thyTreg-UniCAR41BB serian capaces
de inducir citdlisis en las células diana, probablemente mediada por
granzimas y perforinas. Ademas, la inhibicion la proliferacion y del estado de
activacion de las células diana restantes y de otras células no diana, podria
estar mediado por una moderada produccion de IL-10, por un alto consumo
de IL-2 y por las proteinas presentes en su superficie celular, como el CTLA-
4.

Por otro lado, las thyTreg-UniCARCD28 presentaron un estado de super
activacion, una gran capacidad de lisis de las células diana, la mayor
produccion de IL-10 y consumo de la IL-2. Sin embargo, paraddjicamente
estos datos no han concluido en una funcidn supresora superior a las thyTreg-
NT. La altisima expresion del PD-1, del ICOS y la poca funcionalidad celular
podrian indicar que estas células han entrado en una fase de agotamiento o
senescencia celular debido a una sobre-activacion celular mediada por la
combinacion de los dominios Hinge, transmembrana y co-estimulador del
UniCARCD2S8, al igual que ocurre en las Tconv (232).

Finalmente, la combinacion de sefiales co-estimuladoras CD28 y 4-1BB en un
UniCAR de 32 generacion, a pesar de mantener una alta estabilidad fenotipica

en las thyTreg, de reconocer muy especificamente los antigenos diana y de
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incrementar ligeramente la expresion de proteinas implicadas en la induccion
de la lisis celular, similar a las thyTreg-UniCAR41BB, las thyTreg-UniCAR
con ambas sefales de co-estimulo tampoco mejoran la funcién supresora de
las thyTreg-NT, probablemente debido a un compendio de factores como que
no tienen una capacidad citolitica tan fuerte como el resto de UniCAR o un

consumo de IL-2 en el medio tan acusado.

VIL5 Perspectivas a futuro

En primer lugar, se debe seguir profundizando en el estudio de como afectan
las secuencias de los diferentes elementos estructurales de un CAR o un
UniCAR (dominios Hinge, Transmembrana y de co-estimulacién) a la
capacidad supresora y/o citolitica desarrollada por las pTreg y por las
thyTreg. Asi, se podria modular la activaciéon mediada por los CAR o los
UniCAR sin la necesidad de crear constructos tan complejos como los CAR de
3% 0 42 generacion. De hecho, se podrian generar CAR o UniCAR de segunda
generacion adecuados que superen las limitaciones que han sido
mencionadas en la presente tesis, desde la alta citotoxicidad desarrollada por
las Tconv-CAR hasta enorme variabilidad en la capacidad supresora de las

thyTreg-CAR, reflejadas en esta tesis doctoral.

Por otro lado, nuestros resultados subrayan la necesidad de aumentar el
conocimiento en el uso de las thyTreg-UniCAR en modelos in vitro e in vivo
que estudien la relacién de la funcion supresora de thyTreg portadores de
UniCAR con la capacidad citolitica y de supresion sobre las células diana y no
diana. A este respecto, se propone el desarrollo de estudios in vivo con las
células thyTreg modificadas genéticamente con el constructo UniCAR41BB,

pues es el constructo que induce las mejores caracteristicas en estas células.

Limitaciones vy posibles soluciones de los UniCAR-mSA?2

Como hemos observado, aunque los resultados son prometedores, existen
todavia ciertas limitaciones o desafios que se deberan superar para avanzar
en los préoximos pasos del desarrollo de estas células. Centrandonos en los
UniCAR, hemos visto que los medios de cultivo pueden afectar a su deteccion

y disponibilidad para reconocer la biotina. En un primer momento, se
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hipotetiz6 que la biotina disponible como vitamina en la sangre de los seres
humanos podria afectar al UniCAR de la misma forma que observamos con
los medios de cultivo. Sin embargo, dado que este fendémeno depende del
medio de cultivo, pero es independiente del suero de suplementaciéon, no
esperamos que pueda haber dificultades en futuros modelos animales o,

incluso, en la escalabilidad al humano.

Otra potencial limitacion seria debido al uso de una estreptavidina
monomeérica como dominio extracelular del UniCAR, ya que, al tratarse de
una proteina de origen bacteriano, algunos humanos pueden desarrollar
anticuerpos que la neutralicen (279, 280). Aunque el UniCAR-mSA2 fue
disefiado para disminuir al maximo su potencial inmunogénico, se podria
llegar a sustituir esa estreptavidina monomérica por alguna proteina
homologa que reconozca la biotina y que tenga aiin menos inmunogenicidad,
como la Neutravidina (avidina totalmente deglicosilada), la Bradavidina II,
Tamavidina 2, Shwanavidina, Zebavidina, o derivados de la estreptavidina,

como la Estrep-Tactina.

Ademas, otra limitacion es que las thyTreg-UniCAR han demostrado una
gran capacidad citolitica de las células diana. Este punto es de suma
importancia y se debe seguir investigando en contextos de enfermedades
autoinmunes o rechazo de trasplantes en modelos in vivo. Debido a que el
objetivo principal de esta terapia seria evitar que las células efectoras danaran
los tejidos de los pacientes, estariamos haciendo un flaco favor al paciente si,
en lugar de las células efectoras, fueran nuestras thyTreg-UniCAR las que
ejercieran ese dafio induciendo la muerte a las células o tejidos que se desean
proteger. En este contexto, a pesar de que algunos autores han reportado que
las pTreg-CAR con capacidad citolitica priorizan su funciéon supresora, su
habilidad para proteger a los tejidos y su capacidad de restablecer la
homeostasis en contextos de inflamacién (181), deberemos estudiar en
profundidad en futuros modelos in vivo si nuestras thyTreg-UniCAR se
comportan igual. Esta estrategia terapéutica cuenta con la ventaja de que, al

poseer un UniCAR que necesita de un intermediario biotinilado, podremos
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modular la activacion y la funcionalidad de las thyTreg-UniCAR anadiendo

o quitando los intermediarios.

Estrategias terapéuticas alternativas de las thyTreg-UniCAR

A pesar de la la alta capacidad citotdxica que las thyTreg-UniCAR41BB han
demostrado tener especificamente por las células diana, ésta se podria
aprovechar dirigiendo a estas células para que reconozcan y eliminen a las
células auto-reactivas desencadenantes de la autoinmunidad o aquellas que
estén ejerciendo el rechazo. Esta estrategia es una de las ultimas
aproximaciones de las Tconv con CAR clasicos que intentan solventar otras
enfermedades mas alla de los tumores (281), como la eliminacion de células B
productoras de auto-Ac en el lupus eritematoso (282). Sin embargo, mientras
que las Tconv-CAR eliminarian a las células efectoras de esas patologias
contribuyendo al estado pro-inflamatorio, las thyTreg-UniCAR eliminarian a
las células pro-inflamatorias diana y, a la vez, favorecerian un ambiente anti-

inflamatorio suprimiendo indirectamente al resto de poblaciones celulares.

Una de las posibles dianas terapéuticas en enfermedades autoinmunes seria
el eje CD30/CD30 ligando. Se ha reportado que estas proteinas participan en
la activacién celular y su expresion se ve aumentada en las células efectoras
en las enfermedades autoinmunes (283-286) y en el rechazo de trasplantes
(287). De hecho, utilizando estas proteinas como diana terapéutica de
anticuerpos solubles anti-CD30, se ha reducido la patogenia de artritis
reumatoide (288) y encefalitis autoinmune experimental (285). Por lo tanto,
utilizando las thyTreg-UniCAR con intermediarios anti-CD30, se podria
dirigir la citotoxicidad de las thyTreg hacia las células auto-reactivas y, de
manera indirecta, suprimir la activacion y proliferacion de las demas células

en el microambiente inflamatorio.
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VIII. Conclusiones







A la vista de los resultados, se puede concluir de este estudio que:

L.

II.

I1I.

IV.

