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RESUMEN (Objetivos y metodologia del proyecto): (ajustarse al espacio
disponible)

La terapia CAR-T (células T con receptor de antigeno quimérico) ha revolucionado el tratamiento
de las neoplasias hematoldgicas y se esta extendiendo a otras patologias, incluidas las
enfermedades de base inmunoldgica. Las citopenias post-CAR-T son una de las complicaciones|
mas frecuentes y graves a medio y largo plazo, con un importante riesgo de infecciones y sangrado
Y, por tanto, un aumento de la morbimortalidad. Aunque las citopenias precoces se relacionan con
la quimioterapia linfodepletiva, la fisiopatologia de las citopenias prolongadas sigue sin estar bien
establecida, por lo que su manejo constituye un reto. Entre los factores implicados descritos hasta
el momento se encuentran la reserva hematopoyética, la hematopoyesis clonal, la inflamacion
sistémica y el fallo medular inmunomediado.

La hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN) es un trastorno clonal adquirido caracterizado por
mutaciones en el gen PIGA. Ademas, se ha observado su presencia en baja proporcion en otras
entidades caracterizadas por fallo medular, como la anemia aplasica. En estos casos, las células|
con fenotipo HPN parecen escapar del ataque inmunitario, y su presencia se ha asociado con
mejor respuesta al tratamiento inmunosupresor. En el contexto de la terapia CAR-T, se ha
reportado la aparicion de clones HPN en un alto porcentaje de pacientes, lo que sugiere un posible
vinculo inmunolégico en la patogenia de las citopenias prolongadas.

El presente proyecto tiene como objetivo estudiar la aparicion de clones con fenotipo HPN en
pacientes que desarrollan citopenias prolongadas tras la terapia CAR-T, como reflejo del fallo
medular. Para ello, se llevara a cabo un estudio prospectivo para la deteccién y cuantificacion de
clones HPN mediante citometria de flujo (CMF) de alta sensibilidad en dichos pacientes. Este
estudio pretende aportar nuevo conocimiento sobre la etiopatogenia de las citopenias post-CAR-
T, cuya fisiopatologia es aun poco comprendida. Ademas, considerando que los pacientes con
fallo medular y presencia de clones HPN responden mejor al tratamiento inmunosupresor, I3
identificacion de clones HPN podria abrir nuevas opciones terapéuticas que permitan reducir
complicaciones, mejorar el manejo clinico y aumentar la supervivencia de estos pacientes.




\
3 Yo
§
‘ g
[ &
N2

O

4
7 \CJO
owan wY

by,

ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA (Citar las referencias incluidas en el
apartado siguiente) (Maximo 3 paginas)

La terapia CAR-T ha supuesto un cambio de paradigma en el tratamiento de las neoplasias
hematoldgicas, principalmente el linfoma B difuso de célula grande, la leucemia aguda
linfoblastica B y el mieloma multiple'. Adicionalmente, se estan desarrollando, ya en fases de
ensayo clinico, células CAR contra otras dianas para el tratamiento de otras neoplasias, tanto
hematoldgicas como no hematolégicas, e incluso también en enfermedades no tumorales de
base inmunoldgica.

Uno de los principales desafios de la terapia CAR-T es el manejo de sus toxicidades, entre las
que se incluyen el sindrome de liberacion de citocinas (CRS), la neurotoxicidad asociada a
células inmunoefectoras (ICANS), el sindrome de activacion macrofagica (MAS) v,
especialmente, la toxicidad hematologica manifestada en forma de citopenias post-CAR-T*.
Mientras que el CRS o el ICANS son complicaciones precoces tras la administracion del
tratamiento, las citopenias post-CAR-T constituyen la complicacion mas frecuente a medio y
largo plazo, con una incidencia acumulada a un afio de hasta el 50-60%°. Se trata de una
complicacién con una morbimortalidad importante, que sumada a la hipogammaglobulinemia
y la aplasia de células B, producen un incremento notable del riesgo infeccioso®. A pesar de
que la neutropenia y las infecciones son el problema fundamental, la trombopenia grave y el
riesgo de sangrado junto con la anemia, completan el espectro de efectos de adversos que
contribuyen a un aumento de la morbimortalidad en estos pacientes’.

