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RESUMEN

El cancer gastrico (CG) es uno de los principales tipos de cancer en el mundo y a nivel nacional,
destacando por su alta incidencia, mortalidad y recurrencia. Estas Ultimas dos caracteristicas dejan
ver que las terapias actuales contra esta neoplasia son insuficientes y poco efectivas. La carente
respuesta que muestra el CG a tratamientos actuales se ha intentado explicar mediante diversas
teorias, entre las que destaca el modelo jerarquico de células troncales, el cual contempla la
existencia de una subpoblacidn tumoral denominada como CTCs (Células Troncales Cancerosas) que
se caracteriza por su capacidad de autorrenovacién, la capacidad de formar nuevos tumores
mediante proliferacion y diferenciacién celular, ademas de otras caracteristicas de relevancia clinica
como una alta resistencia a quimioterapia y radioterapia. Dadas las destacadas caracteristicas de las
CTCs, y ante la poca efectividad en su eliminacion por parte de los tratamientos actuales, se han

propuesto diversas estrategias para su identificacién y eliminacién.

Dentro del CG, la proteina de superficie CD44 se ha propuesto como uno de los marcadores con
mayor especificidad para la identificacion de CTCGs (Células Troncales Cancerosas Gastricas), sin
embargo, su expresion se puede detectar en la mayoria de tejidos sanos. A pesar de esto, existen
variantes de CD44 generadas por splicing alternativo que muestran asociacién con CTCs, como lo es

CD44v6.

Entre las terapias de reciente desarrollo contra el cancer se encuentra la inmunoterapia basada en
CAR-Ts (del inglés Chimeric Antigen Receptor T cells), linfocitos T modificados genéticamente para
la expresion de un receptor similar a un anticuerpo monoclonal que, al dirigirse contra una proteina
especifica presente en células tumorales, permite la actividad anti-tumoral de los linfocitos T sin
necesidad de la presentacidn de antigenos y activacion celular mediada por células presentadoras
de antigenos. Es entonces que la presente investigacion propone la generacion de CAR-Ts dirigidos

contra CD44v6 para la eliminacién de CTCGs de manera in vitro.

Nuestros resultados muestran que entre las isoformas que contienen el exén v6 y son capaces de
anclarse a la membrana celular, CD44v3-v10 es la mas abundante en el CG por lo que podria ser la
principal isoforma identificable por la terapia propuesta. Esta isoforma se expresa preferentemente
en tejido gastrico tumoral comparado con el sano, relacionandose su expresion con proteinas clave

en la funcién y sefalizacidon asociada a CTCs. Ademads, confirmamos que la expresidon de esta



isoforma portadora del exdn v6 se expresa ligera o nulamente en la mayoria de tejidos sanos; lo que

sugiere una adecuada especificidad de CD44v6 como blanco en la terapia contra CTCGs.

Usando la metodologia aqui descrita se generaron CAR-Ts funcionales anti-CD44v6, que muestran
una media-alta actividad citotdxica frente a células de CG en una forma concentracién-dependiente.
Por otra parte, al evaluar estos CAR-Ts frente a queratinocitos inmortalizados se observé un menor
efecto citotdxico. De forma inesperada, aunque en la linea celular de CG utilizada solo el 8.13% de
las células son CD44v6+, incluso a bajas dosis los CAR-Ts lograron una citotoxicidad casi 8 veces mds
de lo esperado, con solo efectos minimos sobre queratinocitos inmortalizados. Tales hallazgos
sugieren que la terapia de CAR-Ts anti-CD44v6 podria tener una adecuada actividad anti-tumoral y

pocos efectos adversos en modelos in vivo de CG.



ABSTRACT

Gastric cancer (GC) is one of the most common types of cancer in the world and Mexico, standing
out for its high incidence, mortality and recurrence. These last two characteristics show that current
therapies against this neoplasm are insufficient and ineffective. The lack of response of GC to current
treatments has been explained by various theories, among which the hierarchical model of stem
cells stands out, which contemplates the existence of a tumor subpopulation called CSCs (Cancer
Stem Cells) that is characterized by its capacity for self-renewal, the ability to form new tumors
through cell proliferation and differentiation, as well as other characteristics of clinical relevance
such as a high resistance to chemotherapy and radiotherapy. Given the relevant characteristics of
CTCs and the ineffectiveness of current treatments, several strategies have been proposed for their

identification and elimination.

Within GC, the surface protein CD44 has been proposed as one of the markers with the highest
specificity for the identification of GCSCs (Gastric Cancer Stem Cells), however, its expression can be
detected in most healthy tissues. Despite this, there are variants of CD44 generated by alternative

splicing that show association with CSCs, such as CD44v6.

Immunotherapy based on CAR-Ts (Chimeric Antigen Receptor T cells) is among the recently
developed therapies against cancer, described as T lymphocytes genetically modified for the
expression of a monoclonal antibody-like receptor that, when directed against a specific antigen
present on tumor cells allows the anti-tumor activity of T lymphocytes without the need for antigen
presentation and cell activation mediated by antigen-presenting cells. Therefore, the present
investigation proposes the generation of CAR-Ts directed against CD44v6 for the GCSCs in vitro

elimination.

Our results show that among the isoforms that contain exon v6 and are able to anchor to the cell
membrane, CD44v3-v10 is the most abundant in GC so it could be the main isoform identifiable by
the proposed therapy. This isoform is preferentially expressed in gastric tumor tissue compared to
healthy tissue, and its expression is related to key proteins in the function and signaling associated
with CSCs. Furthermore, we confirmed that the expression of this exon v6-bearing isoform is
expressed slightly or null in most of the healthy tissues, suggesting an adequate specificity of CD44v6

as a target in therapy against GCSCs.



Using the methodology described here, functional anti-CD44v6 CAR-Ts were generated, which
showed a medium-high dose-dependent cytotoxic activity against GC cells. On the other hand, when
evaluating these CAR-Ts against immortalized keratinocytes, a low cytotoxic effect was observed.
Unexpectedly, although in the GC cell line used only 8.13% of the cells were CD44v6+, even with low
doses, the CAR-Ts achieved almost 8-fold more cytotoxicity than expected, with only minimal effects
in immortalized keratinocytes. Such findings suggest that CAR-Ts anti-CD44v6 may have adequate

anti-tumor activity and few adverse effects in in vivo GC models.



1. Antecedentes
1.1 Cancer Gastrico
1.1.1 Epidemiologia

Actualmente, el cancer representa una de las enfermedades de mayor relevancia a nivel mundial y
nacional, estimdndose cerca de 19.29 millones de nuevos casos y 9.96 millones de muertes
alrededor del mundo en 2020 de acuerdo con la WHO (World Heatlh Organization) International
Agency for Research on Cancer (Sung et al., 2021). Dentro de las principales neoplasias se encuentra
el cancer gastrico (CG), cuyo nimero de casos anuales lo colocan en el 52 lugar en incidencia y el 4¢
en mortalidad a nivel mundial, mientras que en México ocupa el 62 lugar de incidencia y 52 en

mortalidad (Sung et al., 2021).

Si bien no existe una etiologia precisa que explique el CG, existen numerosos factores de riesgo
entre los cuales podemos encontrar la infeccidon crénica por Helicobacter pylori, infeccién por el
virus de Epstein-Barr, tabaquismo, el género masculino, edad avanzada, obesidad, cirugia gastrica
previa, gastritis hipertréfica o metaplasia, polipos hiperplasicos en estdmago, dieta baja en fruta 'y

vegetales, dieta alta en sales y nitrogenados, entre otros (Yusefi et al., 2018).

1.1.2 Diagnéstico y Clasificacién

En este sentido, el CG se manifiesta cominmente por signos y sintomas como anorexia, dispepsia,
saciedad temprana, nauseas y vomito persistente, pérdida de peso, dolor abdominal, disfagia,
hematemesis, melena, y palidez de tegumentos (Van Cutsem et al., 2016). Estas manifestaciones
clinicas son de gran importancia debido a que permiten la sospecha de la enfermedad, sin embargo,
el diagndstico del CG requiere de estudios confirmatorios. Para ello, el estudio de primera eleccién
para el diagnéstico del CG es la panendoscopia con toma de biopsia, el cual cuenta con una

sensibilidad del 98% cuando se obtienen 6-7 muestras de biopsia (Takahashi et al., 2013).

Asi mismo, el CG se describe como una patologia de caracteristicas variables las cuales han dado
paso a multiples clasificaciones que toman en cuenta las diferentes caracteristicas de la
enfermedad. En este sentido, existen clasificaciones basadas en el sitio anatémico de afeccidn, en
las caracteristicas histoldgicas como la clasificacién de Lauren, en las caracteristicas macroscopicas

como la clasificacion de Borrman, y en caracteristicas clinicas como la clasificacion TNM (Figura 1).
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Figura 1. Principales métodos de clasificacion para el cancer géstrico. CG: Cancer Gastrico, OMS: Organizacion Mundial

de la Salud, C: Carcinoma, F: Forma, Est: Estatificacion. Figura de creacion propia.
1.1.3 Tratamiento y Pronéstico

Las clasificaciones antes mencionadas permiten al médico establecer un plan de manejo y un
prondstico para cada paciente, segln sean las caracteristicas especificas del CG. Entre las principales
modalidades de tratamiento para el CG podemos destacar la cirugia, quimioterapia, radioterapia,
terapia dirigida e inmunoterapia; es entonces que la eleccion de cada modalidad terapéutica

dependerd del objetivo del tratamiento (Van Cutsem et al., 2016).

El manejo quirdrgico suele ser recomendado especialmente para estadios tumorales tempranos
(Tis-T2, NO, MO0), o bien posterior a un tratamiento neo-adyuvante en pacientes con estadios Il o llI
(cualquier T, cualquier N, MO0) (Van Cutsem et al., 2016). Por su parte, la quimioterapia se reserva
para pacientes con estadios tumorales avanzados, pudiendo administrarse previo a la cirugia (neo-
adyuvante) o posterior a la misma (adyuvante). El esquema quimioterapéutico de primera linea en
CG consta de cisplatino + 5-flourouracilo (o bien oxaliplatino + capecitabina), pudiendo usarse un

esquema triple con epirubicina recomendado especialmente en casos con metdstasis (llson, 2021).



Dentro de la terapia dirigida e inmunoterapia encontramos los anticuerpos monoclonales anti-Her2
como el trastuzumab, medicamento de primera linea en pacientes Her2 positivos (Machlowska et
al., 2020). Ademas, recientemente se ha recomendado el uso de anticuerpos bloqueadores de PD-
1 como pembrolizumab o nivolumab en la primera linea de tratamiento de pacientes Her2 positivos
(en asociacién con 5-flourouracilo, cisplatino y trastuzumab) debido a que el tratamiento
combinado con prembrolizumab genera una tasa general de respuesta de 74%, mientras que la

combinacion con placebo genera solo 52% (llson, 2021).

A pesar de las diversas terapias disponibles, el CG se caracteriza por ser una neoplasia de mal
prondstico, observandose que en estadios avanzados ninguna opcién terapéutica ofrece mas de 15
meses de vida (Smyth et al., 2020). Otro gran problema del CG es su alta tasa de recurrencia, donde
se reporta que pacientes sometidos a cirugia + quimioterapia obtienen una supervivencia libre de
recurrencia de solo 47.4% a 3 afios (Mokadem et al., 2019), lo que permite observar que los

tratamientos actuales siguen siendo poco efectivos.

