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Datos del centro

El Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa (CBMSQO) es un centro de
investigacion mixto entre el Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
(CSIC) y la Universidad autbnoma de Madrid. Fue fundado en 1975 por el premio
nobel Severo Ochoa de Albornoz donde junto a los grupos mas relevantes de

Espafia en bioquimica y biologia molecular.

En la actualidad es un centro multidisciplinar en el que son investigados desde
las bases moleculares de procesos complejos como el mantenimiento de la
estabilidad gendmica en bacterias, hasta el estudio de enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer. Los investigadores indagan en temas
complejos cuyo estudio puede ser aplicado para realizar avances en el campo
de la biotecnologia y para el desarrollo de nuevos tratamientos en el ambito

clinico.

Esta investigacion fue llevada a cabo en el laboratorio del Dr. Hisse Martien Van
Santen dedicado al estudio de los dominios del TCR, sus roles en la activaciéon

y diferenciacion de células T y sus posibles aplicaciones terapéuticas.



Resumen

La leucemia mieloide aguda (LMA) es un tipo de leucemia caracterizada por la
acumulacion de precursores celulares. La LMA presenta unas altas tasas de
mortalidad y a pesar de los esfuerzos realizados no se han podido desarrollar
nuevos tratamientos. Resultados prometedores en ensayos clinicos utilizando el
marcador CD33 abren la posibilidad de un nuevo avance en el campo, pero la
expresion de este marcador en precursores sanos de la linea mieloide impide su

uso debido a los elevados niveles de toxicidad.

En este proyecto evaluamos el uso de una terapia CAR-T anti-CD33 contra la
LMA. Para evitar los efectos on-target off-tumor estudiamos la posibilidad de
utilizar un receptor tipo KIR, proveniente de las células NK, como mecanismo
inhibitorio.

Palabras clave: CAR, células CAR-T, KIR, CD33, Leucemia Mieloide Aguda



1. Introduccién
1.1 Leucemia Mieloide Aguda (LMA)

La leucemia mieloide aguda (LMA) es un tipo de leucemia caracterizada por la
alteracion de la produccién de células hematopoyéticas. En la LMA la
diferenciacion celular es inhibida a la vez que es estimulada la proliferacion,
provocando la acumulacion de precursores celulares, también conocidos como

blastos.

Los blastos sustituyen al resto de células hematopoyéticas provocando una
disminucién del resto de tipos celulares (citopenias). La acumulacion de células
precursoras se produce primero en la médula ésea, luego se expande a la sangre
y se disemina a otras partes del cuerpo, como al higado o a los ganglios

linfaticos.

La LMA es una enfermedad con un prondstico variable y una alta mortalidad.
Hoy en dia, el 50 % de los pacientes muere dentro de los 5 afios posteriores al
diagndstico y, en el caso de las personas de edad avanzada, el 80 % muere

dentro de los 2 afos posteriores.(1)

Actualmente los tratamientos para la LMA se basan en el uso de quimioterapia
en combinacién normalmente de un trasplante de médula 6sea. La dificultad para
encontrar un donante de médula de 6sea con un HLA (del inglés, human
leukocyte antigen) compatible ha provocado que en algunos casos se deban
utilizar donantes haploidenticos, obteniéndose resultados satisfactorios en el
caso de la LMA. Hoy en dia las donaciones de médula haploiedenticas para tratar
la LMA suponen el tipo de trasplante mas comun en China, y el tercero mas
comun en Europa. Aun asi problemas como infecciones o recaidas siguen

suponiendo un obstaculo a la hora de mejorar los resultados clinicos.(2)

En los Ultimos afios se ha intentado explotar el antigeno CD33 para el desarrollo
de nuevos tratamiento. Este marcador es expresado por parte de las células
tumorales en la LMA y en otros tipos de leucemias linfoblasticas, sin embargo
este marcador también es expresado por los precursores sanos de la linea
mieloide. Las toxicidades derivadas de este efecto on-target off-tumor han
causado el fracaso de varios ensayos clinicos con anticuerpos monoclonales y

conjugados.(3)



1.2 Inmunoterapia en el cancer
En la inmunoterapia son utilizados distintos tipos de agentes para la activacion o
estimulacién del sistema inmune con el fin de provocar la eliminacion de células
cancerosas. En los primeros tratamientos se administraba a los pacientes con
IFN-y (1986) y IlI-2 (1992) recombinantes, lo que resultaba en mejoras
significativas y duraderas de gran parte de los pacientes. Sin embargo, las altas
dosis requeridas por el bajo tiempo de vida de los compuestos resultaba en
graves efectos secundarios como hipercitoquenias o el sindrome de fuga capilar

lo que causoé el fracaso de numerosos ensayos clinicos. (4)

En 1997 con la aprobacion del anticuerpo monoclonal Rituximab se abrio la
posibilidad de una inmunoterapia mas dirigida. Este anticuerpo es dirigido hacia
CD20, un marcador expresado por las células B y al ser activado provoca induce
el inicio de la apoptosis. Actualmente se estan desarrollando nuevos usos para
los anticuerpos monoclonales a través de los inhibidores de punto de control
inmunitarios (immune checkpoint inhibitors). Los proteinas inmunomoduladoras
mas conocidas son las proteinas PD-1 y CTLA-4, las cuales provocan la
inhibicion de las funciones de las células T. Cuando impedimos que estas
proteinas inhibitorias se activen, permitimos que las células T reconozcan y

destruyan la célula tumoral.(4)

Uno de los enfoques que estd ganando mas importancia durante los Gltimos afios
es la modificacion ex vivo de las células T de pacientes, generando una célula T
capaz de reconocer antigenos especificos relevantes para la enfermedad, este
proceso es denominado terapia de células adoptivas. El tipo de receptor
expresado puede ser un receptor de células T (TCR) o un receptor de antigeno
quimérico (CAR), siendo este ultimo el que es mas comunmente utilizado y en el

gue nos centraremos en este estudio.

1.3Terapia con células CAR-T
Los receptores de antigeno quiméricos o CAR (por sus siglas en inglés), son
receptores recombinantes creados para reconocer un antigeno especifico,
normalmente marcadores tumorales expresados en la superficie celular. Estos
receptores combinan la parte intracelular de los receptores de las células T y la
region de reconocimiento de antigenos de los receptores de las células B.(5)



En la terapia con células CAR-T primero los linfocitos T son extraidos de la
sangre del paciente al que se le vaya a aplicar el tratamiento. A continuacion,
estas células T son transducidas con el CAR y son retransfundidas al paciente.
Los linfocitos T que expresen el CAR seran redirigidos hacia las células

cancerosas, logrando asi una accién antitumoral.