Las citopenias post-CAR-T se caracterizan tipicamente por un curso temporal bifasico®. Aunque
las citopenias precoces se asocian principalmente a la quimioterapia linfodepletiva previa a la
infusién, la persistencia posterior de las citopenias tiene un origen multifactorial cuyos
mecanismos fisiopatoldgicos son en gran parte desconocidos. Es poco probable que las
citopenias tardias guarden relacion con la linfodeplecion, por lo que, ante su aparicion, deben
descartarse otras causas potenciales, como recaidas, aparicion de neoplasias mieloides
secundarias al tratamiento o, infecciones. Sin embargo, en muchos pacientes las citopenias
pueden tener un origen diferente, que pueden incluir alteraciones inmunoldgicas persistentes®
u otras causas, y en este sentido deben abrirse otras lineas de investigacion para dilucidar los
mecanismos que las producen.

Actualmente se acepta que la etiologia de las citopenias tras la terapia CAR-T es compleja y
multifactorial. Entre los factores implicados se encuentran la reduccion de la reserva de células
madre hematopoyéticas, condicionada por tratamientos quimioterapicos previos, el
envejecimiento y la presencia de hematopoyesis clonal asociada a la edad (CHIP). Ademas, se
ha sugerido que el entorno inflamatorio, tanto sistémico como medular, generado por la
activacion de las células CAR-T y la destruccion de células tumorales, ademas de la inflamacion
sistémica asociada al CRS y al ICANS, que causa un dafo adicional sobre un
micromedioambiente medular previamente afectado'®, que podria afectar negativamente la
regeneracion hematopoyética. También el fallo de la médula ésea inmumediado, ha sido
descrito como otra de las posibles causas implicadas en las citopenias post CAR-T''2, que
supondria un mecanismo fisiopatoldégico comun con la aplasia medular.
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Hasta el momento, el abordaje terapéutico de las citopenias post-CAR-T se ha centrado
principalmente en el uso de factores estimulantes de la hematopoyesis, como la eritropoyetina,
el G-CSF o los agentes trombopoyéticos. En determinados casos, también se ha recurrido a la
reinfusion de células CD34+ autélogas (i.e., “boost” de CD34+), en aquellos pacientes que
tenian células autélogas criopreservadas. En pacientes con citopenias muy graves y
persistentes, se ha considerado incluso el trasplante hematopoyético alogénico como opcidn
terapéutica®. Por tanto, se trata de un problema para el que hay una necesidad no resuelta en
la actualidad.

La HPN es una enfermedad hematoldgica adquirida que se origina por mutaciones somaticas
en el gen PIGA, el cual participa en la sintesis del anclaje glicosilfosfatidilinositol (GPI), esencial
para fijar ciertas proteinas a la membrana celular'®. La pérdida de estas proteinas da lugar a
células deficientes en GPI, que fueron identificadas por primera vez en pacientes con HPN. Sin
embargo, también se ha observado la presencia de células con fenotipo HPN (es decir, con
reduccion o ausencia de proteinas ancladas a GPI) en baja proporcion en otras patologias
caracterizadas por fallo medular, como la anemia aplasica adquirida (AA) o los sindromes
mielodisplasicos (SMD) de bajo riesgo™'°.

Se pueden identificar clones HPN minoritarios en mas del 60% de los pacientes con AA™S. Se
considera que, en este contexto, las células HPN logran escapar del ataque inmunitario dirigido
contra las células progenitoras hematopoyéticas, lo que les confiere una ventaja proliferativa y
de supervivencia frente a las células normales, favoreciendo asi la presencia de estos clones'®.
En este sentido, se ha demostrado que la presencia de clones HPN en AA puede predecir una
buena respuesta a la terapia inmunosupresora y mas altas tasas de supervivencia'” 8.

