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1. RESUMEN/ABSTRACT






Desarrollo preclinico de la inmunoterapia adoptiva con células
NK-CAR alogénicas para el tratamiento de mieloma multiple
refractario y en recaida

Introduccion

El mieloma multiple es una enfermedad neoplésica que constituye aproximadamente el
10% de todos los tumores hematologicos y el 1,8% de todas las neoplasias. Se caracteriza
por la proliferacion clonal de células plasmaticas patoldgicas, acumuladas principalmente
en MO, enfermedad litica 6sea y una severa inmunosupresion, sobre todo en etapas
avanzadas de la enfermedad. A pesar de los avances en el tratamiento del mieloma en la
ultima década, el MM sigue siendo una enfermedad incurable, donde la mayoria de
pacientes recaen con periodos de respuesta cada vez mas cortos. Por esta razon, existe la
necesidad de encontrar nuevas opciones terapéuticas basadas en distintos mecanismos de

accion para superar este escenario de recaidas y refractariedad a los tratamientos actuales.

La terapia T CAR autologa es una terapia innovadora que ha logrado resultados
impresionantes en neoplasias de células B, incluidlo MM/RR, que ha llevado a la
aprobacion de dos productos en el mercado. La experiencia con cé¢lulas T CAR
comerciales revelan limitaciones como toxicidades graves, produccion larga y costosa, y
con un control de la enfermedad suboptimo en muchos pacientes. Por otra parte, pacientes
que recaen a las terapias aprobadas T CAR BCMA no tienen muchas mas opciones
terapéuticas. Por tanto, se requieren estrategias alternativas o secuenciales a las terapias
T CAR BCMA. Las células NK-CAR emergen como un abordaje terapéutico a menor
coste y mucho mas seguro, sin generar EICH, citopenias prolongadas, CRS o

neurotoxicidades graves.

Aunque se ha demostrado previamente la eficacia preclinica de las células autélogas NK
CAR en MM, una plataforma alogénica universal NK CAR puede suponer una opcion
mas traslacional, mas rapida y a menor coste, como la obtenida con la linea celular NK-

92MI o células NK expandidas y activadas de cordon umbilical (CB-NK).

A parte de BCMA, se estan estudiando otras dianas terapéuticas, como CS1, CD38 o
CD138, que pueden inducir fratricidio o toxicidad fuera del tumor, respectivamente. Se
conoce que mas del 85% de los tumores, incluido MM, expresan al menos uno de los

ocho ligandos de NKG2D en su membrana. Sin embargo, no se han observado respuestas



objetivas en pacientes con MM tratados con células T CAR NKG2D por falta de

persistencia asociada a la expresion de los ligandos en la membrana.

Explorar terapias que aumenten la densidad de los ligandos de NKG2D, en combinacion
con la inmunoterapia NK CAR NKG2D, podria suponer una nueva estrategia para el

tratamiento del MM/RR.
Objetivos

El objetivo principal de esta tesis es generar una inmunoterapia eficaz para el tratamiento
de pacientes de MM/RR: i) obtener células NK alogénicas transducidas con los CAR
NKG2D o BCMA; ii) comparar la eficacia de estas poblaciones NK CAR alogénicas, y
cuando se usan estos CAR en combinacion; ii1) potenciar la eficacia de la terapia NKG2D
CAR con el efector inmune mas eficaz obtenido en la comparacion anterior, en un modelo
de resistencia a BTZ y recaida tras las terapias anti-BCMA; iv) estudiar los mecanismos
por los que se incrementa la inmunogenicidad a los tratamientos con los efectores
inmunes NK CAR estudiados, a través del aumento de ligandos de estrés en las células

de MM.

Resultados

Nuestros resultados indican que la expresion de los CAR NKG2D o BCMA en las células
NK-92MI aumenta la actividad antitumoral de las células parentales frente a lineas
celulares y células primarias de MM in vitro. La presencia de NKG2D-L solubles no
bloquea la actividad litica de las células NK-92MI NKG2D CAR, mientras que
concentraciones patologicas de BCMA soluble inhiben la citotoxicidad de las células NK-
92MI BCMA CAR. Ademas, la coexpresion de ambos CAR NKG2D y BCMA en las
células NK-92MI no produce un aumento sinérgico en su actividad litica, aunque si una
cobertura citotoxica sobre sus dianas in vitro. De forma relevante, ninguno de los
tratamientos NK-92MI CAR muestra toxicidad hematologica frente a PBMCs de

donantes sanos.

En cuanto a la comparaciéon entre terapias NK-CAR alogénicas, las células NK-92MI
CAR y CB-NK CAR presentan una actividad litica similar in vitro frente a células de
MM. Sin embargo, la irradiacion a dosis clinicas de las células NK-92MI CAR elimina
por completo su eficacia antitumoral in vivo en todos nuestros esquemas de tratamiento,

tanto con administraciones desde 48 horas hasta semanales, con dosis acumuladas de



hasta 64x10° células por raton. Estrategias como la reduccion de dosis de irradiacién en
los efectores NK-92MI CAR o la expresion de un interruptor suicida no asegura el control

de su proliferacion en los animales.

Por otro lado, las células CB-NK BCMA CAR superan en eficacia a las células CB-NK
NKG2D CAR porque muestran mayor potencia de lisis in vitro sobre células primarias
de MM y, aunque ambas cé¢lulas CB-NK CAR producen respuestas en el modelo de raton
establecido, las obtenidas con BCMA CAR son maés persistentes. Tanto CB-NK NKG2D
CAR como BCMA CAR muestran ausencia de toxicidad hematologica frente a PBMCs

de donantes sanos.

Por otra parte, para conseguir explotar el potencial de traslacion de las células NK
NKG2D CAR en este trabajo se ha propuesto su uso en un modelo de resistencia a
bortezomib y terapia anti-BCMA. Los resultados indican que el pretratamiento con BTZ
y Crenigacestat, seguido de tratamiento con células NK NKG2D CAR puede eliminar
células resistentes in vitro y aumentar la duracion de las respuestas in vivo. Los
tratamientos con Bortezomib y Crenigacestat a las dosis que sensibilizan a las células de

MM no producen toxicidad hematoldgica sobre PBMCs de donantes sanos.

El mecanismo de sensibilizacion con BTZ y Crenigacestat consiste en el aumento de la
expresion de ligandos de estrés (NKG2D-L) en la célula mielomatosa. La sobreexpresion
de los NKG2D-L se relaciona con la sefalizacion de la respuesta a dafio por dobles roturas
en el ADN (DDR), reflejado en un aumento en la forma fosforilada de la histona H2AX.
La sefializacion DDR ligada a las dobles roturas es concomitante a la expresion de p21 y
esta mediada fundamentalmente por el controlador de ciclo celular Chk2, porque la
inhibicion especifica de su actividad revierte parcialmente la sobreexpresion de NKG2D-
L en membrana. El disparo de la DDR se relaciona también con la induccion de
senescencia, la activacion de la ruta NF-kB y la produccion de citoquinas asociadas a

senescencia, como IL-8, en células tratadas con la combinacion BTZ y Crenigacestat.
Conclusiones

En conjunto, hemos generado y comparado la actividad citotoxica de dos poblaciones de
células NK CAR alogénicas que expresan dos CAR relevantes en la clinica del MM:

NKG2D y BCMA CAR. In vitro, las células NK-92MI CAR y CB-NK CAR exhiben

potencias citotoxicas muy similares. Sin embargo, la irradiacion obligatoria de las células



NK-92MI CAR elimina por completo su eficacia in vivo. Por el contrario, las células CB-
NK CAR presentan actividad anti-MM in vivo, pero las respuestas son mas persistentes

en los ratones tratados con células CB-NK BCMA CAR.

Asimismo, la eficacia de la inmunoterapia CB-NK NKG2D CAR puede ser potenciada
sensibilizando a las células de MM mediante el tratamiento farmacoldgico con
Bortezomib y Crenigacestat, induciendo la sobreexpresion de NKG2D-L mediada por
dafio genotoxico en el ADN y senescencia en estas células, en un modelo de resistencia a
Bortezomib y a terapias anti-BCMA. Los NKG2D-L se expresan hasta en el 85% de los
tumores y son potencialmente inducibles por esta combinacién, por lo que la
aproximacion propuesta para aumentar la vulnerabilidad no se circunscribe solo al
MM/RR y podria implementarse en diversas neoplasias en el escenario de resistencia a
farmacos que danan el ADN. En este contexto, las células CB-NK NKG2D CAR se
comportan como un tratamiento senolitico. Desde nuestro conocimiento, esta es la

primera descripcion de células NK CAR actuando como una terapia senolitica en cancer.



RESUMEN/ABSTRACT

Preclinical development of adoptive immunotherapy with
allogeneic CAR-NK cells for the treatment of relapsed and
refractory multiple myeloma

Introduction

Multiple myeloma is a neoplastic disease that constitutes approximately 10% of all
hematologic tumors and 1.8% of all neoplasms. It is characterized by clonal disease of
pathological plasma cells, accumulated mainly in bone marrow, lytic bone lesions, and
severe immunosuppression, especially in advanced stages of the disease. Despite
advances in the treatment of myeloma in the last decade, MM remains incurable, where
most patients relapse with increasingly shorter response periods. For this reason, there is
an unmet need to find new therapeutic options based on different mechanisms of action

to overcome this scenario of relapses and refractoriness to current treatments.

Autologous CAR T therapy is an innovative therapy that has achieved impressive results
in B-cell neoplasms, including RR/MM, leading to the approval of two products on the
market. Experience with commercial CAR T cells reveals limitations such as severe
toxicities, time-consuming and expensive production, and suboptimal disease control in
many patients. On the other hand, patients receiving the approved BCMA CAR T
therapies do not have many other therapeutic options. Therefore, alternative or sequential
strategies to BCMA CAR T therapies are required. CAR NK cells are emerging as a lower
cost and much safer therapeutic approach, without generating GVHD, prolonged

cytopenias, CRS or severe neurotoxicity.

Although preclinical efficacy of autologous CAR NK cells in MM has been previously
demonstrated, a universal allogeneic CAR NK platform may provide a more translational,
faster, and lower-cost option, such as that obtained with the NK-92MI cell line or

expanded and activated NK cells from umbilical cord blood (CB-NK).

Apart from BCMA, other therapeutic targets are being studied, such as CS1, CD38 or
CD138, which can induce fratricide or toxicity outside the tumor, respectively. It is
known that more than 85% of tumors, including MM, express at least one of the eight
NKG2D ligands on their membrane. However, objective responses have not been
observed in MM patients treated with NKG2D CAR T cells due to lack of persistence

associated with the expression of the ligands on the membrane.



Exploring therapies that increase the density of NKG2D ligands, together with NKG2D
CAR NK immunotherapy, could mean a new strategy for the treatment of RR/MM.

Objectives

The main objective of this work is to generate an effective immunotherapy for the
treatment of RR/MM patients: 1) to obtain allogeneic NK cells transduced with CAR
NKG2D or BCMA; 1) to compare the efficacy of these allogeneic CAR NK populations,
and when these CARs are used in combination; iii) to enhance the efficacy of NKG2D
CAR therapy with the most effective immune effector obtained in the previous
comparison, in a model of resistance to BTZ and relapse after anti-BCMA therapies; iv)
to study the mechanisms by which the immunogenicity of treatments is increased with
the studied CAR NK immune effectors, through the increase in stress ligands in MM

cells.
Results

Our results indicate that NKG2D or BCMA CAR expression in NK-92MI cells increases
the antitumor activity of parental cells against cell lines and primary MM cells in vitro.
The presence of soluble NKG2D-L does not block the lytic activity of NKG2D CAR NK-
92MI cells, while pathological concentrations of soluble BCMA inhibit the cytotoxicity
of BCMA CAR NK-92MI cells. In addition, the coexpression of both NKG2D CAR and
BCMA in NK-92MI cells does not produce a synergy in lytic activity, but it does produce
cytotoxic coverage on its targets in vitro. Relevantly, none of the CAR NK-92MI

treatments show haematological toxicity against PBMCs from healthy donors.

Regarding the comparison between allogeneic CAR NK therapies, CAR NK-92MI and
CAR CB-NK cells show similar lytic activity in vitro against MM cells. However,
irradiation of CAR NK-92MI cells at clinical doses completely eliminates their antitumor
efficacy in vivo in all our treatment schedules, both with administrations from 48 hours
to weekly, with cumulative doses up to 64x10° cells per mouse. Strategies such as
reducing the irradiation dose in CAR NK-92MI effectors or the expression of a suicide

switch do not ensure the control of their proliferation in animals.

On the other hand, BCMA CAR CB-NK cells outperform NKG2D CAR CB-NK cells
efficiency because they show greater lysis potency in vitro over primary MM cells and,

although both CAR CB-NK cells exhibit responses in the established mouse model, those



obtained with BCMA CAR are more persistent. Both NKG2D CAR and BCMA CAR
CB-NK show no haematological toxicity against PBMCs from healthy donors.

On the other hand, in order to exploit the translational potential of NKG2D CAR NK
cells, their use in a model of resistance to bortezomib and anti-BCMA therapies has been
proposed. The results indicate that pretreatment with BTZ and Crenigacestat, followed
by treatment with NKG2D CAR NK cells can kill resistant cells in vitro and increase the
duration of responses in vivo. Treatments with Bortezomib and Crenigacestat at doses
that sensitize MM cells do not produce hematological toxicity on PBMCs from healthy

donors.

The sensitization mechanism with BTZ and Crenigacestat consists of the increased
expression of stress ligands (NKG2D-L) in myeloma cells. The overexpression of
NKG2D-L is associated with the signaling of damage response by double breaks in DNA,
reflected in an increase in the phosphorylated form of histone H2ZAX. The DDR signaling
associated with double breaks is concomitant to the expression of p21 and is mainly
mediated by cell cycle controller Chk2, because the specific inhibition of its activity
partially reverses the overexpression of NKG2D-L in the membrane. The firing of DDR
is also associated with the induction of senescence, with the activation of the NF-xB
pathway and with the production of cytokines associated with senescence, such as IL-8,

in cells treated with the combination BTZ and Crenigacestat.
Conclusions

Taken together, we have generated and compared the cytotoxic activity of two allogeneic
CAR NK populations expressing two MM-relevant CAR in the clinic: NKG2D and
BCMA CAR. In vitro, CAR NK-92MI and CAR CB-NK cells exhibit very similar
cytotoxic potencies. However, mandatory irradiation of CAR NK-92MI cells completely
abrogates their in vivo efficacy. In contrast, CAR CB-NK cells exhibit anti-MM activity

in vivo, but responses are more persistent in mice treated with BCMA CAR CB-NK cells.

Likewise, the efficacy of NKG2D CAR CB-NK immunotherapy can be enhanced by
sensitizing MM cells through drug treatment with Bortezomib and Crenigacestat,
inducing NKG2D-L overexpression mediated by genotoxic DNA damage and senescence
in these cells, in a model of resistance to Bortezomib and anti-BCMA therapies. NKG2D-
L are expressed in up to 85% of tumors and are potentially inducible by this combination.

The proposed approach to increase vulnerability is not limited to MM/RR alone and could



be implemented in different neoplasms in the scenario of resistance to drugs that damage
DNA. In this context, NKG2D CAR CB-NK cells behave as a senolytic treatment. To our
knowledge, this is the first description of CAR NK cells acting as a senolytic therapy in

cancer.
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1. MIELOMA MULTIPLE

1.1. Definicion y aspectos generales

El mieloma multiple (MM) es una gammapatia monoclonal que se caracteriza por la
proliferacion y acumulacion descontrolada de células plasmaticas (CP) clonales en la
médula 6sea (MO). Estas células plasmdaticas malignas producen y secretan una
inmunoglobulina (Ig) (Fig. 1), generalmente I1gG (en el 50-60% de los casos) o IgA
(30%), denominada proteina monoclonal, componente monoclonal o pico M por el
aspecto que muestra cuando es detectado mediante una prueba de electroforesis [1]. El
componente monoclonal puede estar constituido por una Ig completa o por un fragmento
de esta (cadenas ligeras kappa o lambda). En el 97% de los pacientes las cadenas ligeras
pueden liberarse a suero y excretarse en la orina por su bajo peso molecular [2]. La
presencia de cadenas ligeras libres en orina se denomina proteinuria de Bence-Jones. El
15-20% de los pacientes presenta un MM de cadenas ligeras, caracterizado por la
secrecion de cadenas ligeras kappa o lambda en lugar de una Ig completa [3]. En el 1-2%
de los casos no se detecta componente monoclonal ni en sangre ni en orina, lo que se
denomina MM no secretor. Se ha demostrado también la existencia de los mielomas
biclonales (frecuencia del 2%), donde se cuantifican dos componentes monoclonales, con

cadenas pesadas y ligeras que pueden ser iguales o diferentes entre si [4].

El primer caso documentado de mieloma multiple fue reportado en el ano 1844 por
Samuel Solly en una paciente que experimentaba dolor severo de espalda y extremidades,
la autopsia reveld severas fracturas [5]. Un afio después, Henry Bence Jones describid
una nueva forma de proteinuria en un tendero inglés con huesos fragiles y fracturas
patoldgicas, y no fue hasta el afio 1850 cuando a la excrecion en orina de gran cantidad
de proteina se le denomind proteinuria de Bence-Jones [6]. Solly, Bence Jones y otros
médicos describieron las caracteristicas de la enfermedad, conocida entonces como
“mollities ossium” (huesos blandos y fragiles), posteriormente denominada mieloma
multiple por Rustizky [5]. El mieloma multiple afecta a distintas localizaciones de la
médula 6sea, de ahi su denominacion: “mieloma” porque se origina en la médula 6sea, y
“multiple” porque afecta a distintas zonas del esqueleto axial, especialmente los huesos

de la columna vertebral, costillas, craneo o pelvis, entre otros.
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Figura 1. Las células plasmaticas de MM secretan inmunoglobulinas monoclonales.

Acumulacion anormal de células plasmaticas clonales en la médula o6sea que producen una
inmunoglobulina monoclonal. Imagen adaptada de Terese Winslow LLC 2014.

1.2. Epidemiologia y etiologia

El MM representa el 1,8% de todas las neoplasias malignas y alrededor del 10% de todos
los tumores hematoldgicos, siendo el mas comun después del linfoma [7]. En Europa, la
incidencia es de 4,5-6 nuevos casos por cada 100 000 habitantes por afio, por lo que se
diagnostican alrededor de 38 000 nuevos casos de MM al afio en Europa, y la mortalidad
se situa en 3,2 por cada 100 000 habitantes al afio [8]. En general, el MM es ligeramente
mas comun en hombres que en mujeres, resultando dos veces mas comun en poblacion
negra americana que en poblacion blanca [9]. La edad media al diagndstico se sitlia en 66
afios, aunque con rara frecuencia se da en pacientes mas jovenes menores de 40 afios (2%)

[10] y en menores de 30 afios (0,02-0,3%) [11].

Actualmente, se desconocen las causas que desencadenan el MM. Se ha relacionado con
factores como la radiacion ionizante [12, 13], aunque no se ha podido asociar al
tratamiento radioterapico [14]. También se ha descrito como otro factor un aumento del
riesgo ante la exposicion a herbicidas o insecticidas como benceno y otros solventes

organicos [15], no obstante, se necesita mas evidencia para establecer una conexion con
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el desarrollo de la enfermedad. Aunque el MM es una neoplasia esporadica, estudios de
casos en familias [16] revelan la base genética hereditaria en la que pacientes
emparentados presentan entre 2-4 veces mas riesgo de desarrollar esta enfermedad [17].
Hasta en el 10% de los pacientes de MM se han reportado mutaciones de linea germinal
en algunos genes, como es el caso de DIS3 [18]. Algunos virus como el de la hepatitis B
[19] o hepatitis C [20], asi como la obesidad o un estatus de inflamacion cronica con una
estimulacion antigénica sostenida [21] se han postulado también como desencadenantes
del MM. De hecho, Nair y col. sostienen que la proteina monoclonal reconoce lipidos
similares a los que se producen en exceso en la enfermedad de Gaucher en un porcentaje

relevante de los pacientes con GMSI (33%) [22].

1.3. Estadificaciéon de los pacientes y prondstico: evaluacion del

riesgo en MM

El sistema de estadiaje Durie—Salmon (clasificacion por etapas de la enfermedad) que se
venia utilizando tradicionalmente fue sustituido por el Sistema de Estadiaje Internacional
para el mieloma multiple, que establece los valores de beta 2-microglobulina y albumina
para clasificar el riesgo en la enfermedad [23, 24]. Este ISS fue revisado (R-ISS) en 2015
e incluyd los niveles de lactato deshidrogenasa (LDH) y las alteraciones citogenéticas de

alto riesgo (Tabla 1).

Niveles elevados de proteina C reactiva o LDH indican enfermedad activa, en concreto
la elevacion de LDH es un factor de mal prondstico y aparece entre el 10y el 15% de los
casos. Entre los posibles eventos iniciadores de MM se encuentran cambios genéticos y
epigenéticos, como alteraciones cromosdmicas asociadas a prondsticos menos favorables,
por ejemplo translocaciones t (4;14), t (14;16) o t (14;20) [24]. Esas alteraciones
cromosdmicas estdn asociadas a la desregulacion de genes del ciclo celular, alteracion en
las vias de senalizacion (MAPK, NF-xB) y en la metilacion del ADN, en la
sobreexpresion de MYC y en mutaciones en los oncogenes RAS, que se asocian a la

progresion de la enfermedad [25].

Pacientes fragiles con comorbilidades, fracaso renal o edad avanzada, o pacientes con
enfermedad extramedular o células mielomatosas en sangre periférica presentan también

peor pronostico [26].
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Sistema de estadiaje internacional (ISS)

Parametros de laboratorio Supervivencia media (meses)

Estadio I: niveles de f2-microglobulina <3,5mg/l y albtimina sérica
62
>3,5g/dl
Estadio II: No se ajusta a estadio I ni III 44
Estadio I1I: niveles de B2-microglobulina >5,5mgdl 29
Sistema de estadiaje internacional revisado (R-ISS)

Parametros de laboratorio Supervivencia global a 5 afios
Estadio I: estadio I del ISS ademas de niveles normales de LDH y
marcadores citogenéticos de riesgo estandar detectados mediante 82%
FISH
Estadio II: No se ajusta a estadio I ni III 62%
Estadio III: estadio III del ISS ademas de niveles de LDH mas altos
de lo normal o marcadores citogenéticos de alto riesgo detectados 40%
mediante FISH (como t(4;14), t(14;16) y del(17p))

Otros factores pronosticos

Numero de CPs circulantes, enfermedad extramedular, alta tasa de proliferacion de las CPs, presencia
de mutaciones en TP53, fallo renal, inmunoparesia

Tabla 1. Estadificacion de riesgo en los pacientes con mieloma multiple.

LDH: lactato deshidrogenasa; FISH: hibridacion fluorescente in situ. Adaptada de Kumar, Rajkumar, Kyle
et al. Multiple myeloma. Nat Rev Dis Primers 3, 17046 (2017). [27]

Recientemente, en 2022 se ha afiadido una nueva actualizacion, el R2-ISS, que
adicionalmente considera la ganancia del cromosoma 1q y la presencia de mas de una
alteracion citogenética de alto riesgo. Ademas, ya no considera la translocacion t (14;16)
en esta clasificacion. La finalidad de esta nueva clasificacion es poder estratificar de
manera mas certera y poder discriminar a los pacientes de riesgo intermedio (estadio II),
asignando una puntacion para definir el riesgo [28]. EI R2-ISS estratifica a los pacientes
asignandoles una puntuacion a las siguientes variables prondsticas: se asigna un punto si
el paciente corresponde al ISS II, tiene del(17p), LDH alto o t(4;14); se asigna 1,5 puntos
si pertenece a ISS III; y se asignan 0,5 puntos cuando presenta la ganancia 1q+. La suma
de estas puntuaciones indica en qué grupo de riesgo se sitia el paciente: grupo I de bajo
riesgo (0 puntos), Il riesgo bajo/intermedio (0,5-1 puntos), III riesgo intermedio/alto (1,5-

2,5 puntos) y grupo IV de alto riesgo [29].

1.4. Fisiopatogenia

Las CP clonales que causan el MM derivan de células B post-centro germinales que tras

la exposicidon a un antigeno experimentan un reordenamiento VDJ por el que se genera

16
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un repertorio de Ig primarias. Estas células B que expresan en su superficie un complejo
IgH-IgL (Ig cadena pesada-ligera) migran a los o6rganos linfoides secundarios y sufren
diferentes procesos tales como maduracion por afinidad, hipermutacion somética y

recombinacion de cambio de clase [30, 31] (Fig. 2A).

El MM en la mayoria de los casos viene precedido por un estado premaligno denominado
gammapatia monoclonal de significado incierto (GMSI). La GMSI es un estadio
asintomatico, y estos pacientes tienen una probabilidad de evolucionar a MM en una
proporcion de un 1% por afio [26]. En algunos sujetos, la enfermedad se manifiesta en un
estado mas avanzado que GMSI denominado MM quiescente (MMq) o asintomatico, que
puede progresar a mieloma activo o sintomatico a una tasa de 10% por ano, durante los
cinco primeros anos desde su diagnostico, después, la tasa de progresion se estabiliza en
un 3-5% por aiio [32]. Los factores de riesgo de progresion a MM sintomatico incluyen,
aunque no se limitan a, alta concentracion de proteina monoclonal en suero, isotipo IgA,
alta infiltracién de CP en médula 6sea, alta proporcion de cadenas ligeras libres (FLC) en
suero, inmunoparesia y la presencia de mas del 95% de CP malignas en MO [33]. En las
fases mas avanzadas de la enfermedad las CP de MM pueden empezar a proliferar fuera
de la MO. En el caso de que lo hagan en sangre periférica y se detecten en una frecuencia

>5% se define como leucemia de células plasmaticas [34].

Durante la etapa de establecimiento de GMSI se producen anomalias citogenéticas
primarias en las que las células de mieloma adquieren hiperdiploidias o translocaciones
que afectan a los genes IgH (Fig. 2B). Mientras que en las siguientes etapas de la
enfermedad las células adquieren anomalias citogenéticas secundarias como
translocaciones cromosoOmicas, variaciones en el numero de copias y variantes
nucleotidicas [25]. Ambas anomalias citogenéticas primarias y secundarias influyen en el

curso de la enfermedad y la respuesta a la terapia [24].

Entre las anomalias citogenéticas primarias mas frecuentes se encuentran las
hiperdiploidias, como trisomias en los cromosomas impares 3, 5, 7,9, 11, 15, 19 y/o 21,
y translocaciones de IgH que en la mayoria de los casos implican el locus 14q32, que
afecta a la expresion de genes clave como la ciclina D1, FGFR3 o la desregulacion de
MYC [35]. Las anomalias citogenéticas secundarias mas frecuentes comprenden
variaciones en el nimero de copias como amplificacion del cromosoma 1q o deleciones

cromosdmicas, como la del cromosoma 17p que afecta al gen 7P53 [36], o la del 13q que
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afecta a BRCA2 o RBI; también son frecuentes alteraciones epigenéticas como la
hipermetilacion del ADN (ej. CDKN2B o CDKN2A) [37], modificaciones
postraduccionales como metilacion o acetilacion de histonas, o la expresion anormal de
micro-ARNs [38]. Son comunes las alteraciones genéticas como reordenamientos
secundarios, sobreexpresion de Myc y mutaciones en genes como NRAS, KRAS, BRAF o
EGRI [39]. En el 15% de los pacientes se observan mutaciones en genes de vias de
reparacion del ADN, como ATR, ATM y ZFHX4 [40]. También se han reportado
mutaciones en genes de la ruta de NF-kB, por ejemplo, TRAF3, LTB o CYLD [41].
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Figura 2. Maduracion de las células B y evolucion clonal.

A) Proceso de maduracion de las células B. B) Progresion del mieloma multiple. Eventos genéticos
primarios y secundarios involucrados en la transformacion y progresion hacia MM. Post-CG: célula B post-
centro germinal; CP: célula plasmatica; GMSI: gammapatia monoclonal de significado incierto; MMgq:
mieloma multiple quiescente o asintomatico. Imagen adaptada de Cho S-F, et al. Front Immunol. 2018;
9:1821; y Kumar, S., Rajkumar. et al. Multiple myeloma. Nat Rev Dis Primers 3, 17046 (2017).
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Junto con las alteraciones genéticas y epigenéticas ya mencionadas, las interacciones
entre las CP de MM y el microambiente desempefian un papel importante en la
patogénesis del MM. La progresion del MM, asi como la respuesta a los tratamientos, se
encuentran muy ligados al complejo microambiente medular (Fig. 3). La interaccion de
las células mielomatosas con las células estromales de la MO (BMSC), las proteinas de
la matriz extramedular (como integrinas, cadherinas, selectinas y moléculas de adhesion
celular) y factores solubles (ej. citoquinas, factores de crecimiento, etc.) facilitan el
crecimiento tumoral, supervivencia, migracion y resistencia a farmacos, asi como la

generacion de un entorno inmunosupresor y pro-inflamatorio [42].

La interaccion entre las células de MM y el nicho ocurre a través de numerosas moléculas
de adhesion entre las que se encuentran ICAM-1 y VCAM-1 en las células BMSC y las
integrinas o'y Bl (VLA-4, 5y 6) en las células de mieloma, ademas de otras moléculas
expresadas en las células mielomatosas (ej. CD138, CD38 o CD44) [43]. Las células
BMSC promueven la produccion de citoquinas como SDF-1, que se une a su receptor
CXCR4 promoviendo la movilizacion de las CP dentro de la MO [44], interleuquina (IL)-
6, IGF-1, factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), IL-10 y factores de crecimiento como
VEGF, que estimulan la proliferacion de las CP, anti-apoptosis, osteoclastogénesis, neo-

angiogénesis y resistencia a farmacos [43].

Ademas, las células de MM también interactuan directamente con los osteoclastos y
osteoblastos. Las BMSC vy los osteoblastos regulan la osteoclastogénesis a través de la
produccion del ligando del receptor activador del factor nuclear kB (RANKL) y
osteoprotegerina [44]. RANKL se une a su receptor RANK en los osteoclastos y, en
condiciones normales, la osteprotegerina actua como sefiuelo uniéndose a RANKL para
regular la actividad osteoclastica [45]. Pero en MM este equilibrio es interrumpido por la
union de las células de MM y BMCS a través de VCAM1/VLA-4, que favorece el
aumento de la expresion de RANKL y disminucion de la expresion de OPG, promoviendo
la osteolisis [43]. Ademads, otros mecanismos contribuyen a la resorcion osea, las células
de MM secretan la proteina inflamatoria de macréfagos la que se une a CCR1 en los
osteoclastos, y las alteraciones cromosdmicas pueden conllevar a una sobreproduccion de
receptores en las células de MM favoreciendo a su vez la produccion de IL-6,
promoviendo la actividad osteoclastica [45]. Otros factores liberados por las células

tumorales, como Dickkopf 1, son inhibidores potentes de la funcidon de los osteoblastos.
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El efecto neto es un desbalance entre la actividad osteoclastica y osteoblastica, lo que
provoca hipercalcemia y fracturas patoldgicas [45] (Fig. 3).

A medida que progresa la enfermedad, el nicho se vuelve hipodxico, lo que reduce
CXCLI12 (SDF-1, ligando del receptor CXCR4) y favorece la movilizacion de las CP

malignas fuera de la MO, hacia la circulacion sanguinea [43].
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Figura 3. Fisiopatogenia del mieloma miiltiple.

MO, médula o6sea; CP, célula plasmatica; BMSC, célula estromal de MO; CCRI1, receptor de quimiocinas
1; CD40L, CD40 ligando; ICAM1, molécula de adhesion intercelular 1; IGF1, factor de crecimiento
insulinico tipo 1; IGFIR, receptor de IGF1; MP1a, proteina inflamatoria de macréfagosl ao; NF-kB, factor
nuclear kB; DKKI1, dickkopf homologo 1; SDF-1, factor 1 derivado de células estromales; VCAMI,
molécula 1 de adhesion a células vasculares; VLA-4, integrina Alpha 4; RANK, receptor activador del
factor nuclear kB; RANK-L, RANK ligando; OPG, osteoprotegerina; VEGF, factor de crecimiento
endotelial vascular; VEGFR, receptor de VEGF. Adaptada de Palumbo, Anderson. Multiple myeloma. N
Engl J Med. 2011 Mar 17;364(11):1046-60. [45]

1.5. Evolucidén clinica

El curso tipico de la enfermedad se caracteriza por un patron de remision y recaida, con
una disminucion progresiva de la duracion de las respuestas y un incremento del nimero

de tratamientos de rescate [46] (Fig. 4).
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Gracias a los avances terapéuticos en los ultimos 15 afios la supervivencia global (SG) a
5 afios ha pasado del 32,1% al 57,9%, segun el Instituto Nacional de Salud [47], con una
supervivencia media general actual de 6 afios [48]. Sin embargo, el MM sigue
considerandose una enfermedad incurable, por tanto, se requieren nuevas estrategias
terapéuticas para incrementar el tiempo de respuesta y permitan controlar la enfermedad
o alcanzar la curacién [46], ya que una respuesta profunda duradera se ha asociado a una

mayor supervivencia [45].
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Figura 4. Evolucion clinica del MM.

Imagen adaptada de Borrello. Leuk Res. 2012 Nov [46].

El MM se caracteriza por la presencia de los sintomas CRAB (del inglés hypercalcemia,
renal failure, anemia and bone lesions), que hacen referencia a la aparicion de
hipercalcemia (calcio > 11,5mg/dL), fallo renal (creatinina > 2 mg/dL), anemia
(hemoglobina < 10g/dL o disminucion de 2 g/dL respecto al limite inferior de
normalidad) y lesiones liticas en las zonas dseas [49]. La mayor parte de las
manifestaciones clinicas del MM derivan de la presencia de grandes cantidades de
componente monoclonal y de la acumulacioén de células plasmaticas en médula d6sea y
otros tejidos (Tabla 2). Con frecuencia se produce un fallo renal en los pacientes a causa
de los efectos toxicos del deposito de cadenas ligeras sobre los tubulos renales,
principalmente [50]. La destruccion 6sea inducida por el microambiente tumoral provoca

un aumento de la resorcion dsea por los osteoclastos [51], lo que produce a su vez una
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hipercalcemia. Ademas, la destruccion osea es la mayor causa de morbilidad en MM y a

menudo se asocia a dolor dseo severo, lesiones osteoliticas y osteoporosis [52].

La acumulacién de CP en la MO conlleva a la produccién disminuida de eritrocitos,
provocando anemia y una deficiencia relativa de eritropoyetina [53]. El 75% de los
pacientes presenta al diagndstico la supresion de una o mas inmunoglobulinas, lo que se
denomina inmunoparesia o hipogammaglobulinemia [54], por lo que los pacientes de
mieloma presentan alto riesgo de complicaciones infecciosas [55]. Ademas, existe una
respuesta de anticuerpos disminuida debido a la actividad de los monocitos supresores asi
como defectos en la funcion del complemento y los granulocitos [56]. Las infecciones
son la mayor complicacion y causa de muerte en los pacientes de MM, y este riesgo de
infeccion se asocia a la inmunodeficiencia que se genera en el transcurso de la

enfermedad, asi como por el tratamiento recibido [57].
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Manifestacion
clinica

Lesiones 6seas

Causa

Principal sintoma del MM, presente en el 75% de los
pacientes. Las células del mieloma activan los
osteoclastos (que destruyen el hueso) y bloquean los
osteoblastos (que en condiciones normales son los
que reparan el hueso dafiado).

INTRODUCCION

Impacto en el paciente

Dolor 6seo, fracturas,
lesidon nerviosa o de
médula espinal

Falta de globulos rojos: la proliferacion
descontrolada de células plasmaticas en médula 6sea

Palidez, debilidad y
cansancio

Anemia puede desplazar las células productoras de células
sanguineas normales.
Las lesiones 6seas de caracter litico provocan la Letargo, confusion
. . movilizacion del calcio 6seo. mental, deshidratacion,
Hipercalcemia

depresion, debilidad, dafio
renal

Disfunciéon renal

Aparece insuficiencia renal, frecuentemente
desencadenado por la hipercalcemia o la infiltracion
de células mielomatosas al rifion.

Fatiga

Confusion mental

Otras

Las lesiones dseas pueden producir compresion de la
médula espinal y dolores radiculares.

Dolor de espalda,
paraparesias

Sindromes de hiperviscosidad debido a las altas
concentraciones de componente monoclonal en
sangre.

Neuropatia, cefalea,
trastornos visuales

Trombocitopenia (bajos recuentos de plaquetas en
sangre) provocando trastornos de la coagulacion.

Trastornos hemorragicos:
facil aparicion de
hematomas, epistaxis o

Funcion andmala del
sistema inmunitario

gingivorragias
La leucopenia (carencia de globulos blancos Susceptibilidad a
normales) puede causar problemas para combatir infecciones

infecciones

Suele existir una hipogammaglobulinemia en los
pacientes con MM por la menor produccion y mayor
destruccion de los anticuerpos normales,
disminuyendo asi la defensa frente a agentes
patogenos

Tabla 2. Manifestaciones clinicas del MM.

1.6. Diagnostico

El diagnostico de MM requiere la presencia de uno o mas eventos definitorios de MM

ademas de la evidencia de un 10% o mas de células plasmaticas clonales en MO o una

biopsia que demuestre la existencia de plasmacitoma (tumor de células plasmaticas).

Estos eventos definitorios de MM consisten en la presencia de sintomatologia CRAB o

al menos uno de estos 3 biomarcadores especificos: CP clonales en MO >60%, ratio FLC
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en suero > 100 y una o mas lesiones focales (mayor de 0,5 cm) en la resonancia magnética

(RMN) [58].

El diagnostico diferencial de MM es complejo por la presencia de sintomas comunes a
otras enfermedades. Ademas, suele producirse por un hallazgo casual en un analisis
rutinario de sangre. Ante la sospecha, el estudio comienza con la investigacion de la
historia clinica del paciente y sus antecedentes familiares, junto con una exploracion
fisica. Las pruebas de laboratorio recomendadas para el diagnéstico de MM son analisis
sistematico de sangre, bioquimica general y estudio de proteinas (electroforesis de
proteinas e inmunofijacion en suero y orina para poner de manifiesto la presencia de
componente monoclonal), seguido de una biopsia/aspirado de médula oOsea
(inmunofenotipo y citogenética) [33]. Entre los estudios de médula 6sea se debe realizar
analisis por hibridacién in situ con fluorescencia (FISH, del inglés fluorescence in situ
hybridization) en todos los pacientes con diagndstico de mieloma multiple con el fin de
identificar alguna alteracion citogenética que pueda ser de valor pronostico [59]. Se
recomienda la realizacion de tomografia por emision de positrones (PET) acoplada a
escaner de tomografia computarizada (TC), TC de baja dosis de cuerpo completo o RMN
de cuerpo completo o de columna y pelvis para detectar las lesiones 0seas y tumores de
células plasmaticas [60]. Desde 2016, la técnica recomendada para evaluar respuestas
completas es la utilizacion de PET/TC [61]. Esta técnica resulta muy util en la deteccion
de plasmocitomas solitarios y enfermedad extramedular, asi como en la confirmacion de
la respuesta al tratamiento en pacientes con MM no secretor u oligosecretor [62]. Mientras

que la RMN permite evaluar la afectacion de partes blandas y lesiones focales.

Un andlisis sistematico de sangre podria revelar anemia normocromica y normocitica
(ocurre en el 80% de los casos) [63]. La bioquimica general mostrara los niveles de calcio
elevados y funcion renal alterada. La presencia de proteina monoclonal o pico M en
sangre o en orina se pone en evidencia mediante electroforesis de proteinas, normalmente
de tipo IgG o IgA, aunque pueden aparecer todos los isotipos de Ig [64]. La proteina
monoclonal aparece como una banda homogénea y bien definida en el gel de
electroforesis, y como un pico delgado cuantificable en el proteinograma, normalmente
las Ig migran a la zona gamma o beta del mismo. Una vez que se ha observado una banda
de aspecto monoclonal, se procede a la inmunofijaciéon en suero u orina para determinar

el tipo exacto de anticuerpo anormal hallado y permite su confirmacion [4].
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Las CP se pueden caracterizar por un inmunofenotipo que las distingue de las CP sanas,
que consiste en la presencia de anomalias fenotipicas, como ausencia de CD19 0 CD45 y
expresion de los marcadores aberrantes CD56, CD117, CD81 o CD20, ademas de la
expresion de CD38 y CD138, marcador de linaje de una CP [65]. La expresion de CD117
se asocia a un prondstico favorable [66], mientras que los CD81" presentan peor

pronostico [67], aunque estos datos deben confirmarse en mas estudios.

1.7. Tratamiento de primera linea

Previo a la utilizacién de la quimioterapia convencional, el promedio de supervivencia de
los pacientes con mieloma era de 7 meses. Hoy en dia, la supervivencia media se situa en
6 afios [48], y el 80% de los pacientes que reciben trasplante autdélogo de progenitores

hematopoyéticos (TAPH) superan los 4 afios de vida, en promedio [24].

El tratamiento estdndar de primera linea para los pacientes de MM de nuevo diagnostico
consiste en la administracion de tripletes o cuddruplas de tratamiento en los que participa
un inhibidor de proteasoma (como bortezomib), un fairmaco inmunomodulador (IMiD,
como lenalidomida), un anticuerpo monoclonal anti-CD38 y un esteroide (como
dexametasona), seguido de un TAPH siempre que sea posible, es decir, los pacientes
deben tener una adecuada funcidén organica y un buen estatus funcional sin relevantes
comorbilidades (paciente no fragil) [68]. Posterior al TAPH, los pacientes deben recibir
una terapia de mantenimiento, habitualmente con lenalidomida. Mientras que los
pacientes no candidatos a TAPH reciben una combinacién de 3 farmacos, que pueden
incluir o no un agente alquilante, un IMiD, un anticuerpo anti-CD38 seguido de
mantenimiento [68]. Cuando ocurre la primera recaida tras un periodo de remision
superior a 6 meses, el paciente puede recibir el mismo esquema inicial de tratamiento. En
caso de que la remision haya durado menos de seis meses, se suele administrar un
esquema terapéutico distinto al inicial [33]. Los esquemas de tratamiento mas utilizados

se describen en la Fig. 5.

En cuanto a las toxicidades de las terapias de induccion incluyen neuropatia periférica,
reactivacion de herpes virus, eventos venosos tromboembolicos, neutropenia e
infecciones, y teratogenicidad con los IMiDs [68]. Los anticuerpos monoclonales se
asocian a reacciones infusionales como disnea, tos, sarpullidos, nduseas o rinitis alérgica

[69].
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VTD+ TAPH +R mantenimiento - Pvd - Ikd
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- DRd - Comb. 2 farmacos no expuestos
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Rd - Ac Biespecificos
Terapia CAR

Figura 5. Esquemas de tratamiento mas utilizados para los pacientes de MM.