La primera terapia con células CAR-T anti-CD19 fue aprobada en 2017 por la
FDA y en 2018 por la EMA, para el tratamiento de la Leucemia linfoblastica
aguda. Actualmente ya hay varios tratamientos aprobados con CAR y se estima
gue se estan llevando a cabo mas de 250 ensayos clinicos con células CAR-T

en todo el mundo.(6)

Tabla 1. Tratamientos con células CAR-T aprobados por la FDA. Tabla modificada (7)

Nomb Fechad
ombre Objetivo echa ce Enfermedades indicadas

comercial aprobacién

Leucemia linfoblastica aguda. Linfoma de células

Kymriah CD19 ago-17 B grandes.

Yescarta CD19 oct-17 Linfoma folicular. Linfoma de células B grandes.
Tecartus CD19 jul-20 Linfoma de células del manto
Breyanzi CDh19 feb-21 Linforma de células B grandes

Abecma BCMA mar-21 Mieloma maultiple

1.4 Estructura del CAR
La estructura de los CAR puede ser dividida en varias partes: una region
extracelular encargada del reconocimiento de los antigenos, una regién
espaciadora, una regién transmembrana y una region intracelular involucrada en

la sefalizacion.
1.4.1 Regidn de reconocimiento de antigenos

Para el reconocimiento del antigeno diversos tipos de moléculas son utilizados:
scFv (fragmentos variables de cadena unica) derivados de anticuerpos murinos,
fragmentos Fab humanos seleccionados de librerias o ligandos enddgenos que
Se unen a su receptor especifico. Los scFv son los mas utilizados gracias a su
facil generacion a partir de anticuerpos monoclonales procedentes de roedores,
sin embargo, tienen el inconveniente de que pueden provocar mas

inmunogenicidad que las otras opciones.(8)
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Al contrario que los TCR los CAR no requieren de la presentacion de antigenos
por parte de MHC, lo que les permite reconocer antigenos que no han sido

procesados previamente por las células.(7)

Un fragmento variable de cadena Unica o scFv, consiste en una proteina de
fusion de las regiones variables de la cadena pesada (VH) y de la cadena ligera

(VL) unidos a través de un enlazador flexible.(9)

Heavy chain CDR NH;
Light chain ' Vi

Figura 1. Representacion de la estructura de un anticuerpo y de un fragmento variable
de cadena anica (scFv).(9)

1.4.2 Espaciador y region transmembrana

El espaciador es la region que une la zona transmembrana con la region de
reconocimiento del antigeno. Dependiendo del caso puede tener mayor o menor
longitud o contener una region que actie a modo de bisagra para conferir al CAR
mayor flexibilidad. Las secuencias aminoacidicas mas usadas como

espaciadores son aquellas derivadas de IgG1, IgG4, CD8 o CD28. (5)

Tanto la longitud como la flexibilidad del espaciador influyen en la actividad del
CAR, pues dependiendo de la localizaciéon del epitopo el CAR necesitara una
longitud u otra para acceder a él y evitar restricciones estéricas. Asi aquellos
epitopos mas cercanos a la membrana celular seran reconocidos mas facilmente
por aquellos CARs con un espaciador largo y los mas lejanos a la membrana
celular por los que tengan un espaciador corto, ayudando asi a la formacion de

la sinapsis inmunoldégica. (10)

La zona transmembrana es la menos estudiada de todas aunque se ha visto que
puede ser relevante en la transmision de la sefial. Ciertos estudios han
observado que CAR que presentan la region transmembrana de CD3( pueden

dimerizar entre si e interactuar con las moléculas del TCR endogeno. La
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dimerizacion produce un efecto positivo tanto en las interacciones con otras

moléculas de sefializacion del TCR como en la activacion de la célula.(11)
1.4.3 Dominios de sefalizacién

La region intracelular, encargada de la sefializacion y la activacion de la célula,
es la méas estudiada de todas y en la que se ha centrado la mayor parte de los
esfuerzos para mejorar la actividad del CAR.

Las células T requieren de dos sefales para activarse: la primera, la cual es
dependiente del reconocimiento del antigeno, es producida por el dominio de
estimulacién CD3¢ del TCR (T cell receptor); la segunda sefial es originada por
los receptores de coestimulacién que se expresan junto al TCR. Concretamente
la primera sefial se produce cuando se fosforilan los motivos ITAM (del inglés,
Immunoreceptor tyrosine-based activation motif) del domino CD3C, lo que induce
el reclutamiento de la quinasa ZAP70 y el inicio de la cascada de sefializacion.

En el desarrollo de los CAR de primera generacién se utilizé Unicamente el
dominio intracelular de CD3C , pero mostraron baja proliferacion y persistencia
durante los estudios in vivo. En los CAR de segunda generacion para solucionar
este problema se introdujo un dominio de coestimulacién (normalmente 4-1BB
(CD137) o CD28), mejorando significativamente los resultados respecto a los de
primera generacion, tanto en eficacia como en persistencia. Los CAR de tercera
generacion utilizan al mismo tiempo el dominio de coestimulacion CD28 y el 4-
1BB, sin embargo no se han hallado grandes diferencias con respecto a los de

segunda generacion, obteniendo en algunos casos una menor eficacia. (12)

TCR First generation CAR  Second generation CAR  Third generation CAR

Linker

VH VL

cD28 @ or 4188 E cD28
41BB

r

4

Figura 2. Comparacion del receptor de las células T (TCR) con el complejo proteico CD3
y de las distintas generaciones de CAR. La primera generacion solo contiene el dominio
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CD3¢ ; en la segunda generacion contienen un dominio de coestimulaciéon CD28 o 4-
1BB; y en la tercera generacion tienen dos dominios de coestimulacion. (6)

1.5 Perspectivas de la terapia con células CAR-T
La terapia con células CAR-T presenta varias limitaciones: las dificultades
asociadas a la produccion de la terapia, la baja efectividad en tumores sélidos y

toxicidades causadas por un exceso de citoquinas proinflamatorias.

