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Resumen

El cancer colorrectal (CCR) es una patologia que provoca la muerte de un gran nimero de
personas en todo el mundo. El uso de células inmunoldgicas con potencial citotoxico, como
las células NK, modificadas genéticamente mediante receptores quiméricos de antigeno
(CARS), se ha propuesto como una buena alternativa para su tratamiento. En esta linea, el
antigeno Tn de MUC1 puede ser una buena opcion para el desarrollo de CARs dado que se

encuentra en células tumorales y no en las sanas.

Las células NK se caracterizan por su dificil manipulacion genética, por ello, el objetivo
principal de esta investigacion es optimizar de un protocolo de transfeccion lentiviral de
células NK. Se ha establecido un método que logra eficiencias del 14-19%, de infeccion,
como maximo, en la linea celular NK-92 con un gen reportero. No obstante, no se ha logrado
la expresion exitosa de un CAR de 42 generacién anti-Tn de MUC1, probablemente debido

a factores asociados con la propia construccién génica.

Asimismo, se han realizado experimentos adicionales para poder evaluar y caracterizar las
futuras CAR-NK. En este sentido, con el objetivo de determinar la capacidad citotdxica
adquirida por la expresion del CAR, se estudié la citotoxicidad de la linea NK-92 no
transfectada frente a cultivos de CCR en 2D y 3D; mostrando resultados moderados en 2D
y apenas efectividad en 3D

Por otra parte, se tratd de caracterizar la expresion de MUCL en cultivos 2D y 3D en
diferentes células de CCR, pero sin éxito debido a las caracteristicas de los anticuerpos
utilizados. Por ultimo, se evalud la expresion de TGF-B en células de CCR, para, en un
futuro, poder valorar la citotoxicidad de células CAR-NK modificadas con un segundo CAR

disefiado contra esta citoquina.

En definitiva, aunque no se ha logrado la modificacion genética de células NK con CARs,
se han realizado avances tanto en la optimizacion de la produccion e infeccion lentiviral,

como en el desarrollo de experimentos de caracterizacion.



Abstract

Colorectal cancer (CRC) is a pathology that causes the death of a large number of people
around the world. The use of immunological cells with cytotoxic potential, such as NK cells,
genetically modified by chimeric antigen receptors (CARS), has been proposed as a good
alternative for its treatment. In this line, the MUCL1Tn antigen could be a good option for

CARs development due to the fact that it is found in tumor cells and not in healthy cells.

The genetic manipulation of NK cells is difficult, therefore, the main objective of this
research is the optimization of a lentiviral transfection protocol for NK cells. A method that
achieves infection efficiencies with a reporter gene up to 14-19% has been established.
However, the 4" generation CAR anti-Tn of MUC1 expression was unsuccessful, probably

due to factors associated with the gene construct itself.

Moreover, additional experiments have been carried out in order to evaluate and
characterize the future CAR-NK cells. In order to determine the cytotoxic capacity acquired
by the expression of CAR, the cytotoxicity of the non-transfected NK-92 line was studied
against CRC cultures in 2D and 3D; showing moderate results in 2D and hardly effect in
3D

In addition, we tried to analyze the expression of MUCL in 2D and 3D cultures in different
CRC cells without success due to the characteristics of the antibodies used. Finally, the
expression of TGF-f in CRC cells was evaluated, in order to assess the cytotoxicity of
modified CAR-NK cells with a second CAR designed against this cytokine in the future.

To sum up, although genetic modification of NK cells with CARs has not been achieved,
advances have been made in the optimization of lentiviral production and infection, and in
the development of NK cells characterization experiments.



1. Introduccion

1.1. El cancer colorrectal

El cancer colorrectal (CCR) se encuentra entre las principales causas de mortalidad y
morbilidad vinculadas con el cancer en todo el mundo, por lo que supone un importante
problema de salud publica. A nivel mundial, en 2018, se detectaron un total de 1.85 millones
de nuevos casos y se registraron 880.000 muertes a casusa de esta enfermedad, lo que
implica un 11.5% de la mortalidad relacionada con el cancer. Actualmente, entre los
hombres, es el tercer tipo de cancer mas comun, después de los tumores de prostata y
pulmon; y en el caso de las mujeres, son los segundos tumores mas frecuentes tras los de
mama (1, 2). Las razones que explican la elevada incidencia de esta enfermedad incluyen:
el envejecimiento de la poblacion, los malos héabitos alimenticios, el tabaquismo, la baja
actividad fisica y la obesidad (3). Existe una amplia variacion geogréfica asociada con la
incidencia del CCR, con casi el 55% de los casos en los paises méas desarrollados, lo que se
atribuye a las diferentes exposiciones dietéticas y ambientales, factores fundamentales para
la aparicion de esta patologia por encima de la susceptibilidad determinada genéticamente

).

En cuanto a su etiologia, el CCR es una enfermedad que afecta al sistema gastrointestinal
en las regiones del colon y el recto. El epitelio intestinal tiene una alta tasa de renovacion
celular, lo que lo convierte un punto susceptible para las transformaciones malignas. Esto
origina la acumulacion progresiva de alteraciones genéticas y epigenéticas que activan
oncogenes e inactivan genes supresores de tumores y/o relacionados con mecanismos de
reparacion del ADN (4). Dependiendo del origen de la mutacion, los carcinomas
colorrectales se pueden clasificar como esporadicos, hereditarios y familiares.

Las mutaciones puntuales, que aparecen durante la vida, no se asocian con sindromes
hereditarios y solo afectan a células individuales y sus descendientes. Los canceres
derivados de mutaciones puntuales se denominan esporadicos y representan el 70% de todos
los canceres colorrectales. La patogenia molecular del cancer esporadico es diversa, no
obstante, aproximadamente el 70% de los casos siguen una sucesion especifica de
mutaciones que posteriormente se traducen en una secuencia morfoldgica especifica (4). La
primera mutacién ocurre en el gen APC, un gen supresor de tumores, regulador de la via de
sefializacion de WNT. Esto causa la aparicién de una poliposis adenomatosa que provoca la
formacion de adenomas no malignos, también llamados pélipos. Aproximadamente el 15%
de esos adenomas se transformaran al estado de carcinoma dentro de un periodo de diez
afios ya que esta mutacion en APC es seguida por mutaciones en KRAS, TP53. SMAD4,
CTNNBL1, BRAF y DCC entre otras (4).

Los canceres hereditarios representan solo el 5% de todos los casos de CCR. Son causados
por mutaciones hereditarias definidas que provocan patologias que predisponen a un mayor
riesgo de sufrir esta enfermedad. Con el fin de generar una clasificacion mas precisa de los

3



canceres hereditarios, se han establecido dos grupos: con poliposis y sin poliposis. La
variante con poliposis implica principalmente la poliposis adenomatosa familiar (5). En
contraste, el CCR hereditario sin poliposis estd relacionado con mutaciones en los
mecanismos de reparacion del ADN, como el sindrome de Lynch, que es causado por
mutaciones hereditarias en uno de los alelos que codifican proteinas reparadoras del ADN

(6).
El CCR familiar supone aproximadamente el 25% de todos los casos y también es causado

por mutaciones heredadas, aunque no se pueden definir de forma precisa como en el caso
de los hereditarios (5).

Por ultimo, existe un tipo de CCR que se denomina asociado a colitis, y el cual se origina
debido a procesos inflamatorios cronicos en el intestino de personas con una enfermedad
inflamatoria intestinal denominada colitis ulcerosa. En este caso, la secuencia de mutaciones
es similar a la indicada anteriormente, pero el desencadenante es la respuesta inflamatoria
que origina la transformacion celular del epitelio (7).

En definitiva, la patogenia molecular del CCR es heterogénea. El conocimiento de los
mecanismos moleculares subyacentes al desarrollo de este cancer es clinicamente
importante porque estan intimamente relacionados con el prondstico y la respuesta al
tratamiento del paciente. Cuanto mas profundo sea el conocimiento de esta patologia a nivel
genético y molecular, podran desarrollarse terapias especificas de un modo mas eficaz.

1.2. El microambiente tumoral

Al igual que la mayoria de las neoplasias malignas solidas, los tumores colorrectales son
estructuras complejas. Las células transformadas son las principales responsables de la
formacion del tumor y reciben el nombre de paréngquima tumoral. No obstante, en el
desarrollo de los tumores estan implicados otros elementos que conforman un
microambiente complejo, constituido por componentes celulares y no celulares, lo que es
conocido como estroma tumoral o microentorno tumoral. Los componentes celulares
incluyen células inmunitarias, células vasculares y células mesenquimales, en su mayoria,
fibroblastos. EI componente no celular esta formado por proteinas de la matriz extracelular,
como diferentes tipos de colageno, laminina, fibronectina y proteoglicanos, que facilitan las
interacciones entre las proteinas y son ligandos para las proteinas de la superficie celular

(8).
1.3. El sistema inmunitario y el cancer

El sistema inmunolégico tiene un papel complejo y multifacético en el cancer, que afecta a
todos los aspectos de la enfermedad, desde la carcinogénesis hasta el tratamiento. Las
células inmunitarias pueden actuar como supresores de la iniciacién y progresion tumoral,
pero también como promotores de la proliferacion y la metastasis, bien blogueando las
células inmunoldgicas con actividad anti-tumoral o bien induciendo inflamacién cronica



como en el caso de la colitis ulcerosa. Dentro del microambiente tumoral, se encuentran
diversos tipos células inmunes cuya composicion es variable en funcién del origen del
tumor, la ubicacion y las caracteristicas individuales del individuo. Tanto las células
inmunes innatas (macrofagos, mastocitos, neutrofilos, células dendriticas, células
supresoras derivadas de mieloides y células asesinas naturales (NK)) como las células
inmunes adaptativas (linfocitos T y B) estan presentes e interactian con el tumor via
contacto directo y/o través de la sefializacién de quimiocinas y citoquinas, condicionando
el comportamiento del tumor y su respuesta al tratamiento (9).

Entre los diferentes mecanismos pro-tumorales que evitan que los linfocitos T citotdxicos y
las células NK puedan destruir el tumor, la liberacién de factores inmunosupresores, como
el TGF-B, principalmente por los linfocitos T reguladores (Treg) y por el parénquima
tumoral, parece ser clave en el desarrollo del CRC (10, 11). Por un lado, la actividad
homeostatica del TGF-f tiene un efecto supresor de tumores, dirigiendo diversos tipos de
células hacia la detencién del ciclo celular y la apoptosis. Por otra parte, las cantidades
excesivas de TGF-B en el medio extracelular inducen una sefializacion sostenida en las
células tumorales. En particular, el TGF-p altera la homeostasis y mejora la progresion del
tumor a través de su capacidad para revertir la diferenciacion celular, suprimir el desarrollo
y la actividad de células inmunitarias e, indirectamente, permitir el crecimiento vascular
(12, 13).

1.3.1. Respuesta anti-tumoral del sistema inmune

La respuesta del sistema inmunitario contra el tumor es un concepto conocido como
inmunovigilancia del cancer (14). El sistema inmunoldgico, a través de sus mecanismos
efectores innatos y adaptativos, es capaz de reconocer y erradicar células transformadas en
las etapas iniciales de la carcinogénesis.

El reconocimiento por parte de las células inmunes innatas inicia una cascada inflamatoria
que conduce a la presentacion de antigenos especificos del tumor por parte de las células
dendriticas y los macréfagos a las células T, activando una respuesta inmune adaptativa.
Por otra parte, las células inmunes innatas, como las células NK, reconocen las células
tumorales y participan en su destruccion activa y en la produccion de citoquinas
inflamatorias que favorecen el reclutamiento y activacion de otras células innatas y la
activacion de la respuesta inmune adaptativa (9, 15).

Para que pueda desencadenarse la respuesta inmune adaptativa frente al tumor, como se ha
mencionado anteriormente, es necesario que el tumor exprese antigenos tumorales que
puedan ser reconocidos por los linfocitos T CD4" o por los linfocitos T CD8*. Los antigenos
tumorales son moléculas de distinta naturaleza: proteinas, glicoproteinas, glicolipidos o
carbohidratos, expresados por las células tumorales, que pueden encontrarse directamente
ancladas a la superficie celular o bien como péptidos asociados al complejo mayor de
histocompatibilidad de tipo I (MHC-1) o de tipo Il (MHC-II) (16). Los primeros son



reconocidos por los linfocitos T CD8" mientras que los segundos por los linfocitos T CD4".
La importancia del estudio de los antigenos tumorales radica en el hecho de que pueden ser
utilizados como biomarcadores para el desarrollo de métodos de deteccion y evaluacion de
la progresion de la enfermedad, asi como para la creacion de terapias dirigidas.

1.3.2. Antigenos tumorales: la familia de mucinas.

Tal y como se ha citado anteriormente, la naturaleza de los antigenos tumorales puede ser
de tipo glicoproteico. La modificacion en la expresion de glicanos puede deberse a una
alteracion en sus vias de biosintesis como consecuencia de los cambios sufridos en el
conjunto de enzimas que se encargan de su formacion: las glicosiltransferasas y las
glicosilasas. La aparicion de patrones de glicosilacion aberrantes se puede asociar a
multiples factores relacionados con estas enzimas: desregulacion a nivel epigenético, de
transcripcion, postranscripcion y/o de chaperonas, actividad alterada, expresion modificada
del aceptor del glicoconjugado, disponibilidad y abundancia de los donadores de
nucleoétidos de azucar, cambios en la actividad de los transportadores de nucleétidos de
azucar y/o funcion inadecuada de la estructura del Golgi donde se albergan muchas de las
glicosiltransferasas (17). Por lo tanto, son un gran abanico de factores los que pueden
modificar la expresion de glicanos.

Uno de los tipos de glicoproteinas que se ven alteradas debido a los cambios genéticos,
epigenéticos y bioquimicos de las células tumorales son las mucinas (MUC), proteinas
fuertemente O-glicosiladas, generalmente expresadas en la superficie apical de las células
epiteliales. Estan presentes en el tracto digestivo, respiratorio y en los epitelios secretores
de diferentes 6rganos como el rifidn, el higado y el pancreas. Las funciones candnicas de las
mucinas son proporcionar proteccion frente a patdgenos, a la deshidratacién, a las enzimas
digestivas y a los cambios en el pH, aunque hay muchas més (18).

La familia de genes MUC humanos codifica hasta 22 proteinas conocidas que pueden
dividirse en dos grupos principales: secretadas y asociadas a membrana. Las mucinas
asociadas a lamembrana (MUC1, MUC3A, MUC3B, MUC4, MUC11, MUC12 y MUC13),
ademas de su funcion en la proteccién de los epitelios, también desempefian importantes
funciones bioldgicas en la interaccién con la matriz extracelular, célula-célula y la
transduccion de sefiales.

Una de las mucinas mas intensamente estudiadas debido a su implicacion en el cancer es
MUC1(19). La proteina MUCL1 es una glicoproteina transmembrana, aunque también existe
la isoforma secretada, que se expresa en la superficie apical de los epitelios glandulares y
ductales de varios organos como, por ejemplo, las glandulas mamarias, el pancreas, el
pulmon, el tracto gastrointestinal y algunas poblaciones linfocitarias. La proteina madura
estd formada por un complejo heterodimerico, donde ambas subunidades derivan de un
mismo precursor proteico. La subunidad B contiene el extremo C-terminal citoplasmatico
compuesto por 69 aminoacidos, la regién hidrofébica transmembrana (31 aa) y una pequefia



secuencia extracelular que se encuentra unida de forma no covalente a la subunidad a, de
mayor tamafio. Esta segunda subunidad contiene la region con numero variable de
repeticiones en tandem (VNTR) del icosapéptido PAPGSTAPPAHGVTSAPDTR. Se
encuentra altamente glicosilada y toda la region VNTR esta flanqueadas por secuencias no
repetitivas a ambos lados incluyendo el péptido sefial en la region N-terminal. EI dominio
VNTR tiene un alto contenido de los aminoacidos serina, treonina y prolina, creandose 5
posiciones como potenciales puntos de O-glicosilacion (20).

La glicosilacion, es un proceso que ocurre en multiples etapas, paso a paso, desde el cis
hasta el trans Golgi. En el caso de MUC1, la O-glicosilacion es iniciada en el cis Golgi y
adquiere un elevado grado de glicosilacion tras alcanzar el trans Golgi, con un incremento
sustancial de su peso molecular. Después de atravesar el aparato de Golgi, la proteina MUC1
se expone en la membrana celular tras lo que sufre diversos procesos de internalizacion
mediante endocitosis mediada por clatrina antes de alcanzar el estado de glicosilacion
maduro, caracterizado por la adicion de &cido N-acetilneuraminico (acido sialico) a las
cadenas de oligosacaridos. Una vez la proteina ha madurado por completo puede
permanecer en la superficie celular o bien puede desprenderse. Debido a su secuencia de
aminocidos rica en prolina, la intensa O-glicosilacion de los numerosos residuos de serina
y treonina dentro de la region VNTR, asi como los efectos electrostaticos ejercidos por la
sialilacion terminal de las cadenas de carbohidratos, la glicoproteina MUC1 adquiere una
conformacioén lineal rigida (18, 20).

Se ha descrito que MUC1 se sobreexpresa en tumores debido a varios mecanismos que
incluyen: un aumento de la transcripcién, la amplificacién del locus genémico de MUC1 y
la pérdida de la regulacién postranscripcional. Ademas, en las células tumorales, MUC1
contiene un menor grado de glicosilacion ya que sus glicanos son mas cortos y menos
ramificados, lo que contrasta con las células normales que normalmente muestran glicanos
mas alargados y altamente ramificados. La hipoglicosilacion de MUC1 en las células
cancerosas afecta la estabilidad y la localizacion subcelular de la proteina, provocando la
pérdida de la polaridad en las células tumorales, por lo que su localizacion ya no se limita
a la superficie apical y se encuentra distribuida por toda superficie celular (Figura 1) (21).
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Figura 1. Estructura esquematica y localizacion celular de MUCL. En el tejido epitelial normal, MUCL se limita a la
superficie apical, sin embargo, en las células tumorales, esta polaridad se pierde y cubre toda la superficie celular.
Ademas en las células transformadas su grado de glicosilacion es menor (21).

Debido a las vias de glicosilacion alteradas de las células transformadas, los O-glicanos
tumorales consisten en estructuras relativamente pequefias que incluyen los glicanos
truncados Tn, sialil-Tny T, asi como los glicanos extendidos ABO (H) y antigenos de Lewis
sialilados, Ademés, los tumores también expresan modificaciones tras la glicosilacion
desreguladas, como la sulfatacion reducida y la acetilacion (22). No hay reglas generales o
principios fundamentales que puedan extraerse sobre los cambios asociados a tumores de la
O-glicosilacion. Sin embargo, al menos para los carcinomas de colon y mama, se pueden
formular reglas especificas para cada uno de los 6rganos (18). En el caso del colon, se ha
encontrado un cambio de los glicanos basados en el core 3 a oligosacaridos basados en el
core 2. También se ha descrito para este 6rgano un aumento del grado sialilacién, que
supone una sefial de "parada" biosintética del proceso de glicosilacion, lo que resulta en la
generacion de carbohidratos con una cadena mas corta. Esto implica una mayor aparicion
del antigeno sialil-Tn y derivados sialilados de los antigenos de Lewis: sialil-Lewis* y sialil-
Lewis?(23).

