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ABREVIATURAS

7-AAD: 7-aminoactinomicina D (7-Aminoactinomycin D)

ABB Buffer: Anexin V Binding Buffer

ABBV-466: inhibidor experimental de Mcl-1

Ac: anticuerpo

ADCC: citotoxicidad dependiente de anticuerpo (antibody dependent cellular
antibody)

APAF1: factor activador de proteasas apoptdticas 1

BAK: proteina proapoptotica de la familia Bcl-2 (Bcl-2 Antagonist/Killer)
BAX: proteina proapoptoética de la familia Bel-2 (Bcl-2 Associated X Protein)
Bel-2: B-cell Lymphoma 2

Bcel-Al: B-cell Lymphoma Al

Bcl-Xy: B-cell Lymphoma Extra Large

BSA: albumina sérica bovina

CAR-T: receptor antigeno quimérico de células T.

CD1a: molécula presentadora de lipidos (Cluster of Differentiation la)
CD28: receptor coestimulador de lipidos T (Cluster of Differentiation 28)
CD3: receptor de células T (Cluster of Differentiation 3)

coT-ALL: leucemia linfoblastica aguda cortical de células T (Cortical T-cell
Acute Lymphoblastic Leukemia)

Célula NK: célula asesina natural (natural killer cell)

Célula Treg: célula T reguladora

CRS: sindrome de liberacion de citoquinas (Cytokine Release Syndrome)
DCs: células dendriticas (Dendritic Cells)

DMSO: dimetilsulfoxido

DNA: 4cido desoxirribonucleico

DT2216: PROTAC degradador de Bel-Xy, (Bcl-X; targeting PROTAC)
Fas/CD95: receptor de muerte celular

FasL: receptor de FAS (Fas ligand)

FBS: suero Fetal Bovino (Fetal Bovine Serum)

Fec: region cristalizable del anticuerpo

GFP: proteina fluorescente verde (Green Fluorescent Protein).

HEK 293T: células embrionarias de rifion humano

IL-7/IL-15: interleucina 7 / Interleucina 15



LLA-B: leucemia linfoblastica aguda de células B

LLA-T: leucemia linfoblastica aguda de células T

mCherry: proteina fluorescente roja (Monomeric Cherry Red Fluorescent
Protein)

MHC: Complejo Mayor de Histocompatibilidad (Major Histocompatibility
Complex)

MOI: multiplicity of infection

mRNA: RNA mensajero

PBMCs: células mononucleares de sangre periférica (Peripheral Blood
Mononuclear Cells)

PBS: solucion salina tamponada con fosfato (Phosphate Buffered Saline)

PEI: polietilenimina

PVDF: fluoruro de polivinilideno (Polyvinylidene Fluoride)

R/R: en recaida o refractaria

RFP: proteina fluorescente roja (red fluorescent protein)

RPMI: medio de cultivo RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute Medium)
scFv: fragmento variable de cadena Unica (Single-chain Variable Fragment)
SDS-PAGE: clectroforesis en gel de poliacrilamida con SDS

SMAC: activador mitocondrial de caspasas

T2A: péptido 2A del virus Thosea asigna

TME: microambiente tumoral

TNFa: Factor de necrosis tumoral alfa

TU/mL: unidades transductoras por mililitro

UT: no transfectadas (Untrasduced)

VSV-G: proteina G del virus de la estomatitis vesicular (envoltura viral)

WT: tipo silvestre, sin modificacion genética (Wild Type)

WHO: organizacion Mundial de la Salud (World Health Organization)
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1. RESUMEN

La inmunoterapia, y en particular las terapias con células CAR-T, han supuesto una
revolucion en el tratamiento del cancer en los ultimos anos, mostrando altas tasas de
remision en pacientes con tumores de células B (leucemia, linfoma, mieloma multiple)
en recaida o refractarios. No obstante, aproximadamente el 50% de los pacientes
tratados con células CAR-T recaen durante el afio posterior a la infusion. Asimismo, la
aplicacion de este tipo de terapias en otros tipos de tumores presenta una serie de

dificultades, especialmente debido a las toxicidades asociadas en tejidos sanos.

En el caso de la leucemia linfoblastica aguda de células T (LLA-T), la aplicacion de
terapias adoptivas como los CAR-T resulta especialmente compleja debido a la
similitud antigénica entre las células T normales y las células tumorales. A pesar de ello,
existen dianas alternativas como CDla, frente a la que un CAR-T ha demostrado ser

efectivo sin presentar potenciales toxicidades.

En este trabajo, analizamos tanto el efecto de las células CD1aCAR-T sobre tumores
resistentes a la apoptosis, como la optimizacion del uso de inhibidores especificos de
proteinas antiapoptoticas en combinacion con células CD1aCAR-T. Paracello, se evaluo

cada inhibidor en monoterapia y en combinacion con los CAR-T.

Cabe destacar que, se observo una gran reduccion en la viabilidad celular al tratar células
Jurkat, que presentaban sobreexpresion de proteinas antiapoptoticas, con dosis bajas de
su inhibidor especifico en combinacién con bajos ratios de las células CD1aCAR-T.
Paralelamente, se analizo el efecto del inhibidor en combinacion con células T no
transfectadas (UT), asi como de cada monoterapia (inhibidor y células T, con y sin

transfectar) de manera individual.

Los resultados obtenidos sugieren que el uso combinado de inhibidores especificos con
terapias celulares podria representar una estrategia terapéutica prometedora para
pacientes con LLA-T R/R los cuales, actualmente, carecen de tratamientos efectivos,
dado que aumenta la eficacia en un contexto de resistencia a la muerte celular. Ademas,
esta combinacion permitiria emplear bajas dosis de inhibidores, reduciendo los posibles

efectos adversos.



2. ABSTRACT

Immunotherapy, particularly chimeric antigen receptor T-cell (CAR-T) therapy, has
revolutionized cancer treatment in recent years, showing high remissionrates in patients
with relapsed or refractory B-cell malignancies (leukemia, lymphoma, multiple
myeloma). However, approximately 50 % of patients treated with CAR-T cells
experience relapse within the first year after infusion. Moreover, applying this type of
therapy to other cancer types poses several challenges, mainly due to toxicities in healthy

tissues.

In the case of T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL), the use of adoptive therapies
such as CAR-T is especially complex due to the antigenic similarity between normal T
cells and malignant T cells. Nevertheless, alternative targets like CDla have been
identified, against which a CDla-directed CAR-T (CD1aCAR-T) has shown efficacy

without apparent toxicity.

In this study, we investigated both the effect of CD1aCAR-T cells on apoptosis-resistant
tumors and the optimization of combining these cells with selective inhibitors of anti-
apoptotic proteins. To this end, each inhibitor was tested both as monotherapy and in

combination with CD1aCAR-T cells.

Notably, a significant reduction in cell viability was observed in Jurkat cells
overexpressing anti-apoptotic proteins when treated with low doses of their specific
inhibitor in combination with low ratios of CD1aCAR-T cells. In parallel, we analyzed
the effect of combining the inhibitor with untransfected T cells (UT), as well as the effects
of each monotherapy (inhibitor and T cells, both transfected and untransfected)

independently.

The results suggest that the combined use of specific inhibitors and cell-based therapies
may represent a promising therapeutic strategy for patients with relapsed/refractory T-
ALL, who currently lack effective treatment options. This combination enhances efficacy
in a context of apoptosis resistance and may allow for lower inhibitor doses, potentially

reducing adverse effects.



3. INTRODUCCION

a. Elcancer

Definicion y origen

El término “Céncer” hace referencia a un grupo heterogéneo de enfermedades que
pueden afectar a, practicamente, la totalidad del organismo. Su principal caracteristica
es la proliferacion acelerada y descontrolada de células anomalas que, al extenderse
fuera de sus limites habituales, pueden invadir partes adyacentes y, en fases avanzadas,

extenderse a otros drganos en un proceso denominado metastasis (Nelson & Cox, 2021).

El origen del cancer se encuentra en alteraciones del material genético celular. Estas
alteraciones son generadas por la interaccion de factores endogenos (como
predisposicion genética del individuo) y agentes externos. Estos agentes externos,
denominados carcin6genos, pueden clasificarse en fisicos (ejem.: radiaciones
ultravioletas), quimicos (ejem.: amianto) y biologicos (ejem.: virus del papiloma

humano, VPH) (World Health Organization [WHO], 2022).

El desarrollo del cancer se divide habitualmente en cuatro etapas denominadas:
iniciacion, promocion, progresion y metastasis. La fase de iniciacion se caracteriza por
el desarrollo de alteraciones gendmicas que potencian la capacidad proliferativa de la
célula. Posteriormente, en la fase de promocion, las células preneoplésicas comienzan
a acumularse, formando pequefios tumores benignos. Durante la progresion, las células
adquieren nuevas alteraciones genéticas que dan lugar a proliferacion descontrolada. Es
en esta fase, donde el tumor adquiere el componente maligno, acelerando su
crecimiento. Finalmente, la metastasis se produce como consecuencia de la pérdida de
la capacidad de adhesion de algunas células, desprendiéndose de las células vecinas y
pudiendo ingresar tanto en el torrente sanguineo como el torrente linfatico,
diseminandose a otros drganos donde generaran focos tumorales secundarios (de Visser

and Joyce, 2023).



Caracteristicas del cancer

En el afio 2000, Hanahan y Weinberg propusieron que las propiedades funcionales que
permiten a los tumores crecer y diseminarse podian agruparse en seis caracteristicas
clave (hallmarks): (1) capacidad proliferativa, (2) evasion de lo supresores del
crecimiento, (3) resistencia a la muerte celular, (4) capacidad de replicacion ilimitada,
(5) induccioén de la angiogénesis, (6) activacion de los procesos de invasidon y metastasis

(Hanahan, 2000).

En el afio 2011, introdujeron dos nuevos hallmarks al proceso de desarrollo tumoral.
Estas caracteristicaseran (7) la capacidad de la célula para reprogramar su metabolismo,
consiguiendo asi una mayor proliferaciony la adquisicion de la capacidad de (8) evadir

al sistema inmunitario (Hanahan y Weinberg, 2011).

Recientemente, los avances en la investigacion sobre el desarrollo de los tumores han
permitido incluir nuevos hallmarks como la plasticidad fenotipica, el polimorfismo del
microbioma, la senescencia celular y la reprogramacion epigenética no mutacional

(Hanahan, 2022).
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Figura 1. Caracteristicas del cancer. (Hanahan, 2022)

En relacién con las caracteristicas anteriormente mencionadas, encontramos la
resistencia a la muerte celular programada (apoptosis). La apoptosis depende del

balance entre sefiales activadoras e inhibidoras mediadas por la familia de proteinas



Bcl- 2, que regulan la activacion de proteasas encargadas de destruir la célulay facilitar

su posterior eliminacion por apoptosis (Kaloni et al., 2023).

En definitiva, las caracteristicas distintivas del cancer anteriormente descritas son
capacidades funcionales adquiridas gracias a la inestabilidad genomicay lainflamacion
cronica, que permiten a las células sobrevivir, proliferar y diseminarse (Hanahan y

Weinberg, 2011).

b. Leucemia

La leucemia es una neoplasia maligna que se origina en la médula oOsea, tejido
responsable de la produccion de células sanguineas. Su principal caracteristica es la
proliferacion anomalay descontrolada de globulos blancos, que se infiltran en lamédula
6sea, impidiendo la produccién normal de globulos rojos, plaquetas y leucocitos

(Carbonel Castillo, 2017).

Existen diversos tipos de leucemias, que se clasifican principalmente segun su velocidad
de progresion y el tipo celular afectado, lo que determina las opciones terapéuticas y
pronosticas. Asi, se distinguen las leucemias agudas, de rapida progresion, y las
cronicas, que presentan un curso mas lento y, a menudo, asintomatico en las fases
iniciales. Aunque existen variaciones, todas las formas leucémicas presentan una
expansion clonal de células anormales que alteran la funcion hematopoyética normal,
generando sintomas como anemia, infecciones recurrentes y otros trastornos

hematoldgicos (Dohner et al., 2017).

Segun datos del Observatorio del Cancer de la Asociacion Espafiola Contra el Cancer
(AECC), en 2023 se diagnosticaron 6.074 nuevos casos de leucemia en Espafa siendo
la incidencia mayor en varones (Dominguez & Colorado, 2024). La probabilidad de
desarrollar leucemia aumenta con la edad, siendo mas frecuente en personas mayores
de 65 afos. A pesar de esto, la leucemia es la neoplasia mas comtn en poblacién
pediatrica, representando el 30 % de los canceres infantiles. En términos de mortalidad,
en 2023, se registraron 3.365 muertes por leucemia siendo también mayor el porcentaje
de varones. Las tasas de supervivencia a cinco anos varian segln el tipo de leucemia y
de factores endogenos del individuo como, por ejemplo, la edad al diagnéstico (Zhang

et al., 2023; Mody et al., 2008).