El elevado coste de producciéon y los tiempos de manufactura es uno de los
grandes inconvenientes que presenta esta terapia. Ademas, pacientes que
sufran inmunodeficiencias, bien por su patologia o por los tratamientos derivados
de ella, pueden tener dificultades para obtener un nimero suficiente de células
para el tratamiento. Por eso se esta desarrollando a traves de técnicas de edicion
genética células T “universales”, derivadas de pacientes sanos y que no
produzcan reacciones de rechazo. Esto supondria un tratamiento mas rapido,

barato y accesible para un mayor nimero de pacientes. (6)

La células CAR-T cuando son activadas secretan mayoritariamente citoquinas
proinflamatorias. Los altos niveles de inflamacion pueden causar toxicidades
neuroldgicas e incluso la muerte de algunos pacientes. Como alternativa se esta
estudiando el uso de células CAR-NK, puesto que las células NK secretan un

perfil diferente de citoquinas como GM-CSF.

Otra de las ventajas de usar células NK son los mecanismos antitumorales que
expresan todas las NK aparte del CAR, que pueden favorecer la eliminacion de
células cancerosas. Ademas, el bajo tiempo de vida de las células NK (2
semanas), puede ayudar a disminuir los efectos on-target off-tumor, pero puede
resultar un inconveniente al requerir repetidas transfusiones durante un

tratamiento.(7)

La efectividad de las terapias con células CAR-T ha sido mayoritariamente en
canceres hematoldgicos presentando escasos resultados en tumores solidos.
Para superar esta barrera se estan implementado mejoras como la adiccién de
receptores de quimiocinas para mejorar infiltracion de las células CAR-T en el
tumor. Una alternativa para mejorar la eficacia en tumores solidos es el uso de
macrofagos, los cuales tienen mejores capacidad de infiltracion y puede evitar

parte de las inhibiciones causadas en los microambientes tumorales.(7)
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1.6 KIR (Killer Cell Immunoglobuline-like receptor)
Las células NK (del inglés, Natural Killer) son un tipo de linfocitos pertenecientes
a la respuesta inmune innata, cuya funcion es la destruccidon de células
cancerosas y células infectadas por virus. Las células NK son capaces de inhibir
sus mecanismos efectores al interaccionar con las moléculas del HLA de clase
1 de las células objetivo. Los KIR (del inglés, killer cell immunoglobuline-like
receptor) son el tipo de receptores mas importantes de las células NK y estan

especializados en reconocer los distintos alotipos del HLA.

Los 4 ligandos conocidos de los KIR inhibitorios son 4 epitopos de HLA-A, HLA-
B y HLA-C. En el caso del HLA C se han separado en dos alotipos (HLA-C1y
HLA-C2), basados en los dimorfismos de dos aminoacidos en el dominio a1 de
la cadena pesada. La union del KIR con el HLA se ve afectada por la variacion
de un aminoacido en una posicion concreta porque el KIR forma puentes de
hidrogeno en el punto de union y un cambio puede alterar la afinidad y por tanto

también repuesta inhibitoria. (13)

HLA class I
HLA class |
(U] <C @] o a<Lm :vtr
vy TR s o= z
s 5 £ 535 % 08 cfo BEE 2B HLA class II
I T £ T T T = = EEE ITIT =000z HLA-DR HLA-DQ TAP HLA-DM HLA-DP

Figura 3. Mapa genético de la regién que codifica para el complejo HLA, presente en el
brazo corto del cromosoma 6. Dividido en 3 regiones dependiendo del tipo de HLA que
codifiqguen. Las moléculas del HLA de tipo 1 HLA-A, HLA-B y HLA-C presentan una gran
variabilidad entre individuos con mas de 3000 alotipos distintos caracterizados en la
actualidad. (14)

Cuando una célula presenta unos niveles anormales de HLA , como pasa en el
cancer donde reducen su expresion para escapar de las células T, la inhibicién
causada por el KIR puede desaparecer y provocar la activacion de las células
NK. La inhibicién de las células NK es causada por los motivos ITIM (del inglés,
immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) hallados en las regiones

citoplasmaticas del KIR.(13)

El potencial inhibitorio de los KIR estd siendo utilizado actualmente para
disminuir los efectos on-target off-tumor de los CAR, basandose en el hecho de

gue normalmente los niveles de HLA son mucho menores la mayoria de las
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células tumorales. Gracias a esto pueden aprovechar el efecto inhibitorio del KIR
para evitar que las células sanas que expresan HLA sean afectadas por el
tratamiento. Ademas, para potenciar la inhibicion se ha generado un hibrido entre
el KIR y la region citoplasmética de la proteina inhibitoria PD1. La proteina PD1
es expresada por las células T activadas para limitar una activacién excesiva.(15)

A falta del descubrimiento de mejores biomarcadores que el CD33 para la
Leucemia mieloide aguda, en este proyecto queremos explotar el poder
inhibitorio del KIR para evitar los efectos on-target off-tumor y poder desarrollar

un tratamiento viable para esta enfermedad.

Ademas, teniendo en cuenta la frecuencia con la que se realizan trasplantes de
medula de donantes haploidenticos, podemos explotar la disparidad del fenotipo
de HLA entre las células sanas del donante y las células tumorales del paciente.
Asi si el receptor del trasplante es homocigoto para el HLA-C2 y el donante es
heterocigoto y expresa el HLA-C1 y el HLA-C2, podemos utilizar un KIR que
reconozca el HLA-C1 (KIR2DL1) y se inhiba antes las células sanas, pero que

no se inhiba ante las células tumorales.

HLA-C2

Induce la
§ inhibicion

KIR2DL1 /

HLA-C1

Permite la
activacion

Figura 4. Representacion de esquematica de los distintos efectos del KIR2DL1 sobre
las células CAR-T al reaccionar con las variantes de HLA-C.



2. Hipotesis y Objetivos
Hipotesis
La coexpresion del CAR anti-CD33 junto al KIR2DL1 puede evitar los efectos

citotoxicos cuando interactia con el HLA-C1 y la efectividad del CAR anti-CD33

puede mejorar al afiadir un espaciador.

Objetivos

En este proyecto queremos evaluar el posible tratamiento de la LMA con un CAR
anti-CD33. Con el fin de hallar una optimizacion para el CAR, caracterizamos
dos variantes de un mismo CAR, una version corta y una version larga con un

espaciador.