Las thyTreg no se pueden inducir a partir de la fraccion CD25¢ de los
timocitos utilizando las sefiales proporcionadas por la activaciéon del
TCR/CD28, el TFG-B1 y la IL-2. Tampoco se consiguié mediante la
induccién de la expresién de un FOXP3 ectopico. Estas aproximaciones
han dado como resultado células inestables en su fenotipo y su
funcionalidad como Treg.

Se puede transducir eficazmente las células T convencionales y thyTreg
humanas con cuatro tipos diferentes de constructos CAR mediante el
uso de vectores lentivirales: UniCAR de tercera generacion,
UniCARCD28 y UniCAR41BB, disenados para la presente tesis, y el
CAR19, actualmente utilizado en clinica. Las células transducidas con
estos lentivectores mantienen una alta viabilidad con respecto a las
condiciones no transducidas a lo largo de los dias de cultivo.

Ningun tipo de UniCAR o el CARI19 altera la expresién de los
principales marcadores asociados con las Tconv o con las thyTreg. En
el caso de las thyTreg-UniCAR, thyTreg-UniCARCD28 y thyTreg-
UniCAR41BB, los UniCAR inducen un aumento no significativo de
Granzima B, Perforina e IL-10, en comparacién con las células thyTreg
non transducidas.

La activacion celular mediada por el UniCAR de 3% generacion sélo
precisa de la presencia de anticuerpos biotinilados intermediarios para
estimular a células de linea, independientemente del antigeno diana.
En células primarias Tconv, esta activacion inespecifica se reduce, pero
no llega a desaparecer por completo. Por el contrario, en células
primarias thyTreg, el UniCAR tinicamente desencadend una moderada
activacion celular en presencia del anticuerpo intermediario especifico
y de la célula diana adecuada. Tras la estimulacion celular, el UniCAR
aumentd la capacidad citolitica de las Tconv y de las thyTreg. Sin
embargo, no indujo un aumento en la capacidad supresora de las
ThyTreg.

El constructo UniCARCD28 induce una elevadisima, pero inespecifica,

activacion en células primarias. Esta activacidén inespecifica de las
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células primarias Tconv y thyTreg mediada por el UniCARCD28
ocurre cuando este constructo reconoce la biotina de cualquier
anticuerpo biotinilado, independientemente de la célula diana presente
y del anticuerpo intermediario. En las Tconv, este constructo aumento
su capacidad citolitica con respecto a las no transducidas y al CAR19.
Ademas, también aumento la capacidad citolitica de las thyTreg, pero
no asi su capacidad supresora.

En las células primarias Tconv, la estimulacion mediada por el
UniCAR41BB también fue inespecifica, aunque el nivel de activacion
celular que indujo fue inferior al UniCARCD28. Por el contrario, las
thyTreg-UniCAR41BB se estimularon de una forma moderada y muy
especifica, pues esta activacion unicamente se desencadend en
presencia de la célula diana correcta y con el anticuerpo intermediario
biotinilado correcto.

El UniCAR41BB aumento la capacidad citolitica de las Tconv sobre
células de linea con respecto a las no transducidas y al CAR19. En las
thyTreg, el UniCAR41BB no mejord su capacidad citolitica sobre
células de linea con respecto a las thyTreg sin transducir.

Las thyTreg-UniCAR41BB, tnicamente en presencia del anticuerpo
intermediario biotinilado correcto y de las células diana, demostraron
un efecto directo sobre la subpoblacion diana de células primarias. Las
thyTreg-UniCAR41BB desarrollaron una gran capacidad citolitica y la
mayor capacidad supresora de la proliferacion y del estado de
activacion de las células primarias diana, reduciendo su presencia en el
cultivo celular.

Ademads del efecto directo sobre las células primarias diana, las
thyTreg-UniCAR41BB, en presencia del anticuerpo intermediario
biotinilado correcto y de las células diana, mostraron también un efecto
indirecto sobre la proliferacion de las células no diana, pero inicamente

cuando las células diana estaban presentes.
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Abstract: Regulatory T cells (Tregs), which are characterized by the expression of the transcription
factor forkhead box P3 (FOXP3), are the main immune cells that induce tolerance and are regulators
of immune homeostasis. Natural Treg cells (nTregs), described as CD4*CD25*FOXP3*, are generated
in the thymus via activation and cytokine signaling. Transforming growth factor beta type 1 (TGF-31)
is pivotal to the generation of the nTreg lineage, its maintenance in the thymus, and to generating
induced Treg cells (iTregs) in the periphery or in vitro arising from conventional T cells (Tconvs).
Here, we tested whether TGF-p1 treatment, associated with interleukin-2 (IL-2) and CD3/CD28
stimulation, could generate functional Treg-like cells from human thymocytes in vitro, as it does from
Tconvs. Additionally, we genetically manipulated the cells for ectopic FOXP3 expression, along with
the TGF-31 treatment. We demonstrated that TGF-B1 and ectopic FOXP3, combined with IL-2 and
through CD3/CD28 activation, transformed human thymocytes into cells that expressed high levels
of Treg-associated markers. However, these cells also presented a lack of homogeneous suppressive
function and an unstable proinflammatory cytokine profile. Therefore, thymocyte-derived cells,
activated with the same stimuli as Tconvs, were not an appropriate alternative for inducing cells with
a Treg-like phenotype and function.

Keywords: human thymocytes; regulatory T cells; FOXP3; engineering cells

1. Introduction

Natural regulatory T cells (nTregs), derived from the thymus, are known to be essen-
tial for maintaining immune homeostasis, inducing tolerance, preventing inappropriate
responses to commensal organisms, and dampening effector T cell responses following
immune activation [1]. A reduction in their absolute number or frequency or an impairment
of their function can trigger autoimmune, infectious, or allergy-associated diseases [2]. Due
to their ability to control dysregulated immune responses, Tregs from the periphery have
been used in clinical trials of patients with autoimmune diseases [3-5] or graft-versus-host
diseases [6]. These trials have shown that Treg infusions are safe but rarely successful.
This low success rate might be attributed to the fact that nTregs make up less than 10% of
the total CD4" T helper cells in the peripheral blood circulation and must be expanded
in vitro to obtain the number of cells needed to treat a patient [7]. This leads to another
limitation: this expansion worsens the functional efficiency of the nTregs [8], which rapidly
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become exhausted and therefore exhibit a reduced suppressive function. To overcome the
issues of the limited number of nTregs that can be isolated from the periphery and their
subsequent expansion, conventional CD4" T cells (Tconvs) from peripheral blood have
been stimulated in the presence of transforming growth factor beta type 1 (TGF-3-1) [8-11]
or genetically modified to express exogenous FOXP3 to induce functional iTregs [12-14].
This latter approach generated many Tregs with stable FOXP3 expression, which could
not be controlled by FOXP3 promoter regions and their epigenetic modifications, ensuring
their stability [15,16].

Despite the above-mentioned advances, iTregs exhibit cellular plasticity [17,18]. Pe-
ripheral nTregs or iTregs derived from Tconvs can lose their FOXP3 expression—acquiring
a CD4" memory effector phenotype—and therefore produce IL-17A under proinflamma-
tory microenvironments [19-21]. Therefore, even though these approaches generate high
numbers of functional iTregs, they still present several limitations, such as age-associated
Treg cellular exhaustion [22] and cellular instability [23]. The Treg lineage appears in
the pediatric thymus, from which it migrates to the periphery. Recently, Dijke et al. pre-
sented the pediatric thymus as an alternative source of therapeutic naive thymic Treg cells
(tTregs) [24]. There are two types of Treg progenitors found in the thymus: CD25*FOXP3"¢8
and CD25"*8FOXP3'°". Both progenitors can differentiate into Tregs (CD25*FOXP3*) un-
der IL-2 stimulation in vivo and in vitro [25]. The thymus microenvironment guarantees
sustained FOXP3 expression, which generates a broadly functional nTreg repertoire from
Treg progenitors [26,27]. TGF-B1 is essential in this process [8], as are other factors, such as
IL-7 or IL-15 [28,29]. Human tTregs present remarkable purity, high epigenetic stability, and
a robust suppressive function [24,30]. Moreover, their phenotype is highly naive, and it has
been observed that induced Tregs from the periphery had higher stability and functionality
when generated from naive cells instead of the total Tconvs from peripheral blood [3,21,31].
Therefore, tTregs should be highly relevant in future immunotherapies.

