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Abreviaturas

aa- Aminoacidica

AT- Antigeno Tumoral

AAT- Antigeno Asociado a Tumor

ADC- Antibody-Drug Conjugate

ADCC- Antibody-Dependent Cellular Cyototoxicity
ADCP- Antibody-Dependent Cellular Phagocytosis
ADN- Acido Desoxirribonucleico

APC- Antigen-Presenting Cell

BIiTE- Bispecific T cell engager

BSA- Bovine Serum Albumin

BsAb- Bispecific Antibody

CaCl,- Cloruro de calcio

CAR- Chimeric Antigen Receptor

CD- Cluster of Differentiation

CDC- Citotoxicidad Dependiente de Complemento
CDH17- Proteina Cadherina 17

CDR- Complementary-Determining Region

CG- Cancer Gastrico

C,- Region Constante de la cadena pesada de
un anticuerpo convencional

C,- Region Constante de la cadena ligera de un
anticuerpo convencional

CM- Cancer de Mama

CRC- Colorectal Cancer

DAPI- 4’ 6-diamidino-2-fenilindol

DMEM- Dulbeccos’s Modified Eagle Medium
EC- Extracelular

EGFP- Enhanced Green Fluorescent Protein
ELISA- Enzyme-Linked Inmunosorbent Assay
EMA- European Medicines Agency

Fab- Fragmento de unién a antigeno (antigen
binding) de una IgG

Fc- Fragmento cristalizable de una IgG
FcRn- Receptor de Fc neonatal

FcyR- Receptor de Fcy

FDA- US Food and Drug Administration
FW- Framework

GAM-PE- Goat Anti-Mouse-Phycoerythrin
HCADb- Heavy-Chain-only Antibody
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H,SO,- Acido sulfarico

IC- Intracelular

Ig- Inmunoglobulina

LI-cadherina- Liver intestine-cadherina
LiKE- Light nK cell Engager

LiTE- Light T cell Engager

LT- Linfocito T

mAb- Monoclonal Antibody

MHC- Major Histocompatibility Complex
NK- Célula Natural Killer

NnTPM- Normalized Transcripts Per Million
OPD- o-Phenilendiamina Dihydrochloride
PBMC- Peripheral Blood Mononuclear Cell
PBS- Phosphate-Buffered Saline

P/E/G- Penicilina/Estreptomicina/Glutamina
SBF- Suero Bovino Fetal

scFv- Single chain variable Fragment
sdAb- Single domain Antibodies

Sl- Sinapsis Inmune

STAb- Secreting T cell-redirecting bispecific An-
tibody

Ta- Temperatura ambiente

TCA- Terapia Celular Adoptiva
TCE- T Cell Enagager

TCR- T Cell Receptor

T Linfocito T efector

TIL- Tumor Infiltrating Lymphocyte

TRAIL- Tumor necrosis factor—Related Apopto-
sis-Inducing Ligand

Treg- Linfocito T regulador
TriTE- Trispecific T cell Engagers
UE- Unién Europea

V,- Region variable de la cadena pesada de un
anticuerpo convencional

V H- Heavy chain-only Variable fragment

V.- Regidn variable de la cadena ligera de un
anticuerpo convencional

Var- Region variable de un anticuerpo IgNAR
WB- Western Blot
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1. Resumen

La inmunoterapia del cancer ha avanzado mucho desde su descubrimiento a finales del siglo XX, en particular gracias
al desarrollo de anticuerpos biespecificos derivados de los clasicos anticuerpos monoespecificos. Concretamente, los
T cell engagers (TCE) redirigen células T contra antigenos tumorales de forma especifica, minimizando la toxicidad
off-target asociada a los tratamientos tradicionales. Una limitacion clave en el tratamiento de tumores sélidos es la es-
casa penetracion tumoral de anticuerpos de gran tamafio, por lo que el uso de fragmentos mas pequefios se considera
una estrategia prometedora. En este contexto, los dominios V, H derivados de anticuerpos de cadena pesada Unica
de camélidos emergen como una alternativa innovadora para la construccién de TCE biespecificos de menor tamafio,
mayor estabilidad y mejor penetracion tisular.

En este trabajo se disefiaron y evaluaron construcciones en formato LiTE (Light T cell engager) compuestos por un scFv
anti-CD3 y un V_H anti-CDH17 o anti-B7-H3. Mientras que los LiTEs anti-CDH17 no mostraron union a células CDH17",
el LITE B12 anti-B7-H3 demostré su funcionalidad, induciendo fuertemente la activacion de células Jurkat. A partir de
este candidato se generaron células STAb-T B12 mediante la terapia génica con lentivirus de tercera generacién. Esto
permite la secrecion continua e ilimitada del LITE B12 por parte de los LT modificados genéticamente. Estas células
demostraron una potente actividad citotoxica frente a la linea tumoral de cancer de mama MCF-7, posicionandose como
una nueva terapia prometedora contra el cancer de mama como alternativa a la administracién intravenosa de TCE y
la terapia CAR-T.

Palabras clave: inmunoterapia del cancer, TCE, vectores lentivirales, terapia celular adoptiva

1. Abstract

Cancer immunotherapy has progressed considerably since its emergence in the late 20" century, especially due to the
development of bispecific antibodies based on classical monospecific antibodies. In particular, T cell engagers (TCEs)
redirect T cells towards tumor-associated antigens with high specificity, therefore minimizing the off-target toxicity as-
sociated with conventional treatments. When treating solid tumors, poor tumor penetration of large antibody molecules
represents one of the main challenges. On this matter, smaller antibody fragments are considered a promising strategy.
V_H domains from camelid heavy-chain-only antibodies have emerged as an innovative alternative for constructing
bispecific TCEs with reduced size, enhanced stability, and improved tissue penetration.

In this work, LiTE (Light T cell engager) constructs were designed and evaluated, consisting of an anti-CD3 scFv and
a V, H targeting either CDH17 or B7-H3. While the anti-CDH17 LiTEs did not bind to CDH17* cells, the anti-B7-H3 B12
LiTE demonstrated its functionality by inducing robust activation of Jurkat cells. Based on this candidate, B12 STAb-T
cells were generated using third-generation lentiviral gene therapy, enabling the continuous and unlimited secretion of
B12 LiTE by genetically modified T cells. These cells exhibited potent cytotoxic activity against the MCF-7 breast cancer
cell line, positioning this strategy as a promising alternative to intravenous TCE administration and CAR-T therapy for
breast cancer treatment.

Key words: adoptive cell therapy, cancer immunotherapy, lentiviral vectors, TCE
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2. Introduccién

Segun el informe Las cifras del cancer en Espafa, publicado por la Sociedad Espafiola de On-
cologia Médica en 2022, en este afo se diagnosticaron aproximadamente 280.000 nuevos casos
de cancer, siendo los tumores solidos de colon, recto, mama y pulmon los de mayor incidencia, con
cifras que oscilan entre los 30.000 y 43.000 diagndsticos por tipo tumoral. Ademas, el cancer fue
responsable del 24,7 % de los fallecimientos en Espana ese mismo afno segun el Instituto Nacional
de Estadistica.

Las aproximaciones terapéuticas tradicionales en oncologia consisten en quimioterapia y ra-
dioterapia una vez realizada o descartada la cirugia. Desgraciadamente, en muchos casos, estos
tratamientos no son completamente efectivos debido a su falta de especificidad contra las células
tumorales y la consecuente toxicidad asociada. La inmunoterapia del cancer, surge a finales del
siglo pasado como una alternativa mas eficaz y con menos efectos off-target. Se basa en activar o
estimular el sistema inmunitario para atacar a las células tumorales, ya que muchos de estos meca-
nismos son evadidos durante la progresion del cancer [1].

2.1. Formatos y mecanismos de accién de los anticuerpos terapéuticos

Desde 1997, con el lanzamiento del anticuerpo monoclonal (mAb; del inglés monoclonal anti-
body) rituximab anti-cluster of differentiation (CD) 20, una inmunoglobulina (Ig) G1 quimérica para
tratar linfomas no hodgkinianos, la Agencia Europea del Medicamento (EMA, del inglés European
Medicines Agency) y la US Food and Drug Administration (FDA) han aprobado mas de 50 medica-
mentos basados en anticuerpos para el tratamiento del cancer. Los primeros fueron los mAb, que
supusieron una alentadora forma de solucionar el problema de la falta de especificidad gracias a
su alta capacidad para discriminar entre antigenos tumorales (AT). Otro ejemplo es el Trastuzumab
anti-HER2, un mAb humanizado formado por una IgG1 humana con regiones determinantes de
complementariedad (CDRs, del inglés complementary-determining regions) de ratén aprobado en
1998 para tratar los canceres de mama (CM) y gastricos (CG) HER2* [2].

Existen distintos formatos en la terapia con anticuerpos: anticuerpos monoespecificos, anticuer-
pos biespecificos y anticuerpos conjugados con distintas moléculas que potencian su efecto citoté-
Xico, como isotopos radiactivos, toxinas o farmacos [2].

Los anticuerpos monoespecificos clasicos utilizados para la terapia del cancer son IgG, gracias
a su potente funcion efectora, su elevada homogeneidad estructural y una vida media mas larga
en comparacion con otros isotipos gracias a la union de su regiéon fragmento cristalizable (Fc) al
receptor de Fc neonatal (FcRn), concretamente aquellos con estructura de IgG1 completa (Fig. 1a).
Estan formados por 2 cadenas pesadas (H, del inglés heavy) y 2 cadenas ligeras (L, del inglés light)
que poseen regiones variables (V,, y V , respectivamente) que se unen al antigeno diana y regiones
constantes (C,y C, respectivamente) que determinan el mecanismo de eliminacion del antigeno.
Los dominios Ig estan unidos entre si por puentes disulfuro, también los hay entre las cadenas Hy
L y dos pares de puentes disulfuro unen las cadenas H entre si. Mientras que el Fc interacciona con
receptores inmunes para desencadenar las funciones efectoras, los fragmentos de unién a antigeno
(Fab, del inglés antigen-binding fragment) son responsables de la union especifica a la diana mo-
lecular, concretamente gracias a las 3 CDRs, bucles que contienen secuencias aminoacidicas (aa)
hipervariables flanqueadas por 4 frameworks (FW) [2, 3].

Los anticuerpos usados en inmunoterapia del cancer pueden tener varios mecanismos de accion:
- Represion de la sefal de supervivencia de factores de crecimiento.

- Blogueo de la angiogénesis.

- Induccion de la muerte celular programada independiente de caspasas. e.g. rituximab.

- Reclutamiento y activacion de células inmunes efectoras. Concretamente, el Fc de las IgG1 tie-
ne una alta afinidad por los receptores Fcy (FcyR) expresados en macréfagos y células natural ki-
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ller (NK), que conducen a una citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC, del inglés
antibody-dependent cellular cyototoxicity) y a una fagocitosis celular dependiente de anticuerpo
(ADCP, del inglés antibody-dependent cellular phagocytosis).

- Citotoxicidad dependiente de complemento (CDC).

- Bloqueo de los puntos de control inmunitario de las células efectoras, como CTLA-4, PD-1y
PD-L1. Inhiben las rutas que regulan negativamente los linfocitos T (LT), volviéndolos mas poten-
tes contra las células tumorales [2].

2.2. Anticuerpos biespecificos y estrategias T cell engager

Los anticuerpos biespecificos (BsAbs, del inglés bispecific antibodies) se unen a dos epitopos
antigénicos diferentes, que se pueden encontrar en la misma o en diferentes células diana. Los
BsAbs que se dirigen hacia la misma célula suelen bloquear las sefales de proliferaciéon celular a
través de receptores de factores de crecimiento, entre otros mecanismos de accion. Sin embargo,
la mayoria de anticuerpos aprobados cuyas dianas estan en distintas células son T cell engagers
(TCE), que enlazan una célula tumoral con una célula T efectora (T ) para activarla y que destruya
la célula tumoral [2]. EI mecanismo de accién de los TCE es obligado, es decir, la actividad del an-
ticuerpo depende estrictamente de las dos especificidades requiriendo union espacial simultanea a
los dos epitopos: el AT y la cadena CD3¢ del complejo del receptor de células T (TCR, del inglés T
cell receptor) [4]. Esta conexidn transitoria de ambas células promueve la formacion de una sinapsis
inmune (SI) citolitica, mediante la cual los T_ liberan en la célula tumoral perforinas que agujerean
su membrana plasmatica y granzimas que inducen la apoptosis [5].

Cualquier LT con potencial citotéxico que se encuentre en el microambiente tumoral puede parti-
cipar en la lisis de la célula tumoral mediada por TCE. Los TCE pueden redirigir LT tanto CD8* como
CD4* para lisar las células tumorales. A mayores, también pueden redirigir células T reguladoras
(Treg), que tipicamente disminuyen la respuesta de los LT CD8*. Hay estudios [6] que indican que
esto es negativo para la eficacia del blinatumomab, un TCE biespecifico formado por dos fragmen-
tos variables de cadena unica (scFv, del inglés single chain variable fragment) (BiTE, del inglés bis-
pecific T cell engager) anti-CD19 para tratar la leucemia linfoblastica aguda. Pero dada la alta tasa
de eficacia de los TCE en tumores hematolégicos, parece improbable que el reclutamiento de Treg

por los TCE pueda impedir su actividad antitumoral [5].

Tipicamente, las células T necesitan dos senales para su activacién completa: primero la uniéon
del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, del inglés major histocompatibility complex) de la
célula presentadora de antigeno (APC, del inglés antigen-presenting cell) al TCR y después la coes-
timulacion de la unién del CD28 del LT con el CD80 de la APC. Ambas sefiales son imprescindibles
para la activacion de linfocitos T naive, pero las células T de memoria solo necesitan la primera
sefal para una activacién completa. Sin embargo, el reconocimiento de los AT por los LT mediado
por el TCE es independiente de las moléculas del MHC, del procesamiento y la presentacién de
antigenos peptidicos y de la especificidad del TCR [3,5].

Los TCE pueden generar efectos adversos debido a la activacion accidental de los LT. Esto puede
ocurrir por la agregacién del TCE o por la interaccion inespecifica de la region Fc de los TCE 1gG-like
con receptores como FcyR, lo que provoca un sindrome de liberacion de citoquinas (CRS, cytokine re-
lease syndrome) por sobreactivacion de los LT [5]. Esto fue observado con el catumaxomab, el primer
TCE biespecifico comercializado, que se dirigia a EpCAM para tratar las ascitis malignas en cancer de
ovario. Sin embargo, fue retirado del mercado en la Unién Europea debido a su alta inmunogenicidad.
Para paliar esta toxicidad asociada a los TCE, las siguientes generaciones incorporan mutaciones
puntuales en el Fc que evitan su unién a células NK o macréfagos, pero preservan el sitio de union
al receptor FcRn. En la actualidad existe una nueva tendencia, TCE de menor tamafio al eliminar por
completo la region Fc, resultando en un acortamiento de la vida media del farmaco por ausencia de
reciclaje asociado al FcRn [4]. Un ejemplo es el blinatumomab, el unico TCE sin Fc comercializado,
que requiere administraciéon cada 2 h para mantener la concentraciéon plasmatica terapéutica [2].

4



Masteres Universitarios — Ciencias Experimentales - Curso 2024/25 ﬂ
Master en Biologia Sanitaria
ez Facultad de Ciencias Biolégicas
COMPLUTENSE Universidad Complutense de Madrid rh [OLO( .I_.-"\

MADRID

Para desarrollar nuevos TCE multiespecificos es importante tener en cuenta las siguientes carac-
teristicas, para obtener un disefio optimo: formato, afinidad, epitopos, distancia entre los epitopos,
flexibilidad de la construccion, peso molecular, etc. [4]. En el estudio de M. Dicara et al. en 2022 [7] se
demuestra que la seleccion 6ptima de los epitopos y sus dominios de unidon, combinando unos de alta
y baja afinidad, y su posicionamiento apropiado en la constitucién del anticuerpo son aspectos clave
en la actividad del mismo, puesto que influye directamente en la eficacia de la Sl.

2.3. Dianas tumorales

La eleccién de dianas para la inmunoterapia del cancer es clave en lo que respecta a la especi-
ficidad, eficacia y toxicidad terapéutica. Los AT se clasifican en antigenos asociados a tumor (AAT),
antigenos especificos de tumor (AET) o neoantigenos y antigenos no peptidicos (ANP). Los AAT
son proteinas como receptores de factores de crecimiento sobreexpresados en tumores solidos y
marcadores CD en tumores hematoldgicos. Tienen una alta prevalencia en los pacientes y son fa-
ciles de reconocer mediante un analisis patolégico [8], pero también se expresan en tejidos sanos
en menor medida, por lo que si el TCE presenta una alta afinidad o un umbral de activacién bajo,
puede causar toxicidad on-target off-tumor [5]. Los AET son péptidos defectuosos derivados de
células tumorales con mutaciones somaticas exclusivas de las mismas, lo que les confiere un gran
valor terapéutico porque evitaria los efectos on-target off-tumor, pero son dificiles de identificar y
menos comunes. Los ANP son lipidos, glicolipidos, carbohidratos exclusivos o sobresintetizados en
las células tumorales por su alterado metabolismo [8].

2.4. Anticuerpos para tratar tumores solidos

La inmunoterapia se ha estudiado ampliamente en tumores hematolégicos y melanomas, pero
Su uso no es tan extenso en tumores solidos debido a la poca cantidad de AET sdélidos, al mal des-
empefio de los LT en el microambiente tumoral inmunosupresivo y a los multiples mecanismos de
evasion del sistema inmunitario que desarrollan estos tumores [1].

Los TCE usados para tratar tumores soélidos requieren una mayor exposicion sistémica para
conseguir una concentracion intratumoral efectiva en comparacion con los usados para tratar tumo-
res hematolégicos. Por esto y la toxicidad off-target asociada al reconocimiento de la regién Fc del
anticuerpo, y la facilidad de penetracion, los formatos TCE de pequefio tamano serian beneficiosos
para tratar tumores solidos [5].

Los anticuerpos multiespecificos sin Fc pueden estar formados por diferentes tipos de fragmen-
tos de anticuerpo, como por ejemplo los scFv o los Fab, unidos entre si por un conector peptidico
flexible. No obstante, los scFvs tienen propiedades negativas como bloques de construccién de un
anticuerpo multiespecifico porque tienen una temperatura de fusién baja, lo que afecta a su estabi-
lidad y propensidad a formar agregados [5].

Una alternativa emergente a los scFv dentro de las construcciones multiespecificas son los an-
ticuerpos de dominio unico (sdAb, del inglés single domain antibodies). Dentro de este grupo des-
tacan los V H, derivados de los anticuerpos homodiméricos HCAbs (heavy-chain-only antibodies)
presentes en el suero de camélidos. Estos carecen de cadena ligera y del primer dominio constante
de la cadena pesada, quedando como unidad funcional un unico dominio variable (V H) (Fig. 1b).
Ultimamente, estan ganando interés debido a que su ensamblaje en construcciones multiespecifi-
cas —como LIiTE (del inglés light T cell engager); LIKE (del inglés light NK cell engager) o TriTE (del
inglés Trispecific T Cell Engager)— es mas eficiente, gracias a su simplicidad estructural. Ademas,
su tamafio es incluso menor que el de un scFv (~ 15 kDa), incrementando la capacidad de penetrar
en el tejido. Ya se han aprobado algunos farmacos basados en V Hs como caplacizumab (CABLIVI)
u ozoralizumab (Nanozora) pero su potencial aplicacion en oncologia permanece sin explotar [9].

Existen otro tipo de sdAb, las regiones variables V, ,. derivadas de los anticuerpos homodiméricos
IgNAR de tiburones (Fig. 1c), que también poseen IgMs e IgWs, pero no IgGs. Los V, . poseen una
estructura Unica que les confiere un peso molecular incluso inferior al de los V H, de 12 kDa [10]. Asi-
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mismo, el medio interno de los tiburones rico en urea hace que los V, . tengan una estabilidad quimica
y térmica excepcional y ya hayan sido usados como inmunotoxinas [11] y en terapia celular adoptiva
(TCA) CAR-T [12], por lo que también serian unos bloques de construccion excelentes.

b.

Tiburones
IgNAR |

Camélidos
HCAb

c.

~Fc

Fc: fragmento cristalizable
Fab: fragmento de unién a
- antigeno
d.l | |
LiTE
H: cadena pesada =
L: cadena ligera ‘

Regiones

constantes
. . . Regiones N

variables VH scFv anti-CD3

Figura 1. Tipos de anticuerpos: estructura de una IgG (a), estructura de un HCAb de camélidos (b), estructura de una
IgNAR de tiburones (c) y estructura de un LiTE generado a partir de un scFv de una IgG y de un V H de un HCAD (d).

2.5. Terapia celular adoptiva y nuevas estrategias

Una forma de evitar la necesidad de administracion continua de los LiTEs debido a su corta vida
media es utilizar la TCA. La TCA es un tratamiento personalizado que implica el aislamiento de las
células inmunes de un paciente, su activacion, su expansion ex vivo y su reinfusién en el paciente. La
mayoria de estrategias de TCA usan linfocitos T extraidos del tumor (TILs, del inglés tumor infiltrating
lymphocytes) o de sangre periférica [13], ya que los LT citotdxicos son la poblacion de células inmuni-
tarias presentes en pacientes oncoldgicos con mayor capacidad para combatir el cancer [5]. La rele-
vancia de estas células se remonta a 1992, cuando se aprob¢ el tratamiento con IL-2 recombinante,
una citoquina que activa los LT citotéxicos [14]. Las estrategias de ingenieria de LT podrian mejorar el
homing de estas células hacia su diana [1].

Al modificar genéticamente las células T autdlogas de los pacientes para expresar un receptor
de antigeno quimérico (CAR, del inglés chimeric antigen receptor) se les confiere la capacidad de
reconocer antigenos de superficie celular de forma independiente a la interaccion de estas células
con el MHC, lo que se traduce en una funcionalidad completa y duradera. Sin embargo, a pesar del
éxito clinico de la TCA con células CAR-T en tumores hematolégicos, esta asociada a un CRS mas
severo que el provocado por TCE y en tumores solidos la eficacia es menor [5]. Ademas, las células
CAR-T producen una Sl con la célula tumoral no candnica, es desorganizada a lo largo de toda al
membrana del LT, lo que puede afectar a la eficiencia y seguridad terapéutica [13, 15].

Las células STADb-T (del inglés T cell genetically modified to secrete T cell redirecting biespecific
antibodies) son LT modificados genéticamente para secretar un TCE multiespecifico. Pueden migrar
a zonas inflamadas y dafadas del cuerpo, como pueden ser los tumores, y activamente extravasar
hacia estos tejidos (Fig. 2).Tienen una vida media larga y producen la construccion constantemente,
lo que asegura una concentracion persistente del BiTE o LiTE, compensando su corta vida media [13].
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Figura 2. Terapia celular adoptiva con células STAb-T.

Las células STAb-T presentan una clara ventaja frente a las CAR-T, ya que la construccion se-
cretada puede a su vez tener un efecto bystander reclutando a otros LT no modificadas presentes
en el nicho tumoral. Ademas, las células STAb-T generan una Sl candnica con la célula tumoral, a
diferencia de las células CAR-T, lo que es crucial en el proceso de activacion del LT mediado por
el complejo del TCR [15, 16]. En el estudio de M. Velasco-Sidro et al. en 2025 [17], donde generan
unas células STAb-T duales que secretan dos TCE biespecificos, uno anti-CD19 y otro anti-BCMA,
demuestran que este tipo de terapia es mucho mas eficaz que las células CAR-T dirigidas frente a
las mismas dianas, pues las primeras muestran un efecto terapéutico a ratios célula efectora:célula
tumoral (E:T) muy bajos. Ademas, existe evidencia de la eficacia de las STAb-T en tumores soélidos
segun un estudio publicado en 2024 por Jiménez-Reinoso et al. [18], en el que demuestran la efica-
cia de unas STAb-TIL en cancer de pulmén de células no pequenas (NSCLC, del inglés non small
cell lung cancer) en modelo murino.

2.6. Diseino de nuevos LIiTE: estrategia experimental

En este trabajo, se han generado varios TCE en formato LiTE siguiendo la estructura de los ya
existentes en el laboratorio, constituidos por un scFv anti-CD3¢g, generado a partir de la secuencia
del anticuerpo comercial OKT3, y de V H dirigidos frente a nuevos AAT sdlido para el laboratorio
(Fig. 1d). Las proteinas cadherina 17 (CDH17) y B7-H3 se consideraron buenas dianas para gene-
rar un LiTE.

La CDH17, también conocida como liver intestine (LI)-cadherina es una proteina miembro de la
superfamilia cadherinas, moléculas de adhesion intercelular, que se diferencia del resto por tener
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7 dominios extracelulares (EC) cadherina en lugar de 5, ademas de un dominio intracelular (IC) de
20 residuos aa en lugar de 100. En condiciones fisioldgicas, se expresa en las membranas laterales
de las células epiteliales del intestino delgado y el colon. Su expresion se ve aumentada en varios
tumores en estado avanzado y metastasicos —debido a su implicacion en la transicion epitelio me-
sénquima (TEM)— del sistema digestivo como CG, cancer colorrectal (CRC, del inglés colorectal
cancer), hepatico, pancreatico y neuroendocrino [19]. Sin embargo, las células tumorales carecen
de polaridad, por lo que expresan la CDH17 a lo largo de toda su membrana [20], por lo que utilizar
este AAT como diana de inmunoterapia no provocaria toxicidad on-target off-tumor. Se han probado
varios formatos de anticuerpo anti-CDH17 en ensayos preclinicos incluyendo BsAb CDH17xTRAIL
[21]y TCA CAR-T [20, 22], entre otros, la mayoria de ellos usando anticuerpos de tamafo completo.

La B7-H3, también conocida como CD276 o B7RP-2, es una proteina de la familia de ligandos
B7, con la que comparte entre un 20 y un 27 % de identidad aa. Posee un corto dominio IC y 2 do-
minios EC tipo Ig, que segun su estructura, determinan una de las 2 isoformas. Durante la embriogé-
nesis, los osteoblastos presentan altos niveles de B7-H3, pues esta implicada en su diferenciacion
y en la mineralizacidon 6sea. En adultos, su papel principal es inhibir la inmunidad adaptativa supri-
miendo la activacion y proliferacion de LT. Su expresion en tejidos sanos es muy limitada debido a
su regulacioén postraduccional por microARNs. Las células tumorales pueden expresar isoformas
aberrantes con diferentes funciones inmunoldgicas. En cancer, promueve la tumorigénesis princi-
palmente mediante mecanismos inmunoldgicos, inhibiendo la respuesta inmune especifica de AT,
pero también mediante mecanismos no inmunoldgicos, gracias a su participacion en la activacion
de la ruta de sefalizacion JAK/STAT. Esto resulta en la promocion de la migracion en invasion tumo-
ral en melanoma, CM y cancer de préstata; la angiogénesis en CRC; la resistencia a la quimiotera-
piaen CMy CRC y la TEM en glioma y hepatoma. Sin embargo, también se han reportado algunas
funciones antitumorigénicas en ratones y en humanos por la infiltracion de T, activadas en NSCLC.
Este rol dual podria explicarse por la union de B7-H3 a distintos tipos de receptores, tanto inhibido-
res como estimuladores. Existe evidencia clinica del uso de B7-H3 como diana inmunoterapéutica.
Se testd un B7-H3 BITE, el obrindatamab (MGDO009, MacroGenics), en un ensayo clinico (EC) fase
I (NCT02628535) que en 2018 reportd efectos adversos en el higado debido al CRS y termind en
2019 por motivos administrativos. También se estan llevando a cabo EC fase /Il con B7-H3 CAR-T
para tratar glioblastoma (NCT04077866) y EC fase | en glioma pediatrico (NCT04185038) [23].

Una vez probada la capacidad de union de los LiTEs a las dianas en la superficie celular, se
infectaran LT primarios con un lentivirus que codifica el LITE para generar células STAb-T que lo
secreten y comprobar la eficacia in vitro de esta TCA.
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3. Hipotesis y objetivos

La terapia celular adoptiva con células STAb-T que secreten un anticuerpo biespecifico en forma-
to LiTE como estrategia de inmunoterapia para tratar tumores sélidos puede suponer una ventaja
frente a otros tipos de inmunoterapia del cancer como el tratamiento intravenoso con anticuerpos o
la TCA con células CAR-T.

El objetivo general de este trabajo es generar un LiTE funcional nuevo, transducir mediante vec-
tores lentivirales linfocitos T primarios (LT) y demostrar su eficacia citotoxica. Para ello, deberemos
lograr los siguientes objetivos especificos:

1. Busqueda bibliografica de la secuencia de un V H cuya diana sea un AAT sdlido de interés.

2. Sublonaje de esta secuencia en un vector de transferencia lentiviral que codifica el scFv an-
ti-CD3.

3. Expresion del LITE mediante transfeccion con el vector de transferencia lentiviral de células
HEK293T.

4. Caracterizacién y evaluacion de la eficacia de union del LITE al AAT inmovilizado en plastico y
expresado en la superficie de lineas tumorales, asi como al CD3 de Jurkat.

5. Andlisis de la capacidad del LiTE para activar Jurkat.

6. Produccion de un stock lentiviral mediante cotransfeccion de células HEK293T con el vector
de transferencia y los plasmidos empaquetadores. Titulacién del stock.

7. Produccién de células STAb-Jurkat y STAb-T mediante la transduccion de Jurkat y LT prima-
rios, respectivamente.

8. Evaluacion del efecto citotéxico de células STAb-T en cocultivos con células tumorales que expre-
sen el AAT.
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4. Materiales y Métodos
4.1. Busqueda bibliografica de Vﬂﬂ

Mediante busqueda bibliografica localizamos secuencias codificantes de los siguientes V H: los
anti-cadherina 17 humana clones E8 de Ma et al. en 2022 [24] y Nb289 de Xu et al. en 2024 [25],
ambos de alpaca (Lama pacos); y el anti-B7-H3 humana, clon B12 de Li et al. en 2023 [26] de dro-
medario (Camelus dromedarius). GeneArt (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Ecublens, Vaud,
Suiza) sintetizé las moléculas de ADN codificante optimizadas para la expresion en Homo sapiens
en formato plasmidico para cada V H flanqueado por los sitios de restriccion de las enzimas de
restriccion (ER) Mlul y Afe-I (Fig. 3a).

4.2. Diseino y generacion del ADN del vector de expresion lentviral del LiTE

Los V H se clonaron en un vector de expresion lentiviral, el pPCCL-V H anti AAT-OKT3-T2A-EGFP
para generar los LITE correspondientes. El vector final esta integrado por la secuencia del péptido
sefal oncostatina M (OncoM), la secuencia del V|H, ya sea E8, Nb289 o B12, |a secuencia del scFv
anti-CD3 clon OKTS3, las etiquetas peptidicas myc e his (empleadas para su deteccién y purificacion,
respectivamente), el péptido autoprocesable T2A, el gen reportero de la proteina fluorescente verde
(EGFP, del inglés enhanced green fluorescent protein) y el gen de resistencia a ampicilian, todo ello
bajo el control del promotor del citomegalovirus (CMV) (Fig. 3b). Esta construccién tiene un unico
origen de traduccion pero gracias a la presencia del T2A, se escinde el LiTE de la EGFP.

a.
Miul Afel

PMA-RQ

b.
OKT3

Eagl-HF Miul Afel A

Figura 3. Esquema genérico de los plasmidos utilizados para la doble digestién. a. Plasmido pMA-RQ sintetizado por
GeneArt que contiene el origen de replicacion 1 de E. coli (origen Col E1) y un gen de resistencia a la ampicilina (AmpR)
con el inserto, la secuencia OncoM y el V H frente al antigeno asociado a tumor (aAAT). b. Vector de expresion lentivi-
ral genérico pCCL-V H-OKT3-T2A-EGFP: CMV, OncoM, V_ H aAAT unido por un linker corto de 4 glicinas y una serina
(G,S) al scFv anti CD3 OKT3, Myc, His, T2A, EGFP y AmpR. Indicados con una flecha los sitios de restriccion de las ER
Eagl (con sitios adicionales en las secuencias de algunos V, H), Miul y Afel.

Se realiz6 una doble digestion de los plasmidos sintetizados por GeneArt con los V, Hs y del vec-
tor de expresion lentiviral pCCL-Ega1-OKT3-T2A-EGFP, ya existente en el laboratorio, con las ER
Miul-HF y Afel (New England Biolabs, Ipswich, Suffolk, Reino Unido). Se separd el ADN mediante
electroforesis en gel de agarosa (Invitrogen) y se cortaron las bandas de interés para extraer el ADN
de las mismas mediante el kit QlAquick (QIAGEN, Venlo, Limburg, Paises Bajos) y ligar los frag-
mentos con la ligasa Quick Ligase (New England Biolabs, Ipswich, Suffolk, Reino Unido).

Para preservar y expandir el ADN ligado, transformamos la cepa bacteriana E. coli NZY5a
(NZYtech, Lisboa, Portugal) con 200 ng de ADN mediante choque térmico (incubacién de 30 min a
4 °C seguida de 40 segundos a 42 °C y 2 min a 4 °C). Las bacterias se sembraron en medio 2xYT
Broth (Carl Roth, Karlsruhe, Baden-Wirttemberg, Alemania) y se incubaron 1 h a 37 °C en agita-
cion. Posteriormente, con el pélet bacteriano resuspendido se hizo una siembra por extensién en
placa de LB agar con ampicilina (InvivoGen, San Diego, CA, EE.UU.) incubada overnight a 37 °C.
Se seleccionaron las colonias aisladas que habian incorporado el plasmido, gracias al gen de resis-
tencia a ampicilina, para realizar un nuevo cultivo con medio 2xYT Broth y ampicilina (100 pg/mL)
(Sigma-Aldrich, San Luis, MO, EE.UU.) incubado overnight a 37 °C en agitacion.
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EI ADN plasmidico se aisl6 del cultivo liquido con el kit NZY Miniprep (NZYtech, Lisboa, Portugal)
y se cuantifico determinando también los ratios de absorbancia (A) A, /A, Y Ax/A,g, Para evaluar
su pureza mediante el espectrofotémetro Nanophotometer (Implen, Munich, Baviera, Alemania). A
continuacion, se realizé una digestion control con ER MIul-HF, Afel y a mayores Eagl, ya que reco-
noce un sitio de restriccion adicional en el V H Ega1 del vector de expresion lentiviral original pero
esta ausente en E8, Nb289 y B12. Después se llevd a cabo una electroforesis en gel de agarosa
para comprobar que el patron de bandas era el adecuado. Una vez confirmado, se preparé un gli-
cerol stock del cultivo liquido que se almacené a -80 °C y posteriormente en nitrégeno liquido para
su conservacion a largo plazo.

4.3. Cultivo celular

4.3.1. Lineas celulares

IOLOGIA

Linea Tipo celular Origen Tlpo' . de Uso
celular crecimiento
HEK - Transfeccién gen LiTE E8, Nb289 y B12
293T Fibroblasto de ri-| ATCC (CRL- - Produccion lentivirus luciferasa y LITE B12
(293T) fién embrionario 112668) - Titulacidn stocks lentivirales luciferasa
Adherente y LITE B12
AcceGen - Citometria unién SN de 293T con LiTE
MKN.45 | Adenocarcinoma|Biotech E8, Nb289y B12
de estomago (Cat# ABC- - Citometria unién SN de STAb-JK B12
TC0687) con LiITE B12
Jurkat , ATCC En  sus- |- Citometria unién SN LiTE 293T
Leucemia T CD4* . o
(JK) (TIB-152) | pensién |- Ensayo de activacion
) - Citometria union SN de 293T con LiTE B12
Adenocarcinoma |\t Citometria unién SN de STAb-JK B12
MCF-7 |de mama Adherente |~ >''PTETE Hnion ST AE S 1AL
o (HTB-22) con LiTE B12
metastasico L, . .
- Transduccion con lentivirus luciferasa
STAb- |JK infectadas con En  sus-|- Produccion SN LiTE B12 para ensayo
JK B12 | lentivirus LiTE B12 pensién de citotoxicidad por bioluminiscencia
7 i Laboratorio
MCF-7 MCF-7 '|r?fectada's - Ensayo de citotoxicidad por biolumi-
con lentivirus luci- Adherente | . .
luc ferasa niscencia

Tabla 1. Lista de lineas celulares humanas empleadas en el estudio, indicando el tipo celular, el origen de la misma, el
tipo de crecimiento y su uso en este trabajo. ATCC (Manassas, VA, EE.UU.) del inglés American Type Culture Collection;
AcceGen Biotech (Fairfield, NJ, EE.UU.).

Las células adherentes (Tabla 1) se cultivaron en monocapa con Dulbecco’s modified eagle me-
dium (DMEM) (Corning Life Sciences, Tewksbury, MA, EE.UU.; Gibco, Thermo Fisher Scientific)
suplementado con un 10 % de suero bovino fetal (SBF) (Sigma-Aldrich) y un 1 % de penicilina/es-
treptomicina/glutamina (P/E/G) (Corning Life Sciences). Las células en suspensién se cultivaron en
Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI) (Corning Life Sciences) 10 % SBF 1 % P/S/G. Todas
las células se incuban en estufa a 37 °C en atmosfera humeda (95 %) y 5 % CO,,.

Se trabaja en condiciones asépticas dentro de una campana de flujo laminar con material estéril.
Para controlar la contaminacion por Mycoplasma spp. se testa peridédicamente el sobrenadante de los
cultivos mediante PCR usando Mycoplasma gel detection kit (Biotools B&M Labs, Madrid, Espaia).

Una vez alcanzada una confluencia del 70-80 % se pasan las células, lavandolas con tampén fosfa-
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to salino (PBS, del inglés phosphate buffered saline) (Corning Life Sciences) y tripsina (Lonza, Basel,
Suiza) en el caso de las células adherentes, para utilizarlas para experimentos o congelarlas con SBF
10 % dimetilsulfoxido (DMSO) (Corning Life Sciences) a -80 °C y posteriormente en nitrégeno liquido.

4.3.2. Obtencidén y cultivo de células T primarias

Se obtuvieron los linfocitos T (LT) de un donante sano (varén, 24 afos) a partir de una camara de
leucorreduccion cedida por el Biobanco del Hospital Puerta de Hierro de Majadahonda (HUPHM)/
Instituto de Investigacion Sanitaria Puerta de Hierro-Segovia de Arana (IDIPHISA) (PT17/0015/0020,
Red Nacional de Biobancos) como subproducto de la extraccion de plasma rico en plaquetas tras
haber obtenido el consentimiento informado para experimentacién con muestras humanas.

En primer lugar, se incubd la sangre con RosetteSep™ Human T Cell Enrichment Cocktail (50
puL/mL) (STEMCELL Technologies, Vancouver, BC, Canada) a 4 °C durante 20 min. Después, se
diluyé la sangre en el mismo volumen de PBS 2 % SBF y se centrifugd bajo gradiente de densidad
sobre Lymphoprep (1,077 g/mL) (STEMCELL Technologies) a 1.200 g a temperatura ambiente (Ta)
durante 20 min. Se recogi6 la fase correspondiente a las células mononucleares de sangre perifé-
rica (PBMCs, del inglés, peripheral blood mononuclear cells) enriquecidas en LT, se lavé con PBS
(1.500 rpm 5 min) y se afiadieron 5 mL de tampdn de lisis amoniaclo-cloruro-potasio (Gibco) durante
10 min a Ta para lisar los eritrocitos remanentes. Tras otro lavado con PBS, las células se resuspen-
dieron en RPMI 10 % SBF 1 % P/E/G suplementado diariamente con IL-7 (10 ng/mL) e IL-15 (10 ng/
mL) y se incubaron a 37 °C en atmosfera humeda (95 %)y 5 % CO,,

4.4. Transfeccion de células HEK293T por el método del fosfato calcico (Ca (PO,)))

Las células 293T se sembraron en una placa de 24 pocillos (1,5-10° células/pocillo) (Falcon, Cor-
ning Life Sciences) 24 h antes y se transfectaron con el vector correspondiente. Para ello, se mezclo
directamente 1 ug de ADN/pocillo con una solucion de cloruro de calcio (CaCl,) (2M) (Carl Roth) y
posteriormente se afadié gota a gota el tampdn fosfato (HEPES 2X) (Gibco) mientras se generaban
burbujas de aire para formar un co-precipitado fino. Como control negativo se realizd el mismo pro-
cedimiento sin ADN. A las 6 h se renovo el DMEM 10 % SBF 1 % P/E/G y a las 48 h se recogio el
sobrenadante (SN) con el LiTE secretado y el SN-.

4.5. Western blot

Para comprobar la expresién de los LITEs se analizaron los sobrenadantes (SN) de las 293T
transfectadas por western blot.

Primero se hizo una electroforesis en gel de poliacrilamida (12%) bajo condiciones desnatura-
lizantes (SDS) con 16 uL de cada muestra. Como control positivo se usé 1 uL del LiTE anti-EGFR
existente en el laboratorio. Se cargaron las muestras con sus respectivos controles negativos, los
SN- de las transfecciones, y el marcador de peso molecular (SeeBlue Plus-2 Pre-Stained Protein
Standard Protocol, Life Technologies) junto con tampon de carga 5X (Pierce Lane Marker). El gel
corrié embebido en tampon TG-SDS 1X a 90 V durante 20 miny a 120 V durante 1 h.

A continuacion, se realizé una transferencia en seco de las proteinas del gel a una membrana de ni-
trocelulosa utilizando el iBlot (Thermo Fisher Scientific). Consecutivamente, la membrana se bloqued
con PBS 5% leche desnatada en polvo durante 30 min a Ta en agitacion. Una vez eliminada la leche,
se realizé una incubacion overnight a 4 °C en agitacion con un anticuerpo primario de ratén anti-myc
(1:1.000) y posteriormente una incubacion de 45 min a Ta en agitaciéon con un anticuerpo policlonal
(pAb, del inglés polyclonal antibody) de cabra anti-raton (GAM, del inglés goat anti-mouse) conjugado
con DyLight 800 (1:5.000) (Rockland Immunochemicals, Limerick, PA, EE. UU.).

Finalmente, la membrana se lavé dos veces con PBS-Tween 0,05% seguido de un lavado final
de 10 min con PBS en agitacion y se reveld con el equipo de deteccidn de fluorescencia Odyssey®
Infared Imaging System (LI-COR Biosciences) y el software Image 3.1.
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4.6. Reconocimiento de los AAT purificados por ELISA

Con el objetivo de analizar la funcionalidad de los TCE biespecificos LiTE E8, LiTE Nb289 y LiTE
B12 se realizaron ELISA (del inglés enzyme-linked immunosorbent assay) a partir de los SN de células
293T transfectadas o STAb-JK B12. El coating se hizo incubando a 4 °C overnight 5 uyg/mL las pro-
teinas humanas CDH17 (11360-H08H, Sino Biological, Houston, TX, EE. UU.) o B7-H3 (B73-H52E2,
ACROBIosystems, Newark, DE, EE. UU.) en una palca de 96 pocillos (Thermo Fisher Scientific).

Se lavé la placa con PBS y se bloque6 con PBS 5 % albumina de suero bovino (BSA, del inglés
bovine serum albumin) durante 1 h a 37 °C. Posteriormente se afadieron 100 yL de SN durante 1
h a Ta. Como control negativo se us6 el SN- de la transfeccién o PBS en el caso del ELISA con SN
de STAb-JK B12. Como control positivo empleamos el mAb 1gG1 de raton anti-CDH17 humana (5
Mg/uL) (clon #141713) (MAB1032, R&D Systems, Mineapolis, MN, EE. UU.) y el mAb IgG1 de raton
anti B7-H3 humana marcado con APC (1,25 ng/uL) (clon 7-517) (# 17-2769-42, Invitrogen). Después
de retirar el SN y lavar 3 veces con PBS-Tween 0.05 % y PBS, se incubd la placa con el mAb 1gG1
de ratdn anti-myc humana (2,4 uyg/mL) 1h a Ta. Tras otros 3 lavados, se incubd 45 min a Ta con un
pAb de cabra anti-IgG de ratdn conjugado con peroxidasa de rabano (1:1000) (GAM-HRP, del inglés
goat anti-mouse-horseradish peroxidase) (A9917, Sigma-Aldrich). Después de 3 lavados se afadié
diclorhidrato o-fenilendiamina (OPD, del inglés o-Phenylendiamine dihydrochloride) (Sigma) disuelto
en tampodn fosfato citrato (Sigma-Aldrich) con agua oxigenada (100 uL/pocillo). Cuando la HRP hizo
efecto y cambio de color, se paro la reaccion con acido sulfurico (H,SO,) (1N) (100 uL/pocillo) (ITW
Reagents, Castellar del Vallés, Barcelona, Esparia). Para analizar los resultados se midio la A, en
el espectofotometro Multiskan Ex (Thermo Fisher Scientific).

4.7. Reconocimiento de los AAT en las células tumorales por citometria de flujo

Tras haber consultado los niveles de expresion de ARN de CDH17 y B7-H3 en las lineas tumorales
disponibles en el laboratorio en la base de datos The Human Protein Atlas (https:/www.proteinatlas.
org/), realizamos citometrias de flujo para comprobar la expresion de cada proteina en la membrana
celular, ya que los niveles de ARN no se correlacionan proporcionalmente con los de proteina.

Como control positivo, se incubaron células MKN-45 y MCF-7 (1,5-10° células/tubo) 30 min a 4 °C
en 100 yL PBS 1 % BSA con el mAb IgG1 de ratén anti-CDH17 humana (5 pg/pL) o con el mAb IgG1
de raton anti B7-H3 humana marcado con APC (1,25 ng/uL). Tras un lavado con PBS, las MKN-45
incubadas con el mAb aCDH17 se incubaron 30 min a4 °C en 100 uyL PBS 1 % BSA con un pAb de
cabra anti-IgG de ratén conjugado con ficoeritrina (GAM-PE, del inglés GAM-phycoerythrin) (1:200)
(115-116-071, Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, EE. UU.). Como control negativo se in-
cubaron células solo con el GAM-PE o con un anticuerpo inespecifico conjugado con APC.

Para estudiar el reconocimiento de CDH17 y B7-H3 en la membrana de las células tumorales
por parte de LiTE E8, LiTE Nb289 y LiTE B12, se incubaron las células MKN-45 y MCF-7 (1,5-10°
células/tubo) con 100 pL de SN de células 293T transfectadas o STAb-JK B12 1 h a 4 °C. Tras un
lavado con PBS, las células se incubaron 30 min a 4 °C con el mAb IgG1 de raton anti-myc humana
(2,4 ug/mL). Tras otro lavado, se anadié el GAM-PE (1:200) y se incub6 30 min a 4°C. Como control
negativo se utilizaron células siguiendo el mismo procedimiento omitiendo la incubacién con el SN.

Después de un ultimo lavado con PBS se resuspendieron las células en PBS 1 % BSA, se tifieron
con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) y se pasaron por el citometro de flujo MACSQuant 10 (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Renania del Norte-Westfalia, Alemania). Los datos obtenidos se anali-
zaron con el software FlowJo (BD Biosciences).

4.8. Ensayo de activacién de Jurkat

Para estudiar la activacion de células Jurkat (JK) por parte del LiTE B12 del SN de 293T trans-
fectadas, se cocultivaron con células MKN-45 o MCF-7 y se detectd la expresiéon del marcador de
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activacion temprana CD69 en la superficie de JK mediante citometria de flujo.

Para ello, se sembraron MCF-7 en un placa de 96 pocillos (2-10* células/pocillo) y 24 h después se
anadieron las JK a una ratio efector-diana (E:T, del inglés effector:target) 5:1 junto con el SN. Tras 24
h, se recogieron las JK'y se incubaron con un mAb IgG1 de ratén anti-CD69 humano conjugado con
PE (4 pL/tubo) (clon #FN50) (555531, BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, EE. UU.) durante
30 min a 4 °C. Las células se lavaron, se resuspendieron en PBS 1 % BSA y se analizaron mediante
citometria como en el apartado anterior. Como control negativo se emplearon JK en monocultivo o co-
cultivo con SN-. También se monitorizo la expresiéon de B7-H3 en JK activadas de la forma descrita
en el apartado previo.

4.9. Generacion de particulas lentivirales

pMDLg/pRRE

pRSV-Rev

pMD2.G

Figura 4. Esquema de los plasmidos empaquetadores de
un lentivirus.

Con el objetivo de producir una transduccion estable y duradera de células humanas se em-
plearon lentivirus como estrategia de terapia génica. El sistema disponible en el laboratorio para
la produccion de stocks lentivirales es de tercera generacion, es decir, consta de cuatro plasmidos
incluyendo el vector de transferencia:

- Plasmidos que forman el lentivirus per se (Fig. 4).

- pMDLg/pRRE: porta los genes gag, codificante de las proteinas estructurales de la capside
del VIH, y pol, codificante de la retrotranscriptasa e integrasa del VIH.

- pPRSV-Rev: codifica el regulador post-transcripcional Rev, esencial para la expresion de gag y pol.

- pMD2.G: codifica la glicoproteina G del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G), que forma
parte de la envuelta.

- Vector de transferencia portador del gen de interés.

- pRRL-luciferasa-IRES-EGFP o pCCL-B12-OKT3-T2A-EGFP. El lentivirus portador del gen
reportero luciferasa se utilizd para infectar lineas tumorales, de modo que expresen dicha
enzima. De esta forma, al afadir el sustrato luciferina reaccionan emitiendo bioluminiscencia,
una habilidad parametrizable que usaremos para calcular indirectamente la viabilidad celular.

A partir de un glicerol stock existente en el laboratorio de bacterias transformadas con el ADN
plasmidico, se lanzé un cultivo en 3 mL de medio 2xYT con ampicilina (100 mg/mL) y se incubé
overday a 37 °C en agitacion. Posteriormente se hizo una escalada 1:50 del cultivo y se incubd
overnight a 37 °C en agitacion.

EI ADN plasmidico se aisl6 del cultivo liquido con el kit NZY Maxiprep (NZYtech), en lugar del kit
NZY Miniprep, para obtener una mayor concentracién de ADN, necesaria para transducir células. El
ADN se cuantificé y se determinaron las ratios A, /A, Y A, /A,., Para evaluar su pureza mediante
el espectrofotometro.

Para generar los lentivirus, se sembraron HEK293T en 6 placas p10 (4,5-10° células/placa) (Cor-
ning Life Sciences). 24 h después se realizo la transfeccion siguiendo el método descrito previamen-
te con el ADN de los 4 plasmidos, por cada placa 14,1 ug del vector de transferencia, 9 ug del pMDLg,
3,45 ug del pRSV y 4,76 ug del pMD2.G.
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Alas 48 h, haciendo uso del EPI requerido para manipular productos de biorriesgo tipo 2, se reco-
gio el SN, se centrifugd y se filtré con un filtro de 0,45 ym para eliminar los restos celulares. A conti-
nuacion, se ultracentrifugd 2 h a 4 °C a 26.500 rpm. El pélet se resuspendi6 en PBS y las alicuotas se
almacenaron a -80 °C.

Para calcular el titulo del lentivirus se subcultivaron 293T en placa de 24 pocillos (1-10° células/
pocillo) y se infectaron haciendo diluciones seriadas del stock lentiviral. A las 48 h, se recogieron
las células y se analizd su expresion de EGFP mediante citometria de flujo. El titulo se calcul6 en
unidades transductoras por mililitro (UT/mL) con la siguiente férmula, haciendo la media de las 3
diluciones consecutivas que seguian una relacion lineal entre el volumen utilizado para la infeccién
y la expresion de EGFP:

% células EGFP* n° células sembradas

Titulo = 100 'V lentivirus anadido (mL)

4.10. Transduccién de células humanas

4.10.1. MCF-7

Se hizo un subcultivo de MCF-7 en placa 24 pocillos (5-10* células/pocillo). A las 24 h se in-
fectaron con el lentivirus luciferasa a una MOI de 8,6. Se monitorizd la expresion de EGFP de las
células transducidas mediante microscopia de fluorescencia y se analizé el porcentaje de expresién
mediante citometria de flujo.

4.10.2. Jurkat

Se hizo un subcultivo de JK en placa 24 pocillos (5,14:10° células/pocillo) y se infectaron las
células con el lentivirus LITE B12 a una MOI de 1,5 para generar células STAb-JK B12 siguiendo el
procedimiento anterior. A las 144 h y a las 168 h se recogio el SN con el LiTE B12 secretado y se
caracterizd mediante ELISA y citometria de flujo de la misma forma que los LiTE presentes en el SN
de células 293T transfectadas.

4.10.3. LT

Se hizo un subcultivo de LT en placa 24 pocillos (8,95-10° células/pocillo) incubado durante 24
h con TransACT (20 pL/pocillo) (Miltenyi Biotec), para activar y expandir las células primarias esti-
mulando el CD3 y el CD28. Se infectaron con el lentivirus LiTE B12 a una MOI de 10 para generar
células STAb-T B12 siguiendo el procedimiento anterior.

4.11. Ensayo de citotoxicidad

Se sembraron células MCF-7 luc en placa blanca opaca de 96 pocillos (2:10* células/pocillo)
(Greiner Bio-One, Kremsmunster, Oberosterreich, Austria). A las 24 h se afiadieron LT no transdu-
cidos como control negativo de lisis (C-), LT no transducidos junto con el SN LiTE B12 de STAb-JK
168 h o células STAb-T B12 a diferentes ratios E:T (1:25, 1:5, 1:1 y 5:1). Tras 48 horas de cocultivo
se elimino el sobrenadante y se anadi6 el sustrato de la enzima luciferasa, la p-luciferina (12,5 pg/
pocillo) (Promega Corporation, Madison, WI, EE. UU.). La bioluminiscencia se cuantificé midiendo
las unidades relativas de luminiscencia (RLU, del inglés relative light unit) en el luminémetro Infinite
1200 (Tecan, Mannedorf, ZH, Suiza).

Para analizar los datos de citotoxicidad, se transformaron los valores RLU para representar el
porcentaje de lisis de cada condicion respecto al C- utilizando esta ecuacion en laque R es
cada valor de bioluminiscencia obtenido en RLU para cada réplica de cada condicion y R esla
media de las 3 réplicas de la condicion C- de cada ratio E:T:

control
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o R
% lisis =(1-—M)—100
control

4.12. Analisis estadistico

El niumero de réplicas bioldgicas fue limitado por restricciones experimentales, los datos pre-
sentados del ensayo de citotoxicidad provienen de triplicados técnicos y deben considerarse como
exploratorios. Los datos se analizaron con el software GraphPad PRISM version 8.0.2. aplicando un
test de normalidad Shapiro-Wilk y corroborando la distribucién normal también con un grafico Q-Q
y aplicando después un ANOVA multifactorial de efectos fijos balanceado.
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5. Resultados

5.1. Busqueda bibliografica de Vﬂﬂ

En la tabla 2 se muestran las secuencias aa de los V H anti-cadherina 17 humana clones E8 y
Nb289 y el anti-B7-H3 humana, clon B12.

AAT .
V. H , Secuencia aa
diana
E8 MAVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCTASGSILSFNSMGWHRQAPGRQRELVAGISIHKTSSNYANF
VKGRFTISRDDAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCAAVQRGQSRISYWGQGTQVTVSS
CDH17 | MAVQLVESGGGLVQAGDSLRLSCAASGRTFSSNGMGWFRQAPGTGREFVAAISWNAGTTLYT
Nb289 DSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAIYYCAAREYYGGSYYPSREYEYGYWGQGTQVT

VSS

QVQLVESGGGSVQVGGSLRLSCAASGFTYNSYSVGWFRQAPGKEREGVAAINSGGSSTYYAA
B12 B7-H3 [ SVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAMYYCAARSPSPLTFQTRTLREDSYNYWGQGTQV
TVSS

Tabla 2. Secuencias aminoacidicas de los V H utilizados en este trabajo.

5.2. Diseio y generacion del ADN del vector de expresion lentiviral del LiTE

Para generar el vector de transferencia lentiviral que codifique para los LITE E8, Nb289 y B12
se disponia en el laboratorio del vector pCCL-Ega1-OKT3-T2A-EGFP (Fig. 5a), a partir del cual
se subcloné cada secuencia V H del plasmido sintetizado por GeneArt, E8 (Fig. 5b), Nb289 (Fig.
5c) y B12 (Fig. 5d), generando, respectivamente, los plasmidos pCCL-E8-OKT3-T2A-EGFP, pCCL-
Nb289-OKT3-T2A-EGFP y pCCL-B12-OKT3-T2A-EGFP.

Egal OKT3

Eagl Miul Afel /_R

5. m— G- G- T — - — G- G- C-T —

T m— TG -G A — ¥- e T-C-G-C-G-A wa—
A A

C. d.

b.
Miul E8  Afel Miul Nb289 Afel Miul B12  Afel
pMA-RQ pMA-R pMA-R

¥ L v L v

5 — - C-G-C-G-T W— 5 — G- (G- C-T m—F 5. m— -G C- G T w—3 5 — -G C-G-C T —3 5 — OG- G-T W— 5 - S— G- (G- C-T —F

I —T-GC-G-C-A m—5 Y- m—T-C-G-C-G-A s—5 T —TG-CG-C- A m—5 T e—T-C-G-C-G-A w— 3 — TG0 G- C- A m— 53— T-C-G-C-G-A —
A

Figura 5. Esquema de la doble digestion con las ER Miul-HF y Afel del plasmido original del laboratorio pCCL-Ega1-
OKT3-T2A-EGFP (a) y de cada plasmido sintetizado por GeneArt portador de cada V H: E8 (b), Nb289 (c) y B12 (d).

Se obtuvieron concentarciones de ADN plasmidico de cada vector de entre 90 y 272 ng/uL, ratio
A /A, de entre 1,85y 1,95 y ratio A, /A, ., de entre 2,14 y 3,1.

5.3. Generacién de LiTEs por 293T transfectadas

La linea 293T se transfectd con los plasmidos pCCL-E8-OKT3-T2A-EGFP (Fig. 6a), pCCL-
Nb289-OKT3-T2A-EGFP (Fig. 6b) y pCCL-B12-OKT3-T2A-EGFP (Fig. 6¢) y confirmod la expresion
de EGFP por microscopia de fluorescencia a las 48 h. Se recogieron los sobrenadantes (SN) que
contenian los LiTEs para caracterizarlos.
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a.

C.

LiTE Nb289

b
000

LITEE8

LITEB12

Figura 6. Células 293T transfectadas (48 h) con pCCL-E8-OKT3-T2A-EGFP (a), pCCL-Nb289-OKT3-T2A-EGFP (b) y
pCCL-B12-OKT3-T2A-EGFP (c) con sus respectivos LiTEs secretados al sobrenadante.

5.4. Caracterizacion de los LiTE secretados por las 293T transfectadas
5.4.1. LiTE anti-CDH17

Para confirmar la presencia de los LiTEs anti-CDH17 (aCDH17) en el SN de 293T transfectadas
se realizé un western blot (WB) para confirmar la presencia de los mismos y su peso molecular.
Como podemos apreciar en la figura 7, Unicamente el SN con LiTE E8 da una ligera sefial de tamario
compatible con el tedrico de 42,5 KDa, calculado con ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/).

Q)q q,qg)’ <<®

& SIS G
s N 4
A S

49 KDa
38 KDa

28 KDa
Figura 7. Imagen de WB del SN de 293T transfectadas para
expresar LiTEs anti-CDH17. En color rojo el marcador de peso

molecular (PM) y en verde 1 L del LiTE anti-EGFR como control
positivo (C+) y 16 pL de cada SN o SN- como control negativo.

Posteriormente se llevaron a cabo ensayos ELISA para evaluar el reconocimiento de CDH17
purificada. Tal como se muestra en la figura 8, parece que el LiTE E8 reconoce en cierta medida la
CDH17 purificada, pues la absorbancia es ligeramente superior a la del C- (Fig. 8a). En cambio, el
LiTE Nb289 no muestra un reconocimiento apreciable de la CDH17 purificada (Fig. 8b).

a. ELISA CDH17 b. ELISA CDH17
1.0 1.5+
0.8

C- C+ SN LiTE E8 C- C+ SN LIiTE Nb289

Figura 8. Analisis ELISA de la interaccion del LiTE E8 (a) y del LITE Nb289 (b) con
la proteina CDH17 purificada. Como control negativo (C-) se uso6 el SN-y como
control positivo (C+) el mAb IgG1 de ratén aCDH17 humana.

También se realizaron ensayos de citometria de flujo para caracterizar la expresion de CDH17
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en la linea tumoral MKN-45 con el mAb IgG1 de ratén aCDH17 humana como control positivo. Para
testar la union de los LiTEs a la CDH17 expresada en la membrana de MKN-45, estas se incubaron
con los SN LiTE E8 y SN LiTE Nb289. Para analizar la uniéon al CD3 en la membrana de células
Jurkat (JK), estas células también se incubaron con los SN LiTE E8 y SN LiTE Nb289. En la figura
9 podemos observar que el 99,1 % de MKN-45 expresan CDH17 (Fig. 9a), como era de esperar
segun los niveles de ARNm de la linea consultados en The Human Protein Atlas, 22,6 normalized
transcripts per million (nTPM). Sin embargo, tanto el SN LiTE E8 (Fig. 9b) como del SN LiTE Nb289
(Fig. 9c) no llegan a unirse a un 1 % de las células CDH17*. Contrariamente, los LiTE si reconocen
el CD3 de JK, uniéndose el SN LiTE E8 (Fig. 9d) al 51,3 % de las mismas y el SN LiTE Nb289 (Fig.
9e) al 28 %. Esto indica finalmente que los LIiTE han sido secretados al medio por las 293T y que el
dominio de unién aCD3 es funcional, pero los V Hs E8 y Nb289 no lo son.

Basandonos en estos resultados, no se selecciond ningun LITE aCDH17 para llevar a cabo los
ensayos funcionales con linfocitos T primarios.

SN 293T transfectadas SN 293T transfectadas
IgG1 aCDH17(PE) con LiTE E8(PE) con LiTE Nb289(PE)
.a. b. G
o0 7 100 = 100 1
g ’\
E ]
2 , 0,58 %
Lé 80 7 \ PE*
5 P
MKN-45 2 o
o !
3 o
e {
a J
E 0 22
3 i e R L | T b T
= 1 1 1
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Intensidad de fluorescencia
- e.
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Jurkat g 40 : PE* 40 ]
) | r 1
S| »- 20-‘
° ]
£
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Figura 9. Andlisis por citometria de flujo de los niveles de expresion de CDH17 en MKN-45 (a) y de la unién a CDH17 de
los LITE E8 (b) y Nb289 (c) presentes en el SN. Analisis de uniéon a CD3 de Jurkat del LiTE E8 (d) y Nb289 (e).

5.4.2. LiTE anti-B7-H3

Una vez recogido el SN de 293T transfectadas que contenia el LiTE B12 se procedié a hacer
ELISA frente a B7-H3 inmovilizada en placa para comprobar el reconocimiento del AAT purificado.
Como podemos ver en la figura 10, parece que el LiTE B12 reconoce levemente la B7-H3 purificada.

Con el fin de explorar si este reconocimiento se traduce también en unién a células que expresan
B7-H3 en su superficie celular, se consultaronan los niveles de expresion génica y se analizaron
mediante citometria de flujo los niveles proteicos de B7-H3 en distintas lineas celulares. Segun The
Human Protein Atlas, los niveles de expresion de ARN de B7-H3 son de 40,8 nTPMs en MKN-45 y
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ELISA B7-H3
1.5
1.0
3
<
0.5 Figura 10. Analisis ELISA de la interac-
cion del LiTE B12 con la proteina B7-H3
purificada. Como control negativo (C-) se
0.0- uso el SN- y como control positivo (C+) el
C- C+ SNLITEB12 mADb IgG1 de raton aB7-H3 humana.

y 68,7 nTPMs en MCF-7. Los niveles de expresion proteica en estas lineas fueron comprobados
mediante citometria de flujo, incubando las células con el mAb IgG1 de ratén anti -B7-H3 humana.
Se observo que practicamente la totalidad de MKN-45 (Fig. 11a) y MCF-7 (Fig. 11b) expresan B7-
H3, aunque las MCF-7 presentan una intensidad de fluorescencia un orden de magnitud mayor que
en el caso de MKN-45, lo que indica una mayor densidad de B7-H3 en su superficie. Esto podria
explicar que el SN LiTE B12 se una en menor medida a las MKN-45 (5,08%, Fig. 11c), que a las
MCEF-7 (50,6 %, Fig. 11d). Como cabia esperar, el SN LIiTE B12 se une eficazmente al CD3 de JK,
con un 43,3 % de células positivas (Fig. 11e), un resultado comparable al de los LiTES aCDH17.

Teniendo en cuenta los resultados prometedores del SN LiTE B12 en citometria de flujo, se se-
lecciond este LIiTE para proceder con los ensayos funcionales con linfocitos T primarios.

a. MKN-45 b. MCF-7
4 T l [
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Figura 11. Analisis por citometria de flujo de los niveles de expresion de B7-H3 en MKN-45 (a) y MCF-7 (b) y de la unién a
B7-H3 del SN LiTE B12 en MKN-45 (c) y MCF-7 (d). Analisis de unién al CD3 de Jurkat del SN LiTE B12 (e).

5.5. Activacion de Jurkat

Con el objetivo de evaluar la capacidad del LiTE B12 secretado por las 293T transfectadas para activar
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especificamente las células T en presencia de células tumorales B7-H3*, se analizo la expresion del mar-
cador de activacion temprano CD69 de células JK cocultivadas con MKN-45 o MCF-7 por citometria de
flujo. Asimismo, se monitorizo la expresion de B7-H3 en las JK, puesto que se ha descrito la induccion de
puntos de control inmunitario utilizados como AAT en células T activadas [27]. Como controles negativos

se incluyeron condiciones en monocultivo y cocultivo con SN-.

En la figura 12 podemos observar que el 14,6 % de las JK expresan basalmente CD69 (Fig. 12a)
sin expresar B7-H3 (Fig. 12b).
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Figura 12. Andlisis por citometria de flujo de los niveles de CD69 (a) y B7-H3 (b) de JK incuba-
das con SN- en ausencia de LiTE B12.
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Figura 13. Analisis por citometria de flujo de los niveles de CD69 y B7-H3 de JK cocultivadas con
MKN45: a. nivel de CD69 basal; b. nivel de B7-H3 basal; c. expresion de CD69 en presencia de

SN LiTE B12; d. nivel de B7-H3 en presencia de SN LiTE B12 .
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En el caso del cocultivo con MKN-45 con SN-, se activan basalmente el 7,2 % de las JK (Fig.13a)
y un 3,12 % expresan B7-H3 (Fig.13b); mientras que cuando se cocultivan en presencia del SN
LiTE B12, el 36,7 % se activan (Fig. 13c) e igualmente siguen sin expresar B7-H3 (2,9 %, Fig. 13d).

Cuando las JK se cocultivan con MCF-7 con SN-, el 9,47 % expresan CD69 de forma basal
(Fig.14a) y un 24,9 % expresan B7-H3 (Fig.14b); mientras que cuando se cocultivan en presencia del
SN LIiTE B12, se activan en gran medida (85,2 %, Fig. 14c) y el 38,3 % expresan B7-H3 (Fig. 14d).

La expresion basal de CD69 en JK en ausencia de SN LiTE B12 puede deberse a que las células
estaban contaminadas por Mycoplasma spp., informacion que revelé una PCR hecha a posteriori.
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Figura 14. Analisis por citometria de flujo de los niveles de CD69 y B7-H3 de JK cocultivadas con
MCF-7: a. expresion basal de CD69 ; b. nivel de B7-H3 en ausencia de SN LiTE B12; c. expresion
de CD69 en presencia de SN LiTE B12; d. nivel de B7-H3 en presencia de SN LiTE B12 .

5.6. Generacidén de particulas lentivirales

Con el objetivo de producir células tumorales con el gen reportero luciferasa y células secreto-
ras del LITE B12 (STAb B12) de forma estable y duradera, se empled la terapia génica lentiviral de

tercera generacion.

Comenzamos obteniendo concentraciones de ADN plasmidico de entre 1218 y 3595 ng/uL, ratio A,/

A

280

de entre 1,88y 2,32 y ratio A, /A,,,

de entre 1,90 y 2,32. Se cotransfectaron células 293T con los 3

plasmidos empaquetadores, pMDLg/pRRE, pRSV-Rev y pMD2.G, y el vector de transferencia génica,
pRRL-luciferasa-IRES-EGFP o pCCL-B12-OKT3-T2A-EGFP, para generar las particulas lentivirales. El
SN se ultracentrifugd para concentrar las particulas lentivirales y los stocks se titularon midiendo por cito-
metria de flujo la expresioén de EGFP de las 293T infectadas con diluciones seriadas de cada uno (Fig.15).
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Figura 15. Esquema generacion particulas lentivirales.

Para el lentivirus luciferasa (Fig. 16a) se seleccionaron las células infectadas con las diluciones
1/1000, 1/2000 y 1/4000, se calculé el titulo para cada una de ellas y se hizo la media, obteniendo un
titulo de 2,854-10” UT/mL. En el caso del lentivirus LiTE B12 (Fig. 16b) se seleccionaron las células
infectadas con las diluciones 1/4000, 1/8000 y 1/16000, obteniendo un titulo de 1,2841-10% UT/mL.
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Figura 16. Analisis por citometria de flujo de la expresion de EGFP de células 293T transducidas con diluciones seriadas
de los stocks lentivirales luciferasa y LiTE B12. Se seleccionaron las células infectadas con las diluciones 1/1000, 1/2000
y 1/4000 para calcular el titulo del lentivirus luciferasa (a) y las infectadas con las diluciones 1/4000, 1/8000 y 1/16000

para calcular el titulo del lentivirus LiTE B12 (b).
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Después de transducir en dos ocasiones las células MCF-7 con el lentivirus luciferasa a una MOI
de 8,6, el 7,66 % de las MCF-7 expresaba EGFP (Fig. 17). Este nivel de eficacia de transduccion fue
suficiente para llevar a cabo los ensayos de citotoxicidad basados en bioluminiscencia.
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ferasa.

La eficacia de transduccion de JK con el lentivirus LiTE B12 a una MOI de 1,5 fue del 84,7 % (Fig.
18a). En el caso de linfocitos T primarios (LT), utilizando una MOI de 10 la eficiencia fue de 1,67 %
(Fig. 18b), ya que este valor varia mucho dependiendo de la calidad de los LT de cada paciente.
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Figura 18. Analisis por citometria de flujo de la expresion de EGFP en células STAb-

JK B12 (a) y STAD-T B12 (b).
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5.7.1. Caracterizacién del LiTE anti-B7-H3 secretado por las STAb-JK B12

Se recogio el SN secretado por las STAb-JK B12 a las 144 h y a las 168 h para posteriormente
ser utilizado en el ensayo de citotoxicidad.

Se llevo a cabo ELISA de B7-H3 para comprobar el reconocimiento del AAT purificado. A pesar
de que mediante esta técnica no se detecté una sefal evidente (Fig. 19a), mediante citometria de
flujo los LiTE B12 secretados por las STAb-JK a las 168 h mostaron la uniéon a B7-H3, expresada
en la membrana de la linea tumoral MCF-7 (11,9 %, Fig. 19b), asi como al CD3 de LT (16 %, Fig.
19c). EI SN de STAb-JK recogido a las 144 h no mostré reconocimiento por ninguna de sus dianas.

El menor porcentaje de unién a la superficie de las células diana entre LiTE B12 secretado por
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STAb-JK B12 y el secretado por las 293T transfectadas podria deberse a que la linea celular 293T
esta optimizada para la produccién de proteinas y las JK no.

a. ELISA B7-H3 SN STAb-JKB12 168 h

1.5
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0.5+
0.0~
C- C+ SN LiTE B12
bl
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B12168 h
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40 7

20 7
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Figura 19. Caracterizacion del LiTE B12 secretado por STAb-JK B12. Ensayo ELISA de la interaccion del LiTE
B12 con la proteina B7-H3 purificada. Como control negativo (C-) se usé PBS y como control positivo (C+) el
mADb IgG1 de ratén aB7-H3 humana (1,25 ng/uL) (a). Andlisis por citometria de flujo de la unién del SN LIiTE B12
secretado por STAb-JK B12 a las 168 h de la transduccién en MCF-7 (b) y LT (c).

5.8. Citotoxicidad

Finalmente, se evalué la capacidad citotdxica de las células STAb-T B12 y de LT no transducidos
(NT) en presencia del SN LiTE B12 de STAb-JK B12 168 h en cocultivo con las células MCF-7 luc
frente a los LT NT también en cocultivo como control negativo de lisis. Se testaron 4 ratios E:T (1:25,
1:5, 1:1, 5:1).

Dado que en el andlisis de citotoxicidad el tamafio muestral (n=3) es demasiado reducido para
que el test de normalidad Shapiro-Wilk sea completamente robusto, se complementd con el grafico
QQ (Fig. 20), que concuerda con el resultado no significativo del test de Shapiro-Wilk (p-valor>0,05).
De esta forma se confirma la adecuacion de los datos a una distribucién normal.

En la figura 21 podemos observar que los LT NT en presencia del SN LiTE B12 produjeron la lisis
significativa de MCF-7 igual o superior al 50%, desde la ratio menos favorable hasta la mas favorale
(p-valor<0,0001). Por su parte, las STAb-T B12 también produjeron una lisis significativa del 28 %
de las MCF-7 en la ratio 1:25 (p-valor=0,0012), aumentando este valor por encima del 70 % de lisis
a ratios 1:5, 1:1 y 5:1 (p-valor<0,0001).
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Figura 20. Grafico QQ que muestra la distribucion
de los residuos del ensayo de citotoxicidad en
células MCF-7 frente a la distribucion normal ted-
rica. Los puntos siguen aproximadamente la linea
diagonal, lo que indica la ausencia de desviaciones
importantes respecto a la normalidad, asi como de
valores atipicos extremos.
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Figura 21. Ensayo de citotoxicidad de células MCF-7 por parte de linfocitos T
primarios en presencia del LITE B12 del SN de STAb-JK B12 a 168 h de incubacién
(verde) y de células STAb-T B12 (violeta) a distintos ratios E:T (1:25, 1:5, 1:1y 5:1).
Los valores RLU se muestran transformados para representar el porcentaje de lisis
respecto al control negativo (C-), la bioluminiscencia de las células tumorales en
cocultivo con linfocitos T primarios no transducidos en ausencia de LiTE B12: **,
p-valor=0,0012; **** p-valor<0,0001.
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6. Discusion

La inmunoterapia del cancer surgié en la década de 1990 como una alternativa terapéutica que
activa o estimula el sistema inmunitario para atacar a las células tumorales, presentando en muchos
casos menos efectos secundarios que las terapias convencionales [1]. Entre las herramientas in-
munoterapéuticas mas destacadas se encuentran los mAb monoespecificos, en especial las IgG1,
gracias a su larga vida media, su potente funcién efectora y su elevada homogeneidad estructural.
Con un tamafo aproximado 146 KDa, las IgG1 han servido como base para el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas, modificando cada parte de su estructura para mejorar sus caracteristicas.
Un ejemplo es la generacién de anticuerpos biespecificos (BsAb) [3].

Los BsAb se unen de forma monovalente a dos epitopos diferentes. Dentro de esta categoria, los
T cell engagers (TCE) han cobrado gran relevancia por su capacidad para redirigir linfocitos T (LT)
frente a un antigeno de una célula tumoral. Promueven la activacién de LT mediante la formacion
de una sinapsis inmune (Sl), desencadenando la expansion policlonal de los LT y un potente efecto
citotoxico [3].

Sin embargo, los TCE no estan exentos de inconvenientes, principalmente por la potencial toxici-
dad on-target off-tumor. La toxicidad asociada a los TCE también puede producirse por la activacion
inespecifica de los LT debido a la agregacion del TCE o la unién de la regién Fc al FcyR de las APCs
que induce CRS por la sobreactivacion de LT [5]. Para paliar estos efectos adversos, los TCE de nue-
va generacion tienen silenciada esta parte de la regién Fc, lo que reduce la activacion inespecifica.
Actualmente, se han generado TCE de menor tamafo eliminado la regiéon Fc, lo que acorta su vida
media al eliminar el reciclaje asociado a la regién FcRn [4]. El blinatumomab, el unico TCE sin Fc
comercializado, requiere administracién cada 2 h para mantener la concentracion plasmatica tera-
péutica [2].

Los BsAbs sin Fc pueden estar formados por diferentes tipos de fragmentos de anticuerpo. En
este trabajo generamos TCE biespecificos de pequefio tamafio en formato LiTE, con un dominio
scFv anti-CD3 y un V H anti-AAT. Este formato presenta ventajas para tratar tumores solidos, pues-
to que penetran mejor en el tejido tumoral [5].

En el presente estudio se evaluaron dos AAT como dianas terapéuticas: CDH17 y B7-H3, ambos
sobreexpresados en diversos tipos de tumores solidos, entre ellos cancer gastrico (CG) y cancer de
mama (CM). La CDH17 participa en la adhesion intercelular y, en tejidos sanos, se localiza en las
membranas laterales de las células epiteliales del intestino delgado y el colon. En contraste, su ex-
presion se ve aumentada en tumores en estado avanzado y metastasicos debido a su implicacion
en la TEM, adoptando una disposicion difusa a lo largo de toda su membrana [21]. Esto hace que la
CDH17 sea una diana atractiva porque no provocaria toxicidad on-target off-tumor. Por su parte, la
B7-H3 principalmente cumple funciones inmunomoduladoras, inhibiendo la inmunidad adaptativa al
suprimir la activacion y proliferacion de LT en adultos. Su expresion en tejidos sanos es muy limita-
da debido a mecanismos de regulacién postraduccional, mientras que en células tumorales no solo
inhibe la respuesta inmune especifica frente al AT, sino que también promueve la tumorigénesis a
través de mecanismos no inmunoldgicos, como la activacion de la via JAK/STAT.

Con el objetivo de generar TCE especificos frente a estos AAT, se disefiaron tres construcciones en
formato LiTE: LiTE E8 y LiTE Nb289 —dirigidos contra CDH17— vy LiTE B12 —anti-B7-H3.

Nuestros resultados muestran que, aunque los LiTEs dirigidos contra CDH17 (E8 y Nb289) eran
capaces de unirse a la linea celular Jurkat mediante el dominio scFv anti-CD3, los V H anti-CDH17 no
reconocian de forma eficaz a la linea tumoral CDH17* empleada, lo que sugiere una baja afinidad de
ambos V, Hs por el AAT, pero esta puede ser suficiente para otras aproximaciones terapéuticas [24,
25]. En contraste, el LITE B12 si mostré unién especifica a lineas tumorales B7-H3*, por lo que fue
seleccionado para continuar con los ensayos funcionales con LT.

El uso de la terapia celular adoptiva (TCA) modificando genéticamente LT permite el tratamiento
con una dosis Unica [13]. Es conocido el éxito clinico de la TCA mediante células CAR-T en tumores
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hematoldgicos. Sin embargo, esta terapia esta asociada a un CRS mas severo que el de los TCE,
su eficacia se reduce cuando se aplica a tumores solidos [5] e inducen una Sl no canénica [13, 15].

La combinacion de terapias basadas en anticuerpos y células inmunes es una estrategia de inmu-
noterapia prometedora. En este trabajo generamos células STAb-T modificando LT mediante terapia
génica lentiviral para que integren el gen codificante del LiTE y lo secreten. El formato LiTE de peque-
Ao tamafo facilita la manipulacién genética de los LT y su produccion. La TCA con STAb-T presenta
dos principales ventajas frente a la CAR-T, producen una Sl candnica y, a mayores, producen el
conocido como efecto bystander, reclutando con el TCE secretado LT no modificados. Un estudio
publicado en 2025 [17] demuestra que células STAb-T con la misma diana que células CAR-T tienen
mayor eficacia a ratios E:T bajas, lo que podria reducir la dosis de administracion.

La terapia génica ex vivo con vectores retrovirales es la mas usada y efectiva actualmente para
generar CAR-T, ya que el trasngén se integra en el genoma de la célula y permite una expresién
sostenida en el tiempo. Podemos observar el efecto de este fendmeno en el analisis de la secrecién
del LITE B12 en el SN de células STAb-JK B12, pues aumenta con el tiempo de incubacion.

No obstante, esta técnica presenta algunas limitaciones, como la posibilidad de mutagénesis inser-
cional (aunque no se han documentado casos clinicos), el tamafio limite del transgén (~ 10 kb) y una
eficiencia variable de transudccién entre pacientes, debida a diferencias de calidad de los LT obtenidos
[28].

Un requisito necesario para infectar LT con el lentivirus asi como para desencadenar su efecto
citotoxico, es activar estas células. Para evaluar la capacidad de activacién de JK por parte del LITE
B12, se realizaron cocultivos de JK con lineas tumorales B7-H3*. Ademas, también se ha analizado
la expresion de la propia B7-H3 en las JK activadas, ya que se ha descrito su induccion en células T,
B y NK estimuladas in vitro [29], asi como la de otros puntos de control inmunitarios utilizados como
AAT en inmunoterapia del cancer [27]. En cocultivo con la linea de CG MKN-45 el TCE es capaz de
inducir activacion de LT de forma especifica sin promover la expresion significativa de B7-H3. Por
otro lado, en el cocultivo con la linea de CM MCF-7 refleja una mayor activacion global de las JK, asi
como una regulacién inducida de B7-H3 como respuesta secundaria a la estimulacion.

En el ensayo de citotoxicidad, las células STAb-T B12 mostraron una potente capacidad litica
frente a células MCF-7 B7-H3* ya desde la ratio E:T 1:25. Esto indica que los LT modificados con el
trasngén LiTE B12 no solo secretan activamente el TCE, sino que ademas son capaces de inducir
muerte celular en células de CM, confirmando su funcionalidad in vitro. Esto no es compatible con el
fratricidio que sugeririan los resultados de expresion de B7-H3 del experimento de activacion, sobre
todo a los ratios E: T mas bajos. Una posible explicaciéon seria que el nivel de B7-H3 inducido en JK
por las MCF-7 puede ser transitorio e insuficiente para provocar una respuesta citotdxica significa-
tiva por parte de células STAb-T.

En el futuro seria interesante generar una construccion en formato TriTE que combine el LiTE
anti-B7-H3 desarrollado en este trabajo con un LiTE anti-HER2 que actualmente esta siendo estu-
diado en el laboratorio, con el objetivo de evitar el escape tumoral por pérdida de AAT y reducir aun
mas la posible toxicidad on-target off-tumor. Sin embargo, este disefio del nuevo transgén debera
optimizarse cuidadosamente debido a la limitada capacidad de insercion de los vectores lentivirales.

Asimismo,varios estudios previos han demostrado que la topologia de los V,|H en construcciones
multiespecificas influye notablemente en su afinidad y estabilidad. Dependiendo de la posicién del
V,H en el extremo N-terminal o C-terminal pueden variar la accesibilidad de los CDRs y la interac-
cion con el antigeno. En proximos estudios se podrian redisefar los LiTE E8 y Nb289 colocando los
V,H en posicion C-terminal para determinar si su afinidad por la proteina CDH17 mejora. Aunque
algunos trabajos sugieren que los V H dirigidos contra AAT tienden a funcionar mejor en la posicion
N-terminal, mientras que los dirigidos frente a CD3 presentan mayor tolerancia posicional [9, 30],
estas preferencias podrian depender de las propiedades especificas de cada V H.
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7. Conclusiones

La modificacion de LT autdlogos para codificar un LiTE —capaz de redirigir LT modificados y no modificados contra
células tumorales especificamente— podria suponer una alternativa terapéutica a la administracion intravenosa de TCE

y la terapia CAR-T.
1. Se localizaron V H frente a los AAT CDH17 —E8 y Nb289— y B7-H3 —B12.

2. Cada V H se subclond en un vector de transferencia lentiviral junto al scFv anti-CD3, resultando en los plasmidos
codificantes de los TCE en formato LiTE.

3. La transfeccion de HEK293T con el ADN plasmidico permitio la expresion del LiTE en el sobrenadante.

4. Caracterizacion de los LiTE:

-LITEES8

- Detectado débilmente mediante WB y ELISA.

- No mostré una unién a CDH17 en MKN-45 pero si al CD3 de Jurkat.
- LiITE Nb289

- No detectado mediante WB ni ELISA.

* No mostré unién a CDH17 en MKN-45 pero si al CD3 de Jurkat.
-LITE B12

- Unién moderada a B7-H3 mediante ELISA.

- Unidn bastante significativa a B7-H3 en MCF-7. En comparacién, su unién a MKN-45 fue notablemente
menor. También se unié al CD3 de Jurkat.

5. EI LiTE B12 activé Jurkat cocultivadas con MKN-45 y mas intensamente con MCF-7, dada su mayor densidad de
B7-H3.

6. La produccion de stocks lentivirales luciferasa y LITE B12 fue eficiente, obteniendo titulos elevados.
7. Se generaron STAb-Jurkat y STAb-T mediante transduccién lentiviral eficiente en Jurkat y limitada en LT primarios.
8. Las STAb-T B12 mostraron citotoxicidad frente a MCF-7 en todas las condiciones testadas.
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7. Conclusions

Genetic modification of autologous T cells in order to encode a LiTE —capable of redirecting both modified and
unmodified T cells specifically against tumor cells— could represent a therapeutic alternative to the intravenous admi-
nistration of TCE and CAR-T therapy.

1.V H targeting TAA CDH17 —E8 and Nb289—, and B7-H3 —B12— were selected.

2. Each V_H sequence was subcloned into a lentiviral transfer vector with the anti-CD3 scFv, resulting in the plasmids
encoding for TCE in LiTE format.

3. HEK293T were transfected with plasmid DNA leading to the presence of LiTE in cell supernatant.
4. LiTEs characterization:
-E8 LITE
- Slightly detected by WB and ELISA.
- Inefficient binding to CDH17 on MKN-45, but effective binding to CD3 Jurkat.
-Nb289 LiTE
- Not detected by WB nor CDH17 ELISA.
- It did not bind to CDH17 on MKN-45 but did bind to CD3 on Jurkat.
-B12 LITE
- Moderate binding to B7-H3 by ELISA.

- Significatively stronger binding to B7-H3 on MCF-7. In contrast, its binding to MKN-45 was notably subtler.
It also bind to Jurkat CD3.

5. B12 LiTE activates Jurkat when cocultered with MKN-45, and strongly with MCF-7, given their higher density of
B7-H3.

6. Luciferase and LiTE B12 lentiviral stocks were efficiently produced, yielding high titers.

7. STAb-Jurkat and STAb-T cells were generated by lentiviral transduction, which was efficient in Jurkat and limited
in primary T cells.

8. B12 STAb-T cells exhibited cytotoxicity against MCF-7 under all tested conditions.
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