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Resumen

Una de las herramientas mds novedosas en inmunoterapias adoptivas contra leucemias y
tumores malignos es el uso del receptor de antigeno quimérico “CAR”. El receptor CAR
ha sido ampliamente utilizada en células T (células CAR-T) potenciando su eficacia en
el reconocimiento y eliminacién de tumores, obteniéndose a la fecha terapias basadas en
esta tecnologia. No obstante, las células CAR-T llegan a repercutir negativamente en la
salud del paciente, presentando el sindrome neurolégico de efecto inmune asociado a
células (ICANS) y el sindrome de lanzamiento de citocinas (SLC). Como consecuencia,
el paciente necesita ser hospitalizado durante la terapia. Ademds, el coste de manufactura
y terapia es elevado, siendo una tecnologia limitada a un sector muy bajo de la poblacién.
En este trabajo, mencionamos el empleo de una terapia emergente de células asesinas
naturales (NK) con el receptor CAR (CAR-NK), que cuentan con muchas ventajas por
encima de las células CAR-T. Las células CAR-NK conservan su capacidad citotéxica en
contra de tumores gracias a su accién dependiente de receptores activadores e inhibidores,
por lo que el receptor CAR, solo estimula sus habilidades y persistencia. Sumado a esto, el
coste de una terapia de células CAR-NK podria resultar redituable debido a la capacidad
de las células CAR-NK de eliminar multiples células tumorales sin generar dafio colateral
en el paciente. Aqui analizamos las caracteristicas de los multiples receptores CAR vy
los fenotipos de células NK que han sido utilizados durante multiples ensayos (NK-92,
células NK de sangre cordal y periférica, y células NK iPSC).

Palabras claves: inmunoterapia adoptiva, leucemias, tumores malignos, terapia de
receptor antigeno quimérico, células t, terapia CAR-T, células NK.
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Abstract

One of the novel and effective devices against leukemia and solid tumors in adoptive
immunotherapies is the use of the chimeric antigen receptor “CAR”. CAR technology has
been widely used in T-cells (CAR-T cells) empowering its efficacy on the identification
and elimination of tumor cells, getting today certain drugs based on this technology.
Nevertheless, CAR-T cells can have a negative impact on patient health, causing in many
cases immune effector cell-associated neurotoxicity syndrome (ICANS) and cytokine release
syndrome (CRS). As a consequence, the patient will have to be hospitalized for the duration
of therapy. Moreover, the cost of manufacture and therapy is quite expensive, limiting its
use to a low range of people. On the other hand, we analyze the advantages of Natural
Killer cells with the CAR receptor (CAR-NK), which have many plusses over CAR-T
cells. CAR-NK cells retain their cytotoxic abilities against tumor cells due their activator/
inhibitor receptors balance. Thus, the CAR receptor technology just increases their skills
and persistence. Furthermore, CAR-NK therapy could be more profitable since CAR-NK
can eliminate multiple tumor cells without generating collateral damage on patient health.
Here, we discuss the characteristics of the multiples CAR receptors in general and the NK
types cells that have been used in trials demonstrating their viable emerging therapy (NK-
92, cord and peripheral blood NK cells, and iPSC-derived NK cells).

Keywords: immunotherapies, adoptive, leukemia, solid tumors, chimeric antigen receptors,

CAR-T therapy, NK cells.

Introduccion

El uso del receptor quimérico de antigeno
(CAR por sus siglas en inglés) en células T,
ha proporcionado al drea de la inmunologia
un nuevo enfoque en el tratamiento contrael
cancer. Esto a partir de células T modificadas
que son capaces de reconocer el antigeno
CD-19 delas células B en linfomas malignos,
o en neutralizar directamente otra célula
cancerigena mediante otros estimulos (1,2).
El uso de las células CAR-T ha obtenido
exitosos resultados, sin embargo, los efectos
negativos también son igual de importantes

de destacar, siendo probablemente las células
CAR-T mis perjudiciales que beneficiosas.
Esto es debido a capacidad de ocasionar
el sindrome neurolégico de efecto inmune
asociado a células (ICANS, por sus siglas
en inglés) y el sindrome del lanzamiento
de citocinas o “tormenta de citocinas”
(SLC) (1,2). La importancia inmunoldgica

de las CAR-NK (CAR-Natural

Killer) radica en los beneficios de su uso

células

terapéutico en el cdncer, debido a las
ventajas sobre otros tipos de células CAR,

como las células CAR-T. Las células CAR-
NK retienen su habilidad citotéxica innata
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ademds de poder detectar células tumorales
MHC-negativas (Complejo Principal de
Histocompatibilidad negativas), contrario a
las células CAR-T dependientes en mayor
grado de la expresién de antigenos tumorales
mediante el MHC (3). Por lo tanto, una
desregulacién en la expresiéon del MHC
por parte de las células tumorales reducird
significativamente la eficacia de las CAR-T
(4). Entre las capacidades de las células
CAR-NK se encuentra que estas pueden
atacar de manera espontdnea a las células,
ya que las células CAR-NK, ademds de
producir citocinas, pueden producir INF-y
(Interferén gamma), IL-3 (Interleucina 3)
y factores de estimulacidon para poblaciones
de granulocitos y macréfagos (5). Por
ultimo, las células CAR-NK pueden atacar
y eliminar varias células blanco sin perder
sus efectos, llegando a reducir posiblemente
el nimero de células NK necesarias en
este tipo de terapias (5,6). Habiéndose
mencionado los beneficios de las células
CAR-NK, el

proporcionar informacién mds a fondo de

presente ensayo busca
las caracteristicas del receptor CAR, de las
células CAR-NK y mostrar puntos clave de
su uso en el campo de la inmunovigilancia

oncoldgica.