Estudiamos el posible uso del KIR2DL1 como mecanismo inhibitorio del CAR
para evitar los efectos on-target off-tumor derivados de utilizar el biomarcador
CD33 como diana. Ademas producimos una posible optimizacién del potencial
inhibitorio del KIR generando un hibrido entre la region intracelular de PD1 y el
KIR2DL1.
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3. Materiales y métodos

3.1 Cultivos celulares
Las lineas celulares utlizadas fueron: HEK293T usadas como células
empaquetadoras de particulas virales; HL60 células leucémicas promielociticas
humanas; TPHI, monocitos asilados de leucemia monocitica aguda y la linea de
linfocitos T inmortalizados Jurkat. Aquellas células que crecen en suspension
(HL60,TPHI y Jurkat) fueron cultivadas en medio RPMI, mientras que las células
empaquetadoras (HEK293T) fueron cultivadas en medio DMEM. Ambos medios
fueron enriquecidos al 10% con suero fetal bovino L-glutamina 2 mM y el mix de

antibioticos 100 U/ml de penicilina/estreptomicina.

Todas las células fueron manipuladas en condiciones estériles bajo una cabina
de flujo laminar en un area con un nivel de bioseguridad P2 y cultivadas en un
incubador de 37 °C con una humedad del 95%, y CO2 al 5%. Todas las lineas

celulares fueron obtenidas del banco de células del laboratorio.

3.2 Células primarias

Los linfocitos de sangre periférica (PBLS) se obtuvieron de muestras de sangre
de donantes anonimos del Banco de transfusiones de Madrid. Las células fueron
purificadas utilizando un gradiente de Ficol (Sigma-Aldrich), de la cual asilamos
la capa leucocitaria. Ademas, se purificaron por seleccion negativa los de
linfocitos T marcando las poblaciones CD19 y CD20 positivas, utilizando
anticuerpos de raton mediante el sistema de Dynabeads Anti-Mouse IgG
(ThermoFisher).

Los linfocitos T se cultivaron en medio RPMI enriquecido al 10 % con suero fetal
bovino, de L-glutamina 2 mM y un mix de antibidticos 100 U/ml de
penicilina/estreptomicina. Ademas las células fueron activadas para estimular su
crecimiento a traves de Dynabeads CD3/CD28 (ThermoFisher) durante 5 dias y

mantenidas en cultivo con una suplementacion Il-7 e 1I-15 a 5U/mL.

3.3 Modelos animales
El modelo animal seleccionado para los experimentos de xenograft fueron
ratones hembra de la cepa Rag2//112rg”- de entre 10 y 12 semanas. Este modelo

fue seleccionado debido a su inmunodeficiencia de linfocitos B, T y NK
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funcionales, disminuyendo el rechazo causado por el efecto injerto contra

huésped.

Todas las manipulaciones de los ratones fueron realizadas en un ambiente estéril
en un area con un nivel de bioseguridad P2 y siguiendo la normativa vigente de

bienestar animal.

3.4 Clonaje de las construcciones quimeéricas en lentivirus

Para producir el plasmido con el KIR2DL1 quimérico con la region intracelular de
PD1 utilizamos la técnica ensamblaje de GIBSON, una técnica de clonacion que
no requiere enzimas de restriccion. Primero generamos mediante PCR unos
extremos complementarios entre el fragmento de la region intracelular PD1 vy el
plasmido que contiene el KIR2DL1 sin su regién intracelular. El disefio de los
primers para generar los extremos complementarios Optimos es realizado a
través de la pagina web NEBuilder. Una vez producidos los fragmentos con los
extremos complementarios llevamos a cabo el ensamblaje empleando el
NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix (NewEngland BioLabs).
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Figura 5. Mecanismo de accion del método de ensamblaje de GIBSON. Figura obtenida
del manual de NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix (NewEngland BioLabs).
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3.5 Construcciones utilizadas
El CAR utilizado contra CD33 es un CAR de segunda generaciéon compuesto
por un scFV derivado de un anticuerpo monoclonal murino, la region bisagra de
IgG4, la region transmembrana de CD28, el dominio intracelular de sefializacion
de CD3C vy el dominio de coestimulacion 4-1BB. En el caso de la variante
denominada, CAR larga empleamos como espaciador las regiones CH2-CH3 de
IgG4. Utilizamos ademas el KIR2DL1 y su quimera con la region intracelular de

PD1, ambos expresados junto al CAR corto o al CAR largo.

Todas las variantes contienen la proteina tEGFR (receptor del factor de
crecimiento epidérmico truncado) como marcador de la expresion del CAR para
su andlisis mediante citometria. Entre las construcciones del CAR, el KIR y el
tEGFR usamos los péptidos de autoescision P2A 'y T2A para producir 3 proteinas

separadas.
CAR
I 1
a  CD33scFV  Bisagra Espaciador CD28 4-1BB CD3z T2A tEGFR
b = €D33scFV  Bisagra (D28 4-1BB CD3z T2A tEGFR
c CAR Corto o CAR Largo P2A KIR2DL1 T2A | tEGFR
d CAR Corto o CAR Largo PP2AN «IR20L1/PD1 | T2A  tEGFR

Figura 6. Representacion esquemética de las distintas construcciones utilizadas: a)
CAR largo b) CAR corto ¢) CAR + KIR2DL1 original d) CAR + KIR2DL1 quimérico con
la region intracelular de PD1

3.6 Expresion de las construcciones en células T
Para la expresion de nuestras construcciones en células primarias y en Jurkat
realizamos una transduccién con lentivirus, utilizando un plasmido de expresién
estable.
3.6.1 Transformacién de los plasmidos

Con el fin de producir los diferentes plasmidos bacterias competentes de la cepa
de Escherichia coli DH5a (Invitrogen) son transformadas mediante choque
térmico. El plasmido contiene el gen de resistencia a la ampicilina, por lo que
seleccionamos las colonias transformadas exitosamente cultivandolas en placas

de agar LB suplementada con ampicilina. Posteriormente son cultivadas en 500
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mL de LB ampicilina y extraemos los plasmidos de interés utilizando el kit de
Plasmid Maxi Kit (QIAGEN).
3.6.2 Generacion de las particulas virales

Para la produccion de los lentivirus utilizados para la transduccion, las células
empaquetadoras HEK293T son transfectadas de manera transitoria mediante
polimeros catidnicos (jetPEI®).

El medio de las células empaquetadoras es renovado a las 24 horas de la
transfeccion y es recogido a las 48 y 72 horas. Posteriormente se concentran
las particulas virales mediante ultracentrifugacion a 30000 rpm durante 3 horas

y se almacenan a -80°C.

