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ABREVIATURAS

13cis RA: acido retinoico con enlace en posicion cis entre los carbonos 13 y 14
2D: dos dimensiones

3D: tres dimensiones

ABB: tampdn de unién de Anexina

CAR: receptor quimérico de antigeno

CEACAM-1: molécula de adhesion celular relacionada con el antigeno del carcinoma embrionario 1
DNA: &cido desoxirribonucleico

DMEM: medio de cultivo Eagle modificado por Dubelcco
DMSO: dimetilsulfoxido

GD2: gangliosido GD2

GFP: proteina fluorescente verde

GM-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
HLA-I: antigeno leucocitario humano de clase 1

HLA-II: antigeno leucocitario humano de clase 2

IACS: Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud
ICAM-1: molécula de adhesion celular 1

IL2: interleucina 2

IL15: interleucina 15

INGR: Grupo internacional de riesgo del neuroblastoma
KIR: receptor de inhibicion de células asesinas naturales
MHC-I: complejo mayor de histocompatibilidad de clase 1
NCR: receptor citotdxico de células NK

NB: neuroblastoma

NK: “natural killer” o asesina natural

PBMC: célula mononuclear de sangre periférica

PBS: tampon fosfato salino

PELI: polietilenimina

PI: yoduro de propidio

PD1.: proteina de muerte celular programada 1

PDL1: ligando 1 de muerte celular programada

RNA: &cido ribonucleico

RPMI: medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute
SFB: suero fetal bovino

TMA: microambiente tumoral

TAA: antigeno asociado a tumor

TSA: antigeno especifico de tumor
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1. RESUMEN

La inmunoterapia se presenta como un nuevo y prometedor tratamiento contra canceres infantiles
como el neuroblastoma (NB). Una de estas nuevas terapias en desarrollo es el uso de células asesinas
naturales (NK) modificadas genéticamente para la expresion de receptores de antigenos quimericos
(NK-CAR). En concreto, en nuestro grupo de investigacion se esta desarrollando un NK-CAR frente a
las proteinas CD47 y calreticulina, las cuales son sobreexpresadas en NB. Para el desarrollo de esta
terapia, se estudi6 como paso inicial un modelo de la linea celular SH-SY5Y cultivado en tres
dimensiones (3D). Mediante cultivo en 3D se generaron agregados celulares compactos, llamados
esferoides, que mimetizan de forma mas exacta la arquitectura de un tumor real. Los esferoides de la
linea celular SH-SY5Y presentaron diferencias respecto al cultivo tradicional en dos dimensiones en
cuanto a sus caracteristicas fenotipicas y la resistencia frente a los tratamientos estudiados. Se
aplicaron las quimioterapias usadas normalmente contra el NB y el tratamiento con células NK
activadas para usarlos como referencia para en un futuro evaluar el nivel de actividad de las células
NK-CAR desarrolladas. La importancia del modelo celular seleccionado qued6 patente en los
resultados, y se aceptdé el modelo de cultivo de la linea celular SH-SY5Y en 3D como modelo
adecuado para el desarrollo de la terapia con células NK-CAR.

ABSTRACT

Immunotherapy is a new and promising therapy against childhood cancer as neuroblastoma (NB). One
of these new therapies is a chimeric antigen receptor modified natural killer (NK) cell (NK-CAR). Our
laboratory is developing an NK-CAR against CD47 and calreticulin proteins, which are over-
expressed in NB. Three-dimension (3D) culture of SH-SY5Y cellular line has been studied for the
initial development of this immunotherapy. This culture technique generates high density cellular
aggregates, called spheroids, which mimic tumors in a more faithful way. SH-SY5Y spheroids showed
phenotypic differences and resistances against treatments compared with traditional two dimensions
cell cultures. Regularly used chemotherapy drugs for NB and activated NK cells were tested
independently to use them to evaluate the activity of NK-CAR therapy in the future. The results
showed the relevance of the chosen cellular culture model. Additionally, SH-SY5Y spheroid model
was accepted for the study of the NK-CAR therapy.

2. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

2.1.El cancer.

Se denomina cancer a un gran grupo de enfermedades caracterizadas por el crecimiento celular
desproporcionado y se clasifican en funcion del tejido en el que se da la transformacién maligna (e. g.
cancer de pancreas). El cancer es la segunda causa de muerte mundial, produciendo mas de nueve
millones de muerte en 2018, y la primera causa de muerte infantil por enfermedad en los paises
desarrollados, diagnosticandose més de mil casos cada afio en Espafia. Los canceres infantiles mas
comunes son las leucemias y canceres del sistema nervioso central. Los nuevos tratamientos han
aumentado la supervivencia a los 5 afios para aproximadamente un 80% de los pacientes, pese a que
las terapias en infantes no han aumentado a la par que en adultos. El cancer, y en concreto el cancer
infantil, genera un gran impacto social, sobre todo por la vulnerabilidad de la poblacion afectada. Para
reducir la morbilidad, el sufrimiento y las muertes por c&ncer es necesario el desarrollo de nuevos
tratamientos paliativos y terapias por lo que continuar su estudio y compresion es necesario 134,

En el afio 2000, D. Hanahan y A. Weinberg definieron seis marcas distintivas (conocidas como
“hallmarks”) o puntos claves en el desarrollo del cancer®. El nimero de hallmarks descritos ha
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aumentado hasta diez siendo actualmente los siguientes: i) suministro de sefiales proliferativas, ii)
evasion de supresores del crecimiento, iii) establecimiento de inmortalidad por replicacion, iv)
activacién de invasion y metastasis, v) induccion de la angiogénesis, vi) inestabilidad genémica y
mutaciones, vii) resistencia a la muerte celular, viii) desregulacion del metabolismo energético, ix)
evasion del ataque del sistema inmune y x) promocién de la inflamacién®. De los 10 hallmarks
definidos se conocen implicaciones de células no tumorales en todos ellos, exceptuando el desarrollo
de inmortalidad y la modificacion del metabolismo. Los tipos celulares no tumorales que se ven
implicados en estos procesos son principalmente: células tipo fibroblastos, células madre
mesenguimales relacionadas con las angiogénesis y células del sistema inmune. El conjunto de esas
interacciones celulares y las condiciones ambientales amplian la vision de tumor como un cumulo de
células cancerosas y aparece el concepto de microambiente tumoral (TMA), en el que el sistema
inmune participa de diversas formas’.

2.2.Cancer y sistema inmune.

El sistema inmune ejerce un papel imprescindible como barrera primaria contra el cancer, eliminando
selectivamente aquellas células que sufren una transformacién tumoral. Pese a esto, la generacion de
tumores y la progresién del cancer no son siempre controladas, e incluso se tiende a pensar en la
posible implicacion del sistema inmune en su evolucion. Este modelo recibe el nombre de
inmunoedicion del cancer y describe el papel dual del sistema inmune frente a los tumores, estando
implicado tanto en la supresion del desarrollo, como en la progresion del cancer®.

El papel protumoral del sistema inmune se debe a dos mecanismos: seleccion de las células
cancerigenas resistentes y generacion de un TMA que favorezca su crecimiento®. El origen de la
resistencia de algunas células tumorales se debe a su expresion alterada de proteinas de membrana,
teniendo aumentada la exposicion de inhibidores del sistema inmune y disminuida la de aquellas
proteinas que son una sefial de activacién. Las células tumorales usan los mecanismos fisiolégicos de
inhibicion del sistema inmune que evitan una accién desmesurada, para protegerse de su ataque,
siendo uno de los mas relevantes el sistema PD-1/PDL1%. La sobreexpresion de estas proteinas las
convierte en antigenos asociados a tumores (TAAS), siendo marcadores de células malignas con
distintos niveles de selectividad?®.

2.3.El neuroblastoma.

El neuroblastoma (NB) es un tumor sélido originario de neuroblastos de la cresta neural periférica en
desarrollo, que migran para formar el sistema nervioso simpatico. Sus homologas no tumorales
continlan con su diferenciacion a neuronas adrenérgicas, formando las fibras nerviosas
postganglionares del sistema nervioso simpatico!* 3,

El NB supone el 8% de los canceres infantiles y el principal tumor sélido extracraneal®. Se detecta en
su mayoria durante el primer afio de vida y suele localizarse en torno a la glandula suprarrenal (65%) o
a lo largo del sistema simpatico, en torso o abdomen®3. Es un tumor de rapido crecimiento y suele
presentar zonas de necrosis. En torno al 50% de los casos son considerados de bajo riesgo, los cuales
responden al tratamiento, son susceptibles a eventos de regresion espontanea o de diferenciacion
benigna. La supervivencia para pacientes con tumores de bajo riesgo es de mas de un 90%. En la otra
mitad de casos, considerados de alto riesgo, el porcentaje de supervivencia pese a tratamientos
intensivos y combinados disminuye hasta el 50%. Debido a esto, el neuroblastoma es responsable del
15% de la mortalidad infantil asociada al cancer*.

La clasificacion pretratamiento del grupo internacional de riesgo del neuroblastoma (INGR, por su
sigla en inglés)** se hace en funcion de la edad, factores genéticos, estado del cancer y grado de
diferenciacion celular. Los tumores localizados y/o que no presentan factores genéticos desfavorables,
son por lo general considerados de bajo riesgo, mientras que aquellos tumores originados mas
tardiamente (mas de 18 meses) y/o con factores génicos como la ampliacion del proto-oncogén
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MYCN o la aberracion 11qg (extremo distal del brazo largo del cromosoma 11), son considerados de
alto riesgo, al estar relacionados con pronésticos mas desfavorables®*.

El INGR define las bases para la determinacién del estadio del NB pretratamiento mediante métodos
de imagen, generando cuatro estadios. El estadio L1 y L2 corresponden a tumores localizados,
diferenciandose en la observacion de factores de riesgo definidos por imagen (IDRFs) en el caso L2.
Estos factores de riesgo se relacionan con la posibilidad de la extirpacion total o parcial del tumor
debida a su localizacion anatémica (e. g. crecimiento entorno a vena cava y/o aorta). El estadio M
implica la presencia de metéstasis, excluyendo los casos del estadio MS. En el estadio MS la
metastasis se localiza en piel, higado y/o médula 6sea y se da en pacientes menores a 18 meses(18).