R: lenalidomida; V: bortezomib; d: dexametasona; T: talidomida; M: melfaldn; D: daratumumab; I:
isatuximab; K: carfilzomib.

Farmacos inmunomoduladores (IMiDs)

Los farmacos inmunomoduladores reciben este nombre porque modifican la respuesta
inmune del paciente. El primer IMiD en aprobarse fue la talidomida, en 1998, asociado
con una alta toxicidad en personas mayores. A la talidomida le siguié un IMiD de segunda
generacion, lenalidomida, con menores toxicidades. Lenalidomida se utiliza tanto en
primera como segunda linea de tratamiento y como terapia de mantenimiento tras el
TAPH. La pomalidomida, IMiD de tercera generacion, se usa en MM en recaida en
tercera linea de tratamiento o posterior [33]. En desarrollo, se encuentran los IMiD de

cuarta generacion o CELMoDs: avadomida, iberdomida o mezigdomida [70].

Los IMiDs se conocen por sus propiedades inmunomoduladoras, anti-proliferativas y
anti-angiogénicas [71]. La lenalidomida actia de manera directa e indirecta sobre las
células de MM, a través de la activacion de las células T o promoviendo la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpo (ADCC) en células NK [72, 73]. Por ejemplo, se ha
descrito que la lenalidomida incrementa la expresion de TRAIL en la NK [74] y
sensibiliza a la célula de MM a la muerte por la célula NK por sobreexpresion de los
ligandos MICA y PVR/CDI155 [75], ligandos de los receptores activadores NKG2D y
DNAM-1, respectivamente, presentes en las células NK. También inhibe la produccién

de citoquinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL-1 o IL-6 [76]. Ademas, todos los IMiDs
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tiene un efecto directo sobre cereblon, el sustrato de la ubiquitina E3 ligasa, que degrada
los factores de transcripcion Ikaros y Aiolos via proteasoma [77]. En cuanto a la toxicidad
de la lenalidomida y como consecuencia de la activacion sobre cereblon, se produce un
efecto teratogénico. Otros de los efectos adversos frecuentes de los IMiDs son
neutropenia (en el 80% de los casos), eventos venosos tromboembolicos (4-5%),

toxicidad gastrointestinal (40-50%) o neuropatia (1-15%) [68].

Inhibidores del proteasoma (IPs)

El proteasoma 26S es un complejo enzimatico multicatalitico compuesto por al menos 33
subunidades, que puede diferenciarse en dos partes distintas: el complejo regulatorio 19S
y el nucleo catalitico 20S. Los genes PSMA y PSMB codifican las proteinas que
constituyen las subunidades del complejo 20S, compuesto por dos anillos alfa externos y
dos anillos beta internos. El proteasoma es un organulo que se encarga de la maquinaria
conservada de la degradacion celular y es esencial para el mantenimiento de la
homeostasis proteica. En MM, las células producen una excesiva cantidad de
inmunoglobulinas, haciéndolas especialmente dependientes a la funcion del proteasoma
[78]. Los inhibidores del proteosoma (IPs) evitan que este organulo en las células elimine
proteinas que son esenciales para el control de la division celular, como ciclinas y
quinasas dependientes de ciclinas, entre otras [79]. Hasta la fecha, existen tres IPs
aprobados por la FDA (Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos):
bortezomib, carfilzomib e ixazomib, y hay nuevos IP en desarrollo como oprozomib,
delanzomib y marizomib [80]. Bortezomib es el primer inibidor de su clase de la actividad
quimiotripsina. Bortezomib e ixazomib, derivados de acido borénico e IPs de primera
generacion, inhiben de manera reversible la subunidad proteolitica 20S del proteasoma
26S, mientras que carfilzomib, tetrapéptido keto-epoxido e IP de segunda generacion, lo
hace de manera irreversible. La diana de estos IPs es, en todos los casos, la subunidad 5

del proteasoma (26S) [81].

Los mecanismos por los que los IPs conducen a la muerte celular de las células de MM
se esquematizan en la Fig. 6. Entre estos mecanismos se encuentra el exceso de proteinas
en la célula de MM por la acumulacion de Igs, que producen estrés proteotdxico en el
reticulo endoplasmatico (RE) y se activa la respuesta a proteinas mal plegadas, parada del
ciclo celular y finalmente apoptosis [82]. Bortezomib induce la acumulacioén de proteinas

poli-ubiquitinadas en el citoplasma, lo que provoca una disminucion en la cantidad

27



INTRODUCCION

nuclear de ubiquitina monomérica, necesaria para poli-ubiquitinar proteinas importantes,
como H2AX, que no pueden activarse para reclutar otras proteinas como BRCAI y
RADSI al sitio de dafio en inicio de la reparacion del ADN por recombinacion homoéloga
[83]. Ademas, se produce la inhibicion de la ruta NF-kB que afecta a la proliferacion,
invasion, metastasis, angiogénesis y apoptosis [81, 84]. También se induce directamente
apoptosis a través de la quinasa c-Jun NHz-terminal (JNK) y el supresor tumoral p53 [85],

activando proteinas pro-apoptoticas como Bim, BID, Bax, BIK y NOXA [86].

Se han descrito efectos inmunomoduladores del bortezomib, como la induccioén de
apoptosis de las células dendriticas, disminucion de moléculas coestimuladoras en las
células T y de la produccion de citoquinas inflamatorias, asi como apoptosis directa sobre
linfocitos T e inhibicion de NF-xB [87, 88]. Bortezomib ejerce una funcion
inmunoeditora de las células NK aumentando su capacidad citotoxica anti-MM porque
disminuye la expresion de HLA-I [89] y moléculas HLA-I no clasicas como HLA-E, e
incrementando el ligando de TRAIL, DR5 [90] en la superficie de las células
mielomatosas. Asimismo, Bortezomib aumenta la expresion de los ligandos de NKG2D
y de DNAM-1 en las células de MM [91]. También, incrementa la potencia litica de la

NK aumentando en su superficie proteinas pro-apoptoticas como TRAIL y FasL [92].

Entre los efectos adversos que producen los inhibidores de proteasoma se encuentran la
neuropatia periférica (en el 30-40% de los casos), toxicidad gastrointestinal (15-20%) o

trombocitopenia (30%), y cardiomiopatias (8-10%) en el caso del carfilzomib [68].
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Figura 6. Mecanismos de accion de los inhibidores del proteasoma.

Los inhibidores del proteasoma actian a través de multiples mecanismos para inducir la muerte celular.
*Bortezomib, carfilzomib e ixazomib inhiben la subunidad B5, inhibiendo asi la actividad catalitica del
proteasoma. Imagen adaptada de Nunes, Annunziata. Semin Oncol. 2017 Dec; 44(6):377-380 [82].

Se han descrito diversos mecanismos para explicar la resitencia a bortezomib en las
células de MM. Por ejemplo, i) alteraciones en el transporte del firmaco, como una alta
expresion de extrusores celulares de flujo tipo P-gp, BCRP, LRP o MR1-9; ii) activacion
de los sistemas de detoxificacion de la célula, como niveles altos del ratio GSH/GST; ii1)
cambios en la configuracion de las subunidades diana (actividad XP1 reducida,
incrementos en la expresion de ATF4 y autofagia, mutaciones en la subunidad B5 del
proteasoma que previenen la union de BTZ y se concentran en el sitio de unién gen
PSMB)5 o mutaciones en PSMBS, el gen responsable de codificar la subunidad B5i del
inmunoproteasoma; iv) interferencia sobre los factores de control de ciclo celular y la
apoptosis, que regulan la supervivencia y apdptosis de la células, por ejemplo,
alteraciones en p53, c-Myc, MAF o en el ratio Bax/BCL-2; y v) distorsion de los
mecanismos de sefializacién de numerosas rutas, por ejemplo NF-kB. Bortezomib induce

apopotosis inhibiendo la ruta canénica de NF-kB, mientras induce la no canonica, que
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hace a la célula menos susceptible a BTZ al mismo tiempo. Otros ejemplos de
mecanismos implicados reportados son la activacion de la ruta JAK/STAT3 a través de
IL-6, via PI3K/AKT o los mecanismos de resistencia mediados por moléculas de

adhesion o factores solubles [93].

Trasplante autdlogo de progenitores hematopoyéticos (TAPH)

Actualmente, el trasplante autdlogo de progenitores hematopoyéticos (TAPH) es
considerado el tratamiento estandar para los pacientes de MM de nuevo diagndstico no
fragiles, normalmente menores de 70 afios [94]. En estos pacientes, se emplean factores
estimulantes de colonias (normalmente G-CSF) para estimular y movilizar las células
madre hematopoyéticas de sangre periférica que pueden ser recolectadas mediante
aféresis [95]. Tras la recoleccion de progenitores, el paciente recibe dosis altas de
melfalan, un potente agente alquilante mieloablativo, seguido de la reinfusion de los
progenitores [68]. Distintos ensayos han demostrado que recibir un autotrasplante tras el
tratamiento de induccion para pacientes candidatos produce un beneficio clinico [96, 97].
Concretamente, el TAPH mejora la media de supervivencia general aproximadamente en
12 meses [98]. En pacientes de MM de alto riesgo se estd estudiando si el empleo de
trasplante en tdndem, un segundo trasplante aproximadamente tres meses tras el primero,
podria mejorar la supervivencia de estos pacientes [99]. Hasta la fecha, los resultados
obtenidos en distintos ensayos clinicos no resultan concluyentes en cuanto a un posible
beneficio en parametros de supervivencia, por lo que el trasplante en tindem de rutina no
se recomienda fuera del contexto experimental del ensayo clinico [33]. Tras el TAPH los
pacientes pueden recibir un tratamiento corto de consolidacion cuyo beneficio clinico se
encuentra en discusion, normalmente con uno o dos fAirmacos en combinacién, seguido
de un largo periodo de mantenimiento con lenalidomida o bortezomib, que si consigue

prolongar el tiempo de remision de la enfermedad [33].

1.8. Tratamiento del mieloma maultiple refractario y/o en recaida

(MM/RR)

El mieloma multiple refractario y/o en recaida (MM/RR) se define por los siguientes
criterios: enfermedad progresiva, tanto en tratamiento como tras la tltima respuesta
minima; o enfermedad progresiva tras los siguientes 60 dias desde el tltimo tratamiento;

ausencia de respuesta minima durante el tratamiento recibido (enfermedad refractaria
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primaria); la presencia de criterios de enfermedad progresiva en ausencia de
caracteristicas de MM/RR; o MM refractario primario [100]. Las opciones terapéuticas
para estos pacientes suelen ser regimenes basados en tripletes en los que se combina un
IP o un IMiD de segunda o siguiente generacion con un anticuerpo monoclonal anti-CD38
[101]. De acuerdo con el estudio retrospectivo MAMMOTH con una cohorte de 275
pacientes, la SG de los pacientes de MM que no son triple refractarios se situa en 11,2
meses, la de los triple (resistencia a un IP, un IMiD y un anti-CD38) y cuadruple
refractarios (a 1 0 2 IMiDs, 1 0 2 IPs y un anti-CD38) en 9,2 meses, y los penta refractarios
(2 IMiDs, 2 IPs y un anti-CD38) 5,6 meses [102]. En estos datos no se refleja todavia el
impacto sobre la SG de los tratamientos de terapia avanzada inmunoadoptiva. Existen
distintas opciones terapéuticas para estos pacientes. Normalmente, se suelen emplear los
anticuerpos monoclonales anti-CD38 daratumumab o isatuximab, o anti-SLAMF7
Elotuzumab, si no se han recibido previamente, en combinacion con un IP o un IMiD, y
un corticoesteroide. Los principales IPs utilizados en los pacientes MM/RR son
bortezomib, carfilzomib e ixazomib; en cuanto a los IMiDs, se emplean lenalidomida o
pomalidomida [103-105]. La eleccion de la combinacion depende de distintos factores
como el tiempo hasta la progresion, la respuesta a la terapia anterior, la agresividad de la
recaida y el estatus funcional del paciente. Para las siguientes recaidas, se estan
estudiando farmacos con nuevos mecanismos de accion, como venetoclax (ABT-199), un
mimético oral de la molécula BH3, inhibidor de la proteina anti-apoptotica BCL2 que se
ha demostrado muy eficaz en enfermos que presentan la translocacion t(11;14) [106].
Selinexor, aprobado en 2019 para el uso en MM/RR, es un inhibidor selectivo de la
exportacion nuclear y acta inhibiendo la exportina-1 presente en el nticleo de las células
de mieloma [107]. Como consecuencia de esta inhibicidn se produce una retencion en el
nucleo y una activacion de supresores de tumores clave tales como p53, BRCA1/2, RB o
IxB, y receptores de glucocorticoides, asi como la supresion de la traduccion de
oncoproteinas como c-Myec, ciclina D1 o BCL-2 [108]. Estudios recientes indican que
selinexor presenta actividad inmunomoduladora, porque puede reducir la expresion de la
molécula de histocompatibilidad no clasica HLA-E en células B malignas y promover la
activacion de células NK NKG2A™" [109]. Ademas, selinexor no reduce el nimero de
células NK y no interfiere en la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC).
Se ha publicado recientemente que la sensibilidad a selinexor en pacientes de MM se
asocia a la expresion de PVR, ULBP-1, -2 y -3 que son ligandos para receptores

activadores de NK [110]. En 2020 fue aprobado por la FDA belantamab mafodotin. Se
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trata de un anticuerpo frente a BCMA (antigeno de maduracion de células B) que se ha
conjugado a la toxina inhibidora de microtubulos Monometil auristatin F que se une a
tubulina e inhibe la polimerizacion, lo que induce la parada de ciclo celular en la fase
G2/M y apoptosis [111]. No obstante, el ensayo fase III con este anticuerpo no ha
demostrado diferencias en supervivencia libre de progresion (SLP), por lo que su eficacia
a largo plazo se encuentra en discusion [112] y ha sido retirado provisionalmente por la
FDA. Otra opcion terapéutica disponible en los pacientes con MM/RR es un segundo
TAPH, dependiendo del tiempo de respuesta del primer TAPH (>18 meses) [113], con el
que se puede alcanzar una SG del 68% a tres afos [114]. Sin embargo, se requieren mas
estudios aleatorizados para definir el beneficio clinico que representa un TAPH de rescate

dentro de las estrategias terapéuticas del MM/RR [101].

1.9. Inmunosupresion asociada a MM/RR

Existe suficiente evidencia acumulada que indica que la progresion del mieloma esta
asociada a la pérdida del control del sistema inmune sobre el tumor [115]. El sistema
inmune en el contexto de MM/RR se encuentra inmunosuprimido. En el 75% de los
pacientes se produce inmunoparesia debido al predominio del componente monoclonal,
por la que se reduce la capacidad de secretar Ig policlonales [54], y una disfuncion de las
células NK y T [116, 117]. Los pacientes triple refractarios presentan clones de CP
altamente proliferativos, con una expresion disminuida de rutas clave para la
inmunovigilancia, como las del IFN y TNF, y se vuelven independientes de la

sefalizacion por IL-6 y TGF-p [118].

Ocurren distintos mecanismos por los que las células de MM escapan a la vigilancia del
sistema inmune (Fig. 7). Aunque en algunos tumores hematologicos como MM la
expresion de moléculas HLA-I en estadios avanzados es elevada [119], se produce un
defecto en el procesamiento y presentacion de antigenos, modificando el repertorio de
péptidos y reduciendo la capacidad citotdxica de las células T CD8" [120]. En cuanto al
receptor activador DNAM-1, se ha reportado su reduccion en las células NK de pacientes
con mieloma activo en comparacion con individuos sanos o pacientes en remision, lo que
disminuye su actividad [121]. Se ha reportado que, en fases iniciales de la enfermedad,
las células de MM expresan en altos niveles ligandos de NKG2D, como MICA, pero a
medida que progresa la enfermedad, este ligando disminuye su expresion en membrana

en las células mielomatosas [119, 122].
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Por otra parte, la sobreexpresion de HLA-I induce una inhibicion de las células NK
mediada por KIR. La actividad de las células T en MM se ve impactada por el
reconocimiento de puntos de control inhibitorios. Por ejemplo, el receptor inhibitorio
antigeno 4 de linfocitos T citotoxicos (CTLA-4) esta implicado en la activacion temprana
de las células T [123] y la expresion de esta y otras moléculas inhibitorias, como PD-1,
aumenta durante su activacion [124]. También se ha descrito un aumento de la expresion
de PD-1 en las células T de pacientes con MM en comparacion con sujetos sanos [125].
Las células de MM presentan una alta expresion de ligandos de estos puntos de control,
como PD-L1, que cuando interaccionan inmunoeditan la célula T, lo que conlleva el

agotamiento de su actividad y contribuye a la inmunorresistencia.

Entre los mecanismos de evasiéon del sistema inmune, existe un microambiente
inmunosupresor en el que se producen altos niveles de factores inmunes inhibitorios como
MIC A soluble (sMICA), interleuquinas (como IL-6 o IL-10), TGF-B e indoleamina 2,3-
dioxigenasa (IDO) en el suero de los pacientes de MM [126, 127]. Por ejemplo, la IL-6
liberada por el tumor deteriora la capacidad citotdxica de las células NK y estimula la
produccion de IL-10, lo que a su vez suprime la funcion de las células dendriticas e inhibe
la produccion de INF-y por las células NK [128]. TGF-B disminuye tanto la expresion de
NCRs y NKG2D, receptores activadores de la NK, como la expresion de moléculas
coestimuladoras de células T en la superficie de las células dendriticas, reduciendo su
capacidad de presentacion de antigenos [129]. En el mismo escenario, la enzima IDO
causa la parada del ciclo celular y apoptosis de las células T efectoras por deplecion de
triptofano en el microambiente tumoral [130] que, a su vez, produce kinurenina, un
compuesto toxico para las células T y NK. Ademas, la adenosina liberada tras reacciones
cataliticas iniciadas, entre otras, por la molécula de superficie CD38 en la célula de MM,

inhibe la actividad de los linfocitos T [131].

Se ha caracterizado previamente un reclutamiento de células inmunosupresoras en la MO
[132]. En este sentido, la IDO, la IL-10 y el TGF- reclutan a las células T reguladoras
(Tregs), células supresoras derivadas mieloides (MDSCs), macrofagos tipo M2, B
reguladoras, plaquetas, células mesenquimales y fibroblastos asociados a cancer [133],
que favorecen la anergia de las células efectoras [124]. En conjunto, las células supresoras
inmunes presentes en el microambiente tumoral promueven la proliferacion del tumor

mientras reducen la funcion T o NK endogenas a través del contacto directo célula-célula
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o liberando factores solubles. El estado de inmunosupresion persistente en MM justifica

la necesidad de una terapia adoptiva con células NK o T potenciadas ex vivo.

Defectos en el Célula Th2 CélulaT
procesamiento de > oM@ .
antigenos y presentacion ) (o
/a
+ Procesamiento de antigenos - O =0

+ Expresién de antigenos en el

tumor
w (o (@
\ Células MM \IL » / / Q

CélulaT
Secrecién de factores  'CF P
__— inmunosupresores ~ SMICA

IL-6
L-10
TGF-B
- IL-10 / o
fetes
g —— & @
2 s iy > Célula NK
Sefalizacion *~ ] =
moléculas rf o
CélulaT co-inhibitorias o Célula
3 dendritica
/ Reclutamiento de células
KIRf inmunosupresoras
= LN
[\_,/I / ;
Célula NK
MDSC Macréfago Treg
M2

L

CélulaT Célula NK

Figura 7. Inmunosupresién en el mieloma multiple.

El mieloma multiple puede inhibir al sistema inmune a través de mecanismos como presentacion antigénica
deteriorada, sefializacion a través de moléculas coinhibitorias, secrecion de factores inmunosupresores y
reclutamiento de células inmunosupresoras. IDO: indoleamina 2,3-dioxigenasa; TGF-beta: factor de
crecimiento transformante beta; s-MICA: MICA soluble; IL: interleuquina; CTLA-4: antigeno 4 asociado
a linfocitos T citotoxicos; PD-1: programmed death-1; MDSC: célula supresora derivada mieloide; Treg:
célula T reguladora. Modificada de Roeven, Hobo, Schaap, Dolstra. Hum Vaccin Immunother.
2014;10(4):896-910.

2. INMUNOTERAPIA EN MIELOMA MULTIPLE

La inmunoterapia activa es la disefiada para actuar frente al sistema inmune del paciente.
En mieloma multiple existen distintas estrategias inmunoterapéuticas para activar el
sistema inmune contra el tumor (Fig. 8), como son las terapias inmunooncoldgicas
basadas en el bloqueo de los puntos de control inhibitorios, como los anticuerpos anti-
CTLAA4 o anti-PD1 [134], o agonistas coestimuladores, como el anticuerpo monoclonal

anti-CD137 (41BB) para potenciar a las células inmunes [135]. Dentro de la
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inmunoterapia activa se engloban también farmacos anti-MM que son capaces de generar
una respuesta inespecifica en las células del sistema inmune para favorecer su accion anti-
tumoral, como son el inmunomodulador lenalidomida o el inhibidor de proteasoma
bortezomib [136, 137], asi como citoquinas disefiadas por ingenieria genética, como los
superagonistas de IL-15 (NKTR255 o ALT-803) [138, 139] (NCT02099539). En la
inmunoterapia activa también se emplean vacunas terapéuticas para estimular el sistema
inmune frente al tumor, como las basadas en factores estimulantes de colonias como GM-
CSF, que reclutan células dendriticas u otras células presentadoras de antigenos [140] o
vacunas basadas en la infusion directa de péptidos [141] o nanoparticulas que producen
una respuesta frente a MM [142]. La inmunoterapia pasiva hace referencia a la
transferencia de anticuerpos o terapias celulares dirigidas directamente contra el tumor.
En MM, los anticuerpos monoclonales aprobados son elotuzumab o daratumumab [143,
144] y entre los anticuerpos conjugados a toxinas mas relevantes se encuentra belantamab
mafodotin [145]. Ademas, se estd estudiando la inmunoterapia adoptiva, por ejemplo, el
uso de linfocitos infiltrantes de médula [146], células dendriticas o células NK
(NCT02481934), o células T o NK redirigidas con un receptor quimérico de antigeno

(CAR) [147] frente a antigenos tumorales, como se describe posteriormente.
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Figura 8. La inmunoterapia en MM.

Inmunoterapia activa y pasiva en el tratamiento de MM. IMiDs, farmacos inmunomoduladores; mAbs,
anticuerpos monoclonales.
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2.1. Inmunoterapia pasiva

2.1.1. Anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales representan una estrategia alternativa anti-neoplasica
dirigida ya que pueden ser disefiados para atacar a una determinada molécula en la
superficie de las células de mieloma. El primer anticuerpo monoclonal sin conjugar
autorizado para el tratamiento de mieloma multiple fue daratumumab [148], que se une a
la ectoenzima de membrana CD38 presente en las células de mieloma en altas cantidades,
mientras que se expresa en bajos niveles en las células mieloides y linfoides normales
[149]. El daratumumab exhibe distintos modos de actuacién. La unién de daratumumab
al CD38 de las células de mieloma induce apoptosis directa, ademds, puede mediar la
muerte de las células de mieloma por citotoxicidad mediada por complemento, ADCC
[150] y fagocitosis mediada por anticuerpo [151]. Daratumumab también modula el
ambiente inmunosupresor que se genera en la médula 6sea, favoreciendo la reduccion de
moléculas inmunosupresoras como la adenosina e inhibiendo la actividad enzimatica
CD38 en las células plasmaticas de mieloma [143]. El daratumumab también acttia frente
a las células inmunosupresoras, como las Treg y las células MDSCs, que son CD38"
[143]. Tras 3 anos de seguimiento, el estudio en fase 3 CASTOR para pacientes con
MM/RR ha demostrado un beneficio clinico del empleo de daratumumab en combinacion
con bortezomib y dexametasona frente al tratamiento en ausencia de daratumumab (SLP
de 16,7 meses frente a 7,1 meses) [148]. Entre los efectos adversos mas comunes de grado
3-4 asociados a esta terapia se encuentran toxicidades hematologicas como
trombocitopenia, anemia, neutropenia y linfopenia, y otros no hematologicos como
neuropatia sensorial periférica [152]. Otro anticuerpo anti-CD38 aprobado para el
tratamiento de MM/RR es isatuximab, y existen otros en desarrollo avanzado, como
MOR202 y TAK-079.

Elotuzumab fue el primer anticuerpo monoclonal aprobado para el tratamiento de
MM/RR. Se une a la proteina SLAMF7 (también conocido como CS1), que es un
miembro de la superfamilia de los receptores de inmunoglobulinas presente en las células
del mieloma, aunque también en células NK [153]. Elotuzumab potencia al sistema
inmunologico en el ataque directo sobre las células, es decir, elotuzumab no induce
directamente la muerte del tumor si no que promueve la activacion de las células NK a

través de ADCC. Ademas, se ha publicado que la combinacion de elotuzumab con
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bortezomib aumenta significativamente la eficacia terapéutica in vivo en modelos de ratén
[154]. Tras 3 afos de seguimiento, el ensayo clinico en fase 3 ELOQUENT-2 demostro
una mejora de la SLP empleando elotuzumab en combinaciéon con lenalidomida y
dexametasona, en comparacion con el tratamiento en ausencia de elotuzumab (31,4 meses
frente a 29,5 meses) (NCT01239797). Entre los efectos adversos asociados a este
tratamiento se encuentran toxicidades hematoldgicas principalmente, como

linfocitopenia o neutropenia [155] .

2.1.2. Anticuerpos biespecificos de células T (BiTE)

A diferencia de la terapia personalizada T-CAR que requiere la extraccion de las células
T del paciente para su modificacion y posterior infusion, a la que se hard referencia a
continuacion, los anticuerpos biespecificos son una terapia universal con menores efectos
adversos. Los anticuerpos biespecificos de células T (BiTE) en su forma mas bésica
consisten en una proteina de fusion que contiene las regiones variables de las cadenas
ligera y pesada de las Igs (scFv) de dos anticuerpos monoclonales unidos, una dirigida
frente a CD3 presente en la superficie de las células T y la otra dirigida frente a un
antigeno asociado al tumor [156]. Estas moléculas BiTE se unen y activan las células T
redirigiéndolas contra las células tumorales, independientemente de una presentacion
antigénica en el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) [157]. Teclistamab
reconoce CD3 y BCMA expresado en las células de MM. En cuanto a su eficacia, el
ensayo clinico MajesTEC-1 en fase 2 (NCT04557098) ha mostrado una tasa de respuesta
global del 70% en los pacientes de MM/RR. Los efectos adversos mas comunes fueron
sindrome de liberacion de citoquinas, neutropenia, anemia, trombocitopenia e infecciones
frecuentes, asi como neurotoxicidad de grado 1-2 [158]. Otro BiTE aprobado para el
tratamiento de MM/RR es talquetamab, un BiTE que se une a GPRCDS5SD y CD3,
redirigiendo a las células T para atacar a las células de mieloma. GPRCS5D presenta una
alta expresion en las células plasmaticas patologicas, mientras que su expresion es
limitada en los tejidos normales [159]. El ensayo clinico en fase 2 MonumenTAL-1
(NCT03399799) ha mostrado una tasa de respuesta global del 71%. Y en cuanto a los
efectos adversos, se han reportado sindrome de liberacion de citoquinas, neutropenia y
disgeusia, asi como reacciones cutaneas [160]. Otros BiTE en desarrollo son elranatamab
o linvoseltamab, dirigidos frente a BCMA. En la Tabla 3 se muestran las tasas de eficacia

y los principales eventos adversos de los mas relevantes.
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2.1.3. Inmunoterapia adoptiva CAR

La terapia adoptiva utilizando receptores quiméricos de antigenos (CAR) ha
revolucionado el tratamiento de los tumores hematologicos. La terapia T-CAR consiste
en la extraccion y expansion in vivo de células T desde sangre periférica y modificadas
genéticamente frente a una proteina de superficie de las células de mieloma. Las células
T-CAR modificadas son de nuevo infundidas al paciente para eliminar especificamente
la célula tumoral, tras una linfodeplecion del paciente para evitar que su sistema inmune
pueda rechazarlas [68]. Un CAR consta de un fragmento variable de cadena simple (scFv)
de un anticuerpo monoclonal o el ectodominio de un receptor natural, que constituye el
dominio de unidn al antigeno especifico para el que ha sido disefiado [161]; esta region
se ancla a un dominio transmembrana a través de un elemento bisagra o espaciador, y
este, a su vez, va unido a un dominio intracelular compuesto por un dominio sefializador
CD3(y, en funcién de si contiene uno o varios dominios coestimuladores, se clasifican
en 1%, 2% 0 3% generacion [161-163] (Fig. 9). Existen también los denominados CAR de 4°
generacion o “CAR armados”, que ademas son capaces de producir de forma autocrina
citoquinas que modifican el microambiente tumoral, incorporando a la estructura del
CAR el transgén deseado [164]. Recientemente, se han incluido los CAR de 5*
generacion, que incorporan el dominio sefalizador del receptor de una interleuquina, el
mas comun incorpora el receptor de la IL-2, que permite la activacion de la ruta
JAK/STAT [165]. Entre los principales dominios coestimuladores se encuentra 4-1BB,
CD27, CD28, 0X40, ICOS y CD40, entre otros.

1? generacion 2% generacion  3* generacion 42 generacion 52 generacion
Conector (linker)

scFv

DM unién a
alig=no Bisagra
DM { "
transmembrana L «ees
CD3Y B
DM inductor “ s

sefalizador IL-12

= 'O IAK
’ Co-estimulador 1

.Co-estimulador 2 Pej. IL-12

Figura 9. Estructura y clasificacién de una molécula CAR.
DM: dominio. Adaptada de Rafei, Daher, Rezvani. Br J Haematol. 2021 Apr; 193(2):216-230. [166]
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2.1.4. Dianas clave en la inmunoterapia del MM

BCMA

El antigeno de maduracion de células B es una glicoproteina transmembrana de tipo III
que pertenece a la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral (TNFRSF17)
y presenta un perfil de expresion limitado a plasmablastos y células plasmaticas sanas y
patologicas. Hallazgos recientes también sugieren que BCMA puede expresarse en
células del ganglio basal, dando lugar al sindrome Parkinsoniano [167]. BCMA
desempefia un papel importante en la proliferacion y en la supervivencia de las células B
[168]. Los ligandos de BCMA son: el factor de activacion de células B (BAFF) necesario
para la homeostasis y el desarrollo de las células B, y APRIL (por sus siglas en inglés “a
proliferation-inducing ligand”), que induce la activacion de células B y su proliferacion
[169]. BAFF se expresa principalmente en monocitos y células dendriticas [170],
mientras que APRIL ha sido identificado en monocitos [169] y células tumorales como
en linfoma o carcinoma de colon [171]. Se han encontrado niveles incrementados de
BAFF y APRIL en la circulacion de pacientes de MM [172, 173]. Entre las rutas de
sefalizacion implicadas que median estas funciones tras la interaccion de BAFF o APRIL
con BCMA estan NF-kB, JNK, ERK o MAPK, importantes para el crecimiento y

supervivencia de las células plasmaticas [174].

Se ha demostrado que los niveles de BCMA soluble (sSBCMA) aumentan en el suero de
los pacientes de MM a medida que progresa la enfermedad [175]. Las Y-secretasas son
complejos de proteasas de multiples subunidades que escinden las proteinas
transmembrana de un solo paso, dentro del dominio transmembrana. Entre sus sustratos
se encuentra la molécula BCMA [176], que es liberada al citoplasma en su forma soluble.
De esta forma, el SBCMA compite con el BCMA en membrana por la union a BAFF y
APRIL [177], y con el CAR de BCMA a modo de seiiuelo [178]. Este fendémeno de
evasion tumoral podria comprometer la eficacia de las terapias anti-BCMA, aunque estos
efectos pueden mitigarse con el empleo de inhibidores de Y-secretasas [175] en

monoterapia o en combinacion con el &cido trans-retinoico [179].

Ligandos del receptor NKG2D (NKG2D-L)

NKG2D es uno de los principales receptores activadores de las células NK, aunque
también se expresa en células NKT y linfocitos T citotdxicos, principalmente células T

Y38 y aff CD8"[180]. También se ha detectado en algunas subpoblaciones CD4" bajo
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condiciones patoldgicas como enfermedad de Crohn [181] o tras una infeccion viral por
citomegalovirus [182]. El receptor consiste en un homodimero proteico de tipo II que
pertenecen a la superfamilia de lectinas de tipo C. La sefalizacion de este receptor se
desencadena tras la formacion de un hexdmero con el adaptador DAP10, que contiene
dominios YxxM, que se fosforilan en el citoplasma y producen la uniéon de la subunidad
p85 de la quinasa PI3K y las moléculas Grb2 y Vavl [183]. Los ligandos de NKG2D
(NKG2D-L) estan compuestos por 8 proteinas distintas: MICA, MHC clase I relacionado
con polipéptido A, MICB y 6 proteinas de uniéon a la proteina UL16 (ULBPs) 1-6
(ULBP1-6) [184]. Se conoce que al menos uno de estos ligandos se expresa en mas del
85% de los tumores hematologicos, incluido MM [119, 185]. Mientras que la expresion
constitutiva de NKG2D-L en tejido sano esta restringida a epitelio gastrointestinal [186],
su expresion se induce en células dafiadas o bajo condiciones de estrés como choque
térmico [186] o estrés oxidativo [187], asi como en células infectadas por virus [188, 189]

o situaciones de hiperproliferacion [190].

La expresion de los ligandos de NKG2D esta regulada de forma transcripcional y
postranscripcional. Existen represores y activadores transcripcionales de estos ligandos.
La induccion de la expresion de NKG2D-L se asocia a los reguladores de las rutas de
respuesta a dafio en el ADN, entre los que se encuentran ATR y ATM, asi como sus
sustratos fosforilados Chkl y Chk2, y el supresor tumoral p53 [191]. Otro activador
directo de los NKG2D-L implicado en el ciclo celular es el factor E2 (E2F). Por otra
parte, la sefializacion por TGF- [192] asi como la activacion de la ruta JAK/STAT [193]
reprimen la expresion de NKG2D-L. Por ejemplo, se conoce que las histonas deacetilasas
(HDAC) 3 [194] y 8 [195], la quinasa glicogeno sintasa 3 (GSK3) [196] y el factor de
transcripcion IRF4 [75] son capaces de reprimir la expresion de los ligandos de NKG2D.
Otro regulador negativo de la expresion de NKG2D-L es la hipoxia, que promueve la
liberacion de exosomas y el corte de estos ligandos al medio soluble que pueden actuar
como sefiuelos [197] a través de la disrupcion de la sefializacion del 6xido nitrico [198].
Por otro lado, las proteasas MMP (metaloproteinasas de la matriz) y las metaloproteinasas
ADAM (por sus siglas en inglés a disintegrin and a metalloproteinase),
fundamentalmente ADAM 9, 10 y 17 [199], se encargan del corte de NKG2D-L en
membrana, provocando el aumento de los ligandos en su forma soluble. Se ha demostrado
que los niveles de MICA soluble (sMICA) son un factor pronostico en MM [200]
bloqueando el receptor y disminuyendo la expresion del receptor NKG2D [201], lo que
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contribuye a la inmunoevasion tumoral. No obstante, se ha demostrado que altos niveles

de sMICA no afectan a la actividad citotoxica de las células T NKG2D-CAR [202].

CD138 (Syndecan-1)

CD138 es una glicoproteina transmembrana de tipo I que pertenece a la familia
sindecano-proteoglicano. Entre sus funciones se encuentra la sefalizacion celular,
adhesion célula-célula, organizacion del citoesqueleto y tumorigénesis [203]. Se expresa
principalmente en células epiteliales, aunque también en células linfoides (pre-B) y
células mesenquimales en el estroma de la MO. Las células de MM presentan una alta
expresion de CD138, su marcador de linaje. CD138 soluble es un factor de mal pronostico
en MM [204]. CD138 reconoce numerosas moléculas de adhesion extracelular, integrinas
[205], factores de crecimiento [206], citoquinas [207] y quimiocinas [208]. Ademas,
CD138 se une al factor de supervivencia APRIL y al receptor TACI (del inglés
transmembrane activator and calcium modulator and cyclophilin ligand interactor) en
las células de MM [209]. En MM se le ha atribuido una toxicidad por expresion de la
diana fuera del tumor, ya que CD138 se expresa también en distintos tejidos sanos como

células epiteliales, tracto gastrointestinal, hepatocitos o vejiga [210].

CD38 (ADP-ribosa ciclasa 1)

CD38 es una glicoproteina de tipo II de la familia de las ADP-ribosa ciclasa que juega un
papel regulador en la homeostasis del calcio, la sefializaciéon nicotinamida adenina
dinucleétido (NAD) y adhesion [211]. Se expresa en mayor medida en células
hemotopoyéticas y células mieloides, aunque en menor medida se puede encontrar en casi
todos los tipos de tejidos [212]. De manera uniforme, se expresa en altos niveles en las
células plasmaticas de MM. Por ello, frecuentemente se utilizan anticuerpos
monoclonales dirigidos frente a CD38, como daratumumab [213]. El ligando conocido
de CD38 es la molécula de superficie de células endoteliales CD31 [214]. Se ha reportado
toxicidad asociada a fratricidio debido a la expresion de CD38 predominantemente en las
células NK, pero también en células B, macréfagos, células dendriticas, células T, células

linfoides innatas, neutrdfilos y monocitos [215].

GPRC5D (G Protein-Coupled Receptor Class C Group 5 Member D)

GPRCS5D es un receptor transmembrana huérfano que pertenece a la familia de receptores
acoplados a proteinas G, cuya funcién y ligandos no se conocen con exactitud, aunque se

le ha atribuido un papel importante en la proliferacion tumoral en MM [216]. Las células
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de MM expresan GPRCS5D en altos niveles, y las células plasmaticas sanas o células B
muestran una menor expresion de este receptor [159]. Las células del foliculo piloso [217]
y las células de la placa ungueal expresan GPRC5D [218], pero un estudio en monos ha
demostrado ausencia de alopecia mediada tras el tratamiento con células T GPRC5D

CAR [219].

CD19

CD19 es una glicoproteina transmembrana de tipo I que pertenece a la superfamilia de
las inmunoglobulinas. CD19 juega un papel en la respuesta inmune, modulando la
sefalizacion del receptor de células B (BCR), que se expresa en células B durante todo el
proceso de maduracion hasta la diferenciacion terminal en células plasmaticas, donde
desaparece [220]. La microscopia de alta resolucion dSTORM ha mostrado una baja
expresion de CD19 en las células clonotipicas de MM, que se caracterizan por una alta
tasa proliferativa y resistencia a tratamientos [221]. Esta expresion no es detectable por
citometria de flujo en una alta proporcion de pacientes [222], lo que justificaria que
algunos pacientes de MM/RR respondan a terapias T-CAR anti-CD19 en combinacion

con otros tratamientos [221].

SLAMEF7 (CS1)

SLAMF7, también denominado CS1, es un receptor glicoproteina de membrana de la
familia de la molécula activadora senalizadora de linfocitos (SLAM) involucrado en
funcién inmune y mediacion de la inmunidad [223]. SLAMF7 actiia como ligando y
receptor, es decir, reconoce como ligando otra molécula de SLAMF7 [224] y presenta
una alta expresion en células plasmaticas normales y patologicas de MM [225]. No
obstante, también se expresa en tejido sano, predominantemente en células NK y en

células T CD8" [226], por lo que induce fratricidio de las poblaciones inmunes efectoras.

FcRLS (CD307)

El receptor Fc receptor-like 5 (FCRLS o IRTA2) pertenece a la familia de los receptores
Fc. Se expresa solo en el linaje B, sobre todo en células B de memoria y células
plasmaticas [227]. FcRLS5 pertenece a una familia de 6 genes identificados recientemente
de la superfamilia de las inmunoglobulinas. Los ligandos de FcRLS5 no se conocen, pero
la sefializacion por FcRLS se ha asociado a una proliferacion aumentada y a la expresion

isotipica durante el desarrollo de las células B primadas por antigeno. Las toxicidades
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predecibles de las terapias dirigidas contra este receptor son coincidentes con los tejidos

fuera del MM donde se expresa, como son la piel y el tracto gastrointestinal [228].

CD44 variante 6 (CD44v6)

CD44, un miembro de la familia de las glicoproteinas transmembrana implicadas en
adhesion celular, promueve la migracion celular y la supervivencia tumoral [229]. CD44
presenta una gran heterogeneidad debido al corte alternativo de al menos 10 de los 20
exones que presenta el gen CD44, lo que da lugar a las distintas variantes con dominios
extracelulares variables [230]. Entre las variantes de CD44 se encuentra CD44v6, que
contiene el dominio 6 de los exones [231]. CD44v6 se expresa en diversos tipos
tumorales, principalmente adenocarcinomas escamosos pero también en MM de alto
riesgo y LMA [232], mientras que en tejido sano su expresion se restringe a algunas
subpoblaciones de células del epitelio, como los queratinocitos [233]. CD44v6 es el
receptor de acido hialuréonico [234] y otros ligandos como osteopontina [235], el factor
de crecimiento de hepatocitos (HGF) [236], coldgeno, metaloproteinasas de la matriz
[237] y selectina-E [238]. La expresion de la diana fuera del tumor hizo que se detuviera
el desarrollo con el anticuerpo anti-CD44v6 bivatuzumab por toxicidad sobre piel y
mucosa, pero esa toxicidad no se ha observado cuando la scFv del anticuerpo se incorpora
a las células T-CAR [239]. CD44v6 se expresa también en células del sistema monocito-
macrofagico [240] y produce una toxicidad reversible que puede estar relacionada con
una disminucion del grado de la tormenta de citoquinas (CRS) que se produce cuando se

utiliza este CAR [241].

Ademas de las citadas dianas terapéuticas, otras se encuentran en estudio para MM, como

integrina 7 [242] y CD229 [243].

2.1.5. Inmunoterapia T-CAR en MM

La inmunoterapia T-CAR es una terapia innovadora que ha mostrado eficacia sin
precedentes en enfermedades oncohematoldgicas como la leucemia linfoblastica tipo B 'y
linfomas CD19"[244, 245], en pacientes en linea avanzada de tratamiento. Paralelamente,
los resultados en los ensayos pivotales han resultado en la aprobacion de dos productos
T-CAR BCMA para pacientes con MM/RR en cuarta linea de tratamiento. Idecabtagene
vicleucel (ide-cel) fue el primero en aprobarse mediante el ensayo pivotal fase I/I

KarMMal (NCT03361748). En una cohorte de 128 pacientes, el ratio de respuesta global
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se situd en el 73% con una SLP de 8,8 meses [246]. El 84% de los pacientes desarrollaron
tormenta de citoquinas, o CRS por sus siglas en inglés, un 18% reporté complicaciones
neuroldgicas y las citopenias fueron frecuentes [247]. En cuanto a ciltacabtagene
autoleucel (cilta-cel), dentro del ensayo CARTITUDE-1 (NCT03548207), se estudié una
cohorte de 97 pacientes cuyo ratio de respuesta global se situd en el 97,9%, con una SLP
del 60,5% a 2 afios [246]. Respecto a la toxicidad, el 95% de los pacientes desarrollaron

CRS, el 21% desarrollo neurotoxicidad y las citopenias fueron también frecuentes [247].