3.6.3 Transduccion

A fin de transducir las células T afiadimos las particulas virales al medio de
cultivo y centrifugamos durante 1 hora a 2100 rpm. En el caso de transducir
células Jurkat suplementamos el medio con Polybrene® (8ug/mL), un polimero
catiénico, para mejorar la eficiencia de la transduccién. Cuando trabajamos con
células primarias no suplementamos con Polybrene debido a su toxicidad.

Para obtener poblaciones de células Jurkat totalmente transducidas utilizamos
la técnica de cell-sorting usando citometria de flujo, separando las células

transducidas mediante un marcaje anti-tEGFR.
PD1
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Figura 7. Esquema representativo del proceso de generacion de la proteina quimérica y
su expresién en células T. Figura creada utilizando Biorender.

19



3.7 Analisis de expresion de las construcciones
Comprobamos la correcta expresion de CAR mediante citometria de flujo,
tinendo extracelularmente células Jurkat con nuestra construccion con
anticuerpos anti-tEGFR, anti-Fab y anti-CD158a (KIR2DL1) conjugados con
marcadores fluorescentes. La tincion con anticuerpos fue realizada en hielo o a
4°C utilizando buffer de tincion PBS + 1% BSA + 0,02% azida en una dilucion
1:200.

3.7.1 Citometria de flujo

Las células fueron caracterizadas mediante citometria de flujo utilizando los
citometros FACSCanto Il o FACSCantoA (Becton Dickinson) y utilizando el

software FlowJo 7.0 para analizar los datos resultantes.
3.7.2 Western Blot

Comprobamos el tamafio de los constructos mediante un Western Blot. Para ello
lisamos 3 millones de células con cada una de nuestras variantes con 500pL del
buffer de lisis Brij96 al 0,3% a 4°C. Después de una incubacion de 45 minutos,
los lisados son centrifugados durante 15 minutos a Vmax en una centrifuga de

sobre mesa a 4°C.

El sobrenadante resultante es separado mediante geles de acrilamida al 10% en
condiciones no reductoras (para analizar su dimerizacién) o reductoras (para la
comprobacién del tamafio del CAR), usando como agente reductor dithiothreitol
(DTT) en el caso de que usemos condiciones reductoras. La transferencia es
realizada en membranas de celulosa que son blogueadas con BSA vy
posteriormente incubadas con un anticuerpo primario anti-CD3( de conejo y un

anticuerpo secundario quimioluminiscente.

3.8 Activacion in vitro de células Jurkat
Para medir la activacion in vivo de células Jurkat transducidas con las distintas
construcciones del CAR analizamos la produccién extracelular de IL-2. Para ello
cocultivamos 100.000 células de HL60 y 100.000 de Jurkat transducidas en una
P96 y las coestimulamos con CD28 1 ug/mL. Tras incubarlo 24 horas el medio
de cultivo es recogido y analizado mediante un ELISA (enzyme-linked

immunosorbent assay).
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3.9 Ensayo de citotoxicidad in vitro
Para estudiar la citotoxicidad de las diferentes construcciones de CAR y KIR
empleamos un ensayo basado en el uso de la enzima luciferasa, la cual en
presencia de luciferina y ATP cataliza una reaccion quimioluminiscente. Cuando
las células diana mueren, no producen ATP por lo que la reaccion de la luciferasa

no puede llevarse a cabo y observaremos una menor emision de luz.

Como células efectoras empleamos linfocitos T aislados de PBL transducidas
con las construcciones del CAR corto, CAR largo y el KIR2DL1 con el CAR largo.
Como diana utilizamos células HL60 que expresan el CD33 y HLA-C2, que es
reconocido por nuestro KIR; y células TPH1 que expresan CD33 y HLA-C1, el
cual no es reconocido por el KIR2DL1. Ambas lineas celulares sintetizan la
enzima luciferasa, por lo que suplementamos el medio con D-Luciferina de

luciérnaga 75 pg/mL para que se produzca la reaccion.

De esta manera cocultivamos 10 mil células diana frente a diversos ratios de
células efectoras 1:1, 1:3 y 1:9 (Diana : Efectoras) y medimos la luminiscencia a
diversos intervalos de tiempo. Ademas recogemos el medio a las 48 horas, tras

acabar el ensayo, para poder analizar la produccién de II-2.
HL60 Luc+CD33+C2+ TPH1Luc+CD33+C1+

PBLs —— A
CARCorto ——
CARlargo ——

KIR2DL1
CARL

f [ Control Vivo ][ Control Muerto] [ Control Vivo ][Control Muerto ]

F

L I I ;o o I | Diana: Efectoras
1:1 1:3 1:9 p ta 1:3 1:9

Figura 8. Esquema representativo del ensayo, realizado en una placa de 92 pocillos de
fondo en U. En las filas variamos el tipo de CAR utilizado y en las columnas el ratio de
células diana y efectoras. Empleamos células efectoras con las variantes del CAR largo y
corto y el KIR2DL1 con la variante del CAR Largo. Como células diana usamos células
CD33+, luciferasa+ con los tipos de HLA C-2 (HL60) y C-1 (TPH1). Ademas, realizamos
un control con solo células objetivo vivas y otro con células objetivo muertas

(suplementando el medio con el detergente Triton-X 100 (Thermo Fisher)).
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3.10 Ensayo de citotoxicidad In vivo
Con el fin de observar la eficiencia de las variantes del CAR corto y largo in vivo,
inducimos la leucemia a los ratones inyectandoles por via intravenosa 1 millén
de células de la linea celular HL60, la cual expresa la enzima luciferasa de

luciérnaga.

Tres dias después, cuando la leucemia se ha implantado, inoculamos 5 millones
de células primarias transducidas con las variantes del CAR largo y el CAR corto.
Monitorizamos su peso y a partir del décimo dia medimos la luminiscencia de los
ratones tras administrarles luciferina por via intraperitoneal utilizando el equipo
IVIS Spectrum .(15)

3.11 Analisis estadistico
Todos los analisis estadisticos fueron realizados usando GraphPad PRISM 7.0.
Realizamos andlisis ANOVAS de una via y de dos vias para analizar la
significancia de los resultados. Consideramos resultados estadisticamente

significativos si p<0,05.
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4. Resultados

4.1 Analisis de la expresién de las construcciones
Mediante citometria de flujo evaluamos la expresion de las construcciones del
CAR Corto y el CAR Largo, ambos con y sin el KIR2DL1, expresados en células
Jurkat. Evaluamos los niveles de expresion utilizando un marcaje anti-Fab, anti-
tEGFR y anti-KIRD2L1.