Por otra parte, la presencia del antigeno Tn puede ser debida a una alteracion de las enzimas
N-acetilgalactosamina (GalNAc) polipéptido transferasas, encargadas de unir GaINAc a los
aminoacidos Ser/Thr o también por una disminucion de la actividad de la 2-B1,6-N-
acetilglucosaminil transferasa, cuya funcion es sintetizar las estructuras de core 2, lo que
ocurre especialmente en tumores de mama. Ambas alteraciones conducen a una
acumulacion de los precursores GalNAc-Ser/Thr (antigeno Tn) y Galp1-3GalNAc-Ser/Thr
(antigeno T) (Figura 2) (18).
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Figura 2. Esquema del proceso de biosintesis de diferentes antigenos y estructuras core de O-glicanos. Las células de
la mucosa colorrectal son capaces de sintetizar los cores 1-4. El core 1, 0 antigeno T, puede convertirse en el antigeno T-
sialilado debido a la accién de las a6-sialiltransferasas (ST6GalNAc) o la a3-sialiltransferasa (ST3Gal). Finalmente,
todas las estructuras core pueden ser ampliadas para la formacion de complejos O-glicanos (24).

La reduccion de la longitud de la cadena de los glicanos de MUC1 resulta en una mejor
accesibilidad del nacleo peptidico para anticuerpos y receptores de células T permitiendo
asi un reconocimiento mas especifico de la célula tumoral. Es importante el estudio de los
antigenos especificos de tumores ya que son ideales para el desarrollo de inmunoterapias
altamente especificas que minimicen los efectos tdxicos del tratamiento.

1.4. Las células NK

Las células asesinas naturales (NK, por sus siglas en inglés natural killer) constituyen una
subpoblacion de linfocitos granulares del sistema inmunitario innato con actividad
citotoxica. Son capaces de reconocer y eliminar de manera especifica células tumorales o
infectadas por virus sin el requerimiento de una sensibilizacion previa y sin necesidad de
receptores especificos de antigeno en su superficie (25). Ademas, son una fuente temprana
de citoquinas inmunorreguladoras.

Las células NK humanas comprenden aproximadamente el 15% de la poblacién linfocitaria
circulante y se definen fenotipicamente por su expresion de CD56 y la falta de expresion de
CDa3. Las células NK humanas se pueden clasificar en dos poblaciones distintas en funcion
de la densidad de CD56 en su superficie celular. La mayoria (aproximadamente el 90%) de
las células NK humanas tienen una expresion de baja densidad de CD56 (CD569™) y
expresan altos niveles del receptor III de Fcy (FcyRIIl, CDI16), mientras que
aproximadamente el 10% de las células NK son CD56"""CD16%™ o CD56°"9"CD16 . Son
las células CD56%™ el subconjunto mas citotoxico mientras que la funcion principal de las
CD56""" es la secrecion de citoquinas (26).



Los mecanismos moleculares que regulan la citotoxicidad de las células NK se han descrito
bien y se pueden dividir en tres procesos principales:

1. Reconocimiento de células diana.
2. Contacto con las células diana y formacion de la sinapsis inmunoldgica.
3. Muerte de las células diana.

El mecanismo de activacion de las células NK implica la accion de multiples moléculas y
sefiales (27). Estas células expresan sobre su membrana diversas proteinas que posibilitan
la adhesion a las células diana como LFA-1, ICAM-1 y DNAM-1 entre otras. La accién de
estas moléculas es fundamental para el acercamiento de ambas células, posibilitando la
interaccion de receptores y también participando en la transduccion de sefiales.

Las células NK estan preparadas para atacar a las células infectadas o malignas. Esta
capacidad de respuesta inmediata de las células NK puede presentar un peligro para las
células sanas en el caso de una activacion inadecuada, lo que implica que la actividad
citotoxica de estas células esté estrechamente regulada. Las células NK carecen de la
especificidad de antigeno caracteristica de las células T y B, pero, en lugar de ello poseen
una serie de receptores activadores e inhibidores que, dependiendo de su activacion,
condicionaran si la celula NK lleva a cabo su accion citotoxica frente a una célula o no (27).

Las células NK atacan a las células diana que muestran un MHC-I reducido o aberrante,
pero, cuando se expresa de modo normal, se inhibe su activacion. Sin embargo, estudios
adicionales han indicado que la activacion de las células NK puede determinarse, no solo
por la falta de expresién de MHC-I, sino también por la presencia de ligandos para los
receptores activadores que poseen estas células, cuya expresion se ve inducida ante el estrés
ocasionado por una transformacion maligna o una infeccion viral.

1.4.1. Receptores de células NK

Los receptores activadores e inhibidores de las células NK son un grupo complejo de
moléculas que usan motivos de sefializacion intracelular con funciones opuestas para
estimular o inhibir la activacién de la célula (28). Los receptores inhibitorios sefializan a
través de los motivos llamados ITIMs (del inglés immunoreceptor tyrosine-based inhibitory
motifs) y la mayoria de los receptores activadores transmiten su sefial a través de los ITAMs
(immunoreceptor tyrosine-based activation motif) que, en este caso, no se encuentran en las
colas citoplasmaticas de estos receptores, sino que se localizan en moléculas asociadas,
aunque existen también otras vias. Tras la fosforilacion de estos motivos ITAMs, se produce
una cascada de sefiales que conduce a la degranulacion y la transcripcion de genes de
citoquinas y quemoquinas.

Entre las familias de receptores mas importantes de células NK se encuentran:
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- Receptores KIR (killer immunoglobulin-like receptors). Son un grupo de moléculas
tipo inmunoglobulina que incluye receptores tanto activadores como inhibidores.
Reconocen a las moléculas HLA-A, -B y -C cuando poseen un péptido unido.

- FamiliaNKG2. Se trata de receptores tipo lectina en la que se distinguen dos grupos:
el formado por NKG2A, C y E; y por otra parte el receptor NKG2D. EIl primer
conjunto de receptores actia como heterodimeros con CD94 y su funcion es la
deteccion de los niveles de HLA-E en la superficie de las células diana para prevenir
una activacion inapropiada. Su expresion se ve afectada por la presencia de
citoquinas y por los genes KIR. Por otra parte, el receptor NKG2D reconoce
moléculas de estrés formando homodimeros que producen la activacion de la célula
NK mediante el reclutamiento de DAP-10 o DAP-12. NKG2D puede reconocer
diferentes tipos de ligandos expresados por la célula diana cuando ésta detecta dafio
en el ADN o relacionados con las vias de respuesta a choque térmico, como por
ejemplo: MICA, MICB y ULBP1/2/3/4.

- Receptores NCRs (natural cytotoxicity receptors). Son una familia de receptores
activadores de tipo inmunoglobulina formada por NKp46, NKp80, NKp30, NKp44
y NKp46.

- CD16 o receptor 11l de Fc (FcyRIII). Se trata de un receptor activador capaz de
reconocer la fraccion Fc de los anticuerpos que han reconocido su antigeno,
permitiendo asi la activacion de la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo
(ADCC).

- Receptores co-estimuladores como DNAM-1, NKR-P1 y PILR, que proporcionan
estimulacién a la célula NK para que lleve a cabo su funcion pero ellos por separado
no proporcionan suficiente estimulo para provocar activacion (28).

1.4.2. Mecanismos de citotoxicidad de las células NK

Una vez reconocida la célula a eliminar, las células NK interactian directamente con la
célula objetivo a través de la formacidn de la sinapsis inmunoldgica lo que facilita la muerte
de la célula diana a través de dos mecanismos esenciales (29). El primero de ellos consiste
en la activacion de los receptores de muerte presentes en la superficie de la célula diana que
inician la via apoptdtica extrinseca. Los principales son TRAIL-R (por sus siglas en inglés
TNF-related apopt6sis-inducing ligand receptor) y Fas (CD95), que se activan por la
interaccion con sus correspondientes ligandos TRAIL y FasL, presentes en las células NK.
La expresion superficial de los receptores de muerte puede inducirse en las células diana
mediante el IFN-y derivado de las células NK (Figura 3).

Por otra parte, existe un segundo mecanismo por el que las células NK provocan la muerte
de las células diana llamado via de la exocitosis granular y que consiste en la liberacion
dirigida de moléculas citotoxicas. Las células NK almacenan estas moléculas en granulos
citosdlicos que se transportan a la membrana cuando se establece la sinapsis inmunologica
y se secretan sobre la célula diana. Las moléculas contenidas dentro de los granulos incluyen
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la proteina formadora de poros llamada perforina, las serin proteasas conocidas como
granzimas, FasL (CD178), TRAIL (CD253) y la granulisina. La granzima B y la perforina
son un componente critico de estos granulos liticos de células NK. Una vez que la granzima
B entra en la célula diana a través del poro de perforina, puede desencadenar la apoptosis a
través de mecanismos independientes y dependientes de caspasas (29).

o % ranzima B \/\/\ﬂ
o A INFYR

Apoptdsis

=
TNFaR \/\M

oo ——————

Fas (CD95)

ADCC

Figura 3. Representacion esquematica de la sinapsis inmunolégica entre una célula NK y una célula tumoral. Tras el
reconocimiento de la célula transformada, las células NK liberan perforina y granzimas que inducen la muerte de la
célula. Asimismo, la activacion de los receptores mortales junto con la liberacion de citoquinas como el INF-y y en TNF-
o conducen también a la muerte celular. FcyRIII (CD16) reconoce el dominio Fc de los anticuerpos unidos a su antigeno
lo que da como resultado la secrecidn de citoquinas y la ADCC. Adaptado de (30).

1.5. Células NK como terapia contra el cancer

El potencial terapéutico de las células NK en la inmunoterapia del cancer fue evidenciado
por primera vez por Miller et al. en 2005, ya que demostraron que la administracion de
células NK haploidénticas alogénicas activadas con IL-2 provocaba remision de la
enfermedad en pacientes con leucemia mieloide aguda (AML) (31). A partir de entonces
numerosos estudios y ensayos clinicos se han realizado para evaluar la efectividad de las
celulas NK en el tratamiento del cancer.

Existen dos posibles enfoques terapéuticos en el uso de las células NK como recurso para
el tratamiento del cancer. El primero de ellos consiste en, mediante la administracién de
diferentes compuestos, potenciar la efectividad de las células NK del propio paciente
incrementando su poblacion, actividad, facilitando su direccionamiento o eliminando los
mecanismos de escape del tumor. En esta linea destaca la administracion de citoquinas como
la IL-2, IL-15 e IL-12 para promover su proliferacion y, en el caso de esta Gltima, estimular
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la migracion y liberacion de INF-y. También se han aplicado fa&rmacos que potencian la
actividad de las células NK como los derivados de la talidomida (lenalidomida y
pomalidomida). Dentro de este planteamiento destaca el uso de anticuerpos monoclonales,
para el reconocimiento de antigenos tumorales especificos y estimular ADCC. Por otra parte
también se han desarrollado los Ilamados anticuerpos bi- y tri-especificos capaces de dirigir
y activar las células NK frente al tumor (32).

El segundo enfoque es el uso de la denominada terapia celular adoptiva. Esta aproximacion
terapéutica consiste en la administracion externa de células NK al paciente para su
tratamiento. La fuente de células NK para la terapia adoptiva puede ser autologa (cuando
provienen del mismo paciente) o alogénica (cuando proceden de otros donantes) (33). En la
terapia basada en células autdlogas, las células NK se aislan del paciente, se activan y
expanden ex vivo y se transfunden nuevamente a la misma persona, seguido de la
administracion de citoquinas como la IL-2 y la IL-15 para apoyar su expansion y
estimulacion in vivo. No obstante, el uso de células autdlogas no ha manifestado ser una
buena opcidn para el tratamiento del cancer debido a su baja efectividad. Como resultado
de este fracaso se propuso la utilizacion de células NK alogénicas en los tratamientos de
inmunoterapia celular. La ventaja de las células NK alogénicas sobre las autélogas se debe
a que es menos probable que sean inhibidas por el reconocimiento mediado por las
moléculas del MHC-I. Siguiendo esta linea, se ha demostrado que la transferencia adoptiva
de células NK haploidénticas de un donante no compatible con KIR es segura y capaz de
generar una remisién completa, especialmente en pacientes con neoplasias malignas
hematoldgicas como la leucemia mieloide aguda (AML) (34-36).

En la mayoria de las investigaciones relacionadas con la de inmunoterapia basada en celulas
NK, se utiliza la sangre periférica para su obtencion. No obstante, también se pueden
adquirir de otras fuentes alternativas como la médula 6sea, hESCs y células NK de sangre
del cordon umbilical (37). Por otra parte, existe la posibilidad del uso de lineas celulares
establecidas como suministro de células NK. Esta opcién tiene las ventajas de la
incompatibilidad de reconocimiento de los receptores KIR por el HLA del paciente y la
facilidad de su obtencion y cultivo en grandes cantidades. Existen multiples lineas de células
NK establecidas entre las que destacan NK-92, KHYG-1, NKL y NKG por su actividad
antitumoral. Actualmente, son las NK-92 la Gnica linea de células NK aprobada por la FDA
(Food and Drug Administration) para su uso en clinica, lo que la ha convertido en objeto
de multiples investigaciones y ensayos clinicos (38).

A diferencia de los buenos resultados obtenidos en el tratamiento de neoplasias malignas
hematoldgicas, se ha encontrado que la inmunoterapia celular adoptiva es menos
prometedora para los tumores solidos. Esto se debe a la existencia de una combinacion de
factores que impiden que estas células puedan desempefiar su funcion terapéutica: la
limitacion de la infiltracion de células NK en el microambiente tumoral, la falta de
susceptibilidad de las células tumorales a la citotoxicidad de las células NK y la alteracion
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de la funcion de las células NK por las células inmunitarias supresoras, son algunos de los
mecanismos que limitan esta técnica. Por ello, es importante desarrollar nuevas
aproximaciones terapéuticas que permitan hacer frente a los impedimentos afiadidos que
genera un tumor solido a la accion de estas células.

1.6. Edicién genética de células NK para el tratamiento del cancer. Los receptores

guiméricos de antigeno (CAR)

Debido a los avances en el campo de la biologia molecular y la ingenieria genética,
actualmente existen multiples técnicas para editar a voluntad el material genético. En el
tratamiento del cancer, la capacidad inherente de las células NK para la destruccion de las
células tumorales podria mejorarse mediante la modificacion de su material genético. Los
enfoques que pueden seguirse son diferentes e incluyen: la introduccion de genes para la
expresion de citoquinas, la sobreexpresion de receptores activadores, el silenciamiento de
receptores inhibidores o la incorporacién de los denominados Receptores Quiméricos de
Antigeno (CARS).

Los CARs son proteinas transmembrana que permiten el reconocimiento de manera
especifica de antigenos tumorales, provocando la sefializacion a través de vias que
incrementan la supervivencia, la proliferacion y la capacidad citotdxica de la célula inmune.
En primera instancia, esta aproximacion terapéutica se desarrollé en linfocitos T, con el
objetivo de utilizar su capacidad citotoxica intrinseca, pero mejorando su selectividad para
reconocer de modo especifico antigenos tumorales expresados en la membrana de las
células. Se las denominé como células CAR-T. Son mudltiples los estudios y ensayos
clinicos realizados con células CAR-T, especialmente para el tratamiento de neoplasias
malignas hematoldgicas (39, 40) y también algunos tumores sélidos (41, 42).

Los linfocitos T tienen capacidad de reconocimiento antigénico de forma innata, debido a
la estructura localizada sobre su membrana llamada como receptor de linfocitos T o TCR.
Este complejo estd formado por una cadena o y otra 3 unidas de forma no covalente, que
interactGan a su vez con CD3 (Figura 4). Cuando las cadenas a y B reconocen un antigeno
se produce un cambio conformacional en toda la estructura que finalmente, gracias a la
accion de CD3, provoca una sefial de activacion en el linfocito T. Este ensamblado
macromolecular tiene la peculiaridad de que Unicamente puede reconocer pequefios
antigenos peptidicos cuando estan ensamblados junto a una molécula del MHC. Sin
embargo, esta estructura fue la base para el desarrollo de los CARs, ya que se ha mantenido
la region con capacidad activadora de CD3, pero se ha modificado el dominio extracelular
para gque su reconocimiento antigénico no esté restringido por el MHC. Esto condujo al
desarrollo de estructuras con un reconocimiento antigénico mejorado y una mayor
diversidad en la capacidad de transmision de sefiales al interior celular.

Estructuralmente, los CARs pueden dividirse en cuatro regiones principales: un dominio
extracelular de union a antigeno, una regién bisagra, un dominio transmembrana y un
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dominio intracelular de sefalizacion. ElI dominio de reconocimiento antigénico esta
formado tipicamente por el fragmento de la region variable de cadena sencilla (scFv)
derivado de las regiones variables de la cadena pesada (VH) y ligera (VL) de un anticuerpo
monoclonal. Los dos dominios variables estan unidos por una secuencia peptidica flexible,
ya sea en la orientacion VH-linker-VL o VL-linker-VH. El scFv, un componente critico de
una molécula CAR, puede disefiarse y manipularse con cuidado para influir en la
especificidad hacia las células tumorales.

La region bisagra, también conocida como espaciador, es el dominio estructural extracelular
del CAR que separa la region scFv del dominio transmembrana. La mayoria de las células
CAR-T estan disefiadas con bisagras de dominio de tipo inmunoglobulina sin capacidad de
reconocimiento por el receptor y de Fc (FcyR). Estos espaciadores generalmente
proporcionan estabilidad para la expresion y actividad del CAR. Ademas, la region bisagra
también proporciona flexibilidad y su longitud condiciona la posibilidad de reconocimiento
del epitopo deseado. Los dominios extracelulares que naturalmente carecen de actividad de
union a FcyR, como CD28 y CD8a. son los més frecuentemente utilizados.

A continuacion, se sitda el dominio transmembrana que consiste en una hélice o hidréfoba
embebida en la membrana celular. Aunque su funcién principal es anclar el CAR en la
membrana de la célula, algunos estudios sugieren que la regién transmembrana puede ser
relevante para desempefiar su funcion, interviniendo en fendmenos de dimerizacién e
interaccion con otras moléculas.

