MEMORIA DEL PROYECTO

Titulo: Silenciamiento “in vitro” de genes implicados en tolerancia como estrategia de
inmunoterapia antitumoral

1) ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

El cancer sigue siendo una de las principales causas de muerte en los paises desarrollados. Los
avances de los ultimos afios en la investigacion del tratamiento del cancer y la mayor comprension
de los mecanismos mediante los cuales las células tumorales son capaces de evadir al sistema
inmunitario estan posibilitando la aparicion de nuevos farmacos basados en la inmunoterapia.

Para que se desencadene una respuesta inmunitaria eficaz se deben producir dos sefiales
simultdneamente: 1) el reconocimiento, por parte del receptor T de los linfocitos, del antigeno
asociado a moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) presente en la superficie de
las células presentadoras de antigenos (APC) y 2) la interaccion de las moléculas coestimuladoras
CD28, presente en la superficie de los linfocitos, y B7.1/B7.2 presente en la superficie de las APC. En
ausencia de la sefial de coestimulacién, se produce tolerancia o anergia. El fracaso de la respuesta
inmunitaria antitumoral en pacientes con cancer se debe a la instauracibn de una respuesta
inmunosupresora de tolerancia al tumor. Esta estd mediada principalmente por los linfocitos T
reguladores (Treg), que expresan las moléculas inmunosupresoras CTLA4 (en la superficie de la
célula) y Foxp3 (factor de transcripcion intracelular) cuya expresién confiere caracteristicas
reguladoras a los linfocitos T (1). En los ultimos afios, se han publicado una serie de trabajos
demostrando la existencia de la resistencia inmune adaptativa (2), que consiste en la desactivacion
de los linfocitos T por parte de las células tumorales. Al reconocer los antigenos tumorales, los
linfocitos T se activan y expresan moléculas reguladoras, como Foxp3, CTLA4 y el receptor PD1. La
confianza en la inmunoterapia como alternativa real a las terapias convencionales del cancer con
guimioterapia se ha visto reforzada tras la aprobacién por parte de la FDA del ipilimumab (anticuerpo
anti-CTLA4) en 2011 y la de pembrolizumab (anticuerpo anti-PD1) en 2014 (3). En el afio 2013 la
revista Science consider6 en la inmunoterapia como el avance cientifico mas importante del afio. En
el congreso de 2016 de la Sociedad Americana de Oncologia Médica también se reconoce la
inmunoterapia como el avance del afio 2015. .

Los anticuerpos monoclonales anti-CTLA4 (principalmente ipilimumab) prolongan la fase de
activacion (4-6) inmunitaria y han demostrado ser capaces de alargar la vida de estos pacientes
(7,8). Sin embargo, existen algunas limitaciones: a) alrededor de sélo el 10-15% de los pacientes
consiguen respuestas duraderas; b) pueden producir reacciones adversas relacionadas con
respuestas de autoinmunidad; y c) el tratamiento tiene un elevado coste. También se ha explorado el
bloqueo de la interaccion entre el receptor PD-1 y su ligando PD-L1 mediante anticuerpos
(Nivolumab y pembrolizumab) para activar los linfocitos T y conseguir una respuesta antitumoral (9-
11) mas efectiva. Sin embargo, hasta la fecha no se ha disefiado ninguna estrategia farmacoldgica
para bloquear la expresion del factor de transcripcion intracelular Foxp3 (implicado en la
diferenciacion de linfocitos T en linfocitos T reguladores), en pacientes con cancer.

Dadas las limitaciones presentes en el tratamiento con anticuerpos, se han estudiado otras
estrategias para limitar la expresién de estas proteinas, basadas en el silenciamiento génico, que
consiste en inhibir la expresion de un gen a nivel del DNA o mRNA, mediante el uso de
oligonucledtidos. El silenciamiento génico posee las siguientes ventajas: 1) los oligonucleétidos
disponibles para otras enfermedades ya estan en fase de ensayos clinicos (12-17); 2) los
oligonucledtidos antisentido utilizados para el silenciamiento génico han sido modificados para resistir
la degradacién de las nucleasas circulantes, lo que permite su administracion parenteral (iv, ip, im,
sc); 3) la eficacia del silenciamiento del gen puede ser evaluada previamente in vitro; 4) se puede
abordar el silenciamiento de cualquier gen con independencia del lugar de destino intra o extracelular
de la proteina que codifica; 5) es posible desarrollar sinergias mediante el silenciamiento combinado
de varios genes implicados en los mecanismos reguladores de la respuesta supresora; 6) tras la
identificacion de la diana de interés terapéutico, la nueva molécula terapéutica de silenciamiento
génico se puede desarrollar con rapidez; 7) existen unos nucleétidos antisentido de tercera
generacion, ss-siRNA (single strand siRNA) basados en la modificacion de oligonuclettidos de