Leucemia Linfoblastica aguda de las células T (LLA-T)

La leucemia linfoblastica aguda de células T (LLA-T) es una neoplasia hematolédgica
originada por la transformacion maligna de los progenitores de células T. Durante la
maduracion de un linfocito T, desde un progenitor hematopoyético CD34+ hasta una
célula T madura en el timo, se puede producir un arresto de dicha célula originando una
leucemia. El término “agudo” hace referenciaa la rapida velocidad de progresion de la
enfermedad, que puede resultar fatal en pocos meses si no se recibe un tratamiento
adecuado. La LLA-T se caracteriza por la acumulacion de alteraciones genéticas y
epigenéticas que afectan a procesos clave como la diferenciacion celulary la apoptosis.
Entre las anomalias genéticas més frecuentes se incluyen translocaciones y mutaciones
en genes como NOTCHI, CDKN2A/B, PTEN, FBXW7 e IL7R que estan asociadas con
la resistencia al tratamiento y la progresion de la enfermedad (Karrman & Johansson,

2017; Inaba & Mullighan, 2020).

La presentacion clinica de la LLA-T puede incluir hiperleucocitosis, afectacion
extramedular de ganglios linfaticos u otros 6rganos, infiltracion en el sistema nervioso
central y la presencia de una masa mediastinica correspondiente al timo (Redaelli et al.,

2005).

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) sigue una presentacion bimodal, con un primer
pico durante la infancia y un segundo pico, alrededor de los 50 afios. Esta enfermedad
constituye la neoplasia maligna mas frecuente en poblacion pediatrica, representando la
LLA-T entre el 10-15 % de los casos de LLA. En los adultos, la prevalenciade la LLA-
T es mayor, representando entre el 25-30 % de los diagndsticos de LLA, con una
incidencia més alta en hombres que en mujeres. De estos, los casos de LLA-T suponen

algo mas de 100 casos anuales en Espaiia (Patel et al., 2020).

Dado que esta enfermedad no dispone de un tratamiento especifico, el abordaje
terapéutico suele basarse en los protocolos establecidos para la leucemia linfoblastica
aguda de células B, la forma mas prevalente de esta neoplasia. Tradicionalmente, la
quimioterapia intensiva y el trasplante de precursores hematopoyéticos han sido las
principales estrategias terapéuticas. No obstante, los efectos adversos asociados a estas
terapias como la citotoxicidad inespecifica o la enfermedad de injerto contra huésped
(GvHD), han impulsado la busqueda de nuevas terapias mas seguras y especificas. En

este contexto, se han desarrollado enfoques terapéuticos que aprovechan la



funcionalidad del sistema inmunitario del paciente para destruir las células malignas

(Hayashi et al., 2024; Litzow & Ferrando, 2015).

A pesar de que las actuales estrategias de quimioterapia con dosis intensificadas han
permitido una mejora significativa de los resultados en pacientes pediatricos, con tasas
de recuperacion superiores al 80 %, en los pacientes adultos el pronostico sigue siendo
desfavorable con, inicamente, un 30-40 % de los pacientes capaces de alcanzar remision
a largo plazo (Guamba Inga, 2018; Litzow & Ferrando, 2015). Esta situacion se ve
agravada en el contexto de la LLA-T enrecaida o refractaria (R/R), donde los pacientes
presentan una respuesta muy limitada a las terapias de rescate convencionales, como
consecuencia de una enfermedad més agresiva, mayor carga tumoral 0 mecanismos

moleculares de escape, fundamentalmente (Basquiera et al., 2023).

c. Alteraciones en la muerte celular programada: implicaciones

terapéuticas

Apoptosis y su importancia en la homeostasis celular

La muerte celular programada o apoptosis, es un mecanismo fisioldgico esencial para
el mantenimiento de la homeostasis en los organismos pluricelulares. Este proceso
permite la eliminacion controlada de células dafiadas y envejecidas. La apoptosis puede
ser desencadenada por diferentes estimulos tanto externos como internos, incluyendo
dafio en el DNA o estrés oxidativo, asi como por sefiales fisioldgicas como el
crecimiento tisular o el envejecimiento celular (Elmore, 2007). Existen dos vias
principales: la via intrinseca (o mitocondrial) y la via extrinseca (o mediada por

receptores de muerte) (Nelson & Cox, 2021).

La via extrinseca se inicia en respuesta a estimulos extracelulares mediante la union de
ligandos especificos areceptores de muerte localizados en la membrana plasmatica. Los
ligandos de muerte TRAIL, FasL y TNFa (asociado a membrana) inducen la
trimerizacion de sus receptores correspondientes, DR4 y DRS (TRAIL), FAS/CD95 y
TNFR con la posterior formacion del complejo de sefializacion de muerte (Nelson &
Cox, 2021). Este complejo recluta proteinas adaptadoras, que promueven la activacion
de caspasas iniciadoras, principalmente caspasa 8. Una vez activada, se inicia una

cascada proteolitica que acaba con la activacion de caspasas efectoras (caspasa 3 y



caspasa 7) que, finalmente, inducen los cambios responsables de la apoptosis (Ichim &

Tait, 2016).

La via intrinseca de la apoptosis se inicia en respuesta a seiales intracelulares, como el
dafio en el DNA o las infecciones virales. Este proceso comienza con la
permeabilizacién de la membrana externa mitocondrial. Las sefiales proapoptoéticas
promueven la activacion de proteinas con dominio BH3, que a su vez facilitan la
oligomerizacién de proteinas proapoptdticas BAX y BAK. Estas proteinas generan
poros en la membrana mitocondrial externa, permitiendo la liberacion al citoplasma de
factores apoptdticos como SMAC (Second Mitochondria-derived Activator) y el
citocromo c. La interaccion del citocromo ¢ con APAF1 (Apoptotic Protease Activating
Factor 1), induce su oligomerizacion y formacion del apoptosoma. El apoptosoma
reclutay activaa la caspasa-9 que a su vez activa las caspasas ejecutoras, convergiendo
funcionalmente con la via extrinsecay conduciendo finalmente a la apoptosis (Ichim &

Tait, 2016).

En mamiferos, las proteinas de la familia Bel-2, juegan un papel muy importante en el
control de la via intrinseca, controlando la permeabilidad mitocondrial y la liberacion
del citocromo c. Algunas de estas proteinas, como Bcl-2 o Bcl-Xi, se localizan en la
membrana externa de la mitocondria e inhiben la liberacion del citocromo c, actuando
como agentes antiapoptéticos (Youle & Strasser, 208). Frente a esta situacion, los
miméticos de BH3 representan una prometedora estrategia terapéutica al competir por
los sitios de unién de las proteinas antiapoptoticas, liberando a BAX y BAK, y
restaurando la via intrinseca de la apoptosis de las células cancerosas (Townsend et al.,

2021; Roberts et al., 2021).
Nuevas terapias dirigidas: inhibidores especificos

La resistencia terapéutica observada en los canceres hematologicos frente a los
tratamientos convencionales ha impulsado el desarrollo de estrategias mas dirigidas.
Entre ellas, destacan los inhibidores especificos disefiados para interferir selectivamente
en rutas moleculares claves para la supervivencia y proliferacion de las células
malignas. Estas terapias dirigidas no solo permiten aumentar la eficacia del tratamiento,
sino que tambiénreducen la citotoxicidad sistémica, una de las principales limitaciones

de la quimioterapia estandar (Hofmann et al., 2023).



Los inhibidores especificos actuan sobre dianas moleculares concretas involucradas en
la fisiopatologia tumoral, como proteinas reguladoras de la apoptosis o factores de
sefializacion aberrantes. Entre sus mecanismos de accion mas importantes se incluyen
la induccidon de la apoptosis y la inhibicion de la proliferacion celular. Entre los
inhibidores especificos desarrollados cabe comentar los inhibidores de proteinas de la

familia Bel-2 (Kaloni et al., 2023). Entre estos inhibidores, encontramos algunos como:

Venetoclax: Inhibidor especifico de Bcl-2 que ha mostrado gran eficacia clinica en la
Leucemia Mieloide Aguda (LMA), Leucemia Linfocitica Crénica (LLC), Linfoma de
células manto y Mieloma Multiple (MM). No obstante, la coexpresion de otras proteinas
antiapoptoticas, como Bcl-Xp y Mcl-1, también afecta a la eficacia terapéutica (Di

Grande et al., 2021).

DT2216: Compuesto basado en un PROTAC (Protedlisis Targeting Chimeric
Molecule), disenado para generar la degradacion de Bel-Xi. Su mecanismo de accion
implica el reclutamiento de la ligasa E3 VHL (Von Hippel-Lindau), expresada en la
mayoria de las células tumorales. La interaccion de DT2216 con Bcl-Xp permite su
ubiquitinacion, permitiendo su reconocimiento y posterior degradaciéon por el

proteasoma, favoreciendo asi la induccion de apoptosis (Jaiswal et al., 2022).

ABBV-467: inhibidor potente y selectivo de Mcl-1 que ha mostrado una significativa
capacidad inhibidora del crecimiento tumoral de neoplasias hematoldgicas en modelos
in vivo. El bloqueo de Mcl-1, permite la liberacion de BAX y BAK, restaurando la

apoptosis en células tumorales dependientes de esta proteina (Yuda et al., 2023).

d. Sistema inmunitario

El sistema inmunitario comprende un conjunto de mecanismos celulares y moleculares
encargados de proteger al organismo frente a agentes patdogenos, como virus, bacterias
y células transformadas. El sistema inmunitario se divide en dos componentes
principales: la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa (Lanuza, 2020; Gonzalez-

Barros et al., 2021).

La inmunidad innata actGa como primera barrera de defensa del organismo,
respondiendo de forma inmediata y no especifica ante la presencia de patdgenos

(Medzhitov & Janeway, 1998; Warrington et al., 2011). Incluye barreras fisicas y



quimicas, como los epitelios del sistema digestivo y respiratorio, asi como células
inmunitarias como neutrofilos, macréfagos, células dendriticas (DCs) y células natural
killer (NK) capaces de detectar y eliminar patogenos y células alteradas. Asimismo, el
sistema de complemento, compuesto por proteinas plasmaticas, facilita la opsonizacion,
lisis y amplificacion de la respuesta inmunitaria (Dempsey et al., 2003). A pesar de que
antiguamente se pensaba que este tipo de inmunidad no generaba memoria, actualmente
se ha demostrado que las células del sistema inmunitario innato pueden generar un tipo
de memoria inmunitaria conocida como “memoria entrenada” (Netea et al., 2011; Netea

et al., 2020)

Por otro lado, la inmunidad adquirida constituye una segunda linea de defensa,
caracterizada por su especificidad y capacidad de memoria inmunolédgica. Aunque su
activacion inicial es mas lenta, permite una respuesta mas eficaz frente a infecciones
recurrentes o procesos tumorales. Dentro de este grupo encontramos a los linfocitos T,
responsables de la respuesta celular; y a los linfocitos B, encargados de la generacion
de diferentes tipos de anticuerpos que componen la respuesta humoral (Medzhitov &

Janeway, 1998; Dempsey et al., 2003).
Inmunovigilancia y teoria de la inmunoedicion

La inmunovigilancia es la capacidad del sistema inmunitario para identificar y eliminar
selectivamente células transformadas. A comienzos del siglo XX, Paul Ehrlich fue uno
de los primeros investigadores en postular que el sistema inmunitario podia “vigilar” el
desarrollo de tumores, previniendo su implantacion y progresion (Ehrlich, 1909). En los
afios 50, Lewis Thomas y Frank MacFarlane Burnet, partiendo de la hipdtesis anterior,
propusieron que el sistema inmunitario era capaz de detectar y eliminar células
cancerosas en las fases iniciales del desarrollo tumoral, sentando las bases de la teoria

de la inmunovigilancia del cancer (cancer inmunosurveillance) (Burnet, 1957,

Thomas, 1959; Burnet 1970; Ribatti, 2017).