El diagnostico del NB se hace mediante biopsias del tumor o por deteccién en orina de una alta
concentraciéon de compuestos generados en la degradacién de catecolaminas (neurotransmisores
empleados por el sistema nervioso simpético), los cuales estan presentes en el 85% de los casos*2,

2.3.1. Tratamiento.

El tratamiento contra el cancer difiere tanto en funcion del tipo de cancer a tratar como de su estadio.
Los tratamientos mas cominmente utilizados son la cirugia, la radioterapia y la quimioterapia. Hasta
ahora han sido estas terapias, y sus combinaciones, las que han mostrado mayores eficacias. Su uso se
ha extendido debido a la gran necesidad de actuacion frente al céncer, pero estas terapias presentan
varias deficiencias susceptibles de mejoras. La extirpacion quirdrgica estd limitada a tumores
localizados y la aplicacion de radioterapias y quimioterapias esta limitada por su alta citotoxicidad*.

La seleccion de terapias a aplicar en cada cancer se determina generalmente por el estadio del cancer,
pero en el caso del NB se hace en funcion al nivel de riesgo asignado a cada caso®. En NB de bajo
riesgo la extirpacion quirtrgica se recomienda como tratamiento Gnico, abogandose cada vez més al
control periodico del tumor, esperando su neutralizacion de forma auténoma. En NB de riesgo
intermedio, en los que una vez extirpado el tumor se detecta alguna condicion de mal pronéstico, se
les aplica quimioterapia neoadyuvante, radioterapia y acido retinoico (13cis RA). El 13cis RA induce
la maduracién de los neuroblastos, ayudando a la diferenciacion de estos hacia neuronas. Los
pacientes con NB de alto riesgo reciben un tratamiento combinado: en un primer paso quimioterapia
de alta intensidad, con compuestos como el Cisplatino, Etopdsido o Doxorrubicina, para reducir el
tumor como paso previo a la extirpacion quirdrgica. Posteriormente el trasplante de progenitores
hematopoyéticos y radioterapia. Finalmente, como terapia de mantenimiento se aplica inmunoterapia y
13cis RA. Las nuevas lineas de tratamiento contra el NB se centran en la administracion dirigida de
farmacos, nuevas radioterapias e inmunoterapias, en las que se centra este trabajo*2315,

2.4.Inmunoterapias.
Las inmunoterapias surgen como una alternativa novedosa y eficaz al tratamiento del cancer, cuyas
aplicaciones se han incorporado rapidamente a la clinica. Los resultados obtenidos son mas favorables
en el caso de canceres hematoldgicos, es decir, aquellos de células circulantes en el torrente
sanguineo, mas accesibles al sistema inmune, que frente a tumores solidos. Esto es debido
principalmente a las caracteristicas del microambiente de los tumores solidos y las barreras que este
supone en la migracién y actuacion normal de las células efectoras. Una de las lineas de trabajo de las
inmunoterapias contra canceres solidos se centra en modular la respuesta del sistema inmune frente los
TAAs o antigenos especificos de tumores (TSAs) (estudiados en canceres desencadenados por
infecciones viricas), eliminando su tolerancia y proporcionando tanto una respuesta inmediata como a
largo plazo. Ejemplo de estas terapias son el suministro de anticuerpos monoclonales o células
inmunes modificadas (propias o alogénicas) que atacan directamente el tumor al reconocer TSAs 0
TAAs®®, Dentro de estos tratamientos, las inmunoterapias con células asesinas naturales (NK)
recientemente han demostrado eficacias relevantes, no solo frente a leucemias, un tumor
hematoldgico, si no también frente a tumores solidos como el carcinoma pulmonar de Lewis (LLC) y
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cancer colorrectal (CCR) en diferentes estudios in vitro!’1°. Ademas, en el caso de algunos tipos de
leucemia, han demostrado buena eficacia también en ensayos clinicos®.

2.4.1. Inmunoterapias con células asesinas naturales.

Las células NK, pertenecientes al sistema inmune innato, tienen la capacidad de acabar con células
tumorales activandose por diversos mecanismos. Uno de ellos es la citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpo (ADCC) que se desencadena durante el reconocimiento de la region no variable (Fc) de
determinados isotipos de inmunoglobulinas unidas a su antigeno especifico, es decir la célula responde
ante un objetivo previamente sefialado por el sistema inmune®. Otra via de activacion es por ausencia
de complejo mayor de histocompatibilidad de clase 1 (MHC-1, o HLA-I en humanos). Esta molécula
estad presente en practicamente la totalidad de las células en estado fisioldgico y su falta se relaciona a
infeccion virica, estrés celular o transformacion tumoral. La activacion por ausencia se explica como
la descompensacion del equilibrio activacién-inhibicion en el que se encuentran las células NK
(Figura 1). Los receptores de inhibicién de células NK (KIRs) reconocen la proteina HLA-1, unién
que favorece la latencia. En el caso contrario, la unién a sus ligandos de los receptores citotoxicos de
células NK (NCRs) o la proteina NKG2D promueve la activacion. Los ligandos de estos receptores
son proteinas de expresion constitutiva en la membrana celular, por lo que en el caso de no estar
contrarrestados con suficientes sefiales de inhibicion, se produce la activacion de las células NK2.

(a)

Class IMHC  Inhibitory receptor

P .

e

Ligand Activating
Normal cell receptor NK cell

(h)

Killing

N //’JI‘

T Ligand Activating

Virus-infected cell receptor NK cell
( J, class 1 MHC)

Figura 1. Modelo de la actividad citotoxica de las células NK frente a células propias alteradas®.
(a) Contacto entre una célula sana y una célula NK. Las sefiales de inhibicion y activacion en la célula
NK generadas por la interaccién de los distintos ligandos se compensan, dando un balance global de
sefiales que no induce la activacion de la célula NK. La célula NK reconoce la célula propia como
sana y no la elimina. (b) Contacto entre una célula NK y una célula infectada por un virus (como
ejemplo de situacion de estrés) cuya expresién de MHC-1 en membrana esta reducida. La interaccion
de ligandos genera sefiales de activacion en la célula NK, las cuales no se ven compensadas por las de
inhibicion, por lo que se desencadena su actividad citotdxica. La célula NK reconoce la célula alterada
y la elimina. En los casos de células alteradas que no disminuyen la expresion en membrana de la
proteina MHC-1, el balance entre la intensidad de las sefiales de activacion e inhibicion regulara la
eliminacion de la célula diana.

La posibilidad de activacion de las células NK de forma independiente a la presencia de antigenos
especificos, aporta una gran relevancia de estas células ante tumores, incluyendo aquellos de baja
inmunogenicidad, es decir, que presentan pocas mutaciones?:. Para su uso en inmunoterapia se
suministran células NK activadas in vitro originarias del propio paciente (terapia aut6loga) o
alogénicas, procedentes de donantes sanos?2. Ademas de activarlas, también es posible modificarlas
genéticamente, aumentando la expresion de receptores de activacion o receptores quiméricos frente a
antigenos tumorales (CAR). De esta forma se potencia el desplazamiento del equilibrio hacia la
estimulacion de las células NK, a la vez que se aumenta su especificidad antitumoral, al determinar el
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antigeno ante el cual actuaran. Las células NK modificadas reciben el nombre de células NK-CAR. Se
disefia e integra en las células una proteina con un dominio extracelular que reconoce un TAA del
tumor de interés y un dominio intracelular de sefializacion, que desencadena la actividad efectora.
Ademas, la posibilidad de hacer una expresion combinada con receptores frente a varios antigenos
permite crear sistemas de doble regulacion, lo que reduce significativamente la posible toxicidad de
estas terapias?.

2.4.2. Inmunoterapias para el tratamiento del neuroblastoma.

Actualmente las inmunoterapias para NB se administran Unicamente a pacientes con tumores de alto
riesgo como tratamiento de mantenimiento tras observar su respuesta a las terapias previas. Se aplica
por su alto potencial de busqueda y selectividad a la hora de acabar con aquellas células tumorales no
eliminadas con los tratamientos convencionales. El tratamiento actual aplicado en NB se basa en la
activacion del sistema inmune suministrando anticuerpos anti-GD2 junto con otros compuestos. El
gangliosido GD2 (GD2) es expresado en la membrana de varios tipos de células malignas, entre ellas
las del NB. La unidn especifica de los anticuerpos monoclonales anti-GD2 sobre las células del tumor
lo marcan ante el sistema inmune como diana a eliminar mediante ADCC?. El farmaco con
anticuerpos anti-GD2 méas ampliamente usado recibe el nombre de Unituxin y fue autorizado para su
uso en Europa y Estados Unidos en 2015242, El Unituxin combina anticuerpos anti-GD2 con 13cis
RA, interleucina 2 (la cual estimula la proliferacidn y activacién de células NK) y el factor estimulante
de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF). Los aspectos negativos de esta terapia son el
dolor como efecto secundario al afectar a nervios sensitivos o el hecho de que no todos los casos de
NB presentan una expresion de GD2 suficientemente alta para poder ser eliminados de forma
efectiva®,

Los avances en el entendimiento del desarrollo del cancer y el sistema inmune generan multiples
enfoques para nuevas inmunoterapias contra NB pasando por la determinacion de TAAs para NB. Dos
antigenos ya asociados a NB son las proteinas de membrana calreticulina y CD472728, Esta
observacion ha inducido un nuevo proyecto de terapia contra el NB. Ambas proteinas se han
seleccionado para su insercion en un nuevo NK-CAR especifico para este cancer. Mientras que la
proteina calreticulina se expresa Unicamente en membranas de células tumorales, la proteina CD47
también se encuentra en células sanas del cerebro. Por ello, el proyecto propone la modificacion de
celulas NK para la expresion combinada de ambas. La union entre CD47 y el receptor de CD47
expresado de forma constitutiva en células NK desencadena la expresion en membrana de un segundo
receptor anti-calreticulina, el cual al contactar con su diana promueve la activacion de la célula
inmune®,

2.5.Cultivo celular en 3 dimensiones.