El método de eleccién para el diagndstico de la HPN es la CMF. En cuanto a su sensibilidad,
estudios recientes han demostrado que la CMF de alta resolucién puede detectar con precision
poblaciones menores clinicamente relevantes de células con fenotipo HPN, alcanzando niveles
de sensibilidad entre 10°y 1061920,

En el contexto de la terapia CAR-T, se ha comunicado que células con fenotipo HPN
pueden ser detectadas con frecuencia en la sangre periférica semanas después de la infusion
de las células CAR-T, lo que podria estar en relacion con un mecanismo inmunolégico distinto
al sindrome de liberacion de citocinas en la patogénesis de la citopenia tardia post-CAR-T. Asi,
un trabajo reciente con 41 pacientes tratados con terapia CAR-T ha demostrado la presencia
de poblaciones minoritarias de granulocitos HPN en un 83% de pacientes?.

21,22

Con estos antecedentes, consideramos de relevante importancia analizar la presencia de
clones HPN en pacientes con citopenias tras la terapia CAR-T, con el objetivo de profundizar
en los mecanismos fisiopatoldgicos implicados, lo que podria en el futuro servir de base para
explorar posibles estrategias terapéuticas, incluyendo la terapia inmunosupresora.
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HIPOTESIS (Ajustarse al espacio disponible)

La presencia de clones HPN en pacientes que presentan citopenias prolongadas tras la terapia
con células CAR-T podria explicarse por un fallo medular de base inmunolégica. Considerando
que en patologias como la AA o SMD de bajo riesgo los clones HPN minoritarios son frecuentes
y se asocian con un escape inmunologico y una mejor respuesta a la terapia inmunosupresora,
es plausible pensar que un fendbmeno similar pueda estar ocurriendo en el contexto de la
citopenias post-CAR-T. Por tanto, planteamos que la deteccion de estos clones mediante CMF
de alta resolucion podria contribuir a avanzar en la comprension de los mecanismos implicados
subyacentes de las citopenias prolongadas, abriendo asi la posibilidad de nuevas estrategias
terapéuticas para estos pacientes.

OBJETIVOS (ajustarse al espacio disponible)

El objetivo general del presente proyecto de investigacion es evaluar la presencia de clones
con fenotipo HPN en pacientes con citopenias persistentes tras la terapia con células CAR-T
como reflejo de fallo medular post-CAR-T.

Los objetivos especificos son, por lo tanto:

1) Investigar la frecuencia de deteccion de clones HPN en pacientes que reciben
tratamiento con células CAR-T.

2) Determinar el tamafio del clon HPN y evaluar especificamente su presencia en las lineas
de granulocitos, monocitos, eritrocitos y linfocitos.

3) Analizar la asociacion entre la presencia de clones HPN y su tamafio, con parametros
clinicos como la aparicién, duracion y severidad de las citopenias, requerimientos
transfusionales e incidencia de infecciones.

4) Explorar el posible valor pronéstico de los clones HPN en términos de respuesta a
tratamientos y de supervivencia.




4 €
b o
“rowan

METODOLOGIA (Disefno, sujetos de estudio, variables, recogida y analisis de datos
limitaciones del estudio) (Maximo 4 paginas)

Diseno y sujetos de estudio

El presente proyecto de investigacion es un estudio prospectivo, en el que se va a analizar la
presencia de clones HPN en los pacientes tratados con células CAR-T en el Hospital
Universitario de Salamanca que desarrollen citopenias prolongadas tras dicha terapia, definida
como granulocitos <1000/microL y/o plaquetas <75,000/microL que aparecen a partir de la 22
semana tras tratamiento CAR-T y tienen una duracion minima de 2 semanas.

Se incluiran en el estudio todos los pacientes que cumplan este criterio y hayan recibido
tratamiento en el CAUSA, por lo que es esperable que de acuerdo con la frecuencia descrita
en la literatura y confirmada en la experiencia de nuestro centro, se incluyan a lo largo de 1 afio
alrededor de 50 pacientes. Ademas, se incluiran como controles 10 pacientes que hayan
recibido terapia CAR-T y no hayan desarrollado citopenias.

Tras la firma del consentimiento informado (Cl) y su inclusion en el estudio, se obtendran de
forma secuencial muestras de sangre periférica, con un calendario programado de 5 muestras
con intervalos de 3 semanas para cada paciente incluido en el estudio, que coincidiran con las
visitas de revisién programadas. Los controles se analizaran en el dia+100 de la terapia CAR-
T, con una unica muestra. Las consideraciones de perspectiva de género, éticas y de
confidencialidad de los datos se encuentran detalladas en sus apartados correspondientes.

