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Presentacion

as terapias celulares han protagonizado la Conferencia-debate de la Fundaciéon Ramoén Areces-Springer

Nature, que en la presente edicion ha recuperado su formato presencial y ha captado el interés masivo de profe-

sionales sanitarios, investigadores y, sobre todo, jovenes estudiantes e investigadores, interesados en conocer las
nuevas oportunidades que surgen de la ingenieria genética y la inmunoterapia. Y, todo ello, de la mano de expertos de
referencia y de renombre internacional: Luca Biasco, Evelyn Ullrich, Elena Garralda y Omid Veiseh. Cada uno
de ellos, desde su ambito particular de investigacion e interés académico, cientifico y clinico, ha compartido en este
foro sus experiencias y ha expuesto sus estudios, puntos de vista, inquietudes y esperanzas.

Como se ha puesto de relieve en esta sesion cientifica, las terapias celulares han experimentado un crecimiento extraor-
dinario en su aplicacién clinica en los altimos afios. Y gracias a las nuevas técnicas de ingenieria genética, se posicionan
como un tratamiento lider para la cura de ciertos tipos de cancer, asi como de algunas enfermedades neuroldgicas y
autoinmunitarias. En concreto, en esta 15.* Conferencia se ha profundizado en las aplicaciones clinicas actuales de
la terapia celular para el tratamiento del cancer y se han mostrado los avances en el conocimiento del sistema inmu-
nitario, unos progresos que han permitido el disefio de estrategias mas seguras y la aplicacion de técnicas de modifica-
cién gendmica mas eficaces. El encuentro también ha servido para debatir y reflexionar sobre las perspectivas futuras
que esta tecnologia ofrece para hacer frente a enfermedades que, hasta ahora, se consideraban incurables. Y es que los
progresos constantes que se documentan en relacion con las terapias celulares se postulan como un pilar sélido sobre
el que se asentaran muchos de los tratamientos del futuro contra enfermedades como el cancer.

Esta decimoquinta edicién del Ciclo de Conferencias y Debates en Ciencias, que organizan conjuntamente la
Fundacién Ramén Areces y Springer Nature, pone el foco este ailo en las terapias celulares y en las enormes oportuni-
dades que se vislumbran en este ambito gracias a los progresos alcanzados en la ingenierfa genética y la inmunoterapia.

En ediciones previas, se habian abordado en estos ciclos otros temas de interés cientifico, como las pruebas genéticas,
las aportaciones médicas de la nanotecnologia, la medicina personalizada, las enfermedades autoinmunitarias, las
enfermedades infecciosas emergentes, los avances en diabetes mellitus tipo 2, los retos y progresos en medicina rege-
nerativa, las enfermedades neurodegenerativas y, el ailo pasado, se profundizé en la captura del CO, atmosférico.

En esta ocasién, tanto la Fundacién Ramoén Areces como Springer Nature hemos considerado la necesidad de tratar
el tema de las terapias celulares por varios motivos, todos ellos de especial relevancia. Las terapias celulares basadas
en la administraciéon de células modificadas para combatir la enfermedad se han erigido en un recurso que ha experi-
mentado en los tltimos aflos un enorme crecimiento en su aplicacion clinica. Son muchos los ejemplos de éxito que
ya se conocen, como el empleo de células genéticamente alteradas (como las CAR-T) para atacar diferentes tipos de
tumores, o las células madre para tratar, por ejemplo, la cérnea daftada. Precisamente, el principal objetivo de esta
jornada ha sido contar con la aproximacion cientifica clinica mds sobresaliente para mostrar algunas experiencias
de éxito con terapias basadas en células modificadas para el tratamiento de linfomas y canceres solidos. Creemos
sinceramente que, gracias a la colaboracién de Springer Nature, lo hemos logrado.

José Maria Medina
Consejo de Ciencias de la Vida y de la Materia
Fundacion Ramon Areces, Madrid, Espafia




Presentacion

ras dos afios de formato online, la 15.* Conferencia-debate en Ciencias de la Fundaciéon Ramoén Areces

y el grupo Springer Nature recupera su formato presencial. En la presentacion del afio pasado, cuando

por segundo afio consecutivo la pandemia nos obligo a cefiirnos al formato online, desedbamos poder
volver a ver el auditorio lleno de apasionados por la ciencia. Nos alegramos de que, gracias —entre otros fac-
tores— a los avances de la biotecnologia aplicada a las vacunas, hayamos casi superado la pandemia de la
COVID-19 y podamos volver a disfrutar de esta jornada en su formato tradicional.

Este afio se abordan los progresos registrados en el ambito de las terapias celulares, con ponentes que
muestran los ltimos avances en el campo de la inmunoterapia y la ingenieria genética. Los que habéis
asistido a estas conferencias a lo largo de los afios, reconoceréis en esta tematica nuestra pasiéon por ahondar en
el conocimiento de nuestras propias células para tratar enfermedades, como cuando hace casi una década revi-
samos los avances en medicina regenerativa o, mas recientemente, nos acercamos al estudio de los organoides
como posibles nuevas vias de tratamiento.

Los avances en terapia celular y en terapia genética, hoy dia, discurren en paralelo. Aunque durante décadas la
terapia génica no habia conseguido la suficiente eficiencia y seguridad para demostrar un claro beneficio clinico,
las mejoras introducidas en las técnicas de modificacion genética de las células de nuestro sistema inmunitario
han permitido avanzar en su utilizacién para tratar canceres hematoldgicos y tumores solidos.

En Springer Nature estamos comprometidos con difundir y hacer llegar los tltimos avances cientificos al publico
en general, ademas de fomentar y ser vehiculo del didlogo entre los cientificos académicos, la industria privada y
la sociedad. Por ello, a lo largo de este afio hemos publicado una serie de colecciones centradas en la ingenieria
genética, tanto de vectores virales como de células inmunitarias, dentro de la serie “Collections” de las revistas
Nature. Estas publicaciones atinan, no solo el estudio desde la ciencia basica, sino también su aplicabilidad en
empresas biotecnoldgicas y farmacéuticas, todo ello para facilitar la introduccion de estas nuevas terapias en la
practica clinica rutinaria.

Un afio mas, agradecemos a la Fundacion Ramoén Areces la oportunidad de colaborar en estas conferen-
cias. Damos las gracias a su Comité Cientifico, representado por los profesores Emilio Bouza y José Maria
Medina, por vuestro compromiso con el avance de la ciencia y la medicina que nos acerca, cada afio, a tematicas
sumamente interesantes. Agradecemos también al Director General de la Fundacidn, el Sr. Raimundo Pérez-
Hernandez y Torra, y al Sr. Manuel Azcona, Director de Comunicacioén, la confianza depositada en nosotros
para seguir organizando estas jornadas de las que tanto disfrutamos.

Por tdltimo, quisiera agradecer a los ponentes Luca Biasco, Evelyn Ullrich, Elena Garralda y Omid Veiseh
que se hayan desplazado hasta Madrid para compartir con nosotros estas conferencias y su visiéon de las tera-
pias celulares. Desearia asimismo resaltar la labor en este evento de Erika Pastrana, Directora Editorial de las
revistas Nature; sin duda, es un honor contar con tu buen hacer y pasién por la ciencia.

Soledad Santos
Directora Editorial Iberia y Latinoamérica
Springer Healthcare, a Springer Nature business
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Erika Pastrana
Directora Editorial de Nature Journals
Nueva York, EE.UU.

Erika Pastrana es licenciada en Bioquimica y Biologia
Molecular por la Universidad Auténoma de Madrid y se
doctoré en Neurociencia en la Universidad Auténoma
de Madrid, donde investigé los mecanismos que pro-
mueven la regeneracion axonal en modelos animales
de lesiones del sistema nervioso. Tras su tesis doctoral,
Erika realiz6 su trabajo posdoctoral durante cuatro afios
en la Universidad de Columbia, en Nueva York, estu-
diando la neurogénesis y los mecanismos de progresion
de linaje neuronal en ratones adultos.

Comenzé su carrera editorial en 2010 como redactora
en Nature Methods, donde se encargé del area de las
neurociencias, trasladandose en marzo de 2014 a la
revista Nature Communications como Team Manager. En
abril de 2017 comenzé6 como Executive Editor dentro de
la division de Nature Research Journals y, en 2019, como
Editorial Director de las revistas Nature, siendo respon-
sable de la gestion y la direccién editorial de ciencias
aplicadas y quimica, que incluyen Nature Biotechno-
logy, Nature Medicine, Nature Biomedical Engineering,
entre otras, y mas recientemente de Nature Electronics,
Nature Mental Health y Nature Machine Intelligence.

Erika forma parte del equipo directivo de Nature Research
y es responsable del desarrollo y la aplicacion de nuevas
politicas editoriales, practicas y flujos de trabajo.
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Introduccion

sta es la séptima vez que tengo el honor de ejercer como moderadora de un evento

tan importante. En esta nueva edicion de la Conferencia-debate en Ciencias,

que organizamos conjuntamente la Fundacion Ramoén Areces y el grupo Springer
Nature, contamos con cuatro expertos mundiales en el campo de las terapias celulares, que
resumen sus ultimos descubrimientos y exponen sus opiniones.

Las terapias celulares, basadas en la administracion de células para combatir una enfer-
medad, han experimentado un crecimiento extraordinario en su aplicacién clinica en los
ultimos anos. Las primeras aplicaciones de la terapia celular en humanos comenzaron en
1950, basadas en el trasplante de médula dsea para tratar a pacientes con canceres hema-
tologicos.

El éxito de estos tratamientos proporciond afios de evidencia del potencial de las células
como agentes para tratar enfermedades.

Con la aprobacion del uso de células CAR-T (chimeric antigen receptor T cells), genética-
mente alteradas para atacar leucemias y linfomas, y su éxito para tratar cdnceres solidos
y liquidos, este campo ha experimentado una explosion sin precedentes y estd permitién-
donos alcanzar el hito de convertir el cancer en una enfermedad curable.

En estas conferencias se sintetizan avances recientes en el uso de células hematopoyé-
ticas alteradas genéticamente para tratar enfermedades genéticas. También se abordan
en detalle los progresos clinicos en la inmunoterapia. Se destaca como el uso de los
biomarcadores y la ingenieria genética aplicados a las terapias celulares se alzan como
nuevas promesas terapéuticas personalizadas.
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Nuevas dianas celulares y estrategias de
administracion para la terapia génica de células
madre y progenitoras hematopoyéticas

Dr. Luca Biasco

Sana Biotechnology, Cambridge, Massachusetts, EE.UU., y University College of London, Londres, Reino Unido

grama de I+D de la empresa de terapia génica Sana

Biotechnology, con sede en Cambridge, Massachu-
setts (EE.UU.). Ademas, es profesor del University College
of London dentro del Programa de Terapia Génica del Insti-
tuto de Salud Infantil del Hospital Great Ormond Street.

l uca Biasco es actualmente director ejecutivo del pro-

El Dr. Luca Biasco formé parte del grupo cientifico que
desarrollé la primera terapia génica con células madre
ex vivo aprobada comercialmente en el mundo (Strimvelis™,
distribuida por GSK). También fue consultor de GSK en el
estudio de la seguridad de la terapia génica con lentivirus
para el sindrome de Wiskott-Aldrich.

En el Boston Children’s Hospital/Dana Farber Cancer Insti-
tute ha sido responsable del equipo del estudio de la segu-
ridad de vectores del programa de terapia génica. Ademas,
en la Facultad de Medicina de Harvard dirigi6 un labora-
torio de investigacion centrado en las propiedades de tera-
pias génicas en células madre y su comportamiento in vivo
tras la infusién en humanos.

El Dr. Biasco detalla en su ponencia los avances en el
uso de las células madre hematopoyéticas (HSC, hema-
topoietic stem cells) gracias a la terapia génica y presenta las
ultimas técnicas de administracion in vivo.

Como explicd, la hematopoyesis adulta en humanos esta
organizada de forma jerarquica. En la cima tenemos las
HSC, que se generan en la médula dsea y, junto a ellas,
los progenitores multipotentes, ambos tipos de células
pueden sobrevivir mucho tiempo y producir todas las
células sanguineas. Por debajo estan los progenitores eri-
troides, linfoides y mieloides, que generan células de una
rama concreta de la hematopoyesis.

Los defectos genéticos que afectan a ramas de diferenciacién
especifica derivan en fallos en la reproduccién de ciertos
grupos celulares (neutrdfilos, monocitos, linfocitos, etc.).

A
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Dr. Luca Biasco

De esta forma, se plantea que la terapia génica
dirigida al compartimento CD34+, en el que
se incluyen las HSPC, podria cambiar el curso
marcado por los defectos genéticos.

La manera mds comun de llevar a cabo esta terapia es
aislar las células CD34+ del paciente para anadirles un
vector lenti/retroviral con carga ttil genética, de modo
que se incluye la copia genética correcta del gen mutado.
A continuacion, se expanden las células CD34+ in vitro en
un medio selectivo que contiene citocinas para potenciar la
transduccion. Finalmente, las células CD34+ transducidas
son reinfundidas al paciente. Antes de esta reinfusion, al
paciente se le administran dosis bajas de quimioterapia para
facilitar la proliferacion de las células modificadas.
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Los vectores mas usados en este tipo de terapia son los
lenti/retrovirales, ya que:

1) poseen una bicapa lipidica que permite su fusién con
las células (vector mds usado: el VSV-G);

2) integran de forma permanente los genes terapéuticos
en el genoma del huésped con la incorporacién de un
provirus y un complejo integrasa en el nucleo de las
células hospedadoras, lo que hace que tanto las células
tratadas como sus descendientes tengan el gen terapéu-
tico integrado; y

3) laintegracion de la informacién genética vectorial en el
genoma se realiza de forma segura y semialeatoria, ya
que el vector puede elegir cualquier lugar para insertar
el material genético.

¢Cémo podemos usar esta distribucion
semialeatoria para rastrear el destino de las
células modificadas?

Cada célula tendra un lugar de insercién Gnico comple-
tamente diferente del resto de lugares de insercion de las
otras células modificadas, y sera el mismo en sus des-
cendientes. En cada una de estas células se encuentra un
“codigo de barras” estable.

Tras haber infundido al paciente con las células modifi-
cadas y hacer un seguimiento, se pueden recoger muestras
de sangre periférica que tendran células derivadas de las
células madre, mediante una técnica denominada “analisis
del lugar de insercion”. Este proceso se puede monitorizar
en el paciente a lo largo del tiempo y determinar cuantos
lugares de insercién comparten las diferentes poblaciones
celulares. La abundancia (cantidad de células que pre-
sentan exactamente el mismo lugar de unién al derivar de
la misma HSC) y la diversidad del lugar de insercion se
pueden usar para rastrear el estado de una poblacion con-
creta en el tiempo.

La investigacion actual estd interesada en la evoluciéon de
la poblacién celular de los pacientes sometidos a terapia
génica.

Terapia génica ex vivo basada en ingenieria
genética de células madre y progenitoras
hematopoyéticas

La terapia génica HSPC ex vivo se ha planteado para
tratar inmunodeficiencias primarias. Existen pacientes
que nacen con un defecto genético, una mutacioén en la
cadena y del receptor de interleucina 2 (SCID-X1, severe
combined immunodeficiency-X1), que provoca la ausencia

de linajes linfoides, por lo que son incapaces de producir
linfocitos T, linfocitos B y células natural killer (NK).

Se esperaba que al reinfundir células modificadas
a los pacientes con ese defecto genético se
pudiese recuperar el linaje ausente, ademas de
reforzar al resto de progenitores hematopoyéticos
(Figura 1).

A lo largo de dos décadas se sigui6é la evolucion de
10 pacientes tratados con un vector y-retroviral para trans-
ducir células CD34+ ex vivo. La infusion se realiz6 ala edad
de 8 meses como promedio y se infundieron una media de
23,9 x 10° células/kg. No se realizé ningin condiciona-
miento de los pacientes antes del tratamiento. Todos ellos
permanecen vivos y bien hasta el momento. Un paciente
desarrolld leucemia linfoide aguda 24 meses tras la terapia
génica, pero después de 2,5 anos de quimioterapia pasé a
un estado de remision clinica y molecular, y asi continu6
hasta el ultimo seguimiento. Este es uno de los primeros
ensayos de terapia génica en HSC con un seguimiento a
muy largo plazo.

En la sangre periférica de los pacientes se observaba que solo
se producian células T y NK con el gen terapéutico por la
persistencia de linfocitos de memoria en la sangre periférica,
ya que pueden sobrevivir décadas tras la terapia génica. Sin
embargo, no se producian en monocitos, linfocitos B, neutrd-
filos ni en ningn otro tipo de células sanguineas. Esto puede
deberse a que se han perdido los progenitores multipotentes
con supervivencia a largo plazo.
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HSPC: células madre y progenitoras hematopoyéticas.

Maodificado de: Naldini L. Nat Rev Genet. 2011;12(5):301-15.

FIGURA 1. Terapia génica de células madre y progenitoras

hematopoyéticas ex vivo para el tratamiento de inmuno-
deficiencias primarias.
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Siestahipotesis fuese correcta, solo se deberian detectar células
T de memoria en sangre, es decir, ninguna célula T inactivada/
naive (TN), ya que estas son de produccion reciente en el timo
y tienen una vida corta. Se necesitan células madre para que
se produzcan estos linfocitos. Al estudiar la poblacién celular
de los pacientes, se observd que si se encontraban células TN
que contenian el gen terapéutico. Estas no podian provenir
de las células madre modificadas, ya que no perduraban en la
médula dsea, por lo que se postuld que existian progenitores
linfoides con supervivencia a largo plazo que eran capaces de
continuar produciendo las células TN.

Para corroborar que las células TN eran funcionales, se
aislaron y se trataron para luego medir la produccién de
interferén y (IFN-y). Al no ser poblaciones de células
de memoria, no deberian producir IFN-y tras la estimu-
lacién. Los resultados confirmaron que las células TN
obtenidas de los pacientes no producian niveles significa-
tivos de IFN-y, mientras que otros subtipos de células de
memoria si que generaban una respuesta.

También se estudio la reorganizacion del receptor de células
T (TCR) del timo, y se observé que habia una alta variedad y
diversidad de reorganizacion del TCR en el compartimento
de las células TN en diferentes pacientes y momentos: se
estaban produciendo células TN continuamente en el timo,
formando asi nuevas reorganizaciones del TCR.

