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RESUMEN

En este TFG se explicardn los pasos necesarios para conseguir la expresién de un
receptor de antigeno quimérico (CAR) en la linea celular Jurkat, asi como la
generacibn de un doble knock-out en los genes TRAC y B2M (que codifican
respectivamente para el receptor de antigeno del lifocito T, TCR y para la beta2-
microblobulina, proteina que forma parte del complejo mayor de histocompatibilidad de
clase I, MHC-I). Esto se llevara a cabo mediante una herramienta de edicion génica,
variante del sistema CRISPR/Cas9, que se basa en el vanguardista método de union
de extremos independiente de homologia (HITI) y que permitir seleccionar una diana
para realizar el corte en la doble cadena de DNA (generando el knock-out en el gen
predeterminado), posibilitando la integracion del material genético donado por los

vectores en el lugar de la escision.

La generacion de células modificadas genéticamente, mas concretamente linfocitos T,
abre numerosas posibilidades para ofrecer terapias curativas en pacientes afectados
por canceres de diversa indole, ofreciendo ademas especificidad gracias al dominio
extramembrana del CAR.

1. INTRODUCCION

1.1. Introduccién alainmunoterapia contra el cancer con células
CAR-T

La inmunoterapia contra el cancer es una terapia biol6gica que consiste en estimular el

sistema inmune con el fin de eliminar las células tumorales, siendo uno de los avances
mas prometedores en lo que respecta al tratamiento de esta patologia en los Ultimos

afos. (1)

La ingenieria genética supone la base tedrica sobre la que se sustenta la terapia
biolégica y su historia es muy breve. La profundizacién en este campo comienza a
finales del siglo pasado, cuando en la década de los ochenta se realiza la primera
transferencia de material genético a una célula empleando un retrovirus como vector.
A partir de aqui se comienza un periodo de intensa investigacion hasta llegar al punto
en que nos encontramos hoy en dia, en que somos capaces de insertar genes en el

genoma con una especificidad muy alta y generar receptores quiméricos que abren la




posibilidad a un tratamiento altamente eficaz del cancer y con efectos adversos cada

vez menos graves y frecuentes.

En este trabajo me centraré en un tipo de inmunoterapia que emplea células CAR-T,
linfocitos T modificados genéticamente para expresar un Receptor de Antigeno
Quimérico (CAR) que dirige la respuesta del linfocito T contra un antigeno tumoral de
interés (2). Esta técnica se engloba dentro de la denominada Transferencia Celular
Adoptiva, que consiste en manipular células del huésped ex vivo para incrementar su

potencial antitumoral y su posterior infusién al paciente.

Actualmente son terapias autélogas, es decir, los linfocitos T se obtienen del propio
individuo que mas tarde se beneficiar4 de la terapia. Sin embargo existen lineas de
investigacion que buscan mejorar la eficiencia de este tratamiento eliminando
mediante ingenieria genética las moléculas MHC clase | y TCR (lo que evitaria el
rechazo del huésped y la enfermedad injerto contra huésped, respectivamente), con lo
gue se conseguiria una terapia alogénica, es decir podrian utilizarse linfocitos T
derivados de otros individuos.

1.2. Edicién genética

Pueden distinguirse dos variantes: la integracion del material genético de forma
aleatoria o dirigida. La primera es mas sencilla y basica y puede realizarse mediante
electroporacion de ADN desnudo, sistemas de transposén/transponasa o transduccion
viral. En esta forma, al carecer de especificidad para la insercién del gen en el DNA de
la célula huésped existe riesgo de activacion oncogénica o inactivacién de algun gen
relevante(la llamada mutagénesis insercional). La segunda, mas vanguardista y adn
en desarrollo, emplea técnicas como meganucleasas, nucleasas con dedos de Zn o, la
mas novedosa de ellas y de la que me voy a ocupar en este trabajo, el sistema
CRISPR/Cas9.

1.2.1. Sistema CRISPR/Cas9

El sistema CRISP (clustered regularly interspaced short palindromic repeats),
descubierto a finales del siglo pasado en una cepa de E.coli, supone en la actualidad

una herramienta poderosa para la edicién genética.