However, tTregs comprise around 1% of the total cells from the thymus [25]. Therefore,
we tested if a high percentage of the CD25-negative fraction (CD25"%6) of primary human
thymocytes could be induced toward functional Tregs in vitro using TGF-1 stimulation
and the ectopic expression of the FOXP3 transcription factor, since both elements have been
previously described to generate iTregs from peripheral Tconvs. First, we demonstrated
that a CD25" subset stimulated by IL-2, TGF-p1, and CD3/CD28 could express high
Treg-associated markers but showed a lack of a homogeneous suppressive function. Then,
FOXP3-transduced CD25"8CD8"%6 thymocytes, along with TGF-f1 stimulation, were
also able to express a high level of FOXP3 without reaching the functionality of nTregs.
In addition, in all the stimulated conditions, the exogenous FOXP3 expression and Treg-
associated markers in cells were reduced as the culture time increased, and cells produced
proinflammatory cytokines showing a differential profile regarding nTregs. These results
indicated that TGF-P1 stimulation and high FOXP3 expression might not be sufficient
to convert undifferentiated thymocytes into iTregs. Hence, thymic CD25" cells do not
constitute a viable alternative source of iTregs under these culture conditions.

2. Methods
2.1. Patient Samples

Pediatric thymic tissues were obtained from 18 children (13 males and 5 females)
from 4 days to 6.3 years old (mean = 385.9 days; median = 138 days). Written, informed
consent for study participation was obtained from the parents or guardians of all the
individuals. The Pediatric Cardiology Unit enrolled all the pediatric individuals under a
protocol accepted by the clinical ethics committee of the Gregorio Maranién Hospital (refer-
ence number THYTECH1-2018-005/CIRSCAR-ThyTREG18) according to the principles
described in the Declaration of Helsinki (2013). These patients were undergoing corrective
cardiac surgery due to different heart pathologies in the Infantile Cardiac Surgery Unit at
Gregorio Maraniéon General University Hospital. The entire thymus is routinely removed
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to release the surgical field during cardiac surgery, and it is discarded. The children had no
known immunological or genetic abnormalities.

2.2. Regulatory T Cell Isolation from Thymic Tissue

Thymocytes were obtained by the mechanic disruption of the thymus tissue from
pediatric patients using a gentleMACS dissociator (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Germany). CD25* regulatory T cells (CD25%) and CD25-negative T cells (CD25"%8) were
purified using CD25 Microbeads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) from the
total thymocytes. The purity of the CD25" was better than 70%, and that of CD25"6 was
better than 95% (74.29 &+ 2.52% and 96.69 + 0.43%, mean + SEM, respectively; S4 in Sup-
plementary Materials). From the CD25"¢ fraction, the CD25"8CD8* and CD25"*6CD8"¢
fractions were isolated using CD8 Microbeads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Ger-
many), according to the manufacturer’s protocol. CD25* and all the CD25"¢8 fractions
were cultured with an X-vivol5 medium (Lonza, Walkersville, MD, USA) supplemented
with 5% AB human serum (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and a 1% mix of antibiotics
(125 ug/mL ampicillin, 125 pg/mL cloxacillin, and 40 pg/mL gentamicin, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA).

2.3. Isolation of Peripheral Naive nTregs

Naive CD4*CD25"# (Tconvs) and naive CD4*CD25" T cells (nTregs) were freshly
isolated from buffy coats using a CD4"CD25"CD45RA™ Regulatory T Cell Isolation Kit
according to the manufacturer’s instructions (Miltenyi Biotech Bergisch Gladbach, Ger-
many). The cells were cultured with an X-vivol5 medium supplemented with 5% AB
human serum and a 1% mix of antibiotics (125 ug/mL ampicillin, 125 pg/mL cloxacillin,
and 40 pg/mL gentamicin).

2.4. Lentiviral Vector Production

The psPAX2 and pMD2.G plasmids (both plasmids were a gift from Prof. Dr. Trono,
Addgene, Watertown, MA, USA) were used with pMSCV-FOXP3-EF1a-GFP-T2A-Puro
(MSCV-FOXP3, SBI System Biosciences, Palo Alto, CA, USA) or the same plasmid without
the FOXP3 sequence (MSCV-AFOXP3). MSCV-AFOXP3 was created using the restriction
enzymes EcoRI and Notl from the original MSCV-FOXP3 sequence, and it was used as
the negative control. Lentiviral vectors were produced by the co-transfection of 293T
cells (ATCC, LGC Standards S.L.U., Barcelona, Spain) with MSCV-FOXP3 (or MSCV-
AFOXP3), psPAX2, and pMD2.G using a calcium phosphate transfection kit (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA). The physical titers of the vectors were evaluated after 0.45 um
filtration (Corning, Corning, NY, USA) by quantifying HIV-1-p245° with an ELISA kit
(Abcam, Cambridge, UK). The MSCV-FOXP3 and MSCV-AFOXP3 vectors both encoded
GFP (the transduced cells could be assessed by flow cytometry) and a selectable marker for
puromycin resistance.

2.5. Cell Culture of TGF-B1-Stimulated Cells

Natural Treg cells, peripheral naive CD25"¢ cells, thymus-derived CD25%, and
CD25"8 cells were stimulated with Dynabeads Human T-Activator CD3/CD28 (Dyn-
abeads, Life Technologies AS, Norway) for 72 h. Then, the Dynabeads were removed, and
the cells were cultured for another 7 days. Throughout this process, the cells were cultured
with 600 U/mL of IL-2 (ImmunoTools, Friesoythe, Germany), and half of the CD25"¢
cells were stimulated with TGF-f1 (10 ng/mL, ImmunoTools, Friesoythe, Germany). The
culture medium and cytokines were replaced every two days. The CD25" cells were used
as a positive control for the Treg phenotype and functional and stability assays [24].

2.6. Cell Culture of FOXP3-Transduced Stimulated Cells

CD25" and CD25"¢8CD8"°8 cells were stimulated with Dynabeads Human T-Activator
CD3/CD28. Then, 24 h after activation, the CD25"8CD8" cells were transduced with
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lentiviral vectors at a multiplicity of infection of two, resulting in two CD25"*8CD8"“8
conditions (i.e., CD25"*6CD8"*¢FOXP3 and CD25"°6CD8"* AFOXP3). Then, 72 h post-
activation, the Dynabeads were removed, and the cells were extensively washed and then
cultured with puromycin (2.5 pg/mL, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) for another
3 days. Throughout this process the cells were cultured with 600 U/mL of IL-2 and TGF-f1
(10 ng/mL). The culture medium and cytokines were replaced every two days.

2.7. Phenotype Analysis by Flow Cytometry and FOXP3 Western Blotting

The transduced cells were assessed on Days 3, 7, and 14 for GFP expression and
viability using 7-aminoactinomycin D (7AAD, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). FOXP3-
transduced and TGF-B1-stimulated cells were stained on Days 0, 3, 7, and 10 or 14 post-
culture to define their phenotypes, assessing their surface and intracellular markers by
flow cytometry. Briefly, the cells were surface stained and stained with Fixable Viability
Dye-eFluor450 (eBioscience, San Diego, CA, USA) to differentiate living and dead cells.
Then, the cells were fixed or permeabilized using a FOXP3 transcription factor staining kit
(eBioscience, San Diego, CA, USA) for intracellular staining. All the antibodies are listed
in Table S1. Then, the cells were analyzed by flow cytometry using a Gallios cytometer
(Beckman Coulter, Nyon, Switzerland), and the data were analyzed using Kaluza software
(Beckman Coulter, Nyon, Switzerland). Protein localization was assessed by western blots
using anti-human Foxp3 mAb PCH101 antibodies (eBioscience, San Diego, CA, USA), Actin
antibodies Clone AC-40 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), and Lamin Monoclonal Ab
mab636 (ThermoFisher, Waltham, MA, USA).