Posteriormente, se amplid el concepto de inmunovigilancia hasta establecer la teoria de
inmunoedicion del cancer (cancer immunoediting). Esta teoria propone un modelo de
interaccion entre el sistema inmunitarioy las células tumorales a lo largo de tres fases:
eliminacion, equilibrio y escape (Dunn et al., 2002; Dunn et al., 2004; Dunn et al., 2006)
Ya en el siglo XXI, se ha revisitado el modelo (Schreiber et al., 2011).
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e Eliminacién: las células inmunitarias, tanto innatas como adquiridas, reconocen y

eliminan a las células tumorales en crecimiento (Vesely et al., 2011).

e Equilibrio: algunas células cancerosas pueden no ser eliminadas dando lugar a
nuevas variantes que pueden ser mas resistentes a la respuesta inmunitaria. Durante
esta fase, el crecimiento tumoral queda inmunoldgicamente controlado, pero
clinicamente indetectable. Los pacientes pueden progresar hacia la eliminacién

completa o hacia la fase de escape (Vesely et al., 2011).

e Escape: las células tumorales escapan del control inmunitario, multiplicindose y
generando tumores clinicamente detectables. Este proceso puede generarse como
consecuencia de distintas causas como incapacidad del sistema inmunitario para
reconocer a las células cancerigenas, inmunosupresion o transformacion de las
células cancerigenas en resistentes a la respuesta inmunitaria, entre otros (Vesely et

al., 2011).

a Elimination . b Equilibrium ¢ Escape
[ €D4: |25~
k)

Cyrtotoxic
activity *

B, o Cytokine
' C"vt' oy
o

Stromal Dying Tumour cell ' Developing
cell tumour cell  variant tumour cell cell variant

* Genetic instability and tumour heteregeneity .—
* Immune selection E
Figura 2.- Fases del proceso de inmunoedicion del cancer. (a) Eliminacion de las
células tumorales por parte de las células inmunitarias. (b) El sistema inmunitario
selecciona las células tumorales capaces de resistir a la accion de las células

inmunitarias, entrando en una fase de equilibrio. (¢) El tumor escapa, comenzando una

fase de expansion descontrolada (van der Burg et al. 2016).
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Estrategias del tumor para evadir el sistema inmunitario

A pesar de que las actuales estrategias de inmunoterapia han obtenido resultados
positivos en una parte de los pacientes, existe un porcentaje que no responden al
tratamiento como consecuencia de laincapacidad del sistema inmunitario para activarse
correctamente, el estado inmunodeprimido o alteraciones inmunoldgicas como
consecuencia del céncer. Entre los mecanismos de evasion tumoral encontramos
secrecion de factores inmunosupresores como prostaglandinas o IL-10, activacion de
células supresoras o células del sistema inmunitarias que secretan citoquinas
inhibidoras, disminucion o pérdida de la expresion de antigenos asociados al tumor o

disminucién de la expresion de MHC, entre otros (Bai et al., 2020).

La disminucion de la expresion de MHC es una de las estrategias de evasion de la
respuesta inmunitaria mas frecuente. El MHC es fundamental para que los linfocitos T
CD8+ reconozcan y destruyan células tumorales. Sin embargo, cuando las células
cancerigenas disminuyen la expresion de este, no pueden ser reconocidas por los
linfocitos, permitiendo su crecimiento (Dhatchinamoorthy et al., 2021). Las células
tumorales también pueden sobreexpresar diversas moléculas como PD-L1 o Galectina-
9, que se unen a receptores inhibidores de las células T, como PD-1 o TIM,
respectivamente. Estas interacciones generan inactivacion, agotamiento o apoptosis de

linfocitos T efectores (Yang et al., 2021).
Inmunoterapia

La inmunoterapia es una estrategia terapéutica bioldgica que emplea componentes del
sistema inmunitario, tanto endogenos como generados en laboratorio, para potenciar,
modular o restaurar su capacidad de reconocer y eliminar células tumorales. A
diferencia de los tratamientos convencionales, la inmunoterapia se caracteriza por su
especificidad, menor toxicidad sistémica y capacidad para generar memoria

inmunolégica (Waldman et al., 2020). Entre las principales estrategias se incluyen:

Anticuerpos monoclonales: Son proteinas disefiadas para reconocer antigenos
especificos en la superficie de las células tumorales, facilitando su destrucciéon mediante
la activacion del complemento, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos

(ADCC) o inhibicion de sefales proliferativas (Paul et al., 2024).
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Vacunas terapéuticas contra el cancer: consisten, en términos generales, en la
administracion exdgena de antigenos tumorales seleccionados, combinados con
adyuvantes inmunoestimulantes que favorecen la activacion de las células dendriticas.
Su finalidad es inducir una respuesta inmunitaria adaptativa especifica frente a los

antigenos tumorales (Saxena et al., 2021).

Inhibidores de puntos de control inmunolégico: Son moléculas que bloquean
receptores inhibidores, como PD-1 o CTLA-4, impidiendo la inactivacion de los
linfocitos T y restaurando la citotoxicidad frente a células tumorales (Waldman et al.,

2020).

Terapia celular: Basada en el uso de células inmunolégicas del paciente activadas o
modificadas en laboratorio como herramienta de ataque contra las células cancerosas.
Dentro de las terapias celulares se pueden distinguir los siguientes tipos: terapia de
células T con receptores de antigenos quiméricos (CAR-T), terapia con linfocitos
infiltrantes del tumor (TILs), terapia con receptores de células T (TCR) modificados y

terapia con linfocitos citoliticos (células NK) (Wellhausen et al., 2024).

Entre las principales ventajas de la inmunoterapia destaca su capacidad para reconocer,
especificamente, las células anormales y la existencia de memoria inmunoldgica, lo que
permite una respuesta mas duradera. No obstante, la activacion del sistema inmuni tario
puede desencadenar efectos adversos asociados como el sindrome de liberacion de

citoquinas o problemas de autoinmunidad, entre otros (Waldman et al., 2020).

e. CAR-T

Los receptores de antigeno quimérico (CAR, Chimeric Antigen Receptor, por sus
siglas en inglés) son receptores de sefializacion unidos a la membrana celular. Los CAR
estdn compuestos por un dominio de union al ligando, responsable de reconocer y
unirse al antigeno especifico; un dominio espaciador, que determina la longitud y el
alcance externo del receptor, influyendo en el lugar y la frecuencia de la union; un
dominio transmembrana, encargado de anclar el CAR a la membrana celular; y
endodominios o dominios citoplasmaticos, esenciales para desencadenar la cascada de
sefializacion intracelular tras el reconocimiento del ligando (Milone et al., 2009; Park &

Brentjens, 2015).
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Figura 3.- Estructura del CAR-T. (Liu et al., 2024)

La terapia CAR-T es una inmunoterapia innovadora que permite modificar
genéticamente los linfocitos T de un paciente para que puedan reconocer y destruir
células cancerosas. El proceso de generacion de los CAR-T es complejo: consiste en
extraer los linfocitos T del paciente, modificarlos en el laboratorio para que expresen
receptores quiméricos especificos capaces de identificar antigenos presentes en las
células tumorales y, posteriormente, reintroducirlos en el paciente (Kong et al., 2024;
Sanchez-Martinez et al., 2019). Aunque la terapia CAR-T ha demostrado resultados
prometedores, especialmente, en la LLA-B en recaida o refractaria, su aplicacion a la
LLA-T presenta diferentes desafios (Mamonkinetal.,2015; Maude et al., 2014; Cooper
et al., 2018).

Uno de los principales obstaculos en el desarrollo de terapias CAR-T para la leucemia
linfoblastica aguda de células T es la expresion compartida de antigenos entre las células
T normales y las células tumorales. Esta falta de especificidad puede generar el
fratricidio de las células CAR-T, es decir, la destruccion de las propias células CAR-T,
asi como la aplasia de los linfocitos T normales, lo cual compromete gravemente la

inmunidad del paciente (Cooper et al., 2018; Alcantara et al., 2018).
CD1aCAR-T

En el contexto expuesto en el apartado anterior, el antigeno CD1a ha surgido como una
diana terapéutica prometedora. CD1a es una molécula presentadora de lipidos que se
expresa de forma restringida en la leucemia linfoblastica aguda de las células T cortical
(coT-ALL), manteniéndose incluso en recaidas y no encontrandose en linfocitos T
maduros u otros tejidos periféricos. (Sanchez-Martinez etal.,2019). Cabe destacar que,
actualmente hay abierto un ensayo clinico Fase Ib first-in-human (NCT05679895) en
los hospitales Clinic y Sant Joan de Déu de Barcelona, donde emplean CD1aCAR-T.
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Resistencias a la terapia CAR-T

Uno de los principales desafios de las terapias con células CAR-T es la aparicion de
resistencias que pueden afectar a la eficacia del tratamiento. Los mecanismos biologicos
responsables de las resistencias se clasifican en: mecanismos relacionados con las
células T (como fallos en la elaboracion de los CAR-T); caracteristicas intrinsecas del
tumor (como la pérdida de expresion del antigeno diana); y mecanismos
inmunosupresores relacionados con el TME (como la presencia de células

inmunosupresoras) (Majzner & Mackall, 2018).
A continuacion, se describen en mayor profundidad los mecanismos implicados:

Disfuncion de las células CAR-T: uno de los factores que determina la eficaciaa largo
plazo del tratamiento es la persistenciay funcionalidad de las células CAR-T. Estas
propiedades dependen, en gran medida, del estado de diferenciacion de los linfocitos T.
Los linfocitos altamente diferenciados se caracterizan por presentar una menor
funcionalidad, menor capacidad de expansion y mayor susceptibilidad al agotamiento.
Las células T agotadas se caracterizan por expresar niveles elevados de receptores
inhibidores, como PD-1, y menor capacidad de secrecion de citocinas, lo que disminuye
su actividad antitumoral. Para superar esta disfuncion, se estan investigando estrategias
como el bloqueo de puntos de control inmunitario (como, por ejemplo, anti-PD-1) o el

uso de células T alogénicas procedentes de donantes sanos (Majzner & Mackall, 2018).

Resistencia tumoral: las células tumorales pueden evadir su destruccion con la pérdida
de la expresion del antigeno diana, impidiendo su reconocimiento y destruccion.
Algunas estrategias para superar el escape antigénico son las terapias combinadas que
incluyen el uso de CAR-T dirigidos hacia multiples antigenos o el uso de CAR

bicistronicos, capaces de reconocer antigenos diferentes (Ruella et al., 2023).

Microambiente tumoral: el TME es un factor esencial en la eficacia del tratamiento,
pudiendo plantear desafios en la infiltracion de los CAR-T o induciendo disfuncion a
los linfocitos T. Para contrarrestar la inmunosupresion se estan investigando diferentes
estrategias como la adicion de IL-7 o IL-15, que promueven la expansion y activacion

de los linfocitos T citotoxicos (Kankeu et al., 2022).
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4. ANTECEDENTESY OBJETIVOS

a. Antecedentes

La inmunoterapia ha emergido como una estrategia terapéutica prometedora en el
tratamiento del cancer, gracias a su potencial de aprovechar el sistema inmunitario como
herramienta para eliminar las células tumorales. En los tltimos afios, ha cobrado especial
relevancia la inmunoterapia celular adoptiva basada en receptores de antigenos
quiméricos (CAR), la cual consiste en la modificacion genética de linfocitos T con el
objetivo de redirigirlos para que reconozcan y destruyan las células tumorales que

expresan antigenos especificos.

Las terapias CAR-T dirigidas contra antigenos como CD19 o CD22 han representado un
avance significativo en el tratamiento de neoplasias malignas de las células B,
evidenciando tasas de respuesta significativamente mas elevadas en pacientes refractarios
a tratamientos convencionales o tras recaida (Maude et al., 2014). Uno de los principales
desafios de esta estrategia radica en la respuesta a largo plazo, debido a que
aproximadamente el 50 % de los pacientes tratados con CAR-T experimenta recaidas
(Gardner et al., 2017; Maude et al., 2018). Factores como la baja persistencia de las
células CAR-T en el organismo o la pérdida de la expresion de la diana antigénica se
consideran factores contribuyentes de este proceso. A pesar de ello, existen incognitas
respecto a las razones que explican la variabilidad en eficacia del tratamiento entre los
pacientes. Ante esta problematica, una alternativa para mejorar la eficiencia de la
respuesta terapéutica es la combinacion de células CAR-T con inhibidores especificos de

la muerte celular.

Asimismo, se estan explorando nuevas dianas terapéuticas especificas para el tratamiento
de neoplasias de células T. Existen algunos abordajes frente a antigenos pan-T como CD5
o CD7, aunque presentan importantes retos a solucionar como el fratricidio (implicando
la modificacion de las células T efectoras) y la aplasiade las células T sanas (lo que suele
implicar un trasplante de médula 6sea) (Png et al., 2017; Gomes-Silvaet al., 2017). En
este contexto, se describi6 un CAR especifico frente a CDla (en ensayo clinico
NCT05679895), que ha demostrado poseer gran citotoxicidad especifica in vitro y
actividad antileucémica in vivo en modelos de xenoinjerto de LLA-T cortical (coT-ALL),

que representa un subtipo de LL-A que engloba aproximadamente el 40 % de los casos.
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El CDla se expresa exclusivamente enlacoT-ALL y se mantiene en larecaida, limitando
el riesgo de toxicidad fuera del tumor. Asimismo, los CAR-T dirigidos frente a CD1a son
resistentes al fratricidio, tienen persistencia prolongada y responden a antigenos virales

(Sanchez-Martinez et al., 2019).