Poco después se descubriria que estas secuencias palindromicas se encontraban
asociadas a proteinas con capacidad nucleasa (Cas), suponiendo una forma de
inmunidad adaptativa para las bacterias, protegiéndolas frente a infecciones virales e

incluso generando memaoria inmunolégica hacia infecciones futuras.(3,4) (5)
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Figura 1: Evolucion del sistema de edicién genética CRISPR/Cas9 (6)

Las ventajas que demuestra este método frente otros es su gran especificidad a la
hora de realizar cortes en la doble cadena de DNA de las células objetivo, basandose
en uniones de tipo Watson y Crick entre los nucleétidos del gRNA del complejo
CRISPR/Cas9 y la secuencia complementaria a esta, diana gendmica sobre la que

tendra lugar la actividad nucleasa de la Cas.(7)

La especificidad de este método se consigue con la creacion de gRNAs de unos 20
pares de bases, que se uniran a su diana genémica, actuando como marcadores para

realizar el corte en la doble cadena de DNA.(3,4)

La existencia de una secuencia PAM (Protospacer Adjacent Motif) en el DNA diana
resulta esencial, aunque no forme parte per se de la maquinaria de edicion genética.
Estos son secuencias cortas de 2-6 pares de bases que son reconocidos por una Cas
en particular, encontrandose justo a continuacion de la secuencia complementaria del
gRNA.(3-5)




CRISPR/Cas9

Figura 2 Esquema del complejo CRISP/Cas9 (8)

1.2.2. Mecanismo HITI (Homology-independent targeted integration)

Una vez se produzca el corte en la doble cadena de DNA, la maquinaria celular se

pondra en marcha para llevar a cabo su reparacion.

Tradicionalmente se habian descrito dos mecanismos basicos para la reparacion del
DNA celular dafiado. Por un lado la reparacion directa por homologia (HDR), en la cual
tras el corte se produce recombinacién homologa con un fragmento de DNA donante.
El problema con este mecanismo es que se trata de un proceso exclusivo de células

en division.(9)

Por otro lado se encuentra la reparacion por unién de extremos no homaélogos (NHEJ).
Este mecaniso lleva a cabo la reparaciéon de la doble cadena conllevando en la
mayoria de los casos la insercion o deleccion de pares de bases, lo que provoca la
alteracion del gen y de su producto. Es un mecanismo por tanto que no permite la

introduccion de un gen.(10)

Ante esta disyuntiva, surge un tercer mecanismo: la integracion independiente de
homologia (HITI). Mediante el cual, si hay un fragmento de DNA libre con extremos
romos se integrard en la diana interrumpiendo el gen y permitiendo la expresion del

nuevo inserto.(9,10)




1.3. Receptor de Antigeno Quimérico (CAR)

El CAR consiste en un receptor transmembrana donde sus subunidades tienen
procedencias diferentes, de ahi su nombre. El objetivo de este trabajo consiste en
explicar como se integra el gen que lo codifica en el genoma linfocitario, para que este

lo exprese y pueda llevar a cabo su funcién antitumoral.

1.3.1. Estructuradel CAR

El CAR consta de a) un dominio extracelular, cuya funcion es la de unién al ligando y
dotaré de especificidad al linfocito T; b) un dominio transmembrana y espaciador, que
modula la capacidad de union del linfocito a las células tumorales; y ¢) un dominio
intracelular o de sefializacion, que sera el responsable de iniciar la cascada de
activacion del linfocito T. Los resultados que cabria esperar son: la eliminaciéon de las
células tumorales por las CAR-T, asi como una persistencia de estas en el organismo,

lo que conferiria una vigilancia inmune continuada.(11)

Estos componentes que forman el CAR, no son producidos de forma artificial, sino que
son secuencias polipeptidicas que se encuentran en la naturaleza. Asi, por ejemplo, el
dominio extracelular proviene de cadenas ligeras o pesadas de anticuerpos; el dominio
transmembrana procede de CD8; y el dominio intracelular que es el que conforma este

mismo dominio en el TCR.(12)

En la figura 3 se puede observar la estructura de distintos tipos de receptores. Tanto el
TCR nativo como el transgénico (es decir, de especificidad conocida y producido de
forma artificial por ingenieria genética) requieren del procesamiento del antigeno y su
posterior presentacion a través del complejo mayor de histocompatibilidad, lo que

generard sefiales co-estimuladoras que terminaran en la activacion del linfocito. (12)