Para el desarrollo de nuevas terapias contra el cAncer mas eficaces, no solo tiene peso la investigacion
de nuevas formas de eliminar las células tumorales, si no disponer de modelos de estudio que
mimeticen las condiciones fisiolégicas en las que se desarrolla esta patologia. Los modelos celulares
in vitro son un paso previo légico y necesario a los modelos animales debido a sus multiples ventajas
en cuanto a la facilidad de trabajo, dinamismo, ética?® y menor coste econdmico. Su limitacion
principal es su bajo potencial de prediccion de la respuesta celular en un sistema fisiolégico completo.
Debido a esto, es comdn que al realizar estudios in vivo los resultados obtenidos varien con respecto a
los estudios in vitro previos. Un modelo més fiel permitiria optimizar y seleccionar las nuevas terapias
en funcion de su actividad en condiciones mas similares a las fisioldgicas, consiguiendo una mayor
reproducibilidad de los resultados al aplicarlos en modelos in vivo. Esto se traduciria a su vez en una
reduccion de los tiempos y costes de desarrollo de nuevas terapias efectivas®®,

Los modelos celulares se definen segln dos factores: la linea celular escogida y el método de cultivo
empleado. El reservorio de lineas celulares es amplio y variado y en el caso del NB se disponen de
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numerosas lineas celulares con las que trabajar. Por otra parte, la basqueda de modelos celulares con
mayor mimetismo ha generado un gran interés por nuevos métodos de cultivo, destacando el cultivo
en tres dimensiones (3D). Los modelos de cultivo en 3D recrean caracteristicas mas similares a un
sistema fisioldgico y por ello, se obtienen resultados con mayor reproducibilidad in vivo. Estos
modelos permiten mayor interaccion célula-célula, generan oposicion a la difusion y reducen el estrés
creado por el crecimiento de las células en condiciones tan distantes a las fisioldgicas®:. Los modelos
3D se usan ampliamente en el estudio de la citotoxicidad de drogas al mimetizar de forma mas fiel la
compleja arquitectura multicelular, la barrera al transporte masivo y la difusion a través de la matriz
extracelular. En el caso de modelos 3D para el estudio de tumores sélidos como el NB, la disposicion
de las células se asemeja en mayor medida a la anatomia tumoral®?, posibilitando caracteristicas como
la plasticidad metabolica, el TMA o la presencia de ndcleo necrético. Actualmente se han desarrollado
numerosos métodos de cultivo 3D, como el crecimiento de células sobre soportes, embebidas en geles
0 en agregados celulares denominados esferoides. Dentro de las humerosas opciones de cultivo en 3D,
los esferoides confieren una alta relevancia clinica a los resultados obtenidos al crecer libres de
contacto con agentes externos. Con esta forma de cultivo se forman agregados de células donde se
permiten su interaccion y su crecimiento en la matriz extracelular®®32,

3. HIPOTESIS.

Segun los antecedentes expuestos se plante6 la hipotesis de que el desarrollo inicial de una
inmunoterapia con la tecnologia de células NK-CAR con receptores frente a las proteinas CD47 y
calreticulina en modelos celulares de NB obtendria distintos resultados en funcion del modelo de
estudio seleccionado. En este trabajo se estudiaron las hipoétesis iniciales para la puesta a punto del
modelo, siendo las siguientes:
1. Lafisiologia celular de los modelos en 3D de NB se diferenciara de la presente en los modelos
en 2D.
2. Los resultados de un mismo tratamiento en modelos de cultivo en 2D y 3D diferiran, siendo
mas resistentes los modelos en 3D.
3. El modelo celular de la linea SH-SY5Y en esferoides se adecua para el estudio de la terapia
con células NK-CAR con receptores frente a las proteinas CD47 y calreticulina.

4. OBJETIVOS.

El objetivo principal de este trabajo fue el desarrollo y estudio de un modelo de cultivo celular 3D de
NB, como fase inicial para el desarrollo de una inmunoterapia con la tecnologia NK-CAR.
Para ello, se establecieron los siguientes objetivos intermedios:

1. Optimizacion de un modelo de cultivo 3D para NB.

2. Caracterizacion de lineas celulares de NB en funcién de su expresion de ligandos de células
NK: HLA-I, HLA-II, CEACAM-1, ICAM-1, PDL1, galectina-9, tanto en modelos 2D como
3D.

3. Caracterizacion de lineas de NB en funcion de la expresion de las dianas del NK-CAR en
desarrollo: CD47 y calreticulina.

4. Andlisis de la sensibilidad de lineas de NB a los farmacos habituales en quimioterapia:
Cisplatino, Etopdsido y Doxorrubicina, comparando cultivos en 2D y 3D.

5. Anélisis la actividad citotoxica de células NK expandidas sobre cultivos en 2D y 3D.

6. Generacion de lineas celulares de NB que expresan la proteina verde fluorescente (GFP) y
luciferasa para el posterior estudio en modelos in vivo de la terapia con células NK-CAR.



5. MATERIALES Y MERODOS

5.1.Cultivo celular.

5.1.1. Lineas celulares.

En este trabajo se emplearon las lineas celulares humanas SK-N-BE(2)-C, SH-SY5Y, SH-SY5Y
modificadas para la expresion de la proteina GFP (SH-SY5Y GFP), HepG2, K562 y HEK 293T. Las
células SK-N-BE(2)-C, SH-SY5Y, SH-SY5Y GFP son lineas celulares derivas de NB humano y
fueron usadas como modelo de NB. Fueron cedidas por el Dr. Eduardo Ruiz. La linea celular HepG2,
procedente de hepatocitos, fue usada como control de la generacion y desarrollo de los esferoides®,
linea cedida por el grupo del Dr. Pedro Baptista. Las células K562, derivadas de leucemia mieldgena
se emplearon en el protocolo de expansion de células NK, por su propiedad de activar a estas Gltimas,
detallado posteriormente. Se hizo uso de las células embrionaria de rifion humano HEK 293T para la
generacion de particulas lentivirales. Las lineas celulares K562 y HEK 293T son propias del
laboratorio.

En este trabajo también se dispuso de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) extraidas
de muestras proporcionadas por el Banco de Sangre y Tejidos de Aragon.

5.1.2. Mantenimiento y manipulacién de los cultivos de lineas celulares.

Se cultivaron en frascos de cultivo de 25 cm? (Corning) usando medio de cultivo Eagle modificado por
Dubelcco (DMEM) (Sigma) a excepcion de la linea celular K562 y las PBMCs, con las que se uso
medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute (RPMI) (Sigma). Ambos medios de cultivos se
suplementaron al 10% con suero fetal bovino (SFB) (Sigma), penicilina (100U/ml)/estreptomicina
(100ug/ml) (Sigma-Aldrich) y 2 mM Glutamax (Lonza). Los medios fueron atemperados a 37°C en
bafio termostatizado previamente a su uso. Para su disociacion se utilizd Tripsina-EDTA (Sigma)
permitiendo su actuacion durante 1 minuto a 37°C, tras lavar con tampon fosfato salino (PBS) para
evitar la inactivacion de la Tripsina por el suero. EI EDTA es un quelante de calcio que favorece la
disgregacién celular. Las células se mantuvieron en incubador termostatizado a 37°C, 5% de CO; y
saturado de humedad (Panasonic), realizando cultivos frescos cada dos o tres dias dependiendo tanto
de su crecimiento como su uso.

La manipulacion de los cultivos se realizé en condiciones de esterilidad en campana de flujo laminar
(Tesltar Bio All).

5.1.3. Recuento y viabilidad celular.
Los recuentos se realizaron con el colorante selectivo Azul de Tripano (Sigma) en dilucién 1:1 con la
suspensién celular a evaluar, haciendo uso de la camara de Neubauer y un microscopio Optico
(Nikon). El Azul de Tripano penetra Unicamente en células que han perdido la integridad de la
membrana plasmatica, por lo que las células muertas adquirirdn una coloracion azul mientras que las
células vivas y las apoptéticas, al mantener su membrana intacta, no se tefiiran.

5.1.4. Congelacién y descongelacion de lineas celulares.

Para reducir el nimero de pases de las células se congelaron varios viales al comienzo de su cultivo.
Se almacenaron en un ultracongelador a -80°C en viales estériles para congelacién (Thermo Scientific
Nunc) y posteriormente almacenadas en nitrogeno liquido. La suspension celular se centrifugo
suavemente (335g, 5 min.) para conseguir la precipitacion de las células viables. El pellet se
resuspendié en SFB al 10% de dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma) y trasladado al vial. EI DMSO es un
agente criopreservante que evita la formacion de cristales de hielo en el interior celular, evitando
dafios en la célula, pero es altamente toxico en células con metabolismo activo, es decir a temperaturas
fisiologicas, por lo que se debe trabajar manteniendo el vial en hielo.

Para la descongelacion de los viales, se resuspendi6é la disolucion de células en 5 ml de medio
atemperado y se centrifugd (335g, 5 mim.). El pellet celular se resuspendié en medio completo.
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5.1.5. Cultivo celular 3D por método de gota colgante.

La formacion de esferoides de las lineas celulares de NB y HepG2 se realiz6 por el método de la gota
colgante. A partir de células cultivadas en placa (2D) se dispone una suspensiéon celular de la
concentracion deseada en gotas invertidas. Las células se resupendieron en medio DMEM completo
con un 20% de metilcelulosa (Methocell, Sigma) para aumentar su tension superficial. Gotas de 20-30
ul se dispusieron en la tapa de placas Petri o de placa de 96 pocillos (Thermo Scientific Nunc),
guedando suspendidas al voltear la tapa. El fondo de las placas se mantuvo cubierto con agua miliQ
para mantener una alta humedad y evitar el secado de las gotas.