2.8. Proliferation and Suppression Assay and Stability of the Cells in the Suppression Assay

Allogeneic CellTrace Violet (CTVio, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)-labeled
PBMCs were co-cultured with CD25"8 fraction (both with and without TGF-31 treatment),
CD25"8CD8"¢8 (transduced or non-transduced conditions and with TGF-f1 stimulation),
or CD25* cellsatratios of 2:1, 1:1, and 1:2 of suppressor cells /CTVio target cells, respectively.
Each condition except the negative control of proliferation was stimulated with Dynabeads
(Life Technologies) supplemented with 60 U/mL of IL-2 (ImmunoTools, Friesoythe, Ger-
many). After 72 h, the cells were surface stained and stained with 0.5 ug/mL of 7AAD
to differentiate living and dead cells. All the antibodies are listed in Table S1. Using the
CTVio signals, the proliferation of the allogeneic CD4" T cells was analyzed by assessing
the reduction in the proliferation dye (CTVio) by flow cytometry. To calculate the percent-
age of suppression of proliferation, the division index method was used as previously
described in [32]. To determine the phenotypic stability of the thymocyte-derived cells
used in the suppressive assay, the cells were analyzed before and after the assay. The cells
were surface stained and stained with Fixable Viability Dye-eFluor450 (eBioscience, San
Diego, CA, USA) to differentiate living and dead cells, and then the cells were fixed or
permeabilized using the FOXP3 transcription factor staining kit for intracellular staining.
All the antibodies are listed in Table S1.

2.9. Stability Assay in the Proinflammatory Environment for TGF-p1-Stimulated Cells

On Day 7, the phenotypic stability of CD25"% (with or without TGF-f1 stimulation)
and CD25* cells was evaluated by culturing them under proinflammatory conditions. Each
cell subset was tested with Thl and Th17 polarizing conditions, using IL-12 (10 ng/mL)
for the Th1 and IL-1, IL-6, IL-23 (10 ng/mL each), and tumor necrosis factor (TNF)-«
(20 ng/mL) for Th17 (all cytokines were from ImmunoTools, Friesoythe, Germany) [33].
Moreover, a non-treated (NT) condition for each cell subset without proinflammatory
cytokines was also established as the negative control. The cells were restimulated with
Dynabeads supplemented with 600 U/mL of IL-2. After 72 h, the supernatant was collected,
and the Dynabeads were removed. The cells were cultured again with the corresponding
cytokines for an additional 72 h. After this culture time, the cells were stimulated with
Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA, 50 ng/mL, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) +
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Ionomyecin (1 ug/mL, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) for 5.5 h and brefeldin (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) during the last 2 h of incubation. Then, the cells were
washed, surface stained, stained for viable cells with Fixable Viability Dye eFluor450, fixed
or permeabilized (FOXP3 transcription factor staining kit, eBioscience, San Diego, CA,
USA), and stained for intracellular cytokines. All the antibodies are listed in Table S1.

2.10. Anti-Inflammatory and Proinflammatory Profile Analysis on FOXP3-Transduced Cells

To determine their cytokine production, on Days 7 and 14, the transduced CD25"¢¢
CD8"8 were stimulated with PMA (50 ng/mL) + Ionomycin (1 pg/mL) for 5.5 h and
brefeldin A (10 ug/mL) during the last 2 h of incubation. Then, the cells were washed,
surface stained, stained for viability with Fixable Viability Dye eFluor450, fixed or perme-
abilized (FOXP3 transcription factor staining kit, eBioscience, San Diego, CA, USA), and
stained for intracellular cytokines. All the antibodies are listed in Table S1.

3. Statistical Analysis

The results are expressed as the mean &= SEM. The statistical comparisons of the pheno-
type and of the suppressive function by the reduction in the CTVio signal between CD25"¢8
(treated or non-treated with TGF-$1), CD25"°8CD8"8, and CD25" were performed using
one-way ANOVA or two-way ANOVA followed by Bonferroni correction for multiple
tests. The expression markers’ statistical comparisons before and after the suppression
assay were performed using the nonparametric Mann-Whitney U test. The statistical
associations between variables were calculated by linear regression and Spearman rank
correlation analysis, where p-values < 0.05 were considered to be statistically significant.
All the analyses and graphical displays were performed with GraphPad Prism (v.7.00 for
Windows, GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).

4. Results
4.1. Viability and Phenotype of Thymocyte-Derived Cells

To study the possibility of generating human Tregs from thymocytes, we first col-
lected thymocytes from the thymus and then isolated CD25% and CD25"8 fractions. As
CD25" thymocytes from the thymus have previously been described as tTregs, this fraction
was considered to be our positive control for studying Treg phenotype, function, and
stability [25].

On the day of cell isolation, most of the CD25"%8 fraction was CD4/CD8 double-
positive (DP) and showed a low frequency of CD25 or FOXP3 expression. The phenotype
of the CD25" fraction was predominately CD4 simple positive (CD4SP), CD25%, and
FOXP3™ (Figure 1A). Both fractions showed low CD8 simple positive (CD8SP) frequencies
(Figure 1A). We examined the cell cultures on Days 3, 7, and 10 post-culture and observed
no significant differences in viability (Figure 1B) or cellular proliferation (Figure 1C) among
any of the conditions. The CD25* subset proliferated with an average of fourfold expansion
(4.06 £ 1.57, mean fold expansion 4= SEM) in contrast to the CD25"% subset, either non-
treated or TGF-B1-treated (2.90 £ 0.54 and 3.00 & 0.98, mean fold expansion + SEM,
respectively) (Figure 1C).

The CD25"FOXP3" subset phenotype was analyzed. A significant increase in the
frequency of the CD25*FOXP3* subset in the CD25"8 fractions could be observed on the
third day after activation. The untreated cells only presented transitory CD25"FOXP3*
expression, with a peak in expression on Day 3 post-culture, undoubtedly due to cellular
activation (Figure 1D and Figure S1 in Supplementary Materials). Conversely, the sustained
expression of CD25 and FOXP3 over the 10 days was only observed in the TGF-B1-treated
condition (Figure 1D and Figure S1), but was slightly lower in the TGF-p1-treated CD25"6
than in the CD25" fraction on Days 7 and 10 of culture (70.69 £ 5.88% for the TGF-p1-
treated CD25"°8 subset and 89.62 =+ 3.35% for the CD25* subset on Day 10 of culture, mean
=+ SEM, p = 0.0016, Figure 1D).
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Figure 1. Viability and phenotype after cell isolation and throughout the cell culture. CD25* and
CD25-negative (CD25"8) fractions are the positive and negative fractions of CD25* selection from
the thymocytes. The viability and phenotype of each fraction were analyzed by flow cytometry.
(A) Dot plots represent the percentage of viability, CD4/CD8 subsets, and CD25/FOXP3 surface
labeling of each fraction on the day of cell isolation. Dot plots belong to one representative experiment
from 14 samples. (CD4SP, CD4* simple positive cells; CD8SP, CD8* simple positive cells; and DP,
CD4*/CD8" double positive cells). (B) Evolution of average percentages of viable cells throughout
10 days of culture. (C) Fold expansion of the cells between Days 3 and 7 of culture. Each symbol
corresponds to an individual. (D) Evolution of average percentages of cells with the CD25*FOXP3*
phenotype gated on living cells throughout 10 days of culture. (E) Evolution of the average percent-
ages of the CD39 marker on CD25"FOXP3* subset throughout 10 days of culture. (F) Evolution of
the average percentages of the CTLA-4 marker on the CD25*FOXP3* subset throughout 10 days of
culture. The mean + SEM of 14 independent experiments in each condition is shown. * Significant
difference when p < 0.05. A * above each point condition represents a significant difference for this
condition against CD25*. A lateral * with connection lines represents significant differences between
TGF-B1-treated and untreated conditions for each fraction.
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Additionally, we analyzed if these treated thymocyte-derived cells might express CD39
or CTLA~4, which are directly associated with FOXP3 expression in nTregs and participate
in Tregs’ suppressive function [34,35]. On the day of cell isolation, the expression of
CD39 gated on the CD25*FOXP3* subset was significantly different between the CD25*
fraction (37.64 + 5.31%, mean + SEM) and the other conditions (CD25"¢8, 11.54 + 2.24%
and TGF-p1-treated CD25"8, 11.69 =+ 2.29%, mean + SEM, Figure 1E). On the one hand,
the CD39 expression in the CD25"% condition was surprisingly increased as the culture
time increased, regardless of whether the cells were treated or not with TGF-31, while its
expression was decreased in the CD25" fraction (Figure 1E). On the other hand, CTLA-4
was highly expressed in all the conditions on the isolation day (Figure 1F), with a peak in
expression on Day 3 post-culture in the CD25* fraction (82.95 £ 3.43%) and TGF-1-treated
CD25"¢8 (74.81 + 4.83%, mean + SEM, Figure 1F). Its expression decreased as the culture
time increased (CD25%, 34.10 + 15.98%, and TGF-f1-treated CD25"¢¢, 43.75 + 13.53% on
Day 10 post-culture, mean + SEM, Figure 1F).