1.2 Células Troncales Cancerosas
1.2.1 Definicion

Debido a la poca efectividad de las terapias en el CG y otros modelos de cancer, se ha buscado
establecer los diversos factores que determinan esta problematica, surgiendo asi teorias como el
modelo jerdrquico de evolucidn tumoral. Este modelo establece la existencia de multiples
poblaciones de células neoplasicas con distinta capacidad de proliferacion y diferenciacion celular,
pudiendo verse esta capacidad de una forma jerarquica. Dentro de esta distribucién jerarquica de
capacidades existe una subpoblacién de células neoplasicas, llamadas Células Troncales Cancerosas
(CTCs), las cuales mantienen la mayor jerarquia en el modelo debido a que poseen propiedades
asociades a la troncalidad como autorrenovacién, un estado celular de indiferenciacién, y la
capacidad de diferenciarse hacia diversos fenotipos celulares. Sin embargo, también poseen una
elevada capacidad de iniciacion de tumores, proliferacién celular, alta capacidad metastasica a
través de la Transicion Epitelial Mesenquimal (TEM), resistencia a tratamientos anti-neoplasicos, asi
como inmunorresistencia (Codd et al., 2018). En este sentido, las CTCs son capaces de dar origen a
otros fenotipos celulares para la iniciacion, mantenimiento y progresidon tumoral. Esto es posible
debido a que las CTCs pueden presentar divisiones celulares asimétricas que permiten dar origen a

dos tipos celulares distintos: 1) una célula de iguales propiedades a la inicial (autorrenovacion), 2)



una célula amplificadora transitoria que al replicarse dara origen a células tumorales mas

diferenciadas (Figura 2A) (Atashzar et al., 2020; Dalerba et al., 2007).

En cuanto al origen de las CTC, existen diversas teorias que proponen tanto a células troncales
adultas transformadas, como a células diferenciadas. Entre las teorias mas aceptadas se encuentra
la generacidon de mutaciones y re-arreglos cromosémicos en células troncales adultas o células
diferenciadas, cuyo resultado seria la generacién de CTCs. Otras teorias proponen a la fusién celular
entre una SC y una célula diferenciada transformada como el origen de las CTCs (Bjerkvig et al.,
2005). Especificamente las CTCGs (Células Troncales Cancerosas) tienen un origen incierto, sin
embargo, se ha reportado que ante lesiones gastricas generadas por Helicobacter se genera un
reclutamiento de células derivadas de la médula ésea que tras incorporarse en las glandulas
gastricas favorecen la progresion de metaplasia a displasia, para posteriormente iniciar el tumor
gastrico (Houghton et al., 2004), lo que permite establecer a las células derivadas de la médula dsea

como uno de los posibles origenes de las CTCGs.

1.2.2 Identificacion de CTCs

Dadas las importantes caracteristicas de las CTCs, en el ultimo par de décadas se han generado
multiples intentos para su identificaciéon en los distintos tipos de cdncer. Actualmente, el “gold
standar" para confirmar que una subpoblacidn celular forma parte de las CTCs es a través del
xenotransplante seriado en modelos animales, método que permite confirmar su capacidad como
iniciadoras de tumor, potencial de proliferaciéon, diferenciacién celular, y autorrenovacion (Figura
2B) (Brungs et al., 2016).
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Figura 2. Caracteristicas y estudio de las CTCs. A) Las CTCs cuentan con caracteristicas como autorrenovacion,
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diferenciacién y tumorigenicidad, sin embargo, la mayor parte del tiempo se mantienen en quiesencia; cuentan con alto
potencial metastasico, siendo resistentes a terapias anti-neopldsica y a la actividad inmunoldgica. B) Principales
metodologias para la identificacion y estudio de CTCs, entre los que destacan el xenotransplante seriado, enriquecimiento
de CTC mediante cultivos 3D, y la identificacion mediante marcadores asociados a CTCs. CTC: Células Troncales

Cancerosas. Figura creada en Biorender.

Por otra parte, dentro de la literatura es aceptado evaluar las propiedades de troncalidad de una
subpoblacién a través de ensayos de tumor-esferas en cultivos 3D (Figura 2B). Para ello es posible
utilizar técnicas como: 1) cultivo en suspensién libre de suero, 2) cultivo mediante andamios, 3)
cultivos de inclusidn en gel, 4) biorreactores rotacionales, entre otros (D. Lv et al., 2017). Tras este
tipo de ensayos suele evaluarse la capacidad de autorrenovacién y diferenciacién celular mediante
subcultivos seriados de tumor-esferas, la capacidad de invasion mediante ensayos trans-well,
evaluacion de factores de transcripcién asociados con pluripotencia como Sox2, Nanog y Oct4,
ademas de otras evaluaciones como ensayos de formacidn de colonias, de proliferacidn, asi como

de sensibilidad a quimioterapéuticos (Calvet et al., 2014; Franco et al., 2016; Han et al., 2014).

Dado lo complejo que resulta confirmar si una subpoblacion celular corresponde a CTCs, se han
buscado establecer marcadores asociados a CTCs que permitan identificar subpoblaciones
previamente validadas con caracteristicas troncales (Figura 2B). Para la especifica identificacion de
CTCGs es posible destacar los marcadores de superficie EpCAM, CD133, LGRS, CD49f, ICAM-1, CD90,
CD71, CD44, ademas de factores de transcripcion como Sox2, Oct4, Nanog, y la enzima ALDH
(Aldehido Deshidrogenasa) (Brungs et al., 2016; X. Zhang et al., 2016). En relacién con lo anterior,
de acuerdo con el estudio llevado a cabo por Nguyen et al., los marcadores con mayor especificidad
para la identificaciéon de CTCGs son CD44 y ALDH (Nguyen et al., 2017). El uso de marcadores para
la identificacidon de CTCGs ha permitido su estudio a nivel clinico, asocidndose la presencia de CTCGs
con variables clinico-patoldgicas de relevancia en pacientes con CG. Por ejemplo, se ha reportado
que la presencia de células CD44* se asocia con invasidn a nddulos linfaticos, mayor estadio tumoral,

y menor sobrevida (Wakamatsu et al., 2012).

1.2.3 Resistencia a tratamientos

La relevancia que han obtenido recientemente las CTCs no solo se deriva de su relacién con variables
clinico-patolégicas, como ya se ha comentado, sino también de varias de sus caracteristicas
funcionales como lo es la resistencia a tratamientos anti-neoplasicos. En este sentido, usando lineas

celulares de CG con resistencia inducida a cisplatino se ha observado que hay un incremento en



CTCs (fenotipo CD133"), sin embargo, tras el silenciamiento de CD133 mediante shRNAs se revierte

dicha resistencia al quimioterapéutico (Lu et al., 2019).

Esta resistencia a tratamiento en CTCs se deriva de multiples mecanismos no excluyentes ni
exclusivos. Entre los principales mecanismos de resistencia podemos destacar la produccién de
factores anti-apoptdticos (Bcl-2, c-FLIP, IAPs) y la activacion de vias de sefializacién asociadas con la
supervivencia y proliferacién celular (Notch, Sonic Hedgehog, NF-kB, Wnt, etc.), una incrementada
respuesta al dafio en el ADN, el establecimiento de un estado de quiescencia que alterna
dindmicamente con la proliferacién de CTCs, ademas de la actividad detoxificarte que se llevan a

cabo por transportadores tipo ABC, enzimas como ALDH, PERK/Nrf2, entre otros (R Safa, 2020).

Otros mecanismos de resistencia a tratamiento en CTCs se derivan de su interaccién con el
microambiente, por ejemplo, se ha reportado que fibroblastos asociados a cancer (FACs,
Fibroblastos Asociados a Cancer) son capaces de liberar exosomas cargados con ARN-no codificante
(H19) que estimulan la via Wnt/B-catenina en CTCs, incrementando su quimiorresistencia,
metadstasis y proliferacion (Ren et al., 2018). De manera similar, se ha reportado que leucocitos como
MATs (Macrofagos Asociados a Tumor), neutréfilos asociados a tumor, y linfocitos Th17, son
capaces de inducir TEM (Bie et al., 2017; Jiang et al., 2017; Li et al., 2019; W. Zhang et al., 2017).
Esto resulta de gran relevancia ya que se ha comprobado que la TEM puede dar paso a la formacidn

de tumor-esferas y la expresion del marcador CD44 [46].

1.3 CD44
1.3.1 Estructura y Gen de CD44

Como se ha discutido, CD44 es una proteina de gran relevancia en las CTCs, por lo que su estudio a
profundidad es de gran interés para la presente investigacion. CD44 es una glucoproteina
encontrada en la superficie celular de diversos tejidos sanos como en pulmaén, epidermis y sistema
nervioso central, cuya funciones principales son la adhesién celular, ensamble con la matriz
extracelular, migraciéon celular, entre otras funciones que se discutiran a profundidad en los
siguientes apartados. Esta proteina tiene una masa molecular de entre 85 y 250 kDa, segun el tipo
de isoforma, siendo codificada esta proteina por un solo gen localizado en humanos dentro del
cromosoma 11, locus 11p13, compuesto por 20 exones (Figura 3A) (Guo et al., 2021). De estos 20
exones, es posible la generacién de multiples isoformas a través del splicing alternativo, entre las

cuales destaca por frecuencia la isoforma estandar de CD44 (CD44s) constituida por 9 exones. Es
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posible la generacién de distintas variantes de CD44 (CD44v2-10) constituidas por los exones
codificantes para CD44sy uno o mas exones variantes, proceso regulado mediante la proteina ESRP1
(del inglés Epithelial Splicing Regulatory Protein 1) (C. Chen et al., 2018). CD44 se compone por un
dominio extracelular de unién a ligandos, un dominio proximal a la membrana celular externa
(variable debido a las isoformas), un dominio transmembrana y uno citoplasmatico (Figura 3A)

(Senbanjo & Chellaiah, 2017).
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Figura 3. Estructura, regulacion y funcién de CD44. A) La estructura de CD44 se compone por 4 dominios, codificados por
splicing alternativo de sus 20 exones constantes, siendo regulado este proceso por la proteina ESRP1. Se observan en color
verde los exones codificantes para CD44s, en blanco los exones codificantes para las variantes, en naranja el exén
codificante para la regidén transmembrana, y en azul el exén 19 regularmente sin expresion. Ademads, existen diversos
reguladores que promueven o restringen la expresion de CD44. B) La interaccion de CD44 con sus ligandos activa vias de
sefalizacion intracelular relacionadas con la remodelacién del citoesqueleto, migracidn, proliferacién, supervivencia y
troncalidad. CD44 es capaz de asociarse a HGF mediando con ello la activaciéon de c-Met en células adyacentes. HGF:

Hepatocyte Growth Factor, CTCs: Células Troncales Cancerosas, EZM: Ezrin-Radixin-Moesin. Figura creada en Biorender.

1.3.2 Regulacién de CD44

Respecto a su regulacion transcripcional, se sabe que el promotor de CD44 carece de secuencias
consenso TATA o CCAAT, sin embargo, rio arriba del promotor se encuentran 3 copias del
exanucleétido GGGGGG que permiten la unién del factor de transcripcion Spl para el ensamble de

la maquinaria de transcripcién (Shtivelman & Bishop, 1991).

Existen proteinas y vias de sefalizacidon que regulan positivamente la expresién de CD44 como el
factor NF-kB, la via B-catenina/TCF y AKT. Entre las sefiales que regulan negativamente la expresidn
de CD44 se encuentran p53 y el factor KLF4, siendo este ultimo de gran importancia ya que también
induce la transicién mesenquimal-epitelial (TME), lo cual permite percibir la relaciéon entre CD44 y

la dualidad TEM-TME (Figura 3A) (Y. Yan et al., 2016). Adicionalmente se ha reportado que CD44 es
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regulado negativamente por miRNAs (del inglés micro Ribonucleic Acid) como miR-34a, miR-143 y
miR-328 debido a la unién entre dichos miRNAs y el sitio 3"-UTR del mRNA de CD44 (C. Chen et al.,,
2018).