Estas células TN presentaban el inserto y se podia hacer un
seguimiento del lugar de insercion (su diversidad, si hubo o
no expansion clonal, los tipos de lugares de insercion de las
células TN que se compartian con otros subtipos celulares
y datos sobre insertos idénticos en las células TN a lo largo
del tiempo). Los resultados de estos analisis sugerian que
habia 2.000-6.000 progenitores linfoides de supervivencia
a largo plazo que continuaban produciendo estas células.

Por ultimo, se compararon los lugares de insercion idén-
ticos entre células T y células NK. Los resultados presen-
taban un 40% de similitud, por lo que era posible que los
progenitores linfoides supervivientes a largo plazo tuvieran
un potencial bipotente para producir ambos subtipos celu-
lares: células T y NK. Estos progenitores son indepen-
dientes de un suministro de células madre.

Los resultados de este primer estudio indican que
existe una poblacion de progenitores linfoides
de supervivencia a largo plazo (minimo 15 arios),
capaz de generar células T y, de forma parcial, NK.

Existen razones para pensar que esta poblacion celular
reside en el timo y no en la médula dsea; sin embargo, aun
no hay marcadores para identificar y aislar estas células y
entender su origen y funcion.

Experiencia en Sana Biotechnology

Sana Biotechnology esta desarrollando una nueva estrategia
para lograr la distribucion in vivo de la terapia génica.

La terapia ex vivo funciona bien, pero implica grandes costes,
la realizacion de un trasplante aut6logo y condicionamiento
del paciente a nivel de la médula 6sea mediante quimio-
terapia. Este no es el mejor escenario, ya que puede produ-
cirse una elevada toxicidad relacionada con el tratamiento.

Si se pudiese infundir el vector directamente, de forma
intravenosa, logrando que llegase a la médula dsea, se
obtendria un firmaco mucho mds barato, sin necesidad de
condicionamiento previo del paciente, e incrementaria el
acceso de los pacientes a él.

Para el desarrollo preclinico de este tipo de farmacos
existen opciones limitadas: aislar las células madre de un
individuo y testarlas in vitro o trasplantarlas en modelos
animales permisivos (ratones). En nuestra investigacion se
estan usando ambos enfoques para lograr contestar a pre-
guntas clave:

¢Es posible modificar genéticamente las HSPC naive
humanas y las HSPC humanas in vivo con alta eficiencia
y alta especificidad?

Para transducir las células madre es necesario estimularlas
con citocinas, lo cual no se puede hacer in vivo porque las
células se encuentran en su nicho; es preciso encontrar una
forma de llegar a ellas sin activacion. Para ello, se testaron
y compararon diferentes compuestos. Dos de ellos fueron
un vector lentiviral (VSV-G), que requiere activacion para
su unioén a las células CD34+, y un vector derivado de un
virus que afecta a babuinos (BaEVTR), que es capaz de
transducir de forma efectiva células en reposo. Cuando se
usaban estos dos vectores virales en células no activadas,
se apreciaba que el virus del babuino funcionaba mejor que
la version lentiviral del vector.

El BaEVTR es capaz de entrar en diferentes subtipos celu-
lares, pudiendo aislar las HSC y progenitores multipotentes
de forma especifica, transducirlos sin activarlos y obtener
un buen nivel de transcripcion, incluso con bajas dosis de
vector.
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Otra caracteristica interesante es que este vector parece
ser menos propenso a transducir hepatocitos humanos
primarios.

El vector BaEVTR parece ser un candidato
adecuado para la modificacién in vivo de células
HSPC humanas.

La forma de comprobar si se pueden obtener HSPC
cuando estdn en la médula dsea es usar ratones humani-
zados (Figura 2).
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LV-GFP: vector lentiviral que expresa la proteina verde fluorescente (green
fluorescent protein).

FIGURA 2. Inyeccién intravenosa de células CD34+ en

ratones humanizados a largo plazo para obtener células
madre y progenitoras hematopoyéticas en la médula 6sea.

Se inyectan células CD34+ en el ratdn, 12 semanas después
se infunde el vector y 12 dias después se le sacrifica para
ver qué tipo celular se ha transducido. Las células humanas
cambian su naturaleza cuando residen en un ratén durante
tanto tiempo, pasando a ser la poblaciéon dominante las
células pre-BNK, haciendo que en la sangre periférica se
encuentren muchas células B; por lo tanto, esta no es una
hematopoyesis humana normal, con un nimero de HSPC
muy reducido. Todos estos factores hacen que el vector se

esté infundiendo en un ambiente con muchas células B
y muchos progenitores de células B esperando alcanzar
algunas células madre. Con el uso de BaEVTR se logran ya
niveles buenos de transduccion in vivo: hasta el 8% de células
humanas en sangre periférica, lo que corresponde a un 2%
de células linaje-negativas CD34+, siendo una pequefia
fraccion de las células en la médula 6sea que queremos
alcanzar. Se compar¢d también con el vector VSV-G vy se
observé que esta tenfa un rendimiento muy bajo.

¢Podemos evitar modificar otros tipos celulares diferentes
a nuestra diana?

En Sana Biotechnology se estan desarrollando fuségenos
que se incorporan en la membrana del vector. Estos fuso-
genos contienen zonas de union disefiadas para reconocer
un receptor especifico presente en la superficie de la HSC.
Tras la unidn, se desencadena un cambio en el monémero
de fusién asociado a este complejo que fomentaria la union
entre la membrana celular y la membrana viral, logrando la
insercion del material genético en las células diana.

Nuestra plataforma analitica permite evaluar el acceso y el
potencial de transduccién on/off de los fuségenos.

Un ejemplo es el fusdgeno B HSC-dirigido, que solo deberia
transducir células que presenten receptor B. No existen
muchas células de este tipo en el ratén (0,6%) y solamente
se localizan en la médula 6sea, con lo que el vector debe
ir desde la sangre periférica hasta la médula dsea y unirse
unicamente a estas células especificamente. Cuando se us6
el fuségeno B HSC-dirigido, los resultados indicaron un
claro enriquecimiento de esta poblacion celular concreta, y
mostraron una especificidad in vivo destacable.

Los resultados preclinicos parecen indicar que es
posible lograr la terapia génica in vivo. El objetivo
es mejorar y optimizar los resultados con los
fuségenos para su aplicacion humanay que
se desarrollen otros vectores.
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Ha participado en la caracterizacion de los subconjuntos
de células natural killer (NK) y linfoides innatas.

La investigacion actual de su grupo se centra en descifrar la
regulacion inmunitaria y en desarrollar inmunoterapias
centradas en el uso de ingenierfa genética en células inmu-
nitarias (CI) para su aplicacion clinica.

En su ponencia, la Dra. Evelyn Ullrich destacé los usos
de la ingenieria genética para mejorar la inmunoterapia
celular.

La investigacion de las CI comenzé hace 60 afios, alcan-
zandose una serie de logros sorprendentes en los ultimos
10 afios, siendo posible la modificacion de estas células por
medio de ingenieria genética. Las células T se descubrieron
mediante la descripcién microscdpica de tejidos timicos
en 1961. Las células NK fueron descritas en 1975y, desde
entonces, es destacable el desarrollo de la terapia adaptativa.
Esta aproximacion permite tratar a los pacientes inmuno-
deprimidos o con cancer usando CI, como las células T o
NK. Estas son activadas mediante citocinas y pueden ser
modificadas para actuar contra células cancerigenas.

Uno de los mayores avances en la terapia celular fue la
terapia inmunologica basada en células T con receptor
de antigeno quimérico (CAR-T) para el tratamiento de la
leucemia linfoblastica aguda'.

Prof. Evelyn Ullrich

CAR-T: un hito en la inmunoterapia celular

En la evolucién histdrica de la inmunoterapia basada en
células destaca el papel recientemente otorgado al receptor
de antigeno quimérico (CAR), un tipo de moléculas de
fusion cuya diana son moléculas que se encuentran en la
superficie de las células tumorales.

Este constructo estd compuesto por dominios de activa-
cién y dominios de sefializacién que activa a las CI una
vez que estas se encuentran con las moléculas expresadas
por las células tumorales que se quieren eliminar. Desde el
descubrimiento de estas moléculas hasta su desarrollo para
uso clinico ha transcurrido un largo periodo de tiempo,
en el que han intervenido muchos grupos de investigacion.

Actualmente, el objetivo es lograr modificar la
suficiente cantidad de CAR para que se puedan
aplicar en un gran nimero de pacientes.
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Este tipo de abordaje estd aprobado por la Food and Drug
Administration estadounidense y la Agencia Europea del
Medicamento®’. En 2017 se aprobo la primera terapia con
células CAR-T, el tisagenlecleucel, y hoy en dia hay dispo-
nible una seleccion limitada de productos CAR-T.

La estrategia de tratamiento usando células inmunitarias
CAR requiere sangre del paciente o de un donante para
aislar células T o NK. Después se introduce el gen que
codifica las CAR. Es muy importante que el gen sea seguro
y tenga una expresion estable. Esta célula debe producir
una poblacién viable que se administre al paciente, que
prolifere para que se mantenga activa y sea capaz de reco-
nocer células tumorales. Es un proceso largo, pero muy
efectivo. Existe un repertorio creciente de constructos que
se pueden usar para transducir estas células que poseen
CAR, existiendo varias generaciones que se diferencian en
sus dominios coestimuladores de células (Figura 1)*.

Actualmente, estan en marcha ensayos con células CAR-T
en todo el mundo (> 1.000), y tanto los ensayos como las
publicaciones sobre este tema estan aumentando. Gran
parte de los estudios son de fase I-II, cuyos resultados
permiten obtener muchos conocimientos. Es esencial que
se recopile informacidn sobre los pacientes que han sido
tratados con productos CAR-T; sin embargo, ain estamos
en el momento de recogida de informacién, donde la

mayoria de los estudios se realizan en un solo centro, de
modo que llevard un tiempo comprender los efectos
de estos farmacos.

En muchos casos se usan células autdlogas, células que pro-
vienen del propio paciente y que ha sido pretratado antes
de realizarse la extraccion de células T. Existen muy pocos
estudios en los que se usen células de otra persona. Aunque
los ensayos clinicos se centran en una sola diana, es posible
abordar maltiples®.

Avances y limitaciones

La terapia con células CAR-T esta teniendo un
éxito importante en el area de la hematologia, ya
que se trabaja con dianas que son expresadas por

la mayoria de las células cancerigenas/leucémicas.

Los tumores sélidos presentan un reto mayor debido a la
alta heterogeneidad de expresion antigénica, ademas del
microambiente que los rodea y que es de acceso limitado.
Las células de tumores s6lidos también pueden regular una
reduccién de la expresion de ciertos antigenos tumorales
y; si el antigeno que se elige para la terapia también lo pre-
sentan tejidos sanos, se corre el riesgo de que las células
modificadas lo puedan atacar®.
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FIGURA 1. Proceso de desarrollo de los receptores de antigeno quimérico.
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Aunque esta terapia es efectiva y segura, se han notificado
efectos secundarios derivados del uso de células CAR-T;
pero que son de facil control. Entre estos efectos se encuen-
tran el sindrome de liberacion de citocinas, el sindrome de
neurotoxicidad asociada a células efectoras inmunitarias y
el sindrome de injerto contra huésped (en el caso de usar
células alogénicas para generar las CAR-T)S.

Modificacion de células natural killer

En nuestro laboratorio, se esta desarrollando
una nueva investigacion en la que se pretende
modificar, por medio de ingenieria genética,
células NK en lugar de modificar células T.

Ambos tipos celulares pueden atacar a las células canceri-
genas y generar una respuesta citotoxica contra ellas; sin
embargo, los linfocitos T llevan asociado un receptor de
células T que requiere presentacion antigénica, mientras que
las células NK tienen un amplio repertorio de sefiales inhi-
bidoras y activadoras para distinguir entre células sanas y
malignas. Tanto en las células T como en las NK es posible
introducir un CAR para apuntar de forma especifica a los
antigenos de interés. En el caso de las células NK, puede
ser beneficioso el hecho de que existan mdltiples recep-
tores inhibidores y activadores adicionales a los CAR, por lo
que, si se produce una pérdida de antigenos, las células NK
pueden mediar una respuesta citotoxica natural.

Otro punto a favor del uso de estas células es que ya existen
estudios previos en los que se ha observado que no pro-
ducen enfermedad de injerto contra huésped, ademas de
presentar un perfil favorable de citocinas y tener un bajo
riesgo de neurotoxicidad’.

El hecho de que las células NK presenten senales inhibi-
doras y activadoras implica que mientras se encuentran
en un estado de reposo no atacan; sin embargo, se puede
inducir su capacidad de matar mediante la unién de los
receptores a moléculas que las activen o interviniendo en
las sefales de inhibicion’.

Hoy por hoy, hay pocos ensayos con este tipo celular a nivel
mundial y gran parte de ellos atin se encuentran en fase
de reclutamiento de pacientes. Hay un estudio norteame-
ricano en el que se usaron CAR-NK en tumores linfoides
CD19+, no se observaron efectos secundarios de interés, y
la respuesta de los pacientes cumplia con el objetivo en el
73% de los casos. Sin embargo, es un estudio pequeio, con
tan solo 11 pacientes®.

En la actualidad, se estan realizando ensayos para probar la
respuesta de las NK frente a diferentes dianas, como CD19,
CD70, NKG2D vy tumores solidos, ademas de otros estu-
dios en los que se estd evaluando la actuacion de las NK
no primarias.

Entre los principales desafios que se plantean en la inmu-
noterapia basada en células CAR-NK, y con un futuro pro-
metedor, se encuentran:

o laaplicacion de tecnologias virales y no virales para la
generacion de células CAR-NK, y

« vencer la supresién inmunolégica mediante la inge-
nieria genética.

Otros retos relacionados con las células NK que quedan
por afrontar son: su alorreactividad/seleccién de donantes,
su activacion (citocinas), y su migracion y proliferacion.

El pseudotipado era una estrategia para la transduccion
de productos virales en las CAR-NK que presentaba un
problema al principio; ahora se sabe que la transduccién
retroviral (RD114-TR) funciona mejor que la lentiviral
(VSV-QG), permitiendo una mejor introduccion de los vec-
tores en las células NK°. Pero también existen estrategias
de ingenieria genética no viricas para modificar genéti-
camente las células NK que pueden ser mas economicas,
aunque muchas son inestables.

Algunas de las tecnologias no virales que si son estables
implican el uso de ADN “antiguo”, que emplea la tecno-
logia llamada “bella durmiente”"".

Zoltan Ivics, inventor de esta tecnologia, en colaboracion
con Halvard Bonig de Frankfurt, ha desarrollado una
plataforma para la creacion de CAR no virales. Esta tec-
nologia esta siendo evaluada en el estudio multicéntrico
CARAMBA™.

Nuestro equipo ha adaptado esta tecnologia para su uso
en células CAR-NK. Para lograr esto, se emplearon ratones
a los que se les inducia luminiscencia de las células leu-
cémicas (transducidas con luciferasa). Asi, es posible
monitorizar el progreso de los ratones mediante biolumi-
niscencia mientras ellos siguen vivos. Cuando se trataron
con células NK modificadas, el tumor progresé mucho mas
lentamente'".

Las ventajas de la estrategia basada en ingenieria
CAR no viral son su menor coste y proporcionar
un perfil de integracion mas seguro
en las células NK.
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Se ha documentado que los genes “belladurmiente” en las
células T se integran en puertos genéticamente seguros,
algo que también sucede con células NK'%

Leucemia mieloide aguda

Resultan de especial interés los resultados obtenidos en la leu-
cemia mieloide aguda, que es mas dificil de tratar que la
leucemia de células B, porque los marcadores que presenta se
encuentran también en las células madre hematopoyéticas.

Se han probado células NK modificadas con CAR dirigidas
a CD33, mediante la transduccion de células NK primarias
derivadas de la sangre, utilizando vectores lentivirales pseu-
dotipados de envoltura de babuino (BaEV-LV). Las células
transducidas mostraron una expresion de CAR estable, una
proliferaciéon sin impedimentos y una mayor actividad cito-
toxica contra las células OCI-AML2 positivas para CD33 y
AML primarias in vitro. A su vez, las células CD33-CAR-NK
redujeron de forma considerable la carga leucémica y previ-
nieron el injerto de células leucémicas en la médula dsea en
modelos de ratén con xenoinjerto OCI-AML2 y sin efectos
secundarios observables. Ademas del incremento de cito-
toxicidad in vitro de las células transducidas, se observaron
buenos resultados y regresion en el progreso de la leucemia
tras tratar a los ratones con una sola dosis de CAR-NK*".

En colaboraciéon con la empresa Miltenyi Biotec, nuestro
grupo de investigacion trabaja para producir un mayor
nimero de células CAR-NK anti-CD33, llegar a produ-
cirlas en Frankfurt y poder usarlas en un numero mayor de
ratones con mieloma multiple inducido. Se observé que
los ratones sufrieron una recaida en la leucemia, lo
que podria deberse a un checkpoint (NKG2A) que inhibe
las células CAR-NK. Este receptor se puede eliminar/silen-
ciar mediante el uso de CRISPR/Cas9.

La edicion de genes basada en CRISPR/Cas9 del checkpoint
inmunitario NKG2A mejora la citotoxicidad mediada por
células NK contra el mieloma multiple, con evidencia de
una mejora de la funcionalidad de las CD33-CAR-NK. Las
células responsables del mieloma multiple son atacadas
por las células transducidas mediante un marcador de
anexina, que solo se puede observar cuando se eliminan
las células mediante citotoxicidad'. También se ha pro-
bado en un modelo murino, confirmandose que las células
doblemente modificadas son mas efectivas.

Un hallazgo importante fue que la leucemia reaparecia, pero
no en la médula dsea, con lo que se realizé un trasplante de
médula 6sea para ver si las células madre leucémicas habian
sido atacadas, y solo aquellos trasplantados con células
CAR-KO alcanzaron una supervivencia del 100%.

Conclusiones y perspectivas de futuro

La modificacion de células inmunitarias es muy bene-
ficiosa para los pacientes oncoldgicos, sobre todo, para
aquellos con tumores dificiles de tratar. Ademds de las
células T, pueden modificarse otros tipos celulares, lo que
permite escoger el mds util para cada entidad tumoral.