Por ultimo, la region intracelular del CAR, o endodominios, esta compuesta por dominios
derivados de moléculas co-estimuladoras de la familia CD28 (incluyendo CD28 e ICOS)
y/o de la familia de genes del receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR) (incluyendo
4-1BB, OX40 o CD27). La familia CD28 activa a las células e induce la secrecion de
citoquinas proliferativas como la IL-2. Los miembros de la familia TNFR modulan la
proliferacion, diferenciacion y supervivencia de las células T (43). Dependiendo del nimero
de endodominios sefializadores y co-estimuladores que posean (CD3(, CD28, CD27, 4-
IBB, ICOS, 0X40...) los CARs se clasifican en diferentes “generaciones” (Figura 4). La
presencia del dominio CD3( es fundamental para provocar la activacion de la célula, por lo
que se encuentra en la mayoria de los disefios de CARs tanto para células T como para
células NK. Esto es debido a que CD3( regula la sefializacion y citotoxicidad mediada tanto
por receptores de las células NK (NKp30 y NKp46) como por el TCR de los linfocitos T.
No obstante, para CARs destinados a células NK, se han hecho algunos disefios con sus
endodominios basados en DAP-12 (44). Por otra parte, algunos de los Gltimos modelos de
vectores que contienen CAR se han generado como construcciones génicas que, ademas del
CAR, contienen genes de receptores y de expresion citoquinas que mejoran la funcion de
las celulas efectoras, lo que se ha denominado como TRUCK (CAR-T cells redirected for
universal cytokine killing) (45).
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Figura 4. Estructura de las diferentes generaciones de CARs y del TCR. Los CARs de primera generacion contienen un
endodominio de sefializacion CD3{. Los CAR de segunda y tercera generacion, ademas del dominio CD3(¢, incorporan
CD28 (segunda generacion) o mas dominios co-estimuladores adicionales como CD27, 4-1BB, ICOS u OX40 (tercera
generacion). Las CARs de cuarta generacion incluyen la expresion constitutiva o inducible de receptores o citoquinas
solubles para promover la activacion y supervivencia. Adaptado de (46).

Mientras que los CARs se han utilizado ampliamente para redirigir la especificidad de las
células T para uso clinico, existiendo ya diversos ensayos clinicos, algunos de ellos con
resultados muy positivos, los estudios de células NK modificadas con CAR todavia no estan
tan avanzados. Las células NK presentan una serie de ventajas sobre los linfocitos T. Por
ejemplo, las células NK transferidas tienen una persistencia in vivo limitada debido a la falta
de expansion clonal y el rechazo mediado por el sistema inmunitario. Por ello, las células
NK alogénicas son eliminadas en dias o semanas lo que hace que las toxicidades del
tratamiento, como el sindrome de liberacién de citoquinas, sean menos probables. Ademas,
aunque algunos pacientes han recibido células CAR-T alogénicas sin incidencia de
enfermedad de injerto contra huésped (GVHD), la mayoria de los estudios de células CAR-
T hasta la fecha han usado células T autélogas. Esto se debe a que las células T alogénicas
(incluso si coinciden en el MHC) pueden inducir GVHD a través de su TCR nativo. Las
células NK, por otro lado, no causan GVHD, como evidencian los estudios clinicos que
utilizan infusiones de células NK haploidénticas (47).

La mayoria las investigaciones clinicas y preclinicas que existen actualmente con CAR-
NK se centran en el tratamiento de neoplasias malignas de células B con CARs anti CD19
y CD20. No obstante, cada vez aparecen mas estudios centrados en el tratamiento de
tumores solidos como el cancer de mama, de ovario y glioblastomas (48), entre otros.

A pesar de los avances en este campo, todavia existe poco consenso sobre cual es la
estrategia mas eficiente para lograr la obtencién de las células CAR-NK. En los trabajos
con células NK primarias se obtiene una variabilidad muy significativa en la funcién de
estas células, inherente al propio donante y las diferentes estrategias de expansion y
activacion. En el caso de las células CAR-NK ademas hay que contemplar el factor asociado
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a los diferentes métodos de introduccion del material genético deseado para modificar las
células (tanto virales como no virales). La mayoria de los estudios en células NK utilizan
vectores basados en retrovirus o lentivirus. La transfeccidn lentiviral posee el beneficio, en
comparacion con la retroviral, de que no requiere que las células se dividan activamente
para poder realizar la infeccion. Si bien los vectores lenti y retroviricos estan disefiados para
garantizar la expresion persistente del transgén al integrarse en el genoma del huésped,
también se estan explorando técnicas alternativas de transfeccion no viral. Entre estos
métodos destaca la electroporacién, que introduce ARNm que codifica el CAR a través de
poros en la membrana celular, lo que da como resultado la expresion inmediata de la
molécula.

A pesar de la efectividad de las NK primarias, recientemente esta desarrollandose un mayor
interés por el uso de lineas celulares establecidas de células NK para su uso en terapia, ya
que permiten obtener una fuente de células a gran escala méas apropiada para lograr el
desarrollo de terapias. Aunque existen varias lineas de células NK, la mas ampliamente
estudiada es la NK-92, una linea celular humana tipo NK establecida originalmente a partir
de un paciente con linfoma no Hodgkin. Las células NK-92 carecen de casi todos los KIR
inhibitorios, excepto KIR2DL4. Esta falta de KIR en las células NK-92 podria, al menos en
parte, explicar su marcada actividad citotoxica in vitro contra un amplio espectro de dianas
tumorales.

En los dltimos afios, la investigacion en el campo de las CAR-NK-92 ha avanzado y varios
grupos han disefiado células NK-92 que expresan CARs que se dirigen a tumores malignos
tanto hematol6gicos como sélidos, con especificidad por CD19 y CD20 para la leucemia /
linfoma de células B, por CD38 y CS-1 para el mieloma multiple y por HER-2 para los
canceres epiteliales (49).

2. Antecedentes y objetivos

El CCR es una de las neoplasias malignas mas frecuentes y con una mayor tasa de
mortalidad. Por ello, es necesario el desarrollo de estrategias terapéuticas novedosas para la
superacion de las resistencias adquiridas por los tumores a los tratamientos actuales debido
a mutaciones frente a quimioterapia, mecanismos inmunosupresores o la reduccion de su
inmunogenicidad conforme progresa la enfermedad (50). En esta linea, la utilizacion de
células inmunolégicas, como linfocitos T CD8" o células NK que expresen CARs, podria
ser un buen recurso, para el tratamiento del CCR, especialmente en el caso de tumores
resistentes a los tratamientos convencionales, debido a su capacidad de reconocer antigenos
tumorales de modo selectivo y su alto potencial citotdxico.

En los ultimos afios se han generado diferentes anticuerpos monoclonales contra la proteina
aberrante MUCL1, presente en las células tumorales. La mayoria de ellos reconocen epitopos
pertenecientes al core de la proteina de las regiones VNTR, aunque también los hay que
muestran especificidad por determinados carbohidratos y glicopéptidos (51). Basandose en
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estos anticuerpos se han generado diferentes CARs y analizado su actividad antitumoral en
forma de células CAR-T tanto in vitro como in vivo en varios tipos de tumores solidos,
incluyendo ensayos clinicos en fase I. En concreto, se han usado los anticuerpos HMFG2 y
SM3 que reconocen el epitopo PDTR de la regiéon VNTR de MUC1 y los anticuerpos 5E5
y TABO0O4 que reconocen el antigeno Tn'y STn de MUC1 respectivamente (52-55).

En 2001, Qi et al. desarrollaron el anticuerpo monoclonal AR20.5, conocido como
Brevarex®, de origen murino (1gGz1), que muestra una alta especificidad por la region VNTR
de la forma tumoral de MUC1 (56). Concretamente, Movahedin et al. demostraron,
mediante cristalografia de rayos X, que AR20.5 se unia de forma especifica al antigeno Tn
de MUC1 (APDT(Tn)RPAP) (57). De hecho, este anticuerpo ha llegado a ser testado en
pacientes con tumores metastasicos, generando una respuesta inmune eficaz y sin efectos
secundarios (58). Por ello, su scFv podria plantearse como un buen recurso para el desarrollo
de un nuevo CAR.

A pesar de que los tratamientos mediante el uso de CARs estan mas ampliamente
desarrollados en células T, la utilizacion de celulas NK parece plantearse como una mejor
alternativa para el desarrollo de terapias celulares adoptivas debido a su incapacidad para
generar GVHD y a su potencial intrinseco para la eliminacion de las células tumorales.
Dentro de las diferentes fuentes de células NK, las lineas establecidas, como la NK-92 se
ha propuesto como una buena alternativa debido a que se trata de una linea homogénea, bien
caracterizada, facilmente cultivable y que manifiesta elevada capacidad citotoxica. De
hecho, la linea NK-92 ha llegado a administrarse a mas de 40 sujetos humanos con canceres
avanzados. Sin embargo, a pesar de la seguridad de las infusiones repetidas de células NK-
92, su eficacia sigue siendo limitada (47). Por ello, en la actualidad se estd explorando la
incorporacion de CARs para potenciar la actividad antitumoral de estas células. Entre estas
mejoras, también es interesante la introduccion de genes que permitan evitar la accién
inmunosupresora del microambiente tumoral incrementando la supervivencia, proliferacion
e infiltracion en la masa tumoral. En el caso del CCR, tal y como se ha indicado en la
introduccion, el bloqueo del TGF-B podria ser fundamental para esta mejora (10, 13).

Debido a los antecedentes anteriormente expuestos, este trabajo plantea la hipdtesis de que
la generacion de células NK que expresen un CAR frente al antigeno MUCL y que a su vez
sean capaces de bloquear la accion del TGF-B tumoral (CAR-NK-MUC1/TGF-), serian
capaces de eliminar de modo selectivo y efectivo celulas de CCR.

Este trabajo se engloba dentro de un proyecto de mayor amplitud y por ello se ha planteado
la consecucién de objetivos de menor envergadura. El objetivo principal de esta
investigacion es optimizar la produccion células CAR-NK de cuarta generacion frente a
MUCL y TGF-B, asi como establecer los protocolos para evaluar su capacidad citotoxica
frente a cultivos de CCR en 2D y en 3D con el fin de, en el futuro, poder evaluar su eficacia
en modelos in vitro e in vivo de CCR.
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Para ello, se han disefiado dos construcciones génicas: la primera de ellas contiene un
receptor quimérico frente al antigeno Tn de MUCL que co-expresa a su vez IL-15 y la
segunda esta formada por un CAR anti-TGF-f3 acompariado del gen de la hialuronidasa. De
este modo se dirigiran las células NK de modo selectivo sobre las células de CCR a traves
de MUC1, bloqueando la accién inmunosupresora del TGF-B, y a su vez, favoreciendo la
degradacion de la matriz extracelular mediante la hialuronidasa, lo que favorecera la
infiltracion de las células NK en el tumor (Figura 5).
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Figura 5. Esquema de los CARs de 42 generacion disefiados. (A) CAR anti-Tn de MUCL1 con co-expresion de IL-15. (B)
CAR anti-TGF-§ con co-expresion de hialuronidasa.

Los objetivos intermedios que se han propuesto son los siguientes:

Desarrollar y seleccionar un protocolo de transfeccion mediante infeccion lentiviral
de células NK primarias y de la linea celular NK-92. Para ello, en primer lugar, se
realizara la optimizacion del protocolo con el gen reportero de la proteina
fluorescente amarilla (YFP) en lineas celulares de facil modificacion genética. La
consecucion de este objetivo implica:

o Seleccionar el mejor método de transfeccion de la linea celular
empaquetadora, asi como escoger aquella linea que proporcione mejores
resultados.

o Determinar un protocolo eficaz para desarrollar la transfeccion mediada por
lentivirus en células NK primarias y en la linea celular NK-92.

Caracterizar la expresion de MUCL en cultivos 2D y 3D de lineas celulares de CCR
humano.

Evaluar la capacidad citotoxica de la linea celular NK-92 sobre cultivos de lineas
celulares de CCR humano tanto en cultivos 2D como 3D.

Caracterizar la expresion de TGF-B1 en diferentes lineas de CCR.

Generar una linea de CCR humana que exprese los genes ZsGreen y Luc2P de forma
estable para su utilizacion en experimentos in vitro e in vivo.
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3. Materiales y métodos

El Anexo 1 contiene un listado de los materiales y aparatos utilizados.

El Anexo 2 recoge la composicion de todos los tampones empleadas, no especificadas en
esta seccion.

3.1. Técnicas de biologia molecular

3.1.1. Plasmidos

En el desarrollo de este trabajo se generaron particulas lentivirales para la transfeccion de,
en primera instancia, genes reporteros y posteriormente de los CARs disefiados, en
diferentes células. Para ello fue necesario disponer del conjunto de plasmidos que contengan
todos los genes necesarios para que, tras su transfeccion conjunta en una linea productora
de virus (conocida como empaquetadora), se produzca la generacion de particulas virales
con capacidad infectiva. EI método de produccion lentiviral utilizado es un sistema de 22
generacion formado por un plasmido de envuelta, un plasmido de empaquetamiento y un
plasmido de transferencia. A continuacion, se detallan los componentes utilizados.

Como plasmido de empaquetamiento se usd psPAX2 (Addgene), que contiene los genes
Gag, Pol, Rev y Tat; y como plasmido de envoltura pMD2.G (Addgene) que porta el gen
de la glicoproteina de envoltura VSV-G (glicoproteina G del virus de la estomatitis
vesicular). En la Tabla 1 se resumen brevemente las funciones de cada uno de los genes
implicados en la formacién de lentivirus.

Tabla 1. Descripcion de los genes implicados en la formacion de lentivirus.

Gen Funcion

Gag Proteina precursora de componentes de la matriz, capside y nucleocapside lentiviral
Pol Proteina precursora de la transcriptasa reversa y la integrasa

Rev Proteina de union a RRE (elementos de respuesta a Rev) para facilitar la exportacion

nuclear de las moléculas de ARNm

Tat Transactivador transcripcional que activa la transcripcion del promotor LTR

VSV-G | Glicoproteina de la envoltura lentiviral

Se ha hecho uso de diferentes plasmidos de transferencia, que son aquellos que contienen
la secuencia deseada a introducir en la célula, flanqueada por las regiones LTR (repeticion
terminal larga) y la secuencia y de empaquetamiento. Por una parte, se utilizaron dos
plasmidos con genes reporteros:

e pHIV-Luc-ZsGreen (Addgene) contiene el gen de la luciferasa de Photinus pyralis
y el gen de la proteina fluorescente verde de Zoanthus sp. unidos por una secuencia
IRES (sitio interno de entrada al ribosoma).
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e pBABE-puro (Addgene) modificado mediante la introduccion de la secuencia de la
proteina fluorescente amarilla (YFP) en su sitio de clonaje multiple empleando las
enzimas de restriccion EcoRI y Sall.

El otro grupo de pldsmidos de transferencia utilizados fueron aquellos que portan las
construcciones de los dos CAR disefiados, tomando como esqueleto el plasmido lentiviral
pCCL, cedido amablemente por el Dr. Pablo Menéndez (Instituto Universitario de
Investigacion de Biocomputacion y Fisica de Zaragoza). La construccidn génica integrada
en el plasmido pCCL-MUC1 comprende dos genes unidos por la secuencia
correspondiente al péptido T2A:

o Gen del CAR con reconocimiento del antigeno Tn de MUCL. Este CAR esta
compuesto por la scFv del anticuerpo monoclonal AR20.5 que reconoce el antigeno
tumoral Tn de MUC1 (57) y cuya secuencia fue proporcionada por el Dr. Ramiro
Hurtado (Instituto Josep Carreras). En la region extracelular posee también el
epitopo c-myc para facilitar la identificacion de las células transfectadas mediante
anticuerpos contra esta secuencia. Su region intracelular esta compuesta por los
endodominios 41BB y CD3( que promueven sefiales de proliferacion, activacion y
degranulacién en la célula NK.

o Gen de la IL-15. Su objetivo es incrementar la produccion de IL-15, citoquina
relacionada con la supervivencia de las células NK.

El segundo de los plasmidos es pCCL-TGF-B1 cuya estructura se compone, al igual que el
anterior, de dos genes unidos por un péptido T2A:

e Gendel CAR anti-TGF-B1. En este caso el CAR esta compuesto por la fraccion scFv
de un anticuerpo monoclonal que reconoce esta citoquina (Fresolimumab). Su
region transmembrana y endodominios estan compuestos por la fraccién intracelular
del receptor de IL-15.

e Gen de la hialuronidasa. Esta enzima permite la degradacion del acido hialurénico
de la matriz extracelular, facilitando la infiltracion de la célula NK.

En el Anexo 3 se encuentran las representaciones gréficas de todos los plasmidos utilizados.
3.1.2. Preparacion de medios y cultivos bacterianos

El medio de cultivo utilizado para la realizacion de todos los cultivos bacterianos fue medio
Luria Bertani (LB), preparado mediante la adicion de los siguientes componentes: 10 g de
triptona (Panreac), 5 g de extracto de levadura (Panreac) y 5 g de NaCl (Merk). Todo ello
se disolvio en 1 L de agua destilada y se ajustd el pH a 7, utilizando NaOH 1 M.
Posteriormente el medio se esterilizd por autoclavado y se almacen6 a 4°. Adicionalmente,
para aquellos cultivos que lo requirieran, el medio se suplementé con ampicilina (Roche
diagnostics), como antibidtico de seleccion, a una concentracion final de 100 ug/mL en el
momento previo a su utilizacion.
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También se prepararon placas de Petri de 100 mm con medio de cultivo s6lido LB-agar.
Para ello se adicionaron 15 g de agar por cada litro de medio LB antes del autoclavado.
Posteriormente, una vez el medio se hubo atemperado, se suplementd con la cantidad de
ampicilina correspondiente y se vertieron 15 mL por placa. Para su almacenaje se sellaron
con Parafilm® y se guardaron en oscuridad a 4°C.

La cepa bacteriana utilizada para la replicacion de todos los plasmidos fue Escherichia coli
DH10B, caracterizada por un genotipo que permite una alta eficiencia de transformacion
por su alelo deoR, el mantenimiento del ADN plasmidico de forma estable por ser recAly
la obtencion de un alto numero de copias plasmido por su condicién endA1(59).

3.1.3. Obtencidon de bacterias competentes y transformacion bacteriana

La preparacion de bacterias E. coli DH10B para transformacion por choque térmico se
realizd de acuerdo con el siguiente procedimiento. En primer lugar, se prepararon las
siguientes disoluciones: tampdn de trituracion y tampdn de preservacion (Anexo 2).

Posteriormente se procedio al preinoculo la cepa de E. coli DH10B en 10 mL de medio LB
que se cultivaron en orbital durante 16 horas a 37°C y 250 rpm. A continuacion, el cultivo
se repartio entre 4 matraces Erlenmeyer, con 100 mL de medio LB cada uno, y se
mantuvieron en incubacion hasta que alcanzaron una absorbancia a 630 nm mayor de 0.4.
Una vez alcanzado este valor, el contenido de los matraces se trasvaso a tubos de centrifuga
de 50 mL que se mantuvieron en hielo durante 30 min. Tras esto, se centrifugaron a 2800 x
g a 4°C durante 5 min. Todas las manipulaciones que se realizaron a partir de este momento
siempre se hicieron en frio. Se elimind el sobrenadante y se resuspendieron los pellets
formados en 1 mL del tampdn de trituracion anteriormente preparado. Posteriormente, se
afiadieron 30 mL adicionales de tampdn de trituracion a cada tubo Falcon. Se realizé una
segunda centrifugacion de 7 min a 2800 x g, 4°C y tras la eliminacion de los sobrenadantes
se resuspendid el pellet en 4 mL de tampon de conservacion. Para su preservacion, se dividid
el cultivo obtenido en alicuotas de 400 uL en microtubos que se almacenaron a -80°C hasta
su utilizacion.