Receptor CAR y sus caracteristicas

El receptor quimérico de antigeno o chime-
ric antigen receptor (CAR) son un conjun-
to de receptores de antigeno en los cuales,

una sola molécula puede redireccionar las

emergente contra el cancer

funciones y especificidad de las células in-
munes como lo son las células T o las cé-
lulas NK (4). El enfoque principal al que
se ha dirigido el uso del receptor CAR es
para la terapia contra el cdncer, generando
en las células cancerigenas un blanco para
su posterior ataque de células inmunes que
expresan dicho receptor, modificando sus
herramientas cinéticas y de inmunizacién
activa. Una vez expresado el receptor CAR,
las células inmunes adquieren funciones su-
prafisiolégicas y actian como una “droga
viviente” que puede ejecutar efectos inme-

diatos o a largo plazo en la terapia (5,0).

El funcionamiento del receptor CAR en
las células inmunes innatas (células NK) y
en las células inmunes adaptativas (células
T) requiere un control en la transduccién
para la correcta expresion del receptor y una
capacidad de expansién clonal de la célula
modificada para que la progenie de dicha
célula pueda ejecutar las mismas funciones.
La transduccién se puede lograr mediante
multiples procedimientos, sin embargo, se
necesita una transferencia genética estable
para que las células modificadas puedan
clonar y expresar el receptor CAR de una

manera adecuada (3,5).

Contrario a los receptores que cominmente
podemos encontrar en las células inmunes
los cuales solo pueden unirse a un ligando
especifico expresado en la célula blanco, las
células CAR pueden unirse a una variedad
de ligandos blanco, déndoles una capacidad
quimérica. Por ejemplo, el receptor TCR

de las células T (T-Cell Receptor) solo es
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capaz de unirse a péptidos que hayan sido
expresados gracias a la molécula HLA del
Complejo Principal de Histocompatibili-
dad en la membrana celular, lo que limita
la actividad del receptor TCR a un espec-
tro en el holotipo de cada paciente (5). No
obstante, si observamos una célula CAR-T,
esta serd capaz de anclarse a moléculas que
no necesariamente hayan sido procesadas
por HLA y, ademds, no depende tanto de la
cantidad de expresiéon de moléculas de HLA
como lo hace el receptor TCR, ya que las
CAR-T son capaces de reconocer una célula

tumoral, aunque tenga una baja expresién

de moléculas de HLA, lo cual es una forma
conocida de evasién inmunolégica por par-
te de las células cancerigenas (1,3).

La construccién de un receptor CAR tiene
cuatro componentes indispensables, que a
lo largo del tiempo han sido modificados.
El primero es una cadena simple de frag-
mento variable (scFv) derivada de anti-
cuerpos, le sigue una bisagra, un dominio
transmembranal (TM) y finalmente, uno o

varios dominios de sefalizacidn intracelular

(Figura 1) (4, 5).

Figura 1. Componentes de un receptor CAR. Cada uno de los componentes ha sido estudiado y optimizado a lo largo del
tiempo para maximizar la deteccién de tumores, la activacién de la célula inmune y la eliminacién cancerigena. La regién
scFv que le confiere al receptor CAR su especificidad consta de una cadena variable pesada (VH) y una ligera (VL) unidos
con una liga flexible. El tamafio y el orden de las cadenas variables, junto con la distancia que los separa afecta la afinidad de
la unién al antigeno. La bisagra es importante para la sinapsis inmunoldgica, una bisagra larga proporciona mds flexibilidad
para alcanzar antigenos cercanos a la membrana diana, mientras que una corta es suficiente para antigenos un poco mds
distales. El dominio transmembranal (TM) consiste en una alfa-hélice hidrofébica la cual ancla el constructo a la célula.
La optimizacién de las células CAR se enfoca un poco més en la modificacién del tltimo de los componentes del receptor
CAR, los dominios de sefalizacién intracelulares.

REGION scFv

DOMINIOS DE
SENALIZACION

BISAGRA

REGION TM

Fuente: Elaboracién propia.
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Los métodos utilizados para la unién del re-
ceptor CAR con el antigeno se engloban en
3 categorias principales: 1) La unién a través
de la cadena scFv derivada de un anticuerpo;
2) Unidn con fragmentos de la regién Fab;
y 3) La unién de ligandos hermanos. Las ca-
denas svFv derivadas de inmunoglobulinas
de murinos son frecuentemente utilizadas,
pero necesitan ser mds especificas para cada
paciente como lo son las regiones Fabs de la
Ig humana ya que pueden ser reconocidas
por el sistema inmune como extrafas (6).