Cabe destacar que, en el campo de los CAR-T no existe demasiado conocimiento de como
la resistencia a la muerte celular puede influir en la resistencia al tratamiento o la
persistencia de este, siendo necesario profundizar en el estudios de la muerte inducida por
células CAR-T y su combinacion con farmacos (Pourzia et al., 2023). Sin embargo,
dentro del campo de la terapia celular sin modificar genéticamente, nuestro grupo
describi6 que los linfocitos T citotoxicos (CTLs) o células NKs activadas eran capaces
de superar el bloqueo de la apoptosis (Pardo et al., 2008; Sinchez-Martinez et al., 2015).
Si bien es cierto, que dependiendo de la relacion efecto:diana, puede ser necesario el
empleo de fArmacos como terapia combinada para superar la resistencia a la muerte (Pan

et al., 2022).
b. Hipotesis y objetivos

Partiendo de lo expuesto en el apartado anterior, nuestra hipdtesis propone que el empleo
de inhibidores especificos de proteinas que bloquean la muerte celular a dosis bajas en
células tumorales resistentes a la apoptosis sensibiliza a la acciéon de las células

CD1aCAR-T, mejorando la eficacia.

Para ello, se plantearon los siguientes objetivos especificos:
1. Generar células Jurkat que sobreexpresen proteinas antiapoptoticas de la familia

Bcl-2: Bel-2, Bel-Xi, Mcl-1 y Bel-Al.

2. Analizar la resistencia de las células Jurkat que sobreexpresan proteinas de la

familia Bcl-2: Bel-2, Bel- X, Mcl-1y Bel-Al a drogas cldsicas de quimioterapia.

3. Estudiar la sensibilidad de las células Jurkat que sobreexpresan proteinas
antiapoptoticas de la familia Bcl-2: Bel-2, Bel- X, Mcl-1y Bel-Al a inhibidores

especificos.

4. Analizar la capacidad citotoxicade las células CD1aCAR-T frente a células

Jurkat que sobreexpresan Bcl-2, Bel- X, Mcl-1 y Bel-Al

5. Comprobar la capacidad de sensibilizacion de los inhibidores especificos a la

actividad citotoxica de las células CD1aCAR-T.
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5. MATERIALES Y METODOS

a. Lineas celulares

Cultivo y mantenimiento de las lineas celulares

Se emplearon las lineas de LLA-T Jurkat (ACC 282), MOLT-4 (ATCC CRL-1552) del
banco de células DSMZ, la linea celular HPB-ALL (cedida por la Dr. Carmen Ruiz de la
Universidad de Granada) y la linea de LLA-B, NALM6 (CRL-3273). Ademads, se
generaron las lineas celulares mutantes a partir de Jurkat que sobreexpresan proteinas
antiapoptoticas (Bcl-Xi, Bel-2, Bel-Al y Mcl-1) y su control (mCherry). Las células se
cultivaron en medio RPMI-1640 (Gibco, Thermo Fisher Scientific) suplementado con
10% de suero fetal bovino (FBS) (Gibco, Thermo Fisher Scientific), 1 % de Glutamax, y
1 % de antibidticos (penicilina/estreptomicina) (Gibco, Thermo Fisher Scientific). Los
cultivos se mantuvieron a 37°C en una atmodsfera con 5 % de CO,. Las células fueron
subcultivadas cada 2-3 dias, manteniendo una densidad celular de aproximadamente

4x10° células/mL.

Para conservar un stock de lineas celulares, se recogido medio de los cultivos y se
centrifugd a 524 g durante 5 minutos a 22 °C. A continuacidn, se retirdé 1 ml de
sobrenadante y se llevo a congelacion para la posterior deteccion de Mycoplasma. El
pellet celular resultante de la centrifugacion se resuspendi6 en 1 mL de FBS
decomplementado y suplementado con 10 % de DMSO por cada criotubo congelado.
Finalmente, los criotubos fueron almacenados en ultracongelacién en un tanque de

nitrogeno liquido.
Plasmidos

Los plasmidos necesarios para la generacion de los vectores virales fueron empleados
para transformar bacterias Escherichia coli mediante transformacion por choque térmico
a 42 °C. Posteriormente, las bacterias transformadas se cultivaron en medio selectivo e
incubaron durante 16 horas (overnigth) a 37 °C con agitacion. Los plasmidos fueron
purificados mediante la técnica Maxiprep utilizando un kit comercial de Invitrogen (by
Thermo Fisher Scientific). Paraello, las bacterias fueron centrifugadas, lisadas, y el DNA
plasmidico resultante fue purificado por adsorciéon a una columna de silice.

Posteriormente la pureza y concentracion del DNA obtenido se evalué por
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espectofotometria (Nanodrop-100 perteneciente a la unidad de Secuenciacion y
Genomica Funcional del CIBA), almacenando los plasmidos obtenidos en alicuotas a una

concentracion de 2 pg/uL a una temperatura de -20 °C hasta su uso.

Cabe sefalar que la construccidon genética empleada se fundamenta en un plasmido
pCCL, un vector de origen lentiviral ampliamente utilizado para la introduccién estable
de genes. En el plasmido se insertaron proteinas de interés, bajo el promotor EF1a, junto
con una secuencia T2A y la proteina fluorescente mCherry. La secuencia T2A permite la
expresion simultanea de multiples proteinas a partir de un unico transcrito de RNA
mensajero. Por su parte, la proteina mCherry actia como marcador fluorescente,
permitiendo realizar el seguimiento de la expresion genérica. Esta estrategia permite tanto
la visualizacion de la eficiencia de la transduccion como asegurar la coexpresion de los

genes de interés en las células diana.
Generacion de lentivirus

Los lentivirus fueron generados mediante transfeccion de células HEK 293T con los
plasmidos de interés, junto con los plasmidos auxiliares necesarios (VSV-G como
plasmido de envoltura, y RRE y REV para el empaquetamiento) y polietilenimina (PEI),
como agente de transfeccion, debido a que facilita la entrada del ADN plasmidico gracias

a la formacion de complejos electrostaticos que favorecen la internalizacion.

El objetivo de la transfeccion es permitir la expresion transitoria de los elementos
genéticos requeridos para la generacion de particulas virales competentes. Ademas, la
transfeccion se realiza sobre la linea celular HEK 293T debido a su gran eficiencia de
transfeccion, asi como por su capacidad para producir niveles elevados de proteinas

recombinantes.

Transcurridas 72 horas desde la transfeccion, los sobrenadantes virales fueron
recolectados, filtrados a través de una membrana 0,45 um de didmetro y almacenados en

congelacion a -80 °C para su posterior uso.
Obtencidn de las lineas celulares resistentes a la apoptosis

Para la generacion de las diferentes lineas celulares Jurkat que sobreexpresaran proteinas
antiapoptoticas (Jurkat Becl-Xi, Bel-2, Bel-Al y Mcl-1), se ajust6 la concentracion de las
células Jurkat WT a 1x10¢ células/ml en medio RPMI-1640 completo, para garantizar un

entorno Optimo durante la transfeccion. Posteriormente, se dispensaron 300 pL de la
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suspension celular en cada pocillo de una placa de 24 pocillos, lo que corresponde a
300.000 células por pocillo. Tras el cultivo de las células, se afiadieron 300 pL de la
suspension viral correspondiente (lentivirus con el gen de interés) a cada pocillo,
obteniendo un volumen final de 600 pL por pocillo. Para favorecer la eficiencia de la
transduccion, se suplementd con Polibreno hasta alcanzar una concentracion final de 8

ng/mL.

El Polibreno actia disminuyendo la carga electrostatica entre las particulas virales y la
membrana celular, facilitando asi la entrada del virus. Posteriormente, la placa se
centrifugd a 800 g durante 30 minutos a 32 °C. Este paso, conocido como spinfection,
incrementa la interaccion entre las células y las particulas virales, mejorando la eficiencia
de transduccion. Finalizada la centrifugacion, la placa se incub6 a 37 °Cy 5 % de CO:

durante 24 horas para permitir la integracion del material genético en las células.

Tras la incubacion inicial, se anadié nuevamente 300 pL de la suspension viral a cada
pocillo, junto con Polibreno a la misma concentracion final (8 pg/mL), para realizar un
segundo ciclo de transduccion. A continuacion, se repitid la centrifugacion a 800 g
durante 30 minutos a 32 °C y se dejo incubar la placa durante otras 24 horas bajo las
mismas condiciones de cultivo (37 °Cy 5 % de CO.). El objetivo de este segundo ciclo
es incrementar la probabilidad de que las c€lulas integren el vector viral, asegurando una
mayor eficienciay uniformidad en la expresion del gen de interés. Transcurridas 48 horas
desde el inicio de la transfeccion, se realiz6 un andlisis mediante citometria de flujo para
comprobar la eficiencia de la transfeccion. La deteccion se realizé analizando la
fluorescencia emitida por RFP (red fluorescent protein) emitida por el marcador reporter
incluido en el vector lentiviral. Este marcador permite identificar las células que han

integrado el material genético y expresan la proteina de interés.

Una vez confirmada la positividad de la transfeccion, las células fueron sometidas a un
proceso de seleccion mediante cell sorting utilizando un citdmetro de flujo con capacidad
de separacion celular (Citometro Separador SONY SH800S) perteneciente ala unidad de
Separacion celular y Citometria del CIBA. Este procedimiento permite aislar
exclusivamente las células que presentan fluorescencia en canal de 584 nm, garantizando
asi la pureza de la poblacion celular transfectada. Posteriormente, las células obtenidas
tras el sorting fueron cultivadas en medio RPMI-1640 completo para su expansion.
Durante los dias siguientes, se analizd el crecimiento celular y se realizaron pases

sucesivos para alcanzar la cantidad de células necesaria para los ensayos posteriores.
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Una vez obtenida una cantidad suficiente de células, se procedi6 a comprobar la expresion
de las proteinas antiapoptoticas Bel-2, Mcl-1, Bel-Xi y Bcel-Al mediante andlisis de
Western Blot (ver seccion 5b.). Para ello, se extrajo la proteina total de cada linea celular,
se realizd una electroforesis en gel de poliacrilamida con 10 % SDS (SDS-PAGE) vy,
posteriormente, se transfirieron las proteinas a una membrana de nitrocelulosa o PVDF.
La deteccion se llevo a cabo utilizando anticuerpos especificos para cada proteina de
interés, asi como un control de carga (p-actina) para asegurar la normalizacion de los

resultados.

Finalmente, tras confirmar la expresion de las proteinas mediante Western Blot, las lineas

celulares generadas quedaron disponibles para los ensayos funcionales posteriores.

b. Analisis de la expresion de proteinas antiapoptoticas

mediante Western-Blot

Obtencion de los lisados celulares

Para analizar la sobreexpresion de las proteinas antiapoptéticas Bel-Xi, Bel-2, Bel-Al 'y
Mcl-1, se generaron lisados celulares. En primer lugar, se cuantificaron las células
cultivadas y se recogieron 3x10°¢ células por muestra en tubos Falcon de 15 mL. Las
células se centrifugarona 330 g durante 5 minutos, se elimind el sobrenadantey el pellet
seresuspendio en ImL de PBS. Esta suspension se transfiri6 a tubos eppendorf'y se volvid
a centrifugar a 330 g durante 5 minutos a 4 °C. Tras retirar el sobrenadante, los pellets se
resuspendieron en 60 pL de tampon RIPA 1x y se incubaron durante 15 minutos en hielo,
agitandose con un vortex cada 3-5 minutos. Posteriormente, se realiz6 una sonicacion de
las muestras, seguida de una centrifugacion a méaxima velocidad durante 5 minutos.

Finalmente, se recogieron y se congelaron los sobrenadantes a -20 °C.
Cuantificacion de proteinas en los extractos celulares

Con el objetivo de cargar la misma cantidad de proteina en cada pocillo durante la
electroforesis posterior, fue necesario determinar la cantidad de proteina total en cada uno
de los lisados. La concentracion de proteina se determiné mediante el ensayo
colorimétrico de Bradford. Para ello, se prepard una curva estandar con albumina sérica

bovina (BSA) en un rango de concentraciones conocido (0,125 — 1,5 mg/mL). De cada
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una de las muestras de lisados se realizaron diluciones 1:5 y 1:10. Posteriormente, se
afiadi6 reactivo Bradford (que contiene azul de Coomassie G-250) tanto a las muestras
como a la curva control. Tras una breve incubacion, se midi6 la absorbanciaa 595 nm en
un espectrofotometro BIOTEK perteneciente al servicio de proteémica del CIBA.
Finalmente, la concentracion proteica en los lisados se calculé mediante la sustitucion de

los valores de absorbancia en la ecuacidon de la curva estandar obtenida.