El proceso de transformacion de las bacterias E. coli DH10B se llevé a cabo por choque
térmico. Para ello se descongelaron dos alicuotas de bacterias, una de ellas para adicionarle
el ADN plasmidico de interés y la otra para utilizarla como control del proceso. En primer
lugar, se descongelaron las bacterias durante 30-40 min en hielo y se afiadié una cantidad
de ADN plasmidico de entre 40-50 ng. Para la realizacion del choque térmico se incubaron
30 min en hielo, 1,5 min a 42°C y por Gltimo 2 min en hielo de nuevo. Finalmente, se
adicion6 1 mL de medio LB y se incubaron en orbital 1 hora a 37°C y 250 rpm. Una vez el
cultivo hubo crecido, se centrifugé a 2800 x g 5 min, se retird el sobrenadante y se
resuspendieron en 200 uL de medio para realizar una siembra por agotamiento en placas de
LB-agar suplementado con ampicilina (100 ng/mL) como medio de seleccion. Estas placas
se incubaron en estufa 24 h a 37°C para permitir el crecimiento de colonias, de las cuales se
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seleccionaron 4 que se inocularon mediante un asa de siembra en 5-12 mL de medio LB con
ampicilina para, tras 24 h de incubacion (37°C, 250 rpm), extraer el ADN plasmidico.

3.1.4. Extraccion y cuantificacion de ADN plasmidico

Para la obtencion de pequefias cantidades de ADN vy la purificacion de plasmidos de un
tamafio superior a 10 kb se utilizo el kit FavorPrep™ Plasmid Extraction Mini Kit
(Favorgen Biotech) (designado posteriormente como Mini kit), siguiendo las instrucciones
del fabricante y utilizando volimenes de cultivo de entre 5-12 mL. Por otra parte, también
se hizo uso del kit FavorPrep™ Plasmid Extraction Midi Kit (abreviado como Midi kit)
para obtener mayores cantidades de los plasmidos de pequefio tamafio (pMD2.G y pBABE-
puro-YFP) partiendo de 120 mL de cultivo bacteriano.

Para la cuantificacion del ADN obtenido se hizo uso de un espectrofotometro Nanodrop-
1000 (Thermofisher), analizando la absorbancia, de 1,5 pL de muestra, a una longitud de
onda (1) de 260 nm para su cuantificacion y a 280 nm y 230 nm para determinar su pureza.

3.1.5. Electroforesis de ADN en gel de agarosa.

La realizacion de geles de agarosa tuvo como objetivo la comprobacion de la existencia del
plasmido de interés en las diferentes colonias escogidas de las placas con medio de seleccién
tras el proceso de transformacion. Se prepararon geles de agarosa (Scharlau) con un
porcentaje de entre el 1-0.5%, dependiendo del tamafio del plasmido, en 30 mL de tampdén TBE
(Tris-Borato-EDTA) que se calent6 para permitir la completa disolucion de la agarosa. Una vez
la disolucion se hubo atemperado se afiadieron 3 uL del compuesto Lumiprobe dsGreen
(Lumiprobre) para el marcaje del ADN. Cuando la agarosa hubo gelificado, para el proceso de
carga de las muestras, se utilizé6 un tampén de carga 10X (Promega) que se mezclé con la
muestra para cargar un volumen final de 10 uL por pocillo. Asimismo, se incorporo el marcador
de peso molecular 1 kD DNA Ladder (Takara Bio). La electroforesis horizontal se realiz6 en un
dispositivo Mini-Sub® cell GT cell (BioRad) durante 1 hora'y 15 min, a 90V y 0,4 A. Para la
visualizacion de los geles se us6 un transiluminador Gel Doc Xr (BioRad).

3.2. Cultivos celulares

3.2.1. Lineas celulares
Se han utilizado varios tipos de lineas celulares humanas en el desarrollo de este trabajo:

- Lineas de adenocarcinomas de colon y recto: HCT-116 (ATCC® CCL-247™), HT29
(ATCC® HTB-38™), Caco2 (proporcionada por la Dra. Anabel Alcalde, de la Facultad
de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza), SK-CO-1 y DLD-1 (estas dos ultimas
cedidas por el Dr. Gabriel Gil del Institut Hospital del Mar d'Investigacions Mediques).
Todas ellas caracterizan por un crecimiento adherente en forma de monocapa.

- La linea celular NK-92®, suministrada amablemente por el grupo del Dr. Pablo
Menéndez (Laboratorio del Instituto Josep Carreras), son células NK procedentes de un
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linfoma maligno no Hodgkin. Crecen en suspension, generando agregados
multicelulares esféricos.

- Linea celular Jurkat clon E6-1 (ATCC® TIB-152™) obtenida de una leucemia aguda
de linfocitos T. Crecen en suspension, con una elevada tasa de crecimiento y son
facilmente transfectables mediante lentivirus y retrovirus.

- Linea celular empaquetadora 293T (ATCC® CRL-3216™) procedentes de tejido
embrionario hepatico (HEK-293) y modificadas con el antigeno-T largo del SV40 (virus
40 vacuolado del simio), que permite la replicacion episomal de plasmidos que porten
el origen de replicacion del virus SV40.

- Linea celular empaquetadora GP2-293 (cedidas por el grupo del Dr. Alberto J.
Schuhmacher del Centro de Investigacion Biomedica de Aragon) derivada también de
la linea HEK-293 que ha sido modificada genéticamente para expresar de forma estable
los genes esenciales para la produccion viral gag y pol.

- Linea celular MCF7 (ATCC® HTB-22™) cuyo origen es un adenocarcinoma de tejido
mamario. Son células de tipo epitelial que se caracterizan por un crecimiento adherente.

- Linea celular K-562 (proporcionadas por el grupo del Dr. Miguel Lépez Botet del
Institut Hospital del Mar d'Investigacions Mediques) obtenida de una leucemia
mielégena aguda y caracterizadas por mostrar una elevada sensibilidad a la accion de
las células NK ya que carecen de la expresion de MHC.

- Linea celular R69 de origen linfoblastoide de tipo B y transfectada con el virus Epstein-
Barr, cedidas amablemente por el Doctor Jose Antonio Lopez Castro (Centro de
Biologia Molecular Severo Ochoa).

3.2.2. Mantenimiento de los cultivos celulares

Dependiendo del tipo celular, las caracteristicas del mantenimiento del cultivo se adaptaron
a cada una de las lineas. En el caso de las células de CCR, MCF7, 293T y GP2-293, todas
ellas se cultivaron en medio DMEM (Gibco) suplementado al 10% (v/v) con suero fetal
bovino (SFB) (Sigma), 1% de GlutaMax 2 mM (Sigma) y antibidticos (estreptomicina 100
ug/mL y penicilina 100 U/mL (Sigma)), lo que posteriormente sera designado como DMEM
completo. Cada dos o tres dias se realizaron subcultivos de las lineas, dependiendo de su
tasa de division. Al tratarse de células adherentes, se aplic6 una mezcla de
tripsinas/EDTA(Sigma) durante 5-10 min para el despegado de las células. Tras esto, se
adiciono medio de cultivo con suero, para neutralizar la tripsina, se centrifugaron a 500 x g
5 min y se descart6 el sobrenadante. Por Gltimo, se resuspendieron en su medio de cultivo
y se sembraron a la densidad deseada.

En lo que respecta a las lineas en suspension, la linea celular NK-92 se cultivé en medio
oaMEM (Gibco) suplementado al 12.5% con SFB, 12.5% suero de caballo (Sigma), 1% de
Glutamax 2 mM e IL-2 (100 U/mL) (Sigma) (¢MEM completo). Por ultimo, las lineas
celulares K-562, R69 y Jurkat se mantuvieron en medio RPMI 1640 (Gibco) suplementado
al 10% con SFB y 1% de Glutamax 2 mM (RPMI completo).
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Todas las lineas celulares se cultivaron en frascos de cultivo de 25 cm? de forma rutinaria
con 5 mL de medio de cultivo para las células adherentes y entre 5-10 mL para las de
crecimiento en suspension.

En todos los casos, los cultivos se mantuvieron en un incubador termostatizado a 37°C, con
saturacion de humedad y una atmosfera controlada de CO. del 5%. Todas las
manipulaciones de los cultivos se llevaron a cabo en campana de flujo laminar vertical
(Telstar Bio All), en condiciones de esterilidad.

3.2.3. Congelacion y descongelacién de células

Las diferentes lineas celulares se congelaron para su almacenamiento a -80°C en criotubos.
El volumen congelado en todos los casos fue de 1 mL de medio de cultivo suplementado al
10% con dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma), como agente para mejorar la criopreservacion,
y con una densidad aproximada de 2-10° cel/mL para las lineas celulares adherentes y de
5-10° cel/mL para las células en suspension.

La descongelacion se realizd mediante la adicién gradual de 10 mL del medio de cultivo
atemperado correspondiente, para, posteriormente, proceder a la centrifugacion de la
suspension celular durante 5 min a 90 x g. Por dltimo, se elimin6 el sobrenadante y se
resuspendid el pellet de células en un volumen reducido de medio completo (3-4 mL).

3.2.4. Contajey determinacion de la viabilidad celular

Para la determinacion de la densidad y la viabilidad celular se uso la tincién con el colorante
Azul de tripano. Este método se caracteriza porque las células muertas o con su integridad
de membrana comprometida, quedan coloreadas de azul, mientras que las células viables
permanecen incoloras. Se mezclaron 50 uL de cultivo celular con 50 pL de este colorante
para posteriormente depositar la disolucion sobre una cdmara de Neubauer que se observo
al microscopio éptico (Optiphot, Nikon).

El nimero de cuadrantes completos contados se escogio de tal modo que se intentasen, al
menos, cuantificar 100 células totales.

3.2.5. Cultivos celulares en 3D. Generacion de esferoides

Para generar cultivos en 3D se ha usado la técnica de la gota colgante. Consiste en la
formacion de gotas de medio de cultivo suplementado con metilcelulosa, un polimero
hidrofilo que aumenta la densidad del medio, permitiendo asi que las gotas depositadas
puedan mantenerse de forma invertida, sin derramarse. Esta configuracion permite que las
células localizadas en el interior de la gota se aglutinen en el extremo inferior por gravedad
formando un cultivo 3D denominado esferoide.

Para ello, se dispusieron en un tubo de centrifuga de 15 mL una mezcla que compuesta por
un 20 % de Methocell™ (6 g de metilcelulolsa (Sigma) en 500 mL de DMEM) y un 80%
de medio DMEM completo que contiene el nimero de células adecuado para que la
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densidad final sea de 30.000 cel/mL. Se homogeneiz6 bien la mezcla y con una pipeta
multicanal se depositaron gotas de 30 pL sobre la tapa de una placa Petri de 100 mm,
quedando invertidas. El fondo de la placa se llen6 con agua estéril para evitar la excesiva
evaporacion.

Tras 48 horas de cultivo, los esferoides estuvieron formados y se pudieron recoger para
realizar los ensayos correspondientes.

3.3. Obtencidn y expansion de células mononuclares de sangre periférica humana

Este procedimiento se realizd con el objetivo de aislar células mononuclares de sangre
periférica (PBMCs) de muestras de donantes que se obtuvieron del Banco de Sangre y
Tejidos de Aragon con la aprobacion del Comité Etico de Investigacion Clinica de Aragon
(CEICA).

3.3.1. Aislamiento y cultivo

La obtencion de los PBMCs de la muestra sanguinea se hizo mediante separacion por
centrifugacion en gradiente de densidad. Para ello, la sangre, previamente diluida en PBS,
se afiadio sobre un volumen equivalente de Ficoll-Paque (Ge Healthcare) de forma suave
para evitar la mezcla de las fases. Tras esto, se centrifugd a 500 x g durante 30 min sin freno
y se recogio el anillo de células creado en la interfase generada entre el Ficoll y el plasma
sanguineo. Las células aisladas se lavaron con PBS y se determind su densidad celular. Se
sembraron 3x10® PBMCs y 3x10° células estimuladoras (o feeder) inactivadas (proceso de
inactivacion descrito posteriormente) en un frasco de 25 cm? con 3 mL de medio RPMI
1640 al 10% de SFB decomplementado y suplementado con 100U/mL de IL-2 y 5 ng/mL
de IL-15.

Tras 7 dias de cultivo, se analiz6 la densidad celular y se ajusto el volumen de cultivo para
obtener siempre una densidad de cultivo de 10° cel/mL. Asimismo, se renovaron los
estimulos de interleuquinas y células estimuladoras, manteniendo siempre las siguientes
concentraciones/proporciones: relacion 1:10 R69:PBMCs, 100 U/mL IL-2 y 5 ng/mL de IL-
15. La renovacion de los estimulos se realizo cada 3 dias, hasta el dia 21.

3.3.1.1 Proceso de inactivacién de las células estimuladoras R69

La adicion de estas células al medio de cultivo va a permitir la activacion y expansion de la
poblacion de células NK contenida en los PBMCs aislados. En primer lugar, se aislo el
nimero de celulas adecuado, dependiendo del volumen de cultivo de PBMCs, se
centrifugaron a 500 x g durante 5 min y se descartd el sobrenadante. Seguidamente, se
afiadio 1 mL de medio RPMI 1640 con 50 pL de una disolucion de Mitomicina-C (Sigma)
a una concentracion de 0.5 mg/mL (para un nimero de células menor a 107). La eliminacion
total del sobrenadante en el paso previo es crucial dado que el SFB inactiva a la Mitomicina-
C. Las manipulaciones se han de hacer en oscuridad porque la Mitomicina-C es fotosensible.
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Tras 90-120 minutos de incubacion en estufa a 37°C, las celulas se lavaron con 15-20 mL
de medio RPMI 1640 suplementado al 10% con SFB para inactivar la Mitomicina-C.
Posteriormente, se adicionaron 15-20 mL de medio RPMI completo y se incubaron de nuevo
durante 40 min a 37 °C. Por dltimo, se centrifugaron (500 x g, 5 min), se descartd el
sobrenadante y se resuspendieron el volumen deseado de medio completo.

3.3.2. Separacion de poblaciones celulares mediante MACS®

Para el aislamiento de la poblacién de células CD56" (células NK y NKT) se utilizaron
anticuerpos especificos contra esta proteina conjugados a microesferas magneticas. Esto
permite la seleccion de la poblacion celular deseada al hacerla pasar a través de columnas
metalicas en el interior de un campo magnético. Tanto las columnas como los anticuerpos
utilizados fueron adquiridos de Miltenyi Biotec.

Se elimind el medio de cultivo de las células a separar por MACS y se incubaron con 20 puL
de anticuerpo anti-CD56 disuelto en 80 uL de tampon MACS (Anexo 2), por cada 10’
células a separar, durante 15 min a 4°C. Tras esto, las células se lavaron con tampén MACS
y una vez resuspendidas en 1 mL de este tampdn, se pasaron a través de la columna
previamente humedecida y conectada al separador. A continuacion, la columna se lavd tres
veces, se extrajo del separador y se hizo pasar nuevamente tampén MACS para eluir las
células CD56" que se habian adherido a la columna.

3.3.3. Caracterizacién de las poblaciones celulares

Para determinar la proporcién de los tipos celulares en el cultivo de PMBCs se utiliz6 la
citometria de flujo. Para la caracterizacion se hizo un marcaje de las proteinas CD3 y CD56
mediante anticuerpos especificos, de tal modo que permitié definir la proporcién de células
CD3* CD56, (linfocitos T), CD3  CD56" (células NK) y CD3* CD56" (células NKT). La
pareja de anticuerpos utilizados para el marcaje fue: CD3 VioGreen y CD56 PerCP-Vio 700
ambos adquiridos en Miltenyi Biotec.

Se aislaron 150.000 células del cultivo a caracterizar, se les retird el medio y se incubaron
con 1 ul de cada anticuerpo en 50 uL de PBS al 5% SFB durante 15 min a 4°. Tras esto, se
lavaron con PBS, fijaron con 150 uL de paraformaldehido (PFA) (Sigma) al 1% y se
analizaron en un citometro analizador Gallios (Beckman Coulter).

3.4. Transfecciéon de células empaquetadoras

Estos experimentos se realizaron para probar distintos protocolos y asi determinar el método
de transfeccion de las lineas empaquetadoras. Puesto que el objetivo era valorar la eficiencia
del proceso, unicamente se hizo uso de plasmidos con gen reportero.

3.4.1. Transfeccion mediante el método de fosfato de calcio con el tampdn HBS
En placa de 6 pocillos se sembraron 300.000 celulas GP2-293 por pocillo en 3 mL de medio

DMEM completo. Una vez las células se hubieron pegado se sustituyo el sobrenadante por
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medio fresco suplementado con 7.5 pl de cloroquina (10 mM) (Sigma). Se mezclaron 3 pg
del plasmido con YFP con 15 pL de CaCl, (Panreac) 2 mM y se completd el volumen hasta
120 pl con H20 miliQ estéril. Posteriormente se mezcld la preparacion anterior con 120 pL
de HBS (2x) burbujeando con la pipeta durante 15 s. Por ultimo, se adicion6 la mezcla sobre
el cultivo gota a gota sobre la placa y tras 14 horas se cambi6 el medio de cultivo.

3.4.2. Transfeccidn con el reactivo PEI

El protocolo es analogo al descrito en el punto 3.4.1 salvo por la mezcla de transfeccion. En
este caso, a los 3 pg de plasmido con YFP se adicionaron 10 uL de polietilenimina (PEI)
(Img/mL) (Sigma) y 125 uL de DMEM sin suero. Tras incubar 15 min a temperatura
ambiente se afiadid al cultivo gota a gota y se continu6 de manera idéntica al anterior.

3.5. Transfeccién lentiviral para la obtencion de lineas celulares estables.

3.5.1. Produccion de particulas virales

En base a los resultados obtenidos con los experimentos del apartado 3.4, se selecciond la
transfeccion con PEI como método de referencia para la obtencion de particulas virales.
Para este proceso se utilizaron placas de Petri de 100 mm con el objetivo de maximizar la
produccion viral. Se sembraron 3.5x10° células 293T o GP2-293 en medio DMEM
completo y se mantuvieron en cultivo hasta su completa adherencia y una confluencia del
50-60%. Tras esto, se cambio el medio de cultivo por 10 mL de medio DMEM completo
sin antibidticos suplementado con 25 uL de cloroquina (10 mM). Seguidamente se prepard
la mezcla de transfeccion utilizando PEI en la amplia mayoria de los casos. Se mezclaron 5
ug de psPax2, 2,5 ug de pMD2.G con el plasmido de transferencia de interés en diferentes
cantidades segun su peso molecular: 5 ug para pPBABE-puro YFP y 7 ug en el caso de pHIV-
Luc-ZsGreen y pCCL-MUCL. Sobre la mezcla de plasmidos se adicionaron 40 pL de PEI
(1 mg/mL) y 500 uL de DMEM sin suero. La preparacion se agitdo mediante un VVortex y se
incubd a temperatura ambiente durante 15 min. Tras esto se adiciond gota a gota sobre la
placa con las células empaquetadoras manteniéndose en cultivo durante una noche, tras lo
cual se retird el medio de transfeccién y se sustituyd por DMEM completo. Una vez
realizado este paso, la placa se mantuvo en cultivo durante 48-72 horas en estufa.

El sobrenadante de la placa contiene las particulas lentivirales por lo que para recogerlas
basta con aspirarlo. Para eliminar los restos celulares se centrifugd el sobrenadante a 500 x
g durante 10-5 min y/o se filtr6 a través de filtros de 0.22 um de didmetro. Para la
conservacion de la suspension de virus, en el caso de no utilizarse inmediatamente, puede
mantenerse a 4°C durante no mas de una semana y para tiempos superiores a -80°C.