It has been previously described that TGF-$1 increases the FOXP3 expression and
decreases the proliferation of peripheral naive Tconv cells (CD4"CD25"¢8), generating
iTregs in the periphery [11]. To verify that TGF-$1 acted equally, we treated the activated-
peripheral naive Tconvs with IL-2 and TGF-1 as controls (Figure S2A). As expected, the
TGF-p1 treatment induced FOXP3 expression in Tconvs (Figure S2A,B) in comparison to
untreated Tconvs without reaching the same level as in nTregs (CD25" subset). Moreover,
the TGF-B1-treated cells presented a slightly lower proliferation than their untreated
counterparts, showing that TGF-p1 treatment modified peripheral Tconvs as previously
described (Figure S2C).

Therefore, primary human thymocyte-derived cells, when duly stimulated, could be
kept in culture for at least 10 days, and TGF-f1 stimulation induced a high and stable
expression of CD25, FOXP3, and CTLA-4 as well as the acquisition of the CD39 marker in
the CD25"¢8 subset, as observed in peripheral iTregs.

4.2. TGF-B1 Treatment Did Not Induce a Robust Suppressive Function in CD25"S Cells

Since the TGF-fB1-treated CD25"8 fractions acquired a regulatory-like phenotype
constituted of CD25, FOXP3, CTLA-4, and CD39 expression, we studied whether these cells
could have developed a suppressive function. Hence, we analyzed the suppressive capacity
of the cells on Day 7 post-culture by measuring their ability to block the proliferation of
CellTrace Violet (CTVio) cells (allogeneic peripheral blood mononuclear cell (PBMC),
Figure S3).

The thymus-derived CD25" subset limited CD4 CTVio cell proliferation in a dose-
dependent manner (Figure 2A). This suppression was similar to that observed in the
suppressive assay with nTregs isolated from peripheral blood (Figure 2A). As a control, we
showed that naive TGF-B1-treated CD25"%8 Tconvs could limit allogenic CD4 proliferation
in a manner similar to that observed for nTregs (Figure 2B). However, TGF-p1-treated
CD25"¢¢ derived from the thymus could only partially limit the proliferation of target
cells, and this suppressive function was heterogeneous (Figure 2B). A positive correlation
between the frequency of CTLA-4 and CD39 expression and the suppressive function
was observed in the thymus-derived cells (CD25"% and CD25"% + TGF-f1) (p = 0.0257
and p = 0.0349, respectively, Figure 2C,D). Therefore, even though TGF-p1 induced strong
FOXP3 expression, thymus-derived CD25"8 cells could not acquire a suppressive function
similar to that observed from Tconvs, and the suppressive ability was correlated with
CTLA-4 and CD39 expression.

4.3. Cellular Stability in the Suppressive Assay

We observed a heterogeneous suppressive ability for TGF-p1-treated CD25"8 derived
from the thymus, which could be linked to phenotypic instability. Therefore, we checked
the Treg-associated cellular markers before and after the suppressive assay (Figure 3A).
In the co-culture suppressive assay, the cells derived from the thymus were negative for
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the CTVio signal. Although CD25"FOXP3" expression was slightly decreasing at the
end of the suppression assay in the CD25" subset, it was still higher than in the TGF-$1-
treated CD25"% condition (Figure 3B). On the contrary, the expression of the CD39 and
CTLA-4 markers was unchanged in both subsets (Figure 3B). Therefore, the lack of a stable
suppressive function of the treated CD25"¢8 cells could not be explained by an unstable
expression of suppressive markers during the three days of the co-culture suppressive
assay, since no changes in the cell markers were observed.
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Figure 2. Suppression of CellTrace Violet (CTVio) allogeneic PBMC proliferation by peripheral and thymus-derived cells.
(A) Percentage of suppression of proliferation of CD4* CTVio cells after co-culture with tCD25* or peripheral CD25+ (nTregs)
for 7 days, with different ratios of effector cells/CTVio cells. The percentage of suppression was calculated following
the division index method. Each symbol corresponds to an individual. (B) Percentage of suppression of proliferation
of CD4* CTVio cells after co-culture with CD25+ and TGF-B1-treated CD25"¢8 derived from the thymus or peripheral
blood. Negative values correspond to an increase in proliferation. Each symbol corresponds to an individual. * represents
a significant difference for the condition compared to CD25%, and ns means non-significant. (C) Correlation and linear
regression (black line) between the percentage of suppression of CD4* CTVio cells and percentage of CTLA-4 (on CD25"“8
and TGF-B1-treated CD25"8, gated on living cells). (D) Correlation and linear regression (black line) between the percentage
of suppression of CD4* CTVio cells and percentage of CD39* cells (on CD25™# and TGF-p1-treated CD25™8, gated on
living cells). Each symbol corresponds to an individual. Correlations were determined by Spearman'’s rank correlation, and
r is the Spearman correlation coefficient. * p < 0.05 was considered to be statistically significant.
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Figure 3. Cell phenotype before and after the suppressive assay. After 7 days of culture, CD25* and TGF-[31-treated CD25"%
(effector cells) were co-cultured with CTVio allogenic PBMCs for 3 days, with an effector cell /CTVio cell ratio of 2:1. (A) The
top panels show dot plots that represent the percentage of CD25/FOXP3 surface markers of each fraction on the day of the
suppressive assay setup. The lower panels show dot plots that represent the gating strategy used after the suppressive
assay, which mixed thymus-derived cells and CTVio cells. To analyze the thymus-derived cell surface markers, cells were
gated on CTVio-negative cells. The dot plots are from a single representative experiment of 34 experiments. (B) Bar graph
representing the frequency of CD25*FOXP3+ (left), CTLA-4* (middle), and CD39+ (right) gated on living CTVio-negative
cells before and after the suppressive assay throughout Day 3 of co-culture. Each symbol corresponds to an individual. And

ns means non-significant.