Separacion de proteinas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y

transferencia a membranas PVDF

Una vez anadido el Buffer de carga 1x, las muestras de lisados celulares se calentaron a
95 °C durante 10 minutos en bloque térmico sin agitacion, con el objetivo de favorecer la

desnaturalizacion de las proteinas, y se sometieron a un pulso mediante vortex.

Por otro lado, se prepararon los geles de poliacrilamida formados por un gel concentrador
(stacking gel) y un gel separador (resolving gel) siguiendo el protocolo indicado por el
preparado comercial (Bio-Rad Laboratories). Se cogio la cantidad de muestra calculada
para cargar 30 pg en los geles, habiendo colocado previamente estos en las cubetas de
electroforesis llenas de Running Buffer. La electroforesis se realiz6 durante 35-40

minutos a 200V.

Una vez finalizada la electroforesis se realizo la transferencia de las proteinas a una
membrana. La electrotransferencia se realizé mediante la superposicion sucesiva de
esponja — membrana— gel — esponja, previamente humedecidos en Transfer Buffer (Bio-
Rad Laboratories), que se introdujo en un equipo de transferencia (Bio-Rad Laboratories)

durante 7 minutos.

Posteriormente, la electrotransferencia, se corrobord la correcta realizacion de esta
mediante Rojo Ponceau. Tras esto, se bloquearon las membranas mediante su
introduccion en cubetas que contenian una disolucién de leche en polvo desnatada al 5 %

durante 1 hora en agitacion a temperatura ambiente.
Analisis de la expresion de las proteinas antiapoptoticas por Western-Blot

Tras el bloqueo, las membranas se lavaron tres veces con PBS 0,1 % Tween. A
continuacion, se afiadi6 el anticuerpo primario correspondiente (dilucion 1:1000) y se

incubaron a 4 °C con agitacion durante toda la noche.

Al dia siguiente, se recuperd el anticuerpo primario y las membranas se lavaron
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nuevamente tres veces con PBS 0,1 % Tween. Posteriormente, se incubaron con el

anticuerpo secundario (dilucion 1:10000) 1 hora en agitacidon a temperatura ambiente.

Tras la incubacion con el anticuerpo secundario, las membranas se lavaron tres veces con
PBS 0,1 % Tween. Finalmente, se aplic6 reactivo de revelado (Pierce™ ECL Western
Blotting Substrate, Thermo Fisher Scientific) a las membranasy se colocaron en fundas

transparentes para su revelado. Como control de carga se empled (3-actina.

c. Generacion de CAR-T a partir de sangre periférica.

Extraccion de PBMCs

Las muestras de sangre (leucopacks), procedentes de donantes sanos, fueron
proporcionadas por el Banco de Sangre y Tejidos de Aragon. Para la extraccion de células

mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se siguio el siguiente protocolo:

En un tubo Falcon de 50 mL, se realizo una dilucién 1:5 mediante la adicion de 10 mL
de sangre a 40 mL de PBS. Tras asegurar la homogeneidad de la mezcla mediante
resuspension, se extrajeron 25 mL de esta dilucion, los cuales fueron afiadidos a un nuevo

Falcon que contenia 25 mL adicionales de PBS, obteniendo una dilucién final 1:10.

Posteriormente, se distribuyeron 25 mL de la dilucion 1:10 sobre 15 mL de Ficoll
(Histopaque, Sigma-Aldrich) en dos tubos Falcon de 50 mL, afiadiendo la suspension
lentamente para evitar la mezcla de las fases. A continuacion, los tubos se centrifugaron

a 524 g durante 30 minutos, con aceleracion a nivel 3 y sin freno (desaceleracion 0).

Tras la centrifugacion, se recogi6 el anillo blanco (anillo de células mononucleares)
localizado en la interfase entre el plasma y el Ficoll,y se afiadi6 en un Falcon de 15 mL.
Se incorpor6 PBS hasta completar el volumen total del Falcon y se volvio a centrifugar,
esta vez a maxima aceleracion y desaceleracion. El lavado se repitio tantas veces como

fue necesario hasta conseguir que el sobrenadante resultante fuese transparente.

Finalmente, el pellet se resuspendio y se realizé el recuento celular con una camara de
Neubauer bajo microscopia optica. Tras la cuantificacion de los linfocitos, se congelaron
segun el procedimiento descrito para la congelacion de lineas celulares (ver seccion 5.a),

garantizando un minimo de 10 millones de células por vial.
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Plasmidos y vectores virales

Una vez obtenido el pldsmido de interés, se procedid con la produccion de particulas
virales para la transduccion de células T humanas. Para ello, se utilizaron células HEK

293T, cultivadas en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) completo.

Las células se mantuvieron en cultivo, realizando pases cada 2-3 dias para favorecer su
expansion. Al alcanzar la densidad celular Optima para la produccion viral, se generaron
lentivirus de 3* generacion. Para ello, se llevo a cabo la transfeccion con el plasmido
(pCCL) codificante para el CD1aCAR-T, junto con los plasmidos auxiliares necesarios:
VSV-G como plasmido de envoltura, y RRE y REV como plasmidos de

empaquetamiento, asi como con PEL para generar particulas virales.

El sobrenadante del cultivo celular se recogio a las 48 y 72 horas tras la transfeccion, se
centrifugo6 a 524 g durante 5 minutos y, posteriormente, se filtré a través de una membrana

de 0,45 um de didmetro para eliminar posibles restos celulares.

Seguidamente el virus fue concentrado mediante ultracentrifugaciona 121580 g durante
2 horas y 30 minutos a 4 °C utilizando un rotor AH-629. El pellet viral obtenido se
resuspendid en 600 pL de medio DMEM completo y dividido en alicuotas de 100 pL,

que se almacenaron a -80 °C hasta su uso para la transduccion de células T humanas.

CD1a —
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Figura 4.- Produccion vector viral. (A) Cultivo y expansion de células HEK 293T. (B)
Transducciéon con el plasmido de interés y plasmidos auxiliares. (C) Recogida
sobrenadante viral a las 24 y 48 h. (D) Ultracentrifugacion. (E) Congelacion del vector

viral a -80 °C.
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Titulacion viral

Para poder determinar la titulacion viral se sembraron 2,5x10° células en 2 mL de medio
en cada pocillo de una placa de 6 pocillos. Al dia siguiente, se realiz6 el recuento celular
en uno de los pocillos destinados para dicho fin (pocillo de contaje). A partir del virus
obtenido segun el protocolo explicado en el apartado anterior (“Plasmidos y vectores
virales”), se prepararon diluciones seriadas de 1:10, 1:100 y 1:1000. A cada pocillo se
anadieron 50 pL de la dilucién correspondiente y, posteriormente, la placa se incubd
durante 48 horas.

Transcurrido este tiempo, se evalud el titulo viral mediante citometria de flujo, analizando
el porcentaje de células que expresaban el gen reportero. El titulo viral (TU/mL) se calculd
a partir de la formula:

TU/mL = Namero contado de célulasa dia 1 x Porcentaje de fluorescencia (De la dilucion

que este entre el 3 y 30 %) / pl de volumen virus afiadido x1000

En nuestro caso, en la dilucién 1:100 se obtuvo un 25,47 % de fluorescencia que hizo que

la titulacién viral fuese de 2,09x108 TU/mL.

Activacion y transfeccion de los linfocitos T para la generacion de celulas

CAR-T

La generacion de células CAR-T dirigidas frente a CD1a se realiz6 a partir de células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs). Para activar los linfocitos T, se emple6
una placa de 24 pocillos sin tratar, a la que se afadieron 500 pL de agua destilada MiliQ
con anticuerpos anti-CD3 (clon OKT3, BD Biosciences)y anti-CD28 (clon CD28.2, BD
Biosciences), a una concentracion final de 1 pg/mL. La placa se incub6 durante 4 horas
a 37 °C. Transcurrido este tiempo, la solucion de anticuerpos fue reemplazada por 1 mL

de RPMI-1640 completo, manteniéndose 30 minutos en incubacién a 37 °C.

Simultaneamente, los PBMCs previamente congelados, fueron descongelados, lavados
con 10 mL de RPMI completoy centrifugados (524 g, 5 minutos a temperatura ambiente).
El pellet se resuspendi6 en 1 mL de medio y se cuantificaron las células mediante una
camara de Neubauer. Posteriormente, las células fueron llevadas a 1x10¢ células/mL; en
este experimento, se prepararon 6 millones de células en 6 mL de medio completo. A
continuacion, se afiadid 1 mL de RPMI fresco en cada pocillo activado y 1 mL de la

suspension celular, obteniéndose una concentracion final de 0,5x10¢ células/mL por
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pocillo. La placa se incub6 durante 24 horas a 37 °C en atmosfera himeda con 5 % de
CO.. Al dia siguiente, se afiadieron las citoquinas IL-7 e IL-15 (Miltenyi Biotec), a una

concentracion final de 10 ng/mL. Tras la adicion, la placa se incubo durante 24 h mas.

Transcurridas las 24 h, se procedi6 a latransduccion de los linfocitos T con el vector viral
codificante para un receptor quimérico de antigeno (CAR) especifico frente a CD1a; para
ello, se recogio la suspension celular y se centrifugd a 524 g durante 5 minutos. Tras
resuspender el pellet resultante, se realizé un nuevo contaje celulary se sembraron 1x10°
célulasen 1 mL de medio completo en una placa de 24 pocillos tratada. En nuestro caso,
como la transduccion se realizd en la mitad de las células, se emplearon dos pocillos.
Sobre uno de los pocillos, se anadio 50 pL de virus, que correspondia a una MOI de 10,
calculada a partir de la transduccion de 1x10° células con un virus con una titulacion de
2,09x10% UT/mL. Con la placa apoyada en la cabina, se distribuyd uniformemente
mediante movimientos lentos de la placa en varias direcciones y se volvi6 a introducir la

placa en el incubador.
Caracterizacion de la transduccion

La eficiencia de transduccion de los linfocitos T se evalué mediante citometria de flujo,
analizando la expresion del receptor de antigeno quimérico (CAR). En todas las

transducciones realizadas, la eficiencia de la transduccion fue superior al 40 %.

Adicionalmente, se verifico la expresion para el fragmento variable de cadena Unica
(scFv, single-chain variable fragment). El scFv es la region del CAR responsable del
reconocimiento especifico del antigeno tumoral. Por tanto, la comprobacion de su
expresion permite validar la correcta construccion del CAR asi como correlacionar su

expresion con la actividad antitumoral del CD1aCAR-T.
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Figura 5.- Produccion y caracterizacionde CD1aCAR-T. (A) Obtencién de PBMCs.
(B) Seleccion de la poblacion de linfocitos por tamafio y granularidad. (C) Gating de
singletes. (D) Analisis de la expresion de GFP en PBMCs tras transfeccion. (E) Anélisis
de la expresion de CAR detectada mediante anticuerpos especificos frente al scFv murino

(arriba) y humano (abajo).

d. Evaluacion de la Viabilidad Celular

La evaluacion de la viabilidad celular en los ensayos de citotoxicidad se llevo a cabo
mediante citometria de flujo. Para ello, las células fueron previamente tefiidas con 7-
amino-actinomicina D (7-AAD), un colorante fluorescente que no atraviesa las
membranas celulares intactas, permitiendo la identificacion de células no viables,

principalmente células necroticas y apoptoéticas tardias.

Asimismo, también se empled Anexina-V para la deteccion de las células en apoptosis
temprana. La Anexina-V se une especificamente a la fosfatidilserina (PS), fosfolipido que
normalmente se localiza en el interior de la membrana pero que se externaliza en las
primeras fases de la apoptosis. Para esta tincion, las células fueron incubadas en Anexin
V Binding Buffer (ABB Buffer), una solucién tampoén que proporciona las condiciones
ionicas adecuadas para que la Anexina-V se una de manera especificay estable a la
fosfatidilserina expuesta. Por tanto, la utilizacion de ABB Buffer resulta esencial para
garantizar la fiabilidad y reproducibilidad del analisis mediante citometria de flujo.
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6. RESULTADOS

a. Generacion de células Jurkat resistentes a la apoptosis

Analisis de la transfeccion mediante citometria de flujo

Siguiendo el protocolo descrito en el apartado 5.a (“Obtencion de lineas celulares
resistentes a la apoptosis”’) se procedio a la transfeccion de las células Jurkat WT. Con
el objetivo de verificar la eficiencia del proceso, se analizo la fluorescencia de las células
mediante citometria de flujo. Las células transfectadas mostraron sefial en el canal

correspondiente a mCherry (fluorescencia roja), como se muestra en la Figura 6.
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Figura 6.- Generacion de células Jurkat resistentes a la apoptosis. (A) Evaluacion de
la eficacia de la transfeccion por citometria de flujo. (B) Seleccion por cell sorting de las
células que emitian fluorescencia roja. (C) Valoracion de la eficacia del proceso de

seleccion celular.