La eficacia de la transfeccion se determind mediante citometria de flujo y/o microscopia
oOptica de fluorescencia (Olympus 1X81).

Dependiendo del uso posterior de la suspension viral, se utilizo el concentrador Lenti-X
Concentrator (Takara Bio) de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Especialmente
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se hizo uso de este recurso para la posterior infeccidn de células en suspension, ya que, de
este modo, ademas de concentrar las particulas virales en un menor volumen, se pudo
realizar la infeccion en el medio de cultivo éptimo para cada tipo celular.

3.5.2. Infeccion lentiviral de células eucariotas

Dependiendo de las caracteristicas de la linea celular a infectar el método a utilizar fue
diferente:

- Lineas adherentes. En placas de 24 pocillos se sembraron 100.000 células en 1 mL de
medio de cultivo. Se dejaron adherirse al fondo y tras esto se adiciono la suspension de
virus suplementada con polibreno (Thermofisher) a una concentracion final de 8 ug/mL

- Lineas en suspension. Se utiliz6 el método de spin infection en placa. Para ello se
sembraron entre 100.000 y 150.000 células por pocillo en una placa de 24 al igual que
anteriormente. Posteriormente se afiadid la suspension viral y se suplement6 la mezcla
con 8 pug/mL de polibreno o protamina (Sigma), dependiendo de los casos. La placa se
centrifug6 a 1900 x g durante 1 hora 30 min y se mantuvo en cultivo durante una noche
para posteriormente afiadirles medio fresco a las células.

Los volimenes y cantidades de células sembradas fueron susceptibles de variacion en
funcion de los experimentos a realizar. En el apartado 4 se especifican las condiciones
precisas de cada uno de los procesos de infeccion realizados, junto con sus correspondientes
resultados. La eficiencia del proceso se cuantifico mediante citometria de flujo tras 48-72
horas de cultivo.

3.5.3. Seleccidn de lineas celulares estables mediante dilucion limite

Con el objetivo de obtener una linea celular transfectada de forma estable con el gen de
interés, se recurrio a la técnica de dilucion limite. La utilizacion de este procedimiento fue
necesaria porque Unicamente un determinado porcentaje del cultivo celular modificado
expresa el gen deseado. Para ello se utilizaron dos placas de 96 pocillos en las que se
sembraron 100 uL por pocillo. Se hicieron diluciones seriadas del cultivo original
transfectado hasta obtener una densidad celular de 5 cel/mL (20 ml aproximadamente). El
calculo se hizo de tal manera que unicamente pudieran caer en un pocillo ninguna o una
célula, por lo que se estima que el nimero de células deseadas es la mitad de los pocillos a
rellenar. Tras 2 semanas de cultivo en la estufa se observaron algunas colonias que se
trasvasaron progresivamente a mayor volumen de cultivo hasta llegar a frascos de 25 cm?.

3.6. Caracterizacién de la expresién superficial de la glicoproteina MUC1 en diferentes

lineas celulares

El fenotipado de las lineas de cancer colorrectal segln su expresion de MUC1 se llevé a
cabo mediante citometria de flujo. Para ello se realiz6 el marcaje de las lineas celulares con
dos anticuerpos especificos anti-MUC1.: el clon HMPV (Miltenyi Biotec), que reconoce el
epitopo del core de la proteina APDTR, y el clon SM3, con afinidad por el antigeno Tn de
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MUCL1 (Santa Cruz Biotechology). Ambos anticuerpos son del isotipo IgG1 de raton y
conjugados a FITC. Se us6 un isotipo IgG1 como control.

Para el proceso de marcaje se aislaron 120.000 células a las que se les retir6 el medio de
cultivo y se resuspendieron en 50 ul de PBS suplementado al 5% con SFB. Se afiadié 1 puL
del anticuerpo correspondiente y se incubaron las muestras 15 min en oscuridad a 4°C. Tras
esto, las células se lavaron con 150 ul de PBS al 5% de SFB y, por ultimo, se fijaron con
150 pl de una disolucion de PBS con PFA al 1%.

3.7. Evaluacién de la citotoxicidad in vitro de la linea NK-92 frente a diferentes lineas

celulares tumorales.

3.7.1. Marcaje de la linea celular NK-92 mediante la sonda eFluor670

La realizacion de este marcaje previo de las células efectoras tuvo como objetivo poder
diferenciarlas de la poblacién diana en el posterior analisis por citometria de flujo.

Se aislaron entre 2-3x10° células NK-92 del cultivo, se retir6 el medio y se resuspendieron
en 1 mL de PBS al 5% de SFB sobre el que se adicioné 1 mL de la misma disolucién con
1.2 uL de la sonda eFluor670 (5 mM). Las células se incubaron durante 10 min a 37°C y
posteriormente 5 min a 4°C. Tras esto se centrifugaron 5 min a 500 x g para retirar la
totalidad del sobrenadante. Posteriormente se lavaron con 10 mL de PBS y se dejaron en
estufa durante 40 min en 12 mL de medio aMEM completo. Por ultimo, se centrifugaron,
se retiro el sobrenadante y se resuspendieron en el volumen de medio deseado.

3.7.2. Citotoxicidad in vitro en cultivos 2D

Se determino la actividad citotoxica de la linea celular NK-92 frente a células adherentes
(HCT-116, HT29, SK-CO-1, Caco2, MCF7) y en suspension (K-562). Las células
adherentes se sembraron 24 horas antes del ensayo para permitir su fijacion al plastico. Se
utilizaron placas de 96 pocillos de fondo plano, agregando un total de 20.000 células
diana/pocillo en un volumen de 100 puL de medio. Antes de agregar las células NK marcadas
se cuantifico la cantidad de células en los pocillos mediante tripsinizado y contaje por azul
de tripano. Una vez contabilizado, se agregaron las células NK-92 correspondientes a cada
pocillo en ratios (célula NK-92:diana) 9:1, 6:1, 3:1, 1:1, 0.5:1. Ademas se dejaron dos
pocillos como control, tnicamente con las células diana.

En el caso de las células en suspension, se sembraron justo antes de comenzar el ensayo en
placas de 96 pocillos de fondo redondo y se procedié de manera analoga al proceso anterior.

Tras 4 horas de incubacion en estufa, se recogieron los sobrenadantes de todos los pocillos
y se tripsinizaron las células diana, juntdndose con los sobrenadantes previamente
recogidos. En el caso de las células en suspension se procedio de forma analoga, omitiendo
el proceso de tripsinizado.
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Por ultimo, se llevo a cabo al marcaje de muerte celular mediante Anexina V-FITC y 7-
aminoactinomicina D (7-AAD). Para ello, a las células resultantes de cada condicion, libres
de sobrenadantes, se les agregaron 100 pL de tampdn de Anexina (Anexo 2) con 1,5 uL de
Anexina V-FITCy 1 uL de 7-AAD, se incubaron 10 min y se analizaron por citometria de
flujo.

3.7.3. Citotoxicidad in vitro en cultivos 3D

En este ensayo Unicamente se utilizaron las lineas celulares HT29 y HCT-116 debido a su
capacidad para generar facilmente esferoides mediante el método de la gota colgante
(apartado 3.2.5).

Una vez los esferoides estuvieron formados, se tripsinizaron al menos dos de ellos, por
separado, para determinar el nimero de células que lo componian y, en funcién de este dato,
se recogid el numero de esferoides correspondientes para obtener entre 20.000 y 30.000
células por pocillo. Se sembraron los esferoides en una placa de 96 pocillos de fondo
redondo, en un volumen de 100 puL de medio DMEM completo. Tras comprobar por
microscopia optica que el numero de esferoides era idéntico en todos los pocillos, se
agregaron las células NK-92 marcadas con la sonda eFluor670 a ratios 9:1, 6:1, 3:1, 1:1
(célula NK-92:diana), dejando siempre uno o dos pocillos como control, sin células
efectoras. Tras 24 horas de co-cultivo, se recogieron los sobrenadantes y se tripsinizaron los
esferoides. Posteriormente se cuantificd la muerte celular mediante marcaje con anexina-
FITCy 7-AAD.

De forma paralela a este ensayo, se sembraron también cultivos 2D con las mismas células
diana con el objetivo de afiadir sobre ellos células NK-92 a diferentes ratios (3:1, 1:1, 0.5:1
y 0.25:1 (célula NK-92:diana), para verificar la citotoxicidad de la linea y poder realizar
analisis comparativos con el 3D. Este procedimiento se llevo a cabo de manera anéloga al
detallado en el apartado 3.7.2, salvo porque el periodo de co-incubacién fue de 24 horas.

3.8. Cuantificacién de la produccién de TGF-B1 en lineas celulares de cancer colorrectal

Para la cuantificacion de la produccion de TGF-B1 en las diferentes lineas celulares se
utilizé el kit de ELISA TGF- g1 Human/Mouse Uncoated de ThermoFisher Scientific. Con
el objetivo de alcanzar una concentracion en el sobrenadante del cultivo cuantificable por
este método, se realizo el proceso descrito por Kuczynski et al.(60). Se sembraron células
de las diferentes lineas en placas de Petri de 100 mm y se cultivaron en medio completo
hasta alcanzar un estado de superconfluencia. En este momento, se retird el medio de
cultivo, se lavo la placa con PBS tres veces y se agreg6 el minimo medio DMEM sin SFB
(3.5 mL) para cubrir la placa pero evitando la dilucion del TGF-B1. Tras 48 horas de cultivo,
se recogieron los sobrenadantes y se centrifugaron a 500 x g durante 5 min para eliminar
los restos celulares. Las muestras de sobrenadantes se almacenaron a -80°C hasta el
momento de realizacion del ELISA. Ademas, se contabilizd el nimero de células totales en
las placas en el momento de la recogida de sobrenadantes.
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La realizacién de la cuantificacion mediante ELISA se hizo siguiendo las especificaciones
del fabricante. Las muestras se trataron mediante la adicién de HCI 1 N con el objetivo de
activar el TGF-B1 latente a la forma inmunorreactiva siguiendo las instrucciones del kit.
Ademas, se utilizd una disolucion de TGF- B1 recombinante de concentracion conocida
como control del experimento.

4. Resultados

4.1. Amplificacién y purificacion de plasmidos

Con el proposito de obtener el ADN plasmidico necesario para la realizacion de los
diferentes experimentos de transfeccion, se transformo la cepa de E. coli DH10B. El proceso
de transformacion fue llevado a cabo con éxito en todos los casos, obteniéndose abundantes
colonias en la placa sembrada a partir del vial al cual se habia afiadido el ADN de interés y
ninguna en el vial de control.

Se seleccionaron 4 colonias de cada uno de los plasmidos y se crecieron por separado para
realizar una extraccion de su ADN plasmidico para comprobar, por electroforesis en gel de
agarosa, la presencia del mismo. En todos los casos, la resistencia adquirida al medio de
seleccidn fue debida a la incorporacion del plasmido de interés, ya que contienen un gen de
resistencia al antibiotico de seleccion utilizado (ampicilina). De este modo se descarto que
la adquisicion de un fenotipo resistente hubiera sido por el desarrollo de mutaciones
espontaneas.

Tras la siembra de colonias en medio liquido, se realizaron las correspondientes
extracciones de ADN plasmidico mediante kits comerciales, obteniéndose los resultados
resumidos en la Tabla 2.

32



Tabla 2. Caracterizacion de la extraccion de ADN plasmidico. La columna Kit hace referencia a el material utilizado
para la extraccion: Midi = FavorPrep™ Plasmid Extraction Midi Kit y Mini = FavorPrep™ Plasmid Extraction Midi Kit.

Plasmido Concentracion (ng/pL) Azsol Azgo Aosol Azzo Kit
pMD2.G 1370,4 1,87 2,28 Midi
psPAX.2 29,5 1,76 1,61 Midi

76 1,85 2,06 Midi

340,7 2 1,52 Mini

447,6 1,98 1,37 Mini

pBABE-puro-YFP 1797,2 1,87 2,19 Midi
pHIV-Luc-ZsGreen 365,7 1,85 1,52 Mini
3814 1,83 1,46 Mini

pCCL-MUC1 208 1,88 1,2 Mini
367,7 1,82 1,45 Mini

Para los plasmidos de menor tamarfio, pMD2.G y pBABE-puro-YFP, la extraccion por Midi
kit funciond con un buen resultado, obteniéndose una alta concentracion en los 300 pL del
volumen de elucion. Sin embargo, cuando se procedio a la extraccion del plasmido psPAX.2
con Midi kit se pudo observar como el rendimiento no era el esperado en ninguna de las
ocasiones. En consonancia, se decidio utilizar el Mini kit para la obtencion de los plasmidos
de mayor tamafio (psPAX.2 y pCCL-MUC1) ya que, a pesar de conseguir un menor
volumen por extraccion (100 uL), la concentracion y la pureza obtenidas eran mucho
mejores.

La relacion Azeo/Azeo €s utilizada para determinar la contaminacion con ARN y/o proteinas,
considerandose los valores entre 1,8 y 2 como Optimos. En el caso de que sea >2 es
indicativo de una contaminacion por ARN y si, por el contrario, es <1,8 sefiala la presencia
de proteinas o fenoles. Como se puede ver en la Tabla 2, la pureza de las extracciones
realizadas fue adecuada, sin contaminaciones por estos compuestos. En el caso de la relacién
Az60/A230 Se considera como 6ptimo un valor de entre 2 y 2,2, mientras que resultados
menores pueden ser indicativos de la presencia de carbohidratos, fenoles, sales caotropicas
u otros compuestos que absorban a 230 nm. La Tabla 2 refleja que los resultados obtenidos
con los Midi kits estan dentro del rango 6ptimo ya que se eluyeron con agua miliQ. Sin
embargo, en el caso de las extracciones con Mini kits, los valores son muy inferiores. Esto
es debido a que para la elucidn se usé la solucion “Elution buffer” proporcionada en el Kit,
cuya composicion es desconocida pero probablemente contenga sales u otras moléculas que
absorban a 230 nm por lo observado en estos resultados.
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4.2. Evaluacion de protocolos de transfeccion de células empaquetadoras

Con el objetivo de valorar cual de los dos métodos de transfeccion analizados en este trabajo
(Caz(POa4)2 0 PEI) era el méas adecuado para los experimentos posteriores de produccion
lentiviral, se realiz6 un ensayo comparativo para evaluar su eficacia y efectos sobre la
poblacion de células empaquetadoras. Para ello, se adiciond la misma cantidad del plasmido
pBABE-puro-YFP con su correspondiente agente de transfeccién sobre las células
empaquetadoras GP2-293 vy, tras 72 horas, se analizaron los resultados por microscopia
Optica de fluorescencia y citometria de flujo.

La eficiencia del proceso de transfeccion, segun los datos obtenidos por citometria de flujo
(Figura 6.A/B), es mayor utilizando Caz(POs)., estableciéndose diferencias significativas
entre ambos métodos. No obstante, a pesar de que el precipitado de Caz(POa4)2 esta descrito
como un agente para la transfeccion menos tdxico que el PEI, en los experimentos realizados
se detect6 una elevada toxicidad en todas las ocasiones.

Asimismo, también se obtuvieron imagenes por microscopia optica de fluorescencia que
corroboraron los datos obtenidos por citometria de flujo. En la Figura 6.C se puede observar
como las células transfectadas con Cas(POas)2, muestran una elevada intensidad de
fluorescencia pero tienen una forma irregular y se encuentran despegadas del fondo, lo que
es caracteristico de una célula apoptdtica o muerta. Este efecto citotoxico no se observa en
la transfeccién con PEI. Ademas, la diferencia de densidad del cultivo es considerable, tal
y como puede observarse al comparar las imagenes de la Figura 6.C, a pesar de sembrar la
misma cantidad inicial de células.

En consecuencia, en base a los resultados obtenidos, se decidié seleccionar el PEl como
método de transfeccion de referencia.
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A Control Cas(P0a)2 PEI
199,7 0,32 2,87 97,8

SSC

Método Eficiencia

media (%)

Cay(PO,), | 97,23+0,40

PEI 77,93 £ 3,04

p < 0,001

Figura 6. Eficiencia de transfeccién de la linea empaquetadora GP2-293 con los agentes Cas(PQOas)2y PEI. (A)
Diagramas de puntos representativos de la eficiencia de cada uno de los compuestos utilizados para la transfeccion de
pBABE-puro-YFP tras 72 horas de cultivo. (B) Valores obtenidos en los diferentes experimentos de transfeccion con cada
uno de los métodos expresados como media + SEM. Se realizo el andlisis estadistico test t de Student.*** p<0,001
Cas(PO4)2n=3 PEI n=3. (C) Imagenes capturadas con el microscopio optico de fluorescencia de los cultivos transfectados
con pBABE-puro-YFP. C.1: transfeccion con Cas(POa)2 C.2: transfeccién con PELI.

4.3. Optimizacién de un protocolo de transfeccién para la generacién de lentivirus

Para optimizar el protocolo de fabricacion de particulas virales infectivas, se hizo uso del
gen reportero de la YFP para poder seguir de modo sencillo la eficacia de cada uno de los
procesos.

4.3.1. Confirmacion de la seleccion del agente de transfeccion de células

empaquetadoras

Para verificar que la seleccion del PEI como método de transfeccion de referencia habia
sido adecuada, se hizo una transfeccion de células empaquetadoras con todos los plasmidos
necesarios para la produccion de lentivirus, haciendo uso de ambos métodos (Caz(PO4)2 y
PEI). Las suspensiones virales obtenidas se utilizaron para infectar tanto células adherentes
(GP2-293) como células en suspension (Jurkat) y se evaluaron los resultados obtenidos.

El proceso de transfeccion de la linea empaquetadora funciond con una elevada eficacia, en
lo que respecta a numero de células fluorescentes, en ambos casos (Figura 7.A) Sin
embargo, tanto la densidad, como la viabilidad del cultivo transfectado usando Cas(PQOa4)2,
tal y como se esperaba, fue peor, al igual que se ha descrito en el apartado anterior.
Posteriormente se utilizaron 3 ml de suspension viral para la infeccion de 100.000 células
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GP2-293. En esta ocasion, se hizo evidente que la transfeccion mediante PEI para generar
particulas lentivirales infectivas es el método més adecuado (Figura 7.B). En el caso de la
infeccion de celulas Jurkat, se concentraron 6 mL de suspension viral y se realizd un
protocolo de spin infection con polibreno. Los resultados obtenidos (Figura 7.C). estan en
consonancia con lo observado en la infeccion de las células GP2-293. Esto es debido a que,
para que la produccidn viral sea eficaz, es necesario que las células empaquetadoras se
encuentren en un estado éptimo ya que si no se ve dréasticamente disminuida.

Control Caz(P0Oa4)2 PEI
A 95,7 0,3 . 0,2 99,8 5,9 94,1 Transfeccion de
células
w w o empaquetadoras
B - 99,5 0,5 13,45 96,5
- Infeccidn
- ) GP2-293
hy " 7 ; 7 7 ‘
C 29,2 70,8 885 91,2
Infeccidon Jurkat
5 . e
o
v

Figura 7. Eficiencia de infeccidn de las lineas celulares GP2-293 y Jurkat con los lentivirus producidos utilizando los
agentes Cas(POs)2 y PEI para la transfeccion de la linea empaquetadora GP2-293. (A) Transfeccion de la linea
empaquetadora GP2-293 con todos los plasmidos para la produccion lentiviral. (B) Infeccion de células GP2-293 con
los lentivirus obtenidos por ambos métodos. (C) Infeccion de células Jurkat con los lentivirus obtenidos usando ambos
agentes para la transfeccion de la linea celular empaquetadora. n=1 en todos los casos.