Al analizar la expresion del CAR podemos observar que las 4 construcciones
expresan su CAR correspondiente. En todos los casos vemos una expresion del
CAR, pero en las construcciones que ademas presentan el KIR los niveles de

expresion son menores sobre todo en la construccion del KIR mas el CAR Corto.
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Figura 9. Niveles de expresion del CAR (eje x) y de tEGFR (eje y) de las construcciones
del CAR Corto, el CAR Corto mas el KIR2DL1, el CAR Largo y el CAR Largo mas el
KIR2DL1 expresadas en Jurkat. Poblaciones celulares distribuidas en cuatro cuadrantes:
Q1= tEGFR positivas, Q2 = CAR positivas y tEGFR positivas, Q3= CAR positivas, Q4 =
Ninguna expresion de la construccion. Mayor cercania al origen de los ejes indica menor
intensidad de expresion.
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Como observamos en la Figura 10, el KIR2DL1 es expresado satisfactoriamente
en la membrana tanto si esta expresado con el CAR Largo como con el CAR
Corto. Vemos que las poblaciones celulares del CAR Corto + KIR tienen unos
menores niveles de tEGFR y mas heterogéneos que en el caso del KIR + CAR
Largo, pero los niveles de expresion del KIR son similares.
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Figura 10. Niveles de expresion del KIR2DL1 (eje y) y de tEGFR (eje x) de las
construcciones del CAR Corto, el CAR Corto mas el KIR2DL1, el CAR Largo y el CAR
Largo mas el KIR2DL1 expresadas en Jurkat. Poblaciones celulares distribuidas en
cuatro cuadrantes: Q1= tEGFR positivas, Q2= KIR2DL1 positivas y tEGFR positivas,
Q3= KIR2DL1 positivas, Q4 = Ninguna expresién de la construccién. Mayor cercania al
origen de los ejes indica menor intensidad de expresion.
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El hecho de que tengamos poblaciones con distintos niveles de tEGFR indican
una mal calidad de transduccién y menores niveles de tEGFR significan una

menor expresion de nuestra construccion.

Pudimos comprobar que el tamafo de nuestro CAR es el esperado tras realizar
el WesternBlot. Como observamos en la figura 11 en el caso de las
construcciones que contienen el CAR corto observamos una banda a la altura
de 55kDay las del CAR largo alrededor de 78 kDA.
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En condiciones no reductoras no pudimos observar ninguna banda
correspondiente al CAR solo la correspondiente al CD3( de los TCR enddgenos

de las células Jurkat.

Figura 11. Revelado obtenido del Western Blot en condiciones reductoras (izquierda) y
no reductoras (derecha) del lisado de células Jurkat sin transducir, células con el CAR
corto (CC) y con el KIR (KC) y células con el CAR Largo (CL) y el KIR (KL) . Sefialadas
las bandas correspondientes tanto al CAR largo (entre las bandas del marcador 75 y
100 kDA) como del CAR Corto (entre las bandas del marcador de 50 y 75kDA).
4.2 Ensayo de activacion in vitro

Tras cocultivar por 24 horas las células Jurkat con las construcciones del CAR
corto y el CAR largo junto con células HL60 que expresan el antigeno diana de
nuestro CAR , analizamos los niveles de activacion de cada construccion segun
la sintesis de IL-2. Asi, observamos que ambos grupos se activan con células
que expresan CD33 . también podemos observar que los niveles de IL-2 del
grupo con el CAR Largo son significativamente mayores que los del grupo con

el CAR corto. 300+

* k%

200+ -

IL-2 pg/mLI

100+

Figura 12. Niveles de 1I-2 en células Jurkat expresando el CAR largo, el CAR Corto y
células sin transducir como control.
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4.3 Ensayo de citotoxicidad In vitro
Para estudiar la citotoxicidad utilizamos los linfocitos T transducidos con las
construcciones del CAR largo, el CAR corto y el KIR2DL1 con el CAR largo, en
tres ratios 1:1, 1:3 y 1:9 (Diana : Efectoras), pero a la hora de preparar el
experimento no se pudieron obtener suficientes células para preparar los 3 ratios

del grupo del CAR corto asi que solo se realizé el ratio 1:1 de este grupo.

Preparamos un control con solo células diana (HL60, TPH1) y un control con PBL
sin transducir como comprobacién de los efectos citotoxicos aloespecificos que
puedan ocurrir al cocultivar células de dos origenes diferentes. Para analizar el
namero de células vivas leimos la emision de las placas a los tiempos 16, 24, 36

y 48 horas (menor emision = menos células vivas).

Al analizar los datos obtenidos observamos que no hay ninguna diferencia
significativa entre los controles con PBL sin transducir y el control de solo células
objetivo, descartando los efectos aloreactivos (Figura 13).

A las 16 horas observamos que la emision de luz por parte del grupo con el CAR
Corto es cercana a cero, significando que no quedan apenas células vivas.
Podemos ver que la eficiencia del CAR Largo en el ratio 1:1 es mucho menor en
comparacion con la del CAR Corto, pues no es hasta el ratio 1:9 cuando el CAR
Largo muestra un nivel de citotoxicidad parecido al del CAR corto ratio 1:1
(Figura 13) .

Podemos observar ademas la accion inhibitoria del KIR en las HL60, las cuales
poseen el HLA-C2 que es reconocido por el KIR2DL1. De este modo observamos
una diferencia sustancial entre el grupo con el CAR Largo y los que tienen el KIR,
pues la citotoxicidad es tan baja que en los ratios 1:1 y 1:3 no hay ninguna
diferencia estadisticamente significativa entre el grupo del KIR y el control de
PBLs. Sin embargo en el ratio 1:9 si observamos citotoxicidad aunque mas

reducida que la del mismo ratio del CAR largo.

En el caso de las células TPH1, el nivel de inhibicién, aunque es menor, todavia
persiste pues podemos observar una menor citotoxicidad en el grupo con el KIR

en los ratios 1:1 y 1:3 (Figura 13).
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Figura 13. Luminiscencias a las 16 horas de cocultivo de las construcciones del CAR
corto, el CAR largo y el KIR2DL1 con el CAR largo con las células HL60 o las TPH1.
Marcados con un * todos aquellos grupos con diferencias estadisticamente
significativas con el control de PBL. Menor emision de luz es equivalente a un menor
namero de células y a un efecto citotoxico mas grande por parte de las células efectoras.
Al comparar los datos obtenidos a las diferentes horas, observamos que el efecto
inhibitorio en el caso de las HL60 en los ratios 1:1 y 1:3 es total y perdura hasta
el final del experimento. En cambio, en el ratio 1:9 en las primeras horas vemos
una inhibicion parcial, pero a las 36 horas ya no se observa ninguna diferencia

con el grupo del CAR largo (Figura 14.a).