cadena simple (ASO) que utilizan la ruta de silenciamiento génico del RNA interferente propia de los
microRNA y siRNA, que ha demostrado ser incluso mas eficaz (18). Por tanto, son herramientas de
gran eficacia y versatilidad. En estudios recientes de nuestro grupo, utilizando un modelo de
melanoma en ratén, la combinacion del silenciamiento génico de CTLA4 o Foxp3 previo a la
vacunacion terapéutica con células tumorales (inactivadas mediante irradiacién) modificadas
genéticamente para producir GM-CSF (factor estimulante de las colonias de granulocitos vy
macrofagos), consiguié una supervivencia del 20% y 50% (19), respectivamente, mientras que
fallecieron todos los animales del grupo control. Estos resultados indican que es posible recuperar la
eficacia de las vacunas preventivas y coinciden con trabajos recientes de silenciamiento génico in
vitro de Foxp3 (utilizando siRNA), en los que se observo un retraso en el crecimiento del tumor (20).
Ademas, otro estudio previo de silenciamiento de Foxp3 en un modelo de leucemia murina, utilizando
un vector lentiviral codificando shRNA, consiguié también retrasar el crecimiento del tumor y
prolongar la supervivencia de los animales (21).

En el presente proyecto proponemos trasladar el procedimiento de silenciamiento génico del modelo
murino al modelo humano. Como primera fase, se disefiardn oligonucledtidos antisentido de 22
generacién (ASO, que actlan a través de la via de silenciamiento de la RNAsa H) y 32 generacion
(ASO-interferente o ss-siRNA, basados en el silenciamiento mediado por el RNA interferente, que
actlan a través de la via Dicer). En ambos casos, los oligonucleétidos antisentido utilizados seran
resistentes a la degradacion mediada por nucleasas. Esto permitird silenciar con alta eficacia los
genes humanos Foxp3 y CTLA4, implicados en la supresién de la respuesta inmunitaria contra el
tumor. La eficacia de este silenciamiento se evaluard en lineas celulares humanas con capacidad
para expresar estos genes (KARPAS 299, melanoma humano). Los ASOs de mayor eficacia de
silenciamiento seran objeto de patente. Si el proyecto tiene éxito, dispondremos de las herramientas
necesarias para evaluar la oportunidad de llevar a cabo un ensayo clinico que permita determinar su
seguridad y eficacia clinica.

2) DESCRIPCION DE LOS RESULTADOS O EXPERIENCIAS PRELIMINARES

En este momento, la eficacia del procedimiento ya ha sido contrastada con éxito por nuestro
grupo, en modelo murino. En este sentido, se ha demostrado que la transfeccion con ASOs anti-
Foxp3 permite un descenso en la expresion del gen tras la implantacion de un tumor cuando se
compara con el control. Esto permite frenar la formacién de linfocitos Treg y asi minimizar la
respuesta de inmunotolerancia que facilita el desarrollo y crecimiento del tumor. A continuacién se
muestra la reduccion en la expresion del mMRNA de Foxp3 en los ratones tratados.
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Figura 1. Eficacia de silenciamiento del gen Foxp3 en ratones tras la implantacion del tumor y la vacunacion
con ASOs anti-Foxp3

Asimismo, la combinacién de la vacunacion terapéutica (posterior a la implantacion del tumor) con
células tumorales modificadas genéticamente para producir GM-CSF asociado al silenciamiento




génico previo de las moléculas inmunosupresoras CTLA4 o Foxp3 consiguié un 20% y 50% de
supervivencia respectivamente, mientras que fallecieron todos los animales del grupo control. A
continuaciéon se muestra el grafico de supervivencia de los ratones tratados.

E 100
8b L., == Vac+ASOfoxp3
2 - vacsasoctas
3 = Vac+ASOcont
© 60~ £ =@= Cont-nonvaccinated
»
® A
Q
E 40 B P=0.04
=2
sl
204 o &
0 T 1§ T | | 1§ ;
20 30 40 50 60 70 80 90

Days after tumor injection

Figura 2. Curvas de supervivencia de los ratones tratdos. Vac=vacunacion con con células Tumorales
productoras de GM-CSF. ASOs=oligonucledtidos antisentido anti-Foxp3/anti-CTLA4/Cont=control

3) DESCRIPCION DEL PROYECTO A DESARROLLAR

Obijetivo principal:

Desarrollar oligonucledtidos antisentido (ASO) que permitan un silenciamiento génico eficaz de
genes humanos implicados en la regulacion negativa de la respuesta de activacion inmunitaria, con
el fin de reactivar y fortalecer de forma prolongada la respuesta inmunitaria antitumoral.