4.3.2. Seleccidon de la linea celular empaquetadora mas eficaz

Debido a la disponibilidad de dos lineas celulares empaquetadoras (293T y GP2-293), se
traté de identificar cual de ellas proporcionaba una mayor efectividad. Para ello, ambas
lineas se sembraron al mismo tiempo y densidad celular y se les adiciono6 el mismo volumen
de una mezcla de transfeccion. Posteriormente, se recogieron los sobrenadantes con las
particulas virales y se utilizaron para la infeccion de 150.000 células Jurkat, todo en las
mismas condiciones para eliminar cualquier diferencia en la eficacia en el proceso de
infeccion que no fuera asociada a la concentracion del lentivirus.
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Los resultados del experimento mostraron una mayor tasa de infeccion de las células Jurkat
por la exposicion a los virus producidos en la linea GP2-293 (Figura 8). Por ello, se
seleccionaron las células GP2-293 como linea celular empaquetadora de referencia para la
generacion de lentivirus. Estos resultados pueden ser explicados por el hecho de que, aunque
ambos tipos celulares derivan de la linea celular HEK-293, las células GP2-293 poseen en
su genoma los genes gag y pol integrados de forma estable, lo que hace que ya posean una
copia de estos genes previa al proceso de transfeccion. Para la generacion de lentivirus en
esta linea celular inicamente seria necesario aportar los genes de la envuelta y el plasmido
de transferencia con el ADN de interés. No obstante, se decidio transfectar siempre todos
los genes implicados en la formacidn de particulas lentivirales infectivas (psPax.2 +
pMD2.G + plasmido de transferencia) con el objetivo de incrementar la efectividad del
proceso.

Control 293T GP2-293

99,1 0,9 57,1 32,9 38,1 61,9

AO0 F00 600

oo

200

SSC

Figura 8. Expresion de YFP en la linea Jurkat tras la infeccion con lentivirus producidos por distintas células
empaquetadoras: 293T y GP2-293. La figura recoge los diagramas de puntos obtenidos en la infeccion de 150.000 células
Jurkat n=1.

4.3.3. Seleccién de policationes para el proceso de infecciéon

El sulfato de protamina y el polibreno son policationes que incrementan la eficiencia del
proceso de infeccion ya que neutralizan las repulsiones electrostéticas entre la envoltura del
virion y lamembrana de las células, debidas, especialmente, a la presencia de acidos sialicos
(61). Por lo tanto, permiten un mejor acercamiento entre las particulas virales y las células
diana.

A partir de un mismo sobrenadante de virus, se concentrd su contenido y se adiciono a partes
iguales sobre cultivos con 150.000 células Jurkat. Unicamente se verificé la accion de
ambos compuestos sobre células en suspension dado que el objetivo principal del desarrollo
de este trabajo es modificar células NK. Los resultados muestran (Figura 9) como el
polibreno es la mejor opcion, aunque el sulfato de protamina también obtiene una buena
eficacia. De acuerdo con estos datos, el polibreno sera el agente potenciador de la infeccion
utilizado como método de referencia, aunque, en aquellos experimentos donde se observe
elevada toxicidad derivada de su uso, el sulfato de protamina puede considerarse una buena
alternativa.
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Figura 9. Expresiéon de YFP en células Jurkat tras un proceso de infeccion lentiviral. Las particulas lentivirales
portadoras del plasmido pBABE-puro-YFP se emplearon para infectar 150.000 células Jurkat utilizando distintos
compuestos que incrementan la eficiencia del proceso (polibreno y sulfato de protamina). n=1.

4.4, Infeccidon de células NK-92

Tras haber optimizado el proceso de transfeccion viral tanto en células adherentes como en
células en suspension, se llevo a cabo la infeccion de la linea celular NK-92 con lentivirus
que contenian el gen para la expresion de YFP. En este caso, se estudiaron distintas
variaciones del protocolo previamente establecido en el laboratorio para los otros tipos
celulares. El andlisis de todos los resultados obtenidos mostré que se puede alcanzar una
rendimiento en la infeccion del 14-19% utilizando los 10 mL de suspension viral derivados
de una placa de cultivo de células empaquetadoras transfectadas (Figura 10.A).

No obstante, el proceso de infeccidn tiene un marcado efecto citotoxico para las células NK-
92 tal como demuestra la Figura 10.B. La poblacion seleccionada dentro de las regiones Ry
y R2 de las Figuras10.A y 10.B alberga las células NK-92 viables. Se puede observar como,
especialmente en el caso de la infeccién mostrada en la Figura 10.B, el porcentaje de eventos
registrados en el analisis dentro de la region desciende del 25,6% del cultivo control al 0,9%
en el infectado. No obstante, en el caso del experimento de la Figura 10.A esta disminucion
de la viabilidad no es tan acusada, detectandose una disminucion de la viabilidad del 16,7%
frente al 24,7% de la prueba de la Figura 10.B. La diferencia entre ambos experimentos de
infeccion unicamente fue el nimero de células inicialmente sembrado, siendo 200.000 en el
caso del ensayo de la Figura 10.A y 100.000 en el experimento de la Figura 10.B. Por ello,
a pesar de que ambos consiguieron unas eficiencias de infeccion similares (Figural0.C/D),
la siembra inicial de 200.000 células resulté mas adecuada.

La obtencion de una mejor viabilidad tras la infeccion del cultivo con una mayor densidad
celular quizé pueda atribuirse al modo de crecimiento de las células NK-92. Para que se
encuentren en estado Optimo requieren de una densidad de cultivo que les permita
facilmente formar agregados multicelulares.
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Figura 10. Expresion de YFP en la linea celular NK-92 tras la infeccion con lentivirus portadores de su gen. (A)
Diagramas de puntos pertenecientes a un cultivo de 200.000 células NK-92 infectadas, con su respectivo control. Los
diagramas de puntos de la parte inferior (YFP/SSC) estan referidos a la regiéon R:. n=1.(B) Diagramas de puntos de la
infeccion de 100.000 células NK-92. El porcentaje de infeccidn de este experimento fue del 14%. Rz contiene las células
NK-92 viables. n=1 (C) Histograma tras el proceso de infeccion de la seccion A, referido a la Region R1.(D) Histograma
relativo al experimento de la seccion B y referido a las células vivas de Rz2. IMF (intensidad media de fluorescencia)
expresada como la resta de la IMF del cultivo transfectado mediante lentivirus con YFP menos la IMF del control, en
ambos histogramas.

Se estudi6 otra manera de infectar las células NK-92 para intentar incrementar la eficacia
del proceso con un protocolo adaptado de Miah et al.(62). No obstante, se obtuvieron
resultados negativos tanto para las células NK-92 como para las Jurkat utilizadas como
control del experimento.

4.5. Aislamiento, expansion e infeccion de células NK primarias

Se realizé la expansion de células NK de sangre periférica de acuerdo a las especificaciones
detalladas en la seccion 3.3 de Materiales y métodos. A dia 14 se caracterizaron las
poblaciones linfocitarias para verificar que el proceso se hubiera desarrollado
satisfactoriamente. Como puede observarse en la Figura 11.A se produjo un incremento de
la poblacion de células NK en el cultivo como consecuencia de los estimulos aportados,
aumentando del 5,7% de los PBMCs recién purificados al 28,2% a dia 14. La realizacion de
este experimento tuvo como objetivo la obtencion de células primarias para, posteriormente,
poderlas someter a un proceso de infeccion con lentivirus portadores del gen de la YFP,
pudiendo asi, hacer un analisis comparativo con respecto a las lineas celulares.

Para el proceso de infeccion se siguié siempre el mismo esquema: se sembraron 120.000
células Jurkat, PBMC totales y células NK aisladas sobre las cuales se dispenso, repartido
a partes iguales, la cantidad total de virus obtenida de una misma placa previamente
concentrada. La infeccidn de células Jurkat se realizd como control interno del proceso. Para
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las células primarias fue imprescindible la suplementacién del medio con IL-2 e IL-15 en
las cantidades anteriormente descritas.

La infeccion se realizo a diferentes dias de la expansion (dia 7, 14 y 21) de los PBMCs. En
la mayoria de los casos, la evaluacion del cultivo por citometria de flujo evidencid que la
viabilidad del mismo se habia visto drasticamente comprometida por el proceso de
infeccion. Esto podia observarse por el hecho de que, en los diagramas de puntos FSC/SSC,
la poblacién de PBMCs o células NK aisladas desaparece de la region Ro, determinada
gracias a las células control (Figura 11.B). Por ello, a pesar de detectar un cierto
desplazamiento de la fluorescencia respecto al pico control (Figura 11.C), la cantidad de
células viables infectada es minima. Ademas, hay que considerar que la sefial detectada
puede ser debida a la ganancia de autofluorescencia de las células apoptoticas. La Figura
11.C se corresponde con el histograma obtenido en la infeccion de PBMCs tras 14 dias de
expansion, donde puede observarse un leve desplazamiento del pico de fluorescencia. A
pesar de realizar infecciones a dias 7, 14 y 21, tanto de PBMCs, como de células NK
aisladas, solamente en el experimento mostrado en la Figura 11.B/C el cultivo mantuvo una
cierta viabilidad.

A Dia 0 Dia 14
82,8 | 28| 169 6,7

48,7 5,7 '
e _ | IMF=7,4

CD56"
B PBMCs control

W

Figura 11. Expansion de PBMCs e infeccién con lentivirus portadores de YFP. (A) Fenotipado de los PBMCs a dia 0 y
14 con anticuerpos anti-CD3 y CD56. La poblacion CD56*CD3se corresponde a las células NK, CD56*CD3* son células
NKT y CD56-CD3* linfocitos T. (B) Diagramas de puntos de PBMCs infectados a los 14 dias del inicio de la expansion.
La region Ro alberga las células de interés. (C) Histograma de la infeccion de PBMCs mostrada en B, referido a las
células vivas, localizadas en la regidon Ro. IMF expresada como la resta de la IMF del cultivo transfectado mediante
lentivirus con YFP menos la IMF del control. n=1

En definitiva, para la modificacion genética de células primarias es necesaria la definicion
de unas nuevas condiciones de infeccion, dado que la mayoria de los intentos realizados han
mostrado una toxicidad para el cultivo demasiado elevada. Atendiendo a los resultados
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obtenidos, parece ser que el dia 14 de la expansion es el momento en el que las células se
muestran menos sensibles, pero, es necesaria la realizacion de nuevos experimentos para
poder confirmarlo.

4.6. Evaluacion de la transfeccion de pCCL-MUC1

Una vez comprobada la optimizacién del protocolo de transfeccion, mediante infeccion
lentiviral del gen reportero YFP en las diferentes lineas celulares, se decidid analizar la
transfeccion del plasmido que codifica el CAR frente a MUC1, pCCL-MUC1, utilizando el
protocolo anteriormente optimizado.

Se realizaron diversas infecciones siguiendo el protocolo tal y como se detalla en el apartado
3.5. Para las células GP2-293 se utilizaron 2 mL de suspension viral por cada 100.000
células. En el caso de la linea celular Jurkat, se usaron volimenes de entre 6-10 mL de
suspension viral concentrada para el mismo nimero de células. Para determinar la eficiencia
del proceso de infeccidn por citometria de flujo, se utilizo el anticuerpo anti-c-myc-FITC,
que reconoce este epitopo localizado en la region extracelular del CAR anti-Tn de MUCL1.
Los resultados obtenidos con ambas lineas siempre fueron negativos, salvo en uno de los
casos, donde se detectd una infeccion del 4% en células Jurkat. En este experimento en
particular se habian realizado dos infecciones consecutivas, con 10 mL de virus
concentrados cada una de ellas y una incubacion de 24 horas entre ambas (Figura 12.A/B).

Debido a esta baja infeccion con la construccion del CAR frente a MUC1, se estudio todo
el proceso de produccién de las particulas lentivirales. En primer lugar, se evalu6 la
expresion del plasmido pCCL-MUCL en la linea GP2-293 al transfectarse en solitario con
PEI. Los resultados mostraron una expresién muy baja, con un porcentaje promedio de
eficacia de transfeccion de 8,91+0,2 (Figura 12.D), lo cual es un indicador de que quiza
algin factor no esté funcionando adecuadamente. Resultados similares se obtuvieron
cuando se repitid este ensayo, pero transfectando con todos los plasmidos requeridos para
la produccion viral. No obstante, la ausencia de expresion de los genes del plasmido de
transferencia en las células empaquetadoras, no excluye que éstas no sean capaces de formar
particulas virales, de ahi que se realizaran sucesivas infecciones, especialmente con la linea
celular Jurkat.

Debido a la ausencia de marcaje en los experimentos, se barajé la hipétesis de que quizé las
células Jurkat estuvieran eficientemente infectadas pero que la construccion del CAR no
fuera capaz de exponerse a la membrana citoplasmatica, no pudiendo entonces detectarse a
través del epitopo c-myec. Por ello, se realizé también un marcaje intracelular del cultivo en
el que anteriormente se habia detectado un 4% de infeccion. Los resultados fueron similares,
no apreciandose un incremento sustancial del marcaje (Figura 12.C), por lo que se descarto
que el CAR estuviera correctamente formado en el interior celular, sin poder llegar a la
region extracelular.
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Figura 12. Expresion del CAR anti-Tn de MUC en diferentes lineas celulares. (A) Cultivo Jurkat infectado una sola vez.
n=1 (B) El cultivo Jurkat del experimento de la seccion A se reinfectd con lentivirus portadores del CAR y se realizd un
marcaje extracelular para su valoracion con el anticuerpo anti-c-myc-FITC.n=1 (C) Cultivo Jurkat de la seccién B
marcado intracelularmente. n=1 (D) Transfeccion con PEI de pCCL-MUC1 sobre 100.000 células GP2-293 n=3.

4.7. Andlisis de la expresiéon de MUCL1 en diferentes lineas celulares de CCR

El andlisis del fenotipo en cultivos 2D y 3D de las diferentes lineas de CCR, en cuanto a la
expresion de la glicoproteina MUC1, se llevé a cabo mediante el marcaje con dos clones de
anticuerpos diferentes: HMPV y SM3. Se analizaron con ambos anticuerpos las lineas:
HCT-116, HT29, SK-CO-1, DLD-1, Caco2 y MCF7.

HMPV reacciona contra el core de la proteina MUCL. En el fenotipado de los cultivos 2D,
Unicamente hubo un marcaje relevante en la linea celular de referencia MCF7, definida
como control interno de este anticuerpo, con una intensidad media de fluorescencia (IMF)
de 184,7456,1 (Figura 13.2D). En cuanto a las lineas de CCR, sblo se detectd un leve
desplazamiento respecto al pico del isotipo en las lineas celulares SK-CO-1y DLD-1 en
uno de los marcajes realizados. Por otro lado, en el andlisis de cultivos 3D, no se observo
un desplazamiento del pico del anticuerpo con respecto al isotipo en ninguna de las lineas
de CCR pero si en la linea MCF7, con un resultado de IMF de 72.2 (Figura 13.3D), inferior
al detectado en 2D. Estos resultados parecen indicar que la expresién de MUCL podria variar
como consecuencia del método de cultivo. No obstante, deberian de hacerse mas
repeticiones del marcaje para poder asegurarlo.
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Figura 13. Expresion de MUCL en cultivos 2D y 3D de las lineas SK-CO-1, DLD-1 y MCF7 con el anticuerpo HMPV-
FITC. Las IMF fueran calculadas restando la IMF del isotipo a la IMF obtenida para el marcaje con el anticuerpo
HMPV. Cultivos 2D: SK-CO-1 n=2, DLD-1 n=2 y MCF7 n=3. Cultivos 3D: SK-CO-1 n=1, DLD-1 n=1y MCF7 n=1.

El anticuerpo SM3, que reconoce el antigeno Tn de MUC1, no result6 ser apropiado para
citometria de flujo puesto que no manifestdé marcaje ni siquiera con la linea MCF7,
recomendada como control interno por la casa comercial.

4.8. Evaluacion de la actividad citotoxica de NK-92 contra lineas de CCR

Puesto que el objetivo final de la investigacion es desarrollar células CAR-NK-92 y poder
realizar un estudio comparativo frente a las células NK-92 sin transfectar, se desarrollaron
una serie de experimentos para determinar la actividad citotoxica de esta linea. Para ello se
efectuaron co-cultivos de la linea NK-92 junto con diferentes tipos celulares, tanto en
configuracién 2D como en 3D. En todos los resultados de este apartado, el porcentaje de
muerte celular se calculé restando la viabilidad de las células diana co-cultivadas con NK-
92 del porcentaje Anexina-V y 7-AAD negativo del control (sin NK-92). En el Anexo 4 se
muestra un ejemplo de como se realiza la evaluacion de un ensayo de citotoxicidad de estas
caracteristicas mediante citometria de flujo.

4.8.1. Estudio de la capacidad citotdxica en cultivos 2D

Se analiz6 la citotoxicidad de la linea NK-92 frente a cultivos en 2D de celulas de CCR
(HCT-116, HT29, SK-CO-1y Caco2), la linea celular MCF7 y la linea celular en suspension
K-562. Este ultimo tipo celular fue utilizado como control interno ya que las células K-562
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son especialmente sensibles a la accion de las células NK debido a la carencia de expresion
de MHC-I. Se evaluaron diferentes ratios célula efectora:célula diana y se analiz6 la muerte
celular inducida mediante el marcaje con Anexina-V'y 7-AAD en la poblacion negativa para
la sonda eFluor670. Las diferentes réplicas del experimento realizadas con cada una de las
lineas se efectuaron en dias diferentes, para poder descartar los efectos asociados a la
condicion puntual de alguno de los cultivos. Como puede observarse en la Figura 14, la
linea celular NK-92 mostré una actividad citotoxica moderada tras 4 h de co-cultivo con las
celulas diana. A ratios altos provocan la muerte de un 30-40% del cultivo celular, mientras
que a ratios bajos su efectividad desciende hasta valores proximos al 10-15% en todas las
lineas. La linea celular K-562 es la que muestra mayor sensibilidad a ratios altos, tal y como
cabria de esperar, no obstante, esta diferencia desaparece a los ratios bajos. Por otra parte,
dentro de las lineas procedentes de tumores solidos, la linea HCT-116 resulto ser la mas
sensible; mientras que la linea Caco2 presenta mayor resistencia, aunque las diferencias
entre lineas celulares no son significativas.