Las células CAR-NK se pueden generar a partir de donantes
externos, su eficacia se puede mejorar mediante la desac-
tivacion especifica de algunas vias inmunosupresoras y los
analisis de CiteSeq (ARN/Ab-Seq) pueden ayudar a dilu-
cidar los mecanismos subyacentes.

La proxima generacion de CAR-NK ofrecera impor-
tantes mejoras como el desarrollo de productos basados
en tecnologia no viral, integracion de citocinas, quimio-
cinas e integracion del interruptor de seguridad, desarrollo
de diferentes CAR para neoplasias y la posibilidad de
emplear enfoques innovadores combinados.
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a Dra. Elena Garralda es investigadora clinica

y directora de la Unidad de Desarrollo Clinico

Precoz de Farmacos en el Instituto de Oncologia
Vall d’Hebron (VHIO), Barcelona (Espaia), desde 2017.
Su carrera se ha centrado principalmente en ensayos de
prueba de concepto y prueba de mecanismo con terapias
dirigidas, con especial énfasis en las de senalizacion celular,
células madre cancerigenas e inmunooncologia, asi como
en la terapia celular en tumores sélidos.

Actualmente, trabaja en estudios First-In-Human de
terapias dirigidas, combinaciones eficientes de terapias
dirigidas, ensayos clinicos basados en biomarcadores y
estudios en poblaciones seleccionadas molecularmente.
Uno de los objetivos del grupo de la Dra. Garralda es
vincular su investigacion clinica con las diferentes areas de
investigacion del Instituto y desarrollar mejores terapias
para el cancer adaptadas a las caracteristicas especificas e
individuales de cada tumor.

En su ponencia, la Dra. Garralda abordé los avances de la
inmunoterapia para tratar tumores solidos.

Estos avances se estan produciendo gracias
a la capacidad del sistema inmunitario para
luchar contra el cancer y mediante una técnica
pionera basada en los linfocitos infiltrantes
de tumores sdlidos (TIL).

En esencia, se trata de penetrar en el tumor con los lin-
focitos (células inmunitarias que se encuentran mayori-
tariamente en la sangre), manipulados de forma previa y
reactivados en el laboratorio para que aprendan a reco-
nocer y destruir las células tumorales.

Gap terapéutico

Para que cualquier tumor exista, crezca y se mantenga en
el tiempo debe ser capaz de evadir el sistema inmunitario.

Dra. Elena Garralda

Con el descubrimiento de los procesos de inhibicion del
checkpoint inmunitario, y la identificacién de dos inhibi-
dores del control inmunitario (proteina 1 de muerte celular
programada [PD-1] y antigeno 4 asociado a los linfocitos T
citotéxicos [CTLA-4]), se inicid una revolucién en Onco-
logia que facilit6 el desarrollo de muchas terapias dirigidas
a actuar de manera especifica frente a estas dianas.

La principal consecuencia clinica de estos progresos ha
sido el aumento de la supervivencia de los pacientes
oncologicos. En el caso de uno de los tumores mas inmu-
nogénicos y que mejor responde a las inmunoterapias
disponibles, el melanoma, los resultados a largo plazo en
pacientes con melanoma avanzado han mejorado con el
uso de un anti-CTLA-4 (ipilimumab), y mds atn con un
anti-PD-1 (nivolumab), alcanzandose las mayores tasas de
supervivencia con la combinaciéon de ambos farmacos. A
pesar de estos resultados positivos, el 50% de los pacientes
no sobrevivird mas de 5 afos'.
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Los resultados ain son menos satisfactorios cuando se
emplean estas inmunoterapias en tumores poco inmu-
nogénicos. Tan solo en los carcinomas de células de
Merkel se alcanzan tasas significativas de supervivencia
de los pacientes (60%), mientras que en el cancer gés-
trico, el cancer de cabeza y cuello o el cdncer de pulmén
de células no pequeiias, las tasas de éxito no alcanzan
el 20%.

Aunque disponemos de inmunoterapias que han cambiado
el manejo del cancer y mejorado los resultados, todavia
queda mucho por hacer?.

Aportaciones de las terapias celulares

Las terapias celulares pueden ser la solucion
para reducir gran parte de la brecha terapéutica
contra el cancer.

En las terapias génicas celulares se emplean células del
propio paciente que, una vez modificadas, se reintro-
ducen en su organismo, potenciando su capacidad de
lucha frente a los tumores.

Hay distintos tipos de terapias celulares: extraer células de
la sangre y modificarlas para atacar un tumor o con la téc-
nica de los TIL.

Las terapias adoptivas de células T para el tratamiento del
cancer se basan en un principio légico y sencillo. Se extrae
una pequena parte del tumor, donde estdn los TIL (linfo-
citos destinados en principio a matar las células tumorales);
en el laboratorio se extraen esos linfocitos, se cultivan, se
expanden y se reinfunden en el paciente con la esperanza
de revitalizarlos y haber aumentado su capacidad para
enfrentarse al tumor.

Se ha demostrado que la administracion de TIL cul-
tivados de forma natural ex vivo facilita la regresion
duradera de los tumores de melanoma. Sin embargo,
la generaciéon de los TIL no es posible en todos los
pacientes y ha tenido un éxito limitado en otros tipos
de cancer.

Los avances en la ingenieria genética han vencido estas
trabas mediante la introduccién de receptores dirigidos a
antigenos tumorales en los linfocitos T humanos. Ahora
es posible disefiar genéticamente linfocitos para expresar
receptores de células T altamente activos o receptores qui-
méricos de antigenos (CAR) dirigidos a diversos antigenos
tumorales expresados en pacientes con cancer’.

Promesas y realidades con linfocitos infiltrantes
de tumores sélidos

El tratamiento con TIL posee
una ventaja importante respecto al resto de
terapias oncoldgicas, y es que solo se administra
una vez en la vida.

Los pacientes son hospitalizados durante tres semanas
aproximadamente. El proceso de administracion es com-
plejo y se desarrolla en tres pasos: 1) quimioterapia linfode-
plectiva (que agota los linfocitos); 2) infusién intravenosa
de TIL expandidos in vitro el dia 7, y 3) administracion de
dosis altas de interleucina-2 (IL-2), que alimentan a los lin-
focitos para que se expandan y cumplan su funcion.

Todos los pacientes experimentan efectos secundarios
temporales de grado III-IV, por lo que se necesitan equipos
especializados. La alta toxicidad, junto con la complejidad
de la manufactura y del manejo del tratamiento, es lo que
estd ralentizando su aplicacion clinica. Pese a ello, durante
los ultimos 5 afios se ha registrado un incremento signifi-
cativo de la investigacién con terapias celulares y contintia
en alza, originando un verdadero ‘tsunami’ de ensayos cli-
nicos en los que se prueban estos inhibidores de puntos de
control inmunitario.

Dentro de los estudios con inmunoterapias, existe un
claro predominio de las terapias celulares, lo que revela el
enorme potencial de este tipo de medicina de precision.
También destaca el hecho de que la mayor parte de estos
estudios, a diferencia de lo que sucedia en afos previos,
no proceden de centros académicos, sino que cuentan con
un notable apoyo de financiacién publica y privada, lo que
esta acelerando la introduccién clinica de estas terapias®.

El uso de los TIL en la inmunoterapia de pacientes oncolo6-
gicos no es nuevo. Estudios clasicos de Rosenberg et al. ya
mostraban como el empleo de TIL y de IL-2 en pacientes
con melanoma metastasico producia tasas de respuesta
mas altas que las logradas con IL-2 sola o con NK activadas
por linfocina®.

Hay grandes ventajas derivadas de las terapias
de células T adoptivas en comparacién con otras
inmunoterapias.

Las ventajas son tres fundamentalmente:

1) Posibilidad de administrar grandes cantidades de
células tumorales especificas.
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2) Activacion de las células T ex vivo y su manipulacién
genética para mejorar su actividad antitumoral.

3) Alteracion del microambiente inmunitario del huésped
antes de la transferencia adoptiva, lo que aumenta las
probabilidades de éxito terapéutico.

Con la administracién de los TIL una tnica vez,
se logran altas y duraderas tasas de respuesta.

En los ultimos anos se ha acumulado una amplia expe-
riencia clinica con terapias celulares. En un reciente meta-
analisis de Dafni et al., donde se agrupaba la informacién
de los distintos ensayos clinicos de terapia celular en mela-
noma (la mayoria en fase I-II), se aprecia un claro bene-
ficio de la terapia celular, con tasas de respuesta del 40%
(en muchos casos, respuestas prolongadas en el tiempo)©.

Se ha publicado un ensayo clinico fase I-II en el que se
testaba la eficacia de los TIL en pacientes con melanoma
que ya habian recibido previamente checkpoint inhibitors,
con una buena tasa de respuesta en estos casos del 36%
de los pacientes, parcial, pero perdurable en el tiempo. Se
estima que hasta el 80% de los pacientes tienen algtn tipo
de beneficio, aunque sea poblacién pretratada’.

Rohaan et al. han demostrado por primera vez la eficacia
de los TIL en un ensayo clinico fase III: en pacientes con
melanoma avanzado, la supervivencia libre de progresion
(SLP) fue significativamente mayor entre los que reci-
bieron terapia TIL, como primera o segunda linea, que en
aquellos tratados con ipilimumab. La trascendencia de este
estudio radica también en el elevado niimero de pacientes
incluidos (> 160) y en el largo periodo que ha precisado
su desarrollo (> 8 aflos)®. En concreto, en este estudio se
observa en la poblacién por intencién de tratar que:

En poblacién por Grupo
intencion de tratar e vl

Mediana de SLP 7,2 meses 3,1 meses
Respuesta objetiva 49% 21%
xziire\‘/?\?e?lecia general 8 TS 18,9 meses
Eventos adversos de Todos 57%

grado 3 o superior
SLP: supervivencia libre de progresién; TIL: linfocitos infiltrantes de

tumores sélidos.

Estos beneficios de la terapia TIL se mantienen en el
tiempo, y gracias a los resultados obtenidos se ha aprobado
la primera terapia con TIL en Holanda®

Tendencias actuales y de futuro

Las tendencias en terapia celular se dirigen a superar las
limitaciones actuales y mejorar los resultados.

Se extraen TIL de una pieza quirtrgica del paciente
y se expanden, pero el objetivo es ser mas
selectivos en este procedimiento y expandir solo
aquellos TIL que realmente reconocen al tumor
y que son activos y potentes frente a él.

;Como reconoce un linfocito al tumor? La clave estd en
el propio receptor. Los neoantigenos son alteraciones que
tiene la propia célula tumoral y que se van a expresar o se
van a mostrar en el receptor de membrana para ser recono-
cido por el linfocito T.

Los TIL pueden reconocer distintos tipos de antigenos:
los que son compartidos por células normales (estin
sobreexpresados en el tumor, pero también se expresan
en el tejido sano), y los que reconocen a los neoantigenos
(alteraciones o mutaciones especificas dentro del nucleo
del tumor).

Ya se cuenta con evidencias sobre como es este tipo de
reconocimiento de neoantigenos que prima la respuesta T
en la terapia celular (Figura 1)°.

Hoy dia se considera que los neoantigenos son dianas
optimas para la inmunoterapia contra el cancer por
varios motivos:

o Lascélulas T que se dirigen a los neoantigenos no estan
sujetas a tolerancia central, son seguras.

o Los linfocitos especificos del neoantigeno se pueden
detectar en el 82% de los pacientes examinados con
cancer, independientemente de su carga de mutacion o
histologia®.

o La infusién de células T dirigidas a neoantigenos ha
demostrado eficacia antitumoral en pacientes seleccio-
nados con tumores epiteliales.

o La carga mutacional y de neoantigenos estd asociada
en el melanoma con la respuesta clinica a la terapia con
TIL.

Una de las lineas de investigacion en el VHIO es iden-
tificar qué antigenos son capaces de provocar una res-
puesta antitumoral robusta. El proceso que se sigue
es el siguiente: a partir de una biopsia del tumor de los
pacientes, se aislan y extraen los TIL y se expanden.
La biopsia tumoral es secuenciada para determinar
los neoantigenos mas probables; después, estos se
transfectan en células B para presentarlos a los TIL.
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FIGURA 1. Terapias con células T adoptivas para el tratamiento del cincer.

Se simula en el laboratorio, pudiendo asi escoger aquellos
linfocitos seleccionados por neoantigenos.

Este abordaje ya se habia probado con éxito en los estudios
clasicos de Tran et al., que confirmaron que una respuesta
de los linfocitos T CD4+ contra un antigeno mutado puede
aprovecharse para mediar en la regresion de un cancer epi-
telial metastasico'!.

La terapia TIL de proxima generacién dirigida a neo-
antigenos plantea algunas ventajas potenciales:

o Abordaje menos invasivo al generar TIL a partir de
biopsias, y no de resecciones tumorales.

o Terapia mas segura, ya que los neoantigenos se
expresan en exclusiva en las células tumorales.

« Mas potente, al no agotarse los receptores de células T
que se dirigen a los neoantigenos debido a la tolerancia
central.

o Diversay heterogénea (poblacion variada de TIL diri-
gida a multiples neoantigenos).

o Ayuda para una amplia poblaciéon de pacientes con
necesidades clinicas insatisfechas.

Next-Generation TIL

Estd en preparacion un articulo que recoge la experiencia
del VHIO en el ensayo Next-Generation TIL. Se han esco-
gido tumores de 154 pacientes para realizar una expansion
efectiva de los TIL del 82% de las biopsias tumorales (de
forma independiente al tipo de tumor y a las terapias reci-
bidas con anterioridad). Estos TIL expandidos son reac-
tivos frente a lineas tumorales autélogas que se habian
generado de la misma biopsia del paciente. Seguidamente,
se evaluaron las alteraciones existentes, confirmando que
los linfocitos pueden realmente reconocer los neoantigenos
especificos de cada paciente concreto.

Con estos prometedores resultados, y gracias al apoyo y a
la financiacion de las instituciones publicas y privadas, se
ha logrado abrir este ensayo clinico con mas de una decena
de pacientes tratados. Este abordaje centrado en crear
TIL reactivos contra antigenos estd siendo desarrollado
también por otros grupos de investigaciéon como Achilles
Therapeutics con dos ensayos: el estudio CHIRON en
cancer de pulmoén de células no pequenas avanzado, y el
estudio THETIS en melanoma.
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Estrategias para mejorar la eficacia de los nocimiento e identificacion de neoantigenos, no en el
linfocitos infiltrantes de tumores sélidos tumor, sino en la sangre periférica'.
4) La disminucion de la toxicidad de la terapia celular

1 . -
) El bloqueo de puntos de control inmunitarios y la basada en TIL, que se debe en la mayor parte de los

provision de coestimulacion, sobre la base de que
podria aumentarse la eficacia si se combinan los check-
points inhibitors con los TIL'>".

casos a la accién de la IL-2, optando por nuevas IL
modificadas (estudio PragmaTIL).

2) Las aportaciones procedentes de la ingenieria gené-  La terapia celular con los tltimos avances registrados se
tica al modificar los TIL para reforzar las células Tysu  estd convirtiendo en algo rutinario y préximo a la practica
eficacia antitumoral'2. clinica. Sin duda, aumentard el nimero de pacientes que se

3) El desarrollo de terapias celulares a partir del reco-  pueda beneficiar de ella'.
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1 Prof. Veiseh es doctor por la Universidad de Wash-

ington. Investigador y profesor de Bioingenieria en

la Universidad Rice, Houston (Texas, EE.UU.). Con
mas de una década de experiencia en el desarrollo de biotec-
nologias para su aplicacién clinica, cuenta con 20 patentes
registradas, algunas ya concedidas. Desde 2017, es profesor
de la Universidad Rice en Houston (Texas).

Centrado siempre en el desarrollo de plataformas biotec-
noldgicas, los resultados de su investigaciéon posdoctoral
sobre terapias celulares sirvieron de base para el desarrollo
de la compania Sigilon. El Prof. Veiseh trabaj6 en un pan-
creas bioartificial para el tratamiento de la diabetes tipo 1.
Ademis, ha diseiado una linea high-throughput para la
sintesis y evaluacion de formulaciones de materiales que
resisten las reacciones a cuerpos extranos.

Su laboratorio utiliza técnicas avanzadas de nano, micro
y macrofabricacién, en combinacién con ingenieria y
biologia celular, para desarrollar plataformas de dispo-
sitivos implantables disenados para la deteccion quimica
in vivo y la administracion de terapias. La investigacion del
Prof. Veiseh se centra especialmente en tecnologias para
mejorar el tratamiento del céncer, la diabetes tipo 1, la
artritis reumatoide y otras enfermedades autoinmunitarias.

El Dr. Veiseh mostro el empleo de materiales avanzados
en combinacion con ingenieria genética para crear una
nueva generacion de terapias celulares. Sus trabajos tras-
lacionales se centran en la empresa biotecnoldgica Sigilon
Therapeutics de Cambridge (Massachusetts, EE.UU.). El
objetivo fundamental de la comparia es tratar de acercar
lo més eficaz y rapidamente posible los farmacos biolo-
gicos mas avanzados al paciente, lo que conlleva grandes
esfuerzos. Este proceso resulta complejo por la necesidad
de aislar y purificar estas células, colocarlas en viales, deter-
minar las dosis adecuadas, asegurar la estabilizacion y la
posibilidad de readministracion al paciente y siempre con
garantia de la maxima seguridad.

Prof. Omid Veiseh

Beneficios del abordaje tecnolégico

Se estan logrando avances en la bliisqueda de
formas innovadoras de desarrollo de la nueva
generacion de terapias celulares avanzadas
y progresos en las opciones de combinacion
de células diana con biomateriales.

Se pretende trasladar los beneficios de estos avances al
paciente de forma mds temprana y rapida, y con ello mejorar
la logistica y el precio. Para lograr el objetivo, el abordaje
tecnologico resulta clave porque permite encapsular e
implantar células que produzcan enzimas terapéuticas,
anticuerpos, hormonas y medicamentos dentro del propio
cuerpo cuando este los necesita.

Esta forma de proceder aporta, en principio, grandes bene-
ficios como la mejora de los resultados para el paciente
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en comparacion con el estandar actual de terapias biolo-
gicas, una durabilidad programable o la consecucion de
niveles séricos de proteinas a un ritmo constante; incluso
es posible contar con un agente terapéutico para enferme-
dades antes intratables y conseguir localmente una mayor
concentracion de una determinada proteina.