Los CAR, en cambio, carecen de cadenas beta y alfa, que se sustituyen por un
dominio extracelular constituido Unicamente por fragmentos de cadenas ligeras y
pesadas de anticuerpos, otorgandoles la capacidad de reconocer de manera directa el
antigeno, sin necesidad de mediacion del complejo mayor de histocompatibilidad para

la activacion del linfocito.(11,12)
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Figura 3 Comparacion de los receptores TCR enddgenos vs TCR modificados por ingenieria
genética vs CAR (Fesnak A.D., et al. (2016))

1.4. Estado actual de las terapias con células CAR-T

Aungue la inmunoterapia con células CAR-T supone algo novedoso y que sigue en

vias de desarrollo y perfeccionamiento, ya se han aplicado en algunos pacientes con

linfoma y Leucemia Linfoide Aguda con resultados prometedores. Este modelo de

terapia parece ser muy adecuado y ofrecer muy buenos resultados en patologias

malignas mediadas por linfocitos B (el CAR muestra especificidad por CD19, un

antigeno CD que actua de correceptor en las células B)(11).
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Figura 1 Representacion grafica de los resultados de varios ensayos clinicos sobre el tratamiento con células CAR-
T en tumores hematolégicos (A) y tumores sélidos (B). CR: respuesta completa; PR: respuesta parcial; SD:
enfermedad estable; PD: enfermedad progresiva; NR: sin respuesta; NE: no evaluable.( Figura obtenida de

Hartmann, J. et al. (2017).EMBO molecular medicine, e201607485)(12)

La FDA ha aprobado dos medicamentos donde las CAR-T son el principio activo:
KymriahTM y YescartaTM. Ambos salieron al mercado en el afio 2017, habiendo
ofrecido muy buenos resultados en los ensayos clinicos, principalmente en tumores
hematoldgicos. Los inconvenientes principales serian el coste (entre 375.000-475.000
$ por tratamiento) y la posibilidad de aparicion de ciertos efectos adversos de

gravedad considerable, que se describen a continuacion:(13)

e Tormenta de citocinas (Cytokine Release Syndrom (CRS)): aparicion de fiebre,

mialgias, hipotension, hipoxia y posibilidad de fallo multiorganico y muerte en
las tres primeras semanas postinfusion. Se debe a la liberacion descontrolada
de citocinas, que a su vez provocan una activacion exagerada del sistema
inmunitario generando un cuadro de inflamacion generalizada grave. El manejo
de estos pacientes es muy delicado y el tratamiento debe ser agresivo,
mediante inmunosupresores (corticoides o farmacos biolégicos como
Tocilizumab, que es un anticuerpo monoclonal humanizado que reconoce e
inactiva la IL-6.




e Neurotoxicidad: se manifiesta con sintomas neurolégicos tales como confusién,

delirium, alucinaciones, encefalitis, afasia, pardlisis facial, mioclonias,
temblores o somnolencia. El tratamiento consistirdA en adoptar medidas
inmunosupresoras.

e Sindrome de activacion de macréfagos (MAS): se observan niveles elevados

de ferritina, PCR y dimero D. También aparece hipertransaminesemia y
aumento de los triglicéridos.
e Aplasia de células B: se diagnostica con la deteccion de una

hipogammaglobulinemia severa. Debe tratarse mediante una terapia de
reemplazamiento de inmunoglobulinas, asi como el uso de antibioterapia

profilactica si fuese necesario para evitar infecciones oportunistas.

Para la fabricacion a gran escala seria también interesante que el medicamento fuese
eficaz contra varios tipos tumorales, lo cual depende expresamente de la seleccién del
dominio extracelular del CAR. Es por esto que lo rentable seria seleccionar un receptor
capaz de reconocer el mayor numero posible de dianas tumorales. En este aspecto, el
trabajo que describo hace uso del receptor NKG2D, propio de las células Natural Killer,
que tiene especificidad para hasta ocho antigenos diferentes, los cuales estan
sobreexpresados en células tumorales propias de enfermedades malignas como el

mieloma multiple y otros tumores sélidos(14).

2. OBJETIVOS

Este TFG nace con el objeto de modificar genéticamente la linea celular Jurkat para
obtener un doble knock-out para los genes del TCR y MHC, ademas de integrar el gen
del CAR mediante el sistema CRISPR-HITI.