Las secuencias de eventos en la unién del
receptor con el antigeno adn no son del
todo claras. Se piensa que la posicién del
epitopo y la distancia hacia la superficie de
la célula afecta la unién con el antigeno.
Observaciones empiricas indican que la re-
gion “espaciada” entre la cadena scFv y la
membrana celular afectan la especificidad
del receptor CAR. También es probable que
la longitud del receptor CAR y la protru-
sién de la membrana del linfocito, también
afecten la eficacia del receptor, sin embargo
la evidencia que sustente estas ideas aun es

poca (6,7).

Historia detrds del receptor quimérico
de antigeno (CAR)

En 1986, Steven Rosenberg aproveché el
potencial del uso de células T en terapias
con pacientes que presentaban melanomas,
iniciando un nuevo capitulo en la historia

del tratamiento contra el cidncer. Mientras

emergente contra el cancer

que el proceso de aprovechamiento de la
técnica de infiltracién tumoral de linfoci-
tos (TIL) tiene bastantes complicaciones,
el uso de la ingenieria en los receptores de
células T (TCR) confiere una especificidad
entre el tipo de cdncer, lo que se denomi-
nan receptores CAR (5). Aunque anterior-
mente las terapias con receptores CAR eran
especificas para cada paciente debido a la
unién con HLA, la adicién de dominios es-
timulatorios ha permitido la mejora en el
potencial del receptor CAR, dando el salto
hacia receptores CAR de segunda, tercera y
cuarta generacién, estos tltimos son los que
especialmente han sido modificados para
ser mds funcionales, aumentando la capaci-
dad citotéxica y proliferativa de las células
inmunes (4,5).

Otro nombre por el cual son conocidos al-
gunos de los receptores CAR de cuarta ge-
neracién son “armored CARs” o TRUCKS
(T cells redirected for Universal Cytokine
Killing), los cuales estin mejorados para
acentuar las capacidades antitumorales, la
proliferacién y persistencia de las células
CAR-T, este constructo novedoso estd dise-
fiado para atacar tumores sélidos mediante
una “carga util” que facilita la proliferacién
y persistencia de la células CAR-T y mo-
dula el microambiente tumoral, expresando
también otro producto, la IL-12, que facili-
ta la liberacién de la carga qtil (Tabla 1) (8).
Sin embargo, estas células CAR y demds de
la cuarta generacién por lo regular, generan
toxicidad no anticipada debido a su excesi-
va capacidad citotéxica (9,10).
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Tabla 1. Cambios generacionales en el receptor CAR y sus caracteristicas: Las modificaciones realizadas en los receptores CAR

hace que se dividan en 4 generaciones, cada una con caracteristicas tinicas. Démonos cuenta de que esto conduce al afdn de

continuar la investigacién de este recurso novedoso y funcional.

GENERACION DEL RECEPTOR CAR CARACTERISTICAS

Primera generacion.

Poseen un solo dominio de activacién llamado CD3C.

Segunda generacién.

Tienen un tnico dominio transmembranal coestimulador, junto con el dominio
de activacién CD3C.

Tercera generacion.

Cuentan con dos o mds dominios transmembranales coestimuladores junto con
el dominio de activacién CD3C.

Cuarta generacién (armored CARs o TRUCKS).

Apuntan en mejorar la citotoxicidad y permanencia de las células T o NK.

Fuente: Elaboracién propia.

La evolucién de la construccién de recep-
tores CAR se ha centrado principalmente
en optimizar los dominios de sefalizacién
intracelular. Los receptores CAR de prime-
ra generacién en células T contenfan Gni-
camente los dominios de activacién CD3(,
mientras que los receptores de segunda y
tercera generacién cuentan con uno y dos
dominios coestimuladores respectivamente.
Los mds utilizados a la fecha son los del do-

minio de la familia CD28 (observado en la
Figura 1) como los de la familia del recep-
tor TNF (4-1BB, OX40 y CD27) (11,12,
13,14). La eleccién de estos dominios coes-
timuladores permite un ajuste mds fino de
la respuesta deseada de las células inmunes,
por ejemplo, las CART con dominio CD28
exhiben una capacidad citolitica aumentada

(ver Figura 2) y (4).

Figura 2. a) Receptores CAR de primera, segunda y tercera. b) receptores de cuarta generacién. La modificacién de todas las regiones apunta a

receptores CAR de cuarta generacién mds eficientes. Por ejemplo, el receptor tdindem estd diseniado para unirse a dos diferentes blancos, el cual

estd unido a un tnico dominio TM. El receptor UniCAR, estd especializado en unirse distintos tipos de blancos tumorales, realizdindose en ¢l

una breve modificacién genética previa a la administracién de la terapia de acuerdo con el cincer del paciente, este tipo de receptor ya ha sido

utilizado en células CAR-NK. El receptor TRUCK recibe el nombre debido a que posee una carga ttil que facilita la eficacia de la célula CAR

en general. De manera similar, el receptor inhibidor se enfoca en pasar de un estado inhibidor a uno activador a distintos blancos de los puntos

de control inmunoldgico, como PD-1 o CTLA-4. Finalmente, el receptor con switch de activacién efectdia su actividad tnicamente cuando ha
sido estimulado con algtiin medicamento.