1.3.3 Interacciones intra y extracelulares de CD44

CD44 interactua tanto con elementos extracelulares como intracelulares. A nivel extracelular se une
principalmente a elementos de la matriz extracelular como como el acido hialurdénico, osteopontina,
condroitina, coldgeno, y fibronectina, lo que promueve cambios conformacionales en CD44. Estos
cambios conformacionales en CD44 favorecen la unién citoplasmatica de moléculas adaptadoras,
permitiendo con ello la activacién de vias de sefializacién rio abajo (H. Xu et al., 2020). Un ejemplo
de estas proteinas adaptadoras son el grupo proteico ERM (del inglés Ezrin-Radixin-Moesin), el cual
tras unirse al dominio citoplasmadtico de CD44 y a cadenas de actina en el citoesqueleto promueve
la activacion de la proteina Ras que puede activar a su vez vias asociadas con
crecimiento/proliferaciéon (como la via MAPK) o con remodelacion del citoesqueleto (como la via

Rho/Rac) (Orian-Rousseau et al., 2007).

La union entre CD44 y sus ligandos extracelulares puede favorecer actividades pro-tumorales (Figura
3B) como es el caso de la unién entre acido hialurdnico y CD44, que permite la activacion de vias de
sefializacion como Ras, PI3K/Akt y MAPK, favoreciendo la TEM y la quimiorresistencia (L. Lv et al.,
2016). Respecto a la quimiorresistencia de inducida por la interaccion CD44-hialuronato, parece
deberse en parte a que se estimula la sobre-expresion de proteinas de la familia MDR (del inglés
Multidrug Resistance Gene), ampliamente conocidas por su actividad exportadora de
quimioterapéuticos en células tumorales (Guo et al., 2021). De manera similar, en cancer de mama
CD44 se ha visto relacionado con la expresion y activacién de proteinas que intervienen en el
crecimiento y diferenciacion celular como cAbl, Jak y ERK1/2, asi como con proteinas asociadas a
migracion celular como por ejemplo c-Src, paxilina y FAK (Nam et al., 2015). Finalmente, se ha
observado que CD44 regula negativamente la expresién de factores pro-apoptdticos como Fas, Bcl-
cl/Bak, y las caspasas 3/9, ademas de favorecer la expresidn de factores anti-apoptéticos como Bcl-

2 y Bel-xL (C. Chen et al., 2018).

Es importante destacar que CD44 es capaz de regular la actividad de B-catenina mediante
interaccion proteina-proteina y STAT3 por mecanismos aun no bien descritos, ambos factores
estrechamente relacionados con CTCs, controlando con ello acciones como la diferenciacién vy

proliferacién celular, el metabolismo tumoral, la TEM y la resistencia a quimioterapéuticos (Khurana
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et al., 2013; Nam et al., 2015; Roy et al., 2020). De forma similar pero mediante un mecanismo de
accion aun mas interesante, a través de una ruptura proteolitica del dominio intracelular de CD44
llevado a cabo por enzimas como la y-secretasa, es posible la generacidon de un dominio intracelular
escindido que estimula la expresién del factor HIF-1a (del inglés Hypoxia Inducible Factor-1a), Sox2,
Oct4 y Nanog, favoreciendo a través de este mecanismo la formacién de tumor-esferas en un

modelo de cancer de mama (Cho et al., 2015; Miletti-Gonzalez et al., 2012).

Por otra parte, ademads de las sefializaciones intracelulares que se generan tras la interaccién de
CD44 con sus ligandos, existen diversos mecanismos por los cuales CD44 puede ser efector de
multiples acciones en células adyacentes o la matriz extracelular. Al respecto, se ha descrito que la
unién entre MMP-9 (del inglés Matrix Metalloproteinase-9) y CD44 ayuda a localizar a esta
metaloproteinasa en la superficie celular para favorecer la degradacién de matriz extracelular, y con
ello promover la invasion de células de cancer de mama y melanoma (Q. Yu & Stamenkovic, 1999).
Por otra parte, CD44v6 es capaz de unirse al HGF (del inglés Hepatocyte Growth Factor), conocido
ligando de c-Met (factor asociado con tumorigenicidad y metastasis), por lo que tras la unidn
CD44v6-HGF se puede estimular indirectamente la activacion de c-Met en células adyacentes,
induciéndose la proliferacién y migracion (Figura 3B). Cabe destacar que este ultimo mecanismo ha
sido aprovechado por terapias con anticuerpos monoclonales anti-CD44v6 que buscan bloquear la

activacion de c-Met a través de este mecanismo dependiente de CD44v6 (C. Chen et al., 2018).

1.4 CD44v6

Como previamente se comentd, el splicing alternativo de CD44 puede dar origen a distintas
isoformas segun sea el exdn variante que se integre en el mMRNA maduro. Si bien la mayoria de las
variantes de CD44 han mostrado asociacion clinica con variables de relevancia en diferentes
modelos de cancer, la asociacién con CTCs no se ha observado en todas las variantes (Tempfer et
al., 1996; B. Yan et al., 2020). Entre las variantes de CD44 que muestran relacién con propiedades
de CTCs se encuentran CD44v3, CD44v6, CD44v9 y CD44v8-10 (Lau et al., 2014; Suwannakul et al.,
2020; Todaro et al., 2014; Todoroki et al., 2016), siendo CD44v6 una de las mas estudiadas. CD44v6
se ha asociado con CTCs en pancreas, cancer colorrectal, de cabeza y cuello, sistema nervioso

central, asi como en cancer gastrico (Lobo et al., 2020; Toden et al., 2019; Yanamoto et al., 2014).

La importancia de un estudio especifico de las variantes de CD44 se debe a que dichas variantes

muestran diferencias estructurales y funcionales con respecto a CD44s, teniendo mayor o menor
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afinidad hacia ciertos ligandos extracelulares. Es decir que, las distintas variables de CD44 siguen
siendo capaces de unirse a todos los ligandos previamente mencionados, pero puede cambiar su
afinidad hacia cada uno, y con ello su asociacion con las funciones ya comentadas de CD44. Por
ejemplo, se sabe que CD44v6 tiene mayor afinidad con ligandos como c-Met y VEGFR-2 (del inglés,
Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2), encontrandose principalmente relacionada con la

migracion de células tumorales (K. L. Chen et al., 2020).

1.4.1 CD44v6 y CTCs

En cuanto a la asociacidn de las variantes de CD44 y las CTCs, es un aspecto complejo. En cancer de
mama se ha comprobado que tras impedir la produccion de variables de CD44, mediante la
inhibicion de ESRP1 (regulador del splicing alternativo de CD44), se favorece una mayor presencia
de CD44sy con ello se promueve la aparicidon de CTCs, mientras que cuando se favorece la presencia
de variantes de CD44 se pierden dichas propiedades de troncalidad (H. Zhang et al., 2019). A pesar
de este hecho, en modelos in vitro de CG y colorrectal se ha visto que la variable CD44v6 se asocia
estrechamente a caracteristicas de CTCs como una alta clonogenicidad, un elevado niumero de
tumor-esferas dentro de cultivos 3D, TEM, alta tumorigenicidad, asi como migracién e invasién
celular (Lobo et al., 2020; Toden et al., 2019). Ademas, la expresién de CD44v6 en CG parece ser
inducida por la activacion de STAT3, via asociada a CTCs, lo que produce resistencia a cisplatino
(Pereira et al., 2020). Es entonces que dada la estrecha relacién de CD44v6 con propiedades de
troncalidad en CG, multiples trabajos proponen a este como un marcador de CTCGs (Bagheri et al.,
2022; Lobo et al., 2020; Yasui et al., 2020). Debido a lo anterior, no esta claro si solo algunas variables
de CD44 (como CD44v6) se asocian a CTCs, y/o si la funcion de las variables de CD44 dependen del

modelo de cancer que se estudie.

1.4.2 CD44v6 y cancer gastrico

La relevancia de CD44v6 en la progresion del CG se puede observar también a nivel clinico, donde
ademas de encontrarse sobre-expresado se ha asociado con el grado de diferenciacién tumoral,
invasion a nddulos linfaticos, metastasis a distancia, estadio tumoral TNM y con una menor
sobrevida (Fang et al., 2016; Y. Y. Xu et al., 2017). Ademas de esto, se ha visto que CD44v6 es de
gran importancia en lesiones premalignas de CG, ya que su presencia se encuentra incrementada
en lesiones metaplasicas y displdsicas en el tejido gastrico (Da Cunha et al., 2010). En este mismo

sentido, ensayos con organoides de tejido gdstrico sano han mostrado que H. pylori induce
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proliferacién celular y TEM en epitelio gastrico a través de un mecanismo dependiente de CD44v6,

gue se sugiere es debido a la interaccién entre CD44v6 y c-Met (Bertaux-Skeirik et al., 2015).

1.5 Terapias contra CTCs

Dadas las relevantes propiedades de las CTCs, asi como la asociacién de esta subpoblacién tumoral
y sus marcadores de identificacidon con variables clinico-patoldgicas de relevancia en céncer, se han
generado diversas estrategias terapéuticas cuyo objetivo es la eliminacién o limitacion de las
actividades tumorales de CTCs. Entre los enfoques terapéuticos anti-CTCs descritos se encuentran
principalmente la terapia dirigida, asi como la inmunoterapia basada en células inmunes activadas
y anticuerpos monoclonales, sin embargo, la mayoria de estas terapias se encuentran aun en fases

preclinicas o clinicas tempranas (Zhou et al., 2021).

Entre los farmacos de terapia dirigida podemos encontrar inhibidores de STAT3 en cdancer
colorrectal (Fase 3), inhibidor de la via Sonic Hedgehog en cancer de pancreas (Fase 2), inhibidor de
y-secretasa (esencial para la activacion de Notch) en cancer de mama (Fase 2), inhibidor de la via
Nanog en cancer hepatocelular, asi como el inhibidor del receptor Wnt o de B-catenina en cancer

de pdéncreas (Fase 1) (Desai et al., 2019).

En cuanto a la terapia basada en anticuerpos monoclonales podemos encontrar anticuerpos contra
CD44v6 en cancer de cabeza y cuello, EpCAM en cancer de prdstata, LGRS en cancer colorrectal,
CD123 en leucemia linfoblastica aguda, entre otros (L. Yang et al., 2020). De forma similar, en la
Ultima década se han generado diversos estudios que aplican inmunoterapia celular contra CTCs
como lo es el uso de CAR-Ts (del inglés Chimeric Antigen Receptor T cells) dirigidos frente a EpCAM
en cancer de mama, CD133 en glioblastoma, CD54 en cancer gastrico, y CD117 en leucemia mieloide
aguda (Masoumi et al., 2021; L. Yang et al., 2020), de los cuales se profundizarad mds en el siguiente

apartado.

1.6 CAR-Ts

La terapia basada en CAR-Ts consta de linfocitos T modificados genéticamente para expresar CARs
(del inglés Chimeric Antigen Receptors), receptores que permiten el reconocimiento y eliminacion
de células portadores del antigeno objetivo de una manera independiente al MHC (del inglés Major
Histocompatibility Complex). Como terapia anti-neoplasica, el CAR suele disefiarse para reconocer

neoantigenos o antigenos sobre-expresados en el tejido tumoral, de modo que cuando los CAR-Ts
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encuentran el antigeno objetivo son capaces de reconocerlo y activarse para ejercer funciones pro-

inflamatorias contra el tumor (Fischer, 2021).