Un ejemplo reciente se encuentra en el campo de la dia-
betes al haberse demostrado que los polimeros inmu-
nomoduladores permiten el control glucémico a largo
plazo. Vegas et al. han mostrado la primera correcciéon
glucémica a largo plazo de un modelo animal diabético
e inmunocompetente que utiliza células SC-p humanas.
Los implantes de estas células (encapsuladas con deri-
vados de alginato capaces de mitigar las respuestas de
cuerpo extrafio in vivo) en el espacio intraperitoneal
de ratones C57BL/6] tratados con estreptozocina (un
modelo animal para la diabetes tipo 1 provocada quimi-
camente) indujeron la correccién glucémica sin ningan
tipo de inmunosupresidn hasta su retirada, a los 174 dias
después de su implantacion.

Las concentraciones de péptido C humano y la sensibilidad
a la glucosa in vivo demostraron un control glucémico
terapéuticamente relevante, y los implantes recuperados
después de 174 dias contenian células productoras de insu-
lina viables'.

Avances en la inmunoterapia para el cancer

La respuesta a cuerpo extraiio es una reaccion mediada
por el sistema inmunitario que puede provocar el fallo de
los dispositivos médicos implantados y la incomodidad
del receptor. Por ello, existe la necesidad de contar con
biomateriales que superen este desafio en el desarrollo
de dispositivos médicos. Teniendo esto en cuenta, Vegas
et al. han generado una gran biblioteca de variantes de
uno de los biomateriales de hidrogel mas utilizados, el
alginato. Tras la evaluacién de los materiales in vivo, se
ha logrado identificar tres analogos que reducen sustan-
cialmente las reacciones a cuerpos extrafos en roedores
Y, durante al menos 6 meses, en primates no humanos. Se
crea una superficie de hidrogel unica que inhibe el reco-
nocimiento por parte de los macréfagos y la deposiciéon
fibrosa. Asi, por ejemplo, se podria controlar la duracién
de la actividad de la terapia®.

A partir de este enfoque se abre un amplio abanico de
opciones para el descubrimiento de otros materiales que
logren este mismo efecto.

La terapia con citocinas también es un campo de
investigacion muy interesante. Se esta trabajando
en el control exégeno de los estados de activacion

del sistema inmunitario utilizando fabricas
de citocinas implantables.

A través de ingenieria celular se disefian células que
producen siempre citocinas de interés, encapsuladas en
hidrogel biocompatible que las protege del sistema inmu-
nitario del huésped (Figura 1).

Ingenieria celular y encapsulacién en hidrogel

Citocinas de interés
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FIGURA 1. Diseiio de células que producen siempre citocinas

de interés a través de la ingenieria celular.

La interleucina 2 (IL-2) es una molécula mensajera muy
potente que estd implicada en la activacion de las células
inmunitarias, en particular los linfocitos T, los macro-
fagos y las células natural killer (NK); la activacién
de estas células potencia su accion frente a las células
tumorales. Sin embargo, histéricamente esta citocina
se ha administrado a través del torrente sanguineo y
de manera poco selectiva; en la sangre existen muchos
reservorios de células inmunitarias, que se activan todos
de forma simultdnea, ayudando a generar “tormentas de
citocinas” y, por tanto, limitando su utilidad terapéutica.
Por eso este tipo de abordaje requiere generalmente un
ingreso hospitalario y una dosificacion muy cuidadosa
en el cuerpo.

Para probar el efecto de la modulaciéon controlada del
sistema inmunitario, se desarrollan modelos animales de
enfermedad y se cuantifica el grado de activacion/repre-
sion del sistema inmunitario a lo largo del tiempo tras la
administracion (Figura 2).



Desarrollo de fabricas celulares de citocinas para la inmunomodulacion | Prof. Omid Veiseh

Modulacién controlada del sistema inmunitario

s @ Aumentar la
modulacién
de las células

°o © inmunitarias

Alta concentracién local
de citocinas

Esquema realizado con Biorender (Samira Aghlara-Fotovat).

FIGURA 2. La modulacién del sistema inmunitario se puede

controlar mediante fabricas de citocinas implantables.

Las citocinas funcionan de forma diferente en el cuerpo
humano. Se producen normalmente a nivel local en dis-
tintos lugares, tienen una vida corta y su inicio de accién
es muy rapido. Para incorporar en el cuerpo humano cito-
cinas se requiere una inyeccion.

Una limitacién importante de las terapias convencionales
basadas en citocinas sistémicas es que la inestabilidad
inherente de estas requiere altas dosis, asi como frecuentes
inyecciones/infusiones.

Partiendo de esa realidad, el grupo de investigacion del
Prof. Veiseh ha abordado este aspecto bajo un prisma
diferente, creando fabricas donde producir las citocinas
a nivel local y que se mantienen fuera del torrente san-
guineo. Su plataforma puede ciclar, validar y testar muy
rapidamente distintas citocinas de individuos diferentes o
combinaciones de varias.

Muchos ensayos clinicos en humanos han evaluado las
terapias con citocinas para el cancer y las enfermedades
autoinmunitarias. De ellos, resultan de especial interés
los trabajos llevados a cabo en céncer de ovario, donde el
diagnéstico suele ser tardio, el pronéstico general malo y
la recurrencia rara vez es curable. A pesar de la existencia
de numerosos recursos, los resultados son bastante mejo-
rables®. Sin embargo, la administracién intraperitoneal de
IL-2 se ha mostrado prometedora en los ensayos clinicos
de fase II. Se ha observado que las infusiones intraperito-
neales semanales de IL-2 en pacientes con cancer de ovario
con enfermedad persistente (resistente al platino) o progre-
siva (refractaria al platino) se asocian con una tasa de res-
puesta general del 25%, con una mediana de supervivencia
de 2,1 anos*. También se ha confirmado que 16 infusiones
semanales de IL-2 administradas a través de un catéter
peritoneal permanente con 2 litros de dextrosa estéril al

5% tienen el potencial de lograr remisiones duraderas en
el cancer de ovario (un caso con 14 anos de remision) y
escasa toxicidad, aunque planteando importantes inconve-
nientes (solo el 55% de los casos completd las 16 semanas,
la mayoria de las pacientes experimentaron algunos fallos
mecanicos en el catéter y dolor por infusién)®. A pesar de
estos avances, se necesitan métodos avanzados de adminis-
tracion de estas interleucinas.

Nuevas perspectivas

Para superar las dificultades actuales, se pretende la ins-
tauracion de ‘fabricas’ de citocinas que administren una
dosificacién potente, persistente y regulada a la cavidad
que contiene el tumor, lo que disminuye sustancialmente
la cantidad de IL-2 que se precisa administrar.

Todo ello por medio de pequenas ‘perlas’ o capsulas (cada
una de 1,5 mm), que alojan miles de células modificadas
con ingenieria celular y que son capaces de generar cito-
cinas naturales.

Nash et al. han publicado recientemente el resultado
obtenido con una plataforma de administracién de estas
‘perlas’ de citocinas para la erradicacion de tumores intra-
peritoneales, trasladable a la practica clinica y que supera
las limitaciones asociadas al tratamiento convencional con
citocinas (infusiones de dosis altas que pueden generar
anticuerpos frente al farmaco y/o efectos secundarios sis-
témicos que reducen los beneficios a largo plazo)°.

Esta plataforma de administracion de citocinas estaba
integrada por células humanas ARPE-19 (RPE, retinal
pigmented epithelial cells) que producen citocinas natu-
rales encapsuladas en polimeros. La administracién de
estas capsulas adyacente al tumor logra una modulacién
de dosis con control espacial y temporal, que permite la
inmunoterapia contra el cancer peritoneal sin toxicidades
sistémicas.

La terapia con la fabrica de citocinas productoras
de IL-2 erradica los tumores peritoneales de ovario
y colorrectales en modelos de ratones.

El modelado farmacocinético computacional predice la
traducibilidad clinica a humanos. Esta plataforma consigue
provocar respuestas de células T en natural health products,
en consonancia con los biomarcadores que informan de
la eficacia del tratamiento sin toxicidad. Esto confirma la
seguridad y eficacia de las fabricas de citocinas IL-2 en
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modelos animales preclinicos, que revela una produccion
sostenida de IL-2 nativa (hIL-2) y con una alta concentra-
cién en el espacio intraperitoneal, lo que justifica el inicio
de ensayos clinicos en humanos®.

Recientes investigaciones han corroborado que la dosifi-
cacion de citocinas in vivo se puede controlar modulando
el namero de capsulas por dosis. La concentracion local
de citocinas es al menos 100 veces mayor que las con-
centraciones sistémicas derivadas de dosis multiples. Los
gradientes de concentracion de citocinas son cruciales
para la activacién suficiente de las células inmunitarias
sin causar la toxicidad generalizada que se observa con
las inyecciones sistémicas. La capacidad de administrar
mas de una dosis de estas fabricas de citocinas implanta-
bles aumenta la traducibilidad de la plataforma y, ademas,
destaca una posible falta de formacion de anticuerpos
antifarmacos®.

El hecho de poder producir el farmaco
biolégico a nivel local (en el lugar del tumor),
ofrece otras muchas posibilidades.

Al poder producir en altas concentraciones la citocina
natural que genera nuestro cuerpo, se consigue potenciar el
efecto antitumoral y se vislumbran otras posibles ventajas
relacionadas con la eficacia®. La citocina nativa (hIL-2)
alcanza una potencia tres veces mayor que la recombinante
(rIL-2).

Cancer de ovario y cancer colorrectal

Se desarrollé un modelo en cancer de ovario y se puso en
marcha el estudio ID8 Fluc IP para comparar los efectos
antitumorales de la monoterapia in vivo de RPE-IL2 con
las inyecciones rIL-2.

Este estudio usa células ID8 que expresan luciferasa de
luciérnaga. En ratones C57BL/6 (desarrollan tumores
similares a los observados en mujeres con cancer de ovario
en estadios III y IV) se inyectaron células Fluc 5e6 ID8 en
el espacio intraperitoneal. Una semana después de la inyec-
cion, se tomaron imagenes con el sistema IVIS® (In Vivo
Imaging System) para calcular la carga tumoral antes del
tratamiento. Los resultados muestran que las capsulas de
RPE-mIL2 (las fabricas de citocinas) son capaces de erra-
dicar los tumores ID8 establecidos en un modelo de ratén
albino con cancer de ovario de una manera mucho mas
significativa que la rIL-2¢.

Se ha comprobado que estas capsulas, que permiten dosis
altas de IL-2 administradas localmente, inducen la activa-
cioén y proliferacion de células T después de una semana de
tratamiento. A pesar de originarse a nivel local y desplegar
sus efectos a ese nivel, producen también una activacion
inmunitaria sistémica (la poblacion de células inmuni-
tarias ‘persigue’ al cancer cuando se disemina por otras
partes del cuerpo). De hecho, los ratones tratados con
éxito con este tipo de abordaje, y gracias al efecto educador
de las células T de memoria, ahora son inmunes frente al
mismo tipo de tumor, lo que revela el efecto de entrena-
miento inmunitario sistémico.

Se ha generado un modelo para cancer colorrectal, asu-
miendo que las células MC38 son un modelo de tumor de
adenocarcinoma de colon murino inmunosensible, que
demuestra también los efectos antitumorales de la mono-
terapia in vivo de RPE-IL2. Los resultados muestran una
respuesta inmunitaria sistémica, de forma que la admi-
nistracion local de cépsulas de AVB-001 produce inmu-
nidad de memoria protectora en todo el sistema frente a
las células tumorales.

Ademas, se ha confirmado el beneficio derivado del control
del nimero de cépsulas con RPE-IL2 que se debe admi-
nistrar y la generacion de efectos localizados en el espacio
intersticial, sin acceder directamente al torrente sanguineo.
Al eludirse la presencia de altas concentraciones de IL-2 en
el torrente sanguineo, se evitan efectos adversos.

En primates no humanos, las fabricas de citocinas
son bien toleradas e inducen la proliferacion
de células T CD8+ a nivel local, sin causar
la expansion de las células T reguladoras.

Diversos grupos de investigacién han acumulado en las
ultimas dos décadas una experiencia positiva con la admi-
nistracion pleural de IL-2 para tratar el mesotelioma’®, lo
que ha animado a probar este abordaje con las fabricas de
citocinas y el sistema de administracién de IL-2 de forma
local, seguro y clinicamente traducible, para aumentar la
potencia de la terapia y minimizar la exposicion sistémica
a las citocinas’.

En concreto, se ha evaluado la eficacia terapéutica de
las fabricas de citocinas IL-2 en un modelo de ratén
con mesotelioma maligno, que ha logrado concentra-
ciones 150 veces mas altas de IL-2 en el compartimento
local y con fuga limitada a la circulacién sistémica.
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La carga tumoral AB1 se redujo en un 80% después de
una semana de tratamiento con monoterapia, y 7 de 7 ani-
males exhibieron erradicaciéon del tumor sin recurrencia.
Con ello se confirma la seguridad de este tratamiento. Las
fabricas de citocinas IL-2 favorecen la erradicacion de los
tumores de mesotelioma maligno agresivo en un modelo
de ratoén, la proteccién contra la recurrencia del tumor y

aumentan la eficacia terapéutica de la terapia con la pro-
teina aPD1°.

Estos prometedores resultados experimentales impulsan la
transferencia de la tecnologia a la clinica, un esfuerzo que
esta respaldado por el incremento de la financiacion para

desarrollar estudios clinicos.
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Para finalizar, un debate con los ponentes, moderado por Erika Pastrana, para profundizar y
comentar los diferentes enfoques descritos a lo largo de la sesion y responder las preguntas de los

asistentes sobre las terapias celulares.

Prof. Omid Veiseh, usted ha llegado
muy lejos en su investigacion. ;Cual
cree que es el siguiente paso a raiz
de todo lo que ha aprendido?

Omid Veiseh: Mi motivacion perso-
nal es mejorar la vida de los pacientes
con nuestros enfoques de ingenieria.
En mi charla he expuesto una apro-
ximacién simple que mds o menos
funcionaba, pero no se podia adop-
tar de forma generalizada; ahora es
el momento en el que los ingenieros
deben intervenir para buscar nuevas
soluciones.

Tengo curiosidad sobre la toxici-
dad, una vez que se produce con la
administracion habitual, se detienen
las dosis y se revierte rapidamente
cuando cesa la administracion de
las dosis. ;Como afrontan ustedes la
toxicidad una vez se han inyectado las
‘perlas’ o capsulas, ya que el paciente,
tras un mes, va a seguir teniendo IL-2?

Omid Veiseh: La inmunoterapia
siempre ha tenido ese reto, por eso
pensamos en algo que funcione en un
periodo mas corto (varias semanas
hasta un mes). Pero es cierto que, si
se inyecta un anticuerpo, se plantea
el mismo reto, ya que va a circular
durante algunas semanas. Gracias
al gran trabajo que los clinicos han
hecho, se ha mejorado mucho en el
uso de farmacos, como esteroides,
con los que se puede rebajar la activi-
dad del sistema inmunitario en caso
de ser necesario. Creemos que no es
preciso un control tan estricto como
el que se da en los pacientes con
inmunoterapia.

+Cual es su opinion sobre los aspec-
tos mas prometedores de las tera-
pias de combinacion?

Evelyn Ullrich: No es necesario tener
un solo enfoque, sino combinar dife-
rentes tecnologias. Creo que la modi-
ficacion de células inmunitarias y de
células madre necesita citocinas, por
lo que seria una gran ventaja propor-
cionar dosis mayores de citocinas en
las zonas donde se requieren, también
poder dirigir las células inmunitarias
alli donde se necesitan y después
poder retirarlas.

El gran reto es descubrir qué
enfoque personalizado es el mejor
para cada paciente y su enfermedad.
Tenemos muchos conocimientos,
necesitamos unirlos y aplicar descu-
brimientos preclinicos y funcionales,
ademads de enfoques Next-Generation

Sequencing para las células tumorales.

Elena Garralda: Estoy completa-
mente de acuerdo, las combinaciones
son el siguiente paso. El problema esta
en qué combinar y a qué paciente le
hace falta cada combinacién. La aso-
ciacién de los inhibidores de check-
points es una opciéon clara, segun
lo muestra la clinica, y por su gran
potencial al relacionarse con muchos
tipos tumorales.

En los tumores inmunogénicos,
esta es una combinacién que tiene
mucho sentido; el problema son los
tumores frios, los que no son tan
inmunogénicos. En estos dltimos se
necesitan otras combinaciones, como
potenciadores de las células T que
les permitan sentirse ‘atraidas’ por
el tumor de forma distinta. La clave

estard en encontrar el mecanismo
concreto de ese tumor y su inmuno-

genicidad.

Omid Veiseh: Las combinaciones van
a ser el futuro para el cancer, ya que
es una enfermedad muy compleja
y estamos comenzando a descifrar
como lo percibe el sistema inmuni-
tario y todos los mecanismos que el
tumor usa para ‘apagar al sistema
inmunitario. Sera importante poder
demostrar que cada uno de los com-
ponentes de la combinacion terapéu-
tica hace algo tnico en los pacientes;
y resulta improbable que encontre-
mos algo que no funcione bien por si
solo, pero si sea efectivo combindn-
dolo. Hay que testar la eficacia de la
monoterapia en ensayos clinicos y
luego combinarla.

Luca Biasco: Trabajo principalmente
con enfermedades genéticas, donde
no es habitual el empleo de terapias
de combinacién; sin embargo, esta-
mos tratando de combinar defectos
genéticos para modificar las células
madre y convertirlas en funcionales.
Combinamos la terapia génica in
vivo con una terapia de anticuerpos
que permita que las células modifi-
cadas se expandan y que sean elimi-
nadas las que no lo estén, es decir,
se usan dos mecanismos a la vez: se
modifican células y se deplecionan
las que no hayan sido alteradas, pro-
porcionando asi un mayor espacio
a las células corregidas para que se
expandan.

En mi opinidn, el futuro sera la
terapia génica in vivo que marcara
la diferencia en la traslacion clinica.
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Si el paciente ya es inmunodefi-
ciente (es decir, su sistema inmuni-
tario ya esta dafiado previamente a
la aparicion de cancer), ;como estas
inmunoterapias se adaptaran? ;Hay
investigaciones en esta linea?