En primer lugar se realizar4 knock-out sobre el TRAC, para anular la expresion del
TCR impidiendo que se desarrolle una enfermedad de injerto contra huésped. Las
herramientas empleadas permitiran integrar simultdneamente el gen del CAR en dicha
posicion. Posteriormente se realizara el knock-out sobre el gen B2M, imprescindible
para la expresion normal en membrana del MHC de clase |, confiriendo a estas células
la capacidad para evadir el sistema inmune del receptor, aumentando su viabilidad a
largo plazo, pues permaneceran de forma mas prolongada en la circulacion del

paciente receptor.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Produccidn de los virus AAV

La produccién de los virus AAV se realiza utilizando las llamadas células
empaquetadoras (AAV293), mediante una co-transfeccion con tres plasmidos: el que
contiene el transgen a insertar de interés (pAAV-MCS); un segundo pladsmido que
codifica para las proteinas de la cépside y alberga genes importantes para la
replicacion viral (pAAV-RC); y un tercero que aporta genes accesorios imprescindibles
en la formacion del virién (pAAV-Helper) (ver figurall).

Para llevar a cabo este proceso se mezclaron, en un tubo de 15 mL estéril, los
plasmidos (9 microgramos de cada uno) junto con 111.6 microlitros de fosfato de
calcio 2M. Pasados unos diez minutos de incubacion a temperatura ambiente se
afadio al cultivo de las células receptoras AAV293. Estas se incubaron a 37°C con un
CO2 del 5% durante 48 horas.

Pasados tres dias se procederia a separar las células del medio de cultivo mediante
centrifugacion (5 minutos a 1.100 rpm) y resuspendidas en DMEM suplementado. A
continuacion se procedi6 al lisado celular mediante 3 ciclos de

congelacién/descongelacion.

Finalmente, se centrifugd la suspension obtenida durante 5 minutos a 12.000 rpm,
separando los restos celulares de los viriones, contenidos en el sobrenadante, el cual

se almacené (-80°C) para su posterior titulacion.
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Figura 5 Transfeccion de plasmidos y produccion de los viriones AAV

3.2. Generacion del complejo gRNA/Cas9

El complejo gRNA/Cas9 seré el encargado de realizar el corte en la doble cadena de
DNA gracias a la propiedad endonucleasa de la Cas 9. El gRNA es una secuencia
corta, de 20 nucleétidos, que hibridara con una secuencia diana complementaria en el
sitio donde ocurrira el corte de la cadena doble de DNA, lo que da especificidad al
sistema. En este caso, el corte se realizara unos pocos nucleétidos antes del
comienzo del exén que codifica para la regién constante de la cadena alfa del receptor
de lacélulaT (TRAC).

Para generar el RNA especifico del gen TRAC, se utilizé el kit GeneArt™
PrecisiongRNASynthesis Kit (Invitrogen) siguiendo las indicaciones del fabricante. Se
eligié una secuencia de 20 nucle6tidos presente en el gen TRAC, empleando para ello

el software www.thermofisher.com/crisprdesign. Este software permite buscar las

mejores dianas para CRISPR del gen de interés que contengan una secuencia PAM
(necesaria esta para la actitud endonucleasa de Cas9), y también da informacion
sobre otros posibles sitios de corte en el genoma (lo que generaria la aparicion de

mutaciones no deseadas, conocidas como “off-target”).

Una vez identificada y elegida la secuencia diana, el siguiente paso es disefiar el
gRNA, compuesto por un promotor de la transcripcion (tipo T7), la secuencia que

codificard el gRNA especifico para la diana seleccionada, y una secuencia de unos 80

12



http://www.thermofisher.com/crisprdesign

nucleétidos, necesaria para la formaciéon del complejo gRNA/Cas9. Estos tres
componentes se ensamblardn mediante una PCR utilizando una mezcla establecida
de primers y el producto final se utilizara para la transcripcion in vitro segun protocolo

de fabricante.

crRNA/tractRNA 4
T7 promoter Target (20 nt) constant region (80 nt) a
| 1 1 | o
o}
' ] '.G‘ ! | - X : 8
: . 80-bp crRNA/tracrRNA fragment =
‘ > (IO |2
i Universal forward | : . 3
E pnrner E 5 E ~— Q
' ! ' ' Universal reverse 4
primer e
Target F1 primer X E ; g
(34-38 nt) : ! g
Target R1 primer g

(34-38 nt) J

Figura 6 Ensamblaje de la PCR sobre fragmento de DNA elaborado previamente para la obtencion del gRNA.