En la actualidad hay registrados alrededor de 130 ensayos clinicos T-CAR en MM. La
mayoria (alrededor de 80) de ensayos estan redirigidos hacia BCMA, aunque se estan
desarrollando otros productos T-CAR dirigidos frente a SLAMF7 (NCT03958656) [248],
CD38 (NCT03464916) [249], GPRCS5D (NCTO04555551) [250], CD44v6
(NCT04097301) [251], CD19 (NCT02135406) o NKG2D (NCT02203825), entre otros.
En relacion con el CAR NKG2D, esta molécula quimérica ha demostrado tener efecto
anti-MM ademas de actividad antiangiogénica frente a la neovasculatura del tumor,
ademads de su papel inmunomodulador del microambiente tumoral al dirigirse frente a
células inmunosupresoras MDSCs y Treg, y reclutar células mieloides y macréfagos
[252]. Enun ensayo fase I con células T-CAR NKG2D frente a MM/RR (NCT02203825)
no se objetivd ninguna respuesta salvo una mejora transitoria en los parametros
hematologicos y no se produjeron CRS ni neurotoxicidades. La expansion y persistencia
de las células T-CAR fue muy limitada dentro del paciente, lo que podria justificar la falta
de eficacia [253]. En la tabla 3 se comparan las principales terapias aprobadas por la FDA

para el tratamiento de pacientes de MM triple-refractarios.

A diferencia de lo que ocurre en los ensayos con T-CAR anti-CD19, las curvas de
supervivencia en los ensayos T-CAR BCMA no alcanzan plateaus [247]. La falta de
estabilidad en la respuesta puede deberse a mecanismos de resistencia intrinsecos al
tumor, como la apariciéon de clones negativos o células con baja expresion del antigeno
diana [254, 255] o que afectan al efector T, por ejemplo los mecanismos de agotamiento
mediados por los puntos de control inhibitorios [256]. Una solucion para vulnerar estos
mecanismos de resistencia consistiria en el uso de otros efectores inmunes cuya eficacia
no depende solamente del receptor quimérico o la utilizacion de células T-CAR duales.
Entre las combinaciones de T-CAR duales para el tratamiento de MM/RR para sobrepasar

la recaida por pérdida de la diana CAR se encuentran la combinacion de los CAR
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BCMA/GPRCS5D [257], BCMA/CD38 [258] (ChiCTR1800018143) y BCMA/CD19
[259] (NCT04236011).

Una vez que los pacientes progresan tras recibir un tratamiento con células T-CAR anti-
BCMA tienen pocas opciones terapéuticas disponibles y los estudios donde se analiza su
pronostico en este contexto son escasos. Un estudio reciente recoge la evolucion de 20
pacientes que recayeron tras la terapia T-CAR anti-BCMA vy recibieron tratamientos de
rescate con anticuerpos anti-CD38, IMiDs, regimenes triples o cuadruples de
combinaciones de farmacos, auto o alotrasplante o mas rondas de terapia T-CAR [260].
La media de SG y SLP de estos pacientes tras recaer a la terapia T-CAR anti-BCMA fue
de 11,9 y 4,5 meses, respectivamente. De los pacientes que recibieron una segunda terapia
T-CAR anti-BCMA tras recaer a la primera, la SLP aumento6 a 14,3 meses, y la SG no ha
sido todavia alcanzada. Los pacientes que recibieron una terapia T-CAR dual CD19-
BCMA alcanzaron una SG y SLP inferiores, de 8,1 y 1,1 meses, respectivamente. En otro
estudio retrospectivo basado en las respuestas de 79 pacientes que recayeron tras recibir
una terapia T-CAR anti-BCMA [261], los pacientes alcanzaron de media una SG de 17,9
meses. Estos pacientes recibieron tras recaer un tratamiento de rescate o una terapia
basada en células T. El ratio de respuesta global del primer grupo fue 43,4%, con una
SLP de 3,5 meses. El 44,3% restante de los pacientes recibieron una terapia basada en
células T (BiTE o una subsiguiente terapia T-CAR), todavia no ha alcanzado la SG
despues de 21,3 meses de seguimiento, y la SLP superd los 9 meses. Estos estudios
sugieren que una segunda inmunoterapia, ya sea otra terapia T-CAR o BiTE, después de
la recaida a la terapia T-CAR contribuye de manera significativa a la supervivencia,
independientemente de que sean dirigidas de nuevo frente a BCMA u otras dianas [261].
Este escenario puede jutificar el uso de nuevas inmunoterapias de forma secuencial, como

la terapia con células NK-CAR.
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Muerte

Ratio Duracion . . .
Mediana Mediana Neuro- asociada

Fase Pacientes de media de CRS

SLP SG toxicidad a
recaida

RG respuesta

o

%) meses meses meses % (>grado 3) n°(%)

Terapias aprobadas por la FDA
32

Selinexor 2 122 (26) 44 3,7 8,6 NA NA 12 (10)
Belantamab 31
mafodotin 2 97 (32) 11 2,8 13,7 NA NA 7(7)
Idecabtagene 94 84
vicleucel 2 128 73) 10,7 8,8 24.8 5) 18 (3) 17 (14)
Ciltacabtagene 1B- 95 95
autoleucel N 97 98) NR NR NR 5) 22(12) 16 (17)
Teclistamab 1-2 165 104 18,4 11,3 18,3 72 14 (1) 19 (12)
(63) @)
BCMA-CD3 anticuerpos biespecificos en desarrollo clinico
Elranatamab 2 94 T NA NA NA Y e 1
(61) ©)
ABBV-383 1 118 NA NA NA NA (5;; 5 (NA) 6(5)
Linvoseltamab 37 38
(REGN5458) 1 73 51) NA NA NA 0) 4 (0) 5(7)
Pavurutamab 21 65
(AMG701) 1 85 (26) NA NA NA ©) NA 4(5)
Alnuctamab 13 77
(CC-93260) 1 30 43) NA NA NA 3) NA 3(10)

No BCMA-CD3 anticuerpos biespecificos en desarrollo clinico

Talquetamab

(GPRC5D- 1-2 74 49 10’2-1?.’ NA NA 78 NA NA
(66) dos dosis )

CD3)

Cevostamab 64 81

(FCRLS-CD3) 1-2 161 (45) 11.5 NA NA ) 14 (1) 6 (4)

Tabla 3. Nuevos tratamientos para el MM/RR.

Terapias y anticuerpos Biespecificos (BiTEs) en desarrollo clinico y aprobados por la FDA para el
tratamiento de MM/RR que ya han recibido previamente un agente inmunomodulador, un inhibidor de
proteasoma y un anticuerpo anti-CD38. Adaptada de Mailankody, Landgren. N Engl J Med. 2022 Aug
11;387(6):558-561. [262].

3. INMUNOTERAPIA NK-CAR EN MM

A pesar de los resultados prometedores que ofrece la terapia T-CAR, existen algunas
limitaciones tras la administracion de la terapia T-CAR como la neurotoxicidad asociada

a células inmunes (ICANS), que aparece en el 20% de los casos, y el riesgo de desarrollar
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CRS en el 85-95% de los casos [263], asi como linfohistiocitosis hemofagocitica [264],
citopenias prolongadas y toxicidad en la diana fuera del tumor (en inglés on-target off-
tumor) [265]. Ademas, la terapia T-CAR conlleva una complejidad asociada a su manejo,
un elevado coste, fallos de produccion debido a células procedentes de pacientes
politratados [244] y probabilidad de contaminacion por el tumor [266]. La terapia T-CAR
autologa conlleva también un tiempo prolongado desde que se obtienen los efectores
autologos T hasta que se modifican y se vuelven a infundir al paciente, ya que no se puede
emplear la terapia T-CAR en contexto alogénico sin edicion gendmica, por su elevado

riesgo de enfermedad de injerto contra huésped (EICH) [267].

Recientemente, ha emergido la terapia con células NK-CAR por sus Unicas y multiples
ventajas bioldgicas, como su nula toxicidad, con riesgo minimo de desarrollar EICH ni
CRS graves [268] y uso potencial tanto en contexto autélogo como alogénico. Un estudio
reciente ha demostrado la desaparicion de efectos toxicos en la diana fuera del tumor en
la transicion T-CAR a NK-CAR en un modelo de LMA con un CAR de CD123 [269]. La
vida media de una células NK es alrededor de 2 semanas [270]. Sin embargo, se puede
aumentar su persistencia in vivo mediante el uso de citoquinas como IL-2 o IL-15 [271].
Los efectos adversos asociados al CAR se ven reducidos debido a la corta vida media de
una NK, por lo que en la mayoria de los casos no se requiere la expresion adicional de
interruptores suicidas [272, 273]. Ademas, estos efectores inmunes son capaces de llevar
a cabo citotoxicidad independientemente del CAR gracias a sus receptores naturales. A
diferencia de la terapia T-CAR autdloga, la terapia NK-CAR en contexto alogénico
producida desde donantes sanos reduce costes, tiempos de produccion y constituye un
producto “listo para su uso” sin necesidad de edicion gendmica. La facil y rapida
disponibilidad de células NK alogénicas permite la administracion de maultiples
infusiones de NK-CAR, sin necesidad de aumentos en el tiempo de espera para los

pacientes graves [274].
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Figura 10. Propiedades relevantes derivadas del uso de las células NK-CAR.

Las células NK se pueden obtener de distintas fuentes y pueden modificarse para redirigir su especificidad
frente a antigenos tumorales a través de la expresion de una molécula CAR. Las células NK se pueden
expandir ex vivo hasta alcanzar cantidades clinicas significativas. Presentan caracteristicas innatas como la
presencia de receptores activadores, incluyendo CD16 que permite atacar al tumor a través de ADCC,
otorgando funcionalidad de manera independiente al CAR. CB: cordon umbilical; PBMC: células
mononucleadas de sangre periférica; iPSC: células madre pluripotentes inducidas;, FAS-L: ligando de
FAS; IL2: interleuquina 2; IL15: interleuquina 15; TRAIL: factor de necrosis tumoral relacionado con el
ligando de induccion de apoptosis. Modificada de Sivori, Meazza et al. J Clin Med. 2019 Oct
16;8(10):1702. [274]

3.1. Propiedades nativas de la célula NK por las que superan a la

inmunoterapia con células T

Las células NK son efectores inmunes innatos que derivan de un progenitor linfoide
comun en la MO y que pasan por 6 estadios de diferenciacion desde NK inmaduras a
maduras, distribuyéndose después a los distintos 6rganos linfoides secundarios y tejidos,
principalmente sangre periférica (SP), higado, bazo y pulmoén. En los tres tiltimos estadios
de maduracion, las células NK pierden expresion de CD62L, NKG2A, CCR7 y CXCR3,
mientras que la expresion de CD57, CD16, KIR, NKG2D y perforina aumentan (Fig. 11)

[275, 276]. Tradicionalmente, las células NK también han sido clasificadas en
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inmunomoduladoras (CD56"#"CD167%™), m4s inmaduras y localizadas preferentemente
en tejidos linfoides secundarios [277], y NK maduras (CD564™CD16"¢"), con funcion
citolitica y se encuentran preferentemente inmunovigilando en sangre periférica [278].
Ademas de estas dos poblaciones, recientemente se ha descrito una poblacion de células
NK CD56'NKp46" que, en individuos sanos, se encuentran en baja proporcion pero son
abundantes en infecciones virales cronicas o agudas [279]. La funcion principal de una
célula NK es identificar y eliminar las células estresadas, infectadas por virus o
senescentes, ademas de controlar las células tumorales y metastasis [280, 281]. Las

células NK representan alrededor del 10% de los linfocitos circulantes en SP.

Precursores NK Células NK maduras
Pro-NK Pre-NK iNK CD56Prient CD56“™CD57* CD56“™CD57- NK de
(Estadio 1) (Estadio 2) (Estadio 3) (Estadio 4) (Estadio 5) (Estadio 6) 'memoria’
e > o s o e

Médula 6sea Organos linfoides Sangre periférica/Tejidos

Marcadores de
diferenciacion

Receptores de
citoquinas

IL-2RB (CD122)
Nkp46 (CD335)
Nkp30 (CD337) Receptores
NKG2D (CD314) activadores
2B4 (CD244)

FcyRINIA (CD16)
CD94/NKG2A (CD159a)
KIR(CD158)

Receptores
inhibidores

Perforina
GranzimaA
Granzima B

Grénulos

IFN-y (exo, citoquinas)
Educacion

Degranulacion (diana celular)
IFN-y/TNF-a (diana celular)

Funcién

Figura 11. Representacion esquematica del desarrollo y diferenciacion de las células NK.

Adaptada de Cichocki, Miller, Anderson, Bryceson. Front Immunol. 2013 Feb 28; 4:55.

A diferencia de las células T, que producen un perfil de secrecion de citoquinas pro-
inflamatorias como TNFa, IL-1, IL-8 o IL-6, responsables de la mayoria de las
complicaciones anteriormente descritas, la corta vida media de una NK ademas de la
secrecion de un perfil de citoquinas inmunoreguladoras distinto (como TNF-a, IFN-y,
GM-CSF e IL-3), son probablemente responsables de las ventajas en cuanto a seguridad
de la terapia NK-CAR [272]. Otra de las ventajas de las células NK es que el riesgo de

producir EICH es minimo ya que su respuesta no esté restringida por el sistema antigeno
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leucocitario humano HLA, a diferencia de las células T, cuya activacion depende del
reconocimiento antigénico por las moléculas HLA a través del TCR [282]. Las células
NK son capaces de reconocer células sanas a través de un balance entre senales
activadoras e inhibidoras (Fig. 12a) generadas desde distintos receptores de linea
germinal (Fig. 13). Ademads, son capaces de reconocer y eliminar células tumorales que
no expresan moléculas del MHC de clase I propias (Fig. 12b) [283], asi como lisar células
dafiadas o inducidas por estrés a través del reconocimiento de ligandos por sus receptores

activadores, sobrepasando la sefial inhibitoria (Fig. 12c) [284].

A. Célula sana B. Ausencia de reconocimiento propio
/N—SAISIS\ Lisis
Receptor /_\

inhibidor '} {“"MHC clase

S [

Célula sana Célula tumoral

%° _Granulos )deficiente en MHC clase |
liticos

Ligéndo
estimulador

Receptor
activador

C. Induccion de ligandos propios D. ADCC
Lisis

- =0 ,
7 il daTiada b <A— Célula tumoral

C h \

\ )

\

estresada o tumoral [

g CD16 i Antigenos
~——— Anticuerpo tumorales

Figura 12. Representacion esquematica de las funciones de la célula NK.

MHC, complejo mayor de histocompatibilidad. Imagen adaptada de Morvan MG & Lanier LL, Nature
Reviews, 2016. [284].

Entre los receptores activadores de una NK se encuentran el receptor NKG2D (CD314),
DNAMI1 (DNAX molécula accesoria 1), el receptor CD16 y los receptores naturales de
citotoxicidad (NCRs). NKG2D se ha mencionado anteriormente y es uno de los
principales receptores activadores de las células NK. Otro receptor activador importante
es DNAM-1, es una glicoproteina transmembrana que actia como coreceptor [285] y
reconoce los ligandos del receptor de poliovirus (PVR) y Nectin-2 sobreexpresados en
células tumorales [286]. El receptor activador CD16 (FcY'RIIIa) reconoce la region Fc de
los anticuerpos IgG y es capaz de opsonizar células tumorales y eliminarlas via

citotoxicidad dependiente de anticuerpo (ADCC) [287]. Los NCRs son NKp30 (CD337),
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NKp44 (CD336) y NKp46 (CD335), receptores transmembrana de tipo I que pertenecen
a la familia de las inmunoglobulinas [274]. El receptor activador CD94/NKG2C es un
receptor heterodimero compuesto por proteinas de tipo II que reconocen la molécula de

histocompatibilidad tipo I no clasica HLA-E.

Entre los receptores inhibidores se encuentran los receptores especificos de HLA: los
miembros de la familia KIR/CDI158 (killer cell immunoglobuline-like receptor) y el
heterodimero CD94/NKG2A (“natural killer grupo 2A”). CD94/NKG2A es un receptor
transmembrana de tipo II que reconoce HLA-E, caracterizada por un polimorfismo
limitado [288]. Los receptores KIR son una familia de genes polimorficos que codifican
para receptores activadores o inhibidores, y cuya nomenclatura hace referencia a su
estructura y funcion [289]. KIR2D y KIR3D indica si posee dos o tres dominios
extracelulares, seguido de L (long) o S (short) por la cola citoplasmatica que contenga.
Normalmente, los KIR inhibitorios poseen una cola citopldsmica larga con motivo
inhibidor inmunorreceptor basado en tirosina (ITIM), que transmiten sefiales inhibitorias
a través del reclutamiento de tirosina fosfatasas. Y a la inversa, los KIR activadores
poseen dominios citoplasmicos cortos que contienen motivo activador inmunorreceptor
basado en tirosina (ITAM), que van a transmitir sefiales activadoras [284]. Otros
receptores inhibidores se clasifican como inhibidores del punto de control inmunitarios.
El mas estudiado es PD-1, se expresa principalmente en células T aunque aparece en
células NK en los pacientes con cancer [274]. PD-1 reconoce PD-L1, con baja expresion
en tejido sano pero sobreexpresado en numerosos tipos de tumores como mieloma
multiple [290], y PD-L2, expresado en tumores solidos y células presentadoras de
antigenos [291]. Los puntos de control inhibitorio TIGIT (7-cell Ig and ITIM domains) y
CD96 compiten con el receptor activador DNAM-1 por la uniéon a PVR y Nectin-2,
moléculas frecuentemente sobreexpresadas en células tumorales [286]. TIM-3, otro punto
de control inhibitorio, es una glicoproteina de tipo 1 expresada por linfocitos Thl7,
células T reguladoras, células dendriticas y NK maduras, y se asocia a la supresion de

células T CD8" y células NK [292].

A diferencia de las células T, las células NK son capaces de mediar citotoxicidad
independientemente del CAR a través de sus receptores innatos, incluso en escenarios
caracterizados por pérdida del antigeno del CAR o disminucion de su expresion. Las
células NK son capaces de llevar a cabo lisis directa sobre la célula tumoral por exocitosis

de granulos de granzima B y perforina [293], asi como por activacion de rutas de muerte
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celular, como las mediadas por TRAIL y sus receptores o la interaccion FAS/FAS-L
[294], o ADCC mediada por CD16 [295]. Ademas, poseen la capacidad de secretar
citoquinas como interferon-Y (IFN-Y) y factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) en

respuesta a estimulos [296].

NKG2D-L
PD-L1 CD155 HLA-E Galectina9 HLA-A/B/C _NCR Antigenos  cpq55 (MICA/B &
ligandos superficie ULBPs)
Tumor
: ] EI
|| | [Ny | H]
: R [
NCRs NKG2D/
o1 T 2% mma KIR (NKp3O,NKp44  CD16  DNAM-1 'pon
NKG2A
& NKp46)
RECEPTORES INHIBIDORES RECEPTORES ACTIVADORES

Figura 13. Expresion de los receptores activadores e inhibidores mas importantes de una célula NK.

La activacion de las células NK es mediada por un balance de sefales generadas por receptores activadores
e inhibidores. Los receptores inhibidores (a la izquierda) reconocen proteinas propias expresadas
normalmente por células sanas. La pérdida de su expresion, generalmente causada por infecciones virales
o transformaciones celulares, desencadena la activacion de la célula NK por reconocimiento de “pérdida
de lo propio". Los receptores activadores (a la derecha) reconocen ligandos inducidos en células tumorales
o infectadas por virus. PD-1: programmed death-1; TIGIT: T cell Ig and ITIM domain; TIM-3: T cell Ig
and mucin-domain containing-3; KIR: killer-cell Ig-like receptor; NCRs: receptores naturales de
citotoxicidad; DNAM-1: DNAX molécula accesoria 1; NKG2D/DAP10: NK del grupo 2D/DNAX-
proteina de activacion 10; PD-L1: PD-1 ligando; HLA-E: HLA de clase I, cadena alfa E; HLA-A/B/C:
HLA clase I, cadena alfa A/B/C; NKG2D-L: ligandos de nkg2d; MICA/B: MHC clase I relacionado con
polipéptido A/B; ULBPs: proteinas de uniéon a UL16. Modificada de Valeri, Garcia-Ortiz et al. Front
Immunol. 2022 Aug 3; 13:953849. [133]

3.2. Fuentes de obtencion de células NK para inmunoterapia NK-CAR

Existen diversas fuentes para la obtencion de células NK para inmunoterapia adoptiva:
células NK de sangre periférica (SP-NK), de sangre de cordon umbilical (CB-NK),
lineas celulares de NK (como NK-92), células madre derivadas de NKs generadas desde

células madre inducidas pluripotentes (iPSCs) y embrionarias o de progenitores
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hematopoyéticos CD34" [297]. Las SP-NK son células maduras con una gran capacidad
citotoxica. Sin embargo, estas células son refractarias a la transduccion y representan un
producto heterogéneo [298]. Las células NK derivadas de iPSCs representan una fuente
ilimitada y homogénea de NKs y con facilidad para ser editadas genéticamente, sin
embargo, su manejo es complejo y requiere especializacion [299, 300]. Las células NK
derivadas desde progenitores CD34" de corddon umbilical se pueden obtener desde

unidades congeladas o en cultivo fresco [301].

3.2.1. Linea celular NK-92

NK-92 es una linea celular de NK inmortalizada de un paciente con linfoma agresivo de
tipo no-Hodgkin. Ademas de NK-92, se han desarrollado otras 6 lineas celulares de NK
inmortalizadas de pacientes con linfoma de NK: NK-YS, KHYG-1, NKL, NKG, SNK-6
y IMC-1 [302]. Sin embargo, la tinica aprobada para uso clinico es NK-92 [303, 304].
Por seguridad, estas células deben ser irradiadas (10 Gy) antes de su uso clinico. Esta
dosis consigue eliminar completamente su capacidad proliferativa [305], pero que

disminuye considerablemente su vida media.

La linea celular NK-92 consiste en un producto homogéneo, son células NK puras,
capaces de proliferar y expandir facilmente en cultivo, preservan su actividad citotdxica
incluso tras ciclos repetidos de congelacion/descongelacion, y representan una terapia
instantanea (ready to use), a menor coste que otras terapias personalizadas. Estas células
fueron desarrolladas por el grupo de Hans Klingemann (Culver City, California, EEUU).
Se trata de una linea celular dependiente de IL-2 y que presenta un fenotipo de célula NK
activada: positivo para CD2, CD7, CD11a, CD25 (receptor de IL-2, cadena a), CD28,
CD45, CD54 y CD56h y negativo para CD1, CD3, CD4, CD5, CD8, CD10, CD14,
CD16, CDI19, CD20, CD23, CD34 y HLA-DR, y ha demostrado ser citotdxica en

modelos in vitro frente a muchos tipos de cancer, entre ellos mieloma multiple [306].

A diferencia de las células NK primarias, NK-92 carece del receptor CD16, por lo que no
puede desencadenar ADCC. Se ha llevado a cabo la modificacion genética de la linea
NK-92 para que exprese el receptor CD16 y asi poder desencadenar ADCC [307, 308].
Esta linea celular modificada se denomina “haNK” y se ha empleado también en ensayos
clinicos, demostrando seguridad y efectividad cuando se usan en combinaciéon con

anticuerpos monoclonales o en presencia de moléculas CAR [309-312]. Esta linea celular
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expresa los receptores inhibidores NKG2A/CD94 y LIR-1 [313], y carece de receptores
KIR a excepcion de KIR2DL4, que posee una funcion activadora a pesar de tener un
motivo ITIM inhibidor [314], y aunque no cuenta con el receptor activador Nkp44,
expresa en su membrana NKG2D, NKp30, NKp46 y 2B4 [313]. Por esta razon, posee

una gran capacidad citotdxica frente a un amplio espectro de tumores [306, 315, 316].

La linea celular NK-92 necesita IL-2 para su crecimiento y subsistencia. Sin embargo, se
han asociado toxicidades a la administracion de altas dosis de IL-2 en humanos [317].
Con el fin de mejorar tanto la capacidad citotoxica de esta linea celular como su
persistencia in vivo, se han llevado a cabo una serie de modificaciones genéticas. Las
denominadas células NK-92MI son células NK-92 a las que se le ha transfectado el cADN
de la IL-2 humana para crear una variante independiente de IL-2, ya que es capaz de
autoproducirla por si misma [316]. Esta modificacion no varia la capacidad citotoxica de
la linea celular, pero si aumenta la sensibilidad a la irradiacion, lo que podria suponer un
problema en la clinica ya que por seguridad hay que irradiar estas células antes de su
infusion a los pacientes y su capacidad antitumoral podria verse comprometida. Algunos
estudios han reportado que la irradiacion de las células NK-92MI limita su capacidad
citotoxica in vivo [318]. Hasta el momento, la FDA solo ha autorizado la utilizacién

clinica de la linea celular NK-92 dependiente de IL-2 e irradiada a 10Gy.

Algunos modelos preclinicos frente a MM utilizando distintas dianas terapéuticas han
demostrado la eficacia de la inmunoterapia NK-92 CAR, como en el reconocimiento de
CD138[319] y de CS1 [320]. Sin embargo, en el caso del CAR anti-CD138 existen dudas
para su uso clinico por la toxicidad generada fuera del tumor, ya que CD138 se expresa
en muchos tejidos sanos como células endoteliales, estromales y mesenquimales, entre
otros [321, 322]. En el caso de CS1, puede existir fratricidio porque esta diana se expresa
en las propias células NK, T activadas, células dendriticas y monocitos [226]. En este
mismo sentido, Hambach y col. disefiaron células NK-92 CD38 CAR potencialmente
fratricidas a partir de la region VHH del anticuerpo (nanobody) y demostraron actividad

anti-mieloma in vitro en células primarias de médula 6sea de pacientes con MM [323].

Numerosos ensayos preclinicos utilizando ratones inmunodeficientes han demostrado
que las células NK-92 irradiadas 10Gy no son tumorigénicas [315, 318, 320, 324].
Ensayos clinicos con NK-92 también han demostrado seguridad a altas dosis (hasta

5x10%), sin complicaciones a corto ni largo plazo [325-328]. Sin embargo, la eficacia
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antitumoral de la linea parental es limitada, por eso distintos grupos intentan la
modificacioén genética de las células NK-92 para expresar una molécula CAR. Hasta el
momento, hay 6 ensayos clinicos con NK-92 CAR para el tratamiento de enfermedades
hematologicas (Tabla 4). El primer ensayo clinico que demostré seguridad fue con el
CAR CD233 frente a leucemia mieloide aguda (LMA), utilizando dosis de hasta 5 x 10°
células por paciente. No se produjeron respuestas estables, solo un paciente presentd una
respuesta corta y recayo de la leucemia aguda a las 3 semanas [329], por lo que los autores
sugirieron que la aplicacion mas apropiada de las células NK-92 CAR seria en terapia

puente antes de un trasplante alogénico.

3.2.2. Células NK de sangre de cordon umbilical (CB-NK)

Las células NK de sangre de cordon umbilical (CB-NK) constituyen aproximadamente
hasta un 30% de los linfocitos [330], sin embargo, el numero de células mononucleadas
es menor que el de otras fuentes de NKs, por ejemplo desde aféresis de SP, limitando el
nimero de células destinadas a terapia CAR que se pueden obtener de una unidad de
cordon umbilical [331]. Ademas, a diferencia de las lineas celulares de NK, las CB-NK
constituyen una fuente de células heterogéneas. Las CB-NK inicialmente se han
caracterizado como células mas inmaduras que las de SP-NK [332], con menor expresion
de receptores inhibidores KIR y mayor expresion de NKG2A [332, 333]. En cuanto a los
receptores activadores, presentan una menor expresion de DNAM-1, NKG2C y CD16
[332, 333] y exhiben una menor capacidad citotoxica que las de SP-NK [334], aunque se
ha reportado que los distintos procesos de activacion y expansion pueden inducir su
maduracion y resultar igual de citotoxicas que las SP-NK. Esta activacion y expansion se
puede adquirir cuando se inducen con citoquinas como IL-2 e IL-15 [298, 335], asi como
con el cocultivo con células presentadoras de antigenos (o feeder cells) que suelen
expresar IL-21 o IL-15 en membrana o el ligando 4-1BB [336]. Ademas, presentan otras
ventajas como una mayor eficacia de transduccion [337, 338], la posibilidad de
criopreservacion [339, 340], que facilita su disponibilidad para desarrollar una
inmunoterapia NK alogénica instantanea, con capacidad de expansion para producir
multiples dosis de un solo donante para uso clinico [338]. Es maés, el bajo nimero de
células T presente en una unidad de cordon reduce la probabilidad de que ocurra EICH

[334]. Adicionalmente, las células CB-NK expresan altos niveles de CXCR4 comparado
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con las células SP-NK, lo que sugiere un mayor potencial para migrar a la médula 6sea

[332].

3.3. Estudios preclinicos y ensayos clinicos en MM con células NK-

CAR procedentes de SP y de cordon umbilical

Numerosos estudios preclinicos han demostrado la viabilidad, seguridad y eficacia de la
terapia NK CAR frente a distintos tumores oncohematologicos. Nuestro grupo ya ha
demostrado previamente que las células NK autdlogas de sangre periférica transducidas
con el CAR-NKG2D son eficaces tanto in vitro como in vivo frente a MM [341]. Otros
ensayos preclinicos utilizando el CAR-BCMA en células NK de distintas fuentes han
corroborado resultados parecidos. Por ejemplo, Ng y colaboradores utilizan células NK
de SP que integran, junto con el BCMA CAR, la expresion de la quimiocina CXCR4 para
mejorar su migracion a la MO [342]. Otra estrategia emplea células NK-92 transducidas
con un CAR dual BCMA-CD19 con actividad anti-tumoral frente a células primarias de
B-LLA y MM [343]. Wang y colaboradores utilizan células NK de SP transducidas con
el CAR BCMA y ademas IL-15 y MyD88/CD40 para potenciar la actividad anti-tumoral
frente a MM [344]. Los autores reportan en este trabajo una optimizacion basada en la
coestimulacion del CAR de primera generacion, a través de la expresion de una molécula
independiente y el aumento de la persistencia in vivo de las células NK-CAR mediante la
expresion paracrina de la IL-15. En el caso de células CB-NK, un tnico estudio preclinico
ha reportado que las células CB-NK BCMA-CAR presentan eficacia solo a dosis clinicas
muy altas. Sin embargo, la poblacion CB-NK permite a dosis reducidas aumentar la
eficacia antitumoral y persistencia de las células T-CAR cuando se administran en
combinacion frente a MM [345]. Mas alla de BCMA como diana, otros grupos han
explorado el redireccionamiento de las células NK CAR con un CAR anti-CD38. Dado
el perfil de expresion de esta diana que abordamos anteriormente, el uso de estos efectores
produce efectos adversos fuera del tumor, como una potente mieloablacion y es
potencialmente fratricida sobre las propias células NK. Para solventar estas limitaciones
y combinar su uso con daratumumab, células NK CAR primarias se han conseguido
modificar con edicion gendmica CRISPR-Cas9 en dos estudios independientes [346,

3471, lo que va a permitir en un futuro su traslacion a la clinica.

El primer ensayo clinico (NCT03056339) que ha utilizado cé¢lulas CB-NK transducidas
con el CAR CD19, IL-15 y la terapia suicida iCasp9 [338] ha demostrado una potente
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eficacia antitumoral frente linfomas CD19" R/R, sin toxicidades asociadas y una
persistencia de las células CB-NK CAR de mas de 12 meses en algunos pacientes. La tasa
de respuesta global en este ensayo fue del 73% [268], lo que sugiere una eficacia similar
a las obtenidas con células T-CAR. Hasta el momento, no se ha registrado ningiin ensayo
clinico para MM con células NK con el CAR-NKG2D. En el caso de células NK-CAR
BCMA, se han registrado 3 ensayos clinicos (NCT05182073, NCT03940833,
NCT05008536). Los dos tltimos, en los que se emplea como inmunoterapia células NK-
92 o CB-NK, no se relacionan con ninguna preclinica publicada asociada. Por tanto,
existe una carencia de datos preclinicos que justifiquen el uso de células primarias NK
CAR NKG2D y CAR BCMA en el tratamiento de MM. En la Tabla 4 se muestran los
ensayos clinicos NK-CAR registrados para el tratamiento de enfermedades

hematologicas.

57



Construccion/

INTRODUCCION

Estado Patologia o Fuente NK Fase N°pac. Pais N° ensayo
combinaciéon
1 Recl. LMA NKG2D CAR CB Fase 1 9 China  NCT05247957
Donante
2 Recl. LNH CD19 CAR  haploidéntico  Fase 1 25 China  NCT04887012
(SP)
3 Recl LMA CD33/CLLI Desc. Fase 1 18  China NCT05215015
CAR temprana
4 En LNH CD19 CAR Desc. Fase 1 9 China  NCT04639739
espera temprana
5 Recl. LMA CD33 CAR Desc. Fase 1 27 China  NCT05008575
Linfoma de Fase 1
6 Desc. células B CD22 CAR Desc. 9 Desc. NCT03692767
. temprana
refractario
Linfoma de Fase 1
7 Desc. células B CD19 CAR Desc. 9 Desc. NCT03690310
. temprana
refractario
8  Recl. MMRR BCMA CAR CB Fase 1 27 China  NCT05008536
temprana
9  Recl. MM BCMA CAR Lm;%“_glzular Fase1/2 20  China  NCT03940833
Linfoma de
10 Desc. células B CD19/CD22 Desc. Fase 1 10 Desc. NCT03824964
. CAR temprana
refractario
NKX101 Donante
11 Recl SMD RR (NKG2D haploidéntico  Fase 1 90 EEUU  NCT04623944
CAR/mbIL-15) (SP)
C;ﬁ;‘::g‘if\i, NKX019 EEUU,
12 Recl . > ’ (CD19 Donante (SP)  Fase 1 60 Austral  NCT05020678
Linfoma de .
. CAR/mbIL-15) ia
células B
13 Desc. LMA,LNLA  CD33CAR Lmlffl‘(fglzular Fase1/2 10  China  NCT02944162
14  Recl. LL’EI’\III“_ILC’ CDI19 CAR CB Fase 1 27 China  NCT04796675
Leucemia de
células B, Linea celular .
15 Desc. Linfoma de CD19 CAR NK-92 Fase 1/2 10 China  NCTO02892695
células B
CAR
16 Retir, ~infomade  CDI19/iCasp9/l CB Fase1/2 0  EEUU  NCT03579927
células B L15+
Rituximab
Activo, Lezlc elr:le]agde iCasp9/CAR
17 en cewias B, CDI9/IL15 + CB Fase1/2 36  EEUU NCT03056339
Linfoma de
espera . AP1903
células B
FT576 (BCMA
18  Recl. MM CAR) + iPSCs Fase 1 168 EEUU NCTO05182073
Daratumumab
Linfoma de CAR
19  Recl. células B, CD70/IL15 CB Fase 1/2 94 EEUU NCT05092451
SMD, LMA
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CNTY-101
En Enfermedades (CAR .
20 espera CD19+ CD19/EGFR/ iPSCs Fase 1 75 Desc. NCT05336409
IL15) +1L-2
En Enfermedades CAR
21 espera  hematologicas CD5/IL15 CB Fase 1/2 48 EEUU NCTO05110742
Leucemias Li lul
22 Desc. CD7+o0 CD7 CAR Meacellal pase 12 10 China  NCT02742727
: NK-92
linfomas
Linfoma de FT596 (CD19 .
23 Recl c&lulas B CAR) iPSCs Fase 1 50 EEUU  NCT04555811
Linfoma de FT596 (CD19
24 Recl. . CAR) + iPSCs Fase 1 285 EEUU  NCT04245722
células B, LLC .
Rituximab
Donante
25  Compl. LMA CD19 CAR  haploidéntico  Fase 1 14 EEUU  NCT00995137
(SP)
Retirad Linfoma de NK-92
26 eéra células B CDI9 CAR  modificada  Fase | 0  EEUU NCT04052061
difuso (haNK)
Donante .
27 Susp. LLA CDI9 CAR+ loidéntico  Fase 1 20 S8 NET01974479
IL-2 ur
(SP)
Leucemia de
células B, Linea celular .
28  Desc. Linfoma de CD19 CAR NK-92 Fase 1/2 10 China  NCT02892695
células B
LNH de células CAR
29 Recl. B CDI9/IL15 CB Fase 2 242 EEUU NCT05020015
LLA de células QN-019a
30 Recl. B,Linfomade (CARCDI19) Alogénico Fase 1 24 China  NCT05379647
células B +/- Rituximab
31  Recl LLIEI’\]][‘_ILC’ CD19 CAR  Donante (SP) Fase 1 15 China  NCT05410041

Tabla 4. Ensayos clinicos registrados actualmente con células NK-CAR para enfermedades
hematolégicas.

Recl., reclutando; Desc., desconocido; Compl., completado; Susp., suspendido; Retir., retirado; LMA,
leucemia mieloide aguda; LNH, linfoma no-Hodgkin; SMD, sindrome miclodisplasico; RR, en
recaida/refractario; LLA, leucemia linfocitica aguda; LNLA, leucemia no linfocitica aguda; LLC, leucemia
linfocitica cronica; MW, Macroglobulinemia de Waldenstrom; SP, sangre periférica; CB, sangre de cordon
umbilical. Modificada de Valeri, Garcia-Ortiz et al. Front Immunol. 2022 Aug 3; 13:953849. [133]

3.4. Terapias en combinacion con inmunoterapia NK CAR en MM

Distintas estrategias en combinacion con la terapia NK-CAR pueden actuar
potencialmente en sinergia y aumentar la eficacia de estas terapias adoptivas. Por
ejemplo, moléculas inhibidoras pequenias que inducen la maduracion e incrementan la
potencia litica de la célula NK [348]; inmunomoduladores como la lenalidomida que
pueden aumentar la ADCC; moduladores epigenéticos que incrementan la expresion de

antigenos asociados a tumor y restauran la inmunogenicidad de las células tumorales
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[349]. Otras estrategias consisten en el uso de adenovirus oncoliticos que aumentan la
inmunogenicidad y potencian el reclutamiento al sitio del tumor, promoviendo
persistencia de la NK CAR en el microambiente tumoral e incrementando su citdlisis
[350]; anticuerpos contra inhibidores de puntos de control (IPC) que pueden eliminar
sefales negativas impidiendo el agotamiento del efector NK CAR [351]; anticuerpos bi-
especificos en combinacion con terapia NK CAR [352] o con quimioterapia clastogénica

que induce dafio en el ADN [353], que sera abordada en el capitulo 3.6.

Brevemente, ensayos clinicos que han combinado previamente la terapia T-CAR BCMA
con un inhibidor PI3K (NCT03274219) para favorecer la activacion de la célula T [354],
o con lenalidomida (NCT03070327) [355] ofrecen pistas para la potenciacion de la
actividad NK CAR porque pueden, adicionalmente, disminuir el umbral de activacion de
la célula NK e incrementar la expresion de CD16a (ADCC) [356]. En general, los
inhibidores de histona deacetilasas (IHDAC) inducen transcripcionalmente los ligandos
de NKG2D [357]. Por ejemplo, la romidepsina, un inhibidor de HDAC1/HDAC?2, es
capaz de aumentar la expresion de NKG2D-L en la membrana de las células de cancer de
pulmon, sensibilizdndolas al ataque de las células NK [357, 358]. Afolabi y col. han
demostrado recientemente sinergia en la combinacion de un inhibidor pan-HDAC, como
es Panobinostat y la citolisis NK de la célula tumoral, mediada por el aumento en la

expresion de proteinas de adhesion y uniones estrechas [349].

La terapia T-CAR en combinacion con anticuerpos contra IPC, como PD-1, se ha
implementado en el tratamiento de pacientes con tumores hematoldgicos en recaida o
refractarios al tratamiento con una eficacia inicial prometedora. Hasta el momento hay 10
ensayos clinicos en marcha que combinan la terapia T-CAR con una terapia anti PD-1,
ya sea mediante el bloqueo de PD-1 con un anticuerpo anti-PD-1, o bien células T-CAR
redirigidas directamente para eliminar la expresion de PD-1. Uno de estos ensayos
clinicos tiene como indicacion el MM/RR. Consiste en la combinacion de Ia
inmunoterapia BCMA CAR con efectores autdlogos T, que secretan una proteina de
fusion mutante PD-1 Fc capaz de bloquear el eje inhibitorio PD-L1/PD-1
(NCT04162119). En este sentido, un estudio preclinico ha conseguido aumentar la
eficacia antitumoral combinando la terapia NK CAR con un anticuerpo monoclonal anti-
PD-L1 en tumor s6lido, inhibiendo este IPC en las células NK-92 CAR [359]. De forma
paralela, Liu y col. han desarrollado un tratamiento con cé€lulas anti-PD-L1 NK CAR en

combinacion con el anticuerpo anti-PD1, Nivolumab, para vulnerar la inmunosupresion

60



INTRODUCCION

en el microambiente del tumor sélido y potenciar la funcion de los efectores NK CAR
[351]. Una de las estrategias mas avanzadas hasta la fecha es el redireccionamiento de
células NK CAR con anticuerpos bi-especificos para células NK (BiKEs). Zhang y col.
han publicado recientemente una aproximacion con eficacia potenciada y muy versatil
para eliminar tumores sélidos con gran heterogeneidad antigénica, que consiste en la

combinacion de un BiKE de NKG2D- ErbB2 con células NKG2D CAR NK [352].

3.5. Mecanismos de accion antitumorales descritos de los inhibidores
de gamma-secretasas (GSI) en monoterapia, en combinacion con

inmunoterapia CAR o con bortezomib

Las Y'-secretasas son complejos de proteasas de multiples subunidades que escinden una
gran variedad de proteinas transmembrana de tipo I de la superficie celular, entre ellas
BCMA, disminuyendo asi la densidad de receptores BCMA anclados a la membrana. De
esta forma, se ha propuesto el uso de inhibidores de Y-secretasas (GSI) para aumentar la
cantidad de receptores BCMA en membrana y disminuir la cantidad de sSBCMA que
puede producir el escape de las células de mieloma por parte de las células T-CAR BCMA
o cualquier otra terapia anti-mieloma dirigida contra BCMA. Se ha demostrado que el
uso combinado de inhibidores de gamma secretasas y terapia T-CAR mejora el
reconocimiento de las células de mieloma por parte de las células T-CAR BCMA e
incrementa la eficacia antitumoral frente a MM/RR [178, 179]. Esta combinacion se esta
empleado en ensayo clinico (NCT03502577), demostrando eficacia incluso en pacientes
que habian recaido tras recibir una terapia previa anti-BCMA [360]. Algunos GSI se
comportan como inhibidores de Notch. En concreto, el GSI Crenigacestat (LY3039478)
impide la liberacion del dominio intracelular de Notch, NICD, [361] e inhibe la migracion
y proliferaciéon tumoral [362]. Crenigacestat es un firmaco con un buen perfil de
seguridad empleado previamente en ensayos clinicos [363, 364], donde se han descrito
algunas toxicidades leves, como toxicidad intestinal [365, 366]. Otros trabajos han
descrito a los GSI como inhibidores directos del proteasoma que inducen apoptosis
tumoral [367]. Los GSI son capaces de parar el ciclo celular [368] a través de un aumento

en el inhibidor p21 WAFI/eiPl [367].