5.1.6. Disgregacion de esferoides.
Para aquellos ensayos en los que fue necesario el estudio de las células que conformaban los
esferoides de forma individual, estos fueron disgregados de la forma descrita para 2D (apartado 5.1.2)
aumentando el tiempo de actuacion de la solucion Tripsina-EDTA a 5 minutos. Tras la incubacion, se
realizé una rapida resuspensién mecanica.

5.2.Caracterizacion de lineas celulares.
5.2.1. Marcaje extracelular.

Se analizé la expresion en membrana de distintas proteinas en las lineas celulares SH-SY5Y y SK-N-
BE(2)-C mediante citometria de flujo. Este equipo permite analizar individualmente cada célula de
una muestra dada. El citometro empleado fue el Citémetro analizador Gallios (Beckman Coulter), el
cual dispone de tres laseres(488, 630, 405nm), y 10 detectores de fluorescencia ademas de dos
detectores que nos permiten analizar el tamafio y la complejidad celular (FSC o Forward Scatter y
SSC o SideScatter).Se utilizaron para el marcaje los siguientes anticuerpos monoclonales conjugados
con fluoréforos: i) anti-HLA-1 FITC (Invitrogen), ii) anti-HLA-II APC-VI0770 (Miltenyi Biotec), iii)
anti-Calreticulina PE (abcam), iv) anti-ICAM-1 APC (BD Biosciences), v) anti-CEACAM-1 PE-
VIO770 (Miltenyi Biotec), vi) anti-PDL1 APC (Biolegend) y vii) anti-CD47 V450 (BD Biosciences).
El marcaje se realiz6 con una dilucion del anticuerpo 1:50 en PBS 5% SFB 0.5uM EDTA durante 20
minutos a 4°C para un marcaje mas especifico y en oscuridad para no afectar a la fluorescencia de los
fluoréforos. El suero se afiadio para favorecer el mantenimiento de la viabilidad celular durante el
proceso. Con el fin de reducir las uniones inespecificas, se usé un anticuerpo bloqueante frente a los
receptores de la region constante (Fc) de los anticuerpos (CD16 y CD32). También se usaron como
controles el isotipo correspondiente de la inmunoglobulina con el fluoré6foro. El isotipo no se une a
ninguna diana de forma especifica al no reconocer ninguna proteina en su region variable, pero
conserva las caracteristicas inespecificas de la Fc de la inmunoglobulina usada en el experimento.
Tanto para los marcajes en cultivos 2D como 3D se sigui6 el mismo protocolo, variando el paso
previo de disgregacion de los esferoides, explicado en el apartado 5.1.6.

5.2.2. Marcaje intracelular.
Se analizé la expresion intracelular de la galectina-9 en las lineas celulares SH-SY5Y y SK-N-BE(2)-
C mediante citometria de flujo. En primer lugar, se fijaron las células con paraformaldehido al 4% 15
minutos a 4°C. A continuacion, se permeabilizaron con saponina 0,5 % en PBS, detergente organico
suave, durante 30 minutos a 4°C. Se afiadi6 entonces 1 pl de anti-Galectina-9 PE (Miltenyi Biotec),
que se incubd 30 min. a 4°C en oscuridad. Entre todos los pasos se lavé con PBS 5% SFB 0,5 mM
EDTA al igual que en el marcaje extracelular.

5.2.3. Anadlisis de resultados.
El analisis de los resultados obtenidos por citometria siguié los siguientes pasos (Figura 2): i) Sobre un
diagrama de puntos (cada célula se ve representada por un punto) se enfrenté FSC PEAK LOG contra
SSC INT LOG para delimitar la region sin agregados de méas de una célula ni restos celulares. ii) Se
delimit6 la poblacién de estudio a la region seleccionada. iii) Se enfrentd el canal de lectura del
fluordforo en cada caso contra FSC INT LOG. iv) Se activo la opcion de lectura de fluorescencia
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media en el eje de coordenadas. v) Se dividio el valor de fluorescencia obtenido en el marcaje con el
anticuerpo especifico entre el obtenido en el isotipo o el control sin marcar en el caso de no
disponerlo.
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Figura 2. Andlisis de datos por citometria. Ejemplo: marcaje con isotipo
IgG1 PE (parte superior) y anti-calreticulina PE (parte inferior).

5.3.Caracterizacion de la sensibilidad a drogas usadas en quimioterapia en cultivos 2D

y 3D para la linea celular SH-SY5Y.
Se testaron diluciones seriadas de tres fArmacos utilizados habitualmente en quimioterapia: Cisplatino,
Etop6sido y Doxorrubicina, asi como la combinacion de ellos. Las diluciones fueron de 50, 5, 0.5,
0.05, 0.005, 0.0005 puM para el Cisplatino y el Etopésido y 92, 9.2, 0.92, 0.092, 0.0092 y 0.00092 uM
para la Doxorrubicina. Los resultados se estudiaron mediante dos métodos explicados en los apartados
contiguos.

5.3.1. Estudio de la proliferacién mediante Presto Blue.
El PrestoBlue (Thermo Fisher) es un reactivo de viabilidad celular, cuya metabolizacién por las oxido-
reductasas celulares produce un compuesto fluorescente. Sobre 20000 células adheridas y 6 esferoides
de 2000 células se testaron las distintas drogas. A las 24 y 48 horas de actuacion de las drogas se
afiadieron 20 pl de PrestoBlue a cada pocillo, y tras una incubacion de 3-5 horas, se midi6 la
fluorescencia (max. excitacion 535nm/ max. emision 615nm). La medida de la fluorescencia se realizd
con un lector de placas (Bio-Tek). Se hicieron blancos de todas las concentraciones de drogas para
poder restar la fluorescencia basal (fluorescencia no producida por el metabolismo celular).

5.3.2. Estudio de muerte celular por Anexina V.
La Anexina V es una proteina celular usada en citometria por su unién a fosfatidilserina, fosfolipido
mayoritario de la parte interna de la membrana celular que se transloca a la parte exterior durante el
proceso de apoptosis. Sobre 50000 células adheridas en placa de 48 pocillos y 6 esferoides de 2000
células se testaron las distintas drogas. Se marcaron las células con Anexina V FITC de manera
analoga a la explicada en el apartado 5.2.1, diferenciandose en que los lavados se realizaron con
tampon de unién de Anexina (ABB) (Thermo Fisher). Ademas, el medio de cultivo no sé desecho,
para evitar perder con él las posibles células muertas, y por ello en suspension. También se utilizd
yoduro de propidio (PI) como marcador de muerte por necrosis. El Pl es un compuesto fluorescente
que se intercala en el DNA, pero no es permeable a través de la membrana de las células viables.




5.4.Expansion de células NK de donantes sanos.

5.4.1. Aislamiento de PBMCs.

Partiendo de muestras de “buffy-coat” (capa leucocitaria obtenida a partir de la centrifugacion de
sangre total) proporcionadas por el Banco de Sangre y Tejidos de Aragon se realizé un aislamiento de
células mononucleares de sangre periférica (PBMCs). Para ello se usé la centrifugacion en gradiente
de densidad (524 g, 30 min., deceleracion 3) de 13 ml de buffy-coat (1:4) junto con 13ml de Ficoll
Histopaque (MiltenyiBiotech). Las PBMCs forman una fase blanquecina intermedia entre el plasma y
el Ficoll. Los eritrocitos que pudieran haber sido arrastrados se eliminaron mediante la incubacion (5
min.) con RBC Lysis Buffer (ThermoFisher). Una vez aislados se realizé un recuento celular para
determinar el volumen del que iniciar la expansion.

5.4.2. Expansién de células NK.
La expansion de células NK se realizd durante 21 dias afiadiendo cada 3 dias interleucinas 2y 15y
células K562 en ratio 1:10 en RPMI completo con SFB inactivado. La IL-15 esta involucrada en el
mantenimiento de la viabilidad de las células NK, mientras la IL-2 en su activacion®. Las células K562
no expresan HLA-I, por lo que son una buena diana para las células NK y con ello promueven su
activacién. La inactivacion del suero (30min. a 50°C y centrifugacion 2851g, 10min.) se realiz6 para
inactivar las proteinas inmunitarias del complemento presentes en este y evitar su influencia en los
mecanismos de citotoxicidad posterior.

5.4.3. Seguimiento de la expansion.
El seguimiento de la expansion se realizd por citometria mediante la caracterizacién de las
poblaciones de células presentes con marcaje extracelular de las proteinas CD3 y CD56. Este marcaje
sobre PBMCs genera cuatro poblaciones: dobles positivos, correspondiendo a linfocitos NKT (con
fenotipo mezcla entre células NK vy linfocito T); CD3* CD56, los linfocitos T; CD3 CD56*, las
células NK, y dobles negativos, el resto de los leucocitos aislados. Los marcajes y su lectura fueron
realizados siguiendo el protocolo de marcaje extracelular del apartado 5.2.1.

5.5.Citotoxicidad de células NK expandidas sobre células SH-SY5Y GFP.

Se evalud la citotoxicidad de células NK de un donante sano expandidas durante 5 y 21 dias. Se
realiz6 usando como células diana, células SH-SY5Y GFP en cultivos 2D y 3D. Los ratios célula
NK:diana fueron 6:1 y 1:1 y se analizaron los resultados a 5 y 24 horas para el modelo 2D y 24 y 48
horas en el caso de los esferoides. Se us6 como control células SH-SY5Y GFP incubadas sin células
NK. Se cuantificé el nimero de células viables por citometria con la lectura de células GFP positivas.
Al morir la célula la fluorescencia de la GFP se pierde, por lo que manteniendo los tiempos de
adquisicion del citometro se realiz6 una medida relativa de la viabilidad especifica de las células
diana®.

5.5.1. Puesta a punto del uso de células GFP positivas como valor representativo de células
viables.
Se comprobd que la medida de células GFP positivas era una medida representativa del valor de
células viables en el cultivo. Para ello se sembraron disoluciones con nimero decreciente de células
SH-SY5Y GFP, de 50.000 hasta 5.000 y a las 24 horas se analizaron en el citometro.