Citotoxicidad de NK-92 en 2D (4 horas)

% HCT-116

60— - HT29
- -9 MCF7
g 307 K-562
E 40— E = SK-CO-1
@ ‘ Caco?
5304 |
z ]
S 20
-
2 104

0 I T I T I

9:1 6:1 3:1 1:1 0.5:1
Ratios NK-92:diana

Figura 14.Citotoxicidad de las células NK-92 frente a diferentes lineas celulares en cultivo 2D. Las células NK-92 se
afadieron a distintos ratios sobre cultivos de HCT-116, HT29, MCF7, K-562, SK-CO-1y Caco2 y se mantuvieron en co-
cultivo durante 4 horas. Para evaluar el porcentaje de muerte celular las células se marcaron con Anexina-V y 7-AAD
para su analisis por citometria de flujo. Los datos de la grafica se muestran como media + SEM. El ndmero de
experimentos independientes realizados para cada una de las lineas fueron: HCT-116 n=3, HT29 n=4, MCF7 n=2, K-
562 n=3, SK-CO-1 n=2y Caco2 n=1.Se aplico un test estadistico ANOVA de dos factores, no encontrandose diferencias
significativas entre ninguna de las lineas para los diferentes ratios p>0.05 ns.

4.8.2. Determinacion de la citotoxicidad de NK-92 frente a cultivos 3D de CCR

Se evalué la capacidad citotoxica de la linea celular NK-92 frente a cultivos 3D,
denominados esferoides, de lineas celulares de CCR: HCT-116 y HT29. Aplicando el
protocolo de cultivo 3D, descrito en el apartado3.2.5, se obtuvieron esferoides de un tamafio
de entre 4000 y 5000 células para la linea celular HCT-116 y de aproximadamente 3000-
4000 células para la linea celular HT29. Se adicionaron las células NK-92 a diferentes ratios
pero, en este caso, se mantuvieron en co-cultivo durante 24 horas. Pasado el tiempo de
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incubacion, se analizé el porcentaje de muerte celular mediante citometria de flujo por
marcaje con Anexina-V'y 7-AAD.

La Figura 15 muestra una clara diferencia de sensibilidad entre las lineas celulares HCT-
116 y HT29 a ratios elevados, observandose una mayor muerte celular de las células HT29.
La linea celular HCT-116 presenta una elevada resistencia a la accion de las células NK-92,
lo que se refleja en un porcentaje de muerte celular bajo, de aproximadamente el 10%,
independientemente del ratio utilizado.

Citotoxicidad de NK-92 en 3D (24 horas)
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Figura 15. Citotoxicidad de las células NK-92 frente a cultivos 3D (esferoides) de las lineas celulares HCT-116 y HT29
tras de 24 horas de incubacion. Los datos de la gréfica vienen representados como media + SEM. n= 3 para ambas lineas
celulares en experimentos independientes. Se realizo el test estadistico ANOVA de dos factores donde * p<0.05.

De acuerdo con los resultados recogidos en los ensayos 2D, las células de CCR parecen
manifestar una mayor sensibilidad a la accion de las células NK-92 cuando crecen en forma
de monocapa, probablemente debido a una mayor accesibilidad de las células diana y a la
expresion diferencial de genes asociados a cada forma de crecimiento. Esta variacion de la
susceptibilidad asociada al modo de crecimiento se comprobd al desarrollar un ensayo en
2D de forma paralela al modelo esferoide (apartado 3.7.3), tal y como se representa en la
Figura 16. Los resultados muestran como ambas lineas incrementan de forma significativa
su resistencia a la citotoxicidad de las células NK-92 cuando crecen en 3D.
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Figura 16. Citotoxicidad de la linea celular NK-92 frente a lineas de CCR en 2D y 3D tras 24 horas de co-cultivo. Se
compard la sensibilidad de las lineas (A) HCT-116 y (B) HT29 a la accion de las células NK-92 en 3Dy 2D de forma
paralela. Para evaluar el porcentaje de muerte celular se marco con Anexina-V y 7-AAD para su anlisis por citometria
de flujo, Datos expresados como media + SEM. 3D n=2; 2D n=1 en ambas graficas. Se realiz0 el test estadistico ANOVA
de dos factores para los ratios comunes (3:1y 1:1) donde * p<0.05 ** p<0.01.

Durante la realizacién de todos los experimentos anteriores siempre se hizo uso del
microscopio Optico para analizar cualquier cambio no deseado de los cultivos y para
verificar un buen desarrollo del experimento. En los experimentos a 24 horas se detect6 que
habia una diferencia considerable en la morfologia de las células de CCR, en ambas
condiciones de cultivo (3D y 2D), dependiendo de si el periodo de co-incubacion se habia
realizado unicamente con DMEM completo o con una mezcla al 50% (v/v) de aMEM y
DMEM (ambos completos). Tales diferencias no se detectaron en la citotoxicidad 2D a 4

horas, probablemente debido al corto periodo de incubacion.

Por ello, se hicieron algunos experimentos con el objetivo de identificar si las diferencias
morfoldgicas del cultivo también podrian tener un impacto en la viabilidad celular.

Uno de los ensayos realizados fue analizar por citometria de flujo la viabilidad de un cultivo
de células de CCR que durante 24 horas se hubiera incubado con DMEM al 100% o una
mezcla de aMEM y DMEM al 50% (v/v). En la grafica A de la Figura 17 puede observarse
como la utilizacion de la mezcla de medios para el cultivo de células de CCR en 2D hace
disminuir su viabilidad significativamente, un 15-20%. A partir de estos resultados, también
se decidid analizar el efecto del medio sobre la actividad citotdxica de las células NK-92.
Para ello se hizo un ensayo de citotoxicidad 2D a 24 horas con ambas composiciones del
medio. Tal y como refleja la gréfica B de la Figura 17 la actividad citotoxica de las células
NK-92 sufre un fuerte descenso, especialmente a los ratios mas bajos. Quiza esta
disminucion de la capacidad citotoxica de la linea sea provocada por el aumento de la muerte
de las células NK-92 que puede verse en la citometria de flujo. También podria asociarse a
cambios en el metabolismo de las células de CCR y NK-92 motivados por los cambios en
la composicion del medio. Algunas de las diferencias principales que podrian causar estos
datos son: la mayor cantidad de glucosa del medio DMEM, el mayor enriquecimiento en
aminoacidos del cMEM, la IL-2 suplementada con el medio aMEM o el suero de caballo
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adicionado en el medio tMEM cuya composicion en factores de crecimiento, asi como en
otras moléculas, como lipidos, difiere del SFB.

Por lo tanto, la consideracion de los posibles efectos del medio es fundamental para la
realizacion de ensayos de citotoxicidad puesto que puede variar los resultados obtenidos, ya
sea asociado al efecto de su composicion sobre la accion de las células efectoras o por la
repercusion que tiene sobre la viabilidad de las células diana.

Efecto dgl medio de cultivo (2D) Efecto del medio en la citotoxicidad NK-92 vs HT29 (2D, 24h)
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Figura 17. Efecto de la composicion del medio en ensayos de citotoxicidad 2D con la linea NK-92 a 24 horas. (A)
Repercusion del medio sobre la viabilidad de las lineas HCT-116 y HT29 tras su cultivo en 2D durante 24 horas con
medio DMEM completo (DMEM) o una mezcla 50% (v/v) de DMEM y aMEM completos (aMEM). Los datos vienen
expresados como media + SEM. HCT-116 n=2 HT29 n=3. Se realiz6 el andlisis estadistico t test de Student, donde *
p<0.05. (B) Muerte celular causada por la linea celular NK-92 dependiendo del medio usado para la co-incubacion de
24 horas con células HT29. n=1

4.9. Cuantificacién de la produccién de TGF-B1 en células de CCR

Con el objetivo de valorar la produccion de TGF-B1 en las diferentes lineas tumorales, se
realiz6 un ensayo tipo ELISA con las muestras obtenidas de sus sobrenadantes de cultivo.
Para poder normalizar los resultados, se efectud el recuento de las células totales contenidas
en las placas utilizadas en la obtencion del TFG-p. El ELISA se realiz6 con las muestras
tratadas con HCI para liberar el TGF-f1 inactivo a la forma activa, que es la tinica que puede
detectar el kit. Asimismo, también se dispusieron al mismo tiempo los sobrenadantes sin ser
tratados previamente mediante HCI para identificar la posible presencia de la forma del
TGF-B1 activo de forma fisiologica, que debido al tratamiento de acidificacion es
degradada. Todas las muestras se cuantificaron por duplicado.

Las muestras no activadas con HCI no mostraron absorbancia en ninguno de los casos. Sin
embargo, la activacion acida si permitio detectar la presencia del TGF-B1, observandose
diferencias significativas entre las distintas lineas. Las células HCT-116 son aquellas que
muestran una mayor produccion de esta citoquina, de aproximadamente 30 pg/mL por cada
108 células, seguida de SK-CO-1 y por ultimo, la linea DLD-1. Por otra parte, las lineas
HT29, MCF7 y Caco2 no manifestaron produccion de esta citoquina en cantidades
detectables, lo cual es un indicativo de la heterogeneidad fenotipica de diferentes lineas
asociadas a un mismo tipo de cancer.
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Cuantificacion de la produccion de TGF-p1 en diferentes lineas celulares
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Figura 18. Cuantificacién de la produccién de TGF-g1 por las lineas de CCR y MCF7. Se recogieron sobrenadantes
de los medios de cultivo de las diferentes lineas celulares para realizar su cuantificacién mediante un ELISA tipo
sandwich. Los resultados vienen expresados como media + SEM. n=2.. Se realizé el anélisis estadistico t test de Student,
donde *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ns, no significativo. Las lineas celulares con produccion de TGF-f1 no detectada
(HT29, MCF7 y Caco2) mostraron diferencias significativas de *** con respecto a las células HCT-116 y SK-CO-1y de
** para DLD-1.

4.10. Obtencion de una linea de HCT-116 que exprese de forma estable genes

reporteros.

Uno de los objetivos planteados en este trabajo fue la obtencion de una linea celular de
HCT-116 que expresase de forma estable los genes reporteros ZsGreen y Luc2P. Para ello
se generaron particulas lentivirales en la linea 293-GP2 mediante la utilizacion del plasmido
de transferencia pHIV-Luc-ZsGreen de acuerdo al procedimiento detallado en el apartado
3.5.1. El sobrenadante con los virus producidos se centrifugd 5 min a 500 x g y
posteriormente se filtro a través de un filtro de 0.22 um para asegurar la eliminacion de
todos los restos celulares de 293-GP2.

Se sembraron 300.000 células HCT-116 en un pocillo de una placa de 6 pocillos y se
adicionaron 3 mL de la suspension viral. Tras 24 horas de cultivo, se reemplazé el
sobrenadante por otros 3 mL de suspension lentiviral con el objetivo de lograr la mayor tasa
de infeccidn, sin comprometer la viabilidad del cultivo. La eleccion de este procedimiento
se basd en un experimento previo en el que se utilizaron 9 mL de sobrenadante de virus
concentrado para infectar 100.000 células, lo que desencadeno la muerte del cultivo.

Mediante citometria de flujo se analiz6 la eficiencia de la transfeccion viral tras 72 horas
desde la ultima adicion lentiviral. Los datos mostraron la expresion de ZsGreen en un 33%
de las células del cultivo (Figura 19.A).

A continuacion, se procedio a realizar una dilucion limite del cultivo, sembrando un total
de 2 placas completas de 96 pocillos. Tras 2 semanas de incubacidn, se observaron colonias
en 25 pocillos, que se tripsinizaron y sembraron en placas de 48 pocillos con el objetivo de
expandirlas y evaluarlas posteriormente por citometria de flujo. Antes de este analisis se
tratd de visualizar las colonias mediante microscopia de fluorescencia para hacer un cribado
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mas rapido. Sin embargo, debido a las interferencias de sefial del medio de cultivo y a que
no fue posible sustituirlo por PBS para garantizar la viabilidad de los clones, no se pudieron
obtener imagenes adecuadas con este método, aunque ayudo en el proceso de seleccion.

Finalmente, sélo tres de los clones analizados mostraron un desplazamiento claro de su IMF.
En la Figura 19.B pueden observarse los diagramas de puntos obtenidos en los tres clones
elegidos: AE7, AE9 y BC4, donde se puede comprobar que AE7 es el que mayor expresion
de ZsGreen presenta.
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Figura 19. Expresion de ZsGreen en el cultivo y los clones transfectados de la linea HCT-116. Los diagramas de puntos
mostraron un desplazamiento en la intensidad de fluorescencia acorde con la expresion de ZsGreen (A) Diagrama de
puntos resultante de la infeccion doble del cultivo de HCT-116. (B) Evaluacion por citometria de flujo de los clones (AE7,
AE9 y BC4) obtenidos tras la dilucion limite de la linea HCT-116 transfectada con los genes ZsGreen y Luc2P.

5. Discusidn

A pesar de los avances en la investigacion para la prevencion, deteccion y tratamiento del
CCR, todavia existen un gran nimero de personas que mueren a causa de esta enfermedad
en todo el mundo (1). Especialmente importante es el desarrollo de nuevas terapias para
eliminar aquellos tumores que han desarrollado resistencia a los tratamientos
quimioterapicos convencionales y mecanismos de evasion del ataque del sistema
inmunitario (50). En esta linea, el uso de células inmunologicas con potencial citotoxico,
como las células NK, modificadas genéticamente mediante CARs y otros genes que
refuercen su accién antitumoral, se ha propuesto como una buena alternativa para la
solucion de este problema.

El objetivo principal propuesto para este proyecto consistio en la optimizacion de un
protocolo de transfeccion lentiviral de células NK para la expresion de CARs de cuarta
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generacion (anti-Tn de MUC1 y anti-TGF-B) que mejoren su respuesta contra el CCR. A
pesar de que no se han conseguido obtener las células CAR-NK, se han logrado avances en
el desarrollo de un protocolo de transfeccion lentiviral de este tipo celular.

Durante la primera fase del proceso de optimizacion, se utilizé el gen reportero de la YFP
para poder realizar un seguimiento facil de todas las etapas. Se consiguio la infeccion
lentiviral de células, tanto adherentes (GP2-293) como en suspension (Jurkat), con
eficiencias elevadas debido a su facilidad de transfeccion. Sin embargo, cuando el mismo
protocolo optimizado se utilizé para la infeccion de células NK-92, el rendimiento maximo
que se pudo obtener fue de entre el 14-19%. La linea celular NK-92 ha sido objeto de estudio
para su modificacion genética por maultiples investigadores debido a su potencial para el
desarrollo de terapias celulares adoptivas para el tratamiento del cancer (38). La mayoria
de los investigadores han seleccionado la transfeccion viral como método para la
introduccién de los genes deseados ya que permiten la incorporacion del material genético
exogeno de forma estable (43). Sin embargo, la administracion de genes a través de vectores
virales a las células NK siempre ha demostrado ser un desafio debido a que la eficacia del
proceso es menor en comparacion a otras células, como los linfocitos T (63). Es posible que
esta resistencia a la infeccion viral esté relacionada con el hecho de que forman parte de los
primeros elementos de respuesta del sistema inmune ante las infecciones virales. Esta
funcién puede haber favorecido que hayan sido seleccionadas evolutivamente para tener
una alta resistencia ante la accion de los virus (64). Por otro lado, la mayoria de los virus
seleccionados para estos protocolos se basan en agentes con alta capacidad infectiva sobre
linfocitos T, como los retrovirus o lentivirus, los cuales no esta claro que infecten a las
células NK con la misma efectividad (63).

Existen tantos protocolos diferentes como investigaciones se han desarrollado, no habiendo
unas pautas fijas para la infeccidn de estas células. Sin embargo, todos ellos se fundamentan
en la utilizacién del método de spin infection en presencia de compuestos policationicos
como el polibreno o el sulfato de protamina. Al igual que diversidad de métodos, también
existe mucha variabilidad entre los porcentajes de células infectadas conseguidos, que
varian desde el 5% hasta el 80% (62, 65, 66).

Son multiples las estrategias que se han ido desarrollando para incrementar la eficacia de la
infeccion viral en células NK: utilizacién de células estimuladoras, rondas multiples de
infeccion, co-cultivo con células productoras de virus, etc. Especialmente interesante es el
estudio de Sutlu et al. donde afirman que la combinacion de las interleuquinas 2 y 12
refuerza la transfeccion lentiviral. Ademas, demostraron que el uso de un inhibidor de la
via de sefializacion IKKe/TBK1, relacionada con la respuesta inmune antiviral, llamado
BX795, mejora considerablemente la eficiencia de transfeccion lentiviral tanto en células
NK primarias humanas como en lineas celulares, como NK-92 o Jurkat (64). Por ello seria
interesante, de cara a futuras investigaciones, la adicion de compuestos al medio que puedan
mejorar el rendimiento del proceso de infeccion lentiviral.
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No obstante, la capacidad infectiva que se ha obtenido en este trabajo puede ser suficiente
si lo que se busca es generar una linea estable que exprese los CARs disefiados. Mediante
métodos de seleccion (citometria con separacion celular, MACS, diluciones limite...) puede
lograrse la obtencion de un cultivo de células transfectadas, ya sea homogéneo, por la
expansion clonal de una unica célula; o heterogéneo, procedente de multiples células que
han integrado el material genético exdgeno en diferentes puntos de su genoma. Por lo tanto,
con la eficiencia de infeccion detectada por la expresion de YFP en el proceso de
optimizacion en la linea celular NK-92, podria ser suficiente para el desarrollo de una
investigacion de estas caracteristicas.

Una vez establecido un protocolo que permite una tasa de infeccion moderada en las células
NK-92 con un gen reportero, se continud el estudio con las particulas lentivirales portadoras
de los genes de los CARs. Sin embargo, la baja expresion del CAR anti-MUCL en lineas
facilmente transfectables como Jurkat 0 GP2-293, hizo que no se probara la transfeccion de
células NK, mucho maés resistentes al proceso de infeccion.

En base a los experimentos anteriormente realizados con el gen de la YFP es probable que
la incapacidad para lograr la expresion del CAR con reconocimiento por MUC1 esté
asociada con la construccion génica disefiada. El plasmido pCCL contiene el promotor EF-
la, caracterizado por permitir una expresion fuerte y estable en multiples tipos de lineas
tumorales humanas (67). Por lo tanto, la transfeccidn en solitario del plasmido pCCL-MUC1
con PEI sobre la linea celular GP2-293 ya deberia de demostrar una elevada expresion, de
forma similar a lo que ocurre con la YFP del plasmido pBABE-puro-YFP. Estos resultados
hacen evidente la existencia de algin condicionante que esta imposibilitando la correcta
formacion de la proteina del CAR. Debido a la diversidad de factores que intervienen en los
procesos de transcripcién, traduccion y modificacion postraduccional, el abanico de
posibilidades que pueden impedir la correcta expresion de la construccion génica disefiada
es enorme. Es posible que la secuencia contenga algun factor que esté limitando o
imposibilitando la transcripcion adecuada del transgén. También pueden estar dandose
problemas a nivel de regulacion postranscripcional debido a un ARNm inestable o su
incapacidad para ser traducido eficientemente. Asimismo, el fallo puede darse también a
nivel proteico ya que la construccion puede tener no alcanzar el plegamiento deseado y ser
degradada rapidamente por el proteasoma, adquirir una estructura que oculte el epitopo c-
myc, etc. Por ello, para intentar verificar donde se encuentra el error seria precisa la
realizacion de otro tipo de experimentos como por ejemplo Western blot o RT-gPCR con el
fin de identificar el problema y redisefiar la secuencia con el fin de solventarlo.