La combinaciéon de BTZ mas un GSI publicadas induce efecto sobre las rutas de
proliferacién o supervivencia celular, generalmente apoptosis. Un estudio en MM que

combina BTZ y GSI-XII, otro inhibidor de gamma secretasa, indica que esta combinacion
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induce la apoptosis de las células tumorales por dos mecanismos independientes, la
inhibicién de la actividad del proteasoma y la inhibicion de la sefializacién Notch [369].
En linfoma, BTZ mas GSI-I, que es estructuralmente muy parecido a un inhibidor de
proteasoma, producen la disminuciéon de Notchl, pAKT y pERK [370]. Se ha descrito
que la combinacion de BTZ+GSI aumenta la produccion de PARP, caspasa-3 y caspasa-
8 cortadas e inhibe las rutas AKT/mTOR y ERK, disminuyendo significativamente los
niveles de p-ERK, p-AKT y p-mTOR, comparado con los tratamientos de manera
individual [371]. De hecho, en la ruta de Notch, NICD también interactia con AKT y
ERK1/2. La combinaciéon BTZ+GSI puede activar adicionalmente la via pro-apoptotica

de p38, porque produce un aumento de los niveles de p-JNK, p-c-Jun y p-p38 [371].

3.6. Respuesta al dafio en el ADN (DDR) y estrés genotoxico inducido
por bortezomib (BTZ)

Brevemente, la respuesta a dafio en el ADN o DDR (por sus siglas en inglés DNA damage
response) es un mecanismo integral en respuesta al estrés genotdxico para mantener la
integridad gendmica, que promueve la deteccion, senalizacion y la reparacion del ADN,
modula la parada del ciclo celular y la transcripcion, replicacion, organizacion de
cromatina y la induccion de apoptosis de células muy danadas, sanas o tumorales [372].
Las roturas en el ADN, fundamentalmente las dobles roturas, que son las mas peligrosas,
deben ser reparadas de forma rapida y eficiente. En las células humanas pueden ser
reparadas por dos rutas principales, la de reparacion de extremos no homoélogos (NHEJ)
o por recombinacion homodloga (HR). La respuesta al dafio en el ADN es iniciada por las
quinasas ATM, que responde a dobles roturas en el ADN, y ATR, que responde a roturas
simples y horquillas de replicacion bloqueadas. ATM/ATR fosforilan otros sustratos,
entre ellos Chkl, Chk2, o ADN-PKcs que a su vez se encargan de fosforilar y activar
otras proteinas implicadas en la deteccion del dafio en el sitio donde se ha producido la
lesion, por ejemplo, la proteina 53BP1, el complejo MRE11-RADS50-NBSI o la forma
fosforilada de H2AX (p-H2AX) [373]. Estos factores, a su vez, participan en el anclaje
de otras proteinas clave que van a decidir, en funcion de la fase del ciclo celular, por cual
de los mecanismos se va a reparar la lesion en el ADN, la subsiguiente parada estable del
ciclo celular o la induccion de apoptosis, como el heterodimero Ku70/80, ADN-PKcs,
BRCA1, RADS51 o p53, entre otros [372]. BRCAL es reclutado para la reparacion del

ADN danado por recombinacion homoéloga durante la fase S desplazando 53BP1 del sitio
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de dafio. El supresor tumoral p53 activado por ATM, ATR, Chkl1 y Chk2 activa a su vez
otras moléculas controladoras del ciclo celular, entre ellas p21, un regulador negativo de
las quinasas dependientes de ciclinas por lo que es capaz de bloquearlo tras el dafio [374].
La célula induce una parada de ciclo transitoria hasta que las lesiones puedan ser
reparadas por alguno de estos mecanismos de reparacion. Sin embargo, cuando ese dafio
supera un determinado umbral, las células entran en apoptosis, necrosis, autofagia o en

senescencia (Fig. 14).
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Figura 14. Rutas de sefializacion de dafio por roturas simples y dobles en el ADN.

El dafio en el ADN activa a las quinasas ATM y ATR, que transmiten la sefial a sus dianas para promover
la reparacion del ADN por recombinacion de extremos no homoélogos (NHEJ) o por recombinacion
homoéloga (HR), ademas de activar las rutas de respuesta a parada del ciclo celular. Cuando el dafio en el
ADN no se puede reparar, se induce apoptosis, autofagia o senescencia en la célula. ADN-PKcs, subunidad
catalitica de la proteina quinasa dependiente de ADN; p-H2AX, H2AX fosforilado. Adaptada de Ouellette,
Zhou and Yan. 2022. Diagnostics 12, no. 3: 656. [375].
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BTZ activa la respuesta DDR en células de mieloma y es capaz de aumentar la expresion
de NKG2DL, como MICA [122]. Se ha publicado que BTZ también es capaz de producir
la parada de ciclo en G2/M en células de cancer de colon a través de la forforilacion de
ATM-Chkl [376]. Algunos trabajos previos han relacionado la expresion de NKG2D-L
y el ligando de DNAM, PVR, con la activacion de las quinasas ATM/ATR por estrés
genotoxico a baja dosis de BTZ, melfalan, doxorrubicina o etopdsido o inhibidores de la
replicacion del ADN, mientras que los mecanismos por los que se produce el control
transcripcional que aumentan los NKG2D-L no ha sido todavia esclarecidos. El
incremento en la expresion de NKG2DL produce la sensibilizacion de las células

tumorales al ataque de las células NK. [191, 377].

Por otro lado, el tratamiento con BTZ, inhibiendo el proteasoma, provoca una reduccion
en la cantidad de ubiquitina disponible necesaria para la activacion de proteinas clave en
la reparacion por recombinacion homologa, como BRCA1 y RADS1 [83]. Ademas, en
linea con una mayor activaciéon de la DDR, el tratamiento con BTZ induce la
sobreexpresion de la proteina supresora de tumor p53 [367] y la fosforilacion de CHK1
[376]. Existe evidencia demostrada que el tratamiento con BTZ sensibiliza a los tumores
hematoldgicos a la citotoxicidad por la célula NK en un ensayo clinico (NCT00720785)
utilizando NK autologas [378]. Hasta la fecha, no se ha ensayado la combinacion de BTZ
con terapia NK-CAR como estrategia anti-MM, esta combinacion, de producirse, debe
ser secuencial, porque se conoce que BTZ elimina las células NK a altas dosis [91]. Esta
aproximacion en la que se combinan NK CAR y bortezomib solo se ha llevado a cabo en

células NK-92 redirigidas con el CAR anhidrasa IX carbdnica en cancer renal [379].

3.7. Senescencia inducida por terapia (TIS) y efectos pro-tumorales

inducidos por la reversion del fenotipo senescente

La senescencia es un estado metabodlicamente activo de la célula en el que se produce una
parada del crecimiento estable y que puede ser inducido por un acortamiento telomérico
0 por exposicion a estrés genotoxico, oxidativo, del reticulo endoplasmico u oncogénico,
asi como por infecciones por patogenos (p.ej. COVID-19) [380] y tratamientos contra el
cancer [381]. Es una respuesta dindmica y heterogénea que contribuye a la prevencion de
la inestabilidad gendmica y la acumulacion de dafio en el ADN, por lo que constituye un
mecanismo fundamental en la supresion de tumores. Se denomina senescencia inducida

por tratamiento (TIS) al estado senescente prematuro producido por estrés al exponer las
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células a tratamientos administrados frecuentemente en cancer, como quimioterapia o
radiacion [382], para prevenir la propagacion de las células cancerosas. No obstante,
estudios recientes han revelado que este fendmeno no es irreversible en todas las
ocasiones, y que, en las células que persisten a largo plazo, la senescencia es un
mecanismo adaptativo para inducir resistencia terapéutica, escape de la parada de ciclo,
reactivando los procesos de division celular y la potenciacion de la agresividad de la
célula tumoral, lo que facilita su diseminacion y la aparicion de recaidas [383]. El estudio
diferencial de este estado celular resulta complejo porque no existe un marcador estdndar
universal y especifico de senescencia, si no que se trata de analizar una combinacioén
multiple de biomarcadores de caracteristicas no exclusivas en cada neoplasia. Entre los
marcadores de senescencia se encuentran ciertos cambios epigenéticos y reprogramacion
metabolica, asi como el aumento de la expresion o activacion de los supresores tumorales
pl6™K4 p53 v p21WAFL [384]; también, se ha reportado un incremento de la actividad de
la enzima lisosomal B-galactosidasa a pH acido [385], resistencia a la apoptosis [386], la
disminucién del nimero de células en la fase S del ciclo celular a expensas del incremento
en la fase G1 0 G2/M [387], concomitante a una disminucién en la expresion del marcador
de proliferacion Ki67, la aparicion de focos de heterocromatina asociados a senescencia
(SAHF) (p.ej. p-H2AX o p-HPlgamma) y la de un fenotipo secretor pro-inflamatorio
(SASP) [388]. El SASP, o fenotipo secretor asociado a senescencia por sus siglas en
inglés, se caracteriza por la secrecion de citoquinas y quimiocinas (p.ej. IL-6, IL-8, IL-
la, TNFa, CCL5, etc), factores de crecimiento y proteasas como MMPs o uroquinasa
activadora de plasmindgeno (uPA) [389]. La composicion cualitativa y cuantitativa del
SASP no es siempre la misma, depende de los farmacos inductores de la senescencia, del
tipo celular y del tiempo desde que se inicid la senescencia, lo que va a condicionar su
papel anti o pro-tumoral [390]. La ruta mas importante de sefializaciéon que controla la
produccion del SASP es la de NF-«xB [391] a través de una sefializacion DDR persistente
[392], mediada por la activacion de sefalizadores de dafio, como ATM [393]. No
obstante, NF-kB también puede activarse a través de p38MAPK, independientemente del
DDR [391]. La produccion de SASP durante la senescencia puede también tener lugar a
través de la activacion de otras vias de sefializacion como la ruta de Notch [394], JAK-
STAT [395], STING [396], IL-6 [397] y mTOR [398], fundamentalmente. Tras inducirse
un estrés genotodxico en la célula, la decision entre entrar en apoptosis o, por el contrario,
inducir la senescencia, depende en parte de la magnitud del estrés a la que haya sido

expuesta. Bajos niveles de daiio pueden desencadenar una respuesta anti-proliferativa
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asociada a senescencia sin activar la cascada de sefializacion de las caspasas que producen

la apoptosis de la célula [399].

En lo concerniente al papel de la senescencia como supresor tumoral, hay numerosos
tratamientos farmacologicos y otras terapias que pueden inducir TIS in vitro e in vivo,
donde la mayoria de ellos actian directa o indirectamente produciendo dafio en el ADN.
La lista de fairmacos de esta clase es amplia y se sigue expandiendo: inhibidores de
topoisomerasa, agentes entrecruzantes del ADN, disruptores de microtubulos o
inhibidores de la sintesis de ADN, como, por ejemplo, doxorubicina, etopodsido,
cisplatino, melfalan, paclitaxel, ciclofosfamida, gemcitabina y metotrexato, entre otros
[400]. Es relevante destacar que existe una gradacion en la induccién de TIS cuando se
utilizan dosis equitdxicas de estas familias de farmacos, por ejemplo, la doxorrubicina y
el cisplatino, inducen mas TIS que el etoposido o la radiacién y estos, a su vez, mayor
senescencia que los disruptores moleculares docetaxel o vincristina, que producen dafio
masivo en el ADN por catastrofe mitdtica [401]. En tumores hematologicos, se ha
demostrado que el tratamiento de las células de MM RPMI-8226 con el farmaco
doxorrubicina produce una parada del ciclo celular en la fase G2/M, actividad [3-
galactosidasa detectable y un aumento en la fosforilacion de H2AX, ATM, p53 y Chk2
en las células de MM, asi como ausencia de apoptosis [402]. De forma similar, el
tratamiento de células de eritroleucemia con hidroxiurea [403] o el tratamiento de células
de LMA con citarabina [404] han demostrado ser capaces de inducir TIS. Otros
mecanismos de accion que se estan explorando para inducir TIS independientes del estrés
genotoxico son los inducidos por los inhibidores de PTEN (p.ej. VO-OH), disruptores de
la interaccion HDM2-p53 (p.ej. nutlina-3), moduladores epigenéticos (p.ej. decitabina o
vorinostat), inhibidores de CDK4/6 (p.ej. palbociclib) o inhibidores de Aurora-quinasas
(p-ej. alisertib). En general, la TIS en células tumorales requiere de la activacion de las
rutas de pl16 ™&4% y p53/p21 WAFLEPl " hero es importante destacar, en este sentido, que
muchos de estos tratamientos pueden inducir TIS incluso en ausencia de niveles de los
principales inhibidores de ciclo dependientes de ciclina como p53, p21WAFIcipl g p16 NK4a
[405-407]. Estudios previos en células de prostata y uroteliales han mostrado que la

1Wafl/Cipl

induccion en la expresion de p2 parece mas importante asociada a la parada de

ciclo celular durante la senescencia temprana, mientras que p16™4? seria mas importante
para el mantenimiento del fenotipo senescente [408]. No obstante, la expresion de

1Waf1/Cip1

p2 presenta un papel dual, porque su expresion prolongada tras la induccion de
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senescencia puede producir un escape y reentrada en la replicacion de la célula,
incrementando su agresividad [409]. La liberacion de factores SASP tras la TIS puede
reforzar la senescencia de las células tumorales de una forma autocrina o influenciar de
forma paracrina otras células adyacentes tumorales, inhibiendo su proliferacion o generar
un ambiente inflamatorio que favorece el contexto vascular para la accidén de farmacos y
la infiltracion de células del sistema inmune. E1 SASP permite la eliminacion de las
células senescentes a través del sistema inmune reclutando células NK, T CD4",
macrofagos y neutrofilos [410]. La célula NK es reclutada por la quimiocina CCL2
producida por el tumor y, en este contexto, es el efector mas importante para eliminar
células senescentes mediante el reconocimiento directo de los NKG2D-L estimuladores,
a través del receptor NKG2D. De hecho, se ha demostrado en fibroblastos senescentes y
células estrelladas hepaticas tratadas con etopdsido, un aumento en la expresion de
NKG2D-L MICA y ULBP2 [411], a través de la actividad ERK, lo que permite su
reconocimiento y eliminacion por las células NK [390]. La TIS es también capaz de
activar p53 en las células de cancer de mama y colon in vivo, incrementando la expresion
de ULBP2 [412] o en un modelo de cancer hepatico donde favorece su aclaramiento por
células NK in vivo [413]. En MM, la TIS producida por bajas dosis de doxorrubicina y
melfaldn induce la sobreexpresion de NKG2D-L, MIC A/B y PVR, por lo que las células
mielomatosas se vuelven inmunogénicas y se sensibilizan a la actividad citotéxica NK
[414]. Por tanto, inducir senescencia en células tumorales puede modular su
vulnerabilidad, potenciando su eliminacion por parte de las células inmunes efectoras

[415] (Fig. 15).

Por otro lado, a pesar de su funcion supresora del crecimiento tumoral, la TIS puede
inducir la reversibilidad del fenotipo senescente, desempefiando un papel pro-tumoral en
diferentes canceres [389, 416, 417]. El SASP puede actuar con una funciéon dual porque
ejerce un efecto perjudicial que incluye una respuesta cronica inflamatoria acumulativa
que genera un microambiente inmunosupresor permisivo, estimula la proliferacion de las
células tumorales circundantes no tumorales, por lo que promueve la recaida y progresion
del tumor [418] . El SASP, por ejemplo, potencia la neovascularizacion del tumor de
manera directa o indirecta, reclutando macrofagos y estimulandolos hacia el fenotipo
inmunosupresor M2 [389]. Més aun, las células senescentes pueden favorecer la
inmunoevasion a través de una supresion paracrina del receptor NKG2D y del corte de

los NKG2D-L, porque las células senescentes liberan MMPs que llevan a cabo la

67



INTRODUCCION

liberacion de los NKG2D-L solubles que actian como un sefiuelo. De hecho, algunos
farmacos quimioterapicos, como mitoxantrona, pueden también promover el corte de los
NKG2D-L [419] en las células senescentes. El SASP, fundamentalmente la accion de IL-
6 regulada via p38, produce un incremento en la expresion de HLA-E en las células
senescentes, suprimiendo la respuesta de los efectores inmunes, como consecuencia de la
interaccion de HLA-E con el receptor inhibidor NKG2A presente en las células NK y
células T CD8" [280]. La secrecion de citoquinas pro-inflamatorias como IL-6 e IL-8
también puede estimular la transicion epitelio-mesénquima en tumores solidos [420] y
entre los factores SASP se secretan, entre otros, el factor de crecimiento VEGF que
estimula la angiogénesis, lo que facilita la migracion y el proceso metastasico [421].
Paradojicamente, se ha reportado que las células tumorales pueden adquirir propiedades
de célula madre [416], que contribuye a la resistencia a quimioterapia [422], a la

metastasis y promueve la regeneracion del tejido [423] (Fig. 15).

Con el fin de evitar los efectos perjudiciales descritos causados por el ambiente
inflamatorio crénico inducido por la acumulacion de células senescentes, recientemente,
han emergido distintas estrategias de letalidad sintética en combinacion para el
tratamiento del cancer, basadas en un tratamiento secuencial de las células a las que se ha
inducido la senescencia con senoterapéuticos senomorficos (moléculas pequenas que
suprimen parcialmente el fenotipo secretor SASP), como por ejemplo, la rapamicina que
inhibe la activacion de NF-kB [424] o senoliticos, que permiten la reduccion de la
secrecion de las citoquinas, quimiocinas y proteasas asociadas a senescencia para reducir
la invasividad del tumor. Otro ejemplo de este grupo es anakinra, un antagonista del
receptor de la IL-1 [425], que consigue bloquear la produccion de IL-6 e IL-8 en las
células senescentes tumorales. También se han desarrollado estrategias mediate la
administracion de terapias senoliticas (pequefias moléculas que inducen la muerte
selectiva de las células senescentes) [426, 427], como quercetina [428], dasatinib [429] o
navitoclax [430]. Cabe resaltar, en este sentido, una estrategia inica y novedosa, que es
la generacion, por primera vez, de células T-CAR senoliticas dirigidas frente a uPAR
como diana (receptor de la uroquinasa activadora de plasmindgeno). El receptor uPAR
exhibe altos niveles de expresion en las células senescentes. Las células CAR T anti-
uPAR han demostrado eficacia en la eliminacion de células senescentes en un modelo de
patologia asociada a senescencia, como la fibrosis hepatica y contra células con TIS en

adenocarcinoma de pulmoén [431].

68



INTRODUCCION

TIS

Senescencia Re-gntrada en el
(parada del ciclo celular) 1 ciclo celular
Senescencia forzada
(reprogramacion)
Células
f . senescentes
y
Liberacion de 6 Agresividad
factores SASP 7 y resistencia
Promueve fenotipo VEGF
Refuerzo de la / de célula madre R P
senescencia l %o ®
Promueve angiogénesis,
e e G \
-6, IL.8. ":MPS“' TEM (tumor s6lido) ﬂ Bk
@ . o
o P IL-6 2
«—  ° Ye T——__ Reclutamiento Y )\
© . de MDSCs @
Senescencia — / \
paracrina oo NKG2D-L
. NK.?20 L ~ ysolubles

Ay

"‘Aﬁw HLAE CD94/
NKG2D i L N NKG2A

k '\':'...)' 33%\

Reclutamiento de - S \.‘\/7

células inmunes Inmunosupresién

(NK, T, macréfagos)

Anti-tumoral Pro-tumoral

Figura 15. Funciones asociadas al fenotipo senescente SASP.

Las células senescentes liberan citoquinas y otras proteinas que promueven, por un lado, la parada del
crecimiento tumoral y favorecen la eliminacion de las células senescentes por parte de efectores del sistema
inmune. Por otro lado, las células senescentes pueden generar un ambiente inmunosupresor pro-tumoral y
promover la angiogénesis, proliferacion tumoral y resistencia. TIS, senescencia inducida por tratamiento;
MMPs, metaloproteinasas de la matriz; IL-, interleuquina; NKG2D-L, NKG2D ligandos; MDSCs, células
madre derivadas de células mieloides; TEM, transicion epitelio-mesenquimal. Adaptada de Cancer Manag
Res. 2020;12:13553-13566. [410]
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

A pesar de los avances en el tratamiento del mieloma multiple, los pacientes con MM/RR
penta-refractarios presentan una supervivencia media global de 5,6 meses, por lo que el
MM sigue considerandose una enfermedad incurable. En MM las células del sistema
inmune estan inmunosuprimidas por factores extrinsecos asociados al microambiente
tumoral o intrinsecos al tumor, sobre todo en etapas avanzadas de la enfermedad. Por
tanto, el uso de una plataforma de células NK CAR alogénicas funcionales que expresan
CAR clinicamente relevantes, como NKG2D y BCMA, podria ser una estrategia 6ptima
en este contexto para superar la inmunosupresion de las células NK, ya que se trata de un
producto celular homogéneo, seguro, rapido de obtener y a menor coste que otras

inmunoterapias, como las T-CAR.

La preclinica con células autdlogas NK CAR NKG2D en nuestro laboratorio ha mostrado
eficacia, sin embargo, ensayos clinicos con células T-CAR NKG2D exhiben falta de
eficacia debido a la persistencia limitada de esta inmunoterapia en los pacientes, asociada
a la baja expresion de los ligandos diana en las células de MM/RR. Este escenario justifica
la blisqueda de terapias combinadas con el CAR NKG2D para aumentar la

inmunogenicidad de las células de MM/RR.

HIPOTESIS

Los efectores inmunes alogénicos NK-92MI y CB-NK transducidos con los CAR
NKG2D y BCMA son seguros y eficaces frente a células de MM, y su potencial citolitico

es superior al de estas células en ausencia de expresion de CAR.

La eficacia del CAR BCMA es superior a la del CAR NKG2D frente a células de MM in

vitro e in vivo.

La expresion de CAR duales NKG2D-BCMA en las células efectoras produce sinergia
en la citotoxicidad y cobertura citotoxica frente a los dos CAR NKG2D y BCMA simples.

Es factible potenciar la eficacia del CAR NKG2D en un modelo de resistencia a BTZ e
inmunoterapia previa anti-BCMA, mediante la combinacién con farmacos de uso actual

en el tratamiento de MM, que aumenten la expresion de los ligandos de NKG2D.
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OBJETIVOS

Atendiendo a la necesidad de encontrar nuevas opciones terapéuticas para los pacientes

con MM/RR, los objetivos especificos de esta tesis son:

(1) Investigar una inmunoterapia eficaz para el tratamiento de pacientes de MM/RR con
diversas fuentes de células NK alogénicas. Para ello, se han planteado dos objetivos

especificos:

- Generar células NK-92MI y CB-NK transducidas con los CAR NKG2D y BCMA.

- Comparar la eficacia de ambas inmunoterapias NK-CAR alogénicas y su

combinacion sobre células de MM in vitro € in vivo.

(2) Potenciar la eficacia de la terapia NKG2D CAR con el efector inmune mas eficaz
obtenido en la comparacion anterior, en el contexto de resistencia a BTZ y recaida
tras las terapias anti-BCMA. Para ello, se han planteado los siguientes objetivos

especificos:

- Encontrar combinaciones con BTZ que puedan aumentar la sensibilizacion de las
células de MM a las células NK CAR en un contexto resistente, para incrementar

las respuestas a largo plazo de este CAR in vivo.
- Estudiar los mecanismos que incrementan la inmunogenicidad a través de la

expresion de ligandos de estrés en las células de MM, por los que se vuelven

vulnerables a los tratamientos con los efectores inmunes NK CAR estudiados.
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MATERIALES Y METODOS

1. CULTIVOS CELULARES Y MUESTRAS PRIMARIAS

1.1. Lineas celulares

Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron las lineas celulares de MM: U266B1 (ACC
9), NCI-H929 (ACC 163) y RPMI-8226 (ACC 402) adquiridas desde el repositorio
celular DSMZ (Liebniz institute, Alemania); la linea celular XG-1 (CVCL_4797), cedida
por la Dr. Shelly Lawson de la universidad de Sheffield (Reino Unido); la linea celular
ARP1 (CVCL D523), cedida por el Dr. Joshua Epstein (Arkansas Cancer Research
Center, Arkansas, EEUU); y las lineas celulares resistentes a bortezomib NCI-H929 R20
y RPMI-8226 R7, cedidas por el Dr. Joaquin Teixid6 (Centro de Investigaciones
Biolodgicas Margarita Salas, Madrid) [432]. Todas las lineas celulares se cultivaron en
medio de cultivo RPMI-1640 (Biowest) suplementado con 2 mM L-glutamina, 10% suero
fetal bovino (FBS) (Hyclone) y 100 Ul/ml de penicilina/estreptomicina (P/S) (Lonza) y
se mantuvieron en ambiente himedo a una temperatura de 37°C con 5% de COx. Para el
mantenimiento de la linea celular XG-1 se adicioné al medio de cultivo interleuquina-6

humana recombinante (rthIL-6) a 1 ng/ml (Miltenyi).

La linea celular NK-92 (CRL-2407) y la linea celular NK-92MI (CRL-2408), generada
por expresion ectopica de la IL-2 humana en la linea celular de linfoma NK NK-92 (Tam
et al. 1999), se adquirieron del repositorio celular ATCC (American Type Culture
Collection). La linea celular NK-92 se cultivd en medio RPMI-1640 suplementado con
2mM L-glutamina, 10% de FBS, 10% suero de caballo, aminoacidos no esenciales
(Cytiva), 1 mM sodio piruvato (Cytiva), 100UI/ml de penicilina/estreptomicina (P/S)
(Lonza) y 200 Ul/ml de rhIL-2 (Miltenyi). La linea celular NK-92MI se cultivo en medio
RPMI-1640 suplementado con 2mM L-glutamina, 10% de FBS, 100UI/ml de
penicilina/estreptomicina (P/S) (Lonza) y 100 Ul/ml de interleuquina-2 humana

recombinante (rhIL-2) (Miltenyi) para acelerar su expansion in vitro.

La linea celular de eritroleucemia cromosoma Philadelphia® K562 (ACC 10) se adquirid
desde el repositorio celular DSMZ (Liebniz institute, Alemania), mientras que la linea
celular K562-mb21-41BBL (CSTXO002) fue cedida por el Dr. Dean Lee (Nation Wide
Children, Ohio, EEUU). Esta linea celular ha sido modificada para expresar de manera
constitutiva en la membrana plasmatica la interleuquina-21 y el ligando de 41BB (41BB-

L o CD137-L), asi como CD64, CD86 y CDI19 truncado [433]. La interaccion de la
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interleuquina-21 de membrana y el 41BB-L con sus respectivos receptores expresados en

las células NK estimula su activacion y proliferacion.

La linea celular empaquetadora HEK293T (ACC 875), adquirida desde el repositorio
celular DSMZ, fue utilizada para la produccion de vectores lentivirales. Es una linea
embrionaria humana de epitelio de rifion, modificada con la insercion del antigeno SV40
T. Esta linea celular se cultivo en medio Iscove's Modified Dulbecco’s Medium (IMDM)

(Lonza) suplementado con 10% FBS (Hyclone) y 100 UIl/ml de P/S (Lonza).

El recuento del numero de células en todos los casos se realizd6 mediante contaje en

camara de Neubauer por exclusion con azul de tripan 0,4% (Gibco).

Peridodicamente, se analizaron todas las lineas celulares para corroborar la ausencia de
especies de micoplasma, y la integridad de todas las lineas celulares fue testada en la
unidad de gendmica del Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO)

mediante andlisis de repeticiones cortas en tdindem del ADN (STR).

1.2. Muestras de pacientes y donantes sanos

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron muestras de sangre de cordon umbilical
de donantes sanos obtenidas del Centro de Transfusiones de la Comunidad de Madrid y
del hospital 12 de octubre (H120). También se utilizaron muestras de médula 6sea (MO)
de pacientes con MM del H120, tanto de nuevo diagnostico como en recaida, asi como
muestras de sangre periférica de donantes sanos del H120. El estudio (n° 20/326) con
muestras de donantes sanos o de pacientes con MM fue aprobado por el Comité Etico del
H120 acorde a la declaracion de Helsinki. Tanto los donantes sanos como los pacientes
con MM (n=9) proporcionaron el consentimiento informado antes de la participacion en
este estudio. Todos los andlisis realizados con muestras primarias se llevaron a cabo de

manera aleatoria, segun secuencia de extraccion en el hospital (n=9).
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2. AISLAMIENTO, CULTIVO, EXPANSION Y TRANSDUCCION DE
CELULAS NK Y PURIFICACION DE CELULAS PRIMARIAS DE MM

2.1. Obtencion y cultivo de células NK a partir de sangre de cordon

umbilical (CB-NK)

Para la obtencion de células CB-NK se partid6 de células mononucleadas de sangre
periférica de cordon umbilical (CB) aisladas mediante centrifugacion en gradiente de
densidad con Ficoll-Paque (Sigma-Aldrich) y posterior lisis de eritrocitos con buffer con
amoniaco-cloruro-potasio (ACK) (Gibco). A continuacion, se purifico la poblacion NK
presente en la muestra mediante seleccion negativa inmunomagnética utilizando el kit de
aislamiento de células NK (Miltenyi) y se analiz6 la pureza obtenida mediante citometria
de flujo (CMF). Las células CB-NK purificadas se resuspendieron a una concentracion
de 1 x 10° células/ml en medio TexMACS (Miltenyi) suplementado con 10% de suero
humano AB (Sigma) y 100 Ul/ml de penicilina/estreptomicina (P/S) (Lonza) en presencia
de IL-2 a 500 Ul/ml e IL-15 a 140 Ul/ml (Miltenyi). Las células CB-NK se cultivaron
con la linea celular K562-mb21-41BBL, previamente irradiada a 100Gy, a ratio 1:1,5
(NK: K562-mb21-41BBL). El medio de cultivo con las interleuquinas se reemplazo cada
3 dias manteniendo el cultivo de células CB-NK a una concentraciéon de 1,5 x 10°

células/ml, hasta un tiempo maximo de expansion de 17 dias.

Todas las muestras fueron analizadas y mostraron un resultado negativo para VIH, sifilis,

hepatitis B y C mediante test rapidos (Healgen, Intermedical, Laboquick y Ovios,

respectivamente).
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Figura 16. Protocolo de obtencion y expansion de células CB-NK CAR.

MCs, células mononucleadas; CB-NK, células NK de sangre de cordon umbilical; IL, interleuquina.
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2.2. Aislamiento y purificacion de células plasmaticas de pacientes

de MM

Para la obtencion de células plasmaticas primarias de MM se partid de células
mononucleadas procedentes de MO de pacientes con MM aisladas mediante
centrifugacion en gradiente de densidad con Ficoll-Paque (Sigma-Aldrich) y posterior
lisis de eritrocitos con buffer ACK (Gibco). A continuacion, las células plasmaticas se
purificaron utilizando el kit de seleccion positiva inmunomagnética de células CD138"
(Miltenyi). La pureza de la muestra se determind por citometria de flujo mediante el

marcaje con el anticuerpo anti-CD38-FITC (Cytognos).

cp I
MCs purificadas , Pre-purlflcacmn_ '{Post-purlflcaaon
® - = <)
N Q.
I v i
Médula  separacion
osea en gradiente Seleccién inmunomagnética
de densidad FSC-A

Figura 17. Esquema del protocolo de obtencion de CP puras a partir de médula ésea de pacientes de
MM.

Analisis representativo por citometria de flujo de la pureza obtenida tras la seleccion inmunomagnética de
células plasmaticas de MM (CD138+). Tras la purificacion, esta poblacion internaliza la molécula de
superficie CD138, por lo que su deteccion mediante citometria de flujo se realiza con el anticuerpo anti-
CD38. MCs, células mononucleadas; CP, células plasmaticas.

2.3. Disenio de las moléculas CAR

El plasmido de transferencia para la generacion del CAR NKG2D 41BBz (41BB-CD3()
fue cedido por Daniel J. Powell Jr. (Perelman School of Medicine, Pennsylvania, EEUU).
Este CAR en su componente extracelular contiene la secuencia aminoacidica 82-216 del
ectodominio del receptor NKG2D humano. Este fue el esqueleto receptor que se utilizé

para subclonar las distintas moléculas CAR.

Para la generacion del CAR NKG2D CD28( se disenid una secuencia nucleotidica que
contenia el coestimulador CD28-CD3z, flanqueada por los sitios de restriccion de las
enzimas Nde [ y Sal I (New England Biolabs). Mediante un clonaje convencional con
dichas enzimas de restriccion se sustituyo la region de los coestimuladores 41BB-CD3z

en el vector original por CD28-CD3z.
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De forma similar, el CAR BCMA 41BBz se disefid y se mand6 construir una secuencia
que contenia el péptido sefal de la cadena ligera k (kLC), la scFv anti-BCMA procedente
del anticuerpo monoclonal quimérico ratéon/humano J22.9-xi (clon 4ZFO,
ProteinDataBase), las regiones bisagra y el dominio transmembrana del receptor CD8a.
Esta region fue flanqueada con los sitios de restriccion de las enzimas Nhe I y Nde I (New
England Biolabs). Mediante un clonaje convencional en un tnico paso y utilizando el
esqueleto receptor del CAR NKG2D se sustituyeron el péptido seial, el ectodominio del
receptor NKG2D, la bisagra y el dominio transmembrana del plasmido que codifica para

el CAR NKG2D CD28z por la nueva secuencia.

La ligacion se realizo utilizando la enzima T4 ADN ligasa (BioLabs) y el producto de
ligacion se transformo en bacterias E.coli quimicamente competentes One Shot™ Stb]3™
(Thermofisher) mediante choque térmico. Posteriormente, las bacterias se sembraron en
2% (p/v) de agar-Luria Bertani esterilizado conteniendo 50 pg/ml de ampicilina. Las
placas se incubaron toda la noche a 37°C y al dia siguiente las colonias seleccionadas se
sembraron en medio LB liquido en presencia del antibidtico correspondiente y se
incubaron durante toda la noche a 37°C en agitacion. E1 ADN plasmidico de las diferentes
colonias seleccionadas se extrajo mediante el kit comercial QIAprep Spin Miniprep Kit
(Qiagen). Tras analizar el patrén de digestion del ADN aislado de los diferentes clones
mediante el corte con varias enzimas de restriccion, se selecciono un clon de bacterias de
cada clonaje, se sembré en 300 ml medio LB liquido en presencia del antibidtico
correspondiente y al dia siguiente, se extrajo el ADN plasmidico mediante el kit comercial
QIAGEN Plasmid Maxi Kit (Qiagen). Se comprobd de nuevo el patron de digestion del
ADN plasmidico y posteriormente se encargod su secuenciacion por el método Sanger a

la empresa de secuenciacion Stab Vida.

Todas las secuencias se disenaron utilizando el software SnapGene™ y se mandaron

sintetizar a la empresa de clonajes GeneArt (Thermofisher).

2.4. Produccion de sobrenadantes lentivirales de 3* generacion

Para la produccion de sobrenadantes virales autoinactivados de tercera generacion se
emplearon las células empaquetadoras HEK293T, por su alta capacidad de transfeccion
debido a la presencia del antigeno T del SV40 (virus simio 40). Se sembraron 9 x 10°

células en cada placa P150 tratada con gas (ThermoFisher Scientific) y se llevo a cabo la
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transfeccion utilizando 2,5M CaClz (Sigma), 2X HBS (281 mM NaCl, 100 mM HEPES,
1,5 mM Na2HPO4, pH 7,12, filtrado 0,22um), 0,1X buffer TE (10 mM Tris (pH 8), 1
mM EDTA (pH 8) dilucion 1:10 con agua destilada y esterilizada y filtrada 0,22 um) y
dH20. Dos dias después se llevo a cabo la recogida de sobrenadantes, previo filtrado del
medio de cultivo (0,45um) para eliminar los restos celulares. El sobrenadante filtrado se
clarifico mediante ultracentrifugacion a 20 000 rpm durante 2h a 20°C. Posteriormente,
se aspird el sobrenadante y se resuspendio en medio RPMI-1640. Tras la homogenizacion

en agitador durante 30 minutos, se alicuotaron las particulas lentivirales y se conservaron

a-80°C.

Los plasmidos utilizados en el laboratorio para la produccion de vectores lentivirales de
3* generacion fueron cuatro: pMD2.VSV.G (envuelta viral; PlasmidFactory),
pMDLg/pRRE (pldsmido de expresion Gag/Pol de VIH-1; PlasmidFactory), pPRSV-Rev
10 (transactivador; PlasmidFactory), pAdvantage™ (plasmido que aumenta la iniciacioén
de la transduccion, Promega Biotech) y el plasmido de transferencia correspondiente en
cada caso. Para el vector lentiviral del CAR de NKG2D, NKG2D-4-1BB-CD3z, el
plasmido de transferencia utilizado fue pTRPE_NKG2D-ECD_4-1BBz. Para el BCMA
CAR, BCMA-41BB-CD3z, el plasmido utilizado fue pTRPE_ BCMA 4-1BBz. Para la
expresion de luciferasa de luciérnaga y la GFP (ffLucGFP) se utiliz6 el plasmido

PRRL Luc EGFP.

2.5. Produccién de sobrenadantes gamma-retrovirales

La produccion de sobrenadantes gamma-retrovirales se realizo empleando en este caso el
plasmido helper pMLVg/p y el plasmido de la envuelta pMD2.VSV.G. Como plasmido
de transferencia se utilizo el plasmido iCasp9-ACD19 cedido por el Dr. Malcolm Brenner
(Baylor College of Medicine, Texas, EEUU), que codifica para el interruptor
pro-apoptotico o suicida caspasa 9 inducible (iCasp9) y el antigeno CD19 truncado
(ACDI19) [434]. Con el fin de obtener unas células empaquetadoras con produccion
retroviral estable y de elevado titulo, se llevd a cabo una estrategia “ping-pong” o de
cambio de pseudotipo para lo que se transdujeron, con las particulas retrovirales liberadas
por las HEK293T, las células empaquetadoras FLY-RD18 [435], que producen particulas
retrovirales con la envuelta felina RD114. Para conseguir un cultivo de células FLY-
RD18 de alta pureza, a los 10 dias de la transduccion se seleccionaron por separacion

celular mediante citometria de flujo las células CD19" en el citometro de flujo FACSAria
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Fusion (BDBiosciences). El sobrenadante producido por las células FLY-RDI18
seleccionadas se alicuotd, se congel6 a -80°C y se utilizé posteriormente para transducir

las células de interés.

2.6. Titulacidn de sobrenadantes lentivirales

Para la titulacion de los sobrenadantes lentivirales se sembraron 2x10° células HEK293T
por pocillo en placas P6 tratadas con gas (ThermoFisher Scientific) y se afiadio el
volumen correspondiente de sobrenadante, haciendo diluciones seriadas. Siete dias
después, se recogieron las células y se determin6 por citometria de flujo el porcentaje de
células transducidas con cada una de las diluciones del lentivector empleado. La
transduccion se detectd con la proteina recombinante o anticuerpos correspondientes en
cada caso, especificados en la Tabla 5. Teniendo en cuenta el nimero de células que se
habia sembrado inicialmente y asumiendo que cada célula transducida ha sido infectada
por una sola copia del vector, se determind el titulo del lentivector, expresado en

particulas virales por mililitro (pv/ml), mediante la siguiente formula:

Titulo (pv/ml) = N°cél x % CAR™ x Dilucion/100.

2.7. Transduccion lentiviral

Las poblaciones efectoras NK se sembraron a una concentracion de entre 0,8 y 1,33 x 10°
células/ml en placas de fondo plano (Corning) previamente tratadas con 2 ug/cm? de
retronectina (Takara) y se transdujeron con los sobrenadantes que contienen los
lentivectores de interés a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 10. Para favorecer la
entrada del virus en la célula se llevd a cabo la transduccion con un unico ciclo de
centrifugacion (2000 rpm durante 20 minutos a temperatura ambiente) y finalmente se

incubo la placa a 37°C.

Tras 24 horas, se retiraron los restos del virus con un lavado con PBS (Lonza) y se
sembraron las células en su medio de cultivo y citoquinas correspondientes (Ver apartado
1.1 Lineas celulares 'y 2.1. Obtencion y cultivo de células NK a partir de sangre de cordon
umbilical (CB-NK)). La eficacia de transduccion en las células se analiz6 a los 7 dias por

citometria de flujo.
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2.8. Transduccién gamma-retroviral

Para la transduccion de las células con sobrenadantes gamma-retrovirales se utilizaron
placas de fondo plano previamente tratadas con 2 pg/cm? de retronectina (Takara). Se
precargaron los pocillos con sobrenadante gamma-retroviral durante 24h. Transcurrido
ese tiempo, se retird el sobrenadante, se sembraron las células resuspendidas en
sobrenadante gamma-retroviral y se completd el pocillo con el medio de cultivo
correspondiente para obtener una concentracion final de 0,8x10° células/ml. Para
favorecer la entrada del virus en la célula, se llevo a cabo la transduccion con un tnico
ciclo de centrifugacion en centrifuga (2.000 rpm durante 20 minutos a temperatura

ambiente) y finalmente se incubd la placa a 37°C.

Tras 24 horas, se retir6 el virus mediante un lavado con PBS y se sembraron las células
en el medio de cultivo y citoquinas correspondientes (Ver apartado /. 1. Lineas celulares).

La eficacia de transduccion de las células se midio6 a los 7 dias por citometria de flujo.

3. ANALISIS POR ¢-PCR DEL NUMERO DE COPIAS DEL VECTOR
(VCN) POR CELULA

Una semana después de la transduccion de las poblaciones efectoras, se extrajo el ADN
de las cé¢lulas mediante el kit DNeasy blood and tissue kit (Qiagen) y se cuantifico el
numero de copias del vector (VCN) por célula mediante q-PCR, utilizando el equipo
Applied 7500 Fast Real Time PCR system (Thermo Fisher Scientific). Para ello, se
detectd la secuencia Psi (empaquetadora) junto con el gen de la albimina humana,
empleando los siguientes cebadores:

Psi directo (Psi.F): S’>CAGGACTCGGCTTGCTGAAG3’

Psi reverso (Psi.R): 5’TCCCCCGCTTAATACTGACG3’
Alb directo (Alb.F): 5’"GCTGTCATCTCTTGTGGGCTG3’
Alb reverso (Alb.R): 5"ACTCATGGGAGCTGCTGGTTC 3’

La amplificacion de la albimina se detecté mediante una sonda hibridada al fluoréforo

VIC™ y la amplificacion de Psi con otra sonda hibridada al fluor6foro FAM™.