No obstante, dado que la transfeccion no fue uniforme en toda la poblacion celular, se
llevé a cabo una etapa de seleccion de las células positivas mediante cell sorting, basada
en la deteccion de mCherry. Esta seleccion fue realizada con el Citometro Separador
SONY SHS800S, perteneciente al servicio de Separacion celular y Citometria del CIBA.
Tras esta ectapa, se analizd6 nuevamente la poblacion celular, confirmando la

homogeneidad de la sefial fluorescente en el conjunto de células seleccionadas (Figura

7).
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En este experimento, se introdujeron en las células Jurkat diferentes proteinas
antiapoptoticas pertenecientes a la familia Bcl-2: concretamente Bel-2, Bel-Xi, Bel-Al y
Mcl-1. Estas proteinas desempefian un papel crucial en el bloqueo de la via intrinseca de
la apoptosis. En particular, Bcl-2, Bel-Xi y Mcl-1 son ampliamente conocidas por su
capacidad para bloquear la liberacion del citocromo ¢ desde las mitocondrias. Por su
parte, Bcl-Al, aunque tiene una expresion mas reducida, desarrolla un papel clave en la
supervivencia de las células inmunitarias, especialmente en contextos inflamatorios. La
evaluacion funcional de estas proteinas permite valorar su capacidad protectora frente a

estimulos apoptéticos.
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Figura 7.- Analisis por citometria de flujo de células Jurkat transfectadas y
seleccionadas. (A) Diagrama FSC-A vs SSC-A para la seleccion de células vivas
basandose en su tamafio y complejidad interna. (B) Diagrama FSC-A vs FSC-H utilizado
para excluir dobles o agregados celulares, seleccionando tinicamente células individuales
(singlets). (C) Diagramas de fluorescencia en canal rojo (dsRed/tXRed-A)
correspondientes a distintas lineas Jurkat transfectadas con mCherry (vector control), Bel -
X1, Bcl-2, Bel-Al y Mcl-1. La poblacion positiva (C+/+) representa células con expresion

estable del marcador fluorescente.
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Es importante sefialar que, para el analisis por citometria de flujo, se selecciond
exclusivamente la poblacion de células vivas. Esta decision se fundamenta en que el
objetivo principal del estudio es determinar la eficiencia de la transfeccion, lo cual
requiere que la fluorescencia observada proceda uUnicamente de células vivas. La
inclusion de células muertas podria interferir en los resultados, debido a que estas pueden
presentar autofluorescencia o retener fluoréforos de forma inespecifica, lo que conllevaria

una sobreestimacion de la eficiencia de la transfeccion.

Analisis de la expresion de las proteinas antiapoptoticas de la familia Bcel-2

mediante Western Blot

Con el objetivo de verificar la eficacia de las transfecciones realizadas y confirmar la
sobreexpresion de las proteinas antiapoptoticas correspondientes, se llevaron a cabo
ensayos Western-blot, siguiendo el protocolo descrito en el apartado 5.b. Paraello, se
analizaron los niveles de expresion de las proteinas antiapoptoticas Bel-Xi, (26 kDa),
Bcl-2 (26 kDa) y Mcl-1 (37 kDa) en las distintas lineas celulares generadas. Como

control de carga, se empleo B-actina (42 kDa).
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Figura 8.- Analisis de la expresion de (A) Bel-Xy, (26 kDa), (B) Mcl-1 (37 kDa)
y (C) Bel-2 (26 kDa) mediante Western Blot. Se indican las lineas celulares
correspondientes a cada columna, asi como la proteina analizaday su peso molecular
(kDa). Se muestra una imagen representativa de tres réplicas independientes.
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En lamembrana empleada como control de carga (B-actina), se observo una banda de
similar intensidad en todas las condiciones analizadas, que indica una carga proteica
homogénea entre las muestras y valida la comparacion de niveles de expresion de las

diferentes proteinas.

En la membrana correspondiente a la deteccion de la proteina Bel-X;. (Figura 8.A) se
observo una leve banda en todas las lineas celulares, que indica una expresion
endogena de la proteina. Ademas, en la linea celular Jurkat con sobreexpresion de
Bcl-Xi, se detectd una banda de mayor intensidad y grosor, que confirmaba el

aumento de expresion de dicha proteina.

El analisis de la proteina Mcl-1 (Figura 8.B) también mostrd una expresion basal en
todas las lineas celulares, reflejada como una estrecha banda comun en todas ellas.
No obstante, en las células transfectadas para la sobreexpresion de esta proteina, la
banda correspondiente se observaba con mayor intensidad y grosor, evidenciando un
aumento de la expresion. Nuevamente la banda de B-actina respaldd la correcta

comparacion entre las muestras.

Finalmente, en el Western-Blot realizado para la deteccidon de Bel-2 (Figura 8.C), se
observd una tenue banda uUnicamente en la linea celular transfectada para la
sobreexpresion de esta proteina. Sin embargo, en el resto de las lineas no se detectd
sefial alguna. Esta ausencia podria deberse a una baja expresion basal de Bel-2 en
estas células, o bien a una baja especificidad del anticuerpo empleado. Al igual que
en los casos anteriores, la banda correspondiente al control con B-actina mostro
intensidad constante, confirmando la homogeneidad en la carga proteica de todos los

carriles.

En conjunto, los resultados confirman la sobreexpresion especifica de las proteinas
de interés en las lineas transfectadas. La evaluacion funcional de dicha

sobreexpresion se presenta en el siguiente apartado.

b. Evaluacion de la resistencia a quimioterapicos convencionales

Se evaluo la resistencia al agente quimioterapico etopdsido en las lineas celulares
modificadas para sobreexpresar proteinas antiapoptoticas de la familia Bel-2, en
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comparacion con lineas control: Jurkat WT, Jurkat transfectadas con vector vacio

(mCherry), y dos lineas adicionales — HPB-ALL y MOLT-4 (LLA-T). La inclusion

de la linea HPB-ALL se fundamenta en su representacion en la leucemia linfobléstica

aguda de células T y en su expresion enddgena de proteinas antiapoptoticas de la

familia Bcl-2 (MacLeod et al., 2003; Yao et al., 2007).

El etopésido es un firmaco ampliamente utilizado en el tratamiento de diversos tipos

de cancer, como el cancer de pulmoén de células pequenias y la leucemia mieloide

aguda. Sumecanismo de accion se basa en la inhibicidn de la topoisomerasa I, dando

lugar a roturas del ADN e induccion de la via intrinseca de la apoptosis.
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Para el analisis, las células se incubaron durante 24 horas con concentraciones crecientes
del farmaco (1,25; 2,5; 5; 10 y 20 uM). Posteriormente, la viabilidad se evalu6 mediante
citometria de flujo, siguiendo el protocolo descrito en el apartado 5.c. Tal como se muestra
en la Figura 9, las células Jurkat con sobreexpresion de proteinas antiapoptoticas (Bcl-Xi,
Bcl-2, Bel-Al y Mcl-1), asi como la linea celular HPB-ALL, mostraron una marcada
resistencia a la muerte celular inducida por etoposido, incluso a las concentraciones mas
elevadas. En contraste, las lineas control Jurkat WT y mCherry, asi como la linea MOLT-
4, experimentaron una significativa disminucion de su viabilidad incluso a las

concentraciones mas bajas de etoposido.

Cabe sefialar que, el analisis estadistico mostrd que las diferencias de viabilidad entre
las células mCherry y aquellas con sobreexpresion de proteinas antiapoptéticas
fueron estadisticamente significativas, alcanzando niveles de significacion de

moderada a alta (p < 0,05 a p <0,001) en funcidn del perfil de sobreexpresion.

Estos resultados respaldan el papel protector de las proteinas de la familia Bel -2 frente
a la apoptosis inducida por dafio en el ADN. Ademas, confirman que la
sobreexpresion de proteinas antiapoptodticas proporciona resistencia funcional al

tratamiento con quimioterdpicos convencionales.

c. Estudio de la sensibilidad de las células Jurkat resistentes a la

apoptosis frente a inhibidores especificos

Tras confirmar la resistencia de las lineas Jurkat con sobreexpresion de proteinas
antiapoptoticas frente al etopodsido, se procedid a evaluar su sensibilidad frente a
inhibidores especificos dirigidos contra distintos miembros de la familia Bel-2. Estos
compuestos dirigen su actividad hacia el bloqueo selectivo de proteinas antiapoptoticas
clave, como Bcl-X;, Bcl-2 y Mcl-1, con el objetivo de reactivar la via intrinseca de la
apoptosis en células tumorales que dependen funcionalmente de estos factores de

supervivencia.

Los inhibidores utilizados en este estudio fueron: Venetoclax (ABT-199), un inhibidor

especifico de Bcl-2 aprobado para uso clinico; DT2216, un degradador selectivo de Bcl-

Xr; y ABBV-467, un inhibidor experimental de Mcl-1.
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Las células fueron incubadas durante 24 horas con concentraciones crecientes de cada
inhibidor de forma independiente, evaluando la viabilidad celular mediante citometria de

flujo.
Efecto de venetoclax: Inhibidor de Bcl-2
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Figura 10.- Analisis de muerte celular inducida por venetoclax en diferentes lineas
celulares mediante citometria de flujo. (A) Seleccion de los eventos individuales
(singletes) mediante dispersion de FSC-H vs FSC-A. (B) Seleccion de las poblaciones
celulares vivas segun el tamafio y complejidad celular por dispersion de SSC-A vs FSC-A.
(C) Analisis de la apoptosis tempranay la muerte celular mediante tincién con Anexina V
y 7-AAD. (D) Curvas de supervivenciatras la exposicion de las células a concentraciones
crecientes (1,5 — 24 uM) de venetoclax durante 24 horas. Los datos representados son el
resultado de la media obtenida + SEM en tres experimentos independientes. Los datos
representados son el resultado de la media obtenida = SEM en tres experimentos
independientes. Las diferencias significativas se determinaron con un test T-student

%£p<0.05; *:p<0.01; ***p<0.001 y ***%p<0.0001.
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El perfil de inhibicion de venetoclax, inhibidor de Bcl-2, mostré6 un efecto dosis-
dependiente. Se observd una clara disminucion de la viabilidad en células Jurkat WT,
Jurkat mCherry, Jurkat Bel-2, HPB-ALL, MOLT-4 y Nalm6. Adicionalmente, las células
Jurkat Bcl-Xp mostraron una reduccion moderada de la viabilidad, aunque menos
pronunciada que las lineas dependientes de Bcl-2. Por su parte, las Jurkat con
sobreexpresion de Bel-Al y Mcl-1, fueron las lineas con mayor resistencia al tratamiento

(Figura 10).

Los resultados obtenidos son consistentes con los datos previamente reportados por Souers
et al. (2013) y Di Grande et al. (2021), quienes demostraron que, aunque venetoclax
presenta elevada afinidad especifica por Bcl-2, también es capaz de unirse a Bel-Xi, 1o que
justificaria el efecto parcial observado en células Jurkat que sobreexpresan Bcl-Xi. Por el
contrario, no se ha descrito afinidad significativa de venetoclax por Mcl-1, lo que explica
la ausencia de efecto citotoxico en lineas celulares funcionalmente dependientes de esta

proteina.

Asimismo, cabe sefialar que el analisis estadistico reveld diferencias significativas en la
viabilidad celular entre la linea celular control, Jurkat mCherry, y aquellas con
sobreexpresion de proteinas antiapoptoticas Bel-Al o Mcl-1, asi como con la linea Jurkat

BC]-XL.
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Efecto de DT2216: Inhibidor de Bel-X¢.
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Figura 11.- Analisis de muerte celular inducida por DT2216 en diferentes lineas
celulares mediante citometria de flujo. (A) Seleccion de los eventos individuales
(singletes) mediante dispersion de FSC-H vs FSC-A. (B) Seleccion de las poblaciones
celulares vivas segun el tamafio y complejidad celular por dispersion de SSC-A vs FSC-A.
(C) Analisis de la apoptosis tempranay la muerte celular mediante tincion con Anexina V
y 7-AAD. (D) Curvas de supervivenciatras la exposicion de a concentraciones crecientes
(1,5—24 uM) de DT2216 durante 24 horas. Los datos representados son el resultado de la
media obtenida+ SEM en tres experimentos independientes. Las diferencias significativas

se determinaron con un test T-student *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 y ****p<(0.0001.