Paralelamente al desarrollo de las células CAR-NK se han efectuado experimentos que
permitan su posterior analisis y caracterizacion. En esta linea, se ha realizado el fenotipado
de diferentes lineas de CCR para su expresion de MUC1, tanto en cultivo 2D como 3D. La
alteracion del grado y patron de glicosilacion de la glicoproteina MUCL, tanto en CCR como
en otros carcinomas, ha sido ampliamente descrita (18). Las ceélulas tumorales se
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caracterizan por la sobreexpresion de esta proteina junto con una disminucion del grado de
glicosilacion, lo que facilita la exposicion del core proteico, posibilitando su reconocimiento
por multiples anticuerpos (51). Los patrones de los oligosacaridos unidos a las proteinas
pueden diferir significativamente. Esto hace que los glicopéptidos encontrados en células
sanas se distingan de las células tumorales, pero siendo imposible describir un patron Gnico
para ellas (18). En esta investigacion se desea lograr la incorporacion de un CAR con
reconocimiento por el antigeno tumoral Tn de MUCL1 en células NK. Sin embargo, debido
a la heterogeneidad en los patrones de glicosilacion de las células tumorales es preciso
determinar la abundancia del antigeno Tn en las células de CCR en las cuales se va a evaluar
la funcionalidad del CAR disefiado. Esto es importante puesto que es posible que no todas
las células expresen el antigeno Tn. Por ejemplo, en el CCR se ha descrito un elevado grado
de sialilacion, que podria conllevar a la conversion de Tn en su forma STn, provocando su
enmascaramiento (23, 24) y dificultando el reconocimiento antigenico por parte de
anticuerpos dirigidos especificamente contra él. Para el reconocimiento antigénico del CAR
anti-MUCL1 se eligié la scFv del anticuerpo AR20.5 debido a la alta especificidad
demostrada en clinica (58). Dado que se estéa desarrollando un CAR basado en su scFv, seria
recomendable el uso previo de dicho anticuerpo para la caracterizacion de las lineas
celulares donde se va a determinar la efectividad de las células CAR-NK. Sin embargo, la
imposibilidad de disponer de dicho anticuerpo motivo la seleccion del clon SM3 para la
caracterizacion de las lineas de CCR. Para ambos anticuerpos ha sido descrito su fuerte
reconocimiento por el Tn de MUCL1 mediante cristalografia de rayos X (57). Debido a que
el clon SM3 no mostr6 reconocimiento ni siquiera con la linea celular de control MCF7, la
opcidn mas posible es que no sea un anticuerpo valido para citometria de flujo y deban de
explorarse otras técnicas como la inmunohistoquimica para su utilizacion. No existe la
estructura cristalografica de ningln otro anticuerpo anti-MUC1 que reconozca la estructura
del antigeno Tn, pero si que se han descrito otros anticuerpos, mediante otros métodos, cuya
afinidad por la proteina también se centra en la misma region, por lo que deberia de
evaluarse su estudio (56).

Por otra parte, mediante el anticuerpo HMPV no pudo detectarse ninguna diferencia en la
variacion de la IMF entre cultivos 2D y 3D de células de CCR, ya que el marcaje fue
practicamente nulo para todas las lineas en las dos condiciones de crecimiento. Sin embargo,
en la linea celular de cancer de mama MCF7, si se observo una disminucion de IMF en los
cultivos 3D con respecto a los 2D, lo cual podria ser indicativo de que la expresion de MUC1
podria variar dependiendo de la condicidén de cultivo también en células de CCR. No
obstante, para realizar un estudio sobre la influencia del modo de crecimiento en la
expresion y/o glicosilacion de MUCL1 habria que utilizar otros anticuerpos anti-MUCL1, asi
como técnicas como el Western blot, inmunohistoquimica o RT-gPCR.

Dentro del grupo de experimentos efectuados para poder analizar la actividad de las futuras
CAR-NK, se realizo la evaluacion de la citotoxicidad de la linea celular NK-92 contra
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diferentes células de CCR tanto en cultivos 2D, como 3D. En lo referente a su actuacion
sobre cultivos 2D, puede decirse que su capacidad citotdxica fue moderada con respecto a
células NK primarias, segun estudios previos del grupo. En los ensayos realizados por
Lanuza et al. evaluaron la actividad citotdxica de células NK primarias activadas frente a
lineas de CCR (HT29, Caco2 y HCT-116). En el cultivo 2D, las NK primarias activadas
manifestaron una alta citotoxicidad, con valores proximos al 50-80% dependiendo de la
linea celular. También realizaron valoraciones de la actividad citotoxica de células NK
primarias sin activacion previa (68) , cuyos valores se asemejan més a los obtenidos este
estudio con las células NK-92. Lanuza et al. determinaron como las células HCT-116
mostraban una mayor resistencia a ratios altos, mientras que los datos obtenidos en esta
investigacion sugieren lo contrario. Probablemente esta discrepancia sea debida al uso de
células NK primarias frente a la linea celular NK-92.

Ademas, en la investigacion de Lanuza et al. también realizaron un analisis de la actividad
antitumoral de células NK primarias contra cultivos de CCR en 3D, en condiciones similares
a las realizadas durante este trabajo. Detectaron que las células NK primarias activadas eran
capaces de provocar valores proximos al 50% de muerte celular tras 24 horas de co-
incubacién con los cultivos 3D (68). Los resultados de los experimentos de citotoxicidad
realizados en este trabajo, con la linea celular NK-92, muestran un 25% de muerte celular
para la linea celular HT29 y de un 10% para HCT-116, con el ratio mas alto (9:1), lo que
supone unos valores drasticamente inferiores en comparacion a las células NK primarias.
Unicamente a ratios bajos parece no haber diferencias tan notables entre la accion de las
células NK-92 y las primarias. Por lo tanto, a pesar de que el uso de lineas celulares
establecidas y aprobadas para su uso en clinica, como las células NK-92, presenta multiples
ventajas con respecto a los tratamientos basados en células NK primarias, tienen el
inconveniente de que presentan una menor capacidad citotoxica contra las células de CCR.
Por ello es necesario el desarrollo de estrategias que permitan reforzar su actividad
citotoxica, como por ejemplo su modificacion genética mediante CARs. Especialmente
acusada ha sido la disminucion de su actividad ante cultivos 3D, por ello, la construccion
génica del CAR de 42 generacion anti-TGF-p que co-expresa el gen de la hialuronidasa,
proteina que degrada la matriz extracelular, podria resultar un fuerte potenciador de su
capacidad facilitando la infiltracion tumoral.

La modificacion genética con CARs anti-MUCL se ha llevado a cabo con éxito en linfocitos
T para el tratamiento de tumores solidos (52-55). Por lo tanto, esto hace pensar que el
desarrollo de células CAR-NK anti-MUC1 también favorecera su actividad antitumoral. Sin
embargo, en este trabajo no ha podido desarrollarse un estudio comparativo debido a la
imposibilidad de lograr la introduccién del CAR anti-MUCL1 disefiado en las células NK.

Por otro lado, existen muchas investigaciones que han destacado la importancia del TGF-p
en el desarrollo de tumores solidos como el CCR (11). El TGF-B tiene un efecto
inmunosupresor sobre las células NK, por ello se diseifio6 un CAR con reconocimiento
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antigénico de esta citoquina, con el objetivo de convertirla en una sefial activadora para las
celulas NK modificadas. Para poder evaluar con posterioridad si las células transfectadas
con la segunda construccion génica portadora del CAR anti-TGF-f y la hialuronidasa ve
reforzada su accion por la presencia de esta citoquina en el medio, se realizd la
cuantificacion de su produccidn en diferentes lineas de CCR. Los datos obtenidos guardan
relacion con los obtenidos por Kuczynski et al. en lo que respecta a las células HCT-116 y
DLD-1 (60), mostrando una clara heterogeneidad entre lineas. Existen estudios previos en
los que se ha modificado genéticamente las células NK-92 para contrarrestar el efecto
inmunosupresor del TGF-p. Por ejemplo, Wang et al. desarrollaron una construccion basada
en la fraccion extracelular del receptor de TGF-II fusionada con la region transmembrana
e intracelular del receptor activador NKG2D consiguiendo asi que el TGF- se convierta en
una sefial estimuladora, incrementando la citotoxicidad y la migracion de las células NK-92
en presencia de esta citoquina (65). Por ello, es posible que, si el CAR anti-TGF- disefiado
consigue transfectarse de forma eficiente en las células NK probablemente genere una
mejora de su capacidad antitumoral.

Por ultimo, para el estudio de la capacidad citotoxica de un tratamiento, ya sea mediante
células NK u de otro tipo, es importante disponer de lineas celulares que expresen de forma
estable genes reporteros para facilitar su uso tanto in vivo como in vitro. En este ambito,
durante el desarrollo de este proyecto se ha realizado, mediante infeccién lentiviral, la
modificacion genética de células HCT-116 para que expresen el gen ZsGreen. Deberan de
realizarse experimentos posteriores que confirmen la estabilidad de la transfeccién asi como
las caracteristicas de la nueva linea celular para posteriormente poder ser utilizada para la
realizacion de ensayos de citotoxicidad.

En definitiva, el desarrollo de inmunoterapias mediante células CAR-NK ofrece multiples
ventajas frente a los linfocitos CAR-T. La utilizacion de lineas celulares establecidas
ademas proporciona beneficios adicionales en lo que respecta a su crecimiento y seguridad.
A pesar de que la linea celular NK-92 muestra una elevada citotoxicidad contra neoplasias
malignas hematologicas, su efectividad para el tratamiento de tumores sélidos es reducida.
Por eso, en la actualidad, los estudios centrados en la utilizacion de esta linea celular para
el tratamiento de diferentes tipos de cancer, son realizados mediante células CAR-NK-92.
No obstante, el desarrollo de una linea modificada no implica Unicamente el propio proceso
de transfeccion geénica, sino que es preciso desarrollar un conjunto de ensayos y
procedimientos que permitan realizar estudios comparativos con el fin de verificar si el
producto celular final obtenido ha incrementado su efectividad para la eliminacion de
celulas tumorales.
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6. Conclusiones

Sintetizando la informacion obtenida en los multiples ensayos desarrollados durante esta
investigacion, las conclusiones que pueden realizarse son las siguientes:

Se ha optimizado un protocolo de produccion e infeccion lentiviral tanto para células
adherentes como en suspension. No obstante, para lograr mayores eficiencias en
celulas NK la adicion de compuestos como citoquinas (IL-2, 1L-12), entre otros,
podria suponer una mejora del proceso.

A pesar de conseguir la expansion eficiente de células NK primarias, no se ha
logrado su infeccidn, debido probablemente, a su elevada sensibilidad. Por ello, la
aplicacién de un protocolo con condiciones mas suaves y basado en la adicion de
otros agentes estimulantes de la infeccidn, ademés de los policationes, podria ser
una buena alternativa.

No se ha conseguido la expresion del CAR de cuarta generacion anti-MUC1, tras su
transfeccion. Esto podria ser debido a la existencia de algun condicionante en el
disefio de la secuencia génica que imposibilita la deteccion de la proteina final a
través del epitopo c-myc.

El anticuerpo SM3 no parece ser Gtil para la deteccion de MUC1 mediante citometria
de flujo.

Al contrario que la linea celular de cancer de mama MCF7, las lineas celulares de
CCR apenas expresan el epitopo de MUCL1 reconocido por el anticuerpo HMPV.
Los estudios de citotoxicidad de la linea celular NK-92 frente a diferentes células de
CCR en cultivos 2D y 3D, han revelado una citotoxicidad moderada contra células
en crecimiento 2D y baja para cultivos 3D en comparacion con células NK primarias
activadas.

Existe heterogeneidad en la produccién de TGF- por parte de las lineas de CCR.
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Conclusions

Synthesizing the information achieved in the multiple experiments developed during this
investigation, we can draw the following conclusions:

A lentiviral production and infection protocol has been optimized for adherent and
suspension cells. However, aiming to achieve greater efficiency in NK cell infection
rates, the addition of some compounds such as cytokines (IL-2,IL-12), among
others, could mean an improvement of the process.

In spite of achieving an efficient expansion of primary NK cells, their infection was
unsuccessful, probably due to their high sensitivity. Therefore, applying a smoother
protocol, maybe based on the addition of other agents which stimulate the infection,
as well as polycations, could be a good alternative.

Fourth-generation anti-MUC1 CAR expression has not been achieved after its
transfection. It could be due to the existence of some condition in the design of its
gene sequence that makes impossible the detection of the final protein through the
c-myc epitope.

SM3 antibody does not appear to be useful for MUCL phenotyping by flow
cytometry.

In contrast to MCF7 breast cancer cell line, CRC cell lines barely express the MUC1
epitope which was recognized by the HMPV antibodly.

NK-92 cell line cytotoxicity assays against different CCR cells in 2D and 3D
cultures, have revealed moderate activity against cells in 2D growth and low
cytotoxicity 3D cultures in comparison with activated primary NK cells.

The production of TGF-B by the CRC lines is heterogeneous.
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Anexo 1 - Materiales y aparatos

APARATOS

Equipo

Centrifuga Allegra x-12r

Microfuga

Microscopio Optico invertido Eclipse
Microscopio éptico de fluorescencia invertido
Microscopio éptico Optiphot,

Bafio termostéatico

Campana de flujo laminar vertical

Autoclave Autester, Mod

Citometro GALLIOS

Dispositivo de electroforesis Mini-Sub® cell GT cell
Transiluminador Gel Doc Xr

MATERIALES

FUNGIBLES

Material

Frascos de cultivo de 75y 25 cm?
Puntas desechables de pipeta

Tubos Eppendorf

Filtro 0,22um

Criotubos

Placas de cultivo (Petri y multipocillo)
Parafilm®

REACTIVOS

Material
Metilcelulosa
Extracto de levadura
NaCl

NaOH

HCI

Triptona

DMSO

Agarosa

Tampodn de carga 10X
Lumiprobe dsGreen
Ficoll-Paque
Mitomicina-C
eFluor670
Paraformaldehido
Cloroquina

C&C'z

PEI

Polibreno

Sulfato de protamina
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Casa comercial
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Nikon

Olympus 1X81
Nikon

Selecta

Telstar Bio All
Selecta

Beckman coulter
Biorad

Biorad

Casa comercial
Deltalab
Deltalab
Deltalab
Deltalab

Nunc

Deltalab
Parafilm®

Casa comercial
Sigma
Panreac

Merk

Panreac
Panreac
Panreac
Sigma
Schelaru
Promega
Lumiprobe
Ge Healthcare
Sigma
Thermofisher
Sigma

Sigma
Panreac
Sigma
Thermofisher
Sigma



CULTIVO CELULAR

Material

DMEM high glucosa
RPMI 1640

oaMEM

GlutaMax 2 mM
SFB

Suero de caballo
Tripsina/EDTA
Antibidticos (penicilina, estreptomicina y ampicilina)
IL-2

IL-15

ANTICUERPOS

Material

Anti-CD56 PerCP Vio 700

Anti CD3 VioGreen
Anti-c-myc FITC

Anti-CD56 microbeads

Isotipo IgG1 FITC

Anti-MUC1 FITC clon HMPV
Anti-MUC1 FITC clon SM3

OTROS

Material

psPAX2, pMD2.G, pBABE-puro pHIV-Luc-ZsGreen
pCCL-MUC1 pCCL-TGF-B

FavorPrep™ Plasmid Extraction Mini Kit
FavorPrep™ Plasmid Extraction Midi Kit

Lenti X Concentrator

Anexina V-FITC

7-AAD

ELISA TGF- 1 Human/Mouse Uncoated
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Casa comercial
Gibco
Gibco
Gibco
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

Casa comercial
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotect
Miltenyi Biotec
Santa Cruz Biotechnology

Casa comercial
Addgene
Thermofisher
Favorgen Biotech
Favorgen Biotech
Takara Bio
Thermofisher
Thermofisher
Thermofisher



Anexo 2 - Tampones

Tampodn de trituracion:

CaCl, (Merck) 100mM 441g pH 55

MgCl> (Merck) 70mM  4.269 ¢ Almacenamiento  4°C

NaAc-3H.0 40mM  1.632¢g Cantidad 300 mL (agua
(Panreac) destilada)

Tampdn de conservacion:

CaCl; 100 mM  1.47 g en 85 mL de H20 destilada
Glicerol 15% 15 mL Almacenamiento 4°C

Tampon TBE (Tris-Borato-EDTA)
45 mM Tris pH 8.3

45mM acido boérico

1 mM de EDTA Almacenamiento: temperatura ambiente
Tampon MACS

2 mM EDTA

0.5% (v/v) SFB Almacenamiento 4°C

Tampodn de anexina

1 mM Hepes/NaOH pH 7.4
14 mM NacCl
0.25 mM CaCl,. Almacenamiento 4°C
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Anexo 3 - Plasmidos

Plasmido de empaguetamiento: psPAX?2

cimenc intron

CMV enhancer

AmMpR promoter

[AmpR.

psPAX2
10.668 bp

SVA0 poly(A) slgnal//
Sv40 promoter—

CAP binding site -

lac promoter™
lac operator |

B-globin poly(A) signal

NES

Plasmido de envuelta: pMD2.G

AmpR promoter\

pMD2.G

5822 bp
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Plasmido de transferencia: pBABE-puro-YFP

AmpPR. promoter]

[AmpR] s
/>Y //
g
Ve /
//////
/
J// I//
YAy
a4
s
/
il
pRADE- me 0-YFP
|| 5806.bp
|1
[
\a)
2\
\‘ \
\\
\ \\
W\
1S
&
O
F
A ) /‘
N //'/,>._ SY40 promoter]
RN _
T e
T — /.1.7—7 //
T =
Plasmido de transferencia: pHIV-Luc-ZsGreen
AmpR promoter CMV enhancer
I CMV promoter!

5' LTR (truncated)

5' LTR (truncated)|—

pHIV-Luc-ZsGreen —PPTIECTS
9321 bp

(KS primer|
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Plasmido de transferencia: pCCL-MUC1

[T7 promoter (AmpR promoter(
G400 | G
SV40 poly(A) signal

3" LTR (AU3)l

CAP binding site’
llac promoter
~[lac operator]

T3 promoter!

pCCL MUC1 —[CMV enhancer,
10.086 bp

Plasmido de transferencia: pCCL-MUC1

M13 fwd [AmpR promoter
T7 Bromoter |
T7 promote ( AmpR)

SV40 poly(A) signal
3'LTR (AU3)/

CAP binding site;
llac promoteri
lac oﬁeratoa

T3 promoter

& [CMV enhancer,
3

g
= pPCCL TGF-B1 [CMV promoter]
T 11.280 bp

—5' LTR (truncated)
HIV-1 W)
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Anexo 4 — Evaluacion de la citotoxicidad por citometria de flujo

Control

Seleccién de la
poblacion diana,
negativa para
eFluor670

La poblacién diana se

encuentra separada Nk-92
de las NK-92 por el / Ratio 9:1 necrosis
marcaje de eFluor670 ————

7

/ Necrosis
1 secundaria

Conforme
disminuye el ratio, | Células diang
la poblacion de NK-

92 disminuye y la de Células viables Apoptésis
células diana

aumenta Ratio 6:1

264

.22]
=4

. 189

Ratio 0,5:1

148]

eFluor670

—

FSC

Anexina-V
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