Similares resultados obtenemos con las células TPH1, con las cuales en el ratio
1:1 observamos una inhibicién parcial durante las 48 horas, en el ratio 1:3 una
inhibicibn més reducida hasta las 36 horas y en el ratio 1:9 no apreciamos

ninguna inhibicion (Figura 14.b).
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Figura 14. Porcentaje de células vivas en los ratios 1:1, 1:3 y 1:9 de los cocultitivos de
PBLs sin transducir, PBLs con el CAR largo y PBLs con el KIR2DL1 mas el CAR largo
(denominados KIR largo) con a) células HL60 b) células TPH1. Porcentaje de células
vivas a las 16, 24, 36 y 48 horas. Calculamos el porcentaje a partir de las luminiscencias
del control y la luminiscencia de cada muestra (emision de la muestra/emisién del control

x 100).
Analizando mediante un ELISA los medios de cultivo a las 48 horas en el
cocultivo con células HL60, observamos que el Unico grupo en el que se detecta

Interleuquina 2 es el ratio 1:1 del CAR Largo (Figura 15).

En el caso de las TPH1 estamos ante una situacién similar, sin embargo, en este
caso podemos observar como los niveles de IL-2 en el ratio 1:1 del grupo con el
KIR son también mas elevados que en las demas muestras. Al igual que en el
cocultivo con HL60, el grupo que tiene el CAR Largo en el ratio 1:1 tiene unos

niveles superiores de IL-2 que los demas (Figura 15).
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Figura 15 . Niveles de Interleuquina-2 a las 48 horas tras realizar un ELISA del medio
de cocultivo de las distintas construcciones del CAR con HL60 o TPHL1. KIR Largo =

KIR2DL1 mas el CAR largo
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4.4 Ensayo de citotoxicidad in vivo
Para el estudio un in vivo utilizamos un total de 12 ratones divididos en 3 grupos:
un grupo control tratados con PBLs sin transducir, un grupo tratado con PBLs
con el CAR Corto y otro grupo con el CAR Largo (ambos con los mismo niveles
de transduccién). A todos ellos se les indujo una leucemia utilizando células

HL60 LUC+ 3 dias antes de iniciar el tratamiento con los CAR.

A partir del dia 10 pudimos medir la luminiscencia de los ratones a los 10 minutos
de ser administrados con luciferina por via intraperitoneal. En las medidas
anteriores al dia 10 no se detectd ninguna emision de luz medible. Evaluamos
los niveles de luminiscencia hasta el dia 24, a partir de este dia el estado de
salud de los ratones empeora considerablemente llegando al punto final del

experimento.

Comparando los niveles de luminiscencia de los ratones obtenemos que hay una
diferencia estadisticamente significativa entre el grupo control y aquellos tratados
con células CAR-T. Ademas de los dos tratamientos observamos que el que
produce una diferencia mas significativa es el del grupo tratado con el CAR largo
(Figura 16.b).
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Figura 16. a) Fotografias de las luminiscencias obtenidas el dia 10 de los 3 grupos. Colores
mas célidos implican mayor emision. b) Emisiones detectadas a los 10, 17 y 24 dias.
Significancias: * = p< 0,05. * = p < 0,01
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4.5 Generacion y expresion de las construcciones del KIR quiméricas
Tras realizar la técnica de ensamblaje GIBSON y la comprobacion del correcto
ensamblaje mediante secuenciacion, generamos las particulas virales para la

transduccioén en células T.

Obtenemos asi un plasmido con el KI2DL1 pero con la parte intracelular de la
proteina PD1 en las construcciones con el CAR largo y el CAR corto.
Transducimos células Jurkat con esta construccion y las tefiimos con anti-tEGFR
y anti-CD158a para comprobar si la proteina quimérica del KIR se expresa

correctamente .

Como observamos en la Figura 17, la proteina quimérica se expresa
satisfactoriamente en membrana tanto en la construccion con el CAR largo como
en la construccion con el CAR corto. Obtenemos unos niveles bajos de tEGFR
debido a una baja transduccion.

tEGFR

KIR

KIR/PD1

KIR/PD1

+ Corto + Largo

negativo

Figura 17. Niveles de expresion de la proteina quimérica KIR2DL1/PD1 por parte de
células Jurkat. Eje x = niveles de tEGFR. Eje = Niveles del KIR. Utilizamos como control
negativo células Jurkat sin transducir .
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5. Discusioén

5.1 Expresion de las construcciones
Con los estudios de expresion de las diferentes construcciones hemos podido
observar que todos los CAR y los KIR son capaces de expresarse
satisfactoriamente y llegar a la membrana celular, sin embargo, advertimos
grandes diferencias de niveles de expresidn entre construcciones. Estas

diferencias pueden ser debido a varios factores:

e La eficiencia de transduccion con lentivirus es muy variable dependiendo
del lote, ya que cuando las células empaquetadoras no son transfectadas
correctamente, la eficacia baja sustancialmente. Podriamos solucionarlo
utilizando otros métodos de transduccion libres de virus como el sistema
de transposones Sleeping Beauty. Este sistema simplificaria el proceso
de manufactura, mejoraria el perfil de bioseguridad y facilitaria su

implementacion en &mbito clinicos (16)

e Las construcciones mas grandes (aquellas que contienen el KIR), tienen
unos niveles de expresion mas bajos. Esto puede asociarse a una mayor
carga metabdlica en la célula huésped al tener que sintetizar una mayor
cantidad de proteina y provocar un estrés del reticulo endoplasmatico.
Podriamos mejorar la expresion reduciendo este estrés metabdlico
acortando la proteina tEGFR, la cual solo es utilizada como marcador de

expresion. (17)