Metodologia

Deteccion de clones HPN mediante CMF

1. Deteccion de granulocitos y monocitos con fenotipo HPN

Se extraera sangre periférica (5 mL) en un tubo de EDTA. Con el objetivo de adquirir un
suficiente numero de células para alcanzar un nivel de sensibilidad entre 10° y 108, se realizara
una lisis bulk de 3ml de muestra. El boton celular obtenido se marcara con técnicas de
inmunofluorescencia directa convencional, empleando la siguiente combinacion de AcMo
(anticuerpos monoclonales): FLAER-FITC (5 uL), CD64-PE (10 uL), CD33-PerCP (10 pL),
CD14-APC (5 pL), CD24-APC-H7 (5uL), CD16-V450 (5uL) y CD45-0OC515 (5 pL).

Tras el marcaje de la muestra, se procedera a la adquisicion en un citémetro de flujo FACS
Canto Il. Para alcanzar una mayor sensibilidad se adquirird y analizara el total de la muestra.

2. Deteccion de hematies con fenotipo HPN

Empleando la misma muestra, se marcaran 5 pL de sangre total con técnicas de
inmunofluorescencia directa convencional, sin lisis, con la siguiente combinacion de AcMo:
CD235a-FITC (5 uL), CD59-PE (5 pL) y CD45-OC515 (5 uL).

A continuacion, se procedera a la adquisicion de la muestra en un citémetro FACS Canto Il y
se analizara un minimo de 5000.000 de eventos para alcanzar una sensibilidad de 10°.
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Anélisis de clones HPN mediante CMF

El andlisis de clones HPN se realizara empleando el programa Infinicyt® y se llevara a cabo
siguiendo las recomendaciones y metodologia estandar de nuestro centro, mediante la
combinacion de AcMo mencionada en el apartado previo. Se identificaran los distintos tipos
celulares en base a la expresion de antigenos que no emplean para su anclaje a la membrana
el GPI (granulocitos: CD45dim, CD33+, CD15+; monocitos: CD45+, CD64++, CD33++, y
linfocitos CD45+ SSC bajo) y dentro de cada compartimento se analizara la presencia de clones
HPN vy, en caso de identificarse, se cuantificaran. Para identificar el clon HPN en granulocitos
se seleccionaran las células deficientes en FLAER y con disminucién o ausencia de expresion
de CD16 y CD24. De forma similar, el clon HPN en monocitos estara constituido por células
deficientes en FLAER y con expresion ausente de CD14, y en linfocitos células deficientes en
FLAER. En la serie roja los hematies se identificaran por la expresion de CD235a en ausencia
de CD45 y el clon HPN se identificara por negatividad para el anticuerpo CD59, distinguiendo
tres tipos de hematies: tipo | (normales), tipo Il (expresion parcial de CD59) vy tipo IlI (deficiencia
total de CD59).

Analisis de correlacion del subtipo de clones HPN con la aparicion, duracién y severidad de las
citopenias, la incidencia de infecciones, la respuesta al tratamiento y la supervivencia.

Variables, recogida y analisis de datos

Se recogera informacion sobre el sexo, edad, fecha de diagndstico, tipo de enfermedad
hematoldgica, presencia de citopenias al momento del diagndstico de la enfermedad, LDH,
tratamientos utilizados en lineas previas, terapia puente, fecha de infusion de las células CAR-
T, complicaciones precoces post-CAR-T, presencia de citopenias, serie afectada por las
citopenias, duracion de las citopenias, respuesta a la terapia CAR-T, infecciones, hemorragias,
presencia de clon HPN en sangre periférica, linea celular en la que se detecta el clon HPN,
porcentaje de células con clon HPN, fecha de ultimo seguimiento, fecha de progresion post-
CAR-T, fecha de fallecimiento y causa de muerte.

Para la identificacion de caracteristicas clinico-biologicas relacionadas con la presencia de un
clon HPN se utilizaran el test Chi cuadrado y el test T de Student para las variables cualitativas
y cuantitativas, respectivamente. Para determinar el grado de asociacion (odds ratio) y su
intervalo de confianza en las variables cualitativas se utilizara la regresion logistica. Los analisis
de supervivencia se realizaran mediante el test Kaplan-Meier y se utilizara el test log-rank para
calcular su hazard ratio y el intervalo de confianza correspondiente. Ademas, para identificar
factores independientes predictores de supervivencia se empleara la regresion de Cox.