4.4. Ectopic Expression of FOXP3 in CD25"8CD8"8-Derived Thymus Cells

The CD4SP subset represented most of the cells in all the cell culture conditions,
and its proportion increased as the culture time increased, especially in the CD25"8 frac-
tions (Figure S4A). However, we observed notable frequencies of CD8SP and CD4* /CD8*
double-positive cells (DP) (21.55 4= 2.88% and 10.52 + 1.64%, respectively, mean & SEM)
in the TGF-B1-treated CD25"6 subset on Day 10 post-culture, which might explain
the lack of solid suppressive function acquisition (Figure S4B,C). Therefore, to reduce
the frequencies of CD8SP and DP that could influence the functionality of the stimu-
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lated CD25"8, we isolated the CD25"*6CD8"%¢ fraction, and then CD8SP represented
4.63 + 1.39% (mean + SEM) of the CD25"6CD8"8 subset (Table 1).

Table 1. Frequencies of viability and cellular markers on the day of cell isolation. Frequencies of
living cells, CD4 simple positive (SP), CD8SP, Treg (CD25"FOXP3" gated on CD4 SP), CD25*FOXP3*
(gated on living cells), CTLA-4 (gated on CD25*FOXP3*), and CD39 (gated on CD25*FOXP3*) were
obtained by flow cytometry analysis on the three different subsets obtained the day of thymus-derived
cell isolation (total thymocytes, CD25% and CD25™8CD8"8 fractions). The CD25* subset represents
the tTregs. The means between the CD25* and thymocyte values and between the CD25" and
CD25"*8CD8"*8 values are compared, where p < 0.05 is considered to be significant when comparing
conditions. @ Frequency, mean + SEM. ® The statistical comparisons between conditions were
performed using one-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison test.

Cellular Subsets Analyzed * Statistic Comparison ®
Total CD25* Subset ~ CD25"8CDS8"s 4 7
o o o CD25" vs. CD25" vs.
Thymocytes (%) (%) Subset (%) Thymocytes CD25°5CDg"es
Living cells 69.81 +499 83.22+229 81.86 + 3.40 0.1494 >0.999
CD4SP 3751 +444 69.62 + 247 59.97 + 6.41 0.0010 >0.999
CD8 SP 1276 +247 2.67 + 0.65 463 £1.39 0.0643 0.6858
tTreg 4
(CD25-FOXP3*) 1159 £ 091 82.38 £ 269 418 £0.96 0.0002 0.0001
CD25*FOXP3* 5.38 £ 0.30 7744 £ 374 265 £ 046 0.0004 0.0004
CTLA-4 6496 +5.86 77.87 £ 347 56.83 + 9.03 0.1863 0.2215
CD39 2339 +3.88 36.70 + 796 1113 £ 219 0.5334 0.2803

With this CD25"6CD8"¢8 fraction, we tried to stabilize FOXP3 expression by trans-
ducing this subset with MSCV-FOXP3 or MSCV-AFOXP3 in combination with IL-2 and
TGF-B1 and CD3/CD28 stimulation, as depicted in Figure 4A. The cells were followed
over 14 days of culture, with more than 60% of cell viability in all conditions Figure 4B and
Figure S5A).

We determined the frequencies of the transduced cells by GFP expression, since the
FOXP3-expressing vector also codes for GFP (Figure S5B). On Day 7 and after puromycin
treatment, almost all the cells were efficiently expressing GFP (97.60 £ 1.16% for CD25"¢%
CD8"8FOXP3 and 98.61 4= 0.41% for CD25"6CD8"¢ AFOXP3, mean £ SEM, Figure 4C
and Figure S5B).

As expected, the CD25" fraction presented high levels of FOXP3 (Figure 4D and
Figure S5C), and endogenous and exogenous FOXP3 protein were found in the nucleus
in the CD25* and transduced cells, where it carried out its function (Figure S5D). On Day
7 post-culture, the FOXP3 levels observed in CD25* were similar to those in the TGF-
B1-treated, FOXP3-transduced CD25"8CD8"¢¢ cells (91.88 + 0.70% and 92.39 + 0.89%,
respectively, mean £ SEM, Figure 4D). On Day 14 post-culture, the TGF-B1-treated, FOXP3-
transduced CD25"°8CD8"8 subsets still expressed FOXP3 at a high level (77.83 4 9.99%,
mean + SEM), but did not exhibit the homogeneous FOXP3 levels observed in the CD25*
fraction (95.21 & 1.71%, mean £ SEM). Therefore, a reduction in FOXP3 expression as
the culture time increased was observed, although 96.24 & 1.16% (mean 3 SEM) of the
TGEF-B1-treated, FOXP3-transduced CD25"8CD8"¢8 cells expressed GFP on Day 14 post-
transduction (Figure 4C). In summary, thymocyte-derived cells could be transduced with
lentiviral vectors efficiently without affecting their viability, but ectopic FOXP3 expression
was slightly reduced and was believed to be unstable as the culture time increased.
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Figure 4. Viability and functionality of the efficiently FOXP3-transduced thymocytes. (A) Schematic
representation of the experimental protocol, from thymus disaggregation to Days 0-14. The arrows
indicate the day and procedure performed at each step. (B) The percentage of viable cells for each condi-
tion was determined on Days 7 and 14 post-culture by flow cytometry (mean & SEM of 34 independent
experiments). (C) Analysis of frequendes of transduced cells by flow cytometry after transduction with a
vector encoding FOXP3, green fluorescent protein (GFP), and puromycin sequences (mean = SEM of four
independent experiments). The arrow represents the moment of puromycin treatment. (D) Percentage
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of cells expressing intracellular FOXP3, gated on living cells, determined by flow cytometry on Days
7 and 14 post-culture (mean + SEM of 34 independent experiments). (E) Percentage of suppression
of CD4* CTVio target cell proliferation, calculated by using the division index method (mean + SEM
of three independent experiments). (F) Bar graph of CTLA-4 expression on the CD4*CD25*FOXP3*
subset on Days 7 and 14 post-culture by flow cytometry (mean + SEM of four independent exper-
iments). * p < 0.05 was considered to be significant when comparing conditions. (G) Correlation
between the frequency of suppression of CD4+ T CTVio cell proliferation and frequency of total
FOXP3* cells (gated on living cells). (H) Correlation between the frequency of suppression of the
CD4* T CTVio cell proliferation frequency of CTLA-4* (gated on CD4*CD25*FOXP3*). Correlations
were determined by Spearman’s rank correlation and considered to be statistically significant, * when
p <0.05. Each symbol corresponds to an individual.

We tested whether the overexpression of FOXP3 in the TGF-1-treated CD25"6CD8"6
subset could generate cells with a stable suppressive ability. Stimulated transduced or non-
transduced TGF-B1-treated CD25"8CD8"°¢ subsets showed a basal suppressive ability
over CD4* T cell proliferation, but this suppressive ability was lower than that for the CD25*
subset (Figure 4E). Interestingly, no significant differences were observed in the suppressive
function between the FOXP3- and AFOXP3-transduced, TGF-fB1-treated CD25"8CD8"¢8
conditions, showing that the overexpression of exogenous FOXP3 did not induce a better
suppressive ability (Figure 4E). We followed the CTLA-4 expression over the culture
time, clearly observing high CTLA-4 expression gated on CD4*CD25*FOXP3* in all the
conditions at Day 7 post-culture (Figure 4F). However, this expression was significantly
reduced after 14 days of culture in all the CD25"8CD8"¢ conditions compared with
the CD25" subset (Figure 4F). Moreover, we found a positive correlation between the
frequencies of suppression of CD4* CTVio cell proliferation and the frequencies of the
total FOXP3*-expressing cells (Figure 4G), as well as with the frequency of the CTLA-4"-
expressing cells (Figure 4H), when analyzing all the conditions (CD25%, CD25"°6CD8"8 +
TGEF-p1, transduced or non-transduced, Figure 4H).

Therefore, the ectopic expression of FOXP3 in primary thymic TGF-p1-treated CD25"¢8
CD8"¢8 cells is feasible with high viability. However, the induced FOXP3 and CTLA-4
expression, which were reduced as the culture time increased, did not generate a robust
and homogeneous suppressive function.