Primera generacion

Segunda generacién Tercera generacién

—=

Complementario
con switch de
activacién

Tandem

UniCAR TRUCK

Inhibidor

Fuente: Elaboracién propia.
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Los tratamientos clinicos exitosos son los
de las células CAR-T de segunda genera-
cién denominada CD19-targeted CAR-T
resultaron en la aprobacién de la FDA de
los Estados Unidos (Food and Drug Admi-
nistration) de dos productos denominados
Kymriah® (Novartis) y Yescarta® (Kite/Gi-
lead) respectivamente. Desafortunadamen-
te, las desventajas del uso de células CAR-T
superaban las ventajas que proporcionaban,
entre los que se encuentran su tiempo y su
costo de manufactura y su toxicidad severa
que puede desencadenar neurotoxicidad con

el sindrome neurolégico de efecto inmune
asociado a células (ICANS) y toxicidad en

emergente contra el cancer

el organismo en general por el sindrome de
lanzamiento de citocinas (CRS), donde se
observan grandes niveles de citocinas como
IL-6, INF-Y y el factor estimulante de colo-
nias de monocitos-macréfagos (GM-CSF).
Por lo regular, la toxicidad generada por las
células CAR-T usualmente requiere que los
pacientes sean hospitalizados por tres sema-

nas (Tabla 2) (15, 16, 17).

Una estrategia alternativa para mitigar los
efectos negativos en la terapia basada en
células CAR-T es la utilizacién de células

Natural Killer (3,4).

Tabla 2. Efectos adversos en la salud y bienestar de los pacientes bajo las terapias de CAR-T. Estos efectos adversos conducen a la
utilizacién de alternativas terapéuticas mds rentables y seguras. Un claro ejemplo es la utilizacion de terapias con células

CAR-NK.

EFECTOS ADVERSOS DE LAS TERAPIAS CAR-T

Toxicidad neurolégica provocando el sindrome de efecto inmune asociado a células (ICANS).

Toxicidad adversa en todo el organismo provocando el sindrome de lanzamiento de citocinas (CRS).

Elevado coste de manufactura y terapias.

Mayor tiempo de hospitalizacién de los pacientes.

Fuente: Elaboracién propia.

Receptor car en células NK (CAR-NK)

Las células NK son especialistas del sistema
inmunolégico innato y grandes protagonis-
tas en la defensa contra infecciones virales y
céncer. La citotoxicidad natural de las célu-
las NK puede desencadenarse rdpidamente
con una estimulacién adecuada y estd regu-
lada por un importante equilibrio de sefia-
les provenientes de receptores activadores e

inhibidores de la superficie celular codifica-
dos en la linea germinal (1,4)

A pesar de que las células cancerigenas
son capaces de disminuir la expresién del
complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC-I) haciéndolas invisibles para las
células T, las células NK si pueden recono-
cer la falta de estas moléculas y actuar bajo
una estimulacién missing-self (2). La expre-
sién disminuida de las moléculas HLA del
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MHC junto con la expresién de otros re-
ceptores activadores como Nkp30, Nkp44
y NKG2D sensibiliza a las células canceri-
genas para ser un blanco mds ficil de las

células NK (3,4).

Cémo se menciond con anterioridad, los
receptores CAR de cuarta generacién con-
ducen a que la célula tenga actividades ci-
totdxicas excesivas no deseadas. Una de las
mejoras que se incluyen en las CAR-T es un
switch de suicidio. No obstante, debido a la
corta vida y seguridad de las CAR-NK, es
probable que este tipo de switch no sea ne-
cesario en las CAR-NK, aunque si ha sido

utilizado. Estudios preclinicos demuestran
gran eficiencia de células CAR-NK que
pueden sacrificarse mediante la induccién
de la Caspasa 9 (iCas9) mediante la induc-

cién dimerativa quimica (CID) (11).

En la mayoria de los casos donde se emplea
una terapia con el receptor CAR en célu-
las NK se ha utilizado el subtipo NK-92,
aunque también han sido utilizadas en me-
nor medida células NK provenientes de a)
Sangre cordal, de b) Sangre periférica y )
Células NK inducidas de células tallo pluri-
potenciales o iPSC (ver Tabla 3) (4,5).

Tabla 3. Tipos de células NK empleadas en las terapia con células CAR-NK y sus caracteristicas generales: La ingenieria genética
apunta a superar la resistencia y problemas que presentan cada uno de los fenotipos de células NK y asi, convertirlas en células
mejor preparadas en las terapias con receptores CAR de acuerdo con las necesidades que se presenten para cada paciente.

TIPO DE CELULAS CAR-NK CARACTERISTICAS GENERALES

NK-92.

-Es el subtipo de NK mds utilizado, ampliamente citotéxicas. Cuentan con
pocos receptores inhibidores (NKG2A, ILT-2, KIR).

-No tienen el receptor CD16, por lo que no pueden eliminar células por
citotoxicidad celular mediada por anticuerpos (ADCC).

-Son inestables genémicamente, y los pacientes necesitan radiacion previa a la
administracién.

CELULAS NK DE SANGRE CORDAL (CB).