El tratamiento con DT2216 indujo una citotoxicidad marcada y dosis-dependiente en varias
de las lineas celulares analizadas (Figura 11). Las células Jurkat WT y Jurkat mCherry
mostraron una progresivareduccion de la viabilidad celular a partir de concentraciones de
3 uM, alcanzando valores inferiores al 50 % en torno a concentraciones de 6 uM. Las
células Jurkat con sobreexpresion de Bcl-Xi presentaron un perfil de sensibilidad muy
similar al de las lineas control, lo que evidencia la especificidad funcional del inhibidor,

disefiado para degradar selectivamente la proteina Bel-X.
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Por otro lado, las células Jurkat con sobreexpresion de Bcl-2 mostraron una reduccion
parcial de su viabilidad, sugiriendo que el inhibidor DT2216 posee eficacia limitada sobre
esta proteina. Asimismo, las células Jurkat con sobreexpresion de Mcl-1 o Bcl-Al
mostraron alta resistencia al tratamiento, manteniendo viabilidades superiores al 90 %
incluso a las concentraciones analizadas mas altas. En contraste, las lineas HPB-ALL,
MOLT-4 y Nalm6, presentaron una marcada sensibilidad al tratamiento con Venetoclax

(Figura 10).

Es importante destacar que el analisis estadistico reveld6 una diferencia altamente
significativa en la viabilidad celular entre la linea celular control, Jurkat mCherry, y

aquellas con sobreexpresion de proteinas antiapoptoticas Bel-Al o Mcl-1 (p <0,0001).

En conjunto, estos resultados respaldan la alta especificidad de DT2216 por Bcel-Xi y
ponen de manifiesto la capacidad de otras proteinas antiapoptdticas para conferir
resistencia completa al tratamiento. Asimismo, resulta especialmente relevante la
sensibilidad mostrada por las células MOLT-4, dado que, segtin lo descrito por Khan et al.
(2019), estalinea depende exclusivamente de Bcl-Xi. para su supervivencia, lo que justifica

su marcada vulnerabilidad frente al inhibidor.
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Efecto de ABBV-467: Inhibidor de Mcl-1

Finalmente, se analiz6 el efecto de ABBV-467, un inhibidor selectivo de MCL-1, en
distintas lineas celulares de leucemia T. La Figura 12 muestra la viabilidad relativa tras 24

horas de tratamiento con concentraciones crecientes del inhibidor.
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Figura 12.- Analisis de muerte celular inducida por ABBV-467 en diferentes lineas
celulares mediante citometria de flujo. (A) Seleccion de los eventos individuales
(singletes) mediante dispersion de FSC-H vs FSC-A. (B) Seleccion de las poblaciones
celulares vivas segtn el tamanoy complejidad celular por dispersion de SSC-A vs FSC-A.
(C) Analisis de la apoptosis tempranay la muerte celular mediante tincién con Anexina V
y 7-AAD. (D) Curvas de supervivenciatras la exposicion de las células a concentraciones
crecientes (0,05 — 3,2 uM) de ABBV-467 durante 24 horas. Los datos representados son el
resultado de la media obtenida+ SEM en tres experimentos independientes. Las diferencias
significativas se determinaron con un test T-student *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 y

#55p<(0.0001.

Los resultados evidenciaron una sensibilidad clara y dosis-dependiente en las lineas Jurkat
WT, Jurkat mCherry y Jurkat Mcl-1, asi como en las lineas MOLT-4 y Nalm6 incluidas en
el estudio. En particular, en las células Jurkat Mcl-1, diana objetivo del inhibidor, la curva
dosis-respuesta mostrd una caida pronunciada a partir de concentraciones de 1,6 UM, con

una ECso aproximada de 3 uM. Estos resultados respaldan la dependencia funcional de
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Mcl-1 en esta linea celular y validan la especificidad del compuesto, aunque la eficiencia
no fue tan profunda como en los casos de venetoclax y DT2216 con Bcl-2 y Bel-X ,

respectivamente.

Por otro lado, las lineas HPB-ALL, asi como las células Jurkat con sobreexpresion de Bcel -
2, Bel-Xp y Bcel-Al, no mostraron sensibilidad al tratamiento, manteniendo elevados
niveles de viabilidad celular. Este resultado indica que estas lineas celulares presentan
mecanismos de resistencia frente a la inhibicion de Mcl-1, bien por una menor dependencia
funcional de la misma o por la activacion de rutas compensatorias gracias a la elevada
expresion de otros miembros de la familia de Bcl-2. Cabe destacar que el analisis
estadisticorevel6 una diferencia significativaen la viabilidad celular entre la linea celular

control, Jurkat mCherry, y las células con sobreexpresion de Bel-2, Bel-Xp y Bel-Al tras

el tratamiento con ABBV-467 (p<0,0001).

Estos resultados evidencian que la sobreexpresion especifica de proteinas de la familia Bel-
2 puede conferir resistencia frente a inhibidores dirigidos a otras proteinas dianas de la
misma familia, confirmando la importancia de caracterizar el perfil antiapoptotico tumoral
a la hora de seleccionar estrategias terapéuticas dirigidas realmente eficaces. En este
contexto, he de sefalar que en el estudio se incluyeron células Jurkat con sobreexpresion
de Bcl-Al debido a su marcada resistencia frente a todos los inhibidores especificos
empleados; manifestando la necesidad de considerar proteinas antiapoptoticas menos
comunes en el disefio de terapias combinadas que permitan superar mecanismos de escape

apoptotico.

d. Evaluacion de la expresion de CD1a

Con el objetivo de determinar la potencial sensibilidad al CD1aCAR-T en los siguientes
experimentos, se evalud la expresion del antigeno CD1a en las diferentes lineas celulares
mediante citometria de flujo. Como se muestra en la Figura 13, las células Jurkat y las
MOLT-4 mostraron una elevada expresion de CD1a mientras que, en comparacion, la linea
HPB-ALL mostr6 una expresion notablemente disminuida. A su vez, confirmamos que
nuestro control negativo de LLA-B, la linea Nalm6, no mostrd expresion detectable del

antigeno.
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Figura 13.- Analisis por citometria de flujo de la expresion del antigeno CD1a en las
lineas celulares utilizadas como diana. Las células se marcaron con anticuerpos anti-
CDla y se analizaron mediante citometria de flujo. Los histogramas muestran la
fluorescencia del control negativo para CDla (gris) y la sefal correspondiente a la
expresion de CDla en las distintas lineas celulares (morado). Se muestra una imagen

representativa de dos réplicas independientes.

e. Analisis de la actividad citotoxica de las células CD1aCAR-T
frente a células Jurkat con sobreexpresion de proteinas de la

familia Bcl-2

Tras evaluar la resistencia a agentes quimioterapéuticos convencionales y a inhibidores
especificos de proteinas antiapoptoticas, se analizd la capacidad citotdoxica mediada por
células CD1aCAR-T frente a las distintas lineas celulares. Para ello, se cocultivaron células
efectoras con células diana, previamente tefiidas con CellTrace™ Violet, durante 24 horas,
utilizando distintas proporciones efector:diana (E:T) de 1:4; 1:2 y 1:1. Como control
negativo, se emplearon células T no transducidas (untransduced, UT). La viabilidad celular
se evalu6 mediante citometria de flujo, y los datos presentados corresponden a la media de

cinco experimentos independientes.
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Figura 14.- Estrategia para analisis por citometria de flujo y evaluacion de la
citotoxicidad mediada por células CD1aCAR-T y UT. (A) Seleccion de los eventos
individuales (singletes) mediante dispersion de FSC-H vs FSC-A. (B) Seleccion de las
poblaciones celulares vivas segun el tamafio y complejidad celular por dispersion de SSC-
A vs FSC-A. (C) Seleccion de células diana tefiidas con sonda fluorescente (CellTrace™
Violet). (D) Anélisis de la apoptosis temprana y la muerte celular mediante tincidén con
Anexina V'y 7-AAD en las células diana positivas para Cell Trace™ Violet. (E) Evaluacion
de la citotoxicidad de los CD1aCAR-T frente diferentes lineas diana. (F) Evaluacién de la
supervivencia en condiciones control (células T sin transfectar, UT) Los datos de (E) y (F)

representan el promedio + SEM de cinco réplicas independientes.

Tal como se muestra en la Figura 14, las células CD1aCAR-T indujeron una marcada
reduccion de la viabilidad celular en las lineas con expresion de CDla, incluso a bajas
proporciones E:T. En particular, las lineas Jurkat, tanto las control (WT y mCherry) como
las mutantes (Bcl-2, Bel-Xi, BCL-A1 y Mcl-1), mostraron niveles de viabilidad celular
inferiores al 10 % incluso a las menores proporciones E:T (1:4). Este efecto no se observo
en los cultivos con células no transducidas, donde la viabilidad permaneci6 elevada
(>80 %), a excepcion de una leve muerte basal esperable en cocultivos. Estos resultados,

subrayan la elevada potencia y especificidad de la respuesta mediada por CD1aCAR-T.

En el caso concreto de la linea HPB-ALL, que presenta una débil expresion de CDla, se

observo una parcial reduccion de la viabilidad tras la exposicion al CAR-T, aunque mucho
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menos acusada que en las células Jurkat. Por otro lado, en lalinea MOLT-4, que no expresa
CDla, no se evidencio diferencia significativa entre el cocultivo con CD1aCAR-T y el
control con las UT; confirmando la especificidad antigénica de la citotoxicidad observada,

asi como los resultados obtenidos en el apartado 6.d.

En general, estos resultados apoyan el uso de CDla como biomarcador funcional de
susceptibilidad al CD1aCAR-T vy, refuerzan el potencial de esta estrategia como

tratamiento dirigido.

f. Evaluacion del efecto de la combinacién de inhibidores
especificos con células CD1aCAR-T

Como ultima fase del estudio, se evalud si el tratamiento previo con inhibidores especificos
podia potenciar el efecto citotoxico de las células CD1aCAR-T frente a células diana con
sobreexpresion de proteinas antiapoptoéticas. Para ello, las células diana (Jurkat WT y sus
mutantes) fueron tefiidas con CellTrace™ Violet, con el objetivo de poder diferenciarlas
de las células T y, posteriormente, se incubaron durante 24 horas con las concentraciones

seleccionadas de los inhibidores especificos (Venetoclax, DT2216 y ABBV-467).

La eleccion de las concentraciones empleadas de los inhibidores se baso en criterios de
eficacia y seguridad: seleccionando concentraciones donde la viabilidad celular se
mantuviera en torno al 75-80 %, con el objetivo de mantener bajas concentraciones de
droga. Por su parte, dada la alta actividad demostrada por las células CD1aCAR-T en los
ensayos anteriores, se optd por emplear la relacion efector:diana efectiva mas baja

(efector:diana 1:4).
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Figura 15.- Analisis de la viabilidad de las células Jurkat Bcl-2 tras el tratamiento con
enetoclax y células CAR-T. (A) Seleccion de los eventos individuales (singletes)
mediante dispersion de FSC-H vs FSC-A. (B) Seleccion de las poblaciones celulares vivas
segun el tamafo y complejidad celular por dispersion de SSC-A vs FSC-A. (C) Seleccion
de células diana tefiidas con sonda fluorescente (CellTrace™ Violet). (D) Andlisis de la
apoptosis temprana y la muerte celular mediante tincion con Anexina V' y 7-AAD en las
c¢lulas diana positivas para CellTrace™ Violet. (E) Evaluacion de la eficacia de distintas
terapias en monoterapias y terapias de combinacion. Los datos de (E) representan el
promedio £ SEM de cinco réplicas independientes. Las diferencias significativas se

determinaron con un test T-student *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 y ****p<0.0001.

Transcurridas 24 horas desde la adicion del inhibidor, se afiadieron las células T
(CD1aCAR-T o UT, segun correspondiera); 24 horas después, se evalu6 la viabilidad

celular por citometria de flujo, utilizando tincién con 7-AAD y Anexina V.

En el analisis de los resultados obtenidos se observo que el efecto de la terapia combinada
era superior Unicamente cuando el inhibidor especifico actuaba sobre las células diana que
sobreexpresan la proteina antiapoptoética objetivo. El tratamiento en monoterapia con el
inhibidor indujo una reduccion moderada de la viabilidad celular, alrededor del 20 %,
mientras que la monoterapia de las células T no transfectadas (UT) generd un efecto
citotoxico residual, inferior al 5 %. Por el contrario, las células CD1aCAR-T en

monoterapia generd una reduccion de la viabilidad celular superior al 50 %. La
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combinacion de CDI1aCAR-T con el inhibidor especifico generaba el mayor efecto
citotoxico, alcanzando reducciones de la viabilidad celular del 80-90 %.Asimismo, el
analisis estadistico confirm¢6 diferencias significativas entre los tratamientos en
monoterapia, tanto con inhibidores como con CD1aCAR-T, y la terapia combinada con el

inhibidor especifico en todas las variantes analizadas.