4.5. TGF-B1-Stimulated Cells Produced Higher Levels of Anti-Inflammatory and Proinflammatory
Cytokines Than the CD25% Subset

One of the most valuable nTreg features demonstrated regarding their use in im-
munotherapy is their stability under inflammatory conditions [5,36]. Due to the pheno-
typic instability of the stimulated cells, we examined transduced and non-transduced
TGF-p1-treated CD25"°# stability under inflammatory environments. The CD25" fraction
restimulated under Th1- or Th17-polarizing conditions showed almost no IEN-y- or IL-10-
producing cells and no secretion of IL-17 compared with the non-treated (NT) condition.
Therefore, tTregs were not susceptible to change under proinflammatory conditions, as ex-
pected (Figure 5A). Conversely, the TGF-B1-treated CD25"6 showed a significant increase
in the frequencies of IFN-y-producing cells in the Thl-polarizing condition compared with
the CD25" fraction (Figure 5A). The same pattern was detected in the production of IL-17
and the frequencies of IL-10-producing cells (Figure 5B,C). Moreover, the frequencies of
CD25"FOXP3* cells in the CD25" subset were not affected when the cells were restimulated
under Th1- or Th17-polarizing conditions, whereas the TGF-f1-treated CD25"°¢ subset
showed a decrease in CD25"FOXP3™ frequency when cultured under the Thl-polarizing
condition (Figure 5D).
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Figure 5. Cytokine expression of thymus-derived cells after restimulation. On Day 7, the TGF-p1-treated CD25™8 and
CD25* fractions were restimulated with anti-CD3/CD28 beads (NT) as the control condition or were restimulated with
anti-CD3/CD28 beads under Th1- or Th17-polarizing conditions. (A) Frequencies of [FN-y-producing cells, measured by
flow cytometry. The mean + SEM of three independent experiments are shown. (B) IL-17 (pg/mL) levels from the supernatant
were measured by ELISA. The mean + SEM of two independent experiments are shown. (C) Frequencies of IL-10-producing
cells were measured by flow cytometry. The mean + SEM of three independent experiments are shown. (D) Percentages of
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CD25"FOXP3* cells gated on living cells were measured by flow cytometry. The mean + SEM of three independent
experiments are shown. * p < 0.05 was considered to be significant when comparing conditions. We also analyzed

cytokine production in cells restimulated without a polarizing environment. (E) Example of the gating strategy for selecting
cytokine-producing cells in the CD25™8CD8"8 fraction, according to the expression of FOXP3. Intracellular IL-2-, IL-10-,
or IFN-y-producing cells in FOXP3* and FOXP3™8 subsets were assessed by flow cytometry. (F) We then calculated the
frequencies of cytokines detected in the total cells (FOXP3* and FOXP3"8 subsets) (mean + SEM of 34 independent
experiments). * p < 0.05 was considered to be significant when comparing conditions. (G) Correlations between frequencies

of the CD25*FOXP3* cells gated on living cells, as well as the frequency of IFN-y-producing cells (left) and frequency of
IL-10-producing cells (right), are represented. Correlations were determined by Spearman’s rank correlation and considered

statistically significant when p < 0.05. Each symbol corresponds to an individual.

In addition, we quantified the expression of intracellular IL-2-, IL-10-, or IFN-y in
our transduced, TGF-p1-treated CD25"8CD8"8 cells when they were restimulated, but
without a proinflammatory environment, compared with the restimulated CD25* subset.
The intracellular cytokine expression was different between the FOXP3* and FOXP3"8
subsets, being lower in the former, showing that FOXP3™ cells express fewer cytokines
(Figure 5E). Moreover, gated on total living cells, higher frequencies of IL-2- and IFN-y-
producing cells, and lower frequencies of IL-10-producing cells were observed in all the
CD25"6CD8"¢6 conditions compared with those in the CD25* subset, even though the
differences were not significant (Figure 5F).

Finally, negative associations between the frequencies of the CD25*FOXP3* popula-
tion and IFN-y- or IL-10-producing cells were observed when analyzing all the non-CD25*
conditions (Spearman r = —0.8246, p < 0.0001, and Spearman r = —0.5348, p = 0.0222,
respectively; Figure 5G). Therefore, the lower the CD25"FOXP3* expression, the more
anti-inflammatory and proinflammatory cytokines that were produced.

In summary, the CD25" fraction derived from the thymus showed evident stability
in CD25 and FOXP3 expression and in cytokine production, despite being under Th1 and
Th17 environments, which was not the case for all the CD25"8CD8"°8 subsets. These
results suggest that the cellular instability of FOXP3 and CTL-4 expression, as well as the
susceptibility to producing proinflammatory cytokines after stimulation in TGF-31-treated
or FOXP3-transduced CD25"8CD8"¢8 subsets, may cause low suppressive capacities in
these cells.

5. Discussion

In this study, we showed that the overexpression of the principal nTreg transcription
factor, FOXP3, by TGF-B1 treatment or by ectopic FOXP3 expression was insufficient for
conferring a stable phenotype and function to the CD25"6-derived thymocytes [37,38]. All
the results were summarized in Table S2.

To induce suppressive iTregs from the periphery, various factors are essential, such
as [L-2, TCR/CD28 engagement, and TGF-p1 [38]. It is known that, due to their natural
plasticity, pTregs and iTregs from peripheral naive CD4* T cells can lose their FOXP3
expression under certain circumstances [23,39]. However, this instability could be impli-
cated in the Treg natural selection of self and non-self in the thymus, which is related to
the TCR signal strength [40]. Therefore, the physiological function of Treg instability is
a complex phenomenon that is not fully understood. Here, the TGF-p1-treated CD25"
and TGF-pB1-treated FOXP3-transduced cells permitted the acquisition of robust FOXP3
expression, similar to that observed in the peripheral Tconvs. However, the expression of
FOXP3 and other Treg-related markers was not stable enough and was slightly reduced
as the culture time increased. It has been previously demonstrated that the expression
of FOXP3 alone is not sufficient, even in the thymus [41]. In fact, demethylation of the
FOXP3 promoter and its subsequent expression were not associated with a functional Treg
phenotype [42]. Extrinsic factors, such as the IL-2/IL-2 receptor axis and other cytokines,
are pivotal to maintaining Treg cell integrity and functionality [43,44]. CD25"8FOXP3!ow
and CD25* FOXP3"¢8 progenitors can both be differentiated to CD25* FOXP3* with high
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efficiency when a high concentration of IL-2 is used [25]. It has been described that IL-2
is essential for regulating and maintaining FOXP3 expression [45]. In this study, we tried
to differentiate the CD25"°¢ subset with a high concentration of IL-2 and TGF-$1, and
the cells presented a clear expression of FOXP3 without acquiring a stable and robust
suppressive function.

CTLA-4 has also been shown to regulate the early development of self-reactive T
cells in the thymus. It plays a key role in the central tolerance and the development of
conventional and regulatory T cells [46]. Therefore, this might explain why the reduction
in CTLA-4 and FOXP3 expression in the non-CD25" subsets correlated with a lower sup-
pressive function, suggesting that phenotypic instability could be related to functional
instability. Supporting these ideas, Ohkura et al. demonstrated the need for an elevated
demethylation state of the FOXP3 Treg-specific demethylated region as well as demethyla-
tion in other Treg-associated genes, such as CTLA-4, to acquire lineage stability and full
suppressive activity [41,47-49]. Therefore, further studies on the differences in the methy-
lation states between tTreg and TGF-f1-treated thymocytes would help us understand the
impact of the epigenetic status of these cells on their function.