Mediante el Western Blot en condiciones reductoras pudimos evaluar que el
tamafio de las construcciones era el esperado. Por otra parte, no pudimos
analizar una posible multimerizacion de los CAR en condiciones no reductoras,
puesto que el tamafio de los dimeros era demasiado grande para un gel de
acrilamida al 10%. Aparte de utilizar geles con menores concentraciones de
acrilamida, seria interesante realizar una electroforesis en 2 dimensiones para
analizar mas en profundidad los dimeros que forma. Diversos estudios han
observado gue la formacién de dimeros y las interacciones del CAR con el TCR
enddgeno, son relevante para su actividad del CAR, siendo el dominio

transmembrana el que mas involucrado estaria en este proceso.(18) (11)
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5.2 Efectividad del CAR Corto vs CAR Largo
Al analizar la activacion in vitro a las 24 horas en células Jurkat, hallamos una
produccion de IL-2 tanto en el grupo con el CAR Largo como en el grupo con el
CAR Corto. De los dos grupos el que mayor cantidad de IL-2 produce es el grupo
del CAR Largo, lo que nos podria indicar una mayor activacion de las células.(19)

En los estudios de citotoxicidad in vitro hemos podido comprobar la eficacia de
los CAR. Con respecto a la efectividad del CAR hemos observado que el CAR
Corto es significativamente més efectivo que el CAR Largo, siendo el CAR Corto
en el ratio 1:1 igual de efectivo que el CAR Largo en el ratio 1:9. Debemos repetir
el experimento con ratios mas bajos para poder analizar las diferencias mas en
profundidad, puesto que en la primera medida ya no quedaban células diana
vivas en el grupo del CAR corto.

Los datos de produccién de IL-2 mas altos en el ensayo de citotoxicidad
corresponden a los grupos con menores niveles de citotoxicidad. Esto es debido
a que aquellos grupos en los que el CAR fue mas eficaz, a las 48 horas no tienen
células con las que activarse y ya han consumido toda la IL-2 que produjeron,
sin embargo, los grupos con menor activacion aun la siguen sintetizando y no

han consumido tanta cantidad. (19)

Esto puede también extrapolarse a los resultados obtenidos en el ensayo de
activacion in vitro con células Jurkat, donde el CAR que mayor produccion de IL-
2 presentaba era el CAR Largo. Para poder analizar la produccién de IL-2 de las
construcciones con mayor activacion deberiamos evaluarlo a tiempos mas

tempranos.

En el estudio in vivo de la eficacia de la terapia con células CAR-T, hemos
obtenido que el tratamiento produce diferencias estadisticamente significativas.
De los dos CAR el que mejor resultados obtiene es el CAR Largo, lo que se
contradice con nuestros resultados in vitro ,pero sigue la tendencia

esperada.(20)

Cuando evaluamos la mejora de la eficiencia del CAR al afiadirle un espaciador
encontramos resultados contradictorios. Mientras que vemos que en los ensayos
in vitro el CAR Corto presenta una mayor funcionalidad, en el ensayo in vivo es

el CAR Largo el que obtiene mejores resultados.
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Comparando todos los datos obtenidos podemos hipotetizar que la razén por la
gue el CAR Corto funciona peor in vivo que el CAR Largo, aunque tiene mayor
citotoxicidad in vitro, es porque sufre un exceso de activacion. Por tal razon las
células que tienen el CAR Corto, al tener unos niveles demasiado altos de
activacion entrarian en apoptosis. Esta muerte celular inducida por un exceso
activacion ha sido observada en otros estudios con CAR y es importante de
evaluar pues afecta a la expansion y persistencia del tratamiento una vez

aplicado a los pacientes. (21)

Por consecuencia, en un experimento de larga duracion como es un in vivo, la
poblacion de células con el CAR Largo seria mayor y conseguiran una mayor
eficacia, mientras que en los estudios in vitro donde los tiempos son mas cortos

no podemos observar estos efectos.

5.3 Inhibicién a traves del KIR2DL1
A la hora de evaluar la accion inhibitoria del KIR, hemos hallado que el KIR2DL1
inhibe la accién citotoxica en las células que expresan el HLA que reconoce,

aungue no consigue un efecto total de inhibicion.

En el caso de las células HL60 que expresan el HLA que es reconocido por el
KIR (HLA-C1), observamos una inhibicion total en los ratios mas bajos y una
inhibicion parcial en el ratio mas alto. Por otra parte en las células TPH1 que
expresan el HLA-C2 vemos una inhibicién parcial en el ratio mas bajo, lo que nos
podria estar indicando que se esta produciendo una inhibicién inespecifica débil
por parte del KIR2DL1.

Esta inhibicién inespecifica puede ser provocada por interacciones entre el
KIR2DL1 vy los diversos HLA que son expresados por las células TPH1, pero
para confirmarlo deberiamos generar células carentes de HLA mediante

CRISPR-Cas 9 y que solo expresen nuestro HLA de interés.(13)

5.4 Generacion de la proteina quimeérica
Hemos podido producir satisfactoriamente nuestra proteina quimérica del
KIR2DL1 y la regién intracelular de PD1. Tras ver que la proteina es expresada
correctamente debemos caracterizar su actividad y compararla con el resto de

las construcciones.
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6. Conclusion
Tras estudiar las diferentes construcciones hemos podido observar que todos los
CAR y los KIR son capaces de expresarse correctamente y llegar a la membrana
celular, sin embargo debemos optimizar las técnicas de transduccion utilizadas

para disminuir la variabilidad entre experimentos.

Hemos observado que al contrario que los resultados obtenidos en otros
estudios, al afiadir un espaciador al CAR sus niveles de citotoxicidad no
aumentan sino disminuyen. En futuros experimentos debemos analizar mas en
profundidad los efectos del espaciador en el reconocimiento de nuestro epitopo

y comprobar su impacto en la activacion de la células.

A pesar de todo hemos obtenido mejoras en el rendimiento de nuestro CAR al
afadir un espaciador, pues gracias a él reducimos los niveles excesivos de
activacion que se han observado en la version del CAR Corto. Otras mejoras
deben ser estudiadas para mejorar la persistencia del CAR Corto in vivo y

aprovechar sus altos niveles de citotoxicidad.

El poder de inhibicion del KIR2DL1 ha demostrado no ser los suficiente potente
para inhibir totalmente al CAR, pero si para reducir significativamente su
actividad. El poder inhibitorio de las quimeras del KIR2DL1 con PD-1 u otras

proteinas inhibitorias podria mejorar los resultados.

Estos hallazgos abren la posibilidad del uso del biomarcador CD33 para el
tratamiento de la LMA, pero son necesarios mas estudios y optimizaciones antes

de poder avanzar a ensayos clinicos.
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