El analisis estadistico de los datos se realizara en colaboracion con la Unidad de Bioestadistica
del IBSAL, empleando paquetes estadisticos estandar (SPSS, R o Jamovi). Se consideraran
estadisticamente significativos los valores de P <0,05.
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Limitaciones del estudio

Una de las potenciales limitaciones del estudio es la variabilidad en el momento de la posible
aparicion de los clones HPN, que podrian no ser detectados con el calendario planteado, y otra
posible limitacion seria la potencial dificultad para alcanzar la sensibilidad suficiente para
detectar la presencia de clones HPN muy minoritarios en pacientes con citopenias graves. Para
intentar solventar estas limitaciones se ha planteado un calendario amplio y la realizacion de
estudios de citometria de flujo de alta sensibilidad.
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PLAN DE TRABAJO (Etapas de desarrollo y distribucion de tareas de todo el equipo
investigador, incluyendo los proyectos en los que participe cada uno de sus integrantes
Indicar también el lugar de realizacion del proyecto) (Maximo 2 paginas)

El proyecto se desarrollara en la Unidad de Citometria de Flujo del Servicio de Hematologia del
Hospital Universitario de Salamanca, en colaboracion con el Instituto de Investigacion
Biomédica de Salamanca (IBSAL).

El Hospital Universitario de Salamanca es centro de referencia acreditado por el Ministerio de
Sanidad para la administracion de terapia CAR-T desde el inicio de la implantacién de estos
centros en Espafa, y el Servicio de Hematologia, un centro de referencia para pacientes
neoplasias hematoldgicas que reciben esta terapia.

Como se indica en el siguiente apartado de descripcion del equipo investigador, éste cuenta
con una trayectoria de afios de investigacion y publicacidon conjuntas en el ambito de desarrollo
del proyecto de investigacion, al que se han sumado investigadores jovenes y otros
investigadores con un perfil asistencial clave para la consecucion del proyecto.

A continuacién, se resumen las principales etapas, agrupadas de acuerdo a las personas
responsables de las mismas, y las competencias de los investigadores responsables:

- Seleccion de pacientes y recogida de datos clinicos/biolégicos, muestras y Cls.
Esta tarea sera llevada a cabo por la Dra. Ana Africa Martin (AAM), médico adjunto de la Unidad
Clinica responsable de la coordinacién y seguimiento de los pacientes que reciben terapia CAR-
T en nuestro centro, la Dra. Cristina Teresa Fuentes (CTF), médico residente de Hematologia
y Hemoterapia de cuarto afio en el Hospital Universitario de Salamanca, y la Dra. Belén
Vidriales (BV), que se encargara de supervisar la inclusion de los pacientes en el estudio.

- Procesamiento de las muestras. Irene Aires (IA) y Cristina Casquero (CC), técnicos
de la Unidad de CMF en nuestro centro, junto con Concepcion Rodriguez Serrano (CRS),
técnico responsable de la CMF y cultivos celulares de la Unidad de Terapia Celular en el
Hospital Universitario de Salamanca, seran las responsables de llevar a cabo esta tarea.

- Cuantificacion y caracterizacion de la presencia de clones HPN mediante CMF.
Estos analisis seran realizados por el Dr. Juan Flores-Montero (JFM), investigador post doctoral
en CMF con una amplia experiencia en el diagndstico de neoplasias hematoldgicas, y la Dra.
Elena Alejo (EA), médico adjunto de la Unidad de CMF, y estara supervisada por la Dra. BV,
que es la responsable de la Unidad de CMF en el Hospital Universitario de Salamanca.

- Correlacion de la deteccion de clones HPN con parametros clinico-biolégicos.
Estos estudios seran llevados a cabo por los investigadores del equipo con mas implicacién
clinica (AAM, CTF), con la colaboracion de la IP del proyecto (EA).