1.6.1 Activacion de Linfocitos T

A pesar de que los CAR-Ts son linfocitos T, la presencia del CAR les brinda notables diferencias en el
proceso de activacion, por lo que resulta relevante hacer un breve recordatorio de la normal
activacion de linfocitos T. Inicialmente, es importante entender el proceso secuencial mediante el
cual se da la respuesta inmune de linfocitos T. Una vez que un macroéfago/célula dendritica (CPAs,
Células Presentadoras de Antigenos) ha procesado un patégeno o célula tumoral se dirige hacia
nddulos linfaticos donde procede a la presentacién de antigenos hacia linfocitos T nativos, proceso
que da lugar a la activacidn del linfocito. A continuacidn, el linfocito T activado sufre expansiéon clonal
y diferenciacion celular hacia fenotipos efectores o de memoria. Los fenotipos efectores se dirigen
mediante quimiotaxis hacia el sitio de inflamacién donde realizan acciones efectoras dependientes
del tipo de linfocito T (Figura 4A). Por ejemplo, linfocitos CD4+ liberan citocinas pro-inflamatorias
(que dependeran del subtipo Th1, Th2, Th17, etc.), activan macréfagosy linfocitos B, e incluso tienen
ligera actividad citotoxica. Por su parte, linfocitos T CD8+ tienen actividades principalmente
citoliticas mediadas por granzima, perforina, el ligando FasL, aunque también liberan citocinas como
IFN-y, TNF-a e IL-2, asi como diversas quimiocinas que reclutan otros leucocitos (Murphy et al.,

2017).

Dentro de este proceso, los linfocitos T son células que pueden responder solo a un antigeno en
especifico. La especificidad de esta respuesta viene dada por el TCR (del inglés T Cell Receptor),
receptor a través del cual la célula T reconoce su antigeno especifico. En la mayoria de los linfocitos
T el TCR se encuentra formado por un heterodimero entre cadenas polipeptidicas a y B, cadenas
gue a su vez se componen por una regidn citoplasmatica que permite activar al linfocito T, una
region transmembrana, una regidn extracelular constante y una region extracelular variable, siendo
esta ultima la que permite reconocer el antigeno objetivo (Chronister et al., 2021). Sin embargo, el
TCR no es capaz de reconocer su antigeno objetivo de forma directa, el reconocimiento del antigeno
requiere que una CPAs presente el antigeno con ayuda de su MHC (Figura 4A). De esta manera, el
TCR reconoce al complejo antigeno:MHC procediendo a una fosforilacion de la proteina CD3C
(adyacente al TCR), siendo esta ultima la que activa la cascada de sefalizacién dentro del linfocito

(Tai et al., 2018).
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Figura 4. Actividad inmunoldgica de células Ty CAR-Ts. A) Los linfocitos T interactian con CPAs, activandose a través de la
interaccion MHC:TCR y el uso de correceptores. B) La produccion de CAR-Ts se realiza a partir de células T humanas, las
cuales serdn modificadas genéticamente para la introduccion del receptor tipo CAR conformado por 4 regiones

principales. Figura creada en Biorender.

Resulta importante resaltar que la mayoria de las células tienen MHC, por lo que son capaces de
presentar antigenos, sin embargo, varia el tipo de MHC que contienen en su superficie. Al respecto,
todas las células nucleadas son capaces de expresar MHC tipo |, que interactda con la molécula CD8
en linfocitos T citotdxicos, pero solo las CPA son portadoras de MHC tipo Il, que interactua con la
molécula CD4 de linfocitos T helper (Murphy et al., 2017). Es entonces que durante la presentacion
de antigenos no solo interactuan TCR:antigeno:MHC, también se involucran otros receptores
llamados co-estimulantes, los cuales apoyan a la activacidn de los linfocitos T. Cada receptor de co-
estimulacién en el linfocito T tiene su ligando especifico en la célula presentadora de antigenos,
siendo algunos ejemplos de receptor co-estimulante:ligando los siguientes: CD28:B7, 4-1BB:4-1BBL,
0OX40:0X40L, ICOS:B7-H2, CD2:CD58, entre otros. De igual manera, cuando los receptores de co-
estimulacién interactian con su ligando generan sefiales dentro del linfocito T, por lo que se pueden
diferenciar dos sefiales necesarias para la total activacion del linfocito T, sefial 1 proveniente de la
activacion TCR/CD3T y sefial 2 proveniente del receptor de co-estimulacién (Figura 4A). Cabe
recalcar que se requieren ambas sefiales para la correcta activacion del linfocito T (L. Chen & Flies,

2013; Murphy et al., 2017).

La activaciéon del TCR/CD3T y de co-estimuladores como CD28 genera activacion de vias de
sefializacion intracelular como PI3K/Akt, NF-kB, PKC, Ras/MAPK, NFAT, que en conjunto explican las
actividades posteriores de linfocitos T activos como la liberacién de citocinas y agentes citotéxicos,
el crecimiento celular y proliferacion clonal, prolongacidon de la supervivencia celular, diferenciacién

celular (L. Chen & Flies, 2013).
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1.6.2 Estructura y Activacion del CAR

Como ya se ha mencionado, los CAR-Ts presentan diferencias funcionales con respecto a las células
T, esto viene dado por la estructura del receptor tipo CAR que se introduce mediante modificacion
genética. A continuacidn, se describe la estructura de los CARs, asi como su funcionamiento dentro

de los CAR-Ts.

Los CARs son receptores sintéticos que se componen de forma clasica por 4 regiones: 1) dominio
extracelular de unidn a antigeno, 2) regién de bisagra, 3) dominio transmembrana, y 4) dominio
intracelular (Figura 4B) (Sterner & Sterner, 2021). De manera comun, el dominio extracelular de
unién a antigeno en los CARs se asemeja al fragmento variable de un anticuerpo monoclonal,
teniendo una cadena variable pesada y una ligera que, unidas mediante un péptido, permiten el
reconocimiento directo de un antigeno, por lo que la activacion del CAR se realiza tras la unién con
su antigeno especifico sin la necesidad de la interaccion MHC:TCR (Feins et al., 2019). Entre el
dominio extracelular y el transmembrana de los CARs existe una regién bisagra que brinda
flexibilidad al CAR para facilitar la identificacion de su epitope. Esta regidn bisagra suele derivarse
de receptores como CD8, CD28, o anticuerpos IgG. En cuanto al dominio transmembrana, suele
derivarse de receptores CD3Z, CD28, CD4 o CD8aq, siendo de importancia debido a que puede influir

en la estabilidad del CAR, su activacién y su expresion (Xin et al., 2022).

Finalmente, la estructura intracelular de los CARs se compone de un dominio de seializacidn
intracelular CD3C con la opcional presencia en tandem de 1-2 dominios de co-estimulacién como
CD28, 4-1BB, ICOS, CD40, CD27, MYD88, OX40, principalmente (Feins et al., 2019). Segun el nimero
de dominios intracelulares en el CAR pueden distinguirse 3 generaciones de CAR-Ts (Kim & Cho,

2020):

e Primera generacion: Solo presenta un dominio CD3Z.

e Segunda generacién: Presenta un dominio CD3C y un dominio de co-estimulacion,
regularmente suele ser CD28 o 4-1BB.

e Tercera generacion: Se caracteriza por un dominio CD3{y 2 dominios de co-estimulacion,

siendo usuales las combinaciones CD3{-CD28-0X40 y CD3{-CD28-41BB.

Adicionalmente existe una cuarta generacion de CAR-Ts cuya principal caracteristica es la presencia
de un segundo transgén que permite la sintesis y liberacidon de proteinas como IL-2, producto que

tras ser liberado dentro del microambiente tumoral apoyara en la eliminacién de células tumorales.
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Recientemente, una quinta generacion de CAR-Ts se encuentra en desarrollo teniendo como
caracteristica la presencia de un dominio intracelular de IL-2RB que permite la activacion de sefiales

JAK/STAT, favoreciendo la proliferacion y persistencia de los CAR-Ts (Mehrabadi et al., 2022).

De esta manera, todas las generaciones de CAR-Ts contienen CD3{ por lo que pueden activar
proteinas de sefalizacion como la fosfolipasa C-y, NFAT, PKC, c-Fos, c-Jun, t-bet, que segun su
fenotipo celular podrian permitir la sintesis de IL-2, IFN-y, granzima, perforina, la activacion de los
linfocitos y migracidon celular por remodelacion del citoesqueleto (Glimcher et al., 2004).
Adicionalmente, las sefiales de co-estimulacién (como CD28 y 4-1BB) encontradas a partir de la
segunda generacién de CAR-Ts permite activar vias de sefializacion como PI3K/Akt, NF-kB, y MAPK
para con ello favorecer la supervivencia y proliferacion de estos linfocitos, asi como la sintesis de
otras citocinas pro-inflamatorias (IL-4, IL-5, IFN-y, asi como IL-2) y la expresién del ligando de muerte

celular Fas-L (Lindner et al., 2020).

Con lo descrito anteriormente es posible entender que la estructura extracelular del CAR permite
reconocer un antigeno tumoral sin la ayuda de células tipo CPA. El reconocimiento del antigeno
tumoral genera la sefial 1 y 2 necesarias para la activacidon del CAR-T, estimulando asi distintas
actividades dependientes del fenotipo celular del linfocito modificado (CD4+ o CD8+, células T de
memoria, efectoras, etc.), pero que en conjunto logran generar y amplificar una respuesta inmune

frente al antigeno objetivo (Tantalo et al., 2021).

1.6.3 Sintesis de CAR-Ts

Desde 1987 cuando Yoshihisa Kuwana describié por primera vez la tecnologia CAR, se han generado
notables avances que han culminado en la actual presencia de 5 terapias CAR-T aprobadas por la
FDA (del inglés Food and Drug Administration) (Xin et al., 2022). Estos avances han permitido la
estructuracion de metodologias ampliamente aceptadas para la generacién de CAR-Ts a nivel

laboratorio y clinico, las cuales integran los siguientes pasos (Figura 4B):

1. Leucaféresis: A nivel clinico, mediante leucaféresis es posible el aislamiento automatizado
de PBMC (del inglés Peripheral Blood Mononuclear Cells) regularmente desde la sangre del
paciente con cancer (tratamiento autélogo), aunque también es posible extraerlos desde
donadores sanos (tratamiento alogénico). Durante ensayos preclinicos suelen extraerse
PBMC mediante centrifugacion por gradiente de densidad usando reactivos como Ficoll o

Lymphoprep (Fesnak & O’Doherty, 2017).
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2. Aislamiento de linfocitos T: Opcionalmente es posible purificar los linfocitos T a partir de las
PBMC mediante distintos métodos, aunque es frecuente el uso de perlas magnéticas
ancladas a anticuerpos que permiten la seleccidn positiva o negativa de la poblacién de
interés (X. Wang & Riviere, 2016).

3. Activacion de linfocitos T: Si bien in vivo este proceso se lleva a cabo por la interaccién
linfocito T:CPA dentro del ndédulo linfatico, in-vitro suele realizarse con anticuerpos
monoclonales anti-CD3 o anti-CD3/anti-CD28 que activan sus respectivos receptores en
linfocitos T. Este proceso es necesario no solo para la expansion clonal de linfocitos T, sino
también para la transduccién (Vormittag et al., 2018).

4. Modificacién genética de linfocitos T: Existen distintas maneras de introducir el transgén
dentro de los linfocitos activados, usandose regularmente métodos para la expresion
estable del transgén como por ejemplo vectores retrovirales, vectores lentivirales, o
sistemas transposdn/transposasa, sin embargo, a nivel preclinico es frecuente el uso de
métodos transitorios como transfeccion con mARN codificante para el CAR (X. Wang &
Riviere, 2016).

5. Expansidon de CAR-Ts: La expansiéon de CAR-Ts a nivel clinico suele realizarse mediante
biorreactores para una expansion a gran escala, sin embargo, se siguen principios basicos
similares a los llevados a cabo en ensayos preclinicos, como el mantenimiento de
temperatura, CO;, O,, nutrientes, asi como la estimulacidn con citocinas que favorecen la
proliferacién como IL-2, IL-15, IL-21 (X. Wang & Riviere, 2016).