Una vez obtenido el gRNA, se procedi6 a formar el complejo gRNA/Cas9. Para ello se
incubaron 500ng del gRNA previamente sintetizado con 1ug de la proteina Cas9
(ThermoFisher) en Buffer R (ThermoFisher) durante 15 minutos, a temperatura

ambiente.

3.3. Linea celular Jurkat

La linea celular Jurkat procede de linfocitos T obtenidos de un paciente con leucemia.
Estas son células que han superado la barrera de la senescencia, convirtiéndose en

inmortales.

En este experimento se ha optado por emplearlas en vez de Linfocitos T, ya que son
menos exigentes a la hora de crecer en un medio de cultivo, multiplicAndose
indefinidamente sin requerir factores de crecimiento especiales, como si necesitan los

linfocitos T primarios.

3.4. Transfeccion y transduccidn de células Jurkat

En el experimento se emplean células Jurkat ya que al ser células tumorales tienen

una tasa de division muy elevada, sin necesitar de mediadores ni sefiales de
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crecimiento y proliferacion celular, los cuales si serian necesarios afiadir al medio en

caso de utilizar linfocitos T.

El objetivo de este paso consistira en introducir el complejo gRNA/Cas9, que realizara
el corte en la doble cadena de DNA de la linea celular Jurkat en la region del gen
TRAC, lo que facilitar4 la insercion del transgen CAR aportado por el virus AAV

descrito previamente. Esta etapa puede a su vez subdividirse en cuatro pasos:

3.4.1. Conteo celular
Para la realizacién del experimento se van a emplear aproximadamente un millén de
células. Para la determinacion de la concentracion de células Jurkat en el medio de
cultivo se emplean técnicas de tincién celular: se cogeran 50 microlitros de células y se
le afiadird el mismo volumen de Trypan blue. El conteo se realizard empleando una
Camara de Neubauer, un instrumento consistente en unportaobjetos dividido en
cuadrantes que nos permitira realizar una fiel estimacién de la concentracién de

células en el medio de cultivo.

En este caso se obtuvo una concentracién aproximada de 300.000 celulas/mililitro, por
lo que se requeririan unos 3.5 ml de medio de cultivo para conseguir un millén de

células.

3.4.2. Lavado y resuspensién en buffer
Para la separacion de las células del medio de cultivo se procedié a la centrifugacién
de la muestra, desechandose el sobrenadante. A continuacion se resuspendié en un
buffer compatible para la realizacion del siguiente paso, que contendria, ademas, los

complejos gRNA/Cas9 obtenidos anteriormente.

3.4.3. Electroporacién con el Nucleofector Ne6n®
El proceso de electroporacion consiste en administrar una descarga eléctrica a la
muestra celular a un voltaje determinado para provocar la formacion transitoria de
poros en la membrana plasmatica, lo que permite la entrada del complejo

ribonucleoprotéico al interior celular.

En este caso se administré una descarga de 1.200 V a una mezcla que contenia las
células Jurkat y el complejo gRNA/Cas9 suspendidos en un buffer compatible con el

proceso.

La electroporaciéon ha sustituido a la transfeccion mediante lentivirus, los cuales

ofrecian inconvenientes respecto a la seguridad (con esta forma era inevitable la
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agregacion de material genético del propio virus en el genoma del linfocito), ademas

de presentar una eficacia muy inferior respecto al método actual.

3.4.4. Adicion del virus AAV.
Tras un periodo de unas 4 horas en el que se espera que el complejo gRNA/Cas9
realice el corte en la secuencia diana del dsDNA se procede a afadir los AAV que
aportaran el DNA donante —continente del gen CAR-. Este material genético exdgeno
se insertara en el genoma de la célula huésped con una eficacia variable, que sera

estudiada en el siguiente paso.

4. RESULTADOS

4.1, Obtencion de los vectores virales

En nuestro caso emplearemos un vector consistente en un virus adenoasociado
(AAV), que albergara como transgen nuestro CAR. La generacion del transgen se
basa en varios pasos de amplificacion por PCR y clonacion en vectores hasta
conseguir una secuencia que contenga los siguientes elementos en este orden: un
gRNA 5 y la secuencia autocatalitica T2A (ver figura 5); la secuencia CAR sin
promotor (ver figura 7) y la secuencia polyA, seguida por el gRNA 3" (ver figura 9).