Elena Garralda: Tenemos poca infor-
macion sobre estas terapias, que son
experimentales. En los ensayos inicia-
les de los inhibidores de checkpoints
inmunitarios se excluia a pacientes
con inmunodeficiencia primaria, pero
ahora que hay una mayor experiencia
con aquellos inhibidores que se han
aprobado, se estd valorando su efica-
cia en pacientes con infeccion por el
virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH). Se esta comenzando a recopilar
informacion respecto a ese tema, pero
en la mayoria de estas terapias —que
se encuentran en fase I-II— no existe
mucha informacién con pacientes
inmunodeprimidos.

Omid Veiseh: Lainmunoterapia aiin es
algo muy nuevo, pero es emocionante
pensar que muchas de las tecnologias
y herramientas que se estin desarro-
llando hoy dia podrian usarse también
para enfermedades autoinmunitarias y
en pacientes con inmunodeficiencias.
Sabemos que no podemos vacunar a
ciertos pacientes debido al funciona-
miento incorrecto de su sistema inmu-
nitario, pero si tenemos la capacidad
de producirles anticuerpos; quizas
podamos saltarnos el paso de vacuna-
cion y producir anticuerpos neutrali-
zantes en el paciente. En este sentido,
hemos obtenido recientemente apoyo
dela fundacién GATES para investigar
sobre este tema en sujetos con VIH.

sPor qué se usan células B para la
presentacion de antigenos en lugar
de otras como las dendriticas?

Elena Garralda: En nuestro equipo,
Elena Gors tenia ya experiencia con el

empleo de estas células. Ademas, las
células B son las mas facil de reprodu-
cir en el laboratorio y las que mejor se
obtienen de los pacientes.

Se ha mencionado que se pueden
generar células CAR-NK a partir de
un linaje de células NK. ;Qué ocu-
rre con ellas tras la infusion? ;Viven
para siempre en el paciente?

Evelyn Ullrich: Se trata de una célula
similar a la natural killer (NK), lla-
mada NK92, la cual se aislo de un
paciente de linfoma de células NK, de
modo que existen algunos problemas
de seguridad.

En el contexto preclinico, esta
célula puede proliferar mediante la
adicién de IL-2, una citocina clave
para estas células NK92. Ahora que
se estd aplicando en los primeros
ensayos en humanos, es necesa-
rio irradiar la linea celular antes,
haciendo que solo sean funciona-
les unos dias, tras los cuales ya no
pueden proliferar y asi evitar los
problemas de seguridad. Estamos
desarrollando ahora un producto
con células NK primarias que pode-
mos dejar que proliferen.

Prof. Omid, es una gran herra-
mienta la que usted ha presentado,
pero a veces tenemos lineas celula-
res en el laboratorio que son depen-
dientes de la presencia de alguna
citocina u otra molécula bioldgica.
+Se han probado para estas funcio-
nes in vitro?

Omid Veiseh: Si, funcionan muy bien,
por lo que muchos colaboradores nos
piden hacerles alguna. Las tenemos
criopreservadas como ‘bolas’” para su
distribucion, de forma que solo sea
necesario echar un par en un gran
reactor para producir las citocinas
necesarias. También pueden funcio-
nar en ese contexto.

+Como se combinan estas inmunote-
rapias y terapias celulares con la qui-
mioterapia actual? ;La sustituiran?

Omid Veiseh: la quimioterapia
es una forma muy tosca de tratar el
cancer. En algunos casos funciona
bien, pero los efectos secundarios
son terribles y los pacientes pueden
desarrollar resistencias.

La quimioterapia, cuando funciona,
lo hace mejor en términos de dura-
bilidad y, aunque hay efectos secun-
darios, es mejor que no someter el
paciente al tratamiento.

Por su parte, las terapias celulares
suponen un nuevo arsenal para com-
plementar los tratamientos actuales,
y espero que con el tiempo los pueda
sustituir.

Las terapias dirigidas también
resultan de utilidad, ya que pueden
atacar las mutaciones especificas de las
células tumorales. Cuantas mas opcio-
nes existan para los pacientes, mejor.

Elena Garralda: Estoy de acuerdo.
Prescindir de la quimioterapia es
dificil, pero debemos investigar
como la podemos combinar. Se
puede usar para potenciar la muerte
del tumor, hacerlo mas inmunogé-
nico, y potenciarlo con la inhibicién
de checkpoints. La combinacion de
estas terapias funciona mejor que el
uso individualizado de una de ellas,
pero depende de cada paciente. No
creo que la quimioterapia se elimine,
aunque puede quedar relegada a un
plano secundario.

Evelyn Ullrich: Todos los subtipos
de estas enfermedades los tenemos
clasificados segun las diferentes
variaciones genéticas, y sobre esta
base se toma la decision acerca de
qué pacientes requieren mayores
dosis y qué tipo de quimioterapia, o
si requieren un trasplante de célu-
las alogénicas. Por eso, creo que los



Debate

protocolos se pueden sustituir por
otros que contemplen quimiotera-
pia a dosis bajas y que preparen al
paciente para una infusion de células
inmunitarias modificadas. Aun asi, es
peligroso cambiar algo que funciona,
ya que, a pesar de los efectos secunda-
rios de la quimioterapia, la probabili-
dad de supervivencia es muy alta. Hay
que ir paso a paso.

:Qué opinan sobre la resistencia
adquirida a los tratamientos y
cuales son sus perspectivas futuras?

Evelyn Ullrich: Hay muchos factores
que intervienen en la generacién de
resistencia a un tratamiento. Una de las
posibilidades es que sea un tumor con
composicion heterogénea y algunas de
las células puedan ser resistentes a la
terapia, produciendo una presion selec-
tiva para que se desarrollen resistencias.
A veces existen células iniciadoras de
tumor aunque este no se ha desarro-
llado; las caracteristicas de estas células
no estan muy definidas, por lo que no
se detectan en los andlisis y, por ello, el
tumor puede crecer tiempo después.
También es posible que el ambiente
tumoral contenga factores que reba-
jen la respuesta inmunitaria de resis-
tencia del tumor frente a la terapia.

Ahora existen herramientas que per-
miten determinar si debemos cam-
biar o modificar el tratamiento en
€S0S Casos.

Elena Garralda: La resistencia es
uno de los mayores retos del trata-
miento antitumoral, y no creo que
vaya a existir un tratamiento donde
no aparezca.

Hay un incremento de probabilida-
des de encontrar linfocitos que infil-
tren el tumor en los pacientes tratados
con inhibidores de puntos de control
(checkpoints) inmunitarios, por lo que
es posible que haya alguna edicién
como mecanismo de resistencia.

Sus ponencias son esperanzado-
ras en cuanto a las tecnologias que
estan llegando. Se trata de herra-
mientas muy complejas y caras.
Realmente, ;qué impacto cabe espe-
rar de ellas?

Evelyn Ullrich: La traslacién clinica
de la inmunoterapia es muy larga y
supone un reto, sobre todo, porque
se trata de un procedimiento caro.
Debemos optimizar el tiempo de
produccion y reducir el coste. Una
herramienta a destacar es la edicion
no viral de las células inmunitarias.

También podemos mejorar el resul-
tado y la persistencia de las células
inmunitarias con la aplicacion de
citocinas in vivo.

Luca Biasco: La principal evolucién
en la terapia génica de células madre
es el enfoque in vivo. Este campo ha
evolucionado extraordinariamente en
los dltimos 2 afios y ahora podemos
alcanzar las dianas in vivo.

El enfoque ex vivo funciona muy
bien, pero resulta muy caro, asi que
el mayor reto de la terapia génica es
reducir el coste: se trata de los far-
macos mas caros del mercado, pero
funcionan. La reduccién en el coste
se puede lograr mediante nuevos
enfoques, como el abordaje in vivo,
o tratando de reducir los costes pre-
clinicos.

Elena Garralda: El alto coste de las
terapias es un reto en el abordaje del
cancer. Necesitamos que el acceso a
estos farmacos sea sostenible.

Omid Veiseh: Estamos, en nuestro
caso, en el momento de industria-
lizar el proceso, lo que implica prestar
atencién a su coste para tratar de
hacer las terapias mds accesibles.







Presentation

ell therapies have been the topic of the Conference-debate of the Fundacion Ramoén Areces-Springer Nature,

which has recovered its face-to-face format and captured the massive interest of health professionals, resear-

chers, and above all, young students and researchers, interested in knowing the new opportunities that arise
from genetic engineering and immunotherapy. And all this will be led by prominent and internationally renowned
experts: Luca Biasco, Evelyn Ullrich, Elena Garralda and Omid Veiseh. Each of them, from their particular research
field and academic, scientific and clinical interest, has shared their experiences and presented their studies, viewpoints,
concerns and hopes in this meeting.

As highlighted in this scientific session, the clinical implementation of cell therapies has experienced an extraordinary
growth in recent years. And thanks to new genetic engineering techniques, cell therapies are positioned as a leading
treatment for the cure of certain types of cancer, as well as some neurological and autoimmune diseases. Specifically,
this 15" Conference has delved into the current clinical applications of cell therapy for the treatment of cancer and
has shown advances in the knowledge of the immune system, advances that have allowed the design of safer strategies
and the implementation of more effective genomic modification techniques. The meeting also served to discuss and
reflect on the future perspectives that this technology offers to deal with diseases that, until now, were considered
incurable. The constant progress documented in relation to cell therapies is postulated as a solid pillar on which many
future treatments against diseases such as cancer will be based.

This 15" edition of the Cycle of Conferences and Debates in Sciences, jointly organized by the Fundacién Ramoén
Areces and Springer Nature, focuses on cell therapies and the enormous opportunities that are glimpsed in this area
thanks to the progress made in genetic engineering and immunotherapy.

In previous editions, these conferences had addressed other topics of scientific interest, such as genetic testing, the
medical contributions of nanotechnology, personalized medicine, autoimmune diseases, emerging infectious diseases,
advances in type 2 diabetes mellitus, challenges and advances in regenerative medicine, neurodegenerative diseases
and, last year, atmospheric CO, capture techniques.

On this occasion, both the Fundaciéon Ramoén Areces and Springer Nature have considered the need to address the
topic of cell therapies for several reasons, all of them of special relevance. Cell therapies based on the administration
of modified cells to fight a disease have become a resource that has experienced enormous growth in its clinical appli-
cation in recent years. There are many examples of success already known, such as the use of genetically altered cells
(such as CAR-T) to attack various types of tumours, or stem cells to treat, for example, the damaged cornea. Precisely,
the main objective of this conference has been to have the most outstanding clinical scientific approach to show some
successful experiences with therapies based on modified cells for the treatment of lymphomas and solid cancers.
We sincerely believe that, thanks to the collaboration of Springer Nature, we have achieved it.

José Maria Medina
Council of Life and Matter Sciences
Fundacion Ramoén Areces, Madrid, Spain




Presentation

fter 2 years of having an online format, the 15" Conference-debate in Sciences of the Fundacion

Ramoén Areces and the Springer Nature group recovers its face-to-face format. In our presentation last

year, when for the second consecutive year the pandemic forced us to continue with the online format,
we were eager to see the auditorium full of science enthusiasts again. We are pleased that, thanks to the advances
in biotechnology applied to vaccines (amongst other factors), we have almost overcome the COVID-19 pan-
demic and can enjoy this day again in its traditional format.

This year the progress made in the field of cell therapies is addressed, with speakers showing the latest
advances in immunotherapy and genetic engineering. Those of you who have attended these conferences
over the years will recognize our passion for deepening our knowledge of our own cells to treat diseases, such
as when almost a decade ago we reviewed advances in regenerative medicine or, more recently, we approached
the study of organoids as potential new treatment routes.

Nowadays, the advances in cell therapy and gene therapy run in parallel. Although for decades gene therapy had
not reached sufficient efliciency and safety to suggest a clear clinical benefit, improvements in the techniques of
genetic modification of our immune system cells have allowed progress in its use to treat haematological cancers
and solid tumours.

At Springer Nature we are committed to disseminating and bringing the latest scientific advances to the general
public, as well as fostering and being a vehicle for dialogue between academic scientists, the private industry and
society. Therefore, throughout this year we have published a series of collections focused on genetic engineering,
both of viral vectors and immune cells, within the ‘Collections’ series of the Nature journals. These publications
combined not only the study from basic science, but also their applicability in biotechnology and pharmaceu-
tical companies, all to facilitate the introduction of these new therapies in routine clinical practice.

One more year, we thank the Fundaciéon Ramon Areces for the opportunity to collaborate in these conferences.
We thank its Scientific Committee, represented by professors Emilio Bouza and José Maria Medina, for their
commitment to the advancement of science and medicine that brings us, every year, extremely interesting
topics. We also thank the General Director of the Foundation, Mr. Raimundo Pérez-Hernandez y Torra, and
Mr. Manuel Azcona, Director of Communication, for the trust placed in us to continue organizing these days
that we enjoy so much.

And last, but not least, I would like to thank the speakers Luca Biasco, Evelyn Ullrich, Elena Garralda and
Omid Veiseh who have travelled to Madrid to share with us these conferences and their vision of cell therapies.
I would also like to highlight the work of Erika Pastrana, Editorial Director of Nature magazines in this event;
without a doubt, it is an honour to have your good work and passion for science.

Soledad Santos
Editorial Director of Iberia and Latin-America
Springer Healthcare, a Springer Nature business




Introduction

Erika Pastrana
Editorial Director of Nature Journals
New York, USA

Erika Pastrana has a degree in Biochemistry and Mole-
cular Biology from ‘Universidad Auténoma de Madrid’
and was granted a doctorate at the same university,
investigating the cellular and molecular mechanisms
responsible for promoting the regeneration of dam-
aged axons in the mammalian central nervous system.
After her doctoral thesis, Erika went to New York for
four years where she did her postdoctoral studies at
Columbia University studying neurogenesis and neural
lineage progression mechanisms in adult mice.

She began her publishing career in 2010 as editor at
Nature Methods, where she was in charge of neuro-
sciences, and in March 2014 she moved to the Nature
Communications journal as Team Manager. In April 2017
she began as Executive Editor in the Division of Nature
Research Journals and, in 2019, as Editorial Director of
Nature Journals, being responsible for the management
and editorial direction of applied sciences and chemis-
try, including Nature Biotechnology, Nature Medicine,
Nature Biomedical Engineering - among others - and,
more recently, Nature Electronics, Nature Mental Health
and Nature Machine Intelligence.

Erika is part of the Nature Research management team
and is responsible for the development and implemen-
tation of new editorial policies, practices and workflows.
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Introduction

his is the seventh time I have had the honour of serving as moderator of such an

important event. In this new edition of the Conference-debate in Sciences, orga-

nized jointly by the Fundaciéon Ramoén Areces and the Springer Nature group, we
have four world experts in the field of cell therapies, who summarize their latest discoveries
and present their viewpoints.

Cell therapies, based on the administration of cells to fight a disease, have experienced an
extraordinary growth in their clinical application in recent years. The first applications of
cell therapy in humans began in 1950 and consisted of bone marrow transplantation to
treat patients with haematological cancers.

The success of these treatments provided years of evidence of the potential of cells as
agents to treat diseases.

With the approval of the use of CAR-T cells (chimeric antigen receptor T cells), genetically
altered to attack leukaemias and lymphomas, and their success in treating solid and liquid
cancers, this field has experienced an unprecedented explosion and it is allowing us to
reach the milestone of turning cancer into a curable disease.

These conferences synthesize recent advances in the use of genetically altered haemato-
poietic cells to treat genetic diseases. Clinical progress in immunotherapy is also
discussed in detail. It stands out how the use of biomaterials and genetic engineering
applied to cell therapies raise new personalized therapeutic prospects.




lectures

NOVEL CELLULAR TARGETS AND DELIVERY STRATEGIES FOR
HAEMATOPOIETIC STEM/PROGENITOR CELL GENE THERAPY

Dr. Luca Biasco
Sana Biotechnology, Cambridge, Massachusetts, USA, and University College
London, London, UK

IMMUNOTHERAPY WITH GENETICALLY ENGINEERED IMMUNE
CELLS — A RECENT PERSPECTIVE

Prof. Evelyn Ullrich
Experimental Immunology, Goethe University, Frankfurt am Main, Germany

ADVANCES IN TUMOUR-INFILTRATING LYMPHOCYTE
THERAPY FOR SOLID TUMOURS

Dr. Elena Garralda
Director and Principal Investigator of the Early Drug Development Unit,
Vall d’Hebron Institute of Oncology (VHIO), Barcelona, Spain

DEVELOPMENT OF CELL-BASED CYTOKINE FACTORIES
FOR IMMUNOMODULATION

Prof. Omid Veiseh
Department of Bioengineering, Rice University, Houston, Texas, USA
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Novel cellular targets and delivery strategies
for haematopoietic stem and progenitor cell

gene therapy

Dr. Luca Biasco

Sana Biotechnology, Cambridge, Massachusetts, USA, and University College London, London, UK

uca Biasco is currently the executive director of the
LR+D program of the gene therapy company Sana
Biotechnology, based in Cambridge, Massachusetts
(USA). In addition, he is a professor at London University
College within the Gene Therapy Programme of the Insti-

tute of Child Health at Great Ormond Street Hospital.

Dr. Luca Biasco was part of the scientific group that deve-
loped the first commercially approved ex vivo stem cell gene
therapy in the world (Strimvelis™, distributed by GSK). He
was also a consultant to GSK on the study about the safety of
lentivirus gene therapy for the Wiskott-Aldrich syndrome.

At Boston Children's Hospital/Dana Farber Cancer Insti-
tute, he was responsible for the vector safety team for the
Gene Therapy program. In addition, at Harvard Medical
School, he led a research laboratory focused on the proper-
ties of stem cell gene therapies and their in vivo behaviour
upon infusion in humans.

In his presentation, Dr. Biasco details the advances in the
use of haematopoietic stem cells (HSCs) thanks to gene
therapy and presents the latest in vivo administration tech-
niques.

As he explained, adult haematopoiesis in humans is
organized hierarchically. At the top we have the HSCs,
which are located in the bone marrow and, next to them,
the multipotent progenitors; both types of cells can sur-
vive for a long time and generate all blood cells. Below are
the erythroid, lymphoid and myeloid progenitors, which
generate cells of a specific branch of haematopoiesis.

Genetic defects that affect specific differentiation branches
result in failures in the reproduction of certain blood cell
groups (neutrophils, monocytes, lymphocytes, etc.).