Cada muestra se analizo por triplicado y se cuantificé el genoma viral interpolando los
valores de Ct (umbral de ciclo) de las muestras al valor Ct de una curva estandar con

diluciones seriadas, de una concentracion conocida de un fragmento de ADN de doble
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cadena que contiene tanto la region Psi como la region de albimina reconocida por los

cebadores.
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Figura 18. Analisis representativo de la curva de amplificacién de la secuencia psi en muestras de

lineas celulares NK-92 y células NK primarias.

4. SUPRESION DE LA EXPRESION DE BCMA MEDIANTE EDICION
GENOMICA

Para suprimir la expresion de BCMA en distintas lineas celulares de MM se utilizo el
sistema BCMA CRISPR/Cas9 Knockout (Santa Cruz), que consiste en un conjunto de
tres plasmidos. Cada plasmido contiene una secuencia diferente de ARN guia (gARN) de
20 nucledtidos de reconocimiento especifico para BCMA, asi como la secuencia
codificante de la ribonucleasa S. pyogenes Cas 9 unida por el péptido 2A a la de la proteina
verde fluorescente (GFP). Las secuencias del gARN son las encargadas de dirigir a la
proteina Cas9 para producir la rotura de la doble cadena en el ADN gendmico en los sitios
especificos. Para la transfeccion de las lineas celulares U266 y ARP-1 se utilizaron
90x10° células y 75 ug del conjunto de plasmidos BCMA CRISPR/Cas9 “Knockout™. Se
transfectaron las células mediante electroporacion a 250 V, 950 uF y resistencia oo en el
equipo Gene Pulser X cell (BioRad). Tras 48 h, se seleccionaron las células GFP*
mediante citometria de flujo en el separador celular FACSAria Fusion (BDBiosciences).

Las células seleccionadas se mantuvieron en cultivo durante una semana antes de analizar
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por citometria de flujo la expresion de BCMA. Mediante este sistema de edicion génica,

se generaron las lineas celulares U266 BCMAKCy ARP1 BCMAKO,

Secuencia 20 nt

gRNA gRNA gRNA
Plasmido J ‘ Plasmido ' Plasmido )

1 2 4 3

CRISPR/Cas9 Knockout
A A\ 4
ADN diana
gARN Region genémica Secuencia
1 Exo6n 3 CAATGGTCAGAGTCGACCTT
2 Exon 3 ATTCTTCCACCGTGTACTCG
3 Exon 1 CAATAACGCTGACATGTTAG

Figura 19. Supresion de la expresion de BCMA mediante edicion génica utilizando el sistema BCMA

CRISPR/Cas9 Knockout.

5. CITOMETRIA DE FLUJO (CMF)

Para caracterizar el perfil de receptores de superficie de las células NK en estado basal y
durante la expansion, asi como los distintos marcadores en lineas celulares y células
primarias se utilizé un citémetro de flujo FACSCanto™ II (BD Biosciences) equipado
con 3 laseres: un diodo laser de estado solido de 405 nm (violeta), un laser de estado
solido de 488 nm (azul) y un laser helio-nedn de 633 nm (rojo), y con capacidad de
deteccion de 8 rangos de fluorescencia distintos y el software FACSDiva v.8.0.1. Los

anticuerpos utilizados se encuentran detallados en la Tabla 5.

En cada marcaje de citometria se analizé un minimo de 20.000 células de la poblacion de
interés. Se utilizaron 100 000 células por marcaje y se lavaron con PBS mediante
centrifugacion durante 5 min a 1500 rpm. Posteriormente, se retird el PBS del lavado y
se reemplazd por PBS que contenia la combinacién de anticuerpos correspondiente
(Tabla 5). Se realizé una incubacioén durante 30 min a 4°C y en oscuridad. Pasado ese

tiempo, se lavaron las células con PBS, se centrifugaron 5 min a 1500 rpm y, finalmente,
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se resuspendieron en PBS con 0,2 pg/ml 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) para su

posterior analisis en el citometro de flujo.

Se utilizaron controles sin tincion y tincidon simple para ajustar compensaciones y
determinar eventos positivos y negativos, asi como el control denominado fluorescencia
menos uno (fluorescence minus one, FMO), que incluye todos los fluor6foros excepto el
que es objeto de estudio. En la estrategia de analisis se excluyeron los dobletes y células
no viables (DAPI") antes de determinar la poblacion de interés. El analisis de los datos
se realiz6 con el programa informatico FlowJo Vx 10.0.07 (BD Biosciences).

Antigeno Clon Fluorocromo Procedencia Referencia
CD3 UCHT1 PE/Cy7 Biolegend 300420
CD16 3G8 APC/Cy7 Biolegend 302018
CD19 SJ25C1 APC/Cy7 Biolegend 363010
CD45 2D1 PerCP/Cy5,5 Biolegend 368504
CD56 (NCAM) HCD36 APC Biolegend 318310
NKG2A (CD159a) 7199 PE Beckman Coulter IM3291U
NKG2C 134591 Alexa Fluor 488 R&D Systems FAB138G-100
NKG2D (CD314) 149810 PE R&D Systems FAB139P
BCMA (CD269) 19F2 PE Biolegend 357504
rBCMA (CD269) ANC3B1 - Adipogen ANC-519-030
Estreptavidina - PE BD Pharmingen 554061
Yoduro de propidio - PE Sigma Aldrich P4864
DAPI - - Sigma Aldrich D9542
AnexinaV APC Biolegend 640941
ULBP2 MMO0593-7F33 - Abcam ab89930
ULBP2/5/6 165903 PE R&D Systems FAB1298P
ULBP1 170818 PE R&D Systems FAB1380P
ULBP3 166510 PE R&D Systems FAB1517P
MICA 159227 PE R&D Systems MAB1300
MICA/B 6D4 PE Biolegend 320906
CD138 MII15 PE/Cy7 Biolegend 356514
CD38 LD38 FITC Cytognos CYT-38F
IFNY 45-15 PE Miltenyi Biotec 130-113-493
Golgistop 51-2092KZ - BD Biosciences 554724
IgGl1, x MOPC-21 PE BD Pharmingen 555749
IgG2a, MOPC-173 PE Biolegend 400211
Ki67 Ki-67 Brilliant Violet 421™  Biolegend 350506
anti-IgG conejo - Alexa Fluor™ 594 Invitrogen A-11005
BML-277 - - MedChemExpress  HY-13946

Tabla 5. Reactivos y anticuerpos primarios y secundarios utilizados para la caracterizaciéon celular

por citometria de flujo.

Isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE), proteina clorofila peridinina cianina 5.5
(PerCP/Cy5.5), ficoeritrina/cianina 7 (PE/Cy7), aloficocianina (APC) y aloficocianina/cianina 7

(APC/Cy7).
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5.1. Caracterizacion de las poblaciones: inmunofenotipo

Se estudio el inmunofenotipo de todas las lineas celulares de MM, asi como el de las
células plasmaticas purificadas de pacientes de MM mediante los niveles de expresion de
los marcadores CD38, CD138, CD56, CD45, CD19, de los ligandos de NKG2D (ULBPI,
ULBP3, ULBP2/5/6, MICA/B) y de BCMA. Para el estudio del inmunofenotipo de las
células efectoras CB-NK se utilizaron los anticuerpos dirigidos contra CD56, CD16 y
CD3.

Para medir el porcentaje de transduccion de las distintas poblaciones efectoras CAR se
empled el anticuerpo anti-NKG2D-PE o la proteina recombinante humana BCMA
conjugada a biotina (Adipogen) seguida por un marcaje con estreptavidina-PE (BD

Pharmigen).

5.2. Cuantificacion de citoquinas solubles y proteinas citotoxicas

liberadas al sobrenadante

El ensayo de liberacion de citoquinas se llevé a cabo mediante el cocultivo de 5 x 10*
células efectoras y diana a ratio 1:1 en el medio correspondiente sin interleuquinas. Tras
24 horas, se recogieron los sobrenadantes y se almacenaron a -80°C para la posterior
cuantificacion de citoquinas y proteinas citotoxicas mediante el ensayo multiplexado
basado en las esferas LEGENDplex™ Human CD8/NK y uno personalizado
(BioLegend), realizado de acuerdo con el protocolo del fabricante. Los archivos se
analizaron en el citometro de fluyjo FACSCanto™ II (BD Biosciences) utilizando el

software LEGENDplex™ Data Analysis Software Suite.

5.3. Analisis del ciclo celular

Se recogieron 1 x 10° células, previamente lavadas con PBS mediante centrifugacion. El
precipitado celular se resuspendié en PBS y se fijaron las células con etanol al 70% ftio,

lentamente y agitando. Las muestras se guardaron a -20°C, un minimo de 12h.

Antes del analisis por CMF, se realizaron dos ciclos de lavado con PBS y centrifugacion
a 1500 rpm durante 5 min. Mas tarde, se resuspendié el precipitado celular en una

solucion de PBS que contenia 0,04% yoduro de propidio y 1mg/ml RNAsa A. Finalmente,
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las muestras se incubaron durante 30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente y se

analizaron en escala lineal en el citometro de flujo FACSCanto™ II (BD Biosciences).

5.4. Estudio de apoptosis celular mediante marcaje con anexina-V

Se recolectaron 0,5 x 10° células y se lavaron dos veces con PBS frio y centrifugacion. El
precipitado celular se resuspendié en tampon de union (BioLegend) que contenia
Anexina-V (BioLegend) y se incubd a temperatura ambiente, en oscuridad, durante 15

min.

Antes del analisis por CMF, se afnadié una solucion de yoduro de propidio 0,05% en
tampon de union (BioLegend). Finalmente, las muestras se analizaron en el citometro de

flujo FACSCanto™ II (BD Biosciences).

5.5. Analisis de proliferacion celular mediante marcaje con Ki67

Se recogieron 5 x 10° células, previamente lavadas con PBS y centrifugacion. El
precipitado celular se resuspendié en PBS y se afiadio etanol frio al 70%, lentamente y

agitando. Las muestras se guardaron a -20°C, un minimo de 12h.

Previo al andlisis, se realizaron 3 lavados con solucién de marcaje celular comercial de
BioLegend, que contiene FBS y acida sodica. Posteriormente, se llevo a cabo el marcaje
con el anticuerpo anti-Ki67-BV421 (BioLegend) en la solucion de marcaje celular. Tras
30 minutos de incubacion a temperatura ambiente en oscuridad, se lavo el marcaje con
soluciéon de marcaje celular y las muestras se analizaron en el citometro de flujo

FACSCanto™ II (BD Biosciences).

5.6. Estudio del efecto de la inhibicion de Chk2 sobre la expresion

de NKG2D-L

Para evaluar la implicacion de Chk2 en la inducciéon de NKG2D-L tras el tratamiento
farmacologico con BTZ+GSI, se utilizo la linea celular de MM resistente a BTZ NCI
R20. Estas células se incubaron a 37°C durante 24h en presencia del inhibidor de Chk2
BML-277 (MedChemExpress), a una concentracion de 45uM. Al dia siguiente, se
administraron el BTZ 20nM y el GSI 100uM que se mantuvieron durante 24h.

Posteriormente, se lavaron las células y se marcaron con los anticuerpos correspondientes
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para medir por citometria de flujo la expresion de NKG2D-L, en el citometro de flujo

FACSCanto™ II (BD Biosciences).

6. ENSAYOS DE FUNCIONALIDAD IN VITRO

6.1. Ensayo de citotoxicidad frente a cé¢lulas diana de MM

Con el fin de evaluar la capacidad citotdxica de las células efectoras se llevaron a cabo
ensayos de citotoxicidad en los que se enfrentaron dichas cé€lulas a lineas celulares o
células primarias de MM (cé€lulas diana) a distintos ratios diana:efector (D:E). Para ello,
se incubaron las células diana con 3 pM Calcein-acetoxymethylester, calceina-AM
(Sigma-Aldrich) en medio RPMI-1640 con 100 Ul/ml de P/S, sin suplementar, durante
30 minutos a 37°C. La calceina-AM actlia como una sonda no fluorescente que penetra
en la célula y tras la hidrolisis del acetoximetil éster por parte de las esterasas
intracelulares se convierte en calceina, una forma anidnica fluorescente de excitacion y

emision a 488nm/520nm.

Tras la incubacidn, las células marcadas se lavaron y se cocultivaron con las células
efectoras, a las que se le retir6 la IL-2 24h antes del cultivo. Se incluyeron también células
diana marcadas en solitario (lisis basal) y células diana marcadas tratadas con 1% Triton
X-100 (Sigma Aldrich) (lisis maxima). Después de sembrarlas en el medio de cultivo, las
células se centrifugaron a 1200 rpm 5 minutos para favorecer la interaccion entre las
células diana y efectoras. El cocultivo se mantuvo durante 3 horas a 37°C y, pasado este
tiempo, se volvid a centrifugar la placa y se recogio el sobrenadante. La fluorescencia
emitida por la calceina liberada al sobrenadante, ya sea por lisis espontanea o por la lisis
producida por la célula efectora, se midi6 en el espectrofotdémetro VICTOR Nivo™

(PerkinElmer). El porcentaje de lisis especifica se calculd mediante la siguiente formula:

Fluorescencia cocultivo — Fluorescencia lisis basal

100 x —— - —
Fluorescencia lisis maxima — Fluorescencia lisis basal

Se evalud la implicacion de distintas moléculas solubles o anticuerpos sobre la actividad
citotoxica de las células efectoras NK. Para ello, se incubaron las células NK con 10
pug/ml del anticuerpo bloqueante anti-NKG2D (R&DSystem) o su isotipo correspondiente
IgG1k, o con las proteinas solubles de MICA (sMICA) (ProSpec) a Sng/ml o 1000 ng/ml
o de BCMA (sBCMA) (Adipogen) a 500 ng/ml durante 30 minutos a 37°C. En el caso
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del anticuerpo anti-NKG2D, tras el bloqueo, se realiz6 un lavado de las células NK con
PBS, se centrifugaron durante 5 min a 1500 rpm y el precipitado celular se resuspendio

en medio RPMI-1640 suplementado con FBS.

Tras el bloqueo con las distintas proteinas solubles o los anticuerpos, se procedié a

realizar el experimento de citotoxicidad como se detalla previamente.

6.2. Ensayo de toxicidad frente a células mononucleadas de sangre

periférica (PBMCs) de donante sano

Con el fin de evaluar si las poblaciones efectoras NK causaban algun tipo de
hematotoxicidad, se llevaron a cabo ensayos de toxicidad en los que se enfrentaron dichas
células NK a células mononucleadas de sangre periférica (PBMCs) de donante sano a
distintos ratios diana:efector. Para ello, se sigui6 el protocolo de marcaje y cuantificacion
de calceina liberada al sobrenadante del cocultivo previamente descrito para los ensayos

de citotoxicidad.

7. GENERACION DE LINEAS CELULARES DE MM RESISTENTES A
BORTEZOMIB (BTZ)

La generacion de la linea celular de MM ARP1 BCMAKO resistente a bortezomib (BTZ)
(MedChemExpress), ARP1 KO R16, se obtuvo mediante exposicion gradual a
concentraciones subletales crecientes de BTZ iniciandose en 2 nM, e incrementando la
dosis 2 nM cada vez que la linea celular empezaba a crecer notablemente. Este proceso
demoro6 3 meses hasta que la linea ARP1 BCMAX© empez6 a crecer de manera estable
en presencia de 16nM de BTZ. Posteriormente, se comprobo que la linea celular mantenia

la condicidn de resistencia en cultivo, en ausencia de presion selectiva con el farmaco.

7.1. Estudio de las mutaciones de la linea resistente ARP1 KO R16

Para el estudio de las mutaciones existentes en la linea resistente a bortezomib ARP1 KO
R16 generada en el laboratorio se procedio a la recoleccion de 1 millon de células para su
posterior extraccion de DNA utilizando el kit “DNeasy Blood and Tissue Kit” (Qiagen).
El DNA extraido se cuantificé usando el espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (Thermo
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Fisher) y se envié a una empresa externa (Secugen) para la secuenciacion Sanger de

region codificante del gen PSMBS por dos extremos.

Las secuencias obtenidas fueron comparadas con las secuencias ya descritas y se
rastrearon mutaciones de resistencia a BTZ descritas en la literatura [436] en el gen

PSMBS utilizando la herramienta de busqueda de similitudes BLAST (NCBI).

Las células RPMI-8226-R7 utilizadas en este trabajo presentan una mutacion en la
subunidad PSMBS5 del proteasoma (sustitucion Thr21Ala), lo que afecta a la region de
unién del BTZ [436]. Mientras que las células NCI-H929-R20 no presentan mutaciones
de resistencia en la subunidad PSMBS, si no que se caracteriza por una alta expresion de

PSMBS detectada por qPCR /432].

8. WESTERN-BLOT (WB)

Anticuerpos primarios

Antigeno Clon Especie Procedencia Referencia
p53 DO-7 Ratén Agilent M7001
p21 F-5 Raton Santa Cruz sc-6246
plé EP1551Y Conejo Abcam ab51243
Vinculina VIN-54 Ratén Abcam ab130007
B-actina Policlonal Congjo Cell signaling 4967
CD3z (CD247) Policlonal Raton BD Pharmingen 551033
Phospho-H2A.X (Ser139) JBW301 Raton Merck 05-636-1
eBiosciences
Anti-Ubiquitina p4D1 Raton Invitrogen 14-6078-80
Phospho-HP1y (Ser83) Policlonal Raton Cell signaling 2600
NF-kB p65 C22B4 Conejo Cell signaling 4764
Phospho-NF-xB p65 (Ser536)  93H1 Conejo Cell signaling 3033
IxBa L35A5 Ratén Cell signaling 4814
Phospho-IkBa. (Ser32) 14D4 Conejo Cell signaling 2849
NF-xB1 p105/p50 D4P4D Conejo Cell signaling 13586
Bcl-2 D55G8 Conejo Cell signaling 4223
Bax D2EI11 Conejo Cell signaling 5023
Chk2 1C12 Ratén Cell signaling 3440
Phospho-Chk?2 (Thr68) Policlonal Conejo Cell signaling 2661
Antigeno Especie Procedencia Referencia
anti-IgG raton HRP-conjugado Caballo Cell signaling 7076
anti-IgG conejo HRP-conjugado Cabra Cell signaling 7074

Tabla 6. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para la caracterizacion celular por western-
blot.

HRP, horseradish peroxidase; Ser, serina; Thr, treonina.
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El precipitado celular a estudiar se lis6 en solucion salina tamponada con Tris (TBS) que
contenia inhibidores de proteasas (Roche), inhibidores de fosfatasas (Merck) y 1% Triton
X-100 (Sigma Aldrich) para la extraccion de proteinas. Las muestras se incubaron a 4°C
en movimiento durante 30 minutos, se centrifugaron a 15 000 rpm 30 minutos a 4°C y
posteriormente, se recogieron los sobrenadantes. Para la separacion de las proteinas se
uso la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE). Las muestras se prepararon en tampon de carga Laemmli con [-
mercaptoetanol al 5% y se incubaron a 99°C durante 10 minutos para su
desnaturalizacion. La electroforesis se realizo a voltaje constante (120 V) en tampon de

electroforesis (Tris-HCI 25 mM, glicina 200 mM, SDS 0.1%, pH 8.3).

Tras la electroforesis se realizo la transferencia de las proteinas a membranas de
nitrocelulosa (Amersham) a amperaje constante (350 mA) durante 90 minutos en un
dispositivo de transferencia humeda en tampon de transferencia. Después de la
transferencia, las membranas se bloquearon con BSA (alblimina de suero bovino) al 3%
en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente y en agitacion. Posteriormente, se
incubaron a 4°C durante toda la noche con los anticuerpos primarios que se detallan en la
Tabla 6. Tras la incubacion con el anticuerpo primario, se realizaron tres lavados de 10
minutos con TBS-T (TBS- 0,1% Tween20) y se incubaron las membranas 30 min a
temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios conjugados a peroxidasa de rabano
(Horseradish Peroxidase, HRP) correspondientes. Posteriormente, se realizaron 3
lavados de 10 minutos con TBS-T y se llevo a cabo la inmunodeteccion mediante una
reaccion de quimioluminiscencia utilizando kits comerciales (Amersham) en el

documentador de geles Gel DocTM EZ (Bio-Rad).

8.1. Deteccion de las moléculas CAR

Para la deteccion por western-blot de las moléculas CAR se empleo6 un anticuerpo dirigido
contra CD3{ (Tabla 6), dominio sefalizador presente en la estructura de todas las
moléculas CAR utilizadas en este trabajo. La expresion de la molécula quimérica CAR
se caracteriz6 en los distintos efectores por la presencia de bandas de alto peso molecular

en comparacion con sus controles.
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8.2. Analisis de la actividad del proteasoma

Para el estudio indirecto de la inhibicion del proteasoma se analizé la acumulacion de
proteinas poli-ubiquitinadas tras el tratamiento con Bortezomib (MedChemExpress) y/o
el inhibidor de gamma secretasas (LY3039478, MedChemExpress). Las lineas celulares
de MM sensibles (NCI-H929, ARP-1 BCMAK® y RPMI-8226) o resistentes a BTZ (BTZ
NCI-H929 R20, ARP1 KO R16 y RPMI-8226 R7) se expusieron a ambos farmacos
durante 24h. Pasado este tiempo, se recogieron las células para su posterior procesamiento
y se analizaron por western-blot mediante deteccion con el anticuerpo anti-ubiquitina

(Tabla 6).

8.3. Estudio de senescencia y dafio en el ADN

El estudio de senescencia y dafio en el ADN se llevo a cabo por western-blot (WB) en las
lineas celulares de MM resistentes a BTZ NCI-H929 R20 y ARP1 KO R16 que habian
sido tratadas durante 24-72h con los farmacos Bortezomib (MedChemExpress) y/o
inhibidor de gamma secretasas (LY3039478, MedChemExpress).

Se analizaron los inhibidores de ciclo celular p21WAF! p53 y p16™K42 Para la deteccion
de dafo por dobles roturas en el ADN se utilizd el anticuerpo anti-histona H2A.X
fosforilada (pH2A.X) en la Ser139. Para medir la sefializacion en la respuesta a dafio en
el ADN se empled el anticuerpo Chk2 y su forma fosforilada en la treonina 68.
Estudiamos también Heterochromatin protein 1 (HP1Y') fosforilado en la Ser83, que es
un marcador de célula en senescencia [437]. Todos los anticuerpos utilizados estan

descritos en la Tabla 6.

9. ENSAYO FLUORIMETRICO PARA MEDIR LA ACTIVIDAD
B-GALACTOSIDASA

Para evaluar la senescencia celular se utilizé un kit comercial que mide la actividad B-
galactosidasa por ensayo fluorimétrico (BioVision). Se recogieron 1 x 10° células,
previamente lavadas con PBS, y se lisaron con tampon -gal en hielo 10 min. Después,
los lisados se centrifugaron a una velocidad de 10 000 g durante 5 min, a 4°C. Los
sobrenadantes recogidos se dispusieron en una placa de 96 pocillos y se les afiadio el

sustrato de la P-galactosidasa unido a fluoresceina. La hidrolisis por la enzima B-
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galactosidasa celular de este sustrato no fluorescente genera galactosa y fluoresceina. La
lectura de la fluorescencia emitida se realizé en modo cinético a 37°C durante 30 minutos
en un lector de placas VICTOR Nivo™ (PerkinElmer). Para el célculo de la actividad -
galactosidasa se utiliz6 una curva estandar de calibrado que contenia concentraciones
crecientes de fluoresceina (0-50 pmol). La diferencia entre dos lecturas a tiempos distintos
fue interpolada en la curva de calibrado para hallar la cantidad de fluoresceina (B) en
pmol, y mediante la siguiente formula, se calcul6 la actividad B-galactosidasa, siendo “T”
el tiempo de reaccion (min), “V” el volumen final de la reaccion y una unidad de -
Galactosidasa la cantidad de enzima que genera 1 pmol de fluoresceina por minuto a un

pH de 7, a 37°C:

Actividad p-Galactosidasa = B/(ATxV) x Factor dilucion = pmol/min/ul =
wU/ul=mU/ml

10. EXPERIMENTOS EN RATON

Todos los experimentos in vivo se llevaron a cabo utilizando ratones inmunodeficientes
non-obese diabetic (NOD) Cg-Prkdcscid 112rgtm 1 Wjl/SzJ (NSG) macho de 8-10 semanas
(Jackson Laboratory). El proyecto fue autorizado por las autoridades competentes de la
Comunidad de Madrid con n°® PROEX 191.2/20, bajo la legislacion espafiola y europea
vigente (RD 53/2013 y la directiva europea 2010/63/EU). Los animales se mantuvieron
en cajas ventiladas con un fotoperiodo dia/noche de 12 horas, una temperatura de 20-25°C
y humedad relativa de 55%+10%. En todo momento los animales dispusieron de comida
y bebida ad libitum. Los ratones recibieron una dosis subletal de irradiacién gamma a 1,5
Gy de cuerpo completo, 4h antes de la infusion intravenosa por vena caudal de las lineas
celulares de mieloma multiple para facilitar su injerto. Las lineas celulares modificadas
genéticamente utilizadas fueron U266 ffLucGFP y ARP1 KO R16 ffLucGFP. Las células
NK-92 se irradiaron a distintas dosis (2,5-10 Gy) utilizando una fuente de rayos gamma
previamente a su infusion intravenosa en los ratones. El esquema de tratamiento se detalla

en cada experimento en resultados.

El peso de los ratones fue monitorizado semanalmente hasta que fueron sacrificados por
aparicion de sintomas de MM. Se definieron los siguientes criterios de punto final:
pérdida de peso superior al 20%, astenia o paraplejia. Ademds, se registro la

supervivencia y se recogieron muestras de tejidos en el momento de la necropsia, como
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se describe en los apartados /1. Andlisis estadistico y 10.6. Andlisis de injerto de las

distintas poblaciones en sangre periférica, médula osea y bazo.

10.1. Analisis de biodistribucidén tumoral mediante imagen in vivo

La carga tumoral se monitorizd cada 1-2 semanas usando el equipo de captacion de
imagen multimodal para animales In-Vivo Xtreme Preclinical Optical/X-ray Imaging
System (Bruker Sciences) hasta el punto final del experimento. Se inyect6 a los ratones
una solucion acuosa de D-luciferina (ThermoFisher) 200mg/kg por via intraperitoneal
(i.p.) 7 min antes del inicio de la adquisicién de iméagenes. Durante este procedimiento,
los ratones se anestesiaron con isofluorano al 2%. La toma de imagenes se llevo a cabo
con un protocolo de luminiscencia con exposiciones de 5 min a una resolucién de 8x8
pixeles y un campo de vision de 19 cm. La sefial de luminiscencia obtenida se convirtid

a unidades de fotones/segundo/mm?.

10.2. Andlisis de la compatibilidad KIR-HLA

Se llevo a cabo el estudio de la compatibilidad HLA-KIR entre las lineas celulares de
MM vy las células CB-NK de los donantes utilizados en los experimentos de raton. Para
ello, se extrajo el ADN de todas las poblaciones utilizando el kit DNeasy blood and tissue
kit (Qiagen) y se cuantifico en el espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (Thermo
Fisher). La tipificacion de los KIR de los donantes se llevd a cabo en el Servicio de
Inmunologia del Hospital 12 de octubre, por la metodologia SSO (“sequence specific
oligonucleotide”) de muestras amplificadas por PCR, mediante tecnologia Luminex®
FLEXMAP 3D®, utilizando el kit de One Lambda KIR SSO Genotyping Test
(ThermoFisher). Para el tipaje del HLA de la linea celular ARP1 KO R16 se utilizo el
mismo protocolo, utilizando el kit de One Lambda LABType XR and CWD
(ThermoFisher).

10.3. Analisis de lesiones liticas por rayos X

Para la visualizacion de las lesiones liticas causadas por las células de MM en los ratones
se utilizd un protocolo de rayos X de alta resolucion en el equipo In-Vivo Xtreme
Preclinical Optical/X-ray Imaging System (Bruker Sciences). El campo de vision

utilizado fue de 12 cm, resolucion 1x1 pixeles y penetrancia de 0,4mm. Se identificaron
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todas las lesiones Oseas liticas, incluyendo aquellas en las que habia una ruptura de la

zona cortical o lesiones en sacabocados.

10.4. Analisis de persistencia de los efectores inmunes

Para el analisis de persistencia de los efectores inmunes en el raton se extrajo SP de la
vena caudal de los ratones, a los tiempos post-infusion indicados en cada caso en
resultados. La sangre extraida se analizé por CMF para determinar las poblaciones NK
(CD56%, CD45"), asi como los niveles de expresion del CAR correspondiente (ver

apartado 5. 1. Caracterizacion de las poblaciones: inmunofenotipo).

10.5. Analisis de injerto de las distintas poblaciones en sangre

periférica, médula 6sea y bazo

Se recogid SP y se extrajeron el bazo, fémures y tibias a la necropsia de los ratones. La
MO se extrajo mediante la perfusion de PBE en la cavidad ¢sea de los fémures y las tibias
con una jeringa y aguja de 25G. La suspension celular de la MO y del bazo, disgregado
mecéanicamente en PBE, se hizo pasar por un filtro de 0,22um. Los eritrocitos de todas
las muestras celulares se lisaron utilizando buffer ACK (Gibco). Para evaluar la presencia
de células mielomatosas se utilizé el anticuerpo CD138 PECy7 y la GFP expresada por
las células modificadas ffLucGFP. Para la deteccion de las células NK se utilizaron los
anticuerpos CD56 APC, CD45 PerCPCy5.5, mientras que la expresion del CAR
correspondiente fue analizada mediante el marcaje con el anticuerpo anti-NKG2D-PE o
la proteina thBCMA conjugada a biotina, seguida por incubacion con estreptavidina-PE.

Se utilizo el protocolo de citometria de flujo detallado anteriormente en 5. Citometria de

Sflujo.

10.6. Andlisis histoquimico

Se llevo a cabo la extraccion de los higados de los ratones y se fijaron en formalina al
10% durante 2 dias. Ademas, el fémur derecho de cada raton se fij6 en 10% formalina
durante 48h y posteriormente se decalcifico en solucion 10% EDTA (pH 7,4) durante dos
semanas. Todos los tejidos fueron embebidos en bloques de parafina y se cortaron

secciones de Sum, que se tifieron con hematoxilina y eosina para su examen histoldgico.
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Las preparaciones se capturaron con una camara digital (Leica ICC50 W) conectada al

microscopio Leica DM2000 LED (Leica Microsystems), a un aumento de 20x.

10.7. Analisis del plasma de los ratones

Se llevo a cabo la extraccion del plasma en el momento de la necropsia. Se extrajo la SP
de los ratones y se centrifugd a 300g durante 10 min. A continuacion, se retir6 el
precipitado celular y el sobrenadante se volvio a centrifugar a 1000g durante 10 min.

Los plasmas se conservaron a -80°C hasta su analisis.

11. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el software GraphPad Prism 8. Los
resultados se expresan como la media aritmética de los valores de experimentos
independientes y su error estandar de la media (SEM). Para comprobar si las variables
cumplian los criterios para aplicar test paramétricos, se llevaron a cabo las pruebas de
normalidad (Shapiro-Wilk) y de homocedasticidad o igualdad de varianzas (Test de
Levene). Para las variables con distribucion normal se utilizaron los T-test o ANOVA de
una o dos vias para comparar poblaciones, utilizando el analisis post-hoc de Tukey en el
caso de comparaciones multiples. Cuando las variables resultaron en una distribucién no
paramétrica se utiliz6 la prueba de U de Mann-Witney-Wilcoxon para comparar dos
muestras independientes o el test de Kruskal-Wallis para tres o mas grupos. En las
graficas se indica la significacion estadistica de la siguiente manera: *p<0.05, **p<0.01,

##%p<0.001.

Para las curvas de supervivencia de los ratones se utilizd6 un método univariable de
Kaplan-Meier para la representacion de los datos, y se llevo a cabo el anélisis Log Rank

(Mantel-Cox) para ver las diferencias estadisticas entre grupos.
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1. GENERACION Y CARACTERIZACION DE LAS CELULAS
NK-92MI TRANSDUCIDAS CON LOS CAR DE SEGUNDA
GENERACION NKG2D Y BCMA COMO TERAPIA FRENTE A MM

1.1. Construccion de lentivectores CAR

El plasmido de transferencia que codifica para la expresion del CAR NKG2D 41BB(
(41BB-CD3() fue cedido por Daniel J. Powell Jr. (Perelman School of Medicine,
Pennsylvania, EEUU). Este CAR presenta el ectodominio del receptor NKG2D
(secuencia aminoacidica 82-216) unido a la region bisagra y transmembrana del receptor
CD8a seguida del dominio coestimulador 41BB y el dominio de activacion CD3( (Fig.
20A, izquierda). Para la generacion del CAR BCMA 41BB( se sustituy6 el ectodominio
del receptor NKG2D por la secuencia que contenia la scFv anti-BCMA procedente del
anticuerpo monoclonal quimérico raton/humano J22.9-xi (4ZFO, ProteinDataBase) (Fig.

20A, derecha).

1.2. Generacion y caracterizacion de las células NK-92MI CAR

Para generar las células NK-92MI con los lentivectores (LV) CAR de segunda generacion
NKG2D y BCMA, se transdujeron a una multiplicidad de infecciéon (MOI) de 10 y se
seleccionaron mediante separacion celular por citometria de flujo, que permitié alcanzar
en el cultivo una pureza cercana al 100% de expresion de ambos CAR (Fig. 20B). La
expresion de los dos CAR fue estable en el tiempo, incluso tras repetidos ciclos de
congelacion y descongelacion. Para evaluar si ambas poblaciones tenian una integracion
similar de las construcciones CAR que permitiera comparar la potencia de ambas
moléculas CAR en ensayos funcionales, analizamos el nimero de copias del LV por
célula. Los valores obtenidos por q-PCR fueron: 0,656 + 0,027 copias de NKG2D CAR
y 0,797 + 0,038 copias de BCMA CAR, respectivamente (Fig. 20C).

Se corrobor6 la expresion de las moléculas CAR en los efectores por western blot
empleando el anticuerpo anti-CD3(. Para obtener el tamafio tedrico de los CAR se tradujo
la secuencia nucleotidica mediante la herramienta informdtica Expasy translate y a partir
de la secuencia aminoacidica obtenida se calculd el peso molecular utilizando la

herramienta Expasy compute pI/Mw. El analisis por western blot permiti6é detectar una

101



RESULTADOS

proteina de peso similar al tedrico de 43,5 kDa estimado para el CAR NKG2D y una
proteina de peso molecular teérico del CAR BCMA (53,9 kDa) (Fig. 20D).

Antes de comparar la eficacia de las poblaciones efectoras NK-92MI NKG2D y BCMA
CAR, quisimos verificar que el reconocimiento de los CAR era especifico de sus
correspondientes ligandos. En el caso de NKG2D CAR, puesto que todas las lineas
celulares de MM expresan al menos uno de los NKG2D-L y seria necesario suprimir
varios ligandos en la mayoria de las lineas celulares, decidimos bloquear el receptor con
un anticuerpo antagonista anti-NKG2D. De esta forma, al bloquear la poblacion efectora
NK-92MI NKG2D CAR con el anticuerpo neutralizante anti-NKG2D, la lisis se redujo
un 62.6% a ratio 1:1 con respecto a la lisis obtenida en presencia de isotipo frente a la
linea celular de MM U266, corroborando la especificidad del CAR NKG2D (Fig. 20E,
panel izquierdo). En el caso de BCMA, se llevo a cabo la supresion de la expresion de
BCMA en la linea celular de MM U266, U266 BCMAK® (denominada de aqui en adelante
U266 KO) mediante el sistema CRISPR/Cas9, como se detalla en la fig. 20F. Las células
U266 y U266 KO se enfrentaron a la poblacion NK-92MI y NK-92MI BCMA CAR. Al
suprimir la expresion de BCMA, la eficacia antitumoral de la poblacion NK-92MI BCMA
CAR se veia comprometida (reduccion de un 60,8% de lisis tumoral a ratio 1:1) hasta
igualar la lisis especifica de la poblacion NK-92MI no transducida (Fig. 20E, panel
derecho), lo que evidencia la especificidad del CAR BCMA por su ligando, BCMA.

MICA es el ligando mas importante del receptor NKG2D. Se ha descrito que la
sobreexpresion de MICA soluble (sMICA) en el suero de los pacientes de MM
correlaciona con la progresion del tumor [200]. Quisimos comprobar si la presencia de
sMICA podia interferir en la actividad litica de las células efectoras NK-92MI NKG2D
CAR. Para ello, realizamos un ensayo de citotoxicidad sobre la linea celular de MM U266
en presencia de concentraciones de sMICA de 5ng/ml, en el rango de concentracion
cuantificada en el suero de los pacientes de MM, asi como a concentracion
suprafisioldgica (1000 ng/ml). Los resultados revelaron que la eficacia antitumoral de la
poblacion NK-92MI NKG2D CAR no se veia afectada en presencia de ninguna de las
concentraciones de sSMICA ensayadas (Fig. 20G, panel izquierdo).

Los niveles de BCMA soluble (sSBCMA) también se encuentran elevados en el suero de
los pacientes con MM vy correlacionan con el estado clinico del paciente y la progresion
de la enfermedad [438]. Ensayos in vitro han demostrado que el S BCMA disminuye la

potencia citotoxica de las células T BCMA CAR [439] por lo que quisimos estudiar si
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este mismo mecanismo podia reducir la actividad anti-MM de las células NK-92MI
BCMA CAR. Los resultados mostraron que el SBCMA, a la concentracion media
cuantificada en el suero de pacientes con MM (500 ng/ml), redujo significativamente la
actividad antitumoral de la poblacion NK-92MI BCMA CAR sobre las células U266
(reduccion de un 28,4% de lisis tumoral a ratio 1:1, Fig. 20G panel derecho) mientras que

la citotoxicidad de la poblacion NK-92MI parental no se modificaba.

Por tanto, la caracterizacion de las células NK-92MI NKG2D CAR y BCMA CAR
generadas evidenci6 una expresion similar de las moléculas CAR en ambas poblaciones,
la especificidad de las construcciones CAR por sus ligandos y que sSBCMA es capaz de

neutralizar la actividad litica de la poblacion NK-92MI BCMA CAR.
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Figura 20. Generacién y caracterizacion de la actividad litica de las células NK-92MI CAR.

A) Estructura de los CAR de segunda generacion NKG2D y BCMA. B) Gréfico de puntos del analisis por
citometria de flujo de la expresion del receptor NKG2D y de BCMA CAR en las células NK-92MI
transducidas. C) Cuantificacion mediante q-PCR del numero de copias del vector en las células NK-92MI
transducidas con el CAR NKG2D o BCMA. D) Deteccion por western-blot de las moléculas CAR en las
distintas poblaciones NK92MI CAR mediante el marcaje con el Ac anti-CD3(. E) Lisis especifica analizada
mediante ensayos de liberacion de calceina en el cocultivo durante 3 h de las células NK92MI NKG2D
CAR (izquierda) en presencia del anticuerpo anti-NKG2D (10ug/ml) o su correspondiente isotipo (IgG1)
frente a la linea celular U266, y de las células NK92MI CAR BCMA (derecha) frente a la linea celular
U266 0 U266 BCMAKO, Los resultados representan la media + SEM de 3 experimentos independientes. F)
Histograma representativo del analisis por citometria de flujo de la expresion de BCMA tras la supresion
de su expresion en la linea celular de MM U266 mediante edicion génica CRISPR/Cas9. G) Lisis especifica
analizada mediante ensayos de liberacion de calceina en el cocultivo durante 3 h de las células NK92MI
NKG2D CAR (izquierda) en presencia o ausencia (NT) de SMICA 5ng/ml o 1000ng/ml, y de las células
NK92MI CAR BCMA (derecha) en presencia o ausencia (NT) de sSBCMA 500 ng/ml frente a células U266.
Los resultados representan la media + SEM de 3 experimentos independientes. LTR: repeticiones
terminales largas; EF1a: factor de elongacion 1 oo ECD, ectodominio; TM: transmembrana; kDa, kilodalton;
ratio D:E, ratio diana:efector; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****<0,0001.

1.3. La expresion de los CAR NKG2D y BCMA en las células

NK-92MI mejora la eficacia antitumoral in vitro de la poblacidon

parental frente a lineas celulares de MM

Para comparar la potencia citotoxica de los tratamientos NK-92MI CAR frente a su linea
parental, seleccionamos una bateria de lineas celulares de MM con distinta expresion de
los ligandos diana BCMA y/o ligandos de NKG2D (NKG2D-L) (Fig. 21A): la linea
celular U266 presenta una elevada y similar expresion de NKG2D-L y BCMA, mientras

que las células ARP1 muestran niveles equivalentes pero inferiores de ambos ligandos
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NKG2D-L y BCMA; la linea celular XG1 expresa altos niveles de BCMA pero presenta
expresion reducida de NKG2D-L; y la linea celular K562 se us6 como control positivo
para el CAR de NKG2D, ya que posee una elevada expresion de NKG2D-L y no expresa
BCMA.