Serd necesario comprobar la correcta insercion de las secuencias de interés en
sendos plasmidos, para lo que se llevara a cabo una PCR, tras realizar una digestion
enzimatica de los mismos. En el caso del primer plasmido si no hay inserto se
formaran dos fragmentos de 3860 pb y 780 pb; si lo hay seran de 3400 pb y 290 pb
(ver figura 6); para el segundo plasmido debe formarse un fragmento de 1500 pb (ver
figura 8); y para el tercero de 2000 pb (ver figura 10).
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Figura 7: generacion del plasmido que contiene el gRNA en 5 v la secuencia autocatalitica T2A.

Figura 8: comprobacién mediante PCR
de la correcta insercion de las

secuencias T2A y del gRNA.
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Figura 9: integracion del CAR (sin promotor) en el plasmido obtenido en el proceso anterior

Figura 10: comprobacion de la correcta
insercion mediante PCR del CAR sobre

el plasmido generado en el primer paso.

16




Digestion

ERNA

TRAC 724 - rr—
qa Clonacién Purificacion
‘ o=
o Ji— @ — &2 Adh)
i 3 r
3
Digestion
SAT2A
%“"—‘;:- a8 R
< TRAC

Figura 11: insercion de la secuencia PolyA y el gRNA en 3’, obteniéndose el plasmido definitivo.

Figura 12: comprobacidn de la correcta
insercion de las secuencias en el

plasmido definitivo

4.2. Comprobaciéon de la edicion por citometria de flujo

Tras 48 horas de incubacion en las condiciones adecuadas se procedié a la
cuantificacion del porcentaje de edicion mediante citometria de flujo. Para ello se
recogieron 50.000 células Jurkat y se marcaron con anticuerpos fluorescentes contra
la proteina del TCR (PE (ThermoFisher)) y la del CAR (APC) (fluorocromos para
cada anticuerpo). Los resultados obtenidos se analizaron con el software “Kaluza”, y
se muestran en la figura 13.
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Figura 13 Resultados obtenidos en la citometria de flujo. A) muestra control: células Jurkat sin modificar, la gran
mayoria presentan el TCR y carecen de CAR; B) no me acuerdo de cuales eran estas (células Jurkat en las que se
ha insertado el gen CAR pero no se ha realizado el knock-out sobre TCR; C) células Jurkat del experimento, en las

que se ha buscado realizar el knock-out sobre el TRAC y que se insertase el gen del CAR.

Segun estos resultados se observa una eficacia del experiemento del 15.28 % del
total, proporcién que representan las células que no expresan el TCR pero si el CAR
(ver figura 13: grafica C, cuadrante E4). Esto es, en el 15 % de las células se ha

conseguido anular la expresion de TCR y, ademas, la expresion en superficie del CAR.

5. DISCUSION

El sistema de edicibn genética CRISPR/Cas9 ha supuesto un avance
inconmensurable en el ambito de la biomedicina, permitiendo silenciar genes e insertar
otros de interés con una precisién nunca antes vista. Ademas la implementacién del
método con el denominado HITI ha conseguido aumentar su eficacia e incluso hace

posible plantearse la idea de la modificacién genética in vivo en un futuro(9).

Aun a pesar de las carencias que todavia es posible encontrar en las técnicas de
edicién genética, es necesario tener en cuenta que se trata de un campo muy
novedoso y que se encuentra en pleno desarrollo, avanzando a pasos agigantados y
con unas perspectivas muy positivas en cuanto a las potenciales aplicaciones que
pueden tener en el mundo de las enfermedades de origen genético, principalmente en

el cancer.(15)
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6. CONCLUSIONES

Aunqgue la aplicacién de terapias con células CAR-T es actualmente todavia escasa,
suponiendo farmacos de tercera o cuarta linea para procesos malignos refractarios al
resto de tratamientos mas “convencionales”, los ensayos clinicos existentes muestran
una buena tasa de respuesta en determinados tipos de tumores, con unos efectos

adversos potencialmente peligrosos pero poco frecuentes.(16)

La terapia con células CAR-T se esta desarrollando a pasos agigantados debido a los
mdultiples usos que se le puede dar en funcion del antigeno que sea capaz de
reconocer el receptor quimérico generado. Otras lineas de investigacién trabajan en
minimizar los efectos secundarios, aumentar la viabilidad de las células una vez
transfundidas o incluso generar una terapia con CAR-T alogénica, creando células de
uso universal, es decir aplicables a cualquier paciente, lo que reduciria muy

significativamente los costes de produccién y, por tanto, del tratamiento.
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