En el caso de las células Jurkat con sobreexpresion de proteina Bel-2, la terapia combinada
del inhibidor (Venetoclax) y el CAR-T redujo significativamente la viabilidad celular en
comparacion con la monoterapia de CD1aCAR-T (p = 0,0002). Asimismo, la comparacion
entre Venetoclax en monoterapia frente a la terapia combinada también evidencid una

reduccion todavia mas marcada de la viabilidad celular (p < 0,0001) (Figura 15).
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Figura 16.- Analisis de la viabilidad de las células Jurkat Bcl-Xy, tras el tratamiento
con DT2216 y células CAR-T. (A) Seleccion de los eventos individuales (singletes)
mediante dispersion de FSC-H vs FSC-A. (B) Seleccion de las poblaciones celulares vivas
segun el tamafio y complejidad celular por dispersionde SSC-A vs FSC-A. (C) Seleccion
de células diana tefiidas con sonda fluorescente (CellTrace™ Violet). (D) Analisis de la
apoptosis temprana y la muerte celular mediante tincion con Anexina V y 7-AAD en las
células diana positivas para CellTrace™ Violet. (E) Evaluacion de la eficacia de distintas
terapias en monoterapias y terapias de combinacion. Los datos de (E) representan el
promedio £+ SEM de cinco réplicas independientes. Las diferencias significativas se

determinaron con un test T-student *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 y ****p<0.0001.
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En el andlisis de las células Jurkat Bcl- X; los resultados observados fueron similares a los
anteriormente comentados. DT2216 en monoterapia inducia citotoxicidad moderada,
mientras que el tratamiento combinado con células CD1aCAR-T producia una reduccion
mas marcada de la viabilidad celular en las células con sobreexpresion de Bel- Xi. Los
analisis estadisticos revelaron diferencias significativas tanto entre el tratamiento
combinado de DT2216 con CD1aCAR-T frentea los CAR-T en monoterapia (p = 0, 0221)
como frente al inhibidor en monoterapia (p = 0,0002) (Figura 16).
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Figura 17.- Analisis de la viabilidad de las células Jurkat Mcl-1 tras el tratamiento
con ABBV-467 y células CAR-T. (A) Seleccion de los eventos individuales (singletes)
mediante dispersion de FSC-H vs FSC-A. (B) Seleccion de las poblaciones celulares vivas
segun el tamafio y complejidad celular por dispersionde SSC-A vs FSC-A. (C) Seleccion
de células diana tefiidas con sonda fluorescente (CellTrace™ Violet). (D) Analisis de la
apoptosis temprana y la muerte celular mediante tinciéon con Anexina V 'y 7-AAD en las
células diana positivas para CellTrace™ Violet. (E) Evaluacion de la eficacia de distintas
terapias en monoterapiasy terapias de combinacion. Los datos (E) representan el promedio
+ SEM de cinco réplicas independientes. Las diferencias significativas se determinaron con

un test T-student *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 y ****p<0.0001.

Finalmente, la combinacion de ABBV-467 con el CD1aCAR-T en células con
sobreexpresion de Mcl-1, también demostré aumento significativo del efecto citotdxico
frente a las condiciones en monoterapia. Los andlisis estadisticos reflejaron diferencias
significativas tanto en la comparacion de la terapia combinada frente a la monoterapia con
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el inhibidor (p = 0,0003) como frente a la monoterapia con el CAR-T (p = 0,0240) (Figura
17).

Estos datos apoyan la existencia de efecto sinérgico entre los inhibidores especificos de
proteinas antiapoptoéticas y la inmunoterapia basada en células CD1aCAR-T. Asimismo,
en el estudio realizado, la combinacion de ambas estrategias no solo increment6 la
citotoxicidad frente a las células tumorales resistentes a la apoptosis que sobreexpresaban
la proteina objetivo del inhibidor, sino que también permiti6 reducir las dosis terapéuticas,

lo que podria suponer una disminucion de los efectos adversos.
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7. DISCUSION

Los resultados del estudio realizado respaldan la relevancia de conocer el perfil
antiapoptotico de las células tumorales a la hora de predecir la respuesta a terapias
dirigidas. Asimismo, se confirma que la sobreexpresion de proteinas de la familia Bcl-2
(Bcl-2, Bcel-Xp, Mcl-1 o Bcl-Al) confiere resistencia a agentes quimioterdpicos
convencionales, en consonancia con lo previamente descrito en la literatura sobre

mecanismos de evasion de la muerte celular programada en neoplasias hematoldgicas.

En este contexto, los inhibidores especificos de proteinas antiapoptdticas han emergido
como una alternativa terapéutica para superar dichas resistencias. A pesar de ello, su
citotoxicidad inicamente se manifiesta a concentraciones elevadas y exclusivamente en
células que sobreexpresan su proteina objetivo, lo que limita su utilidad en monoterapia.
Esta observacion refuerza la necesidad de realizar una caracterizacion tumoral antes de

seleccionar la estrategia terapéutica.

Respecto a la inmunoterapia, los ensayos realizados con CD1aCAR-T demostraron un
potente efecto citotoxico sobre las células que expresan el antigeno diana (CDla),

independientemente de la sobreexpresion de proteinas antiapoptoticas.

Un hallazgo especialmente relevante observado en el estudio fue la observacion de un
efecto sinérgico entre los CD1aCAR-T y los inhibidores especificos. Esta combinacion no
solo potencio la eficacia citotoxica frente a las células tumorales, sino que permiti6 reducir
las dosis necesarias de ambos agentes terapéuticos. Este hecho, puede tener importantes
implicaciones clinicas, reduciendo los efectos toxicos y aumentando la tolerancia al
tratamiento. No obstante, serd necesario realizar mas estudios experimentales para
determinar si la combinacién de inhibidores y células CAR-T contribuye a una mayor
persistencia del efecto antileucémico. Asimismo, sera crucial establecer si, como se ha
propuesto previamente, la via mitocondrial resulta critica en funcion de la dependencia

celular y de la relevancia de la via de los receptores mortales (Pourzia et al., 2023).

En este contexto, resulta también fundamental profundizar en los mecanismos de muerte
celular implicados en la accion de las células CAR-T, asi como en su capacidad para

superar la resistenciaa la apoptosis. Estudios previos ya han sugerido que, en ausencia de
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modificaciones genéticas, las terapias celulares requieren de combinacidn con farmacos a
bajas dosis efector:diana (Pan et al., 2022). Sin embargo, dosis efector:diana elevadas,

podrian superar por si solas estas resistencias (Pardo et al., 2008).

En conjunto, el enfoque terapéutico combinado parece ser una estrategia prometedora para
el tratamiento de neoplasias como la LLA-T, donde las opciones terapéuticas son limitadas
y las tasas de recaida elevadas. Sin embargo, dado que el estudio se ha realizado sobre
modelos celulares, seria necesario confirmarlo en modelos in vivo. Ademas, deben
considerarse las limitaciones del estudio experimental empleado; como Ia
representatividad de las lineas celulares estudiadas o la ausencia de microambiente

tumoral.

En definitiva, el presente trabajo contribuye a la evidencia de que las terapias combinadas,
correctamente disefiadas, podrian suponer una mejora en el tratamiento de las leucemias
resistentes a tratamientos convencionales, pero, a pesar de ello, se requiere de mas

investigacion.
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8. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo podemos establecer las siguientes

conclusiones:

1.

Las células con sobreexpresion de proteinas de la familia de Bcl-2 muestran
resistencia a la apoptosis inducida por quimioterapia con etoposido.

Los inhibidores especificos de proteinas antiapoptoticas ejercen efecto citotdoxico
sobre células resistentes. Sin embargo, dicho efecto aparece a concentraciones
elevadas de inhibidor y unicamente cuando actian sobre lineas celulares con
sobreexpresion de su proteina objetivo; lo que obliga a conocer el perfil
antiapoptotico del tumor antes de seleccionar la terapia.

Las células CD1aCAR-T muestran gran actividad citotoxica frente a células que
expresan el antigeno diana (CD1a), independientemente de su perfil de expresion
de proteinas antiapoptoéticas. Sin embargo, esta citotoxicidad es dependiente de la
expresion del antigeno, resultando ineficaz en células con baja o nula expresion de
CDla.

La combinacion de células CD1aCAR-T con inhibidores especificos potencia el
efecto citotoxico frente a células tumorales, lo que permite reducir la dosis
necesaria tanto de los inhibidores como de los CAR-T en comparacion con su uso

en monoterapia.
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9. CONCLUSIONS

Based on the results obtained in this study, the following conclusions can be drawn:

1.

Cells overexpressing members of the Bcl-2 protein family exhibit resistance to
apoptosis induced etoposide chemtotherapy.

Specific inhibitors of anti-apoptotic proteins exert cytotoxic effects on resistant
cells. However, this effect is only observed at high inhibitor concentrations and
exclusively in cell lines that overexpress the targeted protein, highlighting the need
to determine the tumor’s anti-apoptotic profile prior to therapy selection.
CD1aCAR-T cells exhibit strong cytotoxic activity against cells expressing the
target antigen (CD1a), regardless of their anti-apoptotic protein expression profile.
However, this cytotoxicity is antigen-dependent and ineffective in cells with low or
absent CD1a expression.

The combination of CD1aCAR-T cells with specific inhibitors enhances the
cytotoxic effect against tumor cells, allowing for a reduction in the required doses

of both the inhibitors and CAR-T cells compared to monotherapy.
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ANEXOS.

ANEXO 1.- Medios completos para los cultivos celulares-

A. Medios completos para lineas de leucemia y linfoma.

Medio de cultivo RPMI Volumen afiadido Concentracion
1640 completo
Medio RPMI-1640 500 mL -
Suero fetal bovino (FBS) 50 mL 10 %
Penicilina-estreptomicina SmL 1 %
GlutaMAX 5 mL 1%
B. Medio completo para HEK 293T.
Medio de cultivo DMEM Volumen anadido Concentracion
completo
Medio DMEM 500 mL -
Suero fetal bovino (FBS) 50 mL 10 %
Penicilina-estreptomicina SmL 1%
GlutaMAX 5 mL 1 %
Aminoacidos no esenciales 5mL 1%
C. Medio completo para PBMCs.
Medio de cultivo RPMI Volumen afiadido Concentracion
1640 completo
Medio RPMI-1640 500 mL -
Suero fetal bovino (FBS) 50 mL 10 %
Penicilina-estreptomicina SmL 1%
GlutaMAX 5mL 1 %




ANEXO 2.- Resultados analisis por citometria de las células CD1a-CAR-T sobre las

distintas lineas celulares empleadas.
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Figura 14 Bis.- Evaluacion de la citotoxicidad mediada por CD1aCAR-T. Las graficas

muestran el porcentaje de supervivencia tras el co-cultivo de las células diana con células

T transfectadas (CD1aCAR-T) o sin transfectar (UT) a diferentes ratios efector:diana (1:4;

1:2;1:1). Tras 24 h de incubacion se observé reduccion significativa de la viabilidad celular

en las lineas con expresion del antigeno CDla.
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ANEXO 3.- Paneles de citometria.

A. Panel empleado en el citometro MACSQuant Analyzer 10.

Laser Filtro Canal Reactivos | Fluoroforo Casa
comercial
Citotox | Laser Rojo | 655-730 FL7 Anexina APC Inmunostep
CAR-T 640 nm nm Vv
Laser azul | 655-730 FL4 7-AAD PerCP Inmunostep
488 nm nm V10700
Laser 450/50 FLI Cell Trace | VioBlue | Inmunostep
violeta )
405 nm nm Violet
Laser Filtro | Canal Ac Fluordéforo Casa
comercial
Laser azul | 525/50 FL1 GFP FITC
488 nm nm
. . Laser Rojo | 655-730 | FL7 CD3 APC Miltenyi
Linfocitos .
T 640 nm nm Biotec
Laser 450/50 | FL9 CD4 VioBlue Miltenyi
violeta nm Biotec
405 nm
Laser azul | 585/40 | FL2-3 CD28 PE Miltenyi
488 nm nm Biotec
Laser Filtro Canal Ac1° Ac 2° Fluoroforo
Anti-scFv
scFv Laser 655-730 mouse
CAR- | Rojo 640 nm FL7 (Biotina) | Streptavidina- PE
T nm Anti-scFv PE
human
(Biotina)
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B. Panel empleado en el citometro Beckman Gallios

Eficiencia
transfeccion

Jurkat

Laser Filtro Canal Marcador | Fluorodforo
reportero
Laser
amarillo 615/20 nm Y2 mCherry PE-Vio 615
561 nm
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