En la comparacion de la actividad citotoxica de las diferentes poblaciones efectoras frente
a las distintas lineas celulares de MM observamos que la linea NK-92MI parental
mostraba una lisis especifica mucho menor que la producida por las poblaciones NKG2D
y BCMA CAR (Fig. 21B). Ademas, la eficacia antitumoral de ambos efectores CAR fue
muy similar cuando se enfrentaron a lineas celulares con expresion equivalente de ambos
ligandos, como U266 o ARP1. La lisis especifica producida por la poblacion NK-92MI
NKG2D CAR frente a U266, que presenta una expresion muy similar de ambos ligandos
(13,9 veces NKG2D-L y 13,1 veces BCMA), a ratio 1:1 fue de 83,19 + 6,57% frente al
91,91 + 3,01% de lisis producida por la poblacion NK-92MI BCMA CAR (Fig.21B). Un
resultado similar se obtuvo frente a las células ARP-1, cuya expresion de ligandos es 5,6
veces NKG2D-L y 5,5 veces BCMA sobre la FMO. En este caso, la lisis especifica
alcanzada por la poblacion NK-92MI NKG2D CAR a ratio 1:8 fue 84,92 + 2,69% frente
a 83,22 + 5,50% obtenida por la poblacion NK-92MI BCMA CAR alcanzaba una mayor
actividad litica. La poblacion NK-92MI BCMA CAR presenta una ventaja frente a la
linea celular XG-1, ya que estas células expresan mayor cantidad del ligando BCMA
(10,2 veces BCMA frente a 3,2 veces NKG2D-L), y aratio 1:8 la lisis especifica obtenida
para esta poblacion fue 85,37 +2,66% frente a 54,92 & 2,14% para la poblaciéon NK-92MI
NKG2D CAR. De manera inversa, la lisis producida por la poblacion NK-92MI NKG2D
CAR frente a la linea celular K562 que expresa 20 veces NKG2D-L y 2,3 veces BCMA
sobre la FMO (estos valores son considerados ausencia de expresion de BCMA ya que la
minima expresion se debe a sefal de auto fluorescencia en ausencia de isotipo) a ratio 1:1
fue 94,08 £ 2,79% frente a 25,47 + 3,89% producido por la poblacion NK-92MI BCMA
CAR. Ademas, las diferencias encontradas en citotoxicidad frente a la linea celular de
MM U266 KO (13,4 veces NKG2D-L y 3,1 veces BCMA) a ratio 1:1 fueron de 91,79 +
4,60% para la poblacion NK-92MI NKG2D CAR y 46,49 + 2,29% para la poblacion NK-
92MI BCMA CAR (Fig. 21B). En general, los resultados sugieren una asociacion entre
el nivel de expresion de ligandos en la célula diana y la lisis tumoral producida por las

poblaciones efectoras CAR.
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Adicionalmente, llevamos a cabo la cuantificacion de IFN-y en el sobrenadante del
cocultivo de las poblaciones efectoras con las células diana U266 (Fig. 21C), y
observamos que la poblacion NK-92MI NKG2D CAR producia significativamente una
mayor concentracion de IFN-y (1837,33 + 515,58 pg/ml) que las células NK-92MI (55,71
+4,51 pg/ml) y NK-92MI BCMA CAR (451,72 + 180,13 pg/ml).

1.4. La potencia citotdoxica de las células NK-92MI BCMA CAR es
superior a la de la poblacion NK-92MI NKG2D CAR sobre cé¢lulas

plasmaticas primarias de MM

Una vez comprobada la actividad citotoxica de las células NK-92MI CAR sobre lineas
celulares de MM se evalu6 la misma funcion sobre células plasmaticas procedentes de 6
pacientes de MM, tres al diagnostico (DX) y otros tres en el momento de la recaida (R/R).
Las caracteristicas de estos pacientes se detallan en la Tabla 7. Tras la purificacion de las
células plasmaticas, se analiz6 la expresion de NKG2D-L y BCMA por citometria de
flujo, que evidencio la expresion de los ligandos diana de las moléculas CAR estudiadas
en las células plasmaticas de todos pacientes de MM, aunque a niveles variables (Fig.

21D).

Para analizar la potencia citotoxica de nuestra inmunoterapia NK-92MI CAR sobre las
células plasmaticas purificadas de pacientes de MM realizamos un ensayo de
citotoxicidad en el que observamos que la poblacion NK-92MI BCMA CAR presentaba
una actividad antitumoral significativamente mayor que las células NK-92MI parentales
(44,23 £6,69% vs 7,59 + 3,57 % a ratio 1:32, p<0,0001). Sin embargo, la poblacién NK-
92MI NKG2D CAR mostraba una menor potencia citotoxica que las células NK-92MI
BCMA CAR (15,15 £2,46 % vs 44,23 £6,69% a ratio 1:32, p<0,0001), aunque superior
a la poblacion NK-92MI (15,15 + 2,46% vs 7,59 + 3,57 % a ratio 1:32, p>0,999; Fig.
21E).

En su conjunto, estos resultados muestran que las poblaciones NK-92MI CAR generadas
poseen una mayor actividad antitumoral que las células NK-92MI parentales frente a

lineas celulares y células plasmaticas primarias de MM.

107



RESULTADOS

Momento % CP  Tipo/ISS Tratamiento  Isotipo Expresiéon Expresiéon
NKG2D-L BCMA
#1 64 R/R 36 ISST KD IgG lambda 9 2
(6" linea)
#2 56 DX 23 - - IgA lambda 2 4
#3 45 R/R 13,2 1IA D+Rd 1gG kappa 12 55
(2% linea)
#4 65 DX 52 ISS I-1I - IgA lambda 16 42
#5 73 R/R 54 IIA- VD + IgG kappa 4 5
Selinexor
1SS (4* linea)
#6 81 DX 12 ISS-R1 - IgG kappa 12 35

Tabla 7. Caracteristicas de los pacientes de MM al diagnéstico o en recaida.

R/R: recaida; DX: diagnostico; CP: células plasmaticas analizadas por citometria de flujo; K: carfilzomib;
D: dexametasona; R: lenalidomida; V: velcade (bortezomib); Expresion de NKG2D-L y BCMA analizada
como veces de incremento sobre la FMO.
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Figura 21. Las células NK-92MI CAR superan la eficacia antitumoral de las células NK-92MI

parentales.

A) Analisis por citometria de flujo de la expresion de los ligandos de los CAR NKG2D y BCMA en distintas
lineas de MM (n=3, media £+ SEM). B) Lisis especifica analizada mediante ensayos de liberacion de
calceina en el cocultivo durante 3 h de las células NK-92MI, NK-92MI NKG2D CAR y NK-92MI BCMA
CAR frente a las lineas celulares de MM U266, U266 KO, XG-1 y ARP1 y la linea celular de leucemia
mieloide cronica K562 (n=3, media = SEM). C) Cuantificacion mediante citometria de flujo con el panel
humano CD8/NK LEGENDplex™ de la produccion de IFN-Y por las distintas poblaciones efectoras tras
el cocultivo durante 24h con la linea celular U266 (n=3, media + SEM). D) Expresion de NKG2D-L y
BCMA en las células plasmaticas de los pacientes de MM al diagnostico (DX) y en recaida (R/R) (n=6,
media + SEM). E) Lisis especifica analizada mediante ensayos de liberacioén de calceina en el cocultivo
durante 3 h de las células NK-92MI, NK-92MI NKG2D CAR y NK-92MI BCMA CAR frente a células
plasmaticas primarias purificadas de muestras de MO de los pacientes de MM, descritos en la tabla 7 (n=6,
media + SEM). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****<0,0001.
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2. LA COEXPRESION DE LOS CAR NKG2D Y BCMA EN LAS
CELULAS NK-92MI INCREMENTA LA COBERTURA CITOTOXICA
SOBRE LINEAS CELULARES DE MM PERO NO EXHIBE UNA
SINERGIA EN CUANTO A LA ACTIVIDAD ANTITUMORAL

Con el fin de potenciar nuestra inmunoterapia y evitar el escape por la pérdida de
expresion de una de las dianas CAR, generamos células NK-92MI que coexpresaran los
CAR NKG2D y BCMA en la misma célula (dual 41BB). Para ello, transdujimos las
células NK-92MI BCMA CAR con el CAR NKG2D a MOI 10, obteniendo de nuevo una
expresion estable de ambos CAR (Fig. 22A). El ensayo de citotoxicidad sobre células
U266, U266 KO y XG-1 no mostré una mejora significativa en la eficacia antitumoral de
esta poblacion con coexpresion de los CAR con respecto a las transducidas con los CAR
simples (Fig. 22B). Como estas construcciones CAR contienen el mismo dominio
coestimulador 41BB quisimos expresar en la misma célula moléculas CAR que tuvieran
distintos dominios coestimuladores para potenciar rutas distintas de activacion celular.
Debido a que las células NK-92 expresan de forma constitutiva el receptor CD28 y poseen
sefializacion enddgena, construimos un CAR NKG2D con un domino coestimulador de
CD28, que sefializa a través de rutas distintas a 41 BB, fundamentalmente por la via PI3K-
AKT [440]. Para la generacion del CAR NKG2D CD28( se sustituyo la region de los
coestimuladores 41BB-CD3( por CD28-CD3(. Transdujimos las células NK-92MI
BCMA CAR (que contenia el coestimulo 41BB) con el CAR NKG2D (que contiene el
coestimulo CD28) a MOI 10 y una vez obtenida una poblacién pura con expresion estable
de ambos CAR (dual CD28), llevamos a cabo un ensayo de citotoxicidad con todas las
poblaciones CAR simples y duales. Los resultados muestran una cobertura citotoxica,
aunque no una sinergia en la actividad litica sobre las lineas celulares que expresan de
forma diferencial los ligandos CAR, como las células U266 KO o XG1 (Fig. 22B). La
lisis obtenida a ratio 4:1 frente a la diana U266 KO, con alta expresion de NKG2D-L y
ausencia de BCMA, fue de 66,52 + 7,78%, 53,31 + 3,65% y 73,04 + 1,1% para las
poblaciones NK-92MI NKG2D CAR, NK-92MI dual41BB y NK-92MI dualCD28,
respectivamente. En el analisis frente a la linea celular XG1, con alta expresion de BCMA
y baja de NKG2D-L, la lisis obtenida a ratio 1:2 fue de 73,36 + 6,35%, 72,42 + 7,23% y
75,44 + 6,06% para las poblaciones NK-92MI BCMA CAR, NK-92MI dual41BB y NK-
92MI dualCD28, respectivamente (Fig. 22B).
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Asimismo, quisimos evaluar la potencial toxicidad hematolédgica de las células NK-92MI
CAR generadas. Para ello llevamos a cabo el cocultivo de las diferentes poblaciones CAR
frente a células mononucleadas de sangre periférica (PBMCs) de donantes sanos y
observamos que ninguna de las poblaciones efectoras, ni con expresion de CAR simples
ni CAR dual, resultaban hematotoxicas (Fig. 22C). El porcentaje méaximo de lisis celular

obtenido a ratio 1:16 fue de un 6,57 £ 5,5%.

Los resultados sugieren que la expresion dual de los CAR NKG2D y BCMA en la misma
célula NK-92MI no incrementa de forma sinérgica la actividad antitumoral incluso
utilizando dominios coestimuladores que sefializan por distintas rutas de activacion, pero
suponen una ventaja respecto a la expresion simple de los mismos CAR al aumentar la

cobertura citotoxica sobre los ligandos diana.
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Figura 22. Las células NK-92MI que coexpresan los CAR NKG2D y BCMA no exhiben mayor
potencia antitumoral que las células con expresiéon simple de los CAR, aunque muestran una mayor
cobertura citotéxica.

A) Grafico de puntos representativo del analisis por citometria de flujo de la expresion DUAL de los CAR
que presentan el mismo dominio coestimulador 41BB (superior) o combinando 41BB y CD28 (inferior)
transducidos con lentivectores. Se muestran los analisis previos y posteriores a su seleccion. B) Lisis
especifica analizada mediante ensayos de liberacion de calceina en el cocultivo durante 3 h de las células
NK-92MI NKG2D CAR, NK-92MI BCMA CAR, NK-92MI dual41BB y NK-92MI dualCD28 frente a
células U266, U266 KO y XG-1. (n=3, media = SEM). C) Lisis especifica analizada mediante ensayos de
liberacion de calceina en el cocultivo durante 3 h de las células NK-92MI NKG2D CAR, NK-92MI BCMA
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CAR y NK-92MI dualCD28 frente a células mononucleadas de SP procedente de donantes sanos (n=5,
media + SEM). *p<0,05, **p<0,01, ****<0,0001.

3. LA IRRADIACION A DOSIS CLINICAS DE LAS CELULAS
NK-92MI CAR ANULA POR COMPLETO SU EFICACIA
ANTITUMORAL IN VIVO

Para evitar la tumorigénesis, las células NK-92MI han de ser irradiadas antes de su uso
clinico para detener su proliferacion in vivo, por lo que quisimos comprobar inicialmente
que la dosis aprobada para la administracion de esta terapia celular en pacientes no
afectaba a su capacidad citotoxica in vitro. Para ello, irradiamos las células NK-92MI y
NK-92MI NKG2D CAR a 10Gy vy, tres horas después, llevamos a cabo un ensayo de
citotoxicidad frente a la linea celular de MM U266. Las células NK-92MI irradiadas a
10Gy no mostraron diferencias significativas respecto a las células sin irradiar en cuanto
a porcentaje de lisis tumoral, tanto en las células parentales como en las que expresaban

el CAR NKG2D (Fig. 23A).

Una vez corroborada la actividad antitumoral in vitro de las células NK-92MI NKG2D
CAR irradiadas llevamos a cabo un experimento in vivo para comparar la eficacia de las
poblaciones acondicionadas a 10Gy NK-92MI NKG2D CAR y NK-92MI BCMA CAR
frente a MM. En ratones macho inmunodeficientes de 8-10 semanas non-obese diabetic
(NOD) Cg-Prkdcscid 112rgtm1Wjl/SzJ (NSG) se generé un modelo de MM mediante
infusion intravenosa de 4 x 10° células modificadas U266ffLucGFP. Tras 72 horas, se
administraron 16 x 10° células NK-92MI CAR por via intravenosa, una vez a la semana
durante 4 semanas. Mientras que la supervivencia media del grupo U266ffLucGFP fue
de 63 dias, el tratamiento con células NK-92MI NKG2D CAR o NK-92MI BCMA CAR
no increment6 de forma significativa la supervivencia media de los ratones (2 y 9 dias,
respectivamente) (Fig. 23B). Como con las dosis administradas las células NK-92MI
CAR irradiadas a 10 Gy resultaron no ser eficaces in vivo frente a MM, quisimos aplicar
otro esquema de tratamiento, reduciendo la infusion de U266ffLucGFP a 1 x 10° células
y administrando tres dosis de 10 x 10° células NK-92MI CAR cada 2-3 dias. (Fig. 23C).
El tratamiento no aument6 significativamente la supervivencia de los ratones infundidos
con células NK-92MI NKG2D CAR (65 dias) o BCMA CAR (70 dias) en comparacion

con los ratones sin tratamiento (66 dias). Por tanto, los resultados indicaban que las
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células NK-92MI CAR irradiadas no presentaban eficacia antitumoral in vivo, ni con

esquemas de tratamiento en multidosis poco espaciadas en el tiempo.

Con el fin de estudiar la persistencia limitada de las células NK-92MI CAR irradiadas en
los ratones podia ser la responsable de la falta de eficacia antitumoral, se llevé a cabo un
analisis de la sangre por venopuncion de los animales a las 3 y 48h después de la infusion
de la terapia. El analisis por citometria de flujo mostré que a las 3h post-infusion las
células NK-92MI CAR irradiadas a 10Gy permanecian en circulacion, mientras que tras
48h ya no eran detectables en SP (Fig. 23D). Los resultados obtenidos en los primeros
ensayos piloto sugieren que la baja persistencia in vivo de las células NK-92MI CAR

irradiadas puede dificultar su eficacia anti-MM.

3.1. Dosis de irradiacion inferiores a la dosis clinica aumentan

ligeramente la persistencia in vitro de las células NK-92MI CAR

Debido a la ineficacia in vivo de las células NK-92MI CAR irradiadas a la dosis clinica
de 10 Gy, quisimos investigar si existe una dosis de irradiacion idonea que permita un
periodo de actuacion de las células mas prolongado, pero asegure su completa eliminacion

para evitar que puedan proliferar dentro del animal.

Como se ha descrito que las radiaciones ionizantes aumentan la expresion de los NKG2D-
L en células tumorales [441] quisimos evaluar primero si la irradiaciéon podia aumentar
la expresion de estos ligandos en las células NK-92MI y, en consecuencia, producir
fratricidio en la poblacion NK-92MI NKG2D CAR que pudiera justificar la disminucion
de la persistencia in vivo. Ensayamos distintas dosis de irradiacion entre 0 - 10 Gy y
analizamos la expresion de NKG2D-L en las células NK-92MI NKG2D CAR a distintos
tiempos (0 - 120 h). La ausencia de variacion significativa de la expresion de NKG2D-L
en el tiempo a cualquiera de las dosis de irradiacion ensayadas (Fig. 23E) sugiere que la
disminucién de la persistencia de las células NK-92MI NKG2D CAR no estd mediada
por el reconocimiento NKG2D CAR/NKG2D-L que facilite la eliminacioén entre las

células efectoras.

Para investigar si la reduccion de la dosis de irradiacion de las células NK-92MI CAR
permite aumentar la eficacia, pero sin generar un linfoma NK en los animales, realizamos
unos estudios iniciales in vitro, mediante un ensayo de proliferacion acumulativa y un

analisis de apoptosis celular a dosis decrecientes de irradiacion inferiores a la dosis
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clinica. Para el estudio de proliferacion se cultivaron las células NK-92MI NKG2D CAR
a una concentracion de 0.5 millones/ml en ausencia de IL-2, y se mantuvieron durante el
tiempo indicado, sin renovacion del medio de cultivo. Este ensayo mostrd que tras 48
horas solo un 24% de las células irradiadas a 10 Gy permanecian vivas, mientras que a 5
Gy la supervivencia era de un 44% (Fig. 23F). Tras 120 horas, en el cultivo de las
poblaciones NK-92MI irradiadas a 5 y 10 Gy no quedaban células viables, mientras que
las células irradiadas a 2,5 Gy y 3,75 Gy mantenian un porcentaje de supervivencia de 36
y 14%, respectivamente (Fig. 23F). La apoptosis celular se analizo por citometria de flujo
mediante el marcaje con Anexina V (Fig. 23G). El porcentaje de células apoptoticas a
120h alcanz6 alrededor del 90% en las células irradiadas a 5 y 10 Gy, mientras que la
irradiacion a 2,5 y 3,75 Gy inducia apoptosis en el 63 y 76% de células, respectivamente.
Los resultados muestran que dosis de irradiacion inferiores a la dosis clinica aprobada

aumentan ligeramente la persistencia de las células NK-92MI NKG2D CAR in vitro.
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Figura 23. La irradiacion a dosis clinicas de las células NK-92MI CAR anula su eficacia in vivo.

A) Lisis especifica analizada mediante ensayos de liberacion de calceina en el cocultivo durante 3 h de las
células NK-92MI y NK-92MI NKG2D CAR sin irradiar o 3h después de la irradiacion (10Gy) frente a
células U266 (n=3, media £ SEM). B) Curva de supervivencia Kaplan-Meier de los ratones sin tumor
(vehiculo) o infundidos con las células U266ffLucGFP sin tratamiento o tratados con NK92MI NKG2D
CAR o0 BCMA CAR irradiadas previamente a 10 Gy (n=3). Disefio experimental del modelo murino NSG
ortotopico diseminado de MM generado mediante la infusion i.v. de 4 x 10° células U266{fLucGFP seguida
a los 7 dias por infusiones i.v. semanales de 1,6 x 107 células NK92MI CAR previamente irradiadas a 10
Gy. C) Disefio experimental del modelo murino NSG ortotdpico diseminado de MM generado mediante la
infusion i.v. de 1 x 10 células U266{fLucGFP seguida a las 48h por 3 infusiones i.v. de 1 x 107 células
NK92MI CAR previamente irradiadas a 10 Gy distanciadas cada 2-3 dias. Curva de supervivencia Kaplan-
Meier de los ratones sin tumor (vehiculo) o infundidos con las células U266ffLucGFP sin tratamiento o
tratados con NK92MI NKG2D CAR o BCMA CAR irradiadas previamente a 10 Gy (n=4). Imagenes de la
carga tumoral monitorizada por biolumiscencia (BLI) a los tiempos indicados en los ratones sin tumor
(vehiculo) o infundidos con las células U266ffLucGFP sin tratamiento o tratados con NK92MI NKG2D
CAR o0 BCMA CAR irradiadas previamente a 10 Gy. D) Analisis por citometria de flujo del porcentaje de
las células NK-92MI CAR en muestras de SP extraidas a 3 y 48h post-infusion de la terapia (n=4, media +
SEM) Se analizaron 2 ratones representativos de cada grupo CAR. E) Analisis por citometria de flujo a los
tiempos indicados (0-120h) de la expresion de NKG2D-L en células NK-92MI NKG2D CAR irradiadas a
distintas dosis (0-10Gy), n=3, media = SEM. F) Proliferacion acumulativa de las células NK-92MI NKG2D
CAR irradiadas a distintas dosis (0-10 Gy) a lo largo del tiempo (0-120h) medida por contaje de células
vivas utilizando el método de exclusion con azul de tripan (n=3, media + SEM. G) Analisis por citometria
de flujo a los tiempos indicados (0-120h) de la apoptosis de las células NK-92MI NKG2D CAR irradiadas
a distintas dosis (0-10Gy) medida mediante el marcaje con Anexina-V, n=3, media + SEM.

3.2. Las dosis de irradiacion en las células NK-92MI NKG2D CAR
inferiores a la aprobada para uso clinico no aseguran el control de la

proliferacidon in vivo

Basado en los resultados obtenidos en los experimentos in vitro que mostraban que con
una irradiacion de 10 Gy las células NK-92MI CAR sobreviven alrededor de 48 horas,
pero las células irradiadas a menor dosis subsistian hasta una semana, quisimos ensayar
in vivo las dosis de irradiacion mas bajas que pudieran aumentar ligeramente la
supervivencia de las células sin comprometer la seguridad de la terapia. En este
experimento se infundieron en los ratones 1 x 10 células U266ffLucGFP y, a las 48 horas,

se administro el tratamiento NK-92MI NKG2D CAR, una dosis de 10 x 10%una vez a la
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semana durante 3 semanas, tanto sin irradiar como irradiadas a 2,5 Gy, 3,75 Gy y 10 Gy.
El seguimiento de la carga tumoral por bioluminiscencia (Fig. 24A) no detectd sefial en
el grupo de tratamiento NK-92MI sin irradiar (0Gy) 22 dias después de su infusion. A
pesar de la eficacia frente a MM observada, la supervivencia de este grupo fue de 24,5
dias. De igual manera, murieron de manera temprana los ratones irradiados a dosis bajas
de 2,5 Gy (48 dias) y 3,75 Gy (60 dias). La unica dosis en la que los ratones no
sucumbieron de forma prematura fue la de 10 Gy, aunque, al igual que en los
experimentos anteriores, no mostr6 eficacia antitumoral frente al grupo U266ffLucGFP

(74 dias vs 72 dias).

A punto final de los ratones tratados con células NK-92MI CAR sin irradiar, analizamos
la MO y el bazo y pudimos corroborar que las células NK-92MI CAR habian proliferado
causando la muerte temprana de los animales. Ese mismo dia (dia 27) sacrificamos
aleatoriamente un raton de cada grupo y aunque no detectamos células NK-92MI CAR
en la MO de ningun ratéon, cuantificamos una menor infiltracion de células
U266ffLucGFP en los grupos con irradiacion inferior, que sugiere una mayor actividad
antitumoral de la terapia a medida que disminuye la dosis de irradiacion de estas células

(Fig. 24B).

Liu y colaboradores [442] demostraron que las células NK-92MI CAR irradiadas a 5 Gy
eran capaces de eliminar las células tumorales CD19" en su modelo in vivo utilizando
dosis altas y tiempos cortos de infusion para promover la eficacia de las células NK-92MI
CAR. Quisimos probar esta dosis de irradiacion en nuestro modelo de MM acortando los
tiempos entre infusiones, esta vez tres infusiones de 10 x 10° células NK-92MI NKG2D
CAR cada 48 h. Los resultados indican que las células NK-92MI CAR irradiadas a 5 Gy
no eliminaban a los animales y no se detectaron células NK-92MI CAR en MO, en bazo
ni en la SP de los ratones a punto final, pero no mostraron eficacia antitumoral bajo
nuestro esquema de tratamiento (Fig. 24C). La supervivencia media del grupo control
U266ffLucGFP fue de 71,5 dias frente a los 68,5 dias del grupo 5 Gy NK-92MI NKG2D
CAR.

Los resultados anteriores sugieren que, al menos con los esquemas de tratamiento
administrados en nuestros experimentos in vivo, no se han identificado dosis de

irradiacion de NK-92MI CAR que sean seguras y eficaces para el control del MM.
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Figura 24. Dosis de irradiacion de NK-92MI CAR inferiores a la dosis clinica no consiguen controlar
la proliferacion de los efectores CAR in vivo.

A) Disefio experimental del modelo murino NSG ortotopico diseminado de MM generado mediante la
infusion i.v. de 1 x 10° células U266ffLucGFP seguida a las 48h por una infusién i.v. de 10 x 10° células
NK-92MI NKG2D CAR repetida semanalmente durante 3 semanas. Las células NK-92MI NKG2D CAR
fueron previamente irradiadas a distintas dosis (0-10 Gy). Curva de supervivencia Kaplan-Meier de los
ratones sin tumor (vehiculo) o infundidos con las células U266ffLucGFP sin tratamiento o tratados con
NK-92MI NKG2D CAR irradiadas previamente a distintas dosis (0-10 Gy) (n=4). Imagenes de la carga
tumoral monitorizada por biolumiscencia (BLI) a los tiempos indicados en los ratones sin tumor (vehiculo)
o infundidos con las células U266ffLucGFP sin tratamiento o tratados con NK-92MI NKG2D CAR
irradiadas previamente a distintas dosis (0-10 Gy). B) Graficos de puntos representativos del analisis por
citometria de flujo de las células NK-92MI NKG2D CAR (panel superior) y U266ffLucGFP (panel inferior)
en la MO de un raton de cada grupo sacrificado aleatoriamente a dia 27 tras la infusion de las células
tumorales. C) Disefio experimental del modelo murino NSG ortotopico diseminado de MM generado
mediante la infusién i.v. de 1 x 10° células U266ffLucGFP seguida a las 72h por 3 infusiones i.v. de 1 x
107 células NK-92MI NKG2D CAR previamente irradiadas a 5 Gy distanciadas cada 2-3 dias. Las células
NK-92MI NKG2D CAR fueron previamente irradiadas a distintas dosis (0-10 Gy). Curva de supervivencia
Kaplan-Meier de los ratones infundidos con las células U266ffLucGFP sin tratamiento o tratados con NK-
92MI NKG2D CAR irradiadas previamente a 5 Gy (n=4). Imagenes de la carga tumoral monitorizada por
biolumiscencia (BLI) a los tiempos indicados en los ratones infundidos con las células U266ffLucGFP sin
tratamiento o tratados con NK-92MI NKG2D CAR irradiadas previamente a 5 Gy.

4. LA MODIFICACION GENICA DE LAS CELULAS NK-92MI CAR
PARA QUE EXPRESEN UN INTERRUPTOR SUICIDA REGULA LA
SUPERVIVENCIA DE LOS EFECTORES IN VITRO, PERO NO ES
SUFICIENTE PARA CONTROLAR SU PROLIFERACION IN VIVO

Como con la estrategia de reducir la dosis de irradiacion de las células NK-92MI CAR
no alcanzamos el objetivo previsto, con el fin de evitar la irradiacion de las células NK-

92MI CAR, quisimos expresar un interruptor suicida en estas células para poder controlar
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su proliferacion in vivo. Este sistema consiste en la expresion de una caspasa 9 inducible
(iCasp9), asociada con un dominio de unién a un dimerizador, AP1903 o Rimiducid
[434]. En presencia del dimerizador, dos mondmeros de iCasp9 se unen a una molécula
de dimerizador y se desencadena una cascada de activacion de las caspasas 3, 6y 7,

produciendo la apoptosis de la célula (Fig. 25A).

Llevamos a cabo la transduccion gamma-retroviral de las células NK-92MI CAR con el
constructo SFGiCasp9.2A.ACD19 (Fig. 25B), que contiene el receptor CD19 truncado
para su seleccion por citometria de flujo. Las células que expresaban el interruptor suicida
fueron seleccionadas por el marcador CD19 obteniendo una pureza cercana al 100% (Fig.
25C). Esta modificacion genética no afecto ni a la proliferacion de las células (Fig. 25D),

ni a la capacidad citotoxica in vitro de las mismas (Fig. 25E).

Para asegurar la eficacia del interruptor suicida llevamos a cabo ensayos de apoptosis en
presencia de rimiducid 100nM y observamos que tras 72h de tratamiento el 98% de las
células NK-92MI iCasp9-ACD19 CAR habian entrado en apoptosis (Fig. 25F). Para
evaluar esta estrategia en un modelo in vivo se injertaron las células U266ffLucGFP en
ratones NSGy a los dias 2, 7 y 13 se inyecto la terapia NK-92MI i1Casp9-ACD19 NKG2D
y BCMA CAR (10x10° células i.v.) sin irradiar, salvo el grupo control al que se le
infundieron células irradiadas a 10Gy. Los dias 16, 20, 24 y 27 se administré rimiducid
Smg/kg a los ratones que habian recibido células NK-92MI iCasp9-ACD19 CAR sin
irradiar, para controlar su proliferacion in vivo. La administracion de rimiducid no tuvo
ningun efecto sobre la proliferacion de las células de mieloma, ya que la supervivencia
de los ratones U266ffLucGFP fue de 65 dias frente a 65,6 dias de los que ademas habian
recibido rimiducid (U266ffLucGFP + rimiducid). Los ratones a los que se les habia
infundido células NK-92MI iCasp9-ACD19 BCMA CAR irradiadas murieron al mismo
tiempo que los ratones sin tratamiento (62,5 dias 10Gy BCMA CAR). A diferencia de los
resultados obtenidos en los ensayos in vitro, la administracion de rimiducid Smg/kg con
nuestro esquema de tratamiento no consiguio controlar la proliferacion de las células NK-
92MI iCasp9-ACD19 CAR en los experimentos in vivo (Fig. 25G), ya que en la necropsia
a punto final detectamos células NK-92MI iCasp9-ACD19 CAR en la MO de los ratones
(Fig. 25H). Comparado con la supervivencia de los ratones a los que se les habian
infundido células NK-92MI iCasp9-ACD19 BCMA CAR sin irradiar (22 dias), el grupo
que recibid estas mismas células junto con infusiones de rimiducid consiguié aumentar la

supervivencia 9 dias (31 dias, p=0,0069), mientras que los que habian recibido NK-92MI
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1Casp9-ACD19 NKG2D CAR + rimiducid mostraron una supervivencia solo 3,5 dias
superior (25,5 dias, p=0,2286).
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Figura 25. La expresion del interruptor suicida iCasp9-ACD19 en las células NK-92MI CAR permite
conservar la potencia citotéxica in vitro, pero no consigue controlar la proliferacién celular in vivo.

A) Esquema del interruptor suicida basado en una caspasa 9 inducible (iCasp9) con un dominio de union a
un dimerizador (AP1903 o rimiducid). B) Constructo SFGiCasp9.2A.ACD19. C) Graficos de puntos
representativos del analisis por citometria de flujo de las células NK-92MI NKG2D y BCMA CAR
transducidas con el vector iCasp9-ACD19 y seleccionadas mediante citometria de flujo por la expresion de
CD19. D) Ensayo de proliferacion (0-96h) de las células NK-92MI CAR no modificadas o con expresion
del interruptor suicida iCasp9-ACD19 mediante por contaje de células vivas utilizando el método de
exclusion con azul de tripan. E) Lisis especifica analizada mediante ensayos de liberacion de calceina en el
cocultivo durante 3 h de las células NK-92MI CAR modificadas o no con expresion del interruptor suicida
iCasp9-ACD19 frente a células U266 (n=3, media=SEM). F) Graficos de puntos representativos del analisis
por citometria de flujo de la apoptosis en las células NK-92MI iCasp9-ACD19 CAR tras el tratamiento con
rimiducid 100nM durante 72h. La grafica muestra la media +SEM de 3 experimentos independientes. G)
Disefo experimental del modelo murino NSG ortotopico diseminado de MM generado mediante la infusion
i.v. de 1 x 10° células U266ffLucGFP seguida a las 48h por 3 infusiones i.v. de 5 x 10° células NK-92MI
CAR no modificadas o con expresion del interruptor suicida iCasp9-ACD19 distanciadas cada 5 dias. Los
grupos de ratones a los que se les administr6 rimiducid S5Smg/kg estan indicados en cada caso. H) Graficos
de puntos representativos del analisis por citometria de flujo de las células NK-92 iCasp9-ACD19 CAR en
muestras de MO a punto final de un ratéon de cada grupo con terapia NK-92MI iCasp9-ACD19 CAR sin o
con administracion de rimiducid.

5. GENERACION DE CELULAS NK CAR ACTIVADAS Y
EXPANDIDAS PROCEDENTES DE SANGRE DE CORDON
UMBILICAL

Para la generacion de células NK de cordon umbilical CAR se purificaron y expandieron
células NK obtenidas de sangre de cordén umbilical (CB-NK) y se transdujeron a los 7
dias de expansion en cultivo con los lentivectores NKG2D 41BB-CD3{ y BCMA 41BB-
CD3{ CAR anteriormente utilizados, a una MOI 10. Para el andlisis de la transduccion se
empled la siguiente estrategia de andlisis (Fig. 26A): de todas las células se excluyeron
los dobletes y se analizaron las células vivas (DAPI negativas). A continuacidn, se
seleccionaron las células NK (CD56" CD3"), y dentro de esta poblacion se analizd el
porcentaje de células que expresaban el CAR correspondiente. Se obtuvo un porcentaje
medio de transduccion por citometria de flujo de 67,32 + 4,86% para el NKG2D CAR y
de 53,34+ 5,11% para el BCMA CAR (Fig. 26B). Se analiz6 el porcentaje de células NK
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CAR citotoxicas (CD16") (Fig. 26C). La integracion de copias del vector en ambas
poblaciones fue muy similar, 1,37 & 0,02 copias por célula de NKG2D CARy 1,21 +0,15
copias por célula de BCMA CAR (Fig. 26D). La expresion de ambas moléculas CAR se
corrobord por western blot, se detectaron bandas de peso molecular correspondientes a

los tamafios tedricos calculados (Fig. 26E).

Al igual que las células NK-92MI CAR, las células CB-NK CAR no mostraron
hematotoxicidad in vitro frente a células mononucleadas de donantes sanos. El maximo
porcentaje de lisis fue de un 11,54 + 7,21% a ratio 1:16 alcanzado con las células CB-NK
sin transducir (Fig. 26F).

Adicionalmente, llevamos a cabo la cuantificacion del IFN-y en el sobrenadante del
cocultivo de las poblaciones efectoras con las células diana U266 (Fig. 26G), y
observamos que la poblacion CB-NK BCMA CAR producia significativamente mas
cantidad de IFN-y (1462,25 £ 679,34pg/ml) que las células CB-NK sin transducir (52,2
+ 13,07 pg/ml) y CB-NK NKG2D CAR (676,34 = 395,21 pg/ml).

A continuacion, quisimos estudiar la eficacia antitumoral de las células CB-NK CAR
sobre células plasmaticas procedentes de 3 pacientes de MM, uno al diagnostico (DX) y
dos en el momento de recaida (R/R). Las caracteristicas de estos pacientes se detallan en
la Tabla 8. Tras la purificacion de las células plasmaticas, se analizo por citometria de
flujo la expresion de NKG2D-L y BCMA. Las células plasmaticas de todos los pacientes
de MM expresaban los ligandos diana de las moléculas CAR estudiadas en las células

plasmaticas de todos los pacientes de MM, aunque a niveles variables (Fig. 26H).

Para analizar la potencia citotoxica de esta inmunoterapia CAR sobre las células
plasmaticas purificadas de pacientes de MM, llevamos a cabo un ensayo de citotoxicidad
a 3 horas. Los resultados mostraron que la poblacion CB-NK BCMA CAR presentaba
una actividad antitumoral superior a la de las células CB-NK sin transducir (57,55
+23,51% vs 27,03+£14,27% a ratio 1:16). Sin embargo, la poblacion CB-NK NKG2D
CAR presentaba una potencia mas baja, aunque superior a la poblacion CB-NK sin

transducir (38,20+18,22% vs 27,03+£14,27% a ratio 1:16; Fig. 26I).
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Figura 26. Generacién y caracterizacion de células CB-NK CAR.

A) Estrategia de analisis por citometria de flujo de las células CB-NK transducidas con los CAR NKG2D
y BCMA. B) Andlisis por citometria de flujo del porcentaje de células CB-NK transducidas con los CAR
NKG2D y BCMA (media = SEM, n=5). C) Analisis por citometria de flujo del porcentaje de células NK
reguladoras (CD56"¢"CD16") y citotéxicas (CD56%™CD16%) en las poblaciones CB-NK transducidas con
los CAR NKG2D y BCMA (media = SEM, n=5). D) Cuantificaciéon mediante q-PCR del nimero de copias
del vector en las células CB-NK transducidas con el CAR NKG2D o BCMA; E) Deteccion por western-
blot de las moléculas CAR en las distintas poblaciones empleando el Ac anti-CD3(. F) Lisis especifica
analizada mediante ensayos de liberacion de calceina en el cocultivo durante 3 h de las células CB-NK sin
transducir o transducidas con el CAR NKG2D o BCMA frente a células mononucleadas de SP procedente
de donantes sanos (n=3, media + SEM). G) Cuantificacion mediante citometria de flujo con el panel
humano CD8/NK LEGENDplex™ del IFN-Y producido por las distintas células efectoras tras el cocultivo
con la célula diana U266 (n=3, media + SEM); H) Analisis por citometria de flujo de la expresion de
NKG2D-L y BCMA en las células plasmaticas purificadas de las muestras de MO de pacientes de MM al
diagnéstico (DX) y en recaida (R/R) (n=3, media + SEM). I) Lisis especifica analizada mediante ensayos
de liberacion de calceina en el cocultivo durante 3 h de las células CB-NK sin transducir o transducidas con
el CAR NKG2D o BCMA frente a células plasmaticas primarias purificadas de muestras de MO de los
pacientes de MM, descritos en la tabla 8 (n=3, media + SEM). *p<0,05.

Momento % Tipo/ISS  Tratamiento Isotipo Expresion Expresion
Cp NKG2D-L BCMA
#1 65 R/R 9 IIIA Kd (2° linea) kappa 6,2 11,1
#2 88 DX 51 1IB - IgA kappa 54 25,1
#3 60 R/R 37 IIA VD + Venetoclax ~ IgG kappa 27,5 27,6
(EC)

Tabla 8. Caracteristicas de los pacientes de MM al diagnéstico o en recaida.

R/R: recaida; DX: diagndstico; CP: células plasmaticas analizadas por citometria de flujo; K, carfilzomib;
d, dexametasona; V, velcade (bortezomib); D, daratumumab; EC, ensayo clinico.
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5.1. Los efectores alogénicos NK-92MI CAR y CB-NK CAR

presentan similar potencia citotoxica in vitro frente a MM

Una vez generadas las células CB-NK CAR analizamos su potencia citotoxica frente a
lineas celulares de MM, comparandola con la potencia de las células NK-92MI CAR en
un ensayo de citotoxicidad a 3h (Fig. 27A). La lisis especifica obtenida frente a la linea
celular U266 a ratio 1:1 fue de 71 + 11,4% para la poblacion NK-92MI NKG2D CAR
frente a un 78,7 = 12,9% para la poblacion CB-NK NKG2D CAR (p>0,999). La lisis
obtenida a igual ratio para la poblacion NK-92MI BCMA CAR fue de 78,7 + 6,33% frente
a un 80,2 £ 8,35% para la poblacion CB-NK BCMA CAR (p>0,999). El porcentaje de
lisis especifica obtenida frente a la linea celular XG-1 a ratio 1:1 fue de un 37,7 £ 16,6%
para la poblacion NK-92MI NKG2D CAR respecto a un 45,3 + 15,0% para la poblacion
CB-NK NKG2D CAR (p>0,999). Mientras que la lisis obtenida para la poblacion NK-
92MI BCMA CAR fue de 68,6 £ 14,2% comparado con un 67,8 + 15,0% para la
poblacion CB-NK BCMA CAR (p>0,999). Estos resultados mostraban que no habia
diferencias significativas en la eficacia antitumoral in vitro de ambos tipos de efectores
alogénicos CAR. Asimismo, se cuantifico también la concentracion de citoquinas
solubles y proteinas citotoxicas liberadas al sobrenadante tras el cocultivo de las
poblaciones efectoras con la linea celular de MM U266 (Fig. 27B). Los resultados
mostraron una mayor liberacion de perforina, granzima A y granzima B por parte de las
células NK-92MI CAR en comparacion con las células CB-NK CAR, mientras que estas
ultimas producian méas TNFa. Ademads, se cuantificé una mayor concentracion de IL-10
en los sobrenadantes de las células NK-92MI CAR, y de IL-6 en los sobrenadantes
correspondientes a las células CB-NK CAR (Fig. 27B).
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Figura 27. La actividad citolitica in vitro de las células NK-92MI CAR frente a lineas celulares de

MM es similar a la de las células CB-NK CAR.

A) Lisis especifica analizada mediante ensayos de liberacion de calceina en el cocultivo durante 3 h de las
células NK-92MI CAR y CB-NK CAR frente a lineas de MM (n=3, media + SEM). B) Cuantificacion de
citoquinas solubles y proteinas citotoxicas liberadas al sobrenadante por las células efectoras tanto en
monocultivo, como tras el cocultivo con la diana U266 analizado mediante citometria de flujo con el panel
humano CD8/NK LEGENDplex™ (n=3, media +£ SEM). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****<0,0001.
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5.2. Comparacién de la eficacia in vivo de los distintos efectores

alogénicos: NK-92 CAR vs CB-NK CAR

Como en los experimentos previos observamos que las células NK-92MI CAR no tenian
eficacia in vivo tras la irradiacion a la dosis clinica de 10Gy (Fig. 24), quisimos evaluar
la potencia citotoxica de las células NK-92 dependientes de IL-2, que son menos sensibles
a la irradiacion [318]. Estas cé€lulas se transdujeron con los CAR NKG2D y BCMA
siguiendo el mismo procedimiento que en las NK-92MI, a MOI 10, y fueron
posteriormente seleccionadas obteniendo finalmente transducciones estables con una
pureza en la poblacion cercana al 100% de células CAR" (Fig. 28A). En cuanto a la
integracion del vector, de nuevo alcanz6 valores muy similares entre poblaciones: 0,65 +
0,01 copias por célula correspondiente al NKG2D CAR y 0,83 £ 0,02 copias por célula
en el caso del BCMA CAR (Fig. 28B). No hubo diferencias significativas en la
comparacion in vitro de la capacidad citotoxica de las células NK-92 CAR frente a las

NK-92MI CAR (Fig. 28C).

A continuacién, realizamos un ensayo in vivo infundiendo ratones NSG con 1 x 10°
células U266ffLucGFP. A las 48h se le administraron los tratamientos correspondientes
seglin el esquema que se muestra en la Fig. 28D. En el caso de las células NK-92 CAR,
se administraron 10 x 10° células por infusion los dias 2, 5y 9; mientras que las células
CB-NK CAR se administraron en dosis de 15 x 10° células los dias 2 y 9, un total de 30

x 10° células en todos los casos.