-Fenotipo inmaduro.

-Pobremente citotdxicas.

-Gran expresion de receptores inhibidores (NKG2A).

-Gran capacidad de expansién.

-Son fécilmente adquiribles de un banco de sangre de cordén umbilical.

CELULAS NK DE SANGRE PERIFERICA (PB).

-Fenotipo maduro.

-Altamente citotdxicas.

-Poca capacidad de expansién clonal.

-Son aplicables entre donadores y pacientes no compatibles con HLA.

NK INDUCIDAS DE CELULAS TALLO
PLURIPOTENCIALES (iPSC).

-Capacidad ilimitada de expansién clonal.

-Baja citotoxicidad debido a que son aisladas de iPSC provenientes de
fibroblastos.

-Baja expresiéon de CD16

Fuente: Elaboracién propia.
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Las células NK-92 son muy parecidas feno-
tipicamente a sus hermanas NK CD56P1h,
aunque a diferencia de estas, tienen un ni-
vel de citotoxicidad bastante alto ya que
cuentan con receptores estimuladores como
lo son NKp30, NKp46 y NKG2D, y muy
pocos receptores inhibidores como ILT-2,
NKG2A y miembros de la familia KIR. Ade-
mds, las células NK-92 carecen del receptor
CD16, haciendo imposible la eliminacién
tumoral mediante la citotoxicidad celu-
lar dependiente de anticuerpos (ADCC),
por lo que la ingenieria de las células CAR
apunta a la expresién de este receptor, que
junto con induccién de INF-y, la células
NK-92 puedan ejercer una mejor elimina-
cién de células tumorales (18). Desafortu-
nadamente, las células NK-92 son positivas
para el virus de Epstein-Barr, ademds de que
son lineas celulares derivadas de linfomas,
por lo que cargan con una gran inestabili-
dad genética que las hace un poco eficientes
tras su aplicacién, de hecho, es necesario
aplicar radicacién a los pacientes previo a
la administracién de las células CAR NK-
92. Recientemente, las células CAR NK-92
han sido armadas con un receptor de cuarta
generacién que originalmente iba dirigido
a las células CAR-T llamado UniCAR, este
receptor puede ser modificado para ser es-
pecifico en el ataque de cada tipo de tumor

(3, 19).

La sangre cordal tiene una gran cantidad de
células NK (NK-CB), aunque son bastante
malas en cuanto a su actividad citotéxica.
La mayoria son del tipo CD56Bright, por
lo que cuentan con fenotipo mds inmaduro

emergente contra el cancer

con una reduccién en la expresién de
receptores  activadores, ademds, no
cuentan con el receptor CD16 y sumado
a esto, cuentan con elevada expresién del
receptor inhibidor NKG2A que al unirse
al ligando HLA-E sobreexpresado en las
células tumorales, hace que la células NK-
CB pierdan mucha eficacia (20). Pese a
todas estas malas caracteristicas, las células
NK-CB representan el 15 al 30% de la
poblacién de linfocitos de la sangre cordal,
ademds, los bancos de sangre proveniente
del cordén umbilical hacen que este tipo
de célula sea ficil y barata de adquirir.
Las células NK-CB son muy sensibles a la
estimulacién con citocinas, y uno de los
rasgos mds importantes es que cuentan
con una gran capacidad proliferativa que
se desempena mejor bajo la estimulacién
de ciertas citocinas como IL-2 o IL-15. La
ingenierfa con receptores CAR se dirige a
la eliminacién o reduccién en la expresién

del receptor NKG2A de este tipo de célula
(3,10, 21).

Las células NK provenientes de la sangre
periférica son en 90% del tipo CD56"™, te-
niendo una gran capacidad citotéxica y un
fenotipo mds maduro en comparacién con
las células NK-CB, aunque estas carecen
de una buena habilidad proliferativa (22).
Las células NK de sangre periférica que son
utilizadas para la ingenierfa con el receptor
CAR, pueden ser del tipo “HLA-no coin-
cidente” por lo que aumenta considerable-
mente el nimero de donadores de los que
se pueden extraer. Este tipo de células NK
estdn siendo utilizadas actualmente para
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tratar leucemia mieloide aguda, aunque el

prondstico es dificil de predecir (4).

Del dltimo tipo de células NK que
son candidatas para el receptor CAR,
encontramos a las células NK inducidas de
células tallo pluripotenciales. El hecho que
sean derivadas de células tallo, le confiere
a la célula NK, en teoria, la habilidad
ilimitada de clonarse por si sola. No
obstante, el fenotipo obtenido es inmaduro,
presentando también una baja expresién
del receptor CD16 y una alta expresién del
receptor NKG2A, esto se debe a que las
células iPSC se obtienen a su vez de células
que no son del linaje hematoldgico, como
fibroblastos (23, 24). La célula CAR- NK
FT596 que expresa un constructo CD16
y un receptor para IL-15 estd lista para ser
probada en terapias experimentales junto
CD2o,

gracias a que algunas pruebas de linfomas

anticuerpos monoclonales esto
CD19" en ratones arrojaron resultados
favorables con este tipo de células CAR-NK

(25).