5.5.2. Purificacion de células NK
Para la purificacion de las células NK en expansion se usaron columnas magnéticas MACS (Miltenyi
Biotec). Se incubd el cultivo completo de PBMCs con el anticuerpo anti-CD56 MicroBeads (Miltenyi
Biotec) (20ul de anticuerpo por cada 10 millones de PBMCs totales). Las “microperlas” son particulas
magnéticas que permite la retencion en una columna metélica bajo un campo magnético. La proteina
CD56 es expresada Unicamente por células NK y NKT, por lo que con este método se aislan
Unicamente estas poblaciones, siendo las células NK mayoritarias en sangre.
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5.6. Visualizacion celular por microscopia.

5.6.1. Determinacion de la morfologia de esferoides por microscopia optica.
Los esferoides fueron observados por microscopia en campo claro en un microscopio 6ptico invertido
Nixon. Se observd su morfologia y se determino el grado de compactacion como la observacion de
una frontera definida entre células y medio. Se fotografiaron los esferoides de la linea celular SH-
SY5Y adia 4y 7 para el estudio su formacion y desarrollo, usando como control positivo esferoides
de la linea celular HepG2 con un mismo nimero de células iniciales®*.

5.6.2. Microscopia de fluorescencia.
Se empled un microscopio invertido de fluorescencia, modelo Olympus 1X81, para la toma de
imagenes de fluorescencia total (suma de todos los planos) tanto en cultivo de células en 2D como en
3D. Se realizd la lectura de fluorescencia emitida por la proteina GFP (méax. excitacion 395nm-max.
emision 509nm) y por el compuesto PI (max. excitacién 535nm- max. emisién 617nm).

5.6.3. Microscopia confocal.
La obtencién de imagenes de secciones individuales de los esferoides se realizé mediante microscopia
confocal. Esta tecnologia permite observar planos independientes del interior de los esferoides. Para
ello la medida de “pinhole” utilizada fue igual o menor a 1AU. El pinhole es un término inglés
(traduccion literal: agujero de alfiler) que define la apertura del diafragma que restringe el paso de
fluorescencia, permitiéndolo Unicamente a la correspondiente con el plano enfocado. EI microscopio
empleado fue un Microscopio Confocal Espectral Zeiss LSM 880 con Airyscan.

5.6.4. Preparacion de muestras de esferoides para su observacion.
Todos los pasos de la manipulacion con micropipeta de los esferoides para su visionado fueron con
puntas de micropipeta cortadas para aumentar su didmetro y evitar la deformacion o fragmentacion de
la estructura 3D. Los esferoides fueron lavados con PBS 5% SFB y marcados con Pl durante 15 min a
temperatura ambiente.

5.7.Estudio de la estructura de esferoides de la linea celular S-SY5Y por anatomia
patoldgica.

Las preparaciones se llevaron a cabo en el servicio de anatomia patolégica del Instituto Aragonés de
Ciencias de la Salud (IACS). Se utilizaron muestras de esferoides SH-SY5Y fijados (4%
paraformaldehido, 30min.). Se realiz6 un procesado por inclusion en parafina y cortes cada 5 um
mediante el Microtomo de rotacion Leica RM2255. Posteriormente se realizd su tincion con
hematoxilina-eosina. La hematoxilina, de color azul, se une a las estructuras aniénicas, como el
nucleo, y la eosina a estructuras cationicas, tifiendo citoplasma y membrana de color rosa.

5.8.Generacion de linea celular SH-SY5Y + GFP-Luciferasa.

5.8.1. Obtencion de lentivirus e infeccion de células SH-SY5Y.
Se empled la linea celular HEK 293T como células empaquetadoras para la generacion de particulas
virales con el plasmido de interés, ZsGreen (cedido por la Graduada Sandra Hortelano). El plasmido
contiene la secuencia de la proteina GFP, proteina fluorescente de membrana que nos permite una
facil observacion de las células por microscopia, y de la luciferasa. La luciferasa es una encima de
interés por permitir el seguimiento de la célula que la expresa en organismos vivos debido a su
capacidad de degradar luciferina para dar un compuesto luminiscente, pudiendo ser observadas in
vivo, sin interferencia de la propia fluorescencia de los tejidos. La generacion de lentivirus se realizd
afiadiendo 2,5 ug de plasmido pMD2.G y 6ug de pPAX2, con informacion de proteinas viricas, y 6 g
de ZsGreen. Se adiciond a la mezcla 40 pL de polietilenimina (PEI) (Sigma), un polimero catiénico
que condensa el DNA en particulas con carga positiva, facilitando su endocitosis y la liberacion en el
citoplasma. Tras una fuerte agitacion y 15 minutos de incubacion a temperatura ambiente, se afiadio al
cultivo de células HEK 293T en DMEM sin suplementar. Tras 16 horas de incubacion, se reemplazé
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el medio por DMEM completo y se dejaron las células 2 dias en cultivo. Se recogio el medio y se
concentraron los virus con Lentivirus-X Concentrator (Takarabio), centrifugando 45 min. a 1455g y
4°C. El pellet obtenido se resuspendié en un volumen minimo de medio y agreg6 al cultivo 2D de
celulas SH-SY5Y. Los lentivirus son virus de RNA con retrotranscriptasas e integrasas para la
insercion de su RNA como DNA en el genoma del hospedador.
5.8.2. Aislamiento de células transformadas.

El grado de internalizacion del plasmido se equipar6 el grado de expresion de la proteina GFP. Se
midié tanto cualitativamente por observacién en microscopio invertido de fluorescencia, como
cuantitativamente por citometria de flujo. El aislamiento de células infectadas se planificdé mediante
dilucion limite por el aislamiento de colonias individuales que presentaban fluorescencia en placa de
96 pocillos y su posterior cultivo en volimenes de medios crecientes.

5.9.Analisis estadistico
El andlisis estadistico de los resultados se realiz6 con el programa GraphPad Prism 7. En la
comparacion de la expresion de ligandos de células NK (resultados 6.2) se aplicd el test Mann-
Whitney para variables no paramétricas, ya que con una n tan pequefia no se pudo testar su
normalidad. En la comparacion de los IC50 obtenidos con el tratamiento de drogas (resultados 6.3.) se
realizo el test estadistico de Fisher.

6. RESULTADOS

6.1.Estudio de la morfologia de los esferoides.

Para estudiar la morfologia de los esferoides se procedio al cultivo en 3D de las células seguln el
método de la gota colgante explicado en materiales y métodos (apartado 5.1.5). A través de la
observacion en el microscopio invertido se establecid el tiempo de formacion de esferoides en la linea
celular SH-SY5Y en un periodo de 48 horas desde la siembra, por lo que se tomd ese tiempo de
incubacion para la creacion de esferoides en los ensayos posteriores. La linea celular SK-N-BE(2)-C
no formo esferoides compactos por el método de la gota colgante, observandose cimulos de células de
baja compactacion que no fueron considerados esferoides.

Como control se usé esferoides de la linea celular HepG2, ya que estos estan descritos en la
bibliografia®*. La comparacion por microscopia dptica de esferoides de las lineas celulares SH-SY5Y
y HepG2 del mismo numero de células en origen (2.000 y 10.000 células) mostré diferencias en el
desarrollo de ambos (Figura 3 B). La variacién en el volumen entre esferoides de 2.000 y 10.000
células iniciales fue menor en la linea celular SH-SY5Y. Asi mismo, los esferoides para esta linea
celular fueron de menor tamafio en todos los casos. El crecimiento de los esferoides de SH-SY5Y
mostrd un punto de inflexion entre los dias 7 y 14 en el que perdieron su forma esférica y comenzaron
un desarrollo longitudinal (Figura 3 A).

Para una mejor caracterizacion, se obtuvieron imagenes de los cortes de esferoides tefiidos con
hematoxilina y eosina. Los esferoides de células SH-SY5Y mostraron una estructura reticular, con una
mayor densidad celular en la periferia y relativamente constante en el resto de la estructura (Figura 3
D). La arquitectura celular de los esferoides también se analiz6 a través de microscopia de
fluorescencia convencional y confocal. Para ello se hicieron esferoides de células SH-SY5Y que
expresaban la proteina fluorescente GFP. Estos esferoides GFP positivos se marcaron con Pl como
sonda de viabilidad celular. Los estudios mostraron una viabilidad celular alta, al detectarse
Gnicamente sefial de fluorescencia roja (PI) localizada en puntos concretos, correspondiendo con el
marcaje de células muertas en zonas generalmente de la periferia, no observandose la formacion de un
nucleo necrético (Figura 3 E). En microscopia confocal, las imagenes de secciones del interior de los
esferoides mostraron células viables, presentando ciertas células muertas (Pl positivo) en la periferia

(Figura 3 C). Las imagenes de zonas interiores del esferoide (z >60uM) mostraban una pérdida
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gradual de la fluorescencia segun se profundizaba en la masa celular por lo que no se pudo llegar a
observar al completo su estructura.

A B SH-S5Y5 HepG2
R

v Dia4 :
» NN 4 c oo @

Dia 4 Dia7 Dia 14

2000 c. 10000 c.

Figura 3. Estudio de la morfologia de los esferoides.

A) Iméagenes de esferoides de la linea celular SH-SY5Y de 2000 células en originen a distintos dias
desde su siembra. Los dias desde la siembra se indican bajo cada imagen. Las imagenes se obtuvieron
con un microscopio optico invertido a 20 aumentos.

B) Comparacion de esferoides de las lineas celulares SH-SY5Y y HepG2. En cada imagen se indica el
namero de células en origen para cada esferoide, habiendo esferoides de 2000 y de 10000 células. Se
fotografiaron a dos tiempos desde su siembra, 4 y 7 dias, con un microscopio éptico invertido a 20
aumentos.