Para evaluar la persistencia en circulacion de ambos efectores CAR se llevo a cabo la
extraccion de SP de los animales 7 dias después de la infusion de la terapia y las células
procedentes de la SP de los ratones se analizaron por citometria de flujo. Mientras que
los valores detectados de NK-92 CAR irradiadas apenas alcanzaban el 0,007 = 0,001%
en SP, corroborando los resultados obtenidos con células NK-92MI CAR, las células CB-
NK CAR seguian circulando en la sangre de los ratones 7 dias después de su infusion. La
infiltracion media en SP de las células CB-NK NKG2D CAR fue de 0,12 £+ 0,02%, y de
las CB-NK BCMA CAR fue de 0,21 = 0,05% (Fig. 28F).

En el momento de la necropsia del ultimo raton U266ffLucGFP sacrificado (dia 57) se
realiz6 una prueba de Rayos X a un ratén representativo de cada grupo para evaluar el
desarrollo de lesiones liticas alcanzado. Mientras que en los ratones U266ffLucGFP sin

tratamiento y los que recibieron la terapia NK-92 NKG2D y NK-92 BCMA CAR se
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pueden apreciar lesiones liticas, los ratones que recibieron la terapia CB-NK NKG2D y
BCMA CAR no habian desarrollado hasta el momento de la necropsia lesiones liticas

detectables (Fig. 28E).

En este modelo, la supervivencia media de los ratones U266ffLucGFP fue de 55 dias,
comparado con los que recibieron la terapia NK-92 NKG2D CAR o NK-92 BCMA CAR
que no alcanzaron diferencias significativas (56,5 o 58 dias de supervivencia,
respectivamente). Sin embargo, la terapia con las células CB-NK CAR permiti6 alcanzar
respuestas en 9/10 de los ratones. En el caso de los ratones que recibieron células CB-NK
NKG2D CAR la supervivencia media fue de 76 dias (p=0,0025 frente al control U266,
55 dias), mientras que 3 de los 5 ratones que recibieron el tratamiento CB-NK BCMA
CAR no mostraron signos clinicos de enfermedad ni sefial por biolumiscencia al menos
hasta dia 150, momento en el que se discontinud el experimento. En ese punto, se analizd
la MO de los ratones supervivientes sacrificados, #1 (392 CP en 9,14x10° eventos
viables), en el raton #2 (204 CP en 1,09x10° eventos viables analizados) y en el raton #3
(4879 CP en 1,05x10° eventos viables) (Fig. 28H). La infiltracién media de las células
tumorales en la MO de los ratones del grupo CB-NK BCMA CAR a la necropsia es
minima en comparacion con la del resto de grupos (Fig. 28G, izquierda). El andlisis en
SP de las células U266 refleja una minima circulacion de las células de MM en SP (Fig.
28@, derecha). El analisis histologico muestra la infiltracion de células tumorales en la
MO del fémur y en el tejido hepatico de los ratones infundidos con U266ffLucGFP sin
tratamiento, mientras que en los ratones #1, #2 y #3 del grupo CB-NK BCMA CAR no
se aprecia desorganizacion o alteracion de las poblaciones residentes de estos tejidos (Fig.

281).

A continuacion, se estudio la compatibilidad KIR-HLA entre la linea celular de MM
U266 y las células CB-NK de los distintos donantes, reclutados de forma aleatoria, y su
posible impacto en la respuesta a la terapia. Los resultados revelaron que las células CB-
NK de los donantes utilizados para este experimento se encontraban inhibidas solo por

una interaccion de inhibicién KIR-HLA (match) (Tabla 9).

Los datos obtenidos de estos estudios muestran que, al igual que las células NK-92MI
CAR, las células NK-92 CAR tampoco presentan eficacia anti-MM in vivo. Sin embargo,
ambas poblaciones CB-NK CAR poseen actividad antitumoral para retrasar
significativamente el desarrollo de la enfermedad, aunque las respuestas alcanzadas con

la terapia con células CB-NK BCMA CAR resultaron mas persistentes.
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Figura 28. Las células CB-NK BCMA CAR superan en eficacia anti-MM a las células CB-NK
NKG2D CAR.

A) Graficos de puntos representativos del analisis por citometria de flujo de las células NK-92 transducidas
con los CAR NKG2D y BCMA. B) Cuantificacion mediante q-PCR del niimero de copias del vector por
célula en las poblaciones NK-92 transducidas con el CAR NKG2D o BCMA. C) Lisis especifica analizada
mediante ensayos de liberacion de calceina en el cocultivo durante 3 h de las células NK-92 CAR y NK-
92MI CAR frente a las células U266 (n=3, media £ SEM). D) Disefio experimental del modelo murino
NSG ortotépico diseminado de MM generado mediante la infusion i.v. de 1 x 10° células U266ffLucGFP
seguida por 3 infusiones i.v. de 1 x 107 células NK92 CAR previamente irradiadas a 10 Gy a dias 2, 5y 9
o por 2 infusiones i.v. de 1,5 x 107 células CB-NK CAR a dias 2 y 9. Curva de supervivencia Kaplan-Meier
(n=5). La significacion entre los distintos grupos se muestra en el panel derecho. E) Deteccion mediante
rayos X de las lesiones liticas en el momento de la necropsia del ultimo raton U266ffLucGFP sacrificado.
F) Deteccion del % de células NK-92 CAR y CB-NK CAR en SP 7 dias posteriores a la infusion de la
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terapia (n=4). G) Deteccion del % de células en MO (izquierda) y SP (derecha) tras la necropsia (n=5). H)
Representacion del nimero de células mielomatosas halladas en la MO de los ratones #1, #2, y #3
correspondientes al grupo CB-NK BCMA CAR sacrificados a dia 150, y representacion de un raton
vehiculo y un control U266ffLucGFP. I) Corte de tejido, a la izquierda MO, a la derecha higado, de los
ratones #1, #2, y #3 correspondientes al grupo CB-NK BCMA CAR sacrificados a dia 150, y de un raton
vehiculo y un control U266ffLucGFP. Las imagenes fueron adquiridas con un microscopio 6ptico a un
aumento de 20x.

HLA 2DL1 2DL2/2DL3

donante 1 ligando: HLA-C2) igando: HLA-C1)

C2 mismatch

C1/C2 match

Bw4 -

HLA 2DL1 2DL2/2DL3

donante 2 ligando: HLA-C2) ligando: HLA-C1

C2 mismatch

C1/C2 match

Bw4 mismatch

Tabla 9. Estudio de la compatibilidad KIR-HLA entre la linea celular de MM U266 y las células CB-

NK de los donantes utilizados en el experimento in vivo anterior.

6. EL PRETRATAMIENTO CON BTZ+GSI DE CELULAS DE MM
RESISTENTES A BTZ POTENCIA LA ACTIVIDAD ANTITUMORAL
DEL CAR NKG2D

Como habiamos observado que la terapia CB-NK NKG2D CAR producia respuestas
limitadas, tal y como se habia observado con las células T CAR NKG2D [253],
estudiamos posibles combinaciones con firmacos que puedan incrementar la
inmunogenicidad de las células de MM para rescatar la terapia con células CB-NK
NKG2D CAR, a través del incremento de ligandos de estrés, NKG2D-L, en un modelo

de resistencia a BTZ e inmunoterapias anti-BCMA.

Para mimetizar este escenario de resistencia a terapias anti-BCMA, suprimimos la
expresion de BCMA en una linea celular de MM, ARPI, mediante el sistema
CRISPR/Cas9 para generar la linea celular ARP1 BCMAKC (denominada de aqui en
adelante ARP1 KO) (Fig. 29A). Posteriormente, se indujo la resistencia a BTZ de esta
linea celular mediante exposicion gradual a concentraciones subletales crecientes de

BTZ.
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Junto con esta linea celular resistente, en este trabajo se utilizaron dos lineas celulares de
MM resistentes a BTZ que habian sido previamente caracterizadas. La linea celular RPMI
8226 R7 (en adelante abreviada como RPMI R7) contiene una mutacidon que afecta a la
subunidad catalitica PSMBS5, por lo que la inhibicion del proteasoma por BTZ esta
bloqueada [432]. En cambio, la linea celular NCI H929 R20 (en adelante abreviada como
NCI R20) no presenta mutaciones en la secuencia que codifica para el dominio de union

a BTZ.

A continuacion, estudiamos posibles mutaciones en el gen PSMBS en la linea celular
resistente generada en el laboratorio, ARP1 KO R16. Tras la busqueda de similitudes
utilizando la herramienta BLAST (NCBI), el analisis mutacional reveld que no existen

mutaciones en el gen PSMBS.

Posteriormente, analizamos de forma indirecta la actividad del proteasoma mediante el
estudio por western blot de la acumulacion de proteinas poli-ubiquitinadas. Los resultados
muestran que en las células parentales NCI H929, ARP1 KO y RPMI-8226 se produce
una acumulacion de formas poliubiquitinadas tras el tratamiento durante 24h con BTZ
(Fig. 29B). La combinacion BTZ+GSI potencia la acumulacion de proteinas poli-
ubiquitinadas en células resistentes al mismo nivel que en las células sensibles tras el
tratamiento con BTZ en monoterapia. En el caso de las células RPMI R7, que tienen una
mutacion que afecta a la subunidad catalitica de union a BTZ, la actividad del proteasoma

no se puede inhibir (Fig. 29B).

Se ha descrito que la inhibicion del proteasoma por BTZ induce la sobreexpresion de los
NKG2D-L en lineas celulares de MM sensibles, pero no se ha estudiado en células
resistentes a este farmaco. De esta forma, quisimos analizar el efecto de la combinacion
BTZ+GSI sobre la expresion de NKG2D-L y BCMA en las células resistentes a BTZ NCI
R20, ARP1 KO R16 y RPMI R7. Mientras que la expresion de BCMA no varié en
ninguna de las células analizadas (Fig. 29D), la expresion de NKG2D-L aument6
significativamente en las células NCI R20 y ARP1 KO R16 tras el tratamiento con la
combinacion con BTZ+GSI (Fig. 29C, izquierda). Este efecto se asocio con la inhibicion
de la actividad del proteasoma, porque en células con mutaciones en PSMBS5 (células
RPMI R7) que impiden su inhibicion por BTZ, la combinacion BTZ+GSI no incremento
la expresion de NKG2D-L (Fig. 29C). Posteriormente, quisimos identificar en cada linea

celular los ligandos inducidos tras el tratamiento BTZ+GSI (Fig. 29C, derecha). En el

137



RESULTADOS

caso de NCI R20, el ligando que incrementaba su expresion era ULBP2, mientras que en

las células ARP1 KO R16 se sobreexpresaba MICA.

Con el fin de estudiar si este aumento de expresion de NKG2D-L tras el tratamiento con
BTZ+GSI sensibilizaba las células tumorales resistentes a la actividad tumoral de células
NK que expresan el CAR NKG2D, se llevo a cabo un ensayo de citotoxicidad frente a las
lineas resistentes NCI R20, ARPI KO R16 y RPMI R7 previamente tratadas. El
tratamiento de las células RPMI R7 con BTZ o GSI en monoterapia o en combinacién no
incrementd significativamente la actividad citotoxica de las células NK-92MI NKG2D
CAR (Fig. 29E). Sin embargo, esta actividad antitumoral se vio potenciada frente a las
células resistentes NCI R20 y ARP1 KO R16 pretratadas con los farmacos BTZ + GSI en
comparacion con las células sin tratar (a ratio 1:4 58,87 + 6,09% vs 26,76 + 5,01% en la
linea NCI R20; 88,51 + 1,64% vs 74,47 £ 0,87% en la linea ARP1 KO R16; Fig. 29E).
El tratamiento con células NK-92MI NKG2D CAR sobre células PBMCs de donantes
sanos previamente tratadas durante 24h con la combinacion BTZ+GSI a las dosis

anteriores no provoco toxicidad hematolédgica (Fig. 29F).

La combinacion BTZ+GSI también potencio la actividad antitumoral de las células CB-
NK NKG2D CAR sobre las células resistentes que habian sido pretratadas con BTZ+GSI
en comparacion con las células sin tratamiento (76,34 + 4,34% vs 56,65 + 3,5% a ratio

1:8, p=0.021; Fig. 29G).
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Figura 29. El pretratamiento con la combinacion BTZ+GSI potencia la inhibicién de proteasoma,
aumenta la expresion de ligandos de NKG2D y sensibiliza a la terapia NKG2D CAR a las lineas de
MM resistentes a BTZ.

A) Histograma representativo del analisis por citometria de flujo de la expresion de BCMA tras la supresion
de su expresion en la linea celular de MM ARP1 mediante edicion génica CRISPR/Cas9. B) Deteccion por
western-blot de la expresion de proteinas poliubiquitinadas empleando el Ac anti-ubiquitina en lineas de
MM resistentes a BTZ. C) Analisis por CMF de la expresion de NKG2D-L en pool (a la izquierda) y de
manera individual (a la derecha) sobre lineas de MM resistentes a BTZ. D) Anaélisis por CMF de la
expresion de BCMA sobre lineas de MM resistentes a BTZ. E) Actividad citotoxica a 3h de las células NK-
92MI NKG2D CAR frente a lineas de MM resistentes a BTZ (n=3, media £ SEM). F) Lisis especifica
analizada mediante ensayos de liberacion de calceina en el cocultivo durante 3 h de las células NK-92MI
NKG2D CAR frente a células mononucleadas de SP procedente de donantes sanos tratadas con BTZ
(20nM) y GSI (100 uM) (n=3, media + SEM). G) Lisis especifica analizada mediante ensayos de liberacion
de calceina en el cocultivo durante 3 h de las células CB-NK NKG2D CAR frente a lineas de MM
resistentes a BTZ (n=3, media + SEM). Todos los tratamientos con BTZ (20, 16 o 7 nM) y/o GSI (100uM)
se llevaron a cabo durante 24h. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****<0,0001.

6.1. El tratamiento BTZ+GSI en células de MM resistentes a BTZ se

asocia con la acumulacién y la respuesta al dafio en el ADN

Quisimos investigar los mecanismos responsables de la sobreexpresion de los NKG2D-
L tras el tratamiento combinado con BTZ+GSI en las lineas celulares resistentes a

bortezomib NCI R20 y ARP1 KO R16.

En primer lugar, estudiamos si la combinacion BTZ+GSI inducia la fosforilacion de
H2AX (p-H2A.X), marcador de dafio genotdxico en el ADN por dobles roturas. El
tratamiento durante 24h con BTZ+GSI aumentaba la fosforilacion de H2ZAX por encima
de los niveles alcanzados con BTZ en monoterapia (Fig. 30 A, E). Analizamos también
la activacion de Chk2 que es la principal diana de la quinasa ATM implicada en la
sefalizacion en la respuesta a dafio en el ADN, mediante la fosforilacion en la treonina
68. Los niveles de Chk2 fosforilado en la treonina 68 aumentaban en las lineas celulares
resistentes a BTZ NCI R20 y ARP1 KO R16 tras el tratamiento con BTZ+GSI durante
24h (Fig. 30 B, E). El tratamiento de las células NCI R20 con un inhibidor especifico de
Chk2, BML-277, revertia el incremento en la expresion de ULBP-2 inducido por la
combinacion BTZ+GSI (Fig.30C), y en las células ARP1 KO R16 la expresion de MICA
(Fig. 30C).

La combinacion BTZ+GSI en las células NCI R20 y ARP1 KO R16 aumentaba la
expresion del inhibidor de ciclo celular p21, con un mayor incremento en las NCI R20.
Sin embargo, el mismo tratamiento no modificaba los niveles de otros controladores de

ciclo celular en la respuesta al dafio en el ADN como p53 o pl16 (Fig. 30D, E).
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A continuacion, estudiamos por citometria de flujo la actividad del BTZ, el GSI y la
combinacion de ambos sobre el ciclo celular. Tras 24h de tratamiento con BTZ, el
porcentaje de células NCI R20 en la fase G2-M fue de un 22,51 £4,71% vs 14,3 +3,29%
en la linea NCI R20 sin tratar, p=0,414, y en las células ARP1 KO R16 fue de un 24,63
+ 3,68% vs 16,1 = 0,55% en las células sin tratar, p=0,101). El GSI aumentaba el
porcentaje de células en la fase GO-G1, en las células NCI R20 fue de un 61,77 +3,91%
vs 48,99 £ 0,50% en las células sin tratar, p=0,0225; y en las células ARP1 KO R16 fue
de un 75,66 + 0,67% vs 57,06 = 0,95% en las células sin tratar, p<0,0001). Por su parte,
la combinacion BTZ+GSI producia una marcada disminucion de la fase S con respecto
al control sin tratamiento (12,42 + 1,37% vs 31,36 + 3,58% en la linea NCI R20,
p=0,0005; 10,46 + 2,4% vs 23,73 + 0,97%, p=0,0033; Fig. 30F).

Los resultados obtenidos tras el tratamiento combinado con BTZ+GSI en las células
resistentes a BTZ sugieren que en las células se esta produciendo una acumulacion por
dobles roturas, la sefializacion del dafo en la que tiene relevancia la activacion de Chk2

y la induccion de la parada de ciclo celular asociada a p21.
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Figura 30. Deteccion de dafio, sefializacion y parada de ciclo por tratamiento con BTZ+GSI sobre
lineas de MM resistentes a BTZ.

A) Deteccion por western-blot de la fosforilacion de H2A.X en las lineas celulares NCI R20 y ARP1 KO
R16 tras 24h de tratamiento con BTZ (20 o 16nM, respectivamente) y/o GSI (100uM); vinculina (vinc). B)
Deteccion por western-blot de las quinasas Chk2 y Chk2 fosforilado (Thr68) en las lineas celulares NCI
R20 y ARP1 KO R16 tras 24h de tratamiento con BTZ (20 o 16nM, respectivamente) y/o GSI (100pM);
vinculina (vinc). C) Analisis por citometria de flujo de la expresion de ULBP-2 en las células NCI R20 y
de MICA en las células ARP1 KO R16 tratadas durante 24h con BTZ (20 nM y 16 nM, respectivamente)
y GSI (100uM). Donde se indica, las células fueron incubadas con el inhibidor de Chk2 BML-277 (45uM)
24h antes del tratamiento con BTZ y GSI. A la derecha, deteccion por western-blot de las quinasas Chk2 y
Chk?2 fosforilado (Thr68) en la linea celular ARP1 KO R16 en presencia o ausencia de tratamiento con el
inhibidor BML-277 y/o BTZ+GSI a las concentraciones previamente indicadas. D) Deteccion por western-
blot de la expresion de los inhibidores de ciclo p21, p16 y p53 en las lineas celulares NCI R20 y ARP1 KO
R16 tras 24h de tratamiento con BTZ (20 o 16nM, respectivamente) y/o GSI (100uM); vinculina (vinc). E)
Cuantificacion de las proteinas analizadas por western-blot en (A), (B) y (D) implicadas en los mecanismos
de dafo en el ADN (n=3, media + SEM). F) Analisis del ciclo celular por citometria de flujo utilizando

yoduro de propidio (PI) en las lineas celulares NCI R20 y ARP1 KO R16 tras 24h de tratamiento con BTZ
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(20 o 16nM, respectivamente) y/o GSI (100uM) (n=3, media £ SEM). A la derecha, histogramas

representativos del ciclo celular. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Para explorar si la activacion de la DDR y la parada de ciclo asociada podian estar
induciendo senescencia en las células de MM estudiamos una bateria de marcadores
relacionados con este estado celular. Las células senescentes presentan resistencia a
apoptosis por lo que, en primer lugar, descartamos la induccion de apoptosis celular.
Cultivamos las células con los distintos tratamientos y analizamos a las 24h y 72h la
apoptosis celular por tincion con Anexina-V. Con ninguno de los tratamientos
observamos una mayor acumulacion de células Anexina-V* (Fig. 31A), por lo que
corroboramos la resistencia a apoptosis en nuestras lineas celulares. Ademas,
comprobamos por WB que no se aprecian alteraciones en las proteinas que controlan la
apoptosis con los distintos tratamientos (Fig 31B). A continuacidén, analizamos la
expresion del marcador de proliferacion celular Ki67. En el caso de las células NCI R20,
el porcentaje de células Ki67" disminuyé de un 53,07 + 0,99% en el control sin
tratamiento a un 28,19 + 4,10% al tratarlas con BTZ, y un 27,89 + 4,89% con la doble
combinacion BTZ+GSI. Mientras que en las células ARP1 KO R16 el porcentaje de
células Ki67" en las células sin tratamiento fue de 25,56 + 5,27% frente a 18,19 £+ 1,49%
en las células con el tratamiento BTZ+GSI (Fig. 31C).

Posteriormente, llevamos a cabo un ensayo de actividad -galactosidasa para estudiar si
el tratamiento con BTZ+GSI confirmaba el estado senescente. En las células NCI R20 la
actividad B-galactosidasa aumento significativamente al tratar las células con BTZ+GSI
durante 72h en comparacion con las células en ausencia de tratamiento (12,56 + 3,1
mU/ul frente a 25,11 + 1,98 mU/ul, p=0,0009; Fig. 31D). Del mismo modo, en las células
ARP1 KO R16, la actividad B-galactosidasa aument6 de manera significativa con el doble
tratamiento BTZ+GSI durante 72h frente a las células sin tratamiento (30,61 + 1,22
mU/ul vs 15,88 £ 2,65 mU/ul, p=0,0006; Fig. 31D).

HP1y es una molécula involucrada en la condensacion de la heterocromatina, y su
fosforilacion (p-HP1y) en la Ser83 es un marcador de heterocromatinizacion en la célula
en senescencia [437]. El tratamiento con BTZ+GSI durante 72h producia una activacion
de la fosforilacion de HP1y en las células resistentes NCI R20 y ARP1 KO R16 (Fig.
31E,G).
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La activacion de NF-kB es la ruta de sefalizacién mas importante para la induccion de
senescencia [391]. Cuando estudiamos los niveles de expresion y activacion de los
componentes de esta ruta observamos un aumento de la fosforilacion de la subunidad p65
con la combinacién BTZ+GSI, con una mayor actividad en la linea NCI R20 (Fig. 31F,G).
En el mismo sentido, observamos un incremento en la activacion de la subunidad p65,
que se calcula como el indice entre la expresion de p65 dividido entre la expresion de su
forma fosforilada. El estudio de la acumulacién de citoquinas a 72h en el sobrenadante
de los cultivos de la linea ARP1 KO R16 reveld que la combinacion BTZ+GSI aumentaba
la concentracion de IL-8 de forma sinérgica, concomitante a la activacion de la ruta NF-
kB (Fig. 31H). No se obtuvieron diferencias significativas en los niveles de IL-6 (datos
no mostrados). Como Pereira y colaboradores reportaron que las células tumorales
senescentes son capaces de evadir su eliminacion por células NK y CD8 T a través de la
sobreexpresion de HLA-E [280], y la activacion y expansion de células CB-NK aumenta
la expresion de NKG2A [338], quisimos analizar la expresion de HLA-E con el
tratamiento BTZ+GSI. Los resultados indican que el tratamiento con la combinacion tras

72h disminuye significativamente los niveles de HLA-E (Fig. 31 I).

Los resultados sugieren que el tratamiento combinado con BTZ+GSI induce la entrada
en senescencia de las células resistentes a BTZ, que se asocia a un aumento en la
activacion de la ruta NF-kB y a la liberacion de citoquinas implicadas en el fenotipo

secretor asociado a senescencia (SASP).
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Figura 31. Fenotipo senescente y activacion de la ruta de NF-kB en células de MM resistentes a BTZ
tratadas con BTZ+GSI.

A) Analisis de la apoptosis celular en las lineas celulares NCI R20 y ARP1 KO tras 24h de tratamiento con
BTZ (20 o 16nM, respectivamente) y/o GSI (100uM) por citometria de flujo utilizando Anexina-V (n=3,
media £ SEM). B) Analisis por western-blot de la expresion de las proteinas apoptéticas BCL-2 y Bax en
las lineas celulares NCI R20 y ARP1 KO R16 tras 24h de tratamiento con BTZ (20 o 16nM,
respectivamente) y/o GSI (100uM) (n=3, media + SEM). C) Analisis por citometria de flujo de la expresion
de Ki67 en las lineas celulares NCI R20 y ARP1 KO R16 tras 24h de tratamiento con BTZ (20 o 16nM,
respectivamente) y/o GSI (100uM) (n=3, media + SEM). D) Analisis de la actividad B-galactosidasa
mediante un ensayo de fluorimetria en las lineas celulares NCI R20 y ARP1 KO R16 tras 72h de tratamiento
con BTZ (20 o 16nM, respectivamente) y/o GSI (100uM) (n=3). E) Deteccion por western-blot de la
fosforilacion de HP1Y en las lineas celulares NCI R20 y ARP1 KO R16 tras 72h de tratamiento con BTZ
(20 o 16nM, respectivamente) y/o GSI (100uM); vinculina (vinc). F) Deteccion por western-blot de la
activacion de la ruta NF-kB analizada por la fosforilacion de la subunidad p65 en las lineas celulares NCI
R20 y ARP1 KO R16 tras 24h de tratamiento con BTZ (20 o 16nM, respectivamente) y/o GSI (100pM);
vinculina (vinc). G) Cuantificacién de las proteinas implicadas en los mecanismos de senescencia
analizadas por western-blot en (E) y (F) (n=3, media £ SEM). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. La
activacion de p65 se calcula como la proporcion entre la expresion de p65 y la expresion de p65 en su forma
fosforilada (n=3, media = SEM). H) Cuantificacion mediante citometria de flujo con el panel humano
personalizado LEGENDplex™ de la concentracion de IL-8 producida por las células ARP1 KO R16 tras
el tratamiento con BTZ (16nM) y/o GSI (100uM) durante 72h (n=3, media £ SEM). 1) Analisis por
citometria de flujo de la expresion de HLA-E en células ARP1 KO R16 tras 72h de tratamiento con BTZ
(16nM) y/o GSI (100uM) (n=3, media = SEM). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****<(0,0001.
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6.3. El pretratamiento con la combinacion BTZ+GSI de las cé¢lulas de
MM resistentes aumenta la eficacia in vivo de las células CB-NK

NKG2D CAR

Para corroborar la potenciacion de la actividad antitumoral de las células CB-NK NKG2D
CAR con la combinacion BTZ+GSI observada en los estudios in vitro (Fig. 29G),
realizamos un modelo in vivo con la linea celular de MM resistente a BTZ y en la que la
expresion de BCMA habia sido suprimida y modificada genéticamente para que
expresara ffLucGFP (ARP1 KO R16 ffLucGFP) (Fig. 32). El esquema de tratamiento
utilizado fue el siguiente: se le administraron 1x10° células ARP1 KO R16 ffLucGFP a
los ratones inmunodeficientes NSG; la mitad de los ratones se trataron con BTZ 0,2
mg/raton (i.p.) y GSI 0,24 mg/ratén (oral) el dia de infusion del tumor, asi como al dia
siguiente. Los dias 2 y 6 posteriores a la infusién del MM, se administraron 15x10° células
CB-NK NKG2D CAR a los grupos de ratones correspondientes. Mientras que el
pretratamiento con BTZ+GSI apenas retrasé unos dias la supervivencia de los ratones con
respecto al grupo en ausencia de tratamiento (49,5 vs 44 dias, p=0,0113), la combinacion
del doble tratamiento BTZ+GSI junto con la terapia CB-NK NKG2D CAR consiguio
aumentar la supervivencia media de los ratones 24 dias (73,5 vs 44 dias, p=0,0046), 12
dias mas que empleando solo la terapia CB-NK NKG2D CAR (73,5 vs 61,5 dias,
p=0,0346).

Para descartar una seleccion sesgada de determinados pacientes y que el efecto
antitumoral se debiera a la compatibilidad KIR-HLA entre las lineas celulares de MM y
las células CB-NK, se estudio la interaccion de inhibicion KIR-HLA. Los resultados
mostraron que las células CB-NK de los dos donantes utilizados para este experimento se
encontraban muy inhibidas por este reconocimiento, con la presencia de tres interacciones

de inhibicion KIR-HLA (match) (Tabla 10).
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Figura 32. Potenciacion in vivo de la actividad citotéxica de las células CB-NK NKG2D CAR
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mediante el pretratamiento de las células de MM con BTZ+GSI.

Disefio experimental del modelo murino NSG ortotdpico diseminado de MM generado mediante la infusion
i.v. de 1 x 10° células ARP1 KO R16 ffLucGFP seguida por 2 infusiones i.v. de 1,5 x 107 células CB-NK
NKG2D CAR a dias 2 y 6. Actividad citotdxica in vivo de las células CB-NK NKG2D CAR frente a las
cé¢lulas ARPIKORI16ffLucGFP en los ratones NSG. La mitad de los ratones fueron acondicionados con
BTZ 0,2 mg/raton (i.p.) y GSI 0,24 mg/raton (oral) el dia de infusion del tumor y al dia siguiente. Curva de
supervivencia Kaplan-Meier (n=4). Iméagenes de la carga tumoral monitorizada por biolumiscencia (BLI)
a los tiempos indicados en los ratones infundidos con las células ARP1 KO R16 ffLucGFP sin tratamiento
o acondicionados con BTZ y GSI y tratados con CB-NK NKG2D CAR. La significacion entre los distintos
grupos se muestra en el panel derecho. *p<0,05, **p<0,01.
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HLA 2DL1 2DL2/2DL3 3DL1
donante 1 (ligando: HLA-C2) (ligando: HLA-C1) (ligando: HLA-Bw4)
C2 match

C1/C2 match

Bw4 match

HLA 2DL1 2DL2/2DL3 3DL1
donante 2 (ligando: HLA-C2) (ligando: HLA-C1) (ligando: HLA-Bw4)
C2 match

C1/C2 match

Bw4 match

Tabla 10. Estudio de la compatibilidad HLA-KIR entre la linea celular de MM ARP1 KO R16 y las

células CB-NK de los donantes utilizados en el experimento in vivo anterior.
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DISCUSION

A pesar de los avances durante la ultima década en el tratamiento de los pacientes con
MM, la enfermedad hoy en dia continiia siendo incurable, con una supervivencia global
de 5,6 meses en pacientes penta-refractarios. En MM las células del sistema inmune estan
inmunosuprimidas, sobre todo en etapas avanzadas de la enfermedad. En este contexto
de recaida y refractariedad surge la necesidad de terapias alternativas o secuenciales a las
combinaciones de tratamientos previos y basadas en mecanismos distintos de accion. El
objetivo principal de esta tesis es generar una inmunoterapia eficaz para el tratamiento de
pacientes de MM/RR. En concreto, postulamos que una plataforma de células NK CAR
alogénicas podria superar ese contexto de inmunosupresion [338] y poseer ventajas en
cuanto a la seguridad, rapidez en la obtencidon y coste en comparacion con la
inmunoterapia T CAR. Por otro lado, basandonos en resultados preclinicos previos con
células NK CAR NKG2D autélogas generadas en nuestro laboratorio [341] y los
resultados obtenidos con la terapia T CAR BCMA [147, 246], hemos seleccionado estos
dos CAR como relevantes en MM/RR para comparar, por primera vez, la eficacia y
hematotoxicidad de cuatro nuevos productos alogénicos inmunoterapéuticos CAR
NKG2D y BCMA procedentes de la linea celular NK-92 y de células NK de sangre de

cordon umbilical.

Datos preliminares procedentes de un ensayo clinico en fase I con células T-CAR
NKG2D ha demostrado falta de eficacia, debido a la persistencia limitada de esta
inmunoterapia en los pacientes, y asociada a la baja expresion de los ligandos diana en
las células de MM/RR. Este escenario justifica la blisqueda de terapias para aumentar la
inmunogenicidad de las células de MM/RR en combinacion con las células NK CAR

NKG2D alogénicas.

1. LAS CELULAS NK-92 REDIRIGIDAS CON LOS CAR DE BCMA Y
NKG2D MUESTRAN UNA POTENCIA LITICA SIMILAR FRENTE A
LINEAS CELULARES DE MM Y SU EFICACIA SE ASOCIA A LOS
NIVELES DE EXPRESION DE SUS DIANAS CAR.

Las lineas celulares NK son una fuente inagotable y universal de células NK para obtener
gran cantidad de efectores alogénicos homogéneos a bajo coste, libres de la posibilidad
de contaminaciones por células T que podrian generar EICH, como es el caso de las

células NK primarias alogénicas, o inhibidas por factores supresores relacionados con la
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enfermedad o los tratamientos quimioterapicos previos, como las células NK primarias
autdlogas. Las células de la linea celular NK-92 han sido las mas comunmente utilizadas
desde que estuvieron disponibles en 1998, porque muestran una citotoxicidad alta y
estable in vitro sobre gran diversidad de tumores y su manipulacion genética es sencilla
[443]. Por esta razon, incluimos los efectores NK-92 como una de las fuentes para generar
NK CAR. En nuestro trabajo, hemos demostrado que se pueden generar células NK-92MI
transducidas con los CAR de NKG2D o BCMA, que son dos nuevos efectores estables,
que tienen mayor actividad citotoxica que las células parentales NK-92MI frente a las
lineas de MM, de manera similar a lo que describen otros grupos [320, 337, 444]. En la
comparacion directa entre las células NK-92MI con los CAR de BCMA y NKG2D,
cuando se controla el nimero de copias integradas del LV, ambos efectores exhiben una
actividad citotdxica anti-MM muy similar sobre las lineas seleccionadas (Fig. 21B). De
manera resefiable, el porcentaje de lisis especifica de cada uno de los efectores NK-92MI
CAR se asocia a los niveles de expresion de sus respectivas dianas. La comparacion
indirecta con distintos trabajos donde se emplean las células NK-92 con otras
especificidades CAR sobre las mismas lineas revela resultados superiores en cuanto a su
eficacia. Por ejemplo, Chu y col. han generado previamente células NK-92 transducidas
con un CAR anti-CS1 que contiene el dominio coestimulador de CD28. Los autores
reportan una lisis especifica sobre células U266 a ratio 5:1 (D:E) del 20% con la terapia
NK-92 CS-1 CAR [320]. En nuestro trabajo mostramos una lisis sobre las células U266
a ratio 1:1 (D:E) cercano al 80% empleando la terapia NK-92MI NKG2D CAR o NK-
92MI BCMA CAR. En otro trabajo, en el que se utilizaron células NK-92MI anti-CD138
CAR frente a MM, obtienen una potencia anti-tumoral in vitro de un 55%, a un ratio 1:1
(D:E) frente a la mismo modelo de células de la linea U266 [319]. Aunque estas
moléculas CAR difieren en la cantidad y en el tipo de coestimuladores y, por tanto, resulta
compleja su comparacion, los resultados sugieren que nuestros efectores NK-92 CAR
exhiben una capacidad de lisis superior, a ratios mas bajos que otros productos NK-92

publicados previamente, sobre lineas celulares de MM.

En cuanto a la eficacia de los efectores NK-92 frente a células mielomatosas primarias de
pacientes in vitro, en el trabajo de Chu y col. consiguen una lisis especifica de las células
plasmaticas patologicas de en torno al 40% en promedio, a un ratio 1:40 (D:E). En nuestro
trabajo, se han obtenido eficacias con los tratamientos NK-92MI NKG2D CAR y BCMA

CAR muy similares, donde exhiben una lisis tumoral del 20% y 45%, respectivamente, a
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ratio 1:32 (D:E). Estos resultados indican que la actividad litica in vivo sobre las células
primarias de MM es inferior a la mostrada frente a las distintas lineas de MM. Aunque se
ha analizado la actividad litica in vitro de los efectores NK-92 MI CAR sobre un niimero
muy reducido de pacientes (n=6) (Tabla 7), no existe una correlacion entre los niveles de
expresion y la lisis especifica lograda para cada paciente (datos no mostrados), tal y como
se ha reportado para la diana BCMA, que se sobreexpresa en el 100% de las células
plasmaticas patoldgicas de los pacientes comparado con las células no tumorales, pero a

unos niveles muy variables [241, 445].

Para evitar el escape que ejerce la presion selectiva de las terapias T CAR sobre el tumor,
provocada por la disminucion de la expresion o desaparicion de los antigenos diana, que
puede inducir las recaidas, se han disefiado estrategias de reconocimiento multiple a
través de la generacion de CAR duales, que rescatan la sensibilidad del tumor al CAR al
menos a una de las dianas [257-259]. Paralelamente, siguiendo la misma estrategia y con
el fin de mejorar la eficacia de la terapia NK-CAR en diversos tipos tumorales, se estan
disefiando nuevas moléculas CAR duales con reconocimiento multiple de antigenos
tumorales, que se construyen combinando distintos dominios coestimuladores. En nuestro
trabajo, la combinacidn de la expresion de ambos CAR no produce una sinergia en cuanto
a la actividad litica de las células con los CAR duales frente a las que expresan los CAR
simples, pero si amplia la cobertura citotoxica sobre las lineas celulares de MM, en
concordancia con lo publicado por Roex y col. con células NK-92 que expresan el CAR
dual CD19-BCMA CAR [343]. Otros grupos si han reportado una mejora en la
citotoxicidad frente a una linea celular de LLA, cuando se utiliza el CAR dual CD19-
CD138 expresado en las células NK-92, en comparacion con los CAR simples anti-CD19
y anti-CD138 [446]. En relacion con el disefio con distintos coestimuladores en la
construccion CAR dual, Xu y colaboradores describen que las células NK-92 que
expresan el CAR anti-CD5 con el dominio coestimulador 2B4 presentan una mayor
actividad antitumoral que los mismos efectores que contienen un CAR cuyo dominio
coestimulador es 4-1BB [447]. A pesar de que las sefales coestimuladoras 4-1BB y CD28
activen rutas de sefalizacion diferentes, NF-kB y PI3K/AKT, respectivamente, la
coexpresion de NKG2D CAR y BCMA CAR con distintos coestimuladores en las células
NK-92 CAR produce una actividad litica que no supera a las de las NK-92MI que
expresan los CAR por separado, por lo que descartamos esta estrategia para los

posteriores estudios. Aunque no se ha abordado este efecto en nuestro estudio, postulamos
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que la linea celular NK-92 CAR presenta un umbral limite de activacion y el potencial
litico de las células probablemente no se pueda optimizar anadiendo mas senales

coestimuladoras.

MICA es el ligando principal del receptor activador NKG2D. Los pacientes de MM/RR
presentan niveles elevados de MICA soluble (sMICA) en el suero, lo que previamente se
ha asociado a un peor pronostico [200]. MICA en su forma soluble impide la funcion
efectora de las células NK y T por disminucion de la expresion del receptor NKG2D en
membrana [448, 449]. Hemos demostrado que la capacidad litica de las células NK-92
NKG2D CAR no se ve alterada por los niveles promedio de sSMICA cuantificados en los
pacientes de MM/RR (0,5-5ng/ml) [200] ni cuando tratamos los cocultivos con niveles
suprafisiologicos de sSMICA. Estos resultados corroboran lo observado por otro grupo en
células T que expresan el NKG2D CAR [202]. BCMA soluble (sSBCMA) también se
encuentra en alta concentracion en el suero de los pacientes de MM/RR y se ha reportado
como factor pronostico [175, 450]. En un ensayo clinico con terapia T-CAR BCMA se
observo una correlacion entre la tasa de respuesta y reducidos niveles basales de SBCMA.
Los pacientes que no respondieron o que progresaron de forma temprana, presentaban
niveles de S BCMA mas elevados (300 ng/ml), por lo que concluyeron que altos niveles
de sSBCMA antes de la terapia, interfieren en la eficacia de la terapia CAR anti-BCMA
[451]. En nuestro trabajo, hemos demostrado que la concentracion promedio en los
pacientes de MM/RR de sBCMA (500 ng/ml) [438], disminuye significativamente la
actividad anti-tumoral de las células NK-92MI BCMA CAR frente a una linea celular de
MM (Fig. 20G).

2. LA IRRADIACION DE LAS CELULAS NK-92MI ANULA SU
EFICACIA IN VIVO

Hasta la fecha, las tunicas células autorizadas por la FDA para uso clinico son las células
NK-92 dependientes de IL-2 que deben obligatoriamente ser infundidas previo
acondicionamiento por gamma-irradiacion a 10Gy, para evitar su injerto en el paciente y
la posibilidad de desarrollar un tumor de células NK [306]. Las células NK-92MI son
una variante de la linea celular NK-92, modificadas genéticamente para expresar 1L-2,
por lo que su crecimiento se vuelve independiente de esta citoquina [316]. La eleccion

inicial de esta variante en el estudio se debe a que el aporte de IL-2 sistémico por via
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intravenosa puede producir efectos adversos graves en los pacientes, entre otros,
sindrome de lisis capilar. Por tanto, las células NK-92MI podrian facilitar su
autosostenimiento y evitar toxicidades, elevando las concentraciones de IL-2 solo en el
sitio del tumor, cuando se administren in vivo. Cabe destacar que la linea NK-92MI es
mas sensible a la gamma-irradiacién que la linea celular NK-92 original [316]. Existe
suficiente consenso acerca de que las células NK-92 y NK-92MI acondicionadas con
gamma-irradiacion a 10 Gy conservan su potencial litico intacto in vitro mientras su
proliferacion se detiene y se produce la pérdida de viabilidad total de estos efectores en
un plazo maximo de una semana [316, 343, 443]. Nuestros resultados corroboran una
potencia litica similar in vitro que las células sin irradiar y situan la pérdida de viabilidad
en un plazo de 72 horas (Fig. 23A y 23G). Existe controversia sobre si la irradiacion
puede limitar o incluso erradicar la actividad in vivo de estos efectores porque disminuye
directamente su persistencia. Los distintos resultados obtenidos en los modelos
preclinicos en raton hasta la fecha son el reflejo de una falta de homogenizacion en las
condiciones de los ensayos. El tipo de linea (NK-92 o NK-92MI), la dosis de efectores y
los regimenes de infusion (numero de dosis y espaciamiento), la combinaciéon con
citoquinas de sostenimiento u otras terapias (p. e. IL-2, mAb), las dosis de irradiacion y
el tiempo de latencia de la enfermedad, que van a condicionar los resultados de la
preclinica anti-tumoral con estas lineas celulares. En el raton, mientras que algunos
autores han descrito que la irradiacion de las células NK-92 impacta significativamente
sobre su viabilidad y funcionalidad citotoxica [452], otros grupos han demostrado
potencia litica y eficacia in vivo de estas células cuando se infunden irradiadas [453, 454].
Distintos trabajos en diferentes modelos de tumor demuestran la erradicacion de la
enfermedad in vivo administrando células NK-92 en monoterapia sin irradiar [455, 456].
Otros modelos reportan eficacia in vivo Unicamente cuando combinan los efectores NK-
92 con anticuerpos monoclonales [308, 457] o cuando se usan en combinacion con rhlL-
2 por via intravenosa [458, 459]. En este trabajo, hemos mostrado la falta completa de
eficacia de las células NK-92 y NK-92MI en monoterapia in vivo siempre que hayan sido
sometidas al acondicionamiento por irradiaciacion de su indicacién clinica,
independientemente de la dosis (hasta 64x10° células totales) o el esquema de tratamiento
(3 dosis espaciadas 48 horas y hasta una semana). Nuestros resultados indican que la
infusion de células NK-92MI sin irradiar posee actividad anti-MM pero invaden la MO
(Fig. 24B) y matan a los ratones de manera prematura desarrollando un tumor de células

NK (Fig. 24A), probablemente porque son capaces de proliferar dentro del animal sin
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necesidad de un aporte exdgeno de IL-2. Este resultado es coherente con el obtenido en
el trabajo de Liu y col. donde describen que las células NK-92MI CAR-CD19 en ausencia
de irradiacion son capaces de persistir y proliferar en ratones NOD-SCID [442]. Otros
trabajos que utilizan células NK-92 sin irradiar no han reportado mortalidad de los ratones
por el tratamiento con estas células [320, 460], probablemente debido a que las células
NK-92 exhiben dependencia critica de la IL-2 humana [306]. Es importante resaltar que
en la mayoria de estos trabajos donde se infunden células NK-92MI sin irradiar la latencia
de la enfermedad tumoral es inferior al tiempo hasta la muerte inducida por la
proliferacion los efectores, normalmente menor a tres semanas, lo que puede enmascarar
el desarrollo del linfoma NK-92 en los animales. Este no es el caso del modelo de MM
U266ffLucGFP desarrollado en este trabajo, cuya latencia en los ratones sin tratamiento

es muy larga, aproximadamente entre 8-9 semanas (Fig. 23B).