Estudios con CAR-NK han sido efectuados
contralinfomas de células B mediante células
NK de una transfusién de sangre cordal.
Estas fueron sometidas a la transduccién
con un vector retroviral para sintetizar una
cadena scFV contra el antigeno CD19 y
un switch de suicidio iCas9. Esta terapia
mostré grandes resultados, especialmente
CAR-NK fueron

estimuladas con IL-15 para su proliferacién

cuando las células

(4). Cabe destacar que una de las desventajas
observadas en esta terapia con CAR-NK, es

la carencia en la proliferacién de estas a causa
de una falta de estimulacién proveniente de
citocinas como IL-2 o IL-15, tal como se
menciond anteriormente (1,11)

El combate de tumores sélidos con
células CAR-NK resulta mds complicado
si lo comparamos con la eliminacién de
linfomas de linfomas. Las estrategias de
escape tumoral engloban la secrecién
de citocinas inhibitorias, cémo el factor
de  crecimiento  transformante  beta
(TGFPB), la desregulacién de ligandos en
las células tumorales y la influencia del
microambiente tumoral (TME). A pesar de
estos mecanismos de evasién inmunolégica,
a la fecha se ha efectuado el uso de CAR-
NK con el receptor HER-2 para cdncer de
ovario (26), el receptor para el antigeno
especifico de membrana prostitica en
cdncer de préstata, y el receptor NKG2D
para multiples tumores s6lidos. De manera
similar, células CAR-NK estimuladas con
EGFR (Epidermal growth factor receptor)
favorables en

mostraron  resultados

glioblastoma en modelos de ratones, (27).

Desde un principio, con la creacién de
receptores CAR de primera generacién
se menciond la idea de que los receptores
CAR serian funcionales en células NK.
Hoy en dia, las terapias con células CAR-
NK estdn todavia en pleno desarrollo (28).
Se identificaron alrededor del mundo 520
casos activos de terapias con células CAR,
con un total de 64 células diferentes, no
obstante, el 96.4% eran células CAR-T. Esto

es debido principalmente a la complejidad
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de asimilar, activar, expandir y modificar las

células NK (29, 30).

Entre las herramientas utilizadas en favor de
la mejora en los problemas presentados de
la utilizacién de células CAR-NK, encon-
tramos el uso de transduccién viral, la utili-
zacién en desuso de la electroporacién y el
empleo de transposones con el fin de miti-
gar la resistencia que tienen las células NK a
ser modificadas genéticamente. El Polybre-
ne, junto con Retronectin, ambos polimeros
sintéticos, estdn siendo utilizados con el fin
de facilitar la entrada del virus a la célu-
la (31, 32). Un punto muy interesante es
que los estudios realizados en la evaluacién
del nivel de expresién del receptor CAR en
células NK que fueron sometidas a la in-
genieria genética mediante electroporacién,
es que las células sélo retenian el receptor
por 3 o 5 dias, por lo que la electroporacién
estd siendo descartada para modificar a las
células NK (33, 34). Finalmente el uso de
transposones o genes saltarines es una he-
rramienta muy prometedora por la habili-
dad de estos en insertar material genético
estable en el DNA de las células blanco. En-
tre los transposones utilizados recientemen-
te en CAR-NK encontramos a piggyBac y a
sleeping beauty (SB) (35, 36).

Conclusiones

De manera general, hemos dilucidado las
caracteristicas y estructura de los recepto-

res CAR, donde pudimos observar la im-

emergente contra el cancer

portancia que tiene cada uno de los compo-
nentes que contiene, y cémo estos han ido
evolucionando a lo largo del tiempo dando
paso a generaciones del receptor CAR mids
avanzadas y eficientes.

También, nos damos cuenta de los mdaltiples
obstdculos que atin hoy en dia dificultan el
avance de las terapias con células CAR-NK
y CAR-T, los cuales estdn en camino a ser
superados con el fin de iniciar nuevas fases
en varios ensayos clinicos.

Con todas la ventajas que presenta el uso de
células CAR-NK sobre las células CAR-T,
observamos que la innovacién presente en
esta herramienta promueve el impetu de la
basqueda de nuevas estrategias y tecnologia

para el combate contra el cdncer.
Agradecimientos

A la Facultad de Estudios Superiores Zara-

goza de la Universidad Nacional Auténoma
de México (UNAM) por la financiacién y
apoyo otorgado.

Referencias

1. Zhang C, Oberoi P Oelsner S, Waldmann A,
Lindner A, Tonn T, el al. Chimeric Antigen Re-
ceptor-Engineered NK-92 Cells: An Off-the-Shelf
Cellular Therapeutic for Targeted Elimination of
Cancer Cells and Induction of Protective Antitu-
mor Immunity. Front Immunol. 2017;8(533). doi:
10.3389/fimmu.2017.00533.

2. Habib S, Tariqg SM, Tarig M. Chimeric Antigen
Receptor-Natural Killer Cells: The Future of Can-
cer Immunotherapy. Ochsner J. 2019;19(3):186-
187. doi: 10.31486/t0j.19.0033.

21



22

10.

11.