Todos los investigadores colaboraran en el anadlisis e interpretacion de los resultados
obtenidos, en la difusién cientifica de los resultados del presente proyecto en congresos
regionales, nacionales e internacionales y en la elaboracién de articulos para su publicacion
en revistas de alto impacto.
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EXPERIENCIA DEL EQUIPO INVESTIGADOR (Maximo 1 pagina)

El grupo de investigacion esta compuesto por 8 investigadores (incluyendo el IP):

La Dra. Elena Alejo es médico especialista en Hematologia (2020-2024) y Doctora en Medicina
por la Universidad de Salamanca con calificacién Sobresaliente “Cum Laude” (2024). Su
periodo de formacion sanitaria especializada se centré en el area de Citometria de Flujo, con la
realizacion del titulo propio “Diploma de especializacion en citometria de flujo para el
diagndstico y seguimiento de neoplasias hematoldgicas e inmunodeficiencias primarias”, de la
Universidad de Salamanca (2023).

El Dr. Juan Flores-Montero, es Médico Cirujano graduado en Valencia (Venezuela), con titulo
homologado por el de Licenciado en Medicina y Cirugia por el Ministerio de Educacion y Ciencia
de Espana (2005). Es Doctor en Medicina por la Universidad de Salamanca con calificacién
Sobresaliente "Cum Laude", cuya tesis fue distinguida con el premio de la Fundacién Dr.
Moraza como mejor tesis defendida en dicho afo en el campo del cancer y su terapia.
Actualmente es investigador contratado por el Centro de Investigacion del Cancer,
desempefando su actividad en el Laboratorio de Citometria del Hospital Universitario de
Salamanca, con mas de 20 afios de experiencia en citometria de flujo.

La Dra. Belén Vidriales es especialista en Hematologia (1988-1991) y Doctora en Medicina
por la Universidad de Salamanca (1993) con Premio Extraordinario. Research Fellow (1994-
1995) en el Dana Farber Cancer Institute (Harvard University, Boston, MA, USA). Actualmente
es Jefe de Unidad en el Servicio de Hematologia del Hospital Universitario de Salamanca
(desde 2017), con gran experiencia en citometria de flujo en hemopatias, siendo referente
nacional en este campo. Ademas, es Profesora Asociada de la Universidad de Salamanca
(desde 2018). Ha sido investigadora principal o colaborador en mas de 50 proyectos de
investigacion financiados con fondos competitivos, y tiene experiencia como IP en mas de 100
ensayos clinicos realizados en el CAUSA. Es co-autora de mas de 100 publicaciones indexadas
y gran experiencia como ponente y co-directora de 6 tesis doctorales. Es miembro del CIBER
de Cancer (CIBERONC), grupo “Biologia molecular y celular de hemopatias” del IBSAL. y grupo
EuroFlow Consortium. Por otro lado, es miembro del Comité Etico de Investigaciéon con
medicamentos de Salamanca (desde 2014), Comité de Bioética de la Investigacion de la
Universidad de Salamanca (desde 2014), Comision de Docencia del Hospital Universitario de
Salamanca (2011-2021) y de la Comision de tumores (2020-2025).

La Dra. Ana Africa Martin es hematéloga, responsable tanto de la coordinacién de los
pacientes que reciben terapia CAR-T en nuestro centro como de aquellos que se encuentran
hospitalizados. Su investigacion se ha centrado en los aspectos clinicos de los pacientes que
reciben terapia CAR-T por linfoma en nuestro centro.

Irene Aires Mejia y Cristina Casquero Hernandez son Técnicos Superiores de Laboratorio
de Analisis Clinicos, y desarrollan su trabajo de Técnico Especialista de Laboratorio en el Area
de Citometria de Flujo del Servicio de Hematologia del Hospital Universitario de Salamanca.
Cuentan con una amplia experiencia en el laboratorio de citometria de flujo, donde colaboran
activamente en un numero importante de proyectos de investigacion.

Concepcion Rodriguez Serrano es Técnico Superior en Analisis y Control, y desarrolla
trabajos de Técnico Especialista de Laboratorio en el Area de Terapia Celular del Servicio de
Hematologia del Hospital Universitario de Salamanca. Cuenta con una experiencia de mas de
10 afios en cultivos celulares, citometria de flujo y estudios de inmunomodulacion.