C) Esferoides de células SH-SY5Y GFP marcados con Pl de 2000 células en origen a dia 8 desde su
siembra. En verde se muestra la fluorescencia de la proteina GFP y en rojo la fluorescencia
correspondiente al compuesto PI. Las imégenes se obtuvieron por microscopia confocal siendo i) a 10
aumentos, e ii) a 20. La linea de escala representa 200 pm.

D) Esferoides SH-SY5Y con tincién hematoxilina-eosina. Se muestran imagenes obtenidas por
microscopio Optico invertido de dos cortes realizados por anatomia patoldgica (material y métodos
5.7.) de esferoides SH-SY5Y de 2000 células en origen.

E) Esferoide de células SH-SY5Y GFP marcado con PI de 2000 células en origen a dia 8 desde su
siembra. En verde se muestra la fluorescencia de la proteina GFP y en rojo la fluorescencia
correspondiente al Pl. Las imagenes se obtuvieron en microscopio invertido de fluorescencia a 10
aumentos. La linea de escala representa 25 pum.
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6.2.Caracterizacion de las lineas celulares SH-SY5Y y SK-N-BE(2)-C en funcién de
su expresion de ligandos de células NK: HLA-I, HLA-I1, CEACAM-1, ICAM-1,
PDL1, galectina-9 y los TAAs del NB calreticulinay CD47, en modelos 2D y 3D.

Se estudio por citometria de flujo la expresion de ligandos de células NK en modelos 2D de la linea
celular SK-N-BE(2)-C y en modelos 2D y 3D de la linea celular SH-SY5Y, para observar tanto la
diferencia entre lineas celulares, como entre formas de cultivo. Los datos se representaron como
namero de veces que aumento la intensidad media de fluorescencia (IMF) respecto al control (isotipo),
por lo que un valor igual a uno corresponde con expresion nula de la proteina (Figura 4). Se adjunta
como Figura | en los anexos un diagrama de puntos y un histograma representativo del marcaje en la
linea celular SK-N-BE(2)-C para cada una de las proteinas estudiadas.
Las proteinas estudiadas fueron las siguientes: i) HLA-II, presente en células presentadoras de
antigenos. Su nivel de expresion fue bajo en los tres modelos. ii) ICAM-1, proteina de adhesion,
estabiliza el contacto entre células, como células inmunes y células diana. Se localiza en la llamada
parte periférica de la sinapsis (psSMAC), refiriéndose a sinapsis como intercambio de sefiales entre
célula inmune y diana®. Aumentd en la linea celular SH-SY5Y y de mayor forma en su modelo 3D. iii)
CEACAM-1, proteina reconocida por el punto de control inmunoldgico TIM3, se detect6 Unicamente
en el modelo 2D de células SH-SY5Y. TIM3 se expresa en el TMA de diferentes tipos de cancer,
donde bloquea su eliminacion®. iv) La galectina-9 modula varios procesos celulares, como la
agregacion celular, asi como la apoptosis en células tumorales, teniendo efectos antiproliferativos en
tumores. También se trata de un ligando para el punto de control inmunolégico TIM3%*. Su expresién
intracelular fue marcadamente mayor en el modelo celular 3D que respecto a ambas lineas en 2D. V)
CD47, proteina sobreexpresada en NB que evita la fagocitosis por el sistema inmune?’. Se confirmé su
alto nivel de expresion en los tres modelos, disminuyendo en la linea celular SH-SY5Y y siendo
menor en el modelo 3D. vi) HLA-I es la diana principal de numerosos KIRs, por lo que su expresion
manda sefiales inhibitorias potentes a las células NK. Su expresion fue elevada en todos los casos,
siendo mayor en la linea celular SK-N-BE(2)-C. vii) PDL1, ligando del punto de control
inmunoldgico PD1, expresado en células inmunes, cuya union inhibe la actuacion de estas. La
expresion de PDL1 se presenta ampliamente en varios tumores con lo que frenan su eliminacion?®, La
expresion en cultivos 2D de células SH-SY5Y fue marcadamente mayor que en los otros dos modelos
estudiados. viii) La calreticulina es una chaperona que participa en diferentes procesos celulares. Se ha
descrito que las células tumorales aumentan su expresion en membrana?®. Su expresiéon disminuyd
agudamente en el modelo SH-SY5Y en cultivo 3D, pero se mantuvo en un nivel de incremento de
IMF de dos, por lo que se sigui6 considerando positiva.
Se obtuvo un aumento de la fluorescencia frente al control para todas las proteinas. En el caso de la
expresion de la proteina CEACAM-1 Unicamente la linea celular SH-SY5Y en modelo de cultivo 2D
mostré un aumento superior a 2. El estudio de la expresion de las proteinas HLA-I, PD-L1 vy
calreticulina obtuvo valores de IMF mucho mayores que para el resto proteinas, superando una IMF
diez veces la del control, excluyendo el caso de la calreticulina en el modelo 3D de células SH-SY5Y.
El andlisis estadistico mostrd diferencias significativas para la expresion de las proteinas PDL1 y
calreticulina entre los modelos 2D y 3D de la linea celular SH-SY5Y. A pesar de que no se obtuvieron
otras diferencias estadisticamente significativas se observaron tendencias que quiza aumentando las
repeticiones del estudio se consolidarian.
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Figura 4. Resultados del andlisis de la expresion de las proteinas HLA-I1, ICAM-1,
CEACAM-1, galectina-9, CD47, HLA-I, PDL1 y calreticulina en un modelo de
cultivo 2D de la linea celular SK-N-BE(2)-C y modelos de cultivo 2D y 3D de la linea
celular SH-SY5Y. Se siguid el procedimiento especificado en el apartado de material y
métodos 6.2., utilizando anticuerpos contra esas proteinas unidos a distintos fluoréforos y
se utilizd como control negativo los anticuerpos del mismo isotipo y fluor6foro que el
usado en el marcaje. Las graficas presentan el aumento de intensidad media de
fluorescencia en nimero de veces respecto al control (n>2). En linea de puntos se indica el
valor igual a 1, a partir del cual se considera positiva la expresion de la proteina. En la
leyenda, SK 2D corresponde con el cultivo en 2D de la linea celular SK-N-BE(2)-C y SH
2Dy SH 3D con los modelos de cultivo 2D y 3D de la linea celular SH-SY5Y. En el gje X,
la abreviatura gal 9 corresponde a la proteina galectina-9 y CLRT a la calreticulina. Se
aplicé el test estadistico Mann-Whitney, mostrandose el simbolo * cuando se obtuvo una
diferencia estadisticamente significativa para un p<0,05. Si no se representa es que la
diferencia de expresion no es estadisticamente significativa.

6.3.Comparacion de la sensibilidad de los cultivos 2D y 3D de la linea celular SH-

SY5Y a los farmacos usados en clinica.

La sensibilidad de la linea células SH-SY5Y a diferentes drogas se analizd con un ensayo de
proliferacion por el método de PrestoBlue. El porcentaje de proliferacion muestra la variacion de la
poblacion celular en cada condicion respecto al control sin tratamiento (Figura 5). En este caso, la
concentracion de droga a la que la proliferacion celular alcanza la mitad del valor del control recibe el
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nombre de concentracién inhibitoria media (IC50). Los farmacos usados fueron los empleados
comunmente en clinica para el tratamiento del NB (Cisplatino, Etopdsido y Doxorrubicina). En todos
los casos estudiados, se observo la disminucidn de proliferacion al aumentar la concentracion de
farmacos y la disminucion del 1C50 de la combinacion de ellos respecto a cualquiera de sus analogos
como una Unica droga. La proliferacion se ve alterada por el método de cultivo, obteniéndose una
menor sensibilidad al efecto antiproliferativo de las drogas en cultivos 3D. En el caso del Etopdsido,
las diferencias son muy bajas, mientras que en el caso de las drogas combinadas es mas acusado. La
dispersién de los resultados 3D es mayor gque en 2D, pudiendo deberse a la complejidad a la hora de
asegurar un mismo nimero de esferoides por pocillo en cada experimento.
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Figura 5. Efecto del tratamiento con drogas de quimioterapia en cultivos 2D y 3D sobre la
proliferacion de la linea celular SH-SY5Y. Se incubaron las células con distintas
concentraciones de Cisplatino, Doxorrubicina, Etopésido, asi como su combinacién y se analiz6
la proliferacion celular por la degradacién de PrestoBlue segin se describe en el apartado de
material y métodos 6.3.1. Las graficas representan el porcentaje de proliferacion frente a
concentracion de drogas (uUM) (n=3). En el caso de la mezcla, las concentraciones indicadas son la
concentracion de cada droga individualmente. Se muestra en rojo, los valores obtenidos para un
periodo de incubacién de 24 horas en cultivo en 2D, en negro para 48 horas en cultivo en 2D y en
azul 48 horas de incubacion de las drogas con esferoides. En las leyendas se indican los IC50 en
UM obtenidos utilizando el programa GraphPad. Se realizé un test de Fisher, el cual no definid los
valores de IC50 obtenidos como distintos para ninguno de los casos.

Debido a que el estudio de proliferacion por el método del PrestoBlue no nos indica si la inhibicién
observada es por induccion de muerte o por inhibicién del crecimiento, se realiz6 un estudio similar,
detectando muerte celular por citometria de flujo con Anexina V e yoduro de propidio. En la figura Il
de los anexos se muestran los resultados de un ejemplo representativo del tratamiento con
Doxorrubicina en cultivo en 2D en forma de diagramas de puntos. Los resultados del modelo 2D a
distintos tiempos mostraron una mayor muerte con las concentraciones més altas de todas las drogas,
asi como con su combinacion (Figura 6). En el modelo 3D, se obtuvo una muerte basal muy alta que
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dificulto la interpretacion de los resultados, pero se vio una tendencia en el aumento de muerte a dosis
altas en los casos de la Doxorrubicina, la mezcla y débilmente en el Etopdsido. Para el estudio de la
muerte definimos el EC50 como la concentraciéon a la que la muerte celular alcanza el 50% de la
poblacion total. Los EC50 obtenidos mostraron mas sensibilidad a las drogas a las 48 horas en modelo
2D frente a su andlogo a 24 horas. En la comparacién entre modelo 2D y 3D se mostrd6 mas
sensibilidad en el 2D Unicamente en el tratamiento con Cisplatino y las mezcla. Para descartar que la
muerte basal en los esferoides se debiera al protocolo de disgregacion aplicado, se llevé a cabo el
mismo protocolo en un cultivo en 2D y se estudié su viabilidad, obteniéndose un 94% de células
viables, por lo que esta teoria se descartd.