NOVA. 2021; 19 (37)

Daher M, Basar R, Gokdemir E, Baran N, Uprety
N, Nunez Cortes AK, et al. Targeting a cytokine
checkpoint enhances the fitness of armored cord
blood CAR-NK cells. Blood. 2021;137(5):624-
636. doi: 10.1182/blood.2020007748.

Daher M, Rezvani K. Next generation natural ki-
ller cells for cancer immunotherapy: the promi-
se of genetic engineering. Curr Opin Immunol.
2018;51:146-153. doi: 10.1016/j.c0i.2018.03.013.

Pfefferle A, Huntington ND. You Have Got a Fast
CAR: Chimeric Antigen Receptor NK Cells in
Cancer Therapy. Cancers (Basel). 2020;12(3):706.
doi: 10.3390/cancers12030706.

Glienke W, Esser R, Priesner C, Suerth JD,
Schambach A, Wels WS, et al. Advantages and
applications of CAR-expressing natural killer
cells. Front Pharmacol. 2015;6:21. doi: 10.3389/
fphar.2015.00021.

Sadelain M, Brentjens R, Riviére I. The basic prin-
ciples of chimeric antigen receptor design. Cancer
Discov. 2013;3(4):388-98. doi: 10.1158/2159-
8290.CD-12-0548

Barrett DM, Singh N, Porter DL, Grupp SA, June
CH. Chimeric antigen receptor therapy for cancer.
Annu Rev Med. 2014;65:333-47. doi: 10.1146/an-
nurev-med-060512-150254.

Stone JD, Chervin AS, Kranz DM. T-cell re-
ceptor binding affinities and kinetics: impact
on T-cell activity and specificity. Immunolo-
gy. 2009;126(2):165-76. doi: 10.1111/j.1365-
2567.2008.03015.x.

Bridgeman JS, Hawkins RE, Hombach AA,
Abken H, Gilham DE. Building better chime-
ric antigen receptors for adoptive T cell the-
rapy. Curr Gene Ther. 2010;10(2):77-90. doi:
10.2174/156652310791111001.

Chmielewski M, Abken H.
Ks: the fourth generation of CARs.
Opin Biol Ther. 2015;15(8):1145-54.
10.1517/14712598.2015.1046430.

TRUC-
Expert
doi:

12

13.

14

15.

16.

17

18.

19.

.Liu E, Marin D, Banerjee P, Macapinlac HA,

Thompson P, Basar R, et al. Use of CAR-Trans-
duced Natural Killer Cells in CD19-Positive Lym-
phoid Tumors. N Engl J Med. 2020;382(6):545-
553. doi: 10.1056/NEJMo0al1910607.

Daher M, Rezvani K. Outlook for New CAR-Based
Therapies with a Focus on CAR NK Cells: What
Lies Beyond CAR-Engineered T Cells in the Race
against Cancer. Cancer Discov. 2021;11(1):45-58.
doi: 10.1158/2159-8290.CD-20-0556.

. Krause A, Guo HE Latouche JB, Tan C, Cheung

NK, Sadelain M. Antigen-dependent CD28 signa-
ling selectively enhances survival and proliferation
in genetically modified activated human primary
T lymphocytes. ] Exp Med. 1998;188(4):619-26.
doi: 10.1084/jem.188.4.619.

Eshhar Z, Waks T, Bendavid A, Schindler DG.
Functional expression of chimeric receptor genes in
human T cells. ] Immunol Methods. 2001;248(1-
2):67-76. doi: 10.1016/50022-1759(00)00343-4.

Milone MC, Fish JD, Carpenito C, Carroll RG,
Binder GK, Teachey D, et al. Chimeric recep-
tors containing CD137 signal transduction do-
mains mediate enhanced survival of T cells and

increased antileukemic efficacy in vivo. Mol Ther.
2009;17(8):1453-64. doi: 10.1038/mt.2009.83.

. Till BG, Jensen MC, Wang ], Qian X, Gopal AK,

Maloney DG, et al. CD20-specific adoptive immu-
notherapy for lymphoma using a chimeric antigen
receptor with both CD28 and 4-1BB domains: pi-
lot clinical trial results. Blood. 2012;119(17):3940-
50. doi: 10.1182/blood-2011-10-387969.

Cairo MS, Coiffier B, Reiter A, Younes A; TLS Ex-
pert Panel. Recommendations for the evaluation
of risk and prophylaxis of tumour lysis syndrome
(TLS) in adults and children with malignant di-
seases: an expert TLS panel consensus. Br ] Hae-
matol. 2010;149(4):578-86. doi: 10.1111/j.1365-
2141.2010.08143.x.

Bollino D, Webb TJ. Chimeric antigen receptor-en-
gineered natural killer and natural killer T cells for
cancer immunotherapy. Transl Res. 2017;187:32-
43. doi: 10.1016/j.trs1.2017.06.003.



20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Vazquez et al. Células asesinas naturales con el receptor de antigeno quimérico (CAR-NK): terapia

Bear AS, Morgan RA, Cornetta K, June CH, Bin-
der-Scholl G, Dudley ME, et al. Replication-com-
petent retroviruses in gene-modified T cells used
in clinical trials: is it time to revise the testing
requirements? Mol Ther. 2012;20(2):246-9. doi:
10.1038/mt.2011.288.