Objetivos concretos:

1. Desarrollar oligonucleétidos antisentido (con modificaciones 2-OMe-fosforotioatos) capaces de
inhibir la expresion de moléculas mediadoras del freno de la respuesta inmunitaria anti-tumoral, tales
como: Foxp3, CTLA4, PD1, PDL1

2. Estudiar la capacidad de entrada de los oligonucledtidos antisentido en la célula, utilizando lineas
celulares que expresen el gen Foxp3, como KARPAS 299 (para Foxp3) y en células de melanoma
humano (CTLA4).

3. Evaluar la toxicidad celular in vitro de cada uno de los oligonucle6tidos antisentido disefiados.

4. Evaluar la eficacia de silenciamiento de los genes escogidos en las lineas celulares empleadas
mediante la comparacion en la expresion de los genes en las células tratados con los
oligonucledtidos antisentido especificos frente a células tratadas con oligonucleétidos antisentido de
secuencia “scrambled”, en las lineas celulares que expresan los genes de manera natural.

METODOLOGIA

Células

En el presente proyecto se utilizaran lineas celulares que expresen los genes diana que pretendemos
silenciar (Karpas 299, melanoma). Las células se cultivan in vitro a 37°C y en atmdésfera de CO2 al
5%. El medio de cultivo RPMI 1640 (0 DMEM) + 2mM Glutamina, suplementado con penicilina (100
Ul/ml), estreptomicina (100 pg/ml) y suero bovino fetal (concentracion final 10%). Las células se
utilizan cuando alcanzan la fase exponencial de crecimiento. Todas las manipulaciones de los
cultivos celulares se realizan en condiciones estandar de esterilidad, y periédicamente se realizan
pruebas de contaminacion por micoplasmas.

Disefio de oligonucleétidos antisentido
Se disefiaran oligonucledtidos antisentido complementarios a diferentes regiones del mRNA de los
genes a estudio. Los oligonucleétidos antisentido utilizados tendran modificaciones quimicas 2-OMe-




fosforotioato que han demostrado conferir a los oligonucleétidos estabilidad frente a la degradacion
por parte de las nucleasas y facilitar su entrada en la célula. El disefio de los nucle6tidos antisentido
de uso humano se realizara en base a la secuencia y localizacién de los utilizados de manera eficaz
en el raton.

Existe un mecanismo natural endégeno que también controla la expresion de muchos genes a nivel
de mRNA, la via de los microRNAs (miRNAs). Estos miRNAs son oligonucleétidos de cadena corta
gue se unen a secuencias diana del mRNA de diferentes genes y reprimen su expresion a través de
la via Dicer de silenciamiento, que es la mas eficiente. Tratando de sacar provecho de este
mecanismo, se han disefiado estrategias terapéuticas que consisten en la sintesis de cadenas
dobles de RNA cortas de interferencia (siRNA) con capacidad para unirse a secuencias diana de
MRNA de genes concretos con el fin de silenciar la expresion de los mismos por esta misma via
Dicer. Aunque se trata de una estrategia realmente interesante, muestra las siguientes limitaciones:
a) la cadena doble dificulta el acceso del siRNA al interior de las células y b) al tratarse de RNA, son
susceptibles de ser degradados por las nucleasas circulantes, impidiendo asi su inyeccién por via
sisttmica. Con el fin de evitar estas limitaciones, recientemente han sido descritos los
oligonucledtidos antisentido de 32 generacidén (también llamados single strand siRNA 0 ss-SiRNA,
(22)) que presentan ventajas respecto a los anteriores. En el presente proyecto, se emplearan
oligonucledtidos antisentido de cadena simple (ASO, ss-siRNA) porque pueden alcanzar las células
con mayor facilidad sin ser degradados por las nucleasas circulantes, que se compraran a la casa
comercial Biomers.net GmbH.

Entrada del ASO en la células

Para evaluar la entrada de los oligonucle6tidos antisentido (ASO, ss-siRNA) al interior de la célula se
incubaran las lineas celulares con diferentes concentraciones de los oligonucleétidos antisentido
marcados con el fluorocromo FAM y se realizaran citometrias de flujo a diferentes tiempos (1h, 2h y
24h). Para confirmar la localizacion intracelular de los oligonucleétidos se realizaran citometrias de
flujo con imagen (citdbmetro AMNIS) o microscopia confocal.