CISPLATINO DOXORRUBICINA

100 - EC50 uM
1001 pan 2DEC50 uM B oD 244 9.96
- 2.14 B oD 48H 0.98
48H 2D 0.82 Bl 3D 48H error
80 HEM 48H 3D o0.91 +
; >
- @
- 60 g
£ x
x ()
o 404 c
c <
<
20
0
o v IS 2 N Q ~
N S N N N o
N N N N e \,
% % o % ° @
. . Doxorrubicina uM
Cisplatino uM
ETOPOSIDO MEZCLA
100 1 EC50 uM 100 - EC50 uM
B 244 2D 5.77 B >4H 2D 1.84
Bl 284 2D 162 Bl 48H 2D 0.41
807 HM 48H 3D 1.67 80 MM 48H 3D 35.17
+ +
>
60 > J
© L 60
—_ c
o 40 B
Iy 4
Pt o 404
< c
<
204
20
0
o > > 2 ~ N N 0
Q Q Q Q S o > ” a ~ o 5
N N N N e hd N
ARG SN RN BN SR
% % % % ® ®

Etop6sido uM
Cisp, Doxo, Etop uM

Figura 6. Efecto del tratamiento con drogas de quimioterapia en cultivos 2D y 3D sobre la
viabilidad de la linea celular SH-SY5Y. Se incubaron las células con distintas concentraciones de
Cisplatino, Doxorrubicina, Etop6sido, asi como su combinacion y se analizé la muerte por deteccion
de Anexina V segun se describe en el apartado de material y métodos 6.3.2. Las gréaficas representan
el porcentaje de muerte celular frente a concentracion de drogas (UM) en la linea celular SH-SY5Y
(n=3). En la mezcla, las concentraciones indicadas son concentraciones individuales de cada droga y
en el caso de la Doxorrubicina no serian las indicadas si no las siguientes: 0, 9-10%, 9-1073, 9-10%,
9-107%, 9-10° y 9-10'uM. Se muestra en rojo, los valores obtenidos para un periodo de incubacion de
24 horas en modelo 2D, en negro para 48 horas en modelo 2D y en azul 48 horas de incubacién de las
drogas en esferoides. En las leyendas se indican los EC50 en uM obtenidos utilizando el programa
GraphPad.
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Los valores de EC50 resultantes deberian ser mayores que los IC50, obtenidos en el experimento de
proliferacion, ya que para una misma concentracion de droga su efecto sobre la disminucién de la
proliferacion es mayor que en el aumento de la muerte, debido a que la primera es consecuencia
necesaria para la segunda. En este estudio solo se cumplen en el caso de la Doxorrubicina y la mezcla
de las drogas, pudiendo deberse a la alta muerte basal detectada o a la perdida de células en el andlisis
en el caso de que la muerte sea muy avanzada.

6.4.Comparacion de la sensibilidad de los cultivos 2D y 3D de la linea celular SH-
SY5Y a células NK activadas.

Partiendo de un “buffy-coat” de un donante sano se procedié a la purificacion de PBMCs y la
activacion de las células NK. Se realizaron marcajes de CD3 y CD56 de los PBMCs mostrando un
aumento progresivo del porcentaje de la poblacion de células NK: 5,21%, 8,28%, 67,2% y 68,5%
respectivamente (Figura 7). La poblacion doble negativa desaparece a partir del dia 14, debido
probablemente a la muerte de aquellas células que no han recibido sefiales de activacion. A dia 14 se
trabajo en otro citdbmetro debido a un problema técnico, por lo que el protocolo del citébmetro varid,
observandose una distribucion distinta de las poblaciones, aunque los porcentajes no variaron respecto
a los obtenidos a dia 21.
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Figura 7. Caracterizacion de la poblacién de células en expansion. Se analizaron las poblaciones
presentes en el cultivo de células NK en expansion en funcion de la expresion de las proteinas CD56 y
CD3 mediante citometria de flujo segin se describe en materiales y métodos 5.6. Se muestra el
diagrama de puntos enfrentando CD56 y CD3. De izquierda a derecha dias 5, 7, 14 y 21 (n=1).

Para analizar la actividad citotoxica de las células NK activadas se puso a punto una técnica basada en
la cuantificacion del nimero de células GFP positivas por citometria de flujo (apartado de material y
métodos 5.7.1.). Para validar este método se sembraron en los pocillos un nimero decreciente de
células. Se estableci6 el mayor nimero de células sembradas como el 100% y se limité el tiempo de
toma de muestra del citometro a 100 segundos. En la tabla 1 se muestran los resultados obtenidos. El
namero de células detectadas por citometria muestran un descenso proporcionado al nimero de células
presentes en cada pocillo. Se considerd que los resultados se adecuaban por lo que se decidio aplicar
esta técnica para el estudio de células viables tras tratamiento con células NK. Este método facilita en
gran medida el protocolo de lectura de la citotoxicidad de las células NK frente a las dianas, células
SH-SY5Y GFP, permitiendo distinguir de forma fiable las poblaciones celulares.
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% células % células

sembradas leido
100 100
80 83.63 Tabla 1. Porcentaje de células viables respecto al cultivo de
60 52.08 50.000 células. El porcentaje de células sembradas representa el
40 36.82 descenso en el nimero de células presentes en cada pocillo y el
20 9133 porcentaje de células leido, el descenso de células detectadas en

’ el citometro tras su procesado (n=1).

10 10.32

Una vez validado el método se procedio al estudio de citotoxicidad con las células NK y las células
SH-SY5Y GFP cultivadas en 2D y 3D. Se observo un menor nimero de células en los pocillos en los
gue se uso un mayor ratio de células NK: células SH-SY5Y GFP (Figura 8). En el caso del ratio 1:1
solo se observé disminucion de células viables a tiempos mayores de 5h en cultivos 2D o 24h en
cultivos 3D. En la figura Il de los anexos se muestra un diagrama de puntos representativo de los
datos obtenidos. Para el ratio 6:1, se observo una disminucién marcada a todos los tiempos. En la
comparacion de la actividad citotoxica de células NK activadas durante un periodo de 5 o 21 dias, se
detectd un menor numero de células viables al enfrentarse con células NK activadas durante 21 dias.
Comparando los modelos 2D y 3D a 24 horas de actuacion de las células NK, se observa una
resistencia mayor en el modelo 3D, encontrandose un mayor nimero de células viables.
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Figura 8. Muerte celular inducida por células NK activadas sobre la linea celular SH-SY5Y GFP
cultivadas en 2D y 3D. En los diagramas de barras se representa el porcentaje de células SH-SY5Y
GFP respecto al control sin tratar. Se consideré la fluorescencia de la GFP como marcador de viabilidad
y para estandarizar los resultados obtenidos, se dividio el nimero de células viables entre las células en
el control respectivo. Modelos 2D y 3D de la linea celular SH-SY5Y GFP fueron incubados durante
distintos tiempos con: A) Células NK expandidas durante 5 dias a distintos ratios de células NK: células
diana: en negro ratio 1:1, en gris 6:1. B) Células NK a ratio 1:1 activadas durante distintos tiempos: en
negro 5 dias de activacion, en gris 21 dias de activacion. (n=1).

6.5.Expresion de las proteinas GFP y luciferasa en células SH-SY5Y.
Para obtener células GFP-luciferasa positivas se produjeron particulas virales en las células HEK 293T
y con estas particulas virales se infectaron las células SH-SY5Y (materiales y métodos 5.10.1). Se usé
la expresion de la proteina GFP como marcador de la transfeccion en las células HEK 293T y de la
infeccion en las células SH-SY5Y de ambas proteinas, GFP y luciferasa. La transfeccién tuvo una
eficiencia mayor que la infeccion segun las imégenes obtenidas por microscopia. Por citometria de
flujo se determind la eficiencia de la infeccion de las células SH-SY5Y en un 63,3% (Figura 9).
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Figura 9. Expresién de la proteina GFP en células HEK 293T y SH-SY5Y. A) Células
empaquetadoras HEK 293T durante la produccion de virus a dia 2 desde la aplicacién de los
plasmidos (n=3). B) Células SH-SY5Y infectadas a dia 1 desde la aplicacion de las particulas virales
recogidas del medio de cultivo de las células HEK 293T (n=3). Los protocolos seguidos se describen
en el apartado 6.8.1. A y B) Imagenes obtenidas en microscopio invertido de fluorescencia con el
objetivo de 10 aumentos. Se muestran las imagenes de campo claro, de la fluorescencia de la proteina
GFP y la combinacion de ambas. C) Histograma obtenido por citometria de flujo de la intensidad de
fluorescencia de la proteina GFP en las células SH-SY5Y. En negro como control, células SH-SY5Y
sin expresion de proteina GFP, en rojo, cultivo de células SH-SY5Y a los dos dias de su infeccion
(n=1).

7. DISCUSION DE RESULTADOS.

El modelo celular seleccionado para el estudio de un nuevo tratamiento tiene amplias repercusiones en
los resultados obtenidos, y mientras esta premisa ha desencadenado la generacién de miles de lineas
celulares, pudiendo encontrar alrededor de 4.000 lineas celulares en la Coleccion Americana de
Cultivos Tipo (ATCC por sus siglas en inglés), las formas de cultivo no muestran tal desarrollo.
Actualmente esta corriente se esta potenciando, apareciendo técnicas de cultivo alternativas al modelo
de cultivo en 2D de crecimiento celular en adhesion sobre placas de cultivo. Se ha visto que esferoides
de gran tamafio son capaces de mimetizar las propiedades de los tumores solidosinvalid source
specified., propiedades que influyen en los efectos terapéuticos de diversos tratamientos de forma
similar a la observada en tumores sélidos in vivo.