6. Formulacion y criopreservacion: Posterior a la expansién suelen realizarse procesos de
lavado para retirar reactivos y otras impurezas de los CAR-Ts, para finalmente congelarse

hasta su utilizacién (Vormittag et al., 2018).

Si bien este procedimiento resulta extenso, existen equipos automatizados como el CliniMACS
Prodigy® que a partir de sangre periférica de paciente realiza secuencialmente todos los pasos para
la produccién de CAR-Ts dentro de un sistema cerrado, logrando la terapia personalizada en
alrededor de 15-18 dias o incluso menos si el periodo de expansion (13 dias) se reduce (Alzubi et al.,

2021).

1.6.4 Efectividad de CAR-Ts como terapia anti-neoplasica

Si bien existen 6 terapias CAR-T aprobadas por la FDA, la mayor parte de los conocimientos que se

tienen sobre la efectividad de esta terapia proviene de ensayos en fases clinicas iniciales o
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intermedias (NCI, 2022). Entre los meta-analisis disponibles que evallan la efectividad de este tipo
de terapia destaca el de Yu & Hua (2019) por su alto numero de ensayos contemplados (comparado
con sus homologos), donde se describe que de los 997 pacientes tratados con CAR-Ts se obtuvo una
ORR (del inglés Overall Response Rate) del 56% (95% IC: 46-66%), sin embargo, se observaron
fuertes diferencias entre pacientes con neoplasias hematolégicas y de tumores sélidos,
reportandose ORR de 71% (95% IC: 62-79%) y 20% (95% IC: 11-34%), respectivamente (W. L. Yu &
Hua, 2019).

Tabla 1. Terapias CAR-T aprobadas por la FDA.

Nombre Antigeno Tipo de cancer objetivo Poblacion de pacientes
genérico objetivo
Tisangelecleucel CD19 Leucemia linfoblastica aguda de Nifios y adultos jévenes
células-B (LLA de células-B)
Linfoma No-Hodgkin de células-B Adultos
Axicabtagene CD19 Linfoma No-Hodgkin de células-B Adultos
cioleucel (LNH de células-B)
Linfoma folicular Adultos
Brexucabtagene CD19 Leucemia linfoblastica aguda de Adultos
células-B
Linfoma de células de Mantle Adultos
Lisocabtagene CD19 Linfoma No-Hodgkin de células-B Adultos
maraleucel
Idecabtagene BCMA Mieloma multiple Adultos
vicleucel
Ciltacabtagene BCMA Mieloma multiple Adultos
autolecel

Tabla obtenida y modificada de (NCI, 2022).

1.6.5 Limitaciones de la terapia CAR-T

Dentro de los aspectos que limitan la efectividad de la terapia CAR-T, existen causas diversas. Una
causa que explica parcialmente la menor efectividad de CAR-Ts en tumores soélidos es la dificultad
de atravesar barreras fisicas para acceder al tumor. Ejemplo de lo anterior podria ser la barrera
hematoencefalica que dificultaria la infiltracion de CAR-Ts en el tratamiento de tumores del sistema
nervioso central, siendo interesante que en modelos preclinicos la inyeccion intratecal de los CAR-
Ts mejora notablemente su eficiencia contra glioblastoma (Sterner & Sterner, 2021). De manera
similar, la baja infiltracidn de los CAR-Ts puede deberse a una liberacién reducida de quimiocinas

por parte del tumor, o bien una baja respuesta de los CAR-Ts a las mismas. En este sentido, se han
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disefiado CAR-Ts que sobre-expresan el receptor CXCR2 (receptor de IL-8), favoreciéndose asi la

guimiotaxis de los CAR-Ts y con ello la efectividad del tratamiento (Whilding et al., 2019).

Las caracteristicas del microambiente tumoral resultan de gran relevancia, pudiendo incluso
funcionar como herramientas para la evasion inmune contra CAR-Ts. Al respecto, existe una amplia
variedad de células que componen el microambiente tumoral y favorecen la evasién inmune, por
ejemplo, MATs tipo M2, neutrdfilos tipo N2, FACs, linfocitos Treg, células troncales mesenquimales,
e incluso ciertas subpoblaciones de células neoplasicas (Mehrabadi et al., 2022). Estos componentes
del microambiente tumoral inhiben la activacién de los CAR-Ts o bien generan agotamiento en su
actividad, esto a través de mecanismos como los checkpoints inmunolégicos, donde se activan
receptores como PD-1 o CTLA-4 en los CAR-Ts, promoviendo asi la inactivacidon del linfocito,
senescencia o la generacién de fenotipos reguladores. Derivado de ello, la asociacion terapeutica
de CAR-Ts y bloqueadores de checkpoints inmunolégicos ha resultado en mejores respuestas a
tratamiento para pacientes con leucemia linfoblastica aguda (Grosser et al., 2019). Por otra parte,
también es posible que el secretoma del microambiente se componga de citocinas que generan
disfuncidon en CAR-Ts, como lo es el TGF-B, citocina que inhibe la proliferacion de los CAR-Ts e induce

fenotipos similares a T, (Rodriguez-Garcia et al., 2020).

Asi mismo, la expresion tumoral del antigeno objetivo es determinante para la actividad oncolitica
de los CAR-Ts. Es importante tener en cuenta que el tratamiento con CAR-Ts puede generar presidn
para la aparicidon o supervivencia de clonas tumorales deficientes del antigeno objetivo,
generandose resistencia al tratamiento por la misma causa (Feins et al., 2019). De igual forma, la
heterogeneidad celular de los tumores hace posible que la expresion del antigeno objetivo sea
variable dentro de las poblaciones de células neoplasicas, por lo que no todas las células tumorales
seran blancos terapéuticos. Por lo tanto, se recomienda tener un antigeno objetivo presente de
manera amplia en las células tumorales o bien que esté presente en subpoblaciones claves dentro
de la progresién tumoral. Sin embargo, la eleccién del antigeno objetivo debera preservar un alto
grado de especificidad para evitar, en medida de lo posible, efectos adversos derivados del dafio a

tejido sano que también expresa el antigeno objetivo (Mehrabadi et al., 2022).

La especificidad de los CAR-Ts es imprescindible ya que de otra forma los efectos adversos del
tratamiento pueden ser incluso mortales. Entre los principales efectos adversos derivados de este
tipo de terapia se encuentran el sindrome por liberaciéon de citocinas, causante de falla

multiorganica e inestabilidad cardiorrespiratoria, cuya frecuencia en tumores sélidos es del 5% pero
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en neoplasias hematoldgicas puede alcanzar hasta el 55% de los casos. Otros efectos secundarios
frecuentes son el sindrome de neurotoxicidad (12-37%), infecciones (12-14%) y citopenia (Grigor et

al., 2019).

1.6.6 CAR-Ts como terapia contra CTCs

Segln lo mencionado en el apartado anterior, la excesiva actividad inflamatoria de los CAR-Ts puede
generar efectos adversos mortales. Por lo tanto, seria de relevancia una terapia CAR-T que pudiera
generar actividad inflamatoria de baja intensidad, pero de alta eficiencia anti-tumoral. Al respecto,
diversos autores proponen que esto pudiera ser posible dirigiendo CAR-Ts hacia subpoblaciones
tumorales de bajo nimero de células, pero con funciones clave en el mantenimiento y progresion
del cédncer. En este sentido, el enfoque de la terapia CAR-T para la eliminacidon de CTCs es una
propuesta que cumple las especificaciones antes mencionadas, ademds de establecer como blanco
a una poblacién tipicamente resistente a terapias anti-neoplasicas convencionales. Actualmente
existen multiples ensayos clinicos, la mayor parte de ellos en fase |, con CAR-Ts dirigidos contra

marcadores de CTCs como CD133, CD20, EpCAM, CD38, CD123, etc (Masoumi et al., 2021).

En el CG existen pocos avances en la terapia con CAR-Ts, por ejemplo, a nivel preclinico se ha
demostrado que el uso de CAR-Ts contra ICAM-1, conocido marcador de CTCGs, limita el
crecimiento tumoral y aumenta la sobrevida de modelos murinos con CG, sin embargo, su
asociaciéon con paclitaxel genera remision total o parcial de la enfermedad, mejorando alin mas la
sobrevida (Jung et al., 2020). De forma similar, en el trabajo de Yang et al. (2021) se reporta la
generacidon de CAR-Ts biespecificos dirigidos contra los marcadores de CTCGs EpCAM e ICAM-1,
mostrando capacidad de eliminar células de CG con alta heterogeneidad (incluso EpCAM negativos),
ademas de lograr remision completa de la enfermedad en 80% de los ratones, minima reincidencia

tumoral y elevada sobrevida (Y. Yang et al., 2021).

Finalmente, CAR-Ts contra CD44v6 han sido desarrollados contra leucemia mieloide aguda,
reduciendo eficientemente el nimero de células neoplasicas circulantes en modelos murinos.
Interesantemente, en este mismo trabajo se evalué la expresién de CD44v6 en 47 tipos de tejido
humano sano, siendo indetectable en todos los tejidos excepto en piel y mucosa oral. Sin embargo,
mediante co-cultivos se confirmo que los CAR-Ts anti-CD44v6 no generan actividad citotdxica contra
cultivos primarios de queratinocitos (Casucci et al., 2013). Lo anterior parece apoyar la premisa de

qgue CD44v6 podria ser un marcador con alta especificidad al usarse como blanco terapéutico.
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Por lo tanto, tomando en cuenta que el marcador CD44v6 se asocia con CTCGs, es posible que la
generacidon de CAR-Ts dirigidos contra este marcador pudiera brindar una opcidn terapéutica
eficiente, especifica, y con pocos efectos adversos para la eliminacién de CTCGs, y con ello un avance

en el tratamiento contra el CG.

24



2. Planteamiento del Problema

El CG es una de las neoplasias con mayor incidencia en México y a nivel mundial, destacando ademas
por su alta mortalidad y recurrencia. La poca efectividad de los tratamientos actuales, y otros
aspectos relacionados con la progresidon del CG, pueden explicarse en parte por la existencia de las
llamadas CTCGs, una subpoblacién tumoral con caracteristicas troncales, elevada capacidad
metastdsica y resistencia a terapias convencionales. Ante esta resistencia a tratamiento que
caracteriza a las CTCGs, se han propuesto diversas estrategias terapéuticas para su eliminacién entre

las cuales destaca la inmunoterapia basada en CAR-Ts.

La correcta eleccidon del antigeno objetivo para los CAR-Ts es de vital importancia, ya que
determinara su eficiencia terapéutica y la intensidad de sus efectos adversos. El marcador CD44v6
permite la identificacion de CTCGs y se encuentra poco expresado en tejidos sanos, por lo que su
uso como blanco terapéutico en el tratamiento con CAR-Ts podria permitir la eliminacion de CTCGs

con limitados efectos adversos en los pacientes con CG.
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3. Objetivos

Objetivo General

e Generar linfocitos T con receptor quimérico anti-CD44v6 capaces de eliminar in vitro células

de cancer gastrico.
Objetivos Especificos

e Produccidn de un vector lentiviral con el transgén codificante para el receptor quimérico
anti-CD44vé6.

e Generar linfocitos T portadores del receptor quimérico anti-CD44v6.

e Evaluar el efecto citotéxico de los CAR-Ts anti-CD44v6 en cultivos celulares de cancer
gastrico.

e Evaluar la citotoxicidad inespecifica de los CAR-Ts anti-CD44v6 en cultivos de células no

tumorales.
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4. Hipotesis

La actividad citotéxica de los CAR-Ts anti-CD44v6 permitira la eliminacién in vitro de células de

cancer gastrico, con un efecto minimo sobre cultivos de células no tumorales.
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5. Metodologia

Cultivo Celular

La linea celular AGS-Luc2 (CRL-1739-LUC2) fue adquirida directamente de ATCC, cultivdndose en
medio F-12K con 10% de suero fetal bovino y blasticidina en concentracion final de 8ug/ml. La linea
celular HEK293T fue proporcionada por la Dra. Elizabeth Langley del Instituto Nacional de
Cancerologia (Ciudad de México), cultivandose en medio DMEM suplementado con 10% de suero
fetal bovino. Los linfocitos T humanos fueron extraidos de voluntarios sanos, previo consentimiento
informado, cultivandose en medio TexMACS GMP Medium (Cat. 170-076-306) durante el proceso
de activacion y expansion; mientras que los co-cultivos se realizaron enpresencia del medio RPMI
1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino. Los lavados necesarios para eliminar
contaminantes o reactivos residuales en linfocitos T se realizaron con buffer compuesto de PBS 1X

+ albumina sérica bovina 0.5% + EDTA 2mM.
Plasmido Lentiviral

Se utilizdé un plasmido vector lentiviral de 32 generacién tipo plenti-EF1a-C-mGFP-P2A-Puro
sintetizado por OriGene®, en cuya estructura se encuentra la secuencia para el CAR. El gen
codificante para el CAR contiene una cadena sencilla del fragmento variable del anticuerpo
monoclonal BIWA-8 (anti-CD44v6), seguido de los dominios citoplasmaticos de las proteinas CD28 -

41BB - CD3C.
Clonacién del Plasmido Lentiviral

Se generaron bacterias E. coli DH5a competentes utilizando CaCl; 0.1M, las cuales se transformaron
usando 15ng/uL de plasmido lentiviral mediante choque térmico para posteriormente cultivarse en
placa de agar LB — Cloranfenicol. Tras cultivar la placa 16hrs se realizé el aislamiento y subcultivo de
9 colonias. Se seleccion6 una de las colonias subcultivadas para inocularse en medio liquido LB —
Cloranfenicol (34ug/ml) durante 16hrs; posteriormente se aislé el plasmido mediante HiPure
Plasmid Filter Miniprep Kit. Se buscé confirmar la presencia del plasmido lentiviral en el producto
de Miniprep mediante electroforesis, con previa digestion del ADN usando la enzima BamH1
durante 2 horas para linearizar el plasmido y evaluar el peso molecular del mismo (PM esperado =
9,863pb). Posteriormente se cultivaron 200m| de medio liquido LB — Cloranfenicol (34pug/ml) usando

2ml de indculo. A continuacidn, se procedio a aislar el plasmido mediante Maxiprep.
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Produccion y Titulacidn de Particulas Lentivirales

La produccion de particulas lentivirales infecciosas se realizé en células HEK293T mediante la
transfeccion de los pldsmidos pLenti-EF1a-C-mGFP-P2A-Puro, pCMV-dR8.2dvpr, pCMV-VSV-G, en
relaciéon 5:5:1. Para la transfeccién se utilizd Lipofectamine® 2000 Reagent (Cat. 11668027),
siguiéndose el protocolo brindado por el fabricante, finalmente confirmandose el proceso mediante
microscopia de fluorescencia. El sobrenadante lentiviral fue concentrado en relaciéon 10:1 usando
Lenti-X Concentrator (Cat. 632165). Para la titulacion de las particulas lentivirales, el dia 0 se
sembraron 100,000 células HEK239T por pozo dentro de una placa de 12 pozos. El dia 1 se procedid
a la infeccién de dichas células usando 1ml de medio DMEM, polibrene (8ug/ml), mas el
sobrenadante lentiviral con distintos factores de diluciéon (5, 50, 100 y 200), cambidndose el medio
de cultivo por medio completo el dia 2. Para el dia 4 se realizé la evaluacién de GFP en las células
transducidas mediante citometria de flujo, buscando una condicién de 10-20% de células GFP+ para

evaluar el titulo viral.
Obtencidén de Linfocitos T

Mediante venopuncién se obtuvieron 5-10ml de sangre proveniente de donadores sanos,
almacenandose temporalmente dentro de tubos Vacutainer con EDTA. A continuacidn, se procedid
a la extracciéon de PBMC usando centrifugacion por gradiente de densidad con ayuda del medio
Lymphoprep™ (Cat. 07801), segun las indicaciones del fabricante. Tras la extraccion de PBMC se
aislaron los linfocitos T usando el Pan T Cell Isolation Kit (Cat. 130-096-535) que permitid la seleccién

negativa de linfocitos T mediante el marcaje magnético de las células no-objetivo.
Activacion de Linfocitos T

El mismo dia del aislamiento de linfocitos T humanos, estos fueron activados usando el kit
MACS®GMP T Cell TransAct™ (Cat. 170-076-156) asi como 20 Ul/ml de IL-2 humana recombinante
(Cat. 170-076-146) en un volumen total de 0.875 ml. Tras 48hrs de incubacién se procedié a la
transduccion de los linfocitos T. Opcionalmente, previo a la transduccidn se generd expansién de los

linfocitos cambiando el medio de cultivo cada 48hrs por medio fresco mas 100 Ul/ml de IL-2.

Transduccion de Linfocitos T
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La transduccidn de los linfocitos T humanos se realizé en placa de 12 pozos con 100,000 células en
un volumen total de 1 ml de medio compuesto por TexMacs™, 8ug/ml de polybrene, 100Ul/ml de
IL-2 humana recombinante, y el volumen de sobrenadante lentiviral requerido para cada
experimento. Previo a su sembrado se centrifugd cada condicién en tubos Falcon de 15ml a 800g
durante 1.5 hrs a 35°C. Tras 24hrs post-transduccién se cambiod el medio de cultivo por TexMacs™
suplementado con 100UI/ml de IL-2 humana recombinante, dejandose incubar 48hrs mas antes del
uso de estos CAR-Ts en otros ensayos. La expansion de los linfocitos transducidos se realizd
mediante la adicidn de nuevo medio con IL-2 cada 48hrs hasta un maximo de 10 dias post-activacidn.
Para evaluar la eficiencia de transduccién se transdujeron linfocitos T en condiciones de 0.5, 1, 2y
4 de MOI (del inglés Multiplicity of Infection). Posteriormente se evalud el porcentaje de células

GFP+ mediante citometria de flujo
Citometria de Flujo

Se realizé citometria de flujo para la evaluacién de GFP en los ensayos de titulacién lentiviral y
evaluacion de la eficiencia de transduccion, leyéndose 30,000 eventos para cada condicion. Para
ello se usé el equipo BD FACS CANTO II, asi como el software FlowJo v10 para el analisis de las
lecturas. La viabilidad celular en los CAR-Ts y la linea celular AGS-Luc2 se realizé usando el Zombie
Violet ™ Fixable Viability Kit segun el protocolo descrito por el fabricante. Tras un lavado celular con

PBS 1X, las muestras fueron fijadas con paraformaldehido 1% para su posterior lectura.
Evaluacién de citotoxicidad

La citotoxicidad de los CAR-Ts se evalud sobre la linea celular AGS-Luc2 o HaCaT, sembrandose
10,000 células en placas de 96 pozos en el dia 0, para co-cultivarse con los CAR-Ts o linfocitos T
control en el dia 1 en ratios E:T (del inglés Effector : Targeted cell) de 0.5:1, 1:1 y 4:1, en un volumen
total de 0.1 ml de medio RPMI 1640 + 10% de SFB. Posterior a 48hrs se evalud el efecto citotdxico
mediante el andlisis de bioluminiscencia usando el equipo PROMEGA GloMax® Microplate
Luminometer. En el caso de las células AGS-Luc2 se procedio a su lisis y posterior evaluacion de
luminiscencia afnadiendo 25ulL de D-Luciferina (Promega Beetle Luciferin Potassium salt, Cat: E1601),
dada la expresidn propia de luciferasa. En el caso de la linea celular HaCaT, se realizaron 3 lavados
con PBS 1x para retirar los linfocitos del co-cultivo, y se utilizd el Promega CellTiter-Glo™
Luminescent Cell Viability Assay Kit. Para ambas lineas celulares se usd la siguiente formula para el

calculo de lisis especifica (Brakel et al., 2021):
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spontaneous lysis RLU — test RLU
spontaneous lysis RLU — lysis control RLU

% specific lysis = 100 =

Analisis bioinformatico

Se utilizaron las plataformas GTExPortal (Lonsdale et al., 2013) y TCGA SpliceSeq (Ryan et al., 2012)
para la identificacién de isoformas y expresidon de exones de CD44 en tejido tumoral y sano. La
expresion de genes e isoformas, asi como los andlisis de correlacién entre estos, se realizé a través

de GEPIA2 (Tang et al., 2017).
Analisis bioestadistico

Se utilizé la prueba t de student multiple para realizar la comparacion entre la citotoxicidad generada

por los CAR-Ts en células AGS-Luc2 o HaCaT para los distintos ratios E:T.
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6. Resultados
Andlisis bioinformatico de CD44v6

Con el objetivo de evaluar el potencial alcance de la terapia CAR-T anti-CD44v6 como tratamiento
frente al CG, iniciamos identificando las principales isoformas de CD44 que podrian ser blanco del
CAR-T mencionado. Para ello, analizamos dentro de las plataformas GTExPortal y TCGA SpliceSeq la
estructura de las isoformas humanas de CD44, buscando aquellas donde estuviera presente el exdn
v6 en conjunto con el exdn 18 (transmembrana), logrando con ello la identificacidn de las isoformas
cuya proteina pudiera anclarse a la membrana celular y a su vez ser blanco de la terapia CAR-T
planteada. Dos isoformas cumplieron con ambas caracteristicas, ENST00000428726.6 (hCD44v2-
v10) y ENST00000415148.6 (CD44v3-v10), como se muestra en la Figura 5A. A continuacion,
analizamos las principales isoformas de CD44 presentes en pacientes con CG mediante la plataforma
GEPIA2, observando que la principal isoforma expresada es CD44s, sin embargo, entre las 5 con
mayor expresion también se encontré a la isoforma CD44v3-v10 (Figura 5B). La isoforma hCD44v2-
v10 mostré una muy baja expresidn en pacientes con CG. Lo anterior permite deducir que CD44v3-
v10 podria ser la principal isoforma susceptible a la actividad de la terapia CAR-T anti-CD44v6 en el

CG.

Por otra parte, observamos que la expresién de CD44v3-v10 es significativamente superior en CG
comparado con tejido gastrico sano (Figura 5C). Ademas, la expresion de CD44v3-v10 muestra una
correlacién baja pero estadisticamente significativa con la expresion de HIF-1a, GSK3-f, STAT3 y el
transportador ABCC1 (Figura 5D), proteinas clave en la funcién y sefalizacién asociada a CTCs. Lo
anterior hace posible sugerir que la isoforma CD44v3-v10 podria guardar relacién con CTCGs y por

lo tanto permitir su identificacion.

Para evaluar la posible especificidad de nuestro CAR-T analizamos la expresién de las isoformas
hCD44v2-v10 y CD44v3-v10 en los diversos tejidos humanos sanos y tumorales, observdandose que
la expresion de ambas isoformas es desdefiable en la mayor parte de los tejidos a excepcion de piel,
cabezay cuello, eséfago, y vejiga, donde es significativa su expresién (Figura 5E, flecha azul) aunque
esta no supera los 60 TPM (Transcritos por millén); resultado que coincide con lo descrito en la

literatura (Casucci et al., 2013).
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Figura 5. Analisis bioinformatico sobre la expresion de CD44v6 en el CG y tejido sano. A) Identificacion de isoformas de
CD44 portadoras del exdn v6 y transmembrana marcadas con un recuadro rojo. B) Las isoformas CD44s y CD44v3-v10 son
de las principales expresadas en CG. C) Expresidon de CD44v3-v10 en tejido gastrico tumoral y normal. D) Correlacion entre
la expresion de CD44v3-v10 y HIF-1a, STAT3, GSK3B y ABCCL. E) Expresion de CD44v3-v10 en tejidos sanos y tumorales.
Se muestra con flechas azules los sitios de tejido normal con expresion significativa. La expresion de CD44v3-v10 se indica
con una flecha roja. F) Expresidén de CD44 (izquierdo) y de ICAM-1 (derecha) en los diversos tejidos tumorales y normales

del cuerpo humano.