This way, it is proposed that gene therapy directed
to the CD34+ compartment, which includes HSPCs,
could change the course marked by genetic defects.

Dr. Luca Biasco

The most common approach to carry out this therapy is to
isolate the patient's CD34+ cells to add a lenti/retroviral
vector with a genetic payload, so the correct genetic copy
of t he mutated gene is included. Then, CD34+ cells are
expanded in vitro into a selective medium containing cyto-
kines to boost transduction. Finally, the transduced CD34+
cells are reinfused into the patient. Before this reinfusion,
the patient is given low doses of chemotherapy to facili-
tate the proliferation of the modified cells.

The most frequently used vectors in this type of therapy are
lenti/retroviral, because:

1) they have a lipid bilayer that allows fusion with CD34+
cells (VSV-G is the most used vector);

2) they permanently integrate therapeutic genes in the
host genome by delivering a provirus and an integrase
complex into the nucleus of host cells, which causes
both the treated cells and their descendants to have the
integrated therapeutic gene; and
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3) the integration of vector genetic information into the
genome is done safely and semi-randomly since
the vector can choose anywhere to deliver the genetic
material.

How could we use this semi-random
distribution to track the destination of the
modified cells?

Each cell will have a unique insertion site completely difte-
rent from the other insertion sites of the other modified
cells, and it will be the same for their descendants. Each of
these cells has a stable ‘barcodé’

After the patient has been infused with the modified cells
and is followed over time, peripheral blood samples con-
taining stem-cell-derived cells can be collected using a
technique called ‘insertion site analysis’ This process can
be monitored in the patient over time and determine how
many insertion sites are shared by the different cell popula-
tions. The abundance (number of cells that have exactly the
same binding site when derived from the same HSC) and
the diversity of the insertion site can be used to track the
status of a particular population over time.

Current research is interested in the evolution of the cell
population in patients undergoing gene therapy.

Ex vivo gene therapy based on genetic
engineering of HSPCs

Ex vivo HSPC gene therapy has been proposed to treat pri-
mary immunodeficiencies. There are patients who are born
with a genetic defect, a mutation in the interleukin receptor
2y chain (SCID-X1, severe combined immunodeficiency-
X1), which causes the absence of lymphoid lineages, which
makes the patient unable to produce T lymphocytes, B
lymphocytes and natural killer (NK) cells.

It was hoped that by reinfusing modified cells
to patients with this genetic defect, the absent
lineage could be recovered, in addition to
strengthening the rest of the haematopoietic
progenitors (Figure 1).

Over two decades, 10 patients treated with a y-retroviral
vector to transduce CD34+ cells ex vivo were followed up.
The infusion was administered at the age of 8 months on
average, and a mean of 23.9 x 106 cells/kg were infused. No
conditioning was performed on patients prior to treatment.
All of them remain alive and well to date. One patient

developed acute lymphoid leukaemia 24 months after gene
therapy, but after 2.5 years of chemotherapy he went into
clinical and molecular remission, and in the last follow-up
was still in this state. This is one of the first trials on gene
therapy in HSC with a very long-term follow-up.

In patients’ peripheral blood, only T and NK cells with the
therapeutic gene were produced due to the persistence of
memory lymphocytes in the peripheral blood, which can
survive decades after gene therapy. However, they were
not produced in monocytes, B lymphocytes, neutrophils,
or any other type of blood cell. This may be because long-
term surviving multipotent progenitors were lost. If this
hypothesis were correct, only memory T cells should be
detected in blood; that is, no inactivated/naive T cells (TN),
since these are of recent production in the thymus and have
a short life. Stem cells are needed for these lymphocytes
to be produced. When studying patients’ cell population,
it could be seen that there were TN cells containing the
therapeutic gene. These could not come from the modified
stem cells since they did not last in the bone marrow, so
it was postulated that there were long-survival lymphoid
progenitors that were able to continue producing TN cells.

To corroborate that the TN cells were functional, they were
isolated and treated; then, the production of interferon
y (IFN-y) was determined. As they are not memory cell
populations, they should not produce IFN-y after stimu-
lation. The results confirmed that TN cells obtained from
patients did not produce significant levels of IFN-y, while
other memory cell subtypes did generate a response.
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FIGURE 1. Ex vivo haematopoietic stem and progenitor cell

gene therapy for primary immunodeficiencies.




GELLULAR THERRPIES: new opportunities offered by genetic engineering and immunotherapy

The rearrangement of the thymus T-cell receptor (TCR)
was also studied, and it was noted that there was a high
variety and diversity of TCR rearrangement in the com-
partment of TN cells in different patients and different
time points: TN cells were being produced continuously in
the thymus, thus forming new TCR rearrangements.

These TN cells had the insertion, and the insertion site
could be tracked (their diversity, whether there was clonal
expansion, types of TN cell insertion sites that were shared
with other cell subtypes and data on identical insertion
in the TN cells over time). The results of these analyses
suggested that there were 2,000-6,000 long-term surviving
lymphoid progenitors that continued producing these cells.

Lastly, identical insertion sites between T cells and NK cells
were compared. The results were 40% similar, so it was
possible that the long-term surviving lymphoid progeni-
tors had bipotent potential to produce both T- and NK-cell
subtypes. These progenitors were independent of a stem
cell supply.

The results of this first study suggest that there
is a population of long-term surviving lymphoid
progenitors (at least 15 years), capable of
generating T cells and, partially, NK cells.

There are reasons to think that this cell population
resides in the thymus and not in the bone marrow;
however, there are still no markers to identify and isolate
these cells and to understand their origin and function.

Experience at Sana Biotechnology

Sana Biotechnology is developing a new strategy to achieve
in vivo distribution of gene therapy.

Ex vivo therapy works well, but involves great costs, an
autologous transplantation and conditioning of the patient
at the level of the bone marrow through chemotherapy.
This is not the best scenario as high treatment-related toxi-
city may occur.

If the vector could be infused directly, intravenously, so it
reaches the bone marrow, a much cheaper drug would be
obtained, without the need for prior conditioning of the
patient, and this would improve the access of patients to
this treatment.

For the preclinical development of this type of drugs there
are limited options: to isolate the stem cells from an indivi-
dual and test them in vitro or transplant them to permissive

animal models (mice). In our research, both approaches
are being used to answer key questions:

Is it possible to genetically modify human naive HSPCs
and human HSPCs in vivo with high efficiency and high
specificity?

To transduce stem cells, it is necessary to stimulate them
with cytokines, which cannot be done in vivo because the
cells are in their niche; a way must be found to reach them
without activation. To do this, various compounds were
tested and compared. Two of these were a lentiviral vector
(VSV-G), which requires activation for binding to CD34+
cells, and a vector derived from a virus affecting baboons
(BaEVTR), which is capable of effectively transducing
resting cells. When these two viral vectors were used in
non-activated cells, it was appreciated that the baboon
virus worked better than the lentiviral version of the vector.

BaEVTR can enter various cell subtypes, and can isolate
HSCs and multipotent progenitors specifically, transduce
them without activating them and obtain a good level of
transcription, even with low doses of the vector.

Another interesting feature is that this vector appears to be
less likely to transduce primary human hepatocytes.

The BaEVTR vector seems to be a suitable
candidate for in vivo modification of human
HSPC cells.

The way to check if HSPC can be obtained when they are
in the bone marrow is to use humanized mice (Figure 2).
Peripheral blood

IV systemic

Day 84 delivery
IV injection HSPC

B cells
LV-GFP ':ﬁ,*
]

!
1

Bone marrow

~ E
B cells g7
o[" \progenitors
N

' N Endosteal
% ‘ -:3;‘3;‘ niche
Peripheral blood Perivascular space

HSPC: haematopoietic stem and progenitor cells; iv: intravenous;
LV-GFP: lentiviral vector expressing green fluorescent protein.

FIGURE 2. Intravenous injection of CD34+ cells into long-

term humanized mice to obtain haematopoietic stem cells in
bone marrow.
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CD34+ cells are injected into the mouse and 12 weeks later
the vector is infused and 12 days later it is sacrificed to see
which cell type has been transduced. Human cells change
their nature when they stay in a mouse for so long, beco-
ming the dominant population of pre-BNK cells, causing
many B cells to be found in the peripheral blood; there-
fore, this is not normal human haematopoiesis, with a very
small number of HSPCs. All these factors cause the vector
to be infused into an environment with many B cells and
many B-cell progenitors, hoping to reach some stem cells.
With the use of BaEVTR, good levels of in vivo transduc-
tion have been already achieved: up to 8% of human cells
in peripheral blood, which corresponds to 2% of CD34+
lineage-negative cells, being a small fraction of the cells in
the bone marrow that we want to reach. It was also com-
pared with the VSV-G vector and it was seen that it had a
very low performance.

Can we avoid modifying cell types other than our target?

Sana Biotechnology is developing fusogens, which are
incorporated into the vector membrane. These fusogens
contain binding sites designed to recognize a specific

Recommended bibliography:

receptor present on the surface of the HSC. After binding,
a change in the fusion monomer associated with this com-
plex is triggered, which would promote the fusion between
the cell membrane and the viral membrane, achieving the
insertion of genetic material into the target cells.

Our analytical platform allows us to evaluate the access
and on/off transduction potential of fusogens.

An example is the HSC-targeted B fusogen, which should
only transduce cells that present the B receptor. There are
not many cells of this type in the mouse (0.6%) and they
are only located in the bone marrow, so the vector must
go from the peripheral blood to the bone marrow and
bind only to these cells specifically. When HSC-targeted B
fusogen was used, the results suggested a clear enrichment
of this particular cell population and showed remarkable
in vivo specificity.

Preclinical results seem to indicate that it is possible
to achieve in vivo gene therapy. The aim is to improve
and optimize the results using fusogens for human
application and for other vectors to be developed.
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Immunotherapy with genetically engineered
immune cells - a recent perspective

Prof. Evelyn Ullrich

Experimental Immunology, Goethe University, Frankfurt am Main, Germany

Johann Wolfgang Goethe University, Frankfurt am

Main, Germany. She leads the Experimental Immu-
nology Research Unit and the Cancer Survivorship Unit
at Goethe University Hospital Frankfurt. She graduated
in medicine at the Albert Ludwig University of Freiburg
and received further training at Regensburg, Erlangen and
Paris universities. She is a specialist in Internal Medicine

Evelyn Ullrich is Professor of Cellular Inmunology at

and Immunology.

Since 2012, she has led the Experimental Immunology
Unit at the Frankfurt Children's Hospital, with the sup-
port of the LOEWE Center for Cell and Gene Therapy in
Frankfurt. She has participated in the characterization of
natural killer (NK) and innate lymphoid cell subsets.

Her group current research focuses on deciphering
immune regulation and developing immunotherapies
focused on the use of genetic engineering in immune cells
(ICs) for clinical implementation.

In her presentation, Dr. Evelyn Ullrich highlighted
the uses of genetic engineering to improve cellular
immunotherapy.

IC research began 60 years ago, and in the last 10 years
a series of surprising achievements have been reached,
making it possible to modify these cells through genetic
engineering. T cells were discovered by microscopic des-
cription of thymic tissues in 1961. NK cells were described
in 1975 - and, since then, the development of adaptive the-
rapy has been remarkable. This approach allows immuno-
suppressed or cancer patients to be treated using IC, such
as T or NK cells. These are activated by cytokines and can
be modified to target cancer cells.

One of the major advances in cell therapy was chimeric
antigen receptor (CAR-T)-based immune therapy for
the treatment of acute lymphoblastic leukaemia’.

Prof. Evelyn Ullrich

CAR-T cells: a milestone in cellular
immunotherapy

In the historical evolution of cell-based immunotherapy,
the role recently given to the chimeric antigen receptor
(CAR) stands out: it is a type of fusion molecule targeting
molecules found on the surface of tumour cells.

This construct is composed of activation and signalling
domains to activate the ICs once they meet the molecules
expressed by the tumour cells to be destroyed. From the
discovery of these molecules to their development for cli-
nical use, a long period of time has elapsed in which many
research groups have been involved.

Currently, the goal is to modify enough CAR so
they can be applied to a large number of patients.
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This type of approach is approved by the US Food and
Drug Administration and the European Medicines
Agency?’. The first CAR-T cell therapy, tisagenlecleucel,
was approved in 2017, and a limited selection of CAR-T
products is now available.

The treatment strategy using CAR immune cells requires
blood from the patient or donor in order to isolate T or
NK cells. Then the gene that encodes the CARs is inserted.
It is very important that the gene is safe and has stable
expression. This cell must produce a viable population to
be administered to the patient, and that proliferates so that
it remains active and able to recognise tumour cells. It is
a long procedure, but very effective. There is a growing
repertoire of constructs that can be used to transduce these
cells with CAR, with several generations that differ in
their cell-stimulating domains (Figure 1)*.

Currently, there are ongoing trials of CAR-T cells world-
wide (>1,000), and both trials and publications on this
topic are increasing. Most of the studies are phase I-II, the
results of which provide a lot of knowledge. It is essential
that information is collected on patients who have been
treated with CAR-T products; however, we are still at the
time of information collection, where most studies are

done in a single centre, so it will take some time to under-
stand the effects of these drugs.

In many cases, autologous cells are used - cells that come
from the patient and that have been pre-treated before the
extraction of T cells. There are very few studies in which cells
from another person are used. Although clinical trials focus
on a single target, it is possible to address multiple ones’.

Advances and limitations

CAR-T cell therapy is having significant success in
the haematology field, as it works with targets that
are expressed by most cancer/leukaemic cells.

Solid tumours present a greater challenge due to the high
heterogeneity of antigenic expression, in addition to the
microenvironment that surrounds them and their limited
access. Solid tumour cells can also regulate a reduction
in the expression of certain tumour antigens and, if the
antigen chosen for therapy is also present in healthy tis-
sues, the risk for these modified cells to attack this healthy
tissue is high®.
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Although this therapy is effective and safe, side effects
from the use of CAR-T cells have been reported; however,
they are easy to control. These effects include cytokine
release syndrome, immune effector cell-associated neuro-
toxicity syndrome and graft-versus-host syndrome (in the
case of using allogeneic cells to generate CAR-T)".

Modification of natural killer cells

In our laboratory, new research is ongoing in which
NK cells instead of T cells are being modified by
genetic engineering.

Both cell types can attack cancer cells and generate a cyto-
toxic response against them; however, T cells are associated
with a T-cell receptor that requires antigenic presenta-
tion, while NK cells have a wide repertoire of inhibitory
and activating signals to distinguish between healthy and
malignant cells. In both T cells and NK cells it is possible
to introduce a CAR to specifically target the antigens of
interest. For NK cells, the presence of multiple inhibitory
and activating receptors in addition to CARs may be of
benefit, so if antigen loss occurs, NK cells can mediate a
natural cytotoxic response.

Another point in favour of the use of these cells is that there
are already previous studies that have proved that they do
not cause graft-versus-host disease, in addition to presen-
ting a favourable cytokine profile and having a low risk of
neurotoxicity’.

The fact that NK cells present inhibitory and activating
signals implies that, while they are in a resting state, they
do not attack; however, their ability to kill can be induced
by binding receptors to molecules that activate them or by
intervening in inhibition signals’.

At present, there are few trials with this cell type worldwide
and many of them are still in the patient recruitment stage.
There is an American study in which CAR-NK was used in
CD19+ lymphoid tumours, without side effects of interest,
and the response of patients met the objective in 73% of
cases. However, this is a small study with only 11 patients®.

Currently, trials are being conducted to test the response of
NK against different targets, such as CD19, CD70, NKG2D
and solid tumours, in addition to other studies in which
the performance of non-primary NK is being assessed.

Among the main challenges posed in CAR-NK cell-based
immunotherapy, and with a promising future, are:

« the application of viral and non-viral technologies for
the generation of CAR-NK cells, and

o overcoming immune suppression through genetic
engineering.

Other challenges related to NK cells that remain to be
addressed are: their alloreactivity/donor selection, their acti-
vation (cytokines), and their migration and proliferation.

Pseudotyping was an approach for the transduction of
viral products in CAR-NK that presented a problem at
first; it is now known that retroviral transduction (RD114-
TR) works better than lentiviral (VSV-G), allowing better
insertion of vectors into NK cells’. However, there are also
non-viral genetic engineering strategies to genetically
modify NK cells that may be cheaper, although many are
unstable.

Some of the non-viral technologies that are stable involve
the use of ‘ancient’ DNA that uses a technology called
‘sleeping beauty’’.

Zoltan Ivics, the inventor of this technology, in collabora-
tion with Halvard Bonig of Frankfurt, has developed a plat-
form for the creation of non-viral CARs. This technology
is being evaluated in the multicentre study CARAMBA!.

Our team has adapted this technology for its use in
CAR-NK cells. To achieve this, mice induced with lumi-
nescence of leukaemic cells (transduced with luciferase)
were used. Thus, it is possible to monitor the progress of
mice by bioluminescence while they are still alive. When
treated with modified NK cells, the tumour progressed
much more slowly'’.

The advantages of the non-viral CAR engineering-
based strategy are its lower cost and to provide
a safer integration profile in NK cells.

‘Sleeping-beauty’ genes in T cells have been reported to be
integrated into genetically safe harbours, something that
also happens with NK cells'.

Acute myeloid leukaemia

Of particular interest are the results obtained in acute mye-
loid leukaemia, which is more difficult to treat than B-cell
leukaemia because the markers present are also found in
haematopoietic stem cells.

CD33-targeted CAR-modified NK cells were tested,
by transduction of primary blood-derived NK cells,
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using baboon-envelope pseudotyped lentiviral vectors
(BaEV-LV). Transduced cells showed stable CAR expres-
sion, unimpeded proliferation, and increased cytotoxic
activity against primary CD33 and AML-positive OCI-
AML2 cells in vitro. In turn, CD33-CAR-NK cells signi-
ficantly reduced leukaemic load and prevented leukaemia
cell grafting into the bone marrow in mouse models with
OCI-AML2 xenograft and no observable side effects. In
addition to the increased in vitro cytotoxicity of the trans-
duced cells, good results and regression in the progression
of leukaemia were observed after treating mice with a
single dose of CAR-NK*".

In collaboration with the company Miltenyi Biotec, our
research group is working on producing a greater number
of anti-CD33 CAR-NK cells, with the aim of producing
them in Frankfurt and using them in a greater number
of mice with induced multiple myeloma. It was noticed
that the mice experienced a relapse into leukaemia, which
could be due to a checkpoint (NKG2A) that inhibits
CAR-NK cells. This receptor can be removed/silenced by
using CRISPR/Cas9.

CRISPR/Cas9-based gene editing from the NKG2A
immune checkpoint improves NK cell-mediated cytotoxi-
city against multiple myeloma, with evidence of improved
CD33-CAR-NK functionality. The cells responsible for
multiple myeloma are attacked by the cells transduced by
an annexin marker, which can only be observed when the

cells are eliminated by cytotoxicity'. It has also been tested
in a mouse model, confirming that doubly modified cells
are more effective.

An important finding was that the leukaemia reappeared,
but not in the bone marrow, so a bone marrow transplant
was performed to see if the leukaemic stem cells had been
attacked; only those transplanted with CAR-KO cells
achieved 100% survival.

Conclusions and future perspectives

Immune cell modification can be very beneficial for
cancer patients, especially those with difficult-to-treat
tumours. In addition to T cells, other cell types can be
modified, which allows choosing the most useful for each
tumour entity.

CAR-NK cells can be generated from external donors
and their efficacy can be improved by specific deactiva-
tion of some immunosuppressive pathways and CiteSeq
(RNA/Ab-Seq) analyses can help to clarify the underlying
mechanisms.

The next generation of CAR-NK will offer important
improvements, such as the development of products based
on non-viral technology; integration of cytokines, chemo-
kines and the integration of the safety switch; development
of different CARs for malignancies; and the possibility of
using innovative combined approaches.
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Her career has focused primarily on proof-of-concept and
proof-of-mechanism trials with targeted therapies, with
special emphasis on cell signalling, cancer stem cells and
immuno-oncology, as well as cell therapy for solid tumours.

She is currently working on First-In-Human targeted
therapies studies, efficient combinations of targeted the-
rapies, biomarker-based clinical trials, and studies in
molecularly selected populations. One of the objectives of
Dr. Garralda's group is to link her clinical research with
the different research areas of the Institute and to develop
better cancer therapies adapted to the specific and indivi-
dual characteristics of each tumour.

In her presentation, Dr. Garralda discussed advances in
immunotherapy to treat solid tumours.

This progress is being made thanks to the ability
of the immune system to fight cancer, and through
a pioneering technique based on solid tumour
infiltrating lymphocytes (TIL).

In essence, it is about penetrating the tumour with lympho-
cytes (immune cells that are mostly in the blood), that have
been previously manipulated and reactivated in the labora-
tory, so they learn to recognize and destroy tumour cells.

The therapeutic gap

For any tumour to exist, grow and remain over time it
must be able to avoid the immune system. With the dis-
covery of the immune checkpoint inhibition processes,
and the identification of two inhibitors of immune control
(programmed cell death protein 1 [PD-1] and cytotoxic
T-lymphocyte-associated protein 4 [CTLA-4]), a revolu-
tion in Oncology began which facilitated the development

Dr. Elena Garralda

of many therapies aimed at acting specifically against these
targets.

The main clinical outcome of these advances was the
increased survival of cancer patients. For melanoma,
one of the most immunogenic tumours that best responds
to available immunotherapies, long-term outcomes in
patients with advanced disease have improved with the use
of an anti-CTLA-4 (ipilimumab), and even more so with an
anti-PD-1 (nivolumab), reaching the highest survival rates
with the combination of both drugs. Despite these positive
results, 50% of patients will not survive more than 5 years'.

The results are even less satisfactory when these immu-
notherapies are used in poorly immunogenic tumours.
Only Merkel cell carcinomas achieve significant patient
survival rates (60%), while in gastric, head and neck, or
non-small cell lung cancer, success rates do not reach 20%.

Although we have immunotherapies that have changed
cancer management and improved outcomes, much
remains to be done”.
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Contributions of cell therapies

Cell therapies may be the solution to reduce most
of the cancer treatment gap.

In cell gene therapies, the patient's own cells are used
so that, once modified, they are reintroduced into the
body, and their ability to fight tumours is enhanced.

There are different types of cell therapies: extracting cells
from the blood and modifying them to attack a tumour or
with the TIL technique.

Adoptive T-cell therapies for cancer treatment are based on
a logical and simple principle. A small part of the tumour
is removed, where the TILs (lymphocytes intended to kill
tumour cells) are; then, these lymphocytes are extracted,
cultured, expanded in the laboratory and reinfused into
the patient in the hope of revitalizing them and increasing
their ability to cope with the tumour.

Administration of naturally grown TILS ex vivo has
been shown to facilitate durable regression of melanoma
tumours. However, the generation of TILs is not possible
in all patients and has had limited success in other types of
cancer.

Advances in genetic engineering have overcome these obs-
tacles by introducing tumour-antigen-targeted receptors
into human T cells. It is now possible to genetically engi-
neer lymphocytes to express highly active T-cell receptors
or chimeric antigen receptors (CARs) that target various
tumour antigens expressed in cancer patients®.

Promises and realities with solid tumour-
infiltrating lymphocytes

Treatment with solid tumour-infiltrating lymphocytes
has an important advantage over other cancer therapies
since it is only administered once in a lifetime.

Patients are hospitalized for approximately 3 weeks. The
administration process is complex and is performed in
three steps: 1) lymphodepleting chemotherapy (which
depletes lymphocytes); 2) intravenous infusion of in vitro
expanded TILs on day 7, and 3) administration of high
doses of interleukin-2 (IL-2), which feed lymphocytes to
expand and fulfil their function.

All patients experience temporary grade III-IV side
effects, so specialized teams are needed. The high toxicity,

along with the complexity of manufacturing and treatment
management, is what is slowing down its clinical appli-
cation. Despite this, a significant increase in cell therapy
research has been registered in the last 5 years and con-
tinues to rise, causing a real 'tsunami' of clinical trials in
which these immune checkpoint inhibitors are tested.

Among the studies on immunotherapy, cell therapies are
clearly predominant, which reveals the enormous poten-
tial of this type of precision medicine. It also highlights the
fact that most of these studies, unlike what has happened
in previous years, do not come from academic centres but
have significant support from public and private funding,
which is accelerating the clinical introduction of these
therapies*.

The use of TILs in immunotherapy for cancer patients is
not new. Classic studies by Rosenberg et al. already showed
how the use of TIL and IL-2 in patients with metastatic
melanoma achieved higher response rates than those with
IL-2 alone or with lymphokine-activated NK°.

There are great advantages derived from
adoptive T-cell therapies compared to other
immunotherapies.

The advantages are mainly three:

1) Ability to deliver large numbers of specific tumour cells.

2) Activation of ex vivo T cells and their genetic manipu-
lation to improve their antitumor activity.

3) Alteration of the host's immune microenvironment
prior to adoptive transfer, increasing the likelihood of
therapeutic success.

With one-time administration of TILs, high and
long-lasting response rates are achieved.

In recent years, extensive clinical experience with cell
therapies has been accumulated. In a recent meta-analysis
by Dafni et al., which pooled the information from various
clinical trials on cell therapy in melanoma (most of them in
phase I-II), a clear benefit of cell therapy was appreciated,
with response rates of 40% (in many cases, long-lasting res-
ponses over time)°.

A phase I-1II clinical trial has been published in which the
efficacy of TILs was tested in melanoma patients who had
previously received checkpoint inhibitors, with a good res-
ponse rate in 36% of patients, which was partial, but lasting
over time. It is estimated that up to 80% of patients have
some type of benefit, even if it is a pre-treated population’.
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Rohaan et al. have proven for the first time the efficacy of
TILs in a phase III clinical trial in patients with advanced
melanoma. Progression-free survival (PFS) was signifi-
cantly higher among those who received TIL therapy, as
first or second line, than in those treated with ipilimumab.
The importance of this study also lies in the high number
of patients included (more than 160) and in the long
period that its development has required (more than
8 years)®. Specifically, this study looked at the intend-to-
treat population:

Intend-to-treat Ipilimumab
5 TIL arm
population arm

PFS (median) 7.2 months 3.1 months
Objective response 49% 21%

Overall survival (median) 25.8 months 18.9 months
Grade U 3 adverse events Al 57%

PFS: progression free survival; TIL: solid tumour-infiltrating
lymphocytes.

These differential benefits of TIL therapy are maintained
over time, and thanks to the results obtained, the first TIL
therapy has been approved in the Netherlands®.

Current and future trends

One of the research lines at VHIO Barcelona is to identify
which antigens can elicit a robust antitumor response.

TILs are removed from a surgical piece of the
patient and expanded, but the goal is to be more
selective in this procedure and expand only those
TILs that actually recognize the tumour and are
active and potent against it.

How does a lymphocyte recognize the tumour? The key is
in the receptor itself. Neoantigens are alterations within
the tumour cell itself that will be expressed or shown in the
membrane receptor to be recognised by the T lymphocyte.

TILs can recognize different types of antigens: those that
are shared by normal cells (they are overexpressed in the
tumour, but are also expressed in healthy tissue), and those

that recognize neoantigens (specific alterations or muta-
tions within the tumour nucleus).

There is already evidence on how this type of neoantigen
recognition prioritises the T response in cell therapy
(Figure 1)°.

Neoantigens are now considered to be optimal targets for
cancer immunotherapy for several reasons:

o T-cells targeting neoantigens are not subject to central
tolerance and should be safe.

« Neoantigen-specific lymphocytes can be detected in
82% of cancer patients screened, regardless of their his-
tology or mutation burden™.

o Infusion of T cells targeting neoantigens has shown
antitumor efficacy in selected patients with epithelial
tumours.

« Mutational and neoantigen load are associated with cli-
nical response to TIL therapy in melanoma.

One of the lines of research at the VHIO is to identify which
antigens can elicit a robust antitumour response. The process
followed is: TILs are isolated and removed from a biopsy of
the patient’s tumour and then expanded. Tumour biopsy
is sequenced to determine the most plausible neoantigens;
these neoantigens are then transfected into B cells to be pre-
sented to TILs. It is simulated in the laboratory to being able
to choose those lymphocytes selected by neoantigens.

This approach had already been successfully tested in
classic studies by Tran et al., which confirmed that a CD4+
T cell response against a mutated antigen can be used to
mediate the regression of metastatic epithelial cancer'".

Next-generation TIL therapy targeting neoantigens has
some potential advantages:

o Less invasive approach to generate TIL from biopsies
rather than tumour resections.

o Safer therapy, since neoantigens are expressed exclusi-
vely in tumour cells.

« More potent, as the T-cell receptors targeting neoanti-
gens are not depleted as a result of central tolerance.

o Diverse and heterogeneous (varied population of TILs
targeting multiple neoantigens).

o Help for a broad population of patients with unmet
clinical needs.
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FIGURE 1. Adoptive T-cell therapies for treatment of cancer.
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Next-Generation TIL

An article that gathers the experience of VHIO in the
Next-Generation TIL trial is on its way. Tumours from
154 patients have been selected for effective expansion of
TILs in 82% of tumour biopsies (regardless of tumour type
and prior therapies). These expanded TILs are reactive
against autologous tumour lines that had been generated
from the patient's own biopsy. Then, the existing altera-
tions were evaluated, confirming that the lymphocytes can
actually recognize the specific neoantigens of each specific
patient.

With these promising results, and thanks to the support
and funding of public and private institutions, it has
been possible to open this clinical trial with more than
10 patients treated. This approach, which focused on
creating antigen-reactive TILs, is also being developed by
other research groups such as Achilles Therapeutics with
two trials: the CHIRON study in advanced non-small cell
lung cancer, and the THETIS study in melanoma.

Strategies to improve the efficacy of solid
tumour-infiltrating lymphocytes

1) Blockage of immune checkpoints and provision of
co-stimulation, based on the assumption that efficacy
could be improved if checkpoint inhibitors are com-
bined with TIL'>".

2) The contributions of genetic engineering to geneti-
cally modify TILs to strengthen T cells and their anti-
tumor efficacy*>

3) The development of cell therapies based on the recog-
nition and identification of neoantigens, not in the
tumour, but in the peripheral blood™.

4) The reduction of TIL-based cell therapy toxicity,
which is due, in most cases, to the action of IL-2, opting
for new modified interleukins (PragmaTIL study).

Cell therapy, with the latest advances registered, is
becoming routine and close to clinical practice. It will
undoubtedly increase the number of patients who can
benefit from it'.
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With more than a decade of experience in the develop-
ment of biotechnologies for clinical application, he has
20 registered patents, some already granted. He has been
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P rof. Veiseh holdsa PhD from the University of Wash-

Always focused on the development of biotechnological
platforms, the results of his postdoctoral research on cell
therapies served as the basis for the development of the
company Sigilon. Prof. Veiseh worked on a bioartificial
pancreas for the treatment of type 1 diabetes. In addition,
he has designed a high-throughput line for the synthesis
and evaluation of material formulations that resist reactions
to foreign bodies.

His laboratory uses advanced nano-, micro- and macro-
manufacture techniques, in combination with cell bio-
logy and engineering, to develop implantable device
platforms designed for in vivo chemical detection and
therapy delivery. Prof. Veiseh's research focuses espe-
cially on technologies to improve the treatment of
cancer, type 1 diabetes, rheumatoid arthritis, and other
autoimmune diseases.

Dr. Veiseh presented the use of advanced materials com-
bined with genetic engineering to create a new generation
of cell therapies. His translational work is performed at the
biotechnology company Sigilon Therapeutics of Cambridge
(Massachusetts, USA). The main objective of the com-
pany is to bring the most advanced biological drugs to the
patient as effectively and quickly as possible, which entails
great efforts (identification of target cells, their transport in
reactors and the achievement of the desired effects). This
process is especially complex due to the need to isolate and
purify these cells, place them in vials, determine the appro-
priate doses, ensure their stabilization and the possibility of
re-administration to the patient — always with a guarantee
of maximum safety.

Prof. Omid Veiseh

Benefits of the technological approach

Advances are being made in the search for
innovative ways of developing the next generation
of advanced cell therapies and progress
in the options based on combining target cells
with biomaterials.

It is intended to transfer the benefits of these advances to
the patient earlier and faster, thus improving logistics and
price. To achieve the objective, the technological approach
is paramount because it allows encapsulating and implant-
ing cells that produce therapeutic enzymes, antibodies,
hormones and drugs within the body itself when needed.

This way of proceeding provides, in theory, great bene-
fits such as improved results for the patient compared to
the current standard of biological therapy, programmable
durability or the achievement of serum protein levels at a
constant rate; it is even possible to have a therapeutic agent
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for previously untreatable diseases and locally achieve a
higher concentration of a certain protein.

We can find a recent example in the field of diabetes as
immunomodulatory polymers have been shown to allow
long-term glycaemic control. Vegas et al. have shown the
first long-term glycaemic correction of a diabetic and
immunocompetent animal model using human SC-f cells.
Implants of these cells (encapsulated with alginate deri-
vatives capable of mitigating foreign body responses in
vivo) in the intraperitoneal space of Streptozocin-treated
C57BL/6] mice (an animal model for chemically induced
type 1 diabetes) induced glycaemic correction without
any immunosuppression until its removal 174 days after
implantation.

Human C-peptide concentrations and glucose sensitivity
in vivo showed therapeutically relevant glycaemic control,
and implants recovered after 174 days contained viable
insulin-producing cells'.

Advances in immunotherapy for cancer

Foreign body response is an immune-mediated reaction
that can lead to failure of implanted medical devices and
to recipient discomfort. Therefore, biomaterials that over-
come this challenge are required for the development of
medical devices. With this in mind, Vegas et al. have gener-
ated a large library of variants of one of the most widely
used hydrogel biomaterials, alginate. After the evaluation
of the materials in vivo, three analogues that substantially
reduce reactions to foreign bodies in rodents and, for at
least 6 months, in non-human primates have been iden-
tified. A unique hydrogel surface is created that inhibits
macrophage recognition and fibrous deposition. Thus, the
duration of the activity of the therapy administered could
be controlled?.

From this approach (identification of materials that miti-
gate the response to foreign bodies in primates and the evi-
dence of how immunomodulatory technology avoids the
detection of macrophages) a wide range of options for the
discovery of other materials that achieve this same effect
becomes available.

Cytokine therapy is also a field of research very
interesting. Work is being done on the exogenous
control of the activation states of the immune
system using implantable cytokine factories.

Through cell engineering, cells that always produce
cytokines of interest are encapsulated in biocompatible

hydrogel that protects them from the host's immune
system are designed (Figure 1).

Cell engineering and hydrogel encapsulation
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FIGURE 1. Design of cells that always produce cytokines of

interest through cell engineering.

Interleukin 2 (IL-2) is a very potent messenger molecule
that is involved in the activation of immune cells, particu-
larly T lymphocytes, macrophages and natural killer (NK)
cells. The activation of these cells enhances their action
against tumour cells. However, historically this cytokine
has been administered through the bloodstream and in a
non-selective manner. The blood has many reservoirs of
immune cells, which are all activated simultaneously, hel-
ping to generate ‘cytokine storms’” and, therefore, limiting
their therapeutic usefulness. For this reason, this type of
approach usually requires hospital admission and very
careful dosing in the body.

To test the effect of controlled modulation of the immune
system, animal models of disease are developed, and the
degree of activation/repression of the immune system is
quantified over time after administration (Figure 2).

Cytokines work differently in the human body. They are
usually produced locally in various locations, have a short
life and their onset of action is very fast. An injection is
required to incorporate cytokines into the human body.

A major limitation of conventional therapies based on sys-
temic cytokines is that the inherent instability of systemic
cytokines requires high doses as well as frequent injec-
tions/infusions.

Based on this reality, Prof. Veiseh's research group has
approached this issue from a different perspective, creating
factories to produce cytokines locally that are kept out of
the bloodstream. His platform can very quickly cycle, vali-
date, and test different cytokines from different individuals
or combinations of several cytokines.
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FIGURE 2. Immune system modulation can be controlled by
implantable cytokine factories.

Many human clinical trials have evaluated cytokine

therapies for cancer and autoimmune diseases. Of these,
the work conducted in ovarian cancer is of special interest,
where diagnosis is usually late, the general prognosis poor
and recurrence is rarely curable. Despite the existence of
numerous resources, the outcomes can be improved’.
However, intraperitoneal administration of IL-2 has shown
promise in phase II clinical trials. It has been seen that
weekly intraperitoneal infusions of IL-2 in ovarian cancer
patients with persistent (platinum-resistant) or progres-
sive (platinum-refractory) disease are associated with an
overall response rate of 25%, with a median survival of
2.1 years®. It has also been confirmed that 16 weekly infu-
sions of IL-2 administered through an indwelling perito-
neal catheter with 2 litres of 5% sterile dextrose have the
potential to achieve lasting remissions in ovarian cancer
(one case with 14 years of remission) and low toxicity,
although with significant drawbacks (only 55% of cases
completed the 16 weeks and most patients experienced
some mechanical catheter failures and infusion pain)°.
Despite these advances, advanced methods for administer-
ing this interleukin are required.

New perspectives

To overcome the current difficulties, the implantation
of cytokine 'factories' that deliver a potent, persistent
and regulated dosage to the tumour-containing cavity is
intended, which will substantially reduce the amount of
IL-2 required.

All this by means of small 'beads' or capsules (each 1.5 mm),
which house thousands of cells modified with cell engineer-
ing and are capable of generating natural cytokines.

Nash et al. have recently published the result obtained with
a platform for the administration of these cytokine 'beads’
for the eradication of intraperitoneal tumours, transfe-
rable to clinical practice that overcomes the limitations
associated with conventional treatment with cytokines
(high-dose infusions that can generate antibodies against
the drug and/or systemic side effects that reduce long-term
benefits)°.

This cytokine delivery platform consisted of human
ARPE-19 cells (RPE, retinal pigmented epithelial cells)
that produce natural cytokines encapsulated in poly-
mers. The administration of these capsules adjacent to the
tumour achieves a dose modulation with spatial and tem-
poral control, which allows immunotherapy against peri-
toneal cancer without systemic toxicities.

Therapy with the IL-2-producing cytokine factory
eradicates peritoneal tumours in ovarian and
colorectal mouse models.

Computational pharmacokinetic modelling predicts cli-
nical translatability to humans. This platform manages
to elicit T-cell responses in matural health products, in
line with biomarkers that report the efficacy of treatment
without toxicity. This confirms the safety and efficacy of
IL-2 cytokine factories in preclinical animal models, which
reveals a sustained production of native IL-2 (hIL-2) with
a high concentration in the intraperitoneal space, which
warrants the start of clinical trials in humans®.

Recent research has corroborated that in vivo cytokine
dosing can be controlled by modulating the number of
capsules per dose. The local concentration of cytokines
is at least 100 times higher than the systemic concentra-
tions derived from multiple doses. Cytokine concentration
gradients are crucial for sufficient activation of immune
cells without causing the widespread toxicity seen with
systemic injections. The ability to deliver more than one
dose of these implantable cytokine factories increases the
translatability of the platform and, in addition, highlights a
possible lack of antidrug antibody formation®.

Producing the biological drug locally (at the site of
the tumour) offers many other possibilities.

By producing high concentrations of the natural cytokine
generated by our body, it is possible to enhance the antitumor
effect and there may be other potential advantages related
to efficacy®. The native cytokine (hIL-2) achieves a potency
three times greater than the recombinant (rIL-2) cytokine.
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Ovarian and colorectal cancer

To prove these benefits, a model in ovarian cancer was
developed and the study ID8 Fluc IP was initiated. This
study uses ID8 cells designed to express firefly luciferase.
We compared the antitumor effects of in vivo RPE-IL2 in
monotherapy with rIL-2 injections.

Fluc 5e6 ID8 cells were injected into the intraperitoneal
space of C57BL/6 mice (developing tumours similar to
those seen in women with stage III and IV ovarian cancer).
One week post injection, mice were imaged with IVIS® (In
Vivo Imaging System) to calculate tumour burden prior to
treatment. The results show that RPE-mIL2 capsules (cyto-
kine factories) are capable of eradicating ID8 tumours
established in an albino mouse model of ovarian cancer in
a much more significant way than rIL-2°.

These capsules, which allow high doses of IL-2 adminis-
tered locally, have been shown to induce T-cell activation
and proliferation after one week of treatment. Despite ori-
ginating locally and deploying their effects at that level,
they also produce systemic immune activation (the popu-
lation of immune cells ‘chases’ the tumour when it spreads
to other parts of the body). In fact, mice successfully
treated with this type of approach - and thanks to the edu-
cational effect of memory T cells — are now immune to the
same type of tumour, which reveals the effect of systemic
immune training.

A model for colorectal cancer has been generated, assum-
ing that MC38 cells are a tumour model of immunosensi-
tive murine colon adenocarcinoma, which also shows the
antitumor effects of in vivo RPE-IL2 monotherapy. The
results show a systemic immune response, which suggests
that local administration of AVB-001 capsules produces
system-wide protective memory immunity against tumour
cells.

In addition, the benefit derived from the control of the
number of capsules with RPE-IL2 that must be adminis-
tered and the generation of localized effects in the interstitial
space, without direct access to the bloodstream, has been
confirmed. By avoiding the presence of high concentrations
of IL-2 in the bloodstream, adverse effects are avoided.

In non-human primates, cytokine factories are
well tolerated and induce CD8+ T-cell proliferation
locally, without causing regulatory T-cell
expansion.

In the last two decades, several research groups have accu-
mulated a positive experience with the pleural administra-
tion of IL-2 to treat mesothelioma”$, which has encouraged
testing this approach with cytokine factories and the IL-2
delivery system in a local, safe and clinically translatable
way, to increase the potency of therapy and minimize sys-
temic exposure to cytokines’.

Specifically, the therapeutic efficacy of IL-2 cytokine fac-
tories has been evaluated in a mouse model with malig-
nant mesothelioma, which has achieved 150 times higher
concentrations of IL-2 in the local compartment and
with limited leakage to the systemic circulation. The AB1
tumour burden reduced by 80% after 1 week of treatment
with monotherapy, and all seven animals exhibited tumour
eradication without recurrence. The safety of this treatment
is confirmed, and IL-2 cytokine factories favour the eradi-
cation of aggressive malignant mesothelioma tumours in a
mouse model, give protection against tumour recurrence,
and increase the therapeutic efficacy of therapy with the
aPD1 protein’.

These promising experimental results drive the techno-
logy transfer to the clinic - an effort that is supported by
increased funding for clinical trials.
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To conclude, a discussion with the speakers was held, moderated by Erika Pastrana, to deepen
and comment on the different approaches described throughout the session, and to answer

questions from the audience about cell therapies.

Prof. Omid Veiseh, you have come
a long way in your research. What
do you think is the next step from
everything you've learned?

Omid Veiseh: My personal motivation
is to improve patients' lives with our
engineering approaches. In my talk
I presented a simple approach that
more-or-less worked but could not
be adopted generally. This is the time
when engineers must step in to find
new solutions.

I am curious about toxicity; once it
occurs, doses are stopped and it is
addressed, quickly reversing when
the administration ceases. How
do you deal with toxicity once you
have injected the 'beads' or cap-
sules, since the patient will continue
having IL-2 after a month?

Omid Veiseh: Immunotherapy has
always had that challenge, so we
thought of something that would
work in a shorter period of time
(several weeks to a month). But it is
true that, if an antibody is injected,
the same challenge arises, since it will
circulate for a few weeks. Thanks to
the great work that clinicians have
done, there has been much improve-
ment in the use of drugs, such as ste-
roids, with which the activity of the
immune system can be reduced if
necessary. In our case, we believe that
it is not necessary to have such strict
control as that which occurs today
in patients with immunotherapy.

What is your opinion on the most
promising aspects of combination
therapies in your field?

Evelyn Ullrich: You don't need to
have just one approach, but to com-
bine several technologies. I believe
that modifying immune cells and
stem cells requires cytokines, so it
would be a great advantage to provide
higher doses of cytokines in the areas
where they are needed, and to be able
to direct immune cells where needed
and then be able to remove them later
on.

The big challenge is to figure out
which personalized approach is best
for each patient and his/her disease.
We have a lot of knowledge; we need
to bring it together and apply precli-
nical and functional discoveries, as
well as next-generation sequencing
approaches to tumour cells.

Elena Garralda: 1 completely agree.
Combinations are the next step. The
problem is to know what to combine,
and which patient needs each com-
bination. The association of check-
point inhibitors is a clear option, as
shown by the clinic, and because of its
great potential to be related to many
tumour types.

In immunogenic tumours, this is a
combination that makes a lot of sense.
Cold tumours, which are not so
immunogenic, are the problem. In the
latter, other combinations are needed,
such as T-cell enhancers that allow
them to feel ‘attracted' to the tumour

in a different way. The key will be to
find the specific mechanism of that
tumour and its immunogenicity.

Omid Veiseh: Combinations are going
to be the future for cancer, since it
is a very complex disease, and we
are beginning to decipher how the
immune system perceives it and all
the mechanisms that the tumour
uses to 'turn off' the immune sys-
tem. It will be important to be able to
demonstrate that each of the compo-
nents of the therapeutic combination
does something unique in patients.
And it's unlikely that well find
something that doesn't work well on
its own but is effective in combina-
tion. The efficacy of monotherapy
must be tested in clinical trials and
then combined.

Luca Biasco: 1 work mainly with
genetic diseases where the use of
combination therapies is not usual.
However, we are trying to combine
genetic defects to modify stem cells
and make them functional. We com-
bine gene therapy in vivo with an anti-
body therapy that allows the modified
cells to expand and those that don’t
to be removed; that is, two mecha-
nisms are used at the same time: cells
are modified and those that have not
been altered are depleted, thus provi-
ding greater space for the corrected
cells to expand.

In my opinion, the future will be
in vivo gene therapy that will make
a difference in clinical translation.
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If the patient is already immunocom-
promised (i.e. his/her immune system
is already damaged prior to the onset
of cancer), how will these immunothe-
rapies adapt? Is there any research
along these lines?

Elena Garralda: We have little infor-
mation about these therapies, which
are experimental. Initial trials of
immune checkpoint inhibitors exclu-
ded patients with primary immuno-
deficiency, but now that there is more
experience with those inhibitors that
have been approved, their efficacy in
patients with human immunodefi-
ciency virus (HIV) infection is being
evaluated. Information is beginning
to be collected on this topic, but there
is not much information about most
of these therapies — which are in
phase I-II - in immunocompromised
patients.

Omid Veiseh: Immunotherapy is still
very new, but it's exciting to think
that many of the technologies and
tools being developed today could
also be used for autoimmune diseases
and immunocompromised patients.
We know that we cannot vaccinate
certain patients due to the improper
functioning of their immune system,
but we do have the ability to produce
antibodies for them. Perhaps we can
skip the vaccination step and pro-
duce neutralizing antibodies in the
patient. In this sense, we have recently
obtained support from the GATES
Foundation to research on this topic
in subjects with HIV.

Why are B cells used for antigen
presentation instead of others such
as dendritic cells?

Elena Garralda: In our team, Elena
Gors already had experience with
the use of these cells. In addition,

B cells are the easiest to reproduce in
the laboratory and the best to obtain
from patients.

It has been mentioned that CAR-
NK cells can be generated from a
lineage of NK cells. What happens
to them after infusion? Do they live
forever in the patient?

Evelyn Ullrich: This is a cell like the
natural killer cell (NK), called NK92,
which was isolated from a patient
with NK-cell lymphoma, so there are
some safety concerns.

In the preclinical setting, this cell
can proliferate by adding IL-2, a key
cytokine for these NK92 cells. Now
that it is being applied in the first
human trials, it is necessary to irra-
diate the cell line earlier, making
them only functional for a few days,
after which they can no longer proli-
ferate and thus avoid safety problems.
We are now developing a product
with primary NK cells that we can let
proliferate.

Prof. Omid, you have presented a
great tool to us, but sometimes we
have cell lines in the lab that are
dependent on the presence of some
cytokine or other biological mole-
cule. Have they been tested in vitro
for these functions?

Omid Veiseh: Yes, they work very well;
so many collaborators ask us to make
some for them. We cryopreserve
them as 'balls' for distribution, so
you only need to pour a couple into a
large reactor to produce the necessary
cytokines. They can also work in that
context.

How do these immunotherapies and
cell therapies combine with current
chemotherapy? Will they replace
the latter?

Omid Veiseh: Chemotherapy is a
very crude way to treat cancer. In
some cases, it works well, but the side
effects are terrible, and patients can
develop resistance.

Chemotherapy, when it works,
does better in terms of durability
and, although there are side effects, it
is better than not administering any
treatment to the patient.

For their part, cell therapies repre-
sent a new arsenal to complement
current treatments, and I hope that
over time they will replace them.

Targeted therapies are also use-
ful because they can target specific
mutations in tumour cells. The more
options there are for patients, the
better.

Elena Garralda: 1 agree. Doing without
chemotherapy is difficult, but we
must investigate how we can combine
it. It can be used to potentiate tumour
death, make it more immunogenic,
and potentiate it with checkpoint
inhibition. The combination of these
therapies works better than the indi-
vidualized use of one of them, but it
depends on each patient. [ don't think
chemotherapy will be eradicated, but
it can be relegated to a secondary
plane.

Evelyn Ullrich: All the subtypes of these
diseases are classified according to the
different genetic variations, and on
this basis the decision is made about
which patients require higher doses
and what type of chemotherapy, or if
they require an allogeneic cell trans-
plant. Therefore, I believe that the
protocols can be replaced by others
that provide for low-dose chemothe-
rapy and that prepare the patient for
an infusion of modified immune cells.
Even so, it is dangerous to change
something that works, since — despite
the side effects of chemotherapy - the
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probability of survival is very high.
We must go step by step.

What do you think about acquired
resistance to treatments and what
are your prospects for the future?

Evelyn Ullrich: There are many fac-
tors involved in generating treatment
resistance. One of the possibilities is
that the tumour has a heterogeneous
composition and some of the cells
may be resistant to therapy, produ-
cing selective pressure for resistance
to develop. Sometimes there are
tumour-initiating cells even though
the tumour has not developed. The
features of these cells are not very
well defined, so they are not detec-
ted in the analyses and, therefore, the
tumour can grow some time later.

It is also possible that the tumour
environment contains factors that
reduce the tumour's immune res-
ponse of resistance to therapy. Now
there are tools that allow us to deter-
mine if we should change or modify
the treatment in those cases.

Elena Garralda: Resistance is one of
the biggest challenges of antitumor
treatment, and I don't think there will
be a treatment for which resistance
does not occur.

There is an increased chance of
finding tumour-infiltrating lympho-
cytes in patients treated with immune
checkpoint inhibitors, so it is possible
that there is some editing as a resis-
tance mechanism.

Your presentations are hopeful in
terms of the technologies that are
coming. These are very complex
and expensive tools. In truth, what
impact can we expect from them?

Evelyn Ullrich: The clinical translation
of immunotherapy is very long and
challenging, especially because it is
an expensive procedure. We must
optimize production time and reduce
cost. One tool to highlight is the non-
viral editing of immune cells.

We can also improve the outcome
and persistence of immune cells with
the application of cytokines in vivo.

Luca Biasco: The main evolution in
stem cell gene therapy is the in vivo
approach. This field has evolved
extraordinarily in the last 2 years, and
we can now reach the targets in vivo.
The ex vivo approach works very
well, but it is very expensive, so the
biggest challenge of gene therapy is
to reduce costs: these are the most
expensive drugs on the market, but
they work. Cost reduction can be
achieved through new approaches,
such as the in vivo approach, or by
trying to reduce preclinical costs.

Elena Garralda: The high cost of
therapies is challenging in cancer
management. The access to these
drugs needs to be sustainable.

Omid Veiseh: In our case, we are now
at the stage of industrializing the pro-
cess, which implies paying attention
to its cost to make therapies more
accessible.
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Después de muchos afios de investigacion, y un uso clinico centrado principalmente en los
trasplantes de médula 6sea, la utilizacion de la terapia celular esta finalmente expandiéndose
en la préctica clinica. Gracias a las nuevas técnicas de ingenieria genética, la terapia celular
se posiciona como un tratamiento lider para la cura de ciertos tipos de cancer, asi como de
enfermedades neuroldgicas y autoinmunitarias.

Las terapias celulares, basadas en la administracion de células vivas para combatir una enfer-
medad, han experimentado un crecimiento extraordinario en su aplicacion clinica en los Ultimos
anos. Las primeras aplicaciones de la terapia celular en humanos comenzaron en 1950 con los
trasplantes de médula 6sea en pacientes con canceres hematologicos. El éxito de estos trata-
mientos proporciond afios de evidencia sobre el potencial que tienen las células como nuevos
agentes para tratar enfermedades. Con la aprobacion del uso de células ‘CAR-T’, genética-
mente alteradas para tratar linfomas, y su éxito en el tratamiento de canceres sdlidos y hemato-
I8gicos, este campo ha recibido un impulso sin precedentes. Los éxitos mas recientes incluyen
el uso de células madre para reparar corneas dafiadas o para tratar la enfermedad de Crohn.

En esta 15.2 Conferencia se abordan las aplicaciones clinicas actuales de la terapia celular
para el tratamiento del cancer. Se debaten los avances en el conocimiento del sistema inmu-
nitario que han permitido el disefio de estrategias mas seguras y el empleo de técnicas de
alteracion genomica mas eficaces, asi como las perspectivas futuras que esta tecnologia puede
ofrecer para las enfermedades hasta ahora incurables.

CELLULAR THERRPIES:

new opportunities offered by genetic engineering
and immunotherapy

The use of cell therapy is finally expanding into the clinic after many years of research, with its
clinical use focused primarily on bone marrow transplantation. Thanks to the use of new genetic
engineering techniques, cell therapy is positioned as a leading treatment approach for the cure
of some cancer types of as well as other neurological and autoimmune diseases.

In recent years, cell therapies, based on the use of live cells to fight a disease, have experienced an
explosive growth in clinical application. The first applications in humans began in 1950 with bone
marrow transplants to treat patients with haematological cancers. The success of these treatments
provided years of evidence about the potential of cells as new agents to treat diseases. With
the approval genetically altered 'CAR-T' cells to treat lymphomas, and their success in treating
solid and hematological cancers, the field has seen an unprecedented explosion. Recent successes
include the use of stem cells to repair damaged corneas, or to treat Crohn's disease.

This 15" Conference covers recent clinical applications of cell therapy to treat cancer.
Advances in the understanding of the immune system that have led to safer strategies and more
efficient genome disruption techniques are discussed. As well as the future prospects that this
technology may offer for treating hitherto incurable diseases.
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