Finalmente, la Dra. Cristina Teresa Fuentes es médico residente de cuarto afio en
Hematologia y Hemoterapia, que se encuentra actualmente rotando en la Unidad de Morfologia
y Citometria de Flujo del Servicio.




%
)
by,

«
Q
IS

UTILIDAD PRACTICA DE LOS RESULTADOS EN RELACION CON LA SALUD
(ajustarse al espacio disponible)

Gracias a su alta eficacia, la terapia con células CAR-T se esta utilizando de forma creciente, y
en fases cada vez mas tempranas, en el tratamiento de las neoplasias hematolégicas. Ademas,
sus resultados alentadores en este campo han conducido a su empleo en otras patologias,
como enfermedades autoinmunes y tumores solidos. Dada la creciente utilizacion de esta
terapia en la practica clinica habitual resulta imprescindible conocer en profundidad sus
principales efectos adversos. Entre las toxicidades mas frecuentes y potencialmente mas
graves a medio y largo plazo en los pacientes que reciben tratamiento con células CAR-T se
encuentra el desarrollo de citopenias prolongadas. La etiopatogenia de las citopenias post-
CAR-T es compleja y aun no esta claramente establecida, aunque se reconoce su naturaleza
multifactorial. Diversos estudios han identificado el fallo medular inmunomediado como una de
las posibles causas implicadas en el desarrollo de las citopenias tras la terapia CAR-T, presente
en hasta, aproximadamente, un tercio de los pacientes.

En este contexto, la deteccion de clones HPN, previamente asociada a entidades de base
inmunoldgica, como la AA, ha emergido como un posible marcador de disfuncion medular
inmunomediada y posible factor prondstico. Aunque se ha documentado la presencia de clones
HPN de pequeio tamafo en pacientes con fallo medular de origen inmune, actualmente existe
escasa evidencia sobre su papel en el contexto especifico de las citopenias post-CAR-T.

Por todo ello, evaluar la presencia de clones HPN como reflejo de un posible fallo medular
inmunomediado podria aportar informacion clave para comprender los mecanismos
fisiopatolégicos implicados en las citopenias post-CAR-T e investigar nuevas herramientas
terapéuticas en estos pacientes.

MEDIOS DISPONIBLES PARA LA REALIZACION DEL PROYECTO (ajustarse al
espacio disponible)

La actividad del presente proyecto se llevara a cabo en el Laboratorio de Citometria de Flujo
del Servicio de Hematologia del Hospital Universitario de Salamanca, que tiene una superficie
de 60 m?.

Esta Unidad cuenta con toda la infraestructura necesaria para llevar a cabo el proyecto, asi
como el personal necesario para la preparacion de las muestras con las técnicas de
inmunofenotipaje propuestas (citometro de flujo FACS Canto Il) y el resto de los equipos
necesarios para el procesamiento de las muestras (microscopios opticos, pipetas, centrifugas,
agitadores). Ademas, para el analisis de las muestras procesadas cuenta con licencias del
software Infinicyt®.

El traslado de las muestras se realizara dentro del circuito logistico establecido para la practica
clinica habitual, ya que la Unidad de CMF del Hospital Universitario de Salamanca es el
laboratorio de referencia para la realizacion de estudios inmunofenotipicos en Castilla y Ledn
y, ademas, recibe muestras procedentes de todo el pais ya que colabora en varios estudios de
ambito nacional.

Por ultimo, ademas de los investigadores, los recursos humanos necesarios para el desarrollo
de este proyecto son los técnicos de laboratorio de las Unidades de CMF y Terapia Celular, los
hematdlogos e investigadores post doctorales responsables de la CMF del servicio de
Hematologia del Hospital Universitario de Salamanca, asi como los hematdlogos responsables
de la unidad clinica y la atencion directa de los pacientes.
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JUSTIFICACION DETALLADA DE LA AYUDA SOLICITADA (Maximo 2 paginas)

El presupuesto solicitado se destinara integramente a la adquisicion de los AcMo necesarios
para el procesamiento de las muestras mencionados en el apartado de Métodos.

Como se ha mencionado previamente, el traslado de las muestras se realizara dentro del
circuito logistico establecido para la practica clinica habitual, por lo que no generaria un
sobrecoste adicional.