Cabe resaltar que la expresién de CD44v3-v10 en el CG (Figura 5E, flecha roja) resulta baja al
compararla con otros tipos de cancer, sin embargo, es de recordar que la presente investigacidon no
busca un antigeno que se encuentre ampliamente expresado en el CG, sino un antigeno que permita
reconocer CTCGs de manera especifica, aunque esto involucre tener una baja expresién en el tumor.
Por otra parte, si bien CD44v3-v10 se encuentra expresado significativamente en 4 tipos de tejido
sano, esta expresion es relativamente baja. Ademas, al analizar la expresion de CD44 total se puede
observar que es elevada en la mayoria de los tejidos (oscilando entre 0-400 TPM), e incluso al
analizar marcadores como ICAM-1 (usado por otros autores como objetivo terapéutico de CAR-Ts
en CG) se observa que su expresidon también es significativa en la mayoria de los tejidos (sobrepasa
150 TPM en pulmdn) y baja en el CG (Figura 5F). Esto deja ver que el enfoque terapéutico usando

CAR-Ts anti-CD44v6 en el CG podria brindar una adecuada especificidad.

Clonacion y Aislamiento del Plasmido Lentiviral

Para proceder a la sintesis del CAR-T anti-CD44v6, inicialmente se cloné el plasmido pLenti-EF1a-C-
MGFP-P2A-Puro portador de la secuencia CAR (Figura 6A), para su posterior purificacion mediante
Miniprep y confirmacion de su peso molecular mediante electroforesis. Se observa en la Figura 6B
que el plasmido digerido con la enzima BamH1 coincide con el peso molecular esperado del
plasmido (9,863pb). De manera interesante el plasmido no digerido migra como si presentara un

menor peso molecular, probablemente debido al super-enrollamiento de este.
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Figura 6. Estructura y clonacién del plasmido lentiviral portador de la secuencia CAR. A) Estructura del pldsmido lentiviral
y el constructo de la secuencia CAR anti-CD44v6. B) Electroforesis del plasmido lentiviral linearizado con enzima BamH1,
obtenido a partir del producto de miniprep. VL: Cadena variable ligera, VH: Cadena variable pesada, DIC: Dominio

intracelular.

A continuacién, se inoculd 200ml de medio liquido LB — Cloranfenicol (34ug/ml) para
posteriormente purificar el plasmido mediante Maxiprep, obteniéndose 1 ml de plasmido lentiviral

con concentracion de 1,348.23ng/uL.

Produccidn y Titulacién Lentiviral

Haciendo uso del plasmido pLenti-EF1a-C-mGFP-P2A-Puro y los pldasmidos de empaquetamiento
pCMV-dR8.2dvpr y pCMV-VSV-G, se realizé la transfeccidén de células HEK293T para la produccion
lentiviral. Posterior a la incubacién durante 72hrs, se usé microscopia de fluorescencia para
confirmar la transfeccidn mediante la evaluacion de GFP y posterior recuperacion del sobrenadante

(Figura 7).
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Figura 7. Microscopia de fluorescencia de células HEK293T transfectadas con plasmido lentiviral portador de secuencia
para GFP. A) Células HEK293T sin transfectar; B) Células HEK293T transfectadas en zonas de alta confluencia, C) Zona de

baja confluencia, D) Acercamiento a células individuales transfectadas.

Para evaluar el titulo viral del sobrenadante concentrado se realizé la transduccién de células
HEK293T con factores de dilucion de 5, 50, 100 y 200. Se muestra en la Figura 8 la evaluacién de GFP
mediante citometria de flujo 72hrs post-infeccién. Tras la realizacién de 3 repeticiones se encontré
que el factor de dilucién de 5 muestra una media de 10.38% de células GFP* (Figura 8F), cifraidénea
para calcular el titulo viral (TU, del inglés Transduction Units) segun lo reportado en la literatura (MD
Anderson Cancer Center, 2022; Qu & Yang, 2021). El calculo del UT (Unidades de Transduccidn) se
presenta en la ecuaciéon 1 (Hitt et al., 2000), donde N=NuUmero de células transducidas, P=Porcentaje

de células GFP*, V= Volumen lentiviral usado, y D=Factor de dilusion.

Ecuacion 1:

N x P
) Uty _
Titulo (ﬁ) =V+D
193,333 * 10.38
. UT _ )
Titulo (ﬁ) = 02 =5

Titulo = 2,087,997 *Y
ml
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Figura 8. Citometria de flujo para la titulacion viral sobre células HEK293T. A-E) Se observa un ensayo representativo para
la evaluacion de GFP en las distintas condiciones de transduccidn segun la dilucidn del sobrenadante lentiviral. F) El grafico

muestra el porcentaje de transduccién de cada condicidn posterior a unan = 3.

Eficiencia de Transduccién en Linfocitos T humanos

Obtenido las UT del lentivirus vector se procedid al aislamiento y activaciéon de linfocitos T
provenientes de sangre periférica de donadores sanos, observandose en la Figura 9 que durante el
segundo dia post-activacidn se presenta una morfologia celular que coincide con las caracteristicas

reportadas para linfocitos T activados (Xie et al., 2017).
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Figura 9. Micrografia de linfocitos T humanos durante el segundo dia post-activacion. A) Bajo un aumento de 100X, se
observa la formacidn de agregados celulares esféricos. B) Las células individuales muestran una morfologia alargada e

irregular observable a mayor detalle en con un aumento de 200X.

Tras 48hrs post-activacion se procedio a la transduccion de los linfocitos T para la generaciéon de
CAR-Ts. La evaluacion de la eficiencia de transduccion se realizé usando condiciones de MOl de 0.5,
1, 2 y 4 (n=2). La Figura 10 muestra un aumento progresivo del porcentaje de linfocitos T positivos
para GFP, segun el aumento en el MOI, observandose (Figura 10F) que la mayor eficiencia de
transduccion se genera con un MOI = 2, condicién que genera una media de 15.98% células T

portadoras de la secuencia CAR.
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Figura 10. Eficiencia de transduccidn en linfocitos T humanos. A-E) Andlisis de citometria representativo que muestra el
porcentaje de linfocitos T GFP* seguin el MOI utilizado. F) Gréfico de lineas y puntos donde se observa que el maximo de

células GFP* se obtiene con un MOI = 2.

Evaluacioén del efecto citotoxico de los CAR-Ts sobre cultivos celulares de
cancer gastrico

Una vez transducidos los linfocitos, se procedié a su amplificacién mediante cultivo en medio
TexMacs suplementado con IL-2 durante 7 dias post-transduccién. Previo a la evaluacion del efecto
citotéxico de los CAR-Ts, se procedié a determinar la viabilidad celular de estos linfocitos, con la

intencién de verificar un adecuado estado de la terapia. Tras realizar ensayos de viabilidad celular
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usando Zombie Violet, las citometrias mostraron una media de 84.5 % de células viables dentro de
los cultivos transducidos (Figura 11A y D), asi como 97.35 % en los linfocitos control sin transducir
(Figura 11B y D). Ademas, seleccionando Unicamente las células GFP+ en los cultivos transducidos
se pudo observar que estas mantienen un 81.55 % de viabilidad (Figura 11C y D). Esto comprueba
que los CAR-Ts anti-CD44v6 que fueron generados tienen una viabilidad celular suficiente para su

uso en pruebas in vitro y clinicas.

11 1 1k
GFP-A, S5C-A subsst
19,2%
800+ 800+ 800+
500 | 500 - 500
< < <
(=] (-] o
A A A
400 - BV421-A S5C-A subset 4009 Byaa1-A S8C-A subssl 400
98.5% 76.1%
200 200
0 0 0
0Ty Ty Ty IR T CRRTARAET AT
10 10 10 100 10 10 10 107 100 10 10 10 107 100 10
Zombie Violet Zombie Violet GFP
! =

BY421-A, SSC-A subset

sl 1%

G600

SSC-A

400

% Viabilidad celular

200+

PR T ™ T
10 10 107 10 10

T Zombie Violet

Figura 11. Evaluacion de viabilidad celular en CAR-Ts y linfocitos control. Citometria de flujo con evaluacién de viabilidad
celular mediante Zombie Violet en A) linfocitos T sin transducir, B) linfocitos T transducidos totales, C) CAR-Ts y D) Grafico

comparativo entre el promedio de la viabilidad celular de las poblaciones de linfocitos T evaluadas (n=3).

En el dia 7 post-transduccién se realizaron co-cultivos entre células AGS-Luc2 y los CAR-Ts o
linfocitos control durante 48 horas. Para este ensayo se utilizaron relaciones E:T de 0.5:1, 2:1, y 4:1.
La citotoxicidad evaluada por luminiscencia muestra un patron dosis-respuesta (Figura 12E) que
incluso es posible apreciar por microscopia. Usando un E:T de 0.5:1 se observd una citotoxicidad
media de 60.16 %, con disminucién discreta del drea cubierta por células AGS-Luc2 en monocapa
(Figura 12B). Con relaciones E:T de 2:1 se obtuvo un citotoxicidad media de 85.55 %, percibiéndose
al microscopio muy pocas células tumorales que en su mayoria muestran una morfologia anormal

(Figura 12C). Finalmente, con la relacidén 4:1 se obtuvo una citotoxicidad media de 95.4 %, con una
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eliminacion de células tumorales facilmente observable por microscopia (Figura 12D). Por otra
parte, la citotoxicidad inespecifica generada por los linfocitos T sin transducir fue de 5.13%, 9.8% y

11.56%, respectivamente para las relaciones E:T de 0.5:1, 2:1 y 4:1 (Figura 12E).
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Figura 12. Efecto citotdxico de los CAR-Ts anti-CD44v6 sobre células AGS-Luc2 a 48 horas. A) Control de células AGS-Luc2
sin CAR-Ts o linfocitos control. B) Co-cultivo con E:T de 0.5:1. C) E:T de 2:1. D) E:T de 4:1. E) Grafico del porcentaje de

citotoxicidad generada por los CAR-Ts y los linfocitos T sin transducir a las distintas relaciones E:T (n=3).

Evaluacidn de la citotoxicidad de los CAR-Ts sobre cultivos de células HaCaT

Tras confirmar la actividad citotoxica de los CAR-Ts sobre células AGS, se buscd evaluar la
especificidad de la terapia. Para ello se tomaron en cuenta los andlisis bioinformaticos generados
previamente (Figura 5E), donde se establecié que el tejido sano con una de las mayores presencias
de la isoforma CD44v3-v10 es la piel. Con esto en mente, se buscé evaluar el efecto citotdxico del
CAR-T anti-CD44v6 en la linea celular HaCat, caracterizada por células inmortalizadas de
queratinocitos humanos, intentando de esta forma visualizar el efecto citotdxico maximo que podria
generar este CAR-T en tejidos no-objetivo. En la Figura 13A se puede observar el porcentaje de
citotoxicidad generada por los CAR-Ts vy linfocitos T sin transducir, sobre células HaCaT con las
relaciones E:T previamente utilizadas con la linea celular AGS. Con un E:T de 0.5:1 se observd una
citotoxicidad de 9.39%, mientras que con las relaciones 2:1 y 4:1 fue de 44.75% y 67.97%,

respectivamente.
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Figura 13. Efecto citotdxico de la terapia CAR-T sobre células HaCat a 48horas. A) Citotoxicidad sobre células HaCat con
E:T de 0.5:1, 2:1y 4:1 usando CAR-Ts anti-CD44v6 o linfocitos sin transducir (n=3). B) Grafico comparativo entre el efecto
de la terapia CAR-T sobre células tumorales AGS y células inmortalizadas HaCat. Evaluacion de CD44v6 mediante

citometria de flujo en células AGS y HaCaT (n=3), mostrando: C) el porcentaje de células positivas y D) la intensidad de

fluorescencia media para el marcador.
Al comparar los resultado de citotoxicidad obtenidos con células AGS y HaCat se puede observar
una marcada diferencia que se acentua al reducir la dosis, encontrandose diferencia significativa en

todas las relaciones E:T (Figura 13B).

Con el objetivo de evaluar si la diferencia en el efecto citotéxico entre células AGS y HaCaT se
relaciona con el nivel de CD44v6, se evalud por citometria de flujo el porcentaje de células positivas

e intensidad de fluorescencia media (IFM) para este marcador en ambas lineas celulares. En células
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AGS se obtuvo una media de 8.13% positivas con IFM de 663.3 unidades, mientras que en HaCaT se

obtuvieron 2.85% de células positivas y 591.6 unidades de IFM (Figura 13Cy D).

7. Discusion

La presente investigacidon parte de la intencién de proponer una nueva terapia contra el CG que
cumpla los requisitos de alta especificidad y eliminacién de subpoblaciones tumorales clave en la
progresidon/quimiorresistencia tumoral. Como se mostrd, la problematica inicial fue confirmar si el
marcador CD44v6 se encontraba principalmente en células tumorales de CG, y no en diversos tejidos
sanos. Esto nos llevé a encontrar que dentro de los datos de secuenciacidn genética no existe
descrita como tal una isoforma de CD44 con Unicamente el exédn v6 como exdn variante, sino que
existen diversas isoformas que lo contienen, pero nunca como exén variante Unico. Ademas, las
variantes CD44v3-v10 y hCD44v2-v10 son las Unicas que contienen este exdn v6 en conjunto con el
dominio extracelular, transmembrana e intracelular, es decir, que son capaces de ser reconocidas a

nivel extracelular, estar ancladas a la membrana y generar sefializaciones a nivel intracelular.

Este fue un hallazgo inesperado, debido a que en la literatura se describe a CD44v6 como una
isoforma que contiene la misma estructura de CD44s pero con la presencia del exdn variante v6 (Z.
Wang et al., 2018). Sin embargo, no existe descrito un nombre estandarizado para la isoforma y por
lo tanto es imposible buscarla en bases de datos gendémicas. Pero esta discordancia con lo
previamente descrito es posible, y probablemente se deriva de las metodologias utilizadas por otros
autores para el analisis o evaluacién de CD44v6. La mayor parte de los estudios de CD44v6 generan
analisis basados en anticuerpos monoclonales (Western blot, inmunofluorescencia, citometria de
flujo) y RT-PCR, técnicas que muestran simplemente la presencia o ausencia del exén v6, mas no
describen la presencia/ausencia de otro tipo de exones variantes en la misma isoforma (Fang et al.,
2016; L. Lv et al., 2016; Pereira et al., 2020; Tempfer et al., 1996; Todaro et al., 2014; Y. Y. Xu et al.,
2017). Con estos resultados bioinformaticos pudimos darnos cuenta de que nuestro CAR-T dirigido
contra el exén v6 de CD44 no atacaba a una sola isoforma, sino que es capaz de atacar al menos a 2

isoformas en el cdncer géstrico.

En 2013 Casucciy colaboradores realizaron la primera evaluacién del efecto anti-tumoral de CAR-Ts
anti-CD44v6, evaluando su efecto sobre blastos primarios de pacientes con leucemia mieloide

aguda. Usando relaciones E:T de 1:5 durante 4 dias observaron un indice de eliminacion de 67%, sin
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embargo, al utilizar lineas celulares de mieloma (U266 y MML1.S) el indice fue menor al 20% en
ambos casos. De igual manera, Casucci observd que tras el co-cultivo entre los CAR-Ts vy
queratinocitos primarios no se generaba actividad citotdxica a bajos E:T (menores a 1:5), sin
embargo con relaciones E:T de 1:1 y 5:1 se mostrd una fuerte citotoxicidad casi comparable con lo

generado en células tumorales (Casucci et al., 2013).

En la presente investigacion se utilizd la linea celular HaCat para evaluar el efecto de los CAR-Ts
frente a queratinocitos, observandose un efecto citotdxico concentracidon-dependiente. Si bien lo
reportado por Casucci en queratinocitos primarios parece casi el doble de la citotoxicidad descrita
en esta investigacion usando células HaCaT, es necesario recordar que el tiempo de co-cultivo es
distinto, ya que Casucci realizd este experimento durante 4 dias de co-cultivo, mientras que en esta
investigacion se evalud la citotoxicidad a 48 hrs, por lo que tomando en cuenta este factor parecen
coincidir los resultados. Esto sugiere que, para evitar efectos citotdxicos en células sanas los CAR-Ts
anti-CD44v6 probablemente debieran utilizarse dosis bajas de la terapia, aunque esto signifique no
poder eliminar toda la masa tumoral. Sin embargo, cabe recordar que este nunca fue el objetivo de

la terapia, ya que se busca la eliminacién de células clave en la progresidn y resistencia tumoral.

De manera similar, Haist y colaboradores evaluaron el efecto de CAR-Ts dirigidos contra CD44v6 en
lineas celulares de cancer de cabeza y cuello. Ellos observaron un efecto citotdxico distinto en cada
linea celular evaluada (UT-24A, UM-11B, UM-14C), con porcentajes de lisis que van desde el 50-
100% usando E:T de 3:1 durante 24hrs. Tal citotoxicidad fue directamente proporcional a la
intensidad de fluorescencia media para CD44v6 en analisis por citometria de flujo (Haist et al., 2021),
lo cual tiene similitud con lo reportado en este trabajo, donde la citotoxicidad en células AGS es
mayor que en HaCaT aparentemente por la diferencia en el porcentaje de células positivas a
CD44v6. Por otra parte, esta discusion deja al descubierto una de las limitantes para nuestra
investigacion: la evaluacién del efecto de nuestros CAR-Ts en una sola linea celular de CG. Dado que
el efecto de este tipo de CAR-Ts es dependiente de la presencia de CD44v6 en las células objetivo,
se requiere probar su efecto en otras lineas celulares de CG con menor presencia del marcador e
incluso en cultivos primarios de CG para tener un mejor panorama de los alcances de esta terapia

en pacientes con CG.

Si bien experimentos previos han mostrado que en pacientes con CG es bajo en nimero de células
tumorales positivas a CD44v6 (1.67%), pudiéndose esperar con ello una baja actividad anti-tumoral

por parte de la terapia CAR-T propuesta, lo cierto es que recientes investigaciones con CAR-Ts anti-
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CD44v6 han mostrado tener una fuerte actividad anti-tumoral en modelos in vivo de cdncer de
ovario (Porcellini et al., 2020), que como se describe en nuestro analisis bioinformatico presenta
una expresion baja de CD44v6, incluso menor que en CG (Figura 5E — cddigo OV). Esto Ultimo parece
ser contradictorio con lo hasta el momento discutido, ya que al haber baja expresion de CD44v6
esperariamos un bajo efecto anti-tumoral, sin embargo, tal discordancia también es algo que
observamos en esta investigacion. Nuestras evaluaciones de CD44v6 en células AGS mediante
citometria de flujo nos mostraban una media de 8.13% de células positivas para este marcador, sin
embargo, incluso a relaciones E:T de 0.5:1 se logré una citotoxicidad del 60.16%. Tal efecto no se
observé de la misma manera en co-cultivos con células HaCaT, donde se esperaba citotoxicidad de
2.85% y se observé de 9.39%. Esto podria suponer que el efecto anti-tumoral de los CAR-Ts anti-
CD44v6 es “en parte” dependiente del nivel de CD44v6 en las células tumorales, pero también

debido a otros factores que impulsan un efecto anti-tumoral mayor al esperado.

En la literatura es ampliamente descrito que las CTCs modulan en microambiente celular ya sea
mediante interacciones célula-célula, o bien a mediante la liberacién de diversas moléculas pro-
tumorales, entre las que podemos encontrar citocinas (IL-6, IL-8, IL-1B, TGF- B), micro ARNs (miR-
34a, miR-21, miR-155), factores de crecimiento (VEGF, FGF, PDGF), y activadores de vias de
sefializacion pro-tumorales (SHH, HIF1) (Lopez de Andrés et al., 2020). Tales interacciones pueden
afectar a células del sistema inmune, pero también a células tumorales no-troncales (Mateo et al.,
2014; Suzuki et al., 2022). De esta manera, es posible que la eliminacidn de una poblacién de CTCGs
CD44v6+ podria estar regulando a la baja sefiales pro-tumorales, provocando con ello dificultades
en la sobrevida y proliferacién de células tumorales no-troncales que ya de por si se encuentran

frente a un microambiente hostil generado por los CAR-Ts.

Por otra parte, dentro de las limitantes que muestra esta investigacion se encuentra la baja
eficiencia de transduccién que se obtuvo en linfocitos T primarios. Mientras que nuestra
metodologia mostro una eficiencia de transduccidn de 15.98%, otros autores reportan eficiencias
de transduccion mayores al 40% (Casucci et al., 2013; Jung et al., 2020). Ante ello, nos vimos en la
necesidad de utilizar una alta cantidad de linfocitos T (transducidos y sin transducir) para alcanzar
las relaciones E:T requeridas. Tal situacion explica la relativamente alta citotoxicidad inespecifica
generada por linfocitos T sin transducir, que regularmente se reporta como menor a 20% (Casucci

et al., 2013), y que en el presente trabajo llegd a ser de 30.94% en co-cultivos con células HaCat.
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Esto nos deja con la necesidad de optimizar la metodologia para la generacidn de CAR-Ts en futuras

fases de la presente investigacion.

Sin embargo, a pesar de las limitaciones mencionadas y las diversas dreas de oportunidad, esta
investigacion brinda pruebas para sustentar la evaluacién in vivo de este CAR-T anti-CD44v6.
Ademas, derivado de su especificidad (y con ello su baja probabilidad de efectos adversos severos),
podria contemplarse su uso combinado/secuencial con otra terapia sistémica, con el objetivo de
complementar la actividad anti-tumoral. Esta idea de terapia combinada o secuencial se sustenta
ademas mediante el modelo de células troncales, donde al eliminar CTCGs usando la terapia CAR-T

permanecen células no-troncales que pueden ser facilmente eliminadas con terapias clasicas.

Finalmente, esta investigacion brinda avances tecnoldgicos en el desarrollo de CAR-Ts en México,
una terapia cuya sintesis requiere considerables recursos y conocimientos, que actualmente son

casi inexistente en el pais.

8. Conclusiones

En conclusién, en esta investigacidon se demostré que CD44v3-v10 es la principal isoforma que
presenta el exdn v6 y un dominio transmembrana, encontrandose en pacientes con CG pero no en
la mayoria de los tejidos no tumorales, por lo que tal especificidad lo hace un buen objetivo

terapéutico para terapias CAR-T.

Por otra parte, con la metodologia aqui descrita fue posible la generaciéon de CAR-Ts anti-CD44v6
funcionales y con adecuada viabilidad celular, aunque se requiere optimizar el proceso de
transduccion para lograr una mejor eficiencia. Durante experimentos in vitro, esta terapia logré un
fuerte efecto anti-neopldsico sobre células de cancer gastrico, con bajos efectos citotdxicos sobre
queratinocitos inmortalizados. Los resultados aqui presentados permiten contemplar una siguiente
fase de estudio en modelos in vivo para evaluaciones de efectividad y efectos adversos, en pro de

proponer una nueva opcion terapéutica para el CG.
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