Prueba de toxicidad/viabilidad celular

Se evaluara la viabilidad y/o toxicidad celular de los oligonucleétidos antisentido mediante la prueba
de metabolizacion de ésteres de calceina (calcein-AM special packaging, Applied Biosystems) y
mediante el test MTT.

Silenciamiento génico in vitro mediante oligonucleétidos antisentido

Se disefiaran oligonucleétidos antisentido para los genes humanos a estudio. Las lineas celulares se
incubaran en presencia de los diferentes oligonucleétidos a diferentes tiempos (1-48 h) y
concentraciones (10 nM-100 uM). Transcurrido el tiempo de incubacién, se extraera el RNA de las
células y se evaluara el nimero de copias de mMRNA de cada uno de estos genes mediante RT-PCR
y PCR cuantitativa. La eficacia del silenciamiento se obtendra comparando el nimero de copias de
MRNA de estos genes en los grupos tratados con respecto a células tratadas con oligonucleétidos
antisentido de secuencia “scramble” (control).

Cuantificacién de DNA y mRNA de Foxp3 y CTLA4 mediante RT-PCR cuantitativa

Se aislara el RNA total a partir de las células utilizadas mediante un kit comercial (QIAGEN) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. El cDNA se obtendra utilizando hexameros aleatorios y
la enzima retrotranscriptasa. Se utilizara RT-PCR y PCR cuantitativa para cuantificar el nimero de
copias de DNA y mRNA de los genes. A partir de curvas dosis-respuesta obtendremos el numero de
copias de RNA por célula (indice de transcripcion). Al comparar el indice de transcripcion de los
grupos control con aquellos a los que se les ha silenciado el gen obtendremos la eficacia del
silenciamiento génico. Los experimentos se realizaran por duplicado con el equipo 7900HT Fast
Real-Time PCR System (Appied Biosystems). Los juegos de “primers” se encargaran a la casa
Thermo Life Scientific.




Tareas
Entrada de ASO en las células. Se evaluara la entrada de ASO marcados con fluorescencia en
células humanas

Desarrollo y evaluacion de la eficacia de los diferentes ASO disefiados en el silenciamiento "in vitro"
de los genes Foxp3 y/o CTLA4, PD1, PDL1.

El silenciamiento "in vitro" de los genes se llevara a cabo en las diferentes lineas celulares. Se
probaran diferentes ASO para cada gen a diferentes concentraciones y se evaluara tanto la toxicidad
celular como la eficacia de silenciamiento. La toxicidad/viabilidad celular se evaluara mediante la
técnica de metabolizacion de ésteres de calceina y con el test de citotoxicidad MTT. La eficacia de
silenciamiento génico de las diferentes moléculas, se evaluara mediante la comparacion y andlisis de
namero de copias de cDNA (por PCR cuantitativa) de los grupos tratados con cada una de las
moléculas respecto al grupo control (tratado con oligonucleétidos antisentido de secuencia
“scramble”).

4) IMPACTO PREVISIBLE

En la actualidad se han disefado diferentes estrategias terapéuticas de inmunoterapia con el fin de
silenciar genes implicados en la tolerancia inmunolégica como CTLA4 y PD1. No obstante, hay otros
elementos implicados en esta respuesta. En el melanoma se ha descrito una correlacion entre una
expresion elevada de Foxp3 y una mayor probabilidad de progresion tumoral. Sin embargo, no se ha
disefiado ninguna estrategia farmacoldgica para bloguear su expresion en pacientes con cancer. En
este proyecto se aborda el silenciamiento del gen Foxp3 para reducir la produccién de linfocitos Treg,
gue son los principales implicados en el desarrollo de la tolerancia del sistema inmunitario. Ademas,
se pretende silenciar el gen CTLA4, que estd directamente relacionada con el mecanismo de
represion de la respuesta inmunitaria frente al tumor. El disefio de los nucle6tidos antisentido se
realiza en base a la secuencia y localizacion de los utilizados de manera eficaz en el ratén. El método
propuesto es seguro Yy los oligonucledtidos antisentido son facilmente caracterizables como
medicamentos. Una de las principales novedades que queremos aportar es introducir el
silenciamiento génico como alternativa al tratamiento con anticuerpos que ya se esta empleando.
Ademads, silenciando el gen Foxp3, fundamental para el desarrollo y funcién de los linfocitos T
reguladores, conseguimos inhibir la expresiéon de este gen inmunosupresor que no puede ser
bloqueado mediante anticuerpos, ya que se trata de una proteina intracelular a la que el anticuerpo
no tiene acceso. A pesar de que en los ultimos 4 afios se han producido grandes avances en el
tratamiento del cancer, en la mayoria de casos la mejoria en la supervivencia se limita a unos pocos
meses. Precisamos tratamientos mas efectivos. En la actualidad, se estan realizando ensayos
clinicos en los que se combinan varias moléculas con actividad inmunoestimuladora (ipilimumab y
nivolumab, (19)) para mejorar los resultados obtenidos con una sola de estas moléculas. En este
ambito, la busqueda de sinergias mediante el silenciamiento de la expresién de los genes Foxp3 y
CTLA4, y/o PD1, PDL1, se configura como una estrategia de gran interés porque permitiria silenciar
la respuesta de inmunotolerancia frente al tumor a diferentes niveles.