En la clinica, tradicionalmente se ha publicado que la irradiacion de las c€lulas efectoras
limita enormemente su persistencia y, por ello, repercute en la falta de eficacia [325, 326,
328]. Algunos trabajos también han relacionado la falta de persistencia de los efectores
NK-92 con el rechazo por parte de las células inmunes del huésped [443, 452, 461]. En
este escenario, en la mayoria de los ensayos clinicos en los que se infunden altas dosis
repetidas de células NK-92 en combinaciéon con IL-2, no se han observado eventos
adversos graves, pero las respuestas han sido en todo caso modestas [325, 327] o
directamente inexistentes [328]. En el contexto NK-CAR, el primer ensayo clinico fase I
con células CD33 CAR arroj6 resultados muy similares, un perfil de seguridad excelente
pero el tratamiento no consiguid inducir respuestas objetivas [329]. Es tentador elucubrar
con la posibilidad de que las respuestas anecdoticas detectadas con estos efectores en los
pacientes se deban a la reactivacion inmune en el paciente, causada por la infusion de la
IL-2 y que las células NK-92, en realidad, carezcan de actividad clinica. En relacion a la
persistencia en nuestro modelo in vivo, hemos detectado células NK-92MI irradiadas a
las 3 horas de la infusion en la totalidad de los animales, pero estos efectores persisten
menos de 48 horas en el modelo de raton U266 inmunodeficiente (Fig. 23D). Por tanto,
existe una discordancia entre la actividad citolitica in vitro con las células irradiadas a 3
horas con respecto a la lisis tumoral que inducen las NK-92MI durante el mismo periodo
de tiempo. Este resultado sugiere que las células NK-92MI se desactivan durante las 3
horas tras la infusién por otros mecanismos que no han sido abordados en este trabajo y

que no dependen de su viabilidad en el animal, ni del posible rechazo por efectores
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inmunes endogenos. En este sentido, la persistencia de las células NK-92 en los pacientes
infundidos también es objeto de controversia. En un ensayo clinico en el que infundieron
células NK-92 irradiadas, pudieron detectarse en dos pacientes células NK-92 CAR a los
dias 3, 5 y 8 post-infusion [329].Tonn y col. no pudieron detectar células NK-92 en los
pacientes después de 24-48h de la infusion de las células [325]. Més en la linea con
nuestros resultados, Williams y col. en un ensayo con NK-92 en MM no detectaron
efectores mas alla de 15 minutos tras su administracion [327]. Una vez confirmada la falta
de eficacia de los efectores NK-92 y NK-92MI irradiadas intentamos dos estrategias
diferentes para rescatar las células NK-92MI como posible inmunoterapia anti-MM. Las
aproximaciones se centran en la reduccion de las dosis de irradiacion y en la modificacion
genética de las células con un interruptor suicida. Tam y colaboradores reportaron que la
proliferacion de las células NK-92MI se podia controlar con dosis bajas de irradiacion,
para aumentar el periodo de tiempo que pueden actuar las células efectoras frente a las
dianas tumorales antes de su desaparicion [316]. Sin embargo, hemos demostrado que
dosis mas bajas, de 2,5 y 3,75 Gy, no son suficientes para cesar la proliferacion de las
células NK-92MI in vivo y los ratones terminan sucumbiendo (Fig. 24A). Liu y col.
estudiaron la actividad anti-tumoral de células NK-92MI CD19-CAR frente a tumores
CD19" irradiando a dosis intermedias de 5Gy, y demostraron que conseguian controlar
su proliferacion manteniendo la eficacia de los efectores [442]. A esta dosis (5Gy), no
observamos eficacia de los efectores NK-92 CAR en nuestro modelo in vivo frente a MM

(Fig. 24C).

A pesar de que las células NK-CAR en general han demostrado ser seguras, algunos
grupos han incorporado interruptores suicidas mediante la expresion ectdpica de caspasa
9 inducible (iCasp9) y han probado su efectividad in vitro [462] e in vivo [338]. En este
trabajo, hemos generado células NK-92 CAR que expresan de forma ectdpica el
interruptor suicida 1Casp9-ACD19. Estas células son eliminadas in vitro tras la
administracion del inductor AP1903 o rimiducid, desencadenando la apoptosis de las
células, con las que se obtienen viabilidades inferiores al 3% (Fig. 25F). Oelsner y
colaboradores utilizaron la misma aproximacion in vitro con éxito en células NK-92
FLT3-CAR que expresan la terapia suicida iCasp9 [462]. Sin embargo, en nuestro trabajo
observamos que la administracion del inductor AP1903 (rimiducid) no consigue eliminar
las células efectoras sin irradiar en nuestro modelo in vivo, que pretende la acumulacion

inicial de efectores para garantizar la eficacia. Esta falta de control se produce
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probablemente por la acumulacion residual de células NK-92MI CAR tras tres infusiones
repetidas, que es suficiente para que las células escapen a la accién pro-apoptotica del
inductor. Por tanto y de momento, esta estrategia en células NK-92MI CAR sin irradiar
no parece segura para su utilizacion en humanos. Para futuros ensayos, recomendamos
intercalar la administracion del inductor en los animales entre las dosis de células NK-

92MI CAR.

3. LAS CELULAS CB-NK BCMA CAR SON MAS EFICACES
ELIMINANDO CELULAS PRIMARIAS DE MM IN VITRO E INDUCEN
RESPUESTAS MAS DURADERAS IN VIVO QUE LAS CELULAS NK
NKG2D CAR

La modificacion genética constituye una de las principales limitaciones en la terapia NK-
CAR para conseguir una expresion estable de la molécula quimérica, principalmente en
células NK maduras derivadas de SP [463]. Las CB-NK son mas permisivas a la
transduccion con vectores virales, debido a su mayor tasa proliferativa, como se ha
demostrado en un ensayo clinico con células CB-NK CAR [338]. Los vectores
lentivirales (LV) pueden ser pseudotipados con distintas proteinas de la envuelta para
modificar el tropismo dirigido hacia la célula de interés. Para la transduccion de las
células T se han utilizado de forma masiva LV pseudotipados con la glicoproteina del
virus de la estomatitis vesicular (VSV-G). La envuelta VSV-G posee algunas ventajas,
como un amplisimo tropismo porque reconoce al receptor de LDL (LDL-R), y confiere
resistencia a los ciclos de congelacion-descongelacion y ultra-centrifugacion a la particula
lentiviral, lo que permite obtener altas concentraciones del LV [464]. Sin embargo, otros
estudios han reportado que VSV-G no es eficaz para la infeccion de células NK porque
expresan niveles muy bajos de LDL-R. En consecuencia, se requieren titulos virales altos
que pueden ser toxicos para la célula. Alternativamente, se han seleccionado proteinas de
virus linfotrépicos como la envuelta Baboon (BaEV) o del virus del sarampion para las
transducciones de células NK, porque reconocen receptores de alta expresion en células
NK, como ASCT1 y ASCT2 [465]. En relacion con la modificacion genética, en este
trabajo hemos establecido un método de produccion de células primarias CB-NK CAR
con el que hemos obtenido una elevada eficacia de transducciéon con LV VSV-G,

rindiendo transducciones que en promedio superan el 50% de eficacia a multiplicidades
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de infeccion (MOI) bajas (Fig. 26B). Los niveles de transduccion estdn en consonancia
con lo publicado por Boissel y colaboradores [337], que obtuvieron un amplio rango de
transduccion con LV VSV-G, desde el 19% hasta el 73%, en células CB-NK CD19 CAR.
Aunque no pueden compararse directamente, particulas LV VSV-G con la misma
construccion CAR NKG2D y una MOI similar, transdujeron de forma estable, en
promedio, el 20% de las células NK autélogas de pacientes con MM, lo que sugiere de
nuevo una mayor permisividad a la transduccién por estos LV de las CB-NK [341]. Como
citamos anteriormente, un Unico estudio preclinico ha abordado el tratamiento en MM
con células CB-NK BCMA CAR. Bachiller y col. publicaron una mayor eficacia de
transduccion en células CB-NK utilizando la BaEV en comparacion con la VSV-G [345].
No obstante, las particulas LV con BaEV so6lo transdujeron las células CB-NK un 20%
[345]. Datos preliminares de nuestro laboratorio indican que BaEV es una envuelta que
genera particulas LV labiles, cuyas producciones rinden titulos cien veces inferiores a los
LV VSV-G, probablemente la causa por la que estd limitando su escalado clinico. Mas
aun, los LV construidos con esta envuelta producen inquietud regulatoria y no estan
aprobados atn por la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios

(AEMPS).

En relacion con su potencial citotoxico in vitro, otros grupos han reportado que las células
NK de cordon exhiben un fenotipo mas inmaduro, donde existe una mayor expresion de
receptores inhibitorios como KIRs o NKG2A, producen menos niveles de perforina y
granzima y presentan una menor capacidad citotoxica comparado con las células NK de
sangre periférica [332, 466]. Aunque de nuevo la comparacion no es paralela, células NK
NKG2D CAR procedentes de SP de pacientes con MM destruyen aproximadamente el
70% de las células diana U266 a ratio 1:4 (D:E) [341], mientras que en los resultados de
este estudio las CB -NK NKG2D CAR consiguen la misma eficacia a ratio mucho menor,
2:1 (D:E) (Fig. 27A). Estos resultados, teniendo en cuenta distintos porcentajes de
transduccion y las diferencias en el origen de la célula NK, sugieren una mayor eficacia
in vitro de las células CB-NK CAR. Por primera vez, en este trabajo se comparan frente
a frente la potencia citolitica de células CB-NK CAR con células NK-92 CAR in vitro en
el que se introduce el control de copias de los LV CAR. Hemos observado que las células
CB-NK CAR producen niveles mas bajos de granzima y perforina en comparacion con
las células NK-92 CAR (Fig. 27B). Sin embargo, la capacidad citotoxica in vitro entre

estas poblaciones es muy similar. In vivo, solo las células CB-NK CAR exhiben eficacia
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anti-MM debido probablemente a la minima persistencia de las células NK-92 CAR,
cuando se las acondiciona para su uso clinico, como se ha citado anteriormente. El
resultado mas importante en este bloque es la comparacion entre las células CB-NK
NKG2D CAR frente a las células CB-NK BCMA CAR in vivo en condiciones de
expresion similar del CAR, controlado por copias integradas del provirus (VCN). Tal y
como podemos observar, ambas poblaciones producen respuestas en los animales del
modelo U266, pero son mucho mas prolongadas en el caso de los efectores CB-NK
BCMA CAR (Fig. 28D). Baumeister y col reportaron falta de eficacia en el ensayo clinico
Fase I en el que se trataron pacientes de MM/RR con (NCT03018405) células T NKG2D
CAR. Este ensayo se llevo a cabo modificando las células T con moléculas CAR de
primera generacion y en ausencia de acondicionamiento linfodeplectivo. Estas variables
pudieron haber condicionado su falta de eficacia por falta de coestimulo en las células y
rechazo del sistema inmune del paciente. Sin embargo, nuestros resultados con un CAR
de segunda generacion y en ratones inmunodeficientes descartan estas hipodtesis.
Baumeister y col. observaron la falta de persistencia de la poblacion efectora NKG2D
CAR T en los pacientes y recomendaron aumentar la densidad de la diana CAR en las
células tumorales para aumentar la eficacia de la inmunoterapia [253]. Nuestros
resultados sugieren una situacion similar en la que existe una limitacion de la potencia
litica de los efectores NK NKG2D CAR, aun en un escenario en el que se infunden dos

dosis de tratamiento.

Por otra parte, Bachiller y col. sostienen que las células CB-NK CAR solo tienen eficacia
a dosis altas (ratios D:E elevados) y que es la poblacion CB-NK, y no la CB-NK CAR,
la que puede incrementar en combinacion la eficacia antitumoral de las células T-CAR
frente a MM [345]. Los mismos autores aducen que la actividad CB-NK CAR se reduce
rapido en el tiempo en los animales y precisa de la presencia de IL-2 producida por las
células T, lo que desaconseja su uso clinico. A diferencia de lo observado, nuestro trabajo
indica eficacia sostenida en el tiempo (al menos hasta 150 dias) de las células CB-NK
BCMA CAR en ausencia de células T-CAR sin necesidad de un aporte exdgeno de 1L-2.
La diferencia de eficacia entre las CB-NK BCMA CAR en el trabajo de Bachiller y col.
y el presente, puede deberse al modelo de linea celular empleado en el raton, puesto que
las células ARP1 son intrinsecamente resistentes a las células NK y sensibles a las células
T (NKG2D-L bajos, HLA-I elevados). En relacion con la limitacion de uso de las CB-

NK CAR en altas dosis, ensayos clinicos con células NK alogénicas en multidosis
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(NCT05020678) o empleando dosis de hasta 10'° células/m? totales han mostrado un
excelente perfil de seguridad en los pacientes en los que no se alcanza la maxima dosis
tolerada [325]. En 2021, Ng y col. publicaron la coexpresion de BCMA CAR junto con
CXCR4 en células NK de SP mediante electroporacion de mARN, para aumentar la
infiltracion en la MO y potenciar su eficacia. En nuestro modelo in vivo hemos
demostrado que no es necesario redirigir las células mediante expresion de CXCR4 para
que los efectores eliminen las células de MM en la MO. Esto podria deberse a que durante
el proceso de produccion de las CB-NK CAR, la disminucion en la expresion de CXCR4
es menos acusada que en las células NK de SP [332]. Sin embargo, trabajos previos del
grupo indican que células SP-NK NKG2D CAR autoélogas de pacientes de MM pueden
erradicar por completo la enfermedad en el 25% de los ratones tratados sin necesidad de
favorecer su infiltracion a la MO [341]. Aunque no se han comparado directamente en
este trabajo células SP-NK frente a células CB-NK in vivo, en el referido estudio previo
en nuestro laboratorio con células SP-NK CAR, se alcanzaron respuestas profundas con
situaciones de enfermedad minima residual negativa [341], lo que sugiere que células mas
maduras como las de SP-NK CAR, aun en contexto autélogo y con menor porcentaje de
transduccion, puedan exhibir un mayor potencial citotoxico, en comparacion con células

CB-NK CAR alogénicas.

4. LA COMBINACION DEL TRATAMIENTO BTZ+GSI INDUCE
SENESCENCIA PREMATURA EN LAS CELULAS DE MM
RESISTENTES E INCREMENTA SU ANTIGENICIDAD, LO QUE
FACILITA SU ELIMINACION POR LAS CELULAS NK NKG2D CAR

Suficiente evidencia experimental in vivo ha demostrado la relevancia del receptor
NKG2D en la inmunovigilancia de los tumores en donde se observa que el aumento en la
expresion de NKG2D-L en las células neoplasicas causa la desaparicion de los tumores
en el raton [467, 468]. Los animales deficientes en NKG2D son defectivos en la
inmunovigilancia en modelos de neoplasias espontdneas [469]. En humanos, se ha
demostrado que muchos tumores aumentan la expresion de NKG2D-L como
consecuencia del proceso oncogénico y se vuelven mas susceptibles al reconocimiento
por células Ty NK [470-472]. En MM, se ha reportado previamente el aumento de niveles

de NKG2D-L solubles que pueden actuar como sefiuelo, producir la internalizacion del
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receptor NKG2D, concomitante a una disminucion en la expresion de NKG2D-L en
membrana, a medida que progresa la enfermedad [119, 122]. En este sentido, resultados
previos de nuestro laboratorio indican que la expresion de los NKG2D-L no desaparece
y que, al menos uno de los ocho NKG2D-L, se encuentra sobreexpreado en todas las
muestras analizadas de pacientes con MM/RR [341]. Estos resultados también se han
corroborado en este trabajo (tablas 7 y 8). La eleccion de la combinacion de bortezomib
e inhibidores de gamma secretasas (BTZ+GSI) en este estudio esta basada en, por una
parte, los estudios seminales de Gassner, Soriani y col., en los que se relacionan por
primera vez el aumento en la expresion de sefiales de estrés, como los NKG2D-L, con la
induccion de la DDR, cuando se tratan células tumorales y sanas sensibles a estos
farmacos con bajas dosis de agentes clastogénicos e irradiacion [191, 377]. Soriani y col.,
ademds, demostraron que esos farmacos genotoxicos, incluido BTZ, inducian la
sobreexpresion de NKG2D-L en células de MM susceptibles y potenciaban la actividad
citotoxica de la NK frente al tumor. El mecanismo, estudiado con melfalan y etopdsido,
resultd dependiente de las quinasas ATM y ATR y ocurria simultdneamente con el
establecimiento de un fenotipo senescente inducido por la quimioterapia [414]. Estudios
posteriores [411] en células no tumorales fibrdticas, confirmaron la relaciéon de la
activacion de la DDR con el aumento de ligandos de NKG2D, sobre todo MICA y
ULBP2, durante el proceso senescente. Por otra parte, Chen y col. mostraron sinergia con
la combinacion BTZ + GSI-XII en la induccion de apoptosis en células sensibles de MM
[369], donde este efecto era dependiente de la inhibicion de la actividad del proteasoma
y no de la inhibicioén directa de Notch. Chen y col. no conectaron el posible impacto
sinérgico de la combinacion BTZ+GSI con el aumento en la expresion de NKG2D-L, la
activacion de DDR o la potencial induccion de senescencia, pero si mostraron que la
apoptosis inducida podia bloquearse con moléculas anti-oxidantes [369]. En este sentido,
hemos mostrado que el tratamiento de células de MM/RR con bortezomib y el inhibidor
de gamma secretasas Crenigacestat produce una profunda inhibicion de la actividad del
proteasoma en células resistentes a BTZ, analizada de forma indirecta por la acumulacion
de formas poli-ubiquitinadas, que resulta equivalente a la que se produce con el mismo
tratamiento con las células sensibles parentales tratadas inicamente con BTZ (Fig. 29A).
Nuestros resultados sugieren, a diferencia de los obtenidos por Chen y otros [367], que
Crenigacestat en monoterapia no se esta comportando como un inhibidor de proteasoma
per se, sino que esta potenciando el efecto inhibitorio de BTZ sobre el proteasoma (Fig.

29A). Este nuevo mecanismo en combinacion parece ser dependiente de actividad
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proteosoma, porque cuando tratamos de inducirlo en las células que presentan mutacion
en la subunidad PSMBS5, las células RPMI R7, el proteasoma resulta no inhibible (Fig.
29A). Afortunadamente, nuestro grupo ha reportado que la frecuencia de aparicion de
estas mutaciones en PSMBS5 en los pacientes de MM/RR es muy baja [473].
Concomitante a la observacion de la inhibicion del proteasoma con BTZ+GSI, hemos
caracterizado un aumento del dafio por dobles roturas en el ADN (Fig. 30A) y el disparo
de la DDR en células tratadas con la combinacioén, donde el eje ATM-Chck?2 tiene un
papel predominante (Fig. 30B) en el aumento en la expresion de NKG2D-L (Fig. 29B).
Chck2 es relevante porque su inhibicidon especifica revierte el fenotipo parcialmente
disminuyendo la expresion de NKG2D-L (Fig. 30C). En este sentido, Walker y col. [40]
reportaron pérdida de ATM en el 1,3% de las células CD138" de pacientes de MM al
diagnéstico, por lo que la proteina sefalizadora principal de esta ruta no se encuentra en
el elenco de las mutaciones mas frecuentes en la enfermedad. Estos resultados son
consistentes con los obtenidos con el tratamiento en monoterapia con BTZ, ya se ha
descrito previamente que es capaz de inducir dafio en el ADN sefializado por p-H2AX
[83], activacion de la DDR [122], fundamentalmente via ATR/Chk1 [376], aumento en
la expresion de NKG2DL [122] y parada del ciclo celular controlada por p53/p21 [367].
En este sentido, aunque no descartamos el impacto de la activacion de otras rutas de
sefalizacion descritas para la combinacion BTZ+GSI, como son la via de AKT/mTOR,
ERK/MAPK o p38, proponemos la activacion de la DDR, como consecuencia del estrés
genotdxico acumulado por el tratamiento en combinacidon, como el mecanismo mas
plausible para incrementar NKG2D-L y aumentar la inmunogenicidad de las células de
MM/RR resistentes. La potenciacion de la inhibicion de la actividad del proteasoma con
Crenigacestat es un mecanismo novedoso ya que los GSI s6lo se habian descrito hasta la
fecha en inmunoterapia para aumentar la expresion de BCMA en las células de MM,
bloqueando su liberacion al medio soluble, lo que potencia la eficacia de las terapias anti-
BCMA T-CAR [178] y BiTEs [474]. Las gamma secretasas son capaces de inducir el
corte de las moléculas de BCMA en membrana, pero nunca se han caracterizado
previamente como enzimas de corte y liberacion de los NKG2D-L de la membrana. Esta
funcién concreta la realizan las proteinas ADAM10, ADAM17, MMP9, MMP14 y Erp5
con los NKG2D-L [475], por lo que no prevemos que Crenigacestat en monoterapia esté
contribuyendo a aumentar los NKG2D-L por este mecanismo. La potenciacion de la
inhibicion de la actividad del proteasoma es un mecanismo que persiste en las células que

exhiben una baja expresion de BCMA o no se puede inducir (como NCI R20) o en células
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que pueden haber perdido la diana por presion selectiva de la inmunoterapia anti-BCMA
(similar a las ARP1 BCMAKCR16), asi que proponemos esta estrategia como terapia en

el contexto de recaida anti-BCMA.

Una de las observaciones mas relevantes en nuestros resultados es que la activacion de la
DDR se asocia a una potente induccidn en la expresion de p21, pero no de su activador
directo p53 (Fig. 30D). El supresor de tumores p53 es uno de los componentes mas
estudiados de la DDR. Tras el dafo por doble rotura en el ADN, la proteina p53 potencia
su estabilidad y se activa al ser fosforilada por ATM. Existen resultados conflictivos
previos sobre el impacto de p53 sobre la expresion de NKG2D-L, con datos que muestran
un efecto positivo, negativo o neutro. Cabe destacar que BTZ es capaz de inducir p53 en
modelos de tumor [367]. Nuestros resultados estan en consonancia con los obtenidos por
Gasser y col. en lineas celulares humanas y de raton deficientes en p53, en donde
farmacos inductores de estrés genotoxico eran capaces de aumentar la expresion de
NKG2D-L. Por el contrario, otros estudios han mostrado que ULBP1 y ULBP2 son
dianas transcripcionales directas de p53 [412] o que ULBP2 puede ser reprimida de forma
indirecta a través de miARNs que inhiben a p53 [411], como miR-34. Probablemente,
esta asociacion dependa en gran manera del contexto de su activacion, por lo que las
funciones atribuidas a p53 en cuanto al control de ciclo celular, aumento en la expresion
de NKG2D-L e induccion de apoptosis o senescencia, sean redundantes y pueden
establecerse a través de otros inhibidores de ciclo, como p21, anadiendo complejidad a

los distintos modelos [405-407].

En el presente estudio se ha reportado una asociacion entre el dafio en el ADN, activacion
de la DDR, la sobreexpresion de los NKG2D-L y la induccién del fenotipo senescente
(Fig. 30,29B y 31). La TIS producida por BTZ+GSI, se muestra en linea con lo publicado
por Soriani y col. con el tratamiento en monoterapia con agentes clastogénicos como
melfalan, etopdsido y doxorrubicina, como se citd anteriormente [414]. Otros trabajos
asocian la accion de quimioterapia genotdxica en monoterapia, con la induccion de
senescencia, incluido bortezomib [476]. En este sentido, cabe destacar que la DDR
sefalizada via ATM-Chk?2 se ha relacionado previamente con la induccion de senescencia
inducida por estrés genotoxico en fibroblastos, un modelo de ratén de envejecimiento
acelerado [477]. En nuestro modelo de MM resistente a BTZ, las células son
completamente refractarias a la induccion de apoptosis por BTZ+GSI (Fig. 31 A y B)

pero emerge una oportunidad terapéutica porque somos capaces de inducir la TIS con la

166



DISCUSION

doble combinacion (Fig. 31), como ya se ha habia observado en otras publicaciones con
células sensibles utilizando otros farmacos a baja dosis [414]. Es importante resaltar que
no hemos observado hematotoxicidad cuando se cocultivaron las células NK NKG2D
CAR con PBMC de donantes sanos tratadas con las mismas dosis de BTZ+GSI (Fig.
29E). Trabajos previos han descrito que la TIS también se asocia al aumento de expresion
de los NKG2D-L, lo que puede sensibilizarlas a la accion directa de las células NK. Entre
los mecanismos mas destacados de resistencia a la eliminacion por las células NK
endogenas inducidos por células senescentes en el microambiente tumoral se encuentran:
la liberacion de NKG2D-L al medio soluble que pueden actuar como sefiuelo [197] y el
aumento de expresion de moléculas HLA-I no clasicas como HLA-E [280]. El disefio de
la combinacién contemplado en este estudio permite vulnerar estas resistencias porque:
1) los NKG2D-L solubles no son capaces de bloquear la actividad citotdxica ni de las T-
CAR NKG2D [478], ni de las NK-CAR NKG2D (Fig. 20F), y 2) la potenciacion de la
inhibicion de la actividad proteosoma mediante BTZ+GSI disminuye los niveles de HLA-
E (Fig. 31 I), como ya se habia observado con el tratamiento con BTZ en monoterapia

sobre un modelo tumoral sensible [90].

Los resultados en las células en las que se ha inducido la TIS con la doble combinacién
revelan una induccion paradojica de la ruta de NF-xB (Fig. 31F), que también han
reflejado otros trabajos previos [367, 479]. El conflicto radica en que: 1) Crenigacestat se
ha caracterizado como inhibidor de Notch [480] y Notch activa la ruta de NF-«xB [481],
y 2) se ha reportado previamente que BTZ produce la inactivacion de la ruta candnica
NF-«xB a través del bloqueo de la degradacion de IkBa [81]. En este sentido, se conoce
que NF-kB es una de las rutas inflamatorias principales relacionadas con la induccién de
la senescencia [391] y la generacion de SASP [392], y que la activacion de la DDR via
ATM/Chk2 media la liberacion de SASP precisamente activando la ruta de NF-«xB [482].
Estos resultados sugieren que el fenotipo senescente obtenido por la combinacion
BTZ+GSI domina sobre la inhibicion de las rutas previamente descritas que inducen los

farmacos por separado.

Durante el estudio in vivo sobre el efecto de la doble combinacion BTZ+GSI hemos
encontrado una limitacion importante, porque no hemos podido obtener células U266
BCMAKO resistentes a altas concentraciones de BTZ por presion selectiva en cultivo. Su
consecucion hubiera permitido la comparacion isogénica directa en cuanto a la eficacia,

con la obtenida con las células NK-CAR en monoterapia. No obstante, en el modelo
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ARP1 BCMAKO R16, que parte de una linea celular refractaria de base a la actividad NK
(bajos niveles de NKG2D-L, niveles elevados de HLA-I), hemos podido reproducir los
resultados observados in vitro en términos de eficacia de la combinacion BTZ+GSI, sin
impacto en la mortalidad de los ratones (Fig. 32), lo que puede aumentar la predictibilidad

del estudio de la terapia en combinacion.

En el ensayo de raton (Fig. 32), no se han extraido células tumorales para el estudio de la
senescencia in vivo, porque los aspirados de médula en animales vivos impactan sobre el
desarrollo del MM ARPI1 en el animal e interaccionan sobre el analisis de la carga tumoral
por BLI. El tratamiento con BTZ+GSI induce la produccion de IL-8 in vitro en nuestro
modelo, 72 horas después del tratamiento con la combinacién y concomitante a la
activacion de la ruta de NF-kB y aparicion del fenotipo senescente (Figura 31H). Se ha
reportado previamente que la TIS puede inducir la liberacion de SASP y desencadenar
los efectos pro-tumorales previamente descritos en MM/RR, como la resistencia a
farmacos y una mayor agresividad de la enfermedad [383]. Desafortunadamente, la
técnica por citometria utilizada en este estudio no permitié determinar el perfil SASP en
el plasma de los animales del modelo MM ARP1 resistente, por falta de sensibilidad, en
respuesta a la TIS inducida por nuestra combinacion a las 72 horas. Los niveles de IL-6
e IL-8 solubles en el plasma de los ratones se situaban por debajo del limite de deteccion
(1,81 pg/ml para IL-6 y 3,97 pg/ml para IL-8). S6lo pudimos caracterizar una tendencia
en el aumento en la expresion de IL-10 (datos no mostrados), que debe ser confirmada en
un nuevo experimento con disefio experimental orientado a este objetivo, con punto final
a las 72 horas del tratamiento en combinacion. Finalmente, hemos podido determinar en
nuestros resultados in vivo con la combinacién BTZ+GSI, que el balance neto entre el
efecto senolitico de las células NK CAR vy el posible efecto pro-tumorigénico de la
inducciéon del SASP sobre las células mielomatosas que no han sido eliminadas, resulta
en un aumento significativo de la supervivencia de los animales, pero estos animales
tratados terminan sucumbiendo (Fig. 32). Debido al posible efecto protumoral del SASP
podemos anticipar en lineas de trabajo futuras la optimizacion de la combinacion
terapéutica con la que se ha realizado este trabajo, adicionando farmacos senomorficos
que bloqueen su accion. Por ejemplo, inhibiendo la ruta de sefializacion de NF-kB, como
la metformina o la apigenina, disminuyendo la sefalizacion de NF-kB y mTOR, como la
rapamicina; inhibiendo las quinasas JAKI1/JAK2 y ROCK, como ruxolitinib,

neutralizando directamente la IL-6 o IL-8, como el anticuerpo monoclonal siltuximab, o
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disminuyendo la produccion de IL-6 e IL-8, resultado del bloqueo del receptor de IL-1,

mecanismo que se ha descrito para el péptido antagonista inmunomodulador Anakinra.

En las condiciones de pretratamiento con BTZ+ GSI e induccioén de senescencia, las
células NKG2D CAR se comportan como un tratamiento senolitico. Desde nuestro
conocimiento, este trabajo es la primera descripcion de sendlisis con células NK-CAR.
Amor y col. [431] han publicado recientemente el primer trabajo pionero en este campo,
en el que la inmunoterapia senolitica T-CAR anti-uPAR consigue eliminar células

senescentes en un modelo de adenocarcinoma de pulmén Kras®!?P

en el que se ha
inducido la TIS. uPAR/CDS87 es el receptor del activador de plasmindgeno tipo-
uroquinasa (uPA). Este receptor promueve la degradacion de la matriz extracelular
durante la tumorigénesis, facilitando la motilidad, invasion y supervivencia de las células
tumorales. uPAR soluble forma parte del SASP. Ambas formas se sobrexpresan en
células plasmaticas patologicas de MM, donde la forma soluble puede predecir progresion
[483, 484]. uPAR exhibe un perfil de expresion amplio en células senescentes y
tumorales, pero prevemos que menor que los NKG2D-L como diana. Ademas, se ha
detectado baja expresion de uPAR en epitelio bronquial, en el sistema monocito-
macrofagico y en neutrofilos, por lo que este tratamiento podria resultar mieloablativo.
Dado el perfil de seguridad mostrado de las células NK CAR NKG2D, proponemos este

tratamiento como alternativa a la seno6lisis de las células T CAR anti-uPAR para eliminar

un amplio espectro de células tumorales en las que se ha inducido la TIS.

Tomados en conjunto, establecemos un modelo en que el tratamiento con BTZ+ GSI logra
sensibilizar a las células resistentes de MM/RR a las células NK CAR NKG2D, porque
induce dafio en el ADN, activacion de la DDR, fundamentalmente via ATM-Chk2 y una
sobrexpresion de los NKG2D-L en un contexto senescente, que facilita la eliminacion de
estas células a través del reconocimiento del CAR de NKG2D por parte de las células NK
(Fig. 33).
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Figura 33. Mecanismo de accion propuesto de bortezomib en combinacion con inhibidores de gamma
secretasas sobre células de MM resistentes.

A) El tratamiento BTZ+GSI provoca estrés genotoxico que se refleja en una produccion de dobles roturas
en el ADN de la célula que, a su vez, induce la parada de ciclo y el aumento en la expresion en membrana
de NKG2D-L. La acumulacion de dafio no reparable no desencadena apoptosis, que se encuentra bloqueada
en las células resistentes, sino que, por el contrario, dispara la senescencia en la célula. El incremento en la
expresion de NKG2D-L en las células senescentes de MM aumenta su susceptibilidad al ataque por las
células NK a través del reconocimiento del CAR NKG2D. B) La induccidn de senescencia en estas células,
en ausencia de tratamiento senolitico NK CAR NKG2D, produce una acumulacion de moléculas SASP que
facilitan un ambiente inflamatorio pro-tumoral que permite que las células mielomatosas puedan escapar
del estado senescente y/o reprogramar a las células tumorales que no han inducido la senescencia.

En resumen, en este estudio se ha comparado por primera vez la eficacia del CAR

NKG2D frente al CAR BCMA en el contexto del MM/RR, en células efectoras alogénicas
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NK-92 y CB-NK. Hemos demostrado que las células CB-NK presentan eficacia anti-MM
cuando expresan cualquiera de los dos CAR, sin signos de toxicidad hematoldgica in
vitro. Sin embargo, la persistencia de la respuesta con el NKG2D CAR es menor que con
el BCMA CAR en el modelo de raton propuesto. Por otra parte, las células NK CAR
NKG2D emergen como tratamiento inmunoterapico posible en un modelo de resistencia
a bortezomib y resistencia a inmunoterapia anti-BCMA, ya que la combinacion del
tratamiento BTZ+GSI sobre células resistentes potencia su actividad anti-MM, por lo que

puede tener implicaciones relevantes en la inmunoterapia del MM/RR.
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CONCLUSIONES

Las principales conclusiones extraidas de este trabajo se enumeran a continuacion:

1.

10.

Las células NK-92MI NKG2D CAR y BCMA CAR presentan una actividad
antitumoral superior a las células parentales NK-92MI frente a lineas celulares y
células primarias de MM in vitro.

La potencia litica de las células NK-92MI NKG2D CAR no puede ser bloqueada
por MICA soluble.

La coexpresion de los CAR NKG2D y BCMA en las células NK-92MI no induce
una actividad litica sinérgica, aunque si cobertura citotoxica in vitro frente a
células de MM que expresan NKG2D-L y BCMA.

Las células NK-92MI CAR exhiben una actividad litica in vitro frente a células
de MM muy similar a la de las células CB-NK CAR. Sin embargo, la irradiacion
de las células NK-92MI CAR a dosis clinicas anula por completo su eficacia
antitumoral in vivo.

La modificacion de las células NK-92MI no acondicionadas por irradiacién
mediante la expresion ectopica de un interruptor suicida y su induccidén no asegura
el control de la proliferacion de las células in vivo.

Las células CB-NK CAR no muestran toxicidad hematoldgica sobre PBMCs de
donantes sanos.

El tratamiento in vivo con las células CB-NK BCMA CAR supera en eficacia
anti-MM a las células CB-NK NKG2D CAR y consigue respuestas persistentes
en los animales.

El pretratamiento con Bortezomib més Crenigacestat en un modelo de resistencia
a BTZ y a terapias anti-BCMA potencia la actividad citolitica de las células CB-
NK NKG2D CAR in vitro e in vivo.

Los tratamientos con Bortezomib y Crenigacestat a las dosis que sensibilizan a las
células de MM no producen toxicidad hematolégica sobre PBMCs de donantes
sanos.

El mecanismo por el que el tratamiento con BTZ més Crenigacestat sensibiliza
las células de MM a la lisis por las células NK NKG2D CAR se asocia a la
sefializacion de la respuesta al dafio genotdxico en el ADN, mediada por el
controlador de ciclo celular Chk2 y por un aumento en la expresion de membrana
de los NKG2D-L.
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11. La inhibicion especifica de la activacion de Chk2 en las células de MM revierte
parcialmente el fenotipo del aumento de la expresion de NKG2D-L en células de
MM.

12. La combinacion Bortezomib mas Crenigacestat produce senescencia inducida por
tratamiento (TIS) asociada a la respuesta al dafio en el ADN en células resistentes
de MM.
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41BB-L: ligando de 41BB

A
ADAM: “a disintegrin and a
metalloproteinase”

ADCC: citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo

ADN: acido desoxirribonucleico

AEMPS: Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios

APRIL: “a proliferation-inducing
ligand”

ARN: 4cido ribonucleico

B

BaEV: envuelta Baboon
BAFF: factor de activacion de células B

BCMA: antigeno de maduracion de
células B

BCR: receptor de células B

BiKE: anticuerpo bi-especifico para
células NK

BiTE: anticuerpos biespecificos de
células T

BLI: andlisis por imagen de
bioluminiscencia

BMSC: células estromales de la médula
Osea

BSA: albimina de suero bovino

BTZ: bortezomib
C

CAR: receptor quimérico de antigeno
CB: cordén umbilical

CB-NK: cé¢lulas NK de sangre de
cordén umbilical

CMF: citometria de flujo

ABREVIATURAS

CP: células plasmaticas

CRAB: hypercalcemia, renal failure,
anemia and bone lesions

CRS: tormenta de citoquinas

CTLA-4: receptor inhibitorio antigeno
4 de linfocitos T citotoxicos

D

D:E: diana:efector
DDR: respuesta a dafio en el ADN
E

E2F: factor E2

EICH: enfermedad de injerto contra
huésped

F

FBS: suero fetal bovino
FcRLS: Fc receptor-like 5

FDA: Administracion de Drogas y
Alimentos de los Estados Unidos

FISH: fluorescence in situ hybridization
FLC: cadenas ligeras libres

FMO: fluorescence minus one

G

GFP: proteina verde fluorescente

GM-CSF: factor estimulante de
colonias de granulocitos y macrofagos

GMSI: gammapatia monoclonal de
significado incierto

GSI: inhibidor de gamma secretasas
GSK3: quinasa glicogeno sintasa 3
H

H120: hospital 12 de octubre

HDAC: histonas deacetilasas
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HLA: sistema antigeno leucocitario
humano

HP1y: heterochromatin protein 1 y
HR: recombinacion homologa

HRP: Horseradish Peroxidase
1

i.p.: intraperitoneal
i.v.: intravenoso

ICANS: neurotoxicidad asociada a
células inmunes

iCasp9: caspasa 9 inducible

IDO: indoleamina 2,3-dioxigenasa
IFN- v: interferon- y

Ig: inmunoglobulina

IgH: inmunoglobulina de cadena pesada
IgL: inmunoglobulina de cadena ligera

iHDAC: inhibidores de histona
deacetilasas

IL: interleuquina

IMiD: farmaco inmunomodulador
IP: inhibidores del proteasoma

IPC: inhibidores de puntos de control

iPSCs: células madre inducidas
pluripotentes

ISS: Sistema de Estadiaje Internacional

I'TAM: motivo activador
inmunorreceptor basado en tirosina

ITIM: motivo inhibidor
inmunorreceptor basado en tirosina

J

JNK: quinasa c-Jun NHz-terminal
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K

KIR: “killer cell immunoglobuline-like
receptor”

L

LDH: lactato deshidrogenasa

LDL-R: receptor de LDL (low-density
lipoprotein)

LMA: leucemia mieloide aguda

LV: vectores lentivirales

M

MDSCs: células supresoras derivadas
mieloides

MHC: complejo mayor de
histocompatibilidad

MM/RR: mieloma multiple refractario
y en recaida

MM: mieloma multiple
MMP: metaloproteinasas de la matriz

MMQ: mieloma multiple quiescente o
asintomatico

MO: médula 6sea

MOI: multiplicidad de infeccion
N

NAD: nicotinamida adenina
dinucledtido

NHEJ: reparacion de extremos no
homologos

NICD: dominio intracelular de Notch

NKG2D-L: ligandos de NKG2D
P

P/S: penicilina/estreptomicina

PBMC: células mononucleadas de
sangre periférica
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PBS: solucioén salina tamponada

PET: tomografia por emision de
positrones

p-H2AX: H2AX fosforilado
p-HP1y: HP1y fosforilada

R

RANK: receptor activador del factor
nuclear xB.

RANKL: ligando del receptor activador
del factor nuclear xB.

RE: reticulo endoplasmatico

R-ISS: Sistema de Estadiaje
Internacional revisado

RMN: resonancia magnética nuclear

S

SEM: error estandar de la media

SAHF: focos de heterocromatina
asociados a senescencia

SASP: fenotipo secretor asociado a
senescencia

sBCMA: BCMA soluble

scFv: fragmento variable de cadena
simple

SDS-PAGE: electroforesis en gel de
poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes

SG: supervivencia global

SLAM: molécula activadora
sefializadora de linfocitos

SLP: supervivencia libre de progresion
sMICA: MICA soluble

SP: sangre periférica
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SP-NK: células NK de sangre periférica

SSO: “sequence specific
oligonucleotide”

STR: analisis de repeticiones cortas en
tandem del ADN

T

TACI: “transmembrane activator and
calcium modulator and cyclophilin
ligand interactor”

TAPH: trasplante autologo de
progenitores hematopoyéticos

TBS: solucidn salina tamponada con
Tris

TC: tomografia computarizada
TCR: receptor de células T
TIGIT: “T-cell Ig and ITIM domains”

TIS: senescencia inducida por
tratamiento

TNF- a: factor de necrosis tumoral-a

Tregs: células T reguladoras

U

ULBP: proteinas de union a la proteina
UL16

uPA: uroquinasa activadora de
plasmindgeno

uPAR: receptor de la uroquinasa
activadora de plasmindgeno

A%

VCN: numero de copias del vector

VSV-G: glicoproteina del virus de la
estomatitis vesicular

W

WB: western-blot
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