Another hypothesis to explain the instability of generated cells is that, although ex-
ogenous FOXP3 expression was forced in the CD25"8 thymocytes, these cells could lack
regulatory and post-transcriptional factors essential for Treg development and mainte-
nance, such as the sterile motif histidine-aspartate domain containing protein 1 [50] or the
Forkhead box P1 [51], which stabilizes FOXP3 expression in Tregs, showing the importance
of the intrinsic cellular gene environment. It has previously been discovered and well-
reviewed that a degradation mechanism for FOXP3 or cytoplasmic translocation could
happen [52,53]. Indeed, activated CD4" Tconvs showed a FOXP3 cytoplasmic localization,
which might explain why the transitory FOXP3 expression after cellular activation was
not followed by a robust suppressive ability. In our work, we demonstrated that FOXP3
expression was localized in the nucleus, where FOXP3 carries out its function.

The direct deacetylation, phosphorylation, and especially ubiquitylation of FOXP3
also play essential roles in regulating Treg cell functions. It has been demonstrated that
the deubiquitinase USP7 was highly expressed in Treg cells, and its absence was associ-
ated with diminished FOXP3 expression and a subsequent decrease in Treg-cell-mediated
suppression in vitro [54]. The U-box domain type E3 ubiquitin ligase STUB1 was also
demonstrated to degrade FOXP3, which subsequently provoked a reduction in the ex-
pression of Treg cell-associated genes, the upregulation of IL-2 and IFN-y expression, and
finally, the disruption of the suppressive function of Treg cells [55]. Therefore, the possible
FOXP3 degradation could explain the reduction in CTLA-4 and the increase in IL-2 and
IFN-y expression observed in our work, since it has been previously demonstrated that
FOXP3 could directly act on the CTLA-4, IL-2, and IFN-y genes through direct chromatin
remodeling by histone acetylation and deacetylation [56-58]

Consequently, cellular activation associated with the overexpression of exogenous
FOXP3 in thymocytes, as well as TGF-1/IL-2 treatment, was necessary to increase FOXP3
expression, but not sufficient to convert CD25"°6CD8"¢ derived from the thymus into
Treg-like cells. This lack of capability could be related to the immature stage of the cells,
the absence of a positive gene environment, FOXP3 degradation, or the epigenetic status of
the stimulated cells. Hence, understanding the whole mechanism of Treg generation could
unlock ways to manipulate the epigenetic status or culture conditions to enable the cells’
use in therapeutic approaches in the future.

Supplementary Materials: The following are available online at https:/ /www.mdpi.com/article /10
3390/ biomedicines9050461/s1. Figure S1: Dot plots of viability and CD25*FOXP3* phenotype at
Day 7 of the culture. Figure S2: Generation of iTreg from peripheral Tconv. Figure S3: Suppression of
CTVio target cell (allogenic PBMC) proliferation. Figure S4: Frequencies of CD4 and CD8 expression
in thymus-derived subsets throughout cell culture. Figure S5: Viability, GFP expression and FOXP3
frequency of transduced CD25"8CD8"8 thymocytes. Table S1: Antibodies for cell surface and
intracellular staining. Table S2: Summary of the results.
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Figure 52: Generation of iTreg from peripheral Tconw.

(A) Living cells, FOXP3 and CD25 markers were followed by flow
cytometry in the CD25+, CD25%, and CD25™¢ + TGF-P1 fractions from
cells derived from peripheral blood. Dot plots belong to one
representative experiment from 3 independent donors for CD25" and 5
independent donors for CD25™ fractions. (B) Percentage of cells
expressing CD25°FOXP3* gated on living cells at day 7 post-activation in
different cell subsets derived from peripheral blood. Mean + SEM of 3
independent experiments for peripheral CD25° (pCD25°) and 5
independent experiments for non-CD25+ subsets (pCD257 and pCO25"%
+ TGFR1) are shown. * p<0.05 was considered significant when comparing
conditions. (C) Expansion of the cells between day 3 and 7 post-
activation. Each symbol corresponds to an individual. Lines join different
conditions from the same donors.
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Additional file: Fig. S3
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Figure S3: Suppression of CTVio target allogenic PBMC proliferation. Histogram plots
show the loss of CellTrace Violet target cells fluorescence intensity in non-activated
PBMC or activated PBMC alone (negative and positive controls of proliferation,
respectively). Then, in the co-culture of activated PBMC with CD25+ or CD257¢ + TGF-
B1. Histogram plots of one representative experiment from 7-8 independent donors.
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Additional file
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Figure 54: Frequencies of CD4 and CD8 expression in thymus-
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derived subsets throughout cell culture.

Box-and-whisker plots representing median and 5-95 percentile
range of frequencies of (A) CD4SP, (B} CDBSP and (C) DP subsets
throughout 10 days of culture. Median of 10 independent
experiments at Day 0; 6 independent experiments at Day 3 and 10;
and median of 9 independent experiments at day 7 of each
condition are shown. * represents the significant difference of this

condition against CD25".
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Additional file: Fig. S5
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Supplemental Figure S5. Viability, GFP expression and FOXP3
frequency of transduced CD25"#CD8"¢ thymocytes. . (&) Dot plots
representation living cells determined by 7AAD labelling by flow
cytometry at Day 7, 14 post-culture of the CD25™5CDE™# fraction.
Percentage represents the frequency of living cells. (B) Owverlay
histogram representation of the GFP expression by flow cytometry,
gated on living cells at Day 3, 7 and 14 in non-transduced
CD25™=CDE™E (left panel), CD25™ECD8™E transduced with MSCV-
FOXP3 (central panel), and CD25™=CD&™% transduced with MSCV-
AFOXP3 (right panel). (C) Dot plots representation of the CD4 / CD8
expression (gated on living cells) and CD25/FOXP3 expression gated
on CD4* thymocytes at Day 7. Mumbers in the CD4 or CDE gates
represent the frequencies of CD4 simple positive and CDE simple
positive, respectively. Numbers in the Treg pate represent the
frequencies of the CD25°FOXP3* cells gated on CD4* SP. One
representative experiment of 7 independent experiments is shown.
(D) Western blot showing nuclear and cytoplasmic distribution of
FOXP3 in CD25%, CO25"eCD8EeFOXP3 and CD25=sCDE=sAFOXP3 at
day 14 post-culture following lentiviral transduction. Lower panels,
Lamin and Actin controls. One representative experiment of 2
independent experiments is shown.
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Table 51: Antibodies for cell surface and intracellular staining

Phenotypic staining

Target florochrome providor

CcD3s FITC Miltenyi Biotec
cD3 PO Miltenyi Biotec
CD45RA ECD Beckman Coulter
HLA-DR PCS,5 Beckman Coulter
cD8 APC/Cy5 Beckman Coulter
CD25 PCT Becton Dickinson
ChD4 APC/Cy7 Biolegend
FOxp3 PE eBioscience
CTLA-4™ APC Becton Dickinson

Suppressive assay

Target florochrome providor
cD4 PC7 Beckman Coulter
CDg8 FITC Beckman Coulter

Stability after Suppressive assay

Target Florochrome provider

CD39 FITC Miltenyi Biotec
cD3 PO Miltenyi Biotec
CD8 APC/CyS Beckman Coulter
CD25 PCT eBioscience

cD4 APC/CyT Biolegend
Foxpa™ PE eBioscience
CTLA-4" APC Becton Dickinson

Cytokines production instability assay

Tﬂet Florochrome provider

cD4 ECD Miltenyi Biotec
cD8 PO Miltenyi Biotec
CD25 PC7 Becton Dickinson
CDBS APC/Cy5 Biolegend
IL-178 EITC eBloscience
1=-a™ APC eBioscience
IEM-y PE eBioscience
Foxp3® PCS,5 eBioscience
=20/ PE Miltenyi Biotec
L=2™ PE Miltenyi Biotec
i-10™ APC Miltenyi Biotec

Table 51: Antibodies for cell surface and intracellular staining

Antibodies list used in the determination of the cell phenotypes, in the suppressive
assay and in the study of the phenotypic stability after suppressive azsay with their
targets, associated fluorochromes and providers. (a) intracellular markers. (b}
Intracellular markers used in the stability assay with FOXP3-transduced cells
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