Potencial traslacional del proyecto propuesto

En estos momentos, ya ha sido probada la eficacia de este procedimiento para silenciar el gen
CTLA4 y Foxp3 en el modelo murino. El presente proyecto pretende, utilizando este conocimiento,
trasladar esta estrategia terapéutica a la practica clinica y, por ello, se van a realizar los experimentos
en lineas celulares humanas, con el fin de cubrir la Ultima etapa preclinica (obtencion del
medicamento para uso humano) antes de iniciar un posible ensayo clinico. Asimismo, se contempla
estudiar dicho procedimiento para silenciar otros genes (tales como PD-1 y PD-L1) implicados en la
respuesta de inmunotolerancia.




5) PLAN DE TRANSFERENCIA Y EXPLOTACION

En el caso de que los resultados asi lo indiquen, contamos con la colaboracion de diferentes clinicos
que estarian dispuestos a iniciar un ensayo clinico utilizando los oligonucle6tidos antisentido
disefiados en combinacion con las estrategias terapéuticas vigentes en la actualidad.

6) EQUIPO INVESTIGADOR

El Profesor Salvador F. Alifio, Investigador principal del presente proyecto, cuenta con una dilatada
experiencia en el campo de la terapia génica. Concretamente, ha trabajado en el desarrollo de
vacunas antitumorales desde los afios 90, habiendo conseguido resultados relevantes utilizando
vacunas antitumorales preventivas en ratones (tesis doctoral de la Dra. Maria José Herrero), con
tasas de supervivencia del 100% de los animales tratados. En el marco del Microcluster de
Investigacion de Terapia Génica No Viral, que el IP coordina, el grupo dispone de miembros de
diferente ambito y formaciéon que permitiran el desarrollo completo del proyecto propuesto
(principalmente los Doctores Luis Sendra y Antonio Miguel). Asi pues, el equipo dispone de clinicos,
bidlogos moleculares y farmacélogos que vienen trabajando juntos en el desarrollo de estrategias
terapéuticas basadas tanto en la terapia génica de implementacion como de silenciamiento, como asi
lo demuestra el registro de publicaciones en revistas indexadas del grupo.

7) PARTICIPACION DE EMPRESAS

En estos momentos colaboramos con empresas y las OTRIs de nuestras instituciones, cuya actividad
principal sera la busqueda de socios comerciales para el desarrollo y/o explotacion del producto
derivado.

8) ENTREGABLES

Los trabajos que se deriven del presente estudio serdn enviados para su publicacion en las
principales revistas del area, tales como: Journal of Investigative Dermatology, Cancer Research,
Gene Therapy, Human Gene Therapy, Molecular Therapy, Cancer Gene Therapy, J Gene Medicine,
J Molecular Medicine, Vaccine, OncoTarget and Therapy.

Se solicitaria la concesion de proyectos en convocatorias autonémicas y nacionales

Se realizaréa la solicitud de propiedad intelectual del producto. Si los resultados fueran positivos, se
contactara con empresas con interés en la explotacion del mismo para realizar un ensayo clinico.
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10) PRESUPUESTO

Para esta fase de traslacion de la estrategia de silenciamiento génico del modelo murino al humano,
calculamos que se requerirdn aproximadamente 50.000 euros para financiar el salario de un afio de
un investigador postdoctoral con dedicacion exclusiva al proyecto (34.000 €), el disefio y construccion
de los oligonucleétidos antisentido y el material para cultivo celular y analisis de los resultados
(16.000 €) y entre 12 y 15 meses de trabajo.