Zhang C, Burger MC, Jennewein L, Genfiler S,
Schonfeld K, Zeiner P, et al. ErtbB2/HER2-Specific
NK Cells for Targeted Therapy of Glioblastoma. J
Natl Cancer Inst. 2015;108(5). doi: 10.1093/jnci/
djv375.

MacLeod RA, Nagel S, Kaufmann M, Greu-
lich-Bode K, Drexler HG. Multicolor-FISH analy-
sis of a natural killer cell line (NK-92). Leuk
Res. 2002;26(11):1027-33. doi: 10.1016/s0145-
2126(02)00055-3.

André P, Denis C, Soulas C, Bourbon-Caillet C,
Lopez J, Arnoux T, et al. Anti-NKG2A mAb Is a
Checkpoint Inhibitor that Promotes Anti-tumor
Immunity by Unleashing Both T and NK Cells.
Cell. 2018;175(7):1731-1743.e13. doi: 10.1016/j.
cell.2018.10.014.

Kamiya T, Seow SV, Wong D, Robinson M, Cam-
pana D. Blocking expression of inhibitory recep-
tor NKG2A overcomes tumor resistance to NK
cells. J Clin Invest. 2019;129(5):2094-2106. doi:
10.1172/JCI123955.

Bjorklund AT, Carlsten M, Sohlberg E, Liu LL,
Clancy T, Karimi M, et al. Complete Remission
with Reduction of High-Risk Clones following
Haploidentical NK-Cell Therapy against MDS and
AML. Clin Cancer Res. 2018;24(8):1834-1844.
doi: 10.1158/1078-0432.CCR-17-3196.

Knorr DA, Ni Z, Hermanson D, Hexum MK, Ben-
dzick L, Cooper L], et al. Clinical-scale derivation
of natural killer cells from human pluripotent stem
cells for cancer therapy. Stem Cells Transl Med.
2013;2(4):274-83. doi: 10.5966/sctm.2012-0084.

Valamehr B, Robinson M, Abujarour R, Rezner B,
Vranceanu F, Le T, et al. Platform for induction

and maintenance of transgene-free hiPSCs resem-

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

emergente contra el cancer

bling ground state pluripotent stem cells. Stem
Cell Reports. 2014;2(3):366-81. doi: 10.1016/j.
stemcr.2014.01.014.

Saetersmoen ML, Hammer Q, Valamehr B, Kauf-
man DS, Malmberg KJ. Off-the-shelf cell therapy
with induced pluripotent stem cell-derived natural
killer cells. Semin Immunopathol. 2019;41(1):59-
68. doi: 10.1007/s00281-018-0721-x.

Kruschinski A, Moosmann A, Poschke I, Norell
H, Chmielewski M, Seliger B, et al. Engineering
antigen-specific primary human NK cells against
HER-2 positive carcinomas. Proc Natl Acad Sci
U S A. 2008;105(45):17481-6. doi: 10.1073/
pnas.0804788105.

Han J, Chu J, Keung Chan W, Zhang J, Wang Y,
Cohen JB, et al. CAR-Engineered NK Cells Tar-
geting Wild-Type EGFR and EGFRvIII Enhance
Killing of Glioblastoma and Patient-Derived Glio-
blastoma Stem Cells. Sci Rep. 2015;5:11483. doi:
10.1038/srep11483.

MacKay M, Afshinnekoo E, Rub J, Hassan C,
Khunte M, Baskaran N, et al. The therapeutic
landscape for cells engineered with chimeric an-
tigen receptors. Nat Biotechnol. 2020;38(2):233-
244, doi: 10.1038/s41587-019-0329-2.

Hanenberg H, Xiao XL, Dilloo D, Hashino K,
Kato I, Williams DA. Colocalization of retrovirus
and target cells on specific fibronectin fragments
increases genetic transduction of mammalian

cells. Nat Med. 1996;2(8):876-82. doi: 10.1038/
nm0896-876.

Davis HE, Morgan JR, Yarmush ML. Polybrene
increases retrovirus gene transfer efficiency by en-
hancing receptor-independent virus adsorption on
target cell membranes. Biophys Chem. 2002;97(2-
3):159-72. doi: 10.1016/s0301-4622(02)00057-1.

Xiao L, Cen D, Gan H, Sun Y, Huang N, Xiong
H, et al. Adoptive Transfer of NKG2D CAR mR-
NA-Engineered Natural Killer Cells in Colorec-
tal Cancer Patients. Mol Ther. 2019;27(6):1114-
1125. doi: 10.1016/j.ymthe.2019.03.011.

23



35. Rostovskaya M, Fu J, Obst M, Baer I, Weidlich S,
Wang H, et al. Transposon-mediated BAC trans-

genesis in human ES cells. Nucleic Acids Res.

2012;40(19):e150. doi: 10.1093/nar/gks643.

36. Kebriaei P, Izsvik Z, Narayanavari SA, Singh H, Ivics
Z. Gene Therapy with the Sleeping Beauty Trans-
poson System. Trends Genet. 2017;33(11):852-
870. doi: 10.1016/j.tig.2017.08.008.