En este trabajo se han obtenido esferoides de NB la linea celular SH-SY5Y y estudiado sus
caracteristicas. Se observo una muerte basal mayor en los esferoides respecto al cultivo en 2D (Figura
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6) y pese a ello, en los ensayos de citotoxicidad los esferoides mostraron mayor proliferacion y
viabilidad respecto a las condiciones de control (Figuras 5 y 8). Este hecho podria deberse al estrés
generado en las células por el cambio de modelo de cultivo de 2D a 3D. Esto concuerda con la
observacion de células muertas en la superficie de los esferoides observadas por microscopia confocal
y de fluorescencia (Figura 3). Una parte de la poblacion de células no lograria adaptarse al crecimiento
en 3D y moririan, aumentando la muerte basal de manera independiente a los tratamientos posteriores.
En cambio, aquellas células que se adaptasen al cultivo en 3D y formaran esferoides, mostrarian
mayor resistencia a los tratamientos. Esto cuestiona el método de gota colgante empleado para la
generacién de esferoides, que fuerza a las células a pasar de un cultivo 2D a 3D puntualmente, y se
plantea como alternativa el cultivo continuado de las células en 3D como una posible mejora de la
técnica. Actualmente se estan desarrollando medios de cultivos que fomentan la agregacién de células
adherentes y promueven el crecimiento de las células en 3D, permitiendo el cultivo de lineas celulares
en 3D. Estos métodos estimulan a las células a crecer en cultivo en 3D, pero no aseguran la
homogeneidad de los esferoides obtenidos, por lo cual la combinacion de ambos métodos, cultivo con
medio pro-agregacion y generacion de esferoides homogéneos por gota colgante, podrian reducir la
muerte basal encontrada en los ensayos posteriores. Este aumento de la muerte basal con el paso de
cultivo en 2D a 3D no sucede en todos los tipos tumorales ya que en otros modelos no se observo que
el cultivo puntual en 3D afectara a la viabilidad celular’.

En este estudio también se observaron diferencias en la arquitectura del cultivo de la linea celular SH-
SY5Y entre los modelos 2D y 3D. Los esferoides presentaron una alta compactacion, pese a esto, no
se observd nlcleo necrédtico, el cual si estd descrito en otros modelos 3D3L. El nlcleo necrotico
también se observa frecuentemente en tumores de neuroblastoma de pacientes®, lo que muestra la
disparidad aun presente entre esta aproximacion y la realidad.

Los estudios de viabilidad y muerte celular con los tratamientos aplicados (quimioterapia y células NK
activadas), mostraron mayor resistencia en las células en cultivo 3D. ElI aumento de la resistencia se
observd mayor para el tratamiento con células NK. Esto podria deberse a una menor accesibilidad de
las células NK a las células tumorales con respecto al cultivo 2D. La oposicion a la difusion
presentada tanto por la compleja arquitectura celular de los esferoides como por la matriz extracelular
existente supondria un impedimento para la difusién de las células NK, sin embargo, afectaria en
menor medida en la accion de los farmacos, debido a su alta solubilidad.

La mayor resistencia frente a los farmacos estudiados de los modelos celulares in vitro de cultivo en
3D con respecto a los modelos 2D tendria una explicacion mas compleja que la simple dificultad de
difusién. Procesos como una mayor eficiencia en los mecanismos de reparacion del DNA, o un
aumento en la expresion en membrana de transportadores ABC de multiresistencia a drogas, entre
otros, podrian estar implicados. Esta descrito la existencia de un gradiente de oxigeno, asi como de
otros nutrientes, que se reduce desde el exterior al interior del esferoide®. Como consecuencia, esto
crearia un ambiente de hipoxia, lo cual provocaria un aumento en la expresion de factores de la familia
inducible por hipoxia (HIF). Tian et al., demostr6 que la proteina HIF-1a se expresa en cultivos en 3D
mientras que no lo hace en cultivos 2D*. La expresion de HIF-1o podria contribuir a la aparicion de
varios mecanismos de resistencia como los mencionados anteriormente. De hecho, se describe que
HIF-1o. aumenta la expresion de proteinas de resistencia a multidrogas como por ejemplo P-
glicoproteina (P-gp). P-gp es una proteina de membrana que expulsa activamente farmacos, entre otras
moléculas, de las células, y se ha descrito su implicacion en el aumento de resistencia frente a
Doxorrubicina en esferoides de carcinoma de mama“®42,

En cuanto al estudio de expresion de proteinas que regulan la actividad de las células NK se mostraron
diferencias tanto entre las lineas celulares estudiadas (SH-SY5Y y SK-N-BE(2)-C) como entre los
modelos de cultivo 2D y 3D (Figura 4). Esto muestra que la variabilidad fenotipica no existe
Gnicamente entre las lineas celulares sino también entre las formas de cultivo. Este hecho remarca la
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importancia de la seleccion de las dos variables a la hora de determinar un modelo celular: la linea
celular y el método de cultivo. En el cultivo 3D de las células SH-SY5Y se observé una menor
expresion en membrana respecto al cultivo en 2D de varias proteinas cuya accion se relaciona con el
sistema inmune: CEACAM-1, ICAM-1, CD47, PDL1 y calreticulina. En el caso de la galectina-9,
proteina secretada e inhibitoria para la actuacion de las células NK, fue mayor en el cultivo en 3D, y
ambos modelos expresaron niveles similares de la proteina HLA-I y minimos de HLA-II. Mientras se
conoce el papel critico de la proteina HLA-I en la inhibicion de las células NK, no se conoce la
magnitud inhibitoria del resto de estos ligandos, por lo que concluir una mayor resistencia en uno u
otro modelo ante el ataque de células NK por este motivo seria inconsistente. Ademas, la capacidad de
inhibicion de estos ligandos esté ligada a la capacidad de infiltracion de las células NK en el tumor.
Los ligandos que se mostraron disminuidos en el cultivo 3D son aquellos expresados en la membrana
celular, los cuales exigen un contacto célula-célula entre las células NK vy las células diana. Por otro
lado, se observé un marcado aumento de la proteina galectina-9 (ligando de TIM3), la cual es
secretada®, por lo que no exige un contacto directo entre células NK y células diana. La infiltracion de
las células NK en tumores genera controversia en la literatura, describiéndose casos en los que la
presencia de células NK en el interior del esferoide es alta y casos en los que es muy reducida®. En el
caso de una baja infiltracién, la secrecion de galectina-9 podria ser el mecanismo mas eficaz del
esferoide para inhibir la actuacion de las células NK. Al generar un gradiente de concentracion
inhibitorio en torno al esferoide que inhibiria la actividad citotdxica de las células NK sin necesidad de
un contacto intimo entre las células NK'y células SH-SY5Y.

Estas consideraciones apuntan a la importancia del modelo celular seleccionado para el estudio de
nuevas terapias como las células NK-CAR nombrada anteriormente para el tratamiento del NB. Estas
células NK-CAR se han disefiado para dirigirse contra CD47 y calreticulina, cuya expresion fue
constatada en las dos lineas celulares de NB estudiadas en 2D, y su expresion se mantuvo en
esferoides de la linea celular SH-SY5Y, aunque disminuy6 su magnitud. Esto valida el modelo de
cultivo en esferoides de la linea celular SH-SY5Y como modelo adecuado para el desarrollo de la
nueva inmunoterapia contra NB.

El estudio de terapias sobre modelos in vitro que simulan un mayor nimero de las condiciones de
sistemas fisiolégicos completos permite seleccionar y centrar el desarrollo en terapias con mas
probabilidad de éxito en los ensayos clinicos posteriores, lo que se traduce en una reduccion de los
tiempos y costes de desarrollo de nuevas terapias efectivas. Las tecnologias relacionadas con los
cultivos celulares se han desarrollado adaptandose al trabajo con modelos de cultivo en 2D, por ello, el
trabajo con modelos 3D muestra limitaciones, necesitandose el desarrollo de métodos de visualizacion
mas accesibles y de métodos de “screening” para posibilitar el procesado a mayor escala.

8. CONCLUSIONES

e La linea celular SH-SY5Y cultivada en un modelo de cultivo 3D en esferoides mostré una
disminucién marcada en la expresion de las proteinas CEACAM-1, CD47, PDL1 y
calreticulina y un aumento de galectina-9 respecto al modelo de cultivo en 2D.

e Los esferoides de la linea celular SH-SY5 mostraron mayor resistencia frente a los
tratamientos estudiados (drogas empleadas en quimioterapia y células NK activadas) respecto
a la misma linea en cultivos convencionales en 2D.

e La linea celular SH-SY5Y expresa las proteinas CDA47 y calreticulina tanto en cultivo 2D
como 3D lo que nos permite usarla como modelo celular para el desarrollo de células NK-
CAR dirigido contra células que expresen esta proteina.

e Se ha conseguido generar células SH-SY5Y que expresan las proteinas GFP y luciferasa, y
seran Utiles para los estudios de la eficacia del NK-CAR in vivo.
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CONCLUSIONS

3D culture of SH-SY5Y cell line in spheroids showed a marked expression decrease of
CEACAM-1, CD47, PDL1, and calreticulin proteins, and an increase of galectin-9 in compare
with the 2D culture model.

SH-SY5Y cell line spheroids showed higher resistance against the studied therapies
(chemotherapy drugs and activated NK cells) in comparison with conventional 2D culture
model.

SH-SYS5Y cell line expresses CD47 and calreticulin proteins in 2D and 3D culture models,
allowing its use as a cellular model for the development of NK-CAR cells targeted against
cells that express them.

SH-SY5Y cells expressing GFP and luciferase proteins were generated, and they will be
useful to evaluate the NK-CAR therapy in vivo.
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