TESIS DE LA UNIVERSIDAD
| 2020 80
DE ZARAGOZA

Pilar M@ Lanuza Morte

Inmunoterapia de células NK para
el tratamiento de cancer
colorrectal con mutaciones de
resistencia a drogas

Bioquimica y Biologia Molecular y Celular

Pardo Jimeno, Julian
Arias Cabrero, Maykel Alberto

IS5N 2254-T606




©0cl0

Reconocimiento — NoComercial —
SinObraDerivada (by-nc-nd): No se
permite un uso comercial de la obra
original ni la generacién de obras
derivadas.

© Universidad de Zaragoza
Servicio de Publicaciones

ISSN 2254-7606



«2s Universidad
A0l Zaragoza

1542

Tesis Doctoral

INMUNOTERAPIA DE CELULAS NK PARA EL
TRATAMIENTO DE CANCER COLORRECTAL CON
MUTACIONES DE RESISTENCIA A DROGAS

Autor

Pilar M@ Lanuza Morte
Director/es

Pardo Jimeno, Julian
Arias Cabrero, Maykel Alberto

UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA
Bioquimica y Biologia Molecular y Celular

2020

Repositorio de la Universidad de Zaragoza — Zaguan http://zaguan.unizar.es







UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA
Departamento de Bioqumimica y Biologia Molecular y Celular

Facultad de Ciencias

Universidad
Zaragoza

(TITNL]
JU

1542

Facultad de Ciencias
Universidad Zaragoza

Tesis doctoral

Inmunoterapia de células NK para el tratamiento de
cancer colorrectal con mutaciones de resistencia a
drogas

Memoria presentada por

Pilar M2 Lanuza Morte

Graduada en Farmacia
Para optar al grado de Doctor por la
Universidad de Zaragoza

Octubre de 2019






W Universidad

w
Al Zaragoza |CII'CIId

1541 FUNDACHSN AGENCLA ARAGOMESA,
PARA LA INVESTIGACION Y EL DESARROLLO

Dr. Julian Pardo Jimeno, Doctor en Ciencias e Investigador ARAID en el Centro de Investigaciones
Biomédicas de Aragdn (CIBA) de la Universidad de Zaragoza; y Dr. Maykel Alberto Arias Cabrero,

Doctor en Ciencias e Investigador CSIC en el Instituto de Carboquimica (ICB)

CERTIFICAN:

Que la Tesis Doctoral titulada: “Inmunoterapia de células NK para el tratamiento de cancer
colorrectal con mutaciones de resistencia a drogas”, ha sido realizada en el Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular y Celular de la Facultad de Ciencias de la Universidad de
Zaragoza y en el Centro de Investigaciones Biomédicas de Aragdn, y que reune las condiciones
requeridas para que su autora Pilar M2 Lanuza Morte pueda optar al Grado de Doctor en

Ciencias por la Universidad de Zaragoza.

Zaragoza, a 21 de octubre de 2019

Fdo. Julidn Pardo Jimeno Fdo. Maykel Arias Cabreo






Este trabajo ha sido realizado gracias a una Beca de Formacién de Personal Docente Investigador
del Ministerio de Educacion, Cultura y Deporte (FPU14/05432)






ABREVIATURAS

2D: Bidimensional

3D: Tridimensional

5-FU: 5-Fluorouracilo

7-AAD: 7-Amino-Actinomicina D

ABB: Tampdn de unidn de Anexina-V (del inglés, Annexin-V Binding Buffer)
APC: Aloficocianina (del inglés, Allophycocyanine)

CCR: Cancer Colorectal

CEACAM: Molécula de Adhesion Celular relacionada con el Antigeno Carcinoembrionario (del
inglés, Carcinoembryonic Antigen related Cell Adhesion Molecule)

CTLA-4: Antigeno 4 del Linfocito T Citotdxico (del inglés, Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4)
CXCR3: Receptor de Quimioquina C-X-C tipo 3 (del inglés, C-X-C chemokine receptor type 3)
DC: Células dendriticas (del inglés, Dendritic Cell)

DMSO: Dimetilsulféxido

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium

EBV: Virus Epstein-Barr

EDTA: Acido Etilendiaminotetraacético (del inglés, Ethylendiaminetetraacetic Acid)

FITC: Isotiocianato de Fluoresceina (del inglés, Fluorescein Isotiocyanate)

FC: Citometria de Flujo (del inglés, Flow Cytometry)

Fc: Fraccion constante del anticuerpo

FMO: Fluorescencia menos uno (del inglés, Fluorescence Minus One)

GFP: Proteina Fluorescente Verde (del inglés, Green Fluorescent Protein)

HLA: Antigeno Leucocitario Humano (del inglés, Human Leucoyte Antigen)

ICAM-1: Molécula de Adhesién Intercelular (del inglés, Intercellular Adhesion Molecule 1)
IL: Interleuquina

I.P: Intraperitoneal

KIR: Receptores de tipo Inmunoglobulina de células NK (del inglés, Killer Inmunoglobuline-like
Receptors)

LAG-3: Gen 3 de Activacién de Linfocitos (del ingés, Lymphocyte-Activation Gen 3)
LCL: Linea Celular Linfoblastoide (del inglés, Lymphoblastoid Cell Line)

Lamp-1: Proteina de Membrana Asociada a Lisosoma 1 (del inglés, Lysosomal-Associated
Membrane Protein 1)

mAb: Anticuepo monoclonal



ABREVIATURAS

MC: Monoclonal

MICA/B: Proteina relacionada con la cadena A y B de MHC (del inglés, MHC class | chain-related
protein A and B)

Nec-1: Necrostatina-1

NK (célula): Célula Asesina Natural (del inglés, Natural Killer)

NSG™ : NOD Scid Gamma

PBMC: Célula Mononuclear de Sangre Periférica (del inglés, Peripheral Blood Mononuclear Cell)
PBS: Tampodn Fosfato Salino (del inglés, Phosphate Buffered Saline)

PerCP: Proteina de Peridina-Clorofila (del inglés, Peridinin-Chlorophyll-protein)
PD-1: Molécula de Muerte Celular Programada-1 (del inglés, Programmed Dead-1)
PE: Ficoeritrina (del inglés, Phycoeritrine)

PFA: Paraformaldehido

PVR: Receptor de poliovirus (del inglés, Poliovirus Receptor)

RT: Temperatura ambiente

SFB: Suero Fetal Bovino

TIM-3: Receptor de células T con dominio de Inmunoglobulina y Mucina 3 (del inglés, T cell
immunoglobulin and mucin-domain containing-3)

ULBP: Proteina de unién UL16 (del inglés, UL16 Binding Protein)



INDICE






L. INErOAUCCION....uuueieieieiei s 3
1.1SiSteMA INMUNE Y CANCEY ........oeeeeiie et eee et et eetee e s e e et e e sat e e ebaeesateessaeenreesnseeesnseeans 3
1.1.1 Conceptos generales del sistema iNMUNE ........cccccriiiiiiiiiiecciee e 3
1.1.2 Concepto de tumor: células transformadas y microentorno tumoral ..........cccccveeennes 4
1.1.3 Teoria de [@a inMUNOVIGIIANCIA ....cuviiiiiciiiie et sbae e 9
1.1.3.1 El ciclo de la inmunidad antitumoral.................ccooccoveeviieseenienienieeeeeeeeeene 10
1.1.4 Inmunoedicidn y evasion del sistema iNMUNE .......ccoocviiiiiiiieiiiiiie e 12
1.1.4.1 Mecanismos de evasion del sistema iNMUNE...............c.ccceeeeveeseenseenceinseeeeeene 14
1.2 CAIUIAS NK......oneieeeee ettt et e h e s bt e st e st e st e et e e bt e s bt e saee st e enteenteans 16
1.2.1 Desarrollo de las células NK humanas.........ccocueeerierneeniiniciceeeeeieesee e 16
1.2.1.1 Células NK: un tipo de célula linfoide innata (ILC) ..........ccccouveeceeeceeeeieeciresreeannen 18
1.2.2  Subgrupos de CAIUIas NK ........cooccuiiiieiiiececee et e e e e e e arae e e ares 19
1.2.3 Receptores de 1as CEIUIAS NK......c.uuiiieiiiiiiiiieeecie et 21
1.2.3.1 Receptores de AUNESION. ............ccccueeeeeceeeeeeceeeeeeteeeeecieeeeseteae e s staaeeessaaaessrseaaenines 21
1.2.3.2 Receptores de INNIDICION.............cc.ueeeeeceeeeeeieeeeeiee et este e et a et a s seea e 22
1.2.3.3 Receptores de ACLIVACION ..............c..eeeeeceeeeeecieeeeecieeeeecieeaeseteaeessaaaeesssesaesssseaaeaines 23
1.2.3.4 Receptores de citoquinas y QUIMIOCINGS............cccueeeeeeueesesiiresessiireeesiinsessiisnnessines 26
1.2.4 Educacion, tolerancia y homeostasis de células NK.........cccccoveeeeeiiieeecciiee e, 26
1.2.5 Activacion de celulas NK.......coc.uiiiierieiniieeiee ettt sttt e s e e sare e 28
1.2.6 Mecanismos efectores de las clulas NK.........ccoceeiieiiiiiiniiiiieeeeeeeeee e 30
1.2.6.1 Liberacion de CitOQUINGS ............ccueeeeecueeeeeeiriieeesiieseeeeieeeesteaeesseaaeesistaaeesseeaeeeases 30
1.2.6.2 Via de 10s ligandos de MUEITE..............cueeeeeceeeeeeeiieeeeceeeeecieeeessieeeeesaeaaessaeaaeeiaes 30
1.2.6.3 Via de 10 eXOCItoSiS GranuUIQr..............ccuueeeeveeeeeeiiiseeecieeeescieeeessteaeesceaaeesseea e 31
1.2.7 Células NK en el microentorno tumoral......c.cceueeieeieinieniieie e 36
1.3, INMUNOTEIAPIA ....eueiiiiii e ananann 37
1.3.1  InmuUNOterapia actiVa ..ococeeeeeeeeiiieee e, 37
1.3.1.1 No especifica. Moduladores del sistema inmMuNe ...........c.ccccuveeeevveveeesiieneeescieaeene, 37
T B L oY=t (oo PSRRI 39
J1.3.1.2 G VIACUNGS .ottt sttt st s s s e e s sraee e 39
1.3.1.2 b Anticuerpos reqguladores de puntos de control del sistema inmune..................... 40
1.3.2  INMUNOTEIAPIa PASIVA.ccciiiiiiieiiiiiiieie et e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeas 41
1.3.2.1 Especifica. Anticuerpos aNtitUMOrQIES .............ccccveeeeeceeeeeeiieeeeesiieeeeeciieeeesciieeaeeians 41
1.3.2.2 ViirUS ONCOIEICOS .c...eerueeeeiieiieieeeeeeeeeet ettt 43
1.3.2.3 Inmunoterapia celular QdOPLIVA ............ccoeeeeueeeieiieeeeeeeeceeee et ee e aeaaaaas 43
1.3.2.3 a Inmunoterapia celular adoptiva N0 eSPecifiCa .........cccuevevvuveeeeviveeesiiraeesiivaeenne, 43

1.3.2.3.b Inmunoterapia celular adoptiva eSPecifiCa .............ccoueeeeevveeeeiireeeeiiieeeeiiieeeeanns 44



1.3.3 Inmunoterapia basada en células NK..........ccoviiiiiiiiiiiiieee e 47

1.3.3.1 Inmunoterapia celular adoptiva con células NK............cccooevvueeevevvveessiiiieesiciraeene, 47
1.3.3.1 0 Fuentes de CEIUIAS NK ...........cc.cooeereemeiniieieeeeeeeeee et 48
1.3.3.1 b Protocolos de activacion y expansion de células NK ...........ccccoveeevecvvveeveiennennnne, 50
1.3.4 Retos de |a iNMUNOTEIAPIA .. .uuiiiiiiiie ettt e et e e ssre e e e s sarre e e ssnbaeeesnaeaeee s 52
1.4 CANCEN COIOITECEAL ...t st 53
1.4.1 Patogenia del CCR: carcinogénesis ¥ MetdstasiS....cccuvuierrrireririiieeeriineeesiieeeessneeeens 53
1.4.2 Clasificacion del CCR.......coiiiiiirieteeeeee ettt et b e s s ene e 56
1.4.2.1 Principales alteraciones MoleCulares .............ccoccueeeeeeueeeeesiieeeessiiieeesiieseessiraeenanes 57
1.4.3  Interaccidn tUMOr-MICrOENTOINO ......eeiueeriiiriiirieeieeniee sttt eee s 59
1.4.4 Tratamientos del cancer colorrectal .......cooueiiiiiriiiiniiie e 61
1.5. Modelos tridimensionales para el estudio de tumores sélidos ..................cccceeeieeenns 65
1.5.1 Propiedades biolégicas y fisico-quimicas de los cultivos 3D .......ccccceeeeeeevvccinieeeeeeennn. 65
1.5.2 Clasificacion de 105 MOdelos 3D ......coceeiieriiiiiiienieenee et 67
1.5.3 Métodos de generacion de esferoides.......ccuuiiriiieiiiiiieie e 68
1.5.3.1 MEt0dOS SiN SCASFOIUS .....ccceeeeeeeeeeeeeeeee ettt s e cta e e s e e e 69
1.5.3.2 Meétodos basados en SCAffOIAS............ccouuuieeciiiieeciiiee et 70

2. Antecedentes Y OBJetiVOS....ccccuiiieeiiieeiiieniiiterreereeereeereaerenerenneernnernnserennesensesannans 73
3. Materiales Y MELOOS......ccceuueiiiieieiiiriieitirereererenessernsesseenssesseenssessennsseseennssessennnnanes 79
3.1 CUILIVOS CEIUIATES ...ttt st sttt e st sab e s e e e sareesaes 79
3.1.1 LiN@AS CRIUIAIES ..ttt st ettt be e bt sbe e sae e st eaeeeneens 79
3.1.1.1 Deteccion y eliminacion de micoplasmas .............ccccueeeecvveieeciiuereeiiiiireesiiveseesisnnn 79
3.1.1.2 Establecimiento y mantenimiento de cultivos convencionales ........................... 80
3.1.1.3  Establecimiento y mantenimiento de cultivos tridimensionales.......................... 81
3.1.2 CElulas NK PriMarias ..ccccccueeeeieiieeeeeiiee ettt eette e eetee e e e etee e s e tae e e eeabeeeeesabeeeeeenraeeeennsens 83
3.1.2.1  AiSIGMIENtO d@ PBIMCS........c..ooeeieiieiieieeiteesee ettt 84
3.1.2.2 Generacion de células NK activadas a partir de PBMCS...........cc.ccccvveeeeecueeeennen. 84
3.1.2.2.a Activacidn a corto plazo de PBMCs de donantes SQnos ...........cccccocveeeecvvveeeenneen. 84
3.1.2.2.b Activacion y expansion de PBMCs de donantes SANos ............ccceeccvveeeccvvveeeenneen. 85

3.1.2.2 ¢ Activacion a corto plazo de PBMCs de donantes sanos con mAbs inmuno-

INOAUIGUOIES ...ttt s 87
3.1.2.2 d Activacion de PBMCs de pacientes CON CANCEN ..........cccceeeeeccvereeeceereeiirereseiaven 87
3.1.2.3  Obtencidn de ClUlas NK ........cocoeieriiiieneeeene et 87
3.1.3 Recuento y viabilidad CeIUIAr .........euviiiieeeee e 88
3.2 Anidlisis de viabilidad celular mediante PrestoBlue® .............cccccoceeveevinennienenieenieneeene, 88

3.3 Analisis por citometria de flujo ...cc..ceeeeeeiiiiicrrc e e e e s e nnne s 89



3.3.1 Citotoxicidad mediada por Células NK.........cccoveiieiiiiiieiiiie e 89

3.3.1.1 Marcaje de células NK con sonda fluorescente .............ccoccvueeevecvveeveieneessieeannne, 89
3.3.1.2 Co-cultivo de células NK'y células diana................ccccoueeeeciieieeiciieeeeicieeeeccieeeescveeenn 89
3.3.1.3 Evaluacion de las vias de muerte celular implicadas en la citotoxicidad mediada por
COIUIAS INK ..ottt ettt ettt e e st e e s st e e s sbae e e s e bee e e s ssbeeeesssteeeessaaeesnnns 90
3.3.1.4 Citotoxicidad mediada por células NK en combinacion con anticuerpos inhibidores
08 CRECKPOINTS ..ottt ettt et e e et e e s s bae e e s sbte e e s s baeeeessaaaeenans 90
3.3.1.5 Andlisis de los pardmetros de muerte celular ..............oocovvieeceueeeeciieeeeiiieeeescneenn 91
3.3.2 Ensayo de degranulacién de células NK: movilizacidn de CD107a.......cceceeeevcuvnrveeeennn. 91

3.3.2.1 Determinacion de la degranulacion de las células NK en combinacion con

anticuerpos inhibidores de CheCKPOINTS .............ccoecueeeeeciieeeeciieee et e e 93

3.3.3 Determinacion de la expresion de Proteinas .....cc.cceeevcieeeieciieeeeiiee e esieee e ssaeeee s 93
3.3.3.1 Andlisis de proteinas de superficie Celular ..............ccuuiuivmimeiiiieeeiiieeeeciieeeeecaeenn 93
3.3.3.2 Andlisis de proteinas intracelulares .............cccoccueeeciieiieiiiieeesicieeeesceeeesvee e sveee s 94
3.3.4 Tratamiento de datoS ......cceoueerieeiieiienie ettt ettt st et 94
3.4 Ensayos de microscopia de fluoresSCencia .....c.cceeeuereeniieeereenirreniereenerennerenerenseernseesnnncnes 97

3.4.1 Andlisis de la eliminacidn del esferoide por microscopia convencional de fluorescencia.

97
3.4.2 Andlisis de la penetracidon de células NK en el esferoide por microscopia confocal...... 97
3.4.3 Tratamiento de datoS.....cceeiiei ittt et ettt 98
3.5 Modelo de xenotrasplante tumoral en ratén y analisis de la actividad antitumoral de

(o= V] =10\ VL Q=Y o = T Yo T - T 99
3.5.1 MOdelo @NIMal c.ceeiiiiiiiiieiie e e 99
3.5.2 Terapia adoptiva de células NK alogénicas activadas ..........cccueeeeeiieeeecciieeecciiee e, 99
3.5.2.1 Evaluacion del desarrollo tumoral en modelo ectopico ...........ccueeevecveeeeicveeieinnenn, 99
3.5.2.2 Evaluacion del tratamiento con células NK alogénicas..............ccccecevueeeeccveneeccnnnnnn. 99
3.6 Analisis esStadistiCo ......ccccviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 100
4. Resultados Y diSCUSION.....cccuuciiieeeieiiiiiicriieiieerreeneeeeenneereensseeseenssessennssessennssessennnnnas 105
4.1 Caracterizacion de los cultivos celulares de CCR ...........ccccooceeriinieiieneeneenee e 105
4.1.1 Establecimiento de los cultivos de las lineas celulares de CCR.......cccceeveeriereennenne 106
4.1.2 Analisis de los ligandos de células NK en cultivos 2D ¥ 3D......ccovcveerieeenreeniieeenneenns 109
4.1.3 Anadlisis de la sensibilidad a tratamientos de quimioterapia...........ccccceeeevvveeecnnnenn. 116
A.14  DISCUSION...cuuiiiiiiiiiiie ettt sttt ettt sttt e bt e s bt e saeesaresab e e bt e beenbeesmeesneeenneens 117

4.2 Evaluacion de la sensibilidad de las lineas celulares de CCR ataque de las células NK
][0T =0=T Lot T3PPSR 124
4.2.1 Estudio de citotoxicidad frente a cultivos 2D.......cccooeeriiiiiniiiniieeeeeee e 124
4.2.2 Estudio de citotoxicidad frente @ cultivos 3D ........cocceevieriiriiniineeeeeee e 128

4.2.3 Co-relacion entre la sensibilidad de las lineas de CCR y la expresidon de ligandos... 135



4.2.4 Estudio de la degranulacién de las células NK .........ccccoovciiiieiiiieeecciee e 139

4.2.5 Estudio de los mecanismos de muerte celular activados por las células NK............ 140
A.2.6  DISCUSION...c.uiiiiiiiiiiieee ettt sttt ettt e bt e st e st sttt e bt e nbeesaeesaeeenneens 142
4.3 Evaluacion de protocolos de activacion y expansion de las células NK alogénicas....... 148
4.3.1 Identificacidn del mejor protocolo de exXpansion .........cceecvveeeiiiieeeeiiieeeecieeeesieeee 148
4.3.2 Caracterizacion de las células NK expandidas........cccecuveeeeiiieeeiiiee e cceee e 150
4.3.2.1 Andlisis del fenotipo de las células NK expandidas ..............cccccuveeeeeeciviivvvenneennanns 150
4.3.2.2 Andlisis de la citotoxicidad de las células NK expandidas ...............ccccceeevvveennenn. 152
4.3.3 Evaluacién de la expansion de células NK en ausencia de linfocitos T.......ccccceeeeunnees 153
4.3.4 Evaluacidn de la expresidn de receptores en las células NK expandidas ................... 156

4.3.5 Efecto del bloqueo de checkpoints con mAbs sobre la actividad de células NK de
(o LoT =T a1 <TY- 1 o Vo L3Pt 160

4.3.5.1 Evaluacion de la citotoxicidad de las células NK alogénicas activadas en
combinacion con bloqueantes de CheCKPOINTS ..............eeeeeceeeeeecieeeeeiieeeeccieeeecciee e e 160

4.3.5.2 Evaluacion de la citotoxicidad de las células NK alogénicas activadas en presencia

de un mAb bloqueante del eje PD-1/PD-L1 (Pembrolizumab)..............cccoeeveeeecvveevveeenncnn. 163
4.3.6 Bloqueo del eje PD-1/PD-L1 en células NK de pacientes con CCR..........ccceeeevereennenns 165
e A 1Yol U ] o [P 167

4.4 Evaluacion de la capacidad anti-tumoral de las células NK alogénicas expandidas sobre
CCR en un modelo de xenotrasplante en ratln.............ccccccoeeiiiiiiiiiee e 177

4.4.1 Tratamiento de tumores subcutaneos de lineas celulares de CCR con células NK

[y (oY= Yo [ o - T3Pt 177

B.4.2  DiSCUSION...c.uiiiiiiiiiiieeeeett ettt ettt st sttt e s bt e s e saresr e e n e e s b e e sreesmeesaneenneens 180

5. CONCIUSIONES.... . s s e s e s s s e s e s e s e s e s e s 185
6.  Bibliografia.....cccceeeiiiiieiiiii e e e s s e s e s s s e ne s s s s e nanas 191
L 1 =3 1 227
ANEXO 1 = REACLIVOS ....eeouviiiiiiiiiiiiiiiiiic ettt s 227

ANEXO 2- Paneles para el andlisis multiparamétrico de los marcadores de las células NK
mediante Citometria de flUjO ..........ccuueeieiiieiiiiiie e e e 228

ANEXO 3- Expresion de ligandos de 1as células NK ...............cccueeeeciieeeeciiieeeeciieeeecceeeeeeciaeeens 230









INTRODUCCION






INTRODUCCION

1. Introduccion

1.1 Sistema inmune y cancer

1.1.1 Conceptos generales del sistema inmune

El sistema inmune es el encargado de proteger la integridad del organismo en
infecciones y enfermedades. Tradicionalmente, la organizacién del sistema inmune se ha
dividido en dos partes: inmunidad innata e inmunidad adaptativa. Sin embargo, a nivel
fisioldgico, las dos partes se encuentran interrelacionados de forma dindmica, lo que permite

combinar las caracteristicas de cada uno de ellos, para una defensa mas eficaz. (1)

El sistema inmune innato parte de barreras fisiolégicas como la piel y las mucosas vy, a
través de sus componentes celulares y mediadores solubles, genera una primera respuesta
rapida y poco especifica. En esta respuesta se reconocen estructuras compartidas por los
agentes patégenos (PAMPs; del inglés Pathogen Associated Molecular Patterns) a través de
receptores (PRR; del inglés, Pattern Recognition Receptor) del organismo. A él pertenecen
células citotdxicas como las células asesinas naturales (NK; del inglés, Natural Killer), o
fagociticas como los neutréfilos, los macréfagos y las células dendriticas (DC; del inglés, Dendritic
Cell). Ademas, debido a esta respuesta innata se desencadenan mecanismos de defensa como
la inflamacidn, que ayuda a activar y modular el sistema inmune adaptativo. Asi se entiende
que la inmunidad adaptativa se genere de forma retardada. Sin embargo, presenta una amplia
diversidad de reconocimiento antigénico, debido a un proceso de reorganizacién somatica en
los genes de los receptores de sus tipos celulares. A ella pertenecen los linfocitos T, que median
la respuesta inmunitaria celular; y los linfocitos B, que desencadenan la respuesta inmunitaria
humoral basada en anticuerpos. Su activacion especifica da lugar a una expansién clonal de los
linfocitos que reconocen el antigeno (epitopo), los cuales adquieren memoria inmunoldgica,

permitiendo una respuesta mas eficiente tras un segundo encuentro con el antigeno. (2)

En definitiva, el conjunto de mecanismos implicados en la respuesta inmune
proporcionan una defensa del organismo al reconocer y eliminar agentes patégenos, ya sean

exogenos o enddgenos.
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1.1.2 Concepto de tumor: células transformadas y microentorno tumoral

Los tumores son agentes enddgenos que suponen un peligro para el organismo. Para
entender por qué suponen un riesgo y qué papel adopta el sistema inmune frente a ellos, surge

primero la pregunta: équé es una célula tumoral, y en qué se diferencia de una célula normal?

Las células tumorales son células transformadas, que presentan moléculas de estrés o
un perfil antigénico distinto al de las células normales. La aparicidn de estas células se debe a la
acumulacién de mutaciones y otras alteraciones del material génico, por ejemplo, a nivel del
epigenoma (3). Tal y como describieron Hanahan y Winberg en 2011 (Figura 1.1), se han
identificado dos principales factores que contribuyen a la consolidacién de estas alteraciones: la
inestabilidad gendémica y la inflamacion crénica (4). Normalmente, las células cuentan con la
magquinaria apropiada para la reparacion del DNA, asi como otros sistemas de vigilancia de la
integridad gendmica que conducen a las células dafiadas a un estado de senescencia o a
apoptosis (5). Sin embargo, hay ocasiones en que la célula consigue superar estos mecanismos
y desarrolla unas caracteristicas bioldgicas que le confieren ventajas para sobrevivir,
multiplicarse y diseminarse a otros érganos y tejidos. Estas caracteristicas se conocen como los

hallmarks del cancer (Figura 1.1), descritos por primera vez en 2000 (6).

Mantimiento de Evasion de supresores
una senal proliferativa de crecimiento

\ Desregulacion Evasidn del sistema -

Inestabilidad energética celular iInmune Inflamacion
genodmica y cronica
mutacion

Inmortalidad
replicativa

Resistencia a muerte
celular

Induccion de la Activacion de la invasion
angiogénsis y mestastasis

Figura 1.1 Caracteristicas del cancer. La inestabilidad gendmica y la inflamacidn crénica son dos factores
promotores del cadncer que ayudan a adquirir las ocho caracteristicas o hallmarks, que confieren ventajas
a las células tumorales. Elaboracidon propia, basada en la figura de Hanahan y Weinberg, 2011 (4).
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Por otro lado, y con un enfoque mas particular en los tumores sdlidos, es necesario
considerar que éstos son érganos complejos que van mas alla de las células transformadas. (4)
A su alrededor existen diversos componentes, que conforman el denominado estroma tumoral,
con los que se encuentran en una continua interaccién (Figura 1.2) (7). Estos componentes
generan un “microentorno tumoral” (TME, del inglés; Tumor Microenvironment), que favorece
el desarrollo y la progresién del tumor y consolidan los hallmarks del cdncer; entre ellos, la

capacidad de evadir el ataque del sistema inmune. (7)

e Matriz extracelular (ECM, del inglés, Extracellular Matrix):

Es una matriz alterada, que se caracteriza por ser mas densa. Se debe a una fibrosis del
estroma por el depdsito de fibras de colageno que, ademas, modifican su entrecruzamiento.
Este fendmeno se ha asociado a una disminucion de la infiltracion linfocitaria y a un mal

prondstico (8).

e Componente celular

El TME presenta un conjunto de linfocitos infiltrantes de caracter antitumoral o
inmunoregulador. Dentro del primer grupo, se encuentran los linfocitos T CD8* activados y
especificos de antigenos tumorales, linfocitos Tc (linfocitos T citotdxicos) y Tc de memoria
(CD8*CD45*R0); asi como los linfocitos CD4* tipo Twi (del inglés, T helper 1) que liberan IL-2
(Interleuquina 2) e IFN-y (Interferén y). También puede haber un infiltrado de células NK y NKT
(del inglés, Natural Killer T), aunque su efecto se ha visto mas implicado en las primeras fases
del desarrollo tumoral . La presencia de todas estas poblaciones se asocia a un buen prondstico
(9). Dentro del grupo de linfocitos inmunoregulares se encuentran otras poblaciones de
linfocitos T CD4* como Twz, Tu17 ¥ Treg (T reguladoras), que impiden la accién antitumoral y se
asocian a mal prondstico (7, 9). Finalmente, los linfocitos B suelen encontrarse en ganglios
linfaticos y estructuras linfoides préximas al tumor. Su papel cuando infiltran el tumor no esta
claro, aunque se han asociado a buen prondstico en humanos (10). Entre ellos, se han

identificado distintas poblaciones como por ejemplo los linfocitos inmunosupresores Breg (11).

También existe un compartimento de células mieloides. Asociada el tumor se encuentra
una poblacion de DCs, alterada debido a la hipoxia y el ambiente inflamatorio. Estas DCs,
denominadas DCs tolerogénicas, no pueden presentar correctamente los antigenos y liberan

moléculas inmunomodularas como IDO (indoleamina 2,3-dioxigenasa) o TGF-B (del inglés,
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Transforming Growth Factor-8). Es por ello que pueden inhibir la respuesta de linfocitos
efectores (apartado 1.1.4.1) (12, 13). Por otro lado, las MDSC (del inglés, Myeloid-derived
supresor cells) son células mieloides inmaduras que inhiben la activacion de los linfocitos T, a
través de las enzimas 6xido nitrico sintasa y arginasa, (14) e inducen el desarrollo de los linfocitos
Treg y la polarizacidon de los macréfagos a su fenotipo M2 (15). Los TAMs (del inglés, Tumor
Associated Macrophages) son una poblacidn abundante que evolucionan de un fenotipo M1,
asociado al rechazo tumoral, a un fenotipo protumoral M2 que favorece la angiogénesis, (16) la

migracion, la invasion y la metdstasis (17). Asi, estan asociados con un mal pronéstico (7).

Del mismo modo que ocurre con los macrégafos, existe una poblacién de neutréfilos,
denominada TAN (del inglés, Tumor Associated Neutrophils), que polarizan a su fenotipo
protumoral N2 mediando angiogénesis (18), metastasis por degradacién de la ECM (19) e

inmunosupresion (20).

Dentro de las células estromales, las MSC (del inglés, Mesenchymal Stem Cells) son
células derivadas de la médula dsea que contribuyen a la inmunosupresion (8). Los CAFs (del
inglés, Cancer Associated Fibroblasts), son miofibroblastos que pueden derivar de las MSC,
células endoteliales, mioepiteliales etc. (7) Segregan factores de crecimiento que estimulan a
las células tumorales, TGF-B, componentes de la ECM y enzimas remodeladoras (21). Ademas,

se relacionan con un ambiente inflamatorio que favorece la progresién tumoral (22).

Las condiciones de hipoxia y las sefiales angiogénicas del tumor, o de las células
inflamatorias, inducen a las células de la vasculatura a crear nuevos vasos. (23) Estos se
caracterizan por su porosidad, su estructura irregular (24) y cambios en la expresidon de
moléculas de adhesion que dificultan la llegada de linfocitos circulantes, por ejemplo
disminuyendo ICAM (del inglés, Intercellular Adhesion Molecule 1), VCAM (del inglés, Vascular
Cell Adhesion Molecule) y E-selectina (25). Ademas, los pericitos son células estromales
perivasculares cuya disminucion en el recubrimiento vascular se asocia a metastasis y EMT (del
inglés, Epithelial to Mesenchimal Transition) (23). Por otro lado, el tumor y los macréfagos
dirigen la creacion de nuevos vasos linfaticos a través de factores de crecimiento, lo que

favorece la diseminacion tumoral (26).
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Finalmente, otros tipos celulares, como lo adipocitos, liberan adipoquinas que reclutan

células malignas, y proporcionan acidos grasos que promueven su crecimiento (7).
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Figura 1.2 Microentorno tumoral. El estroma asociado al tumor estd formado por componentes celulares,
asi como por factores solubles y una matriz extracelular alterada.

e Factores solubles:

Los factores de crecimiento pueden estar asociados a proliferaciéon tumoral, como el
EGF (del inglés, Epidermal Growth Factor) o el FGF (del inglés, Fibroblast Growth Factor) (27); a
la vascularizacion, como el VEGF (del inglés, Vascular endotelial Growth Factor) y a otras
funciones (28). Entre ellos, destaca el TGF-B. Actia como supresor tumoral antes de la
consolidacion del mismo. Pero una vez ya estd establecido, favorece la metastasis promoviendo
la transicién EMT (29) y endotelial-mesenquimal (30). También induce la reorganizacion de la
matriz extracelular (31, 32), la angiogénesis (33) y la inmunosupresion de células inmunes como

linfocitos Tc y células NK (34).

Las citoquinas estdn asociadas a los distintos perfiles inmunitarios: inflamatorio,

antitumoral o Ty (IFN-y, TNF-a [del inglés Tumor Necrosis Factor a], IL-2, IL-12, IL-18, IL-6); e
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inmunusupresor, protumoral o Ty, (COX2 [Ciclooxigenasa 2], PGE2 [Prostaglandina E2], IL-4, IL-
6, IL-8, IL-10) (35).

Las quimiocinas estan implicadas en la regulacion de los tipos celulares que son atraidos
al TME (9, 36). Por ejemplo, la expresidon de CX3CL1 y CXCL9/10 atrae al conjunto de linfocitos
asociado a un perfil antitumoral, como se ha definido anteriormente (37, 38). Sin embargo,
muchos tumores inducen un cambio desde el perfil Tu; al perfil Ty (28). La expresion de
CCL2/4/5 atrae a células mieloides como MDSC (39); y la de CCL22 a linfocitos Treg (40). Ademas,
la expresién de CXCL12 impide la llegada de los linfocitos T (41), y la de CXCL13 atrae a los

linfocitos B y células plasmaticas inmunosupresoras (42).

Finalmente, las células del estroma también son responsables de liberar enzimas

remodeladoras de la matriz como MMPs (metaloproteasas), catepsinas y otras serin proteasas

(8).

Estas caracteristicas del EMT han hecho que se convierta en una diana hacia la que se
estdn dirigiendo nuevas estrategias terapéuticas. Asi, actualmente se estan buscando
tratamientos dirigidos especificamente a los distintos componentes y moléculas. Por ejemplo,
inhibidores de la angiogénesis (frente a VEGF; del inglés, Vascular Endothelial Growth Factor),
agonistas de receptores de citoquinas y quimiocinas (7), o anticuerpos monoclonales frente a
receptores y ligandos involucrados en la inmunosupresion (frente a CTLA-4 o PD-1; tal y como

se explica en el apartado 1.3.1.2b) (9).
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1.1.3 Teoria de la inmunovigilancia

La primera idea de que el sistema inmune ejerce un control sobre la aparicién de los
tumores fue propuesta por Ehrlich a principios del siglo XX (43). Pero fue 50 afios mas tarde
cuando Burnet y Thomas expusieron la hipétesis de la inmunovigilancia (44-46). Todavia sin
evidencias experimentales propusieron que, de manera natural, los linfocitos eran capaces de
detectar y eliminar las células transformadas de manera espontanea. Posteriormente, esta
hipdtesis se mantuvo en debate por la falta de pruebas concluyentes (47, 48) y la concepcion de
los tumores espontaneos como algo “propio”, a lo que el sistema inmune presentaba tolerancia

(2).

Las pruebas experimentales que llevaron a confirmar la teoria de la inmunovigilancia
llegaron en los afos 90 gracias a los avances en la tecnologia de anticuerpos monoclonales y
genética de ratones (49). En primer lugar se observé que, ratones deficientes en perforina, un
componente fundamental de los granulos citotdxicos de linfocitos Tc y células NK, presentaban
una mayor incidencia de tumores espontdneos que los controles de su misma estirpe (50). El
mismo resultado se obtuvo para tumores inducidos con el carcindgeno MCA (metilcolantreno)
(51). Ademas, esta observacidon resulté tanto para tumores que expresaban MHC-I (del inglés,
Major Histocompatibility Complex-1) y que debian ser reconocidos por linfocitos Tc; como para
tumores carentes de MHC-I y que debian ser eliminados soélo por células NK, segiin ya habian
mostrado trabajos anteriores (52). Pero los experimentos determinantes fueron los
desarrollados por Shankranan (53) y Smyth (54) utilizando ratones RAG17" 0 RAG2”" (del inglés,
Recombination-Activating Gene-1/2), que no pueden llevar a cabo la recombinacion somatica
de los receptores de linfocitos Ty B pero sin afectacidn de la maquinaria de reparacién del DNA
(55). Asi, demostraron que los ratones deficientes eran mas susceptibles a la aparicidon de
tumores espontaneos (53) o inducidos con MCA que los controles de su estirpe (53, 54). Estudios
adicionales, acerca las poblaciones celulares implicadas en el control tumoral, determinaron un
papel relevante para los linfocitos TaB y Ty, (56, 57) y las células NK y NKT (54, 58). Finalmente,
se demostrd la contribucidn tanto del IFN-y como de los granulos citotéxicos como mecanismos

de accidn antitumoral de estas células efectoras. (50, 53, 58, 59).
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1.1.3.1 El ciclo de la inmunidad antitumoral

A partir de los datos obtenidos, que apoyaban la vigilancia antitumoral del sistema
inmune, se fue desarrollando un modelo que integrara todo el proceso. (43) Finalmente, este

modelo pasé a denominarse como “el ciclo de la inmunidad antitumoral” (Figura 1.3) (60).

Cuando empieza a formarse un tumor, los dafios que se producen en los tejidos
circundantes generan “sefiales de peligro” que desencadenan la respuesta inmune (61). Por
ejemplo, la remodelacién del estroma induce la liberacién de citoquinas proinflamatorias.
Aunque también puede ocurrir que durante las primeras etapas del tumor, éste no genere
ningun dafo vy, por lo tanto, crezca de manera silenciosa para el sistema inmune. Las sefiales de
peligro, asi como quimiocinas liberadas por el propio tumor, atraen principalmente a células de
la inmunidad innata como macréfagos y células NKy NKT, ademas de a linfocitos Tyé (1, 43) Por
otro lado, las DCs inmaduras y los macréfagos residentes del tejido pueden detectar sefiales de

peligro que promueven su diferenciacion y maduracion.

El entorno de “estrés”, debido a la inflamacién y al fenotipo alterado de las células
tumorales, desencadena la actividad de las células inmunes. Cuando las células NK reconocen
ligandos de estrés, y cuando las células NKT y los linfocitos T yd reconocen antigenos tumorales,
liberan IFN-y. Esta citoquina actua induciendo un ambiente pro-inflamatorio local, con la
liberacion de nuevas quimiocinas (62); la sobreexpresion de HLA-I (63) y de Fas en el tumor (64);
la inhibicion del crecimiento celular (65) y la muerte por apoptosis de las células tumorales (64,
66, 67); un efecto angiostatico (68); y la activacion de macrdéfagos y células NK. Estas células
activadas son capaces de destruir algunas células tumorales, liberando cuerpos apoptoéticos y
material celular tumoral que es fagocitado por DCs inmaduras y macréfagos (Figura 1.3, etapa

1)

La fagocitosis permite la captacién de antigenos tumorales, su procesamiento y su
presentacion en moléculas de MHC-Il o de MHC-I, a través del fendmeno de presentacion
cruzada. Las células presentadoras de antigeno (APC; del inglés, Antigen Presenting Cell)
activadas secretan citoquinas como la IL-12, IL-15 (69) e IFN-a (70) que contribuyen a la
activacion y quimiotaxis de las células NK. Se produce entonces un bucle de retroalimentacion
positiva entre los macréfagos y las células NK, mediante la produccién de IL-12 e IFN-y

respectivamente (71).
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Figura 1.3 El ciclo de la inmunidad antitumoral. Elaboracién propia, basada en la figura de Chen y
Mellman, 2013 (60).

Las células presentadoras de antigeno migran a los ganglios linfaticos y activan linfocitos
Tu1 CD4*, que intervienen en la generacion de linfocitos Tc (Figura 1.3, etapas 2 y 3) (72). Estos
linfocitos especificos del tumor migran hasta el lugar de su localizacién gracias a un gradiente
de quimiocinas (Figura 1.3, etapas 4 y 5). Finalmente, los linfocitos Tc reconocen el antigeno
tumoral especifico asociado al MHC-I de las células transfromadas a través de su TCR (del inglés
T Cell Receptor), e inducen la muerte de las células tumorales a través de sus mecanismos
citotoxicos (Figura 1.3, etapas 6 y 7). Gracias al aporte de IL-2 por parte de los linfocitos T CD4,
y la IL-15 presente en el entorno, se favorece la funciéon y viabilidad de estos linfocitos Tc
intratumorales. La liberacidon de nuevos antigenos tumorales debido a la muerte inducida por

los linfocitos genera un nuevo inicio del ciclo, amplificaAndose la respuesta (43).
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1.1.4 Inmunoedicidn y evasion del sistema inmune

Hasta el momento se ha mostrado el papel protector del sistema inmune en las primeras
etapas del desarrollo tumoral. Sin embargo, la relacién entre el sistema inmune y el cdncer va
mas alla del proceso de inmunovigilancia (49). Asi, el concepto de inmunoedicion surge de la
idea de que el sistema inmune es capaz de modular la inmunogenicidad del tumor a lo largo de

su desarrollo (Figura 1.4; Shankaran et al. 2001) (53).

Esta hipdtesis se comprobd a través de estudios que utilizaban un modelo de trasplante
tumoral entre ratones inmunocompetentes e inmunocomprometidos. En ellos se observé que
los tumores provenientes de ratones inmunocomprometidos eran mas inmunogénicos, de

manera que eran rechazados al trasplantarlos en ratones inmunocopetentes (53, 58, 73-75).

Por su parte, estudios epidemiolégicos también han evidenciado este proceso en
humanos. Por ejemplo, se ha observado que individuos inmunocomprometidos (tras un
trasplante o pacientes con SIDA) presentan una mayor probabilidad de desarrollar cancer. Por
otro lado, también existe una relacién entre la presencia de linfocitos infiltrantes en el tumory
el prondstico del paciente. Y ademas, se han detectado respuestas especificas frente a antigenos

tumorales que originan anticuerpos o linfocitos T (76).

De este modo se considerd que la relacién entre el sistema inmune y el tumor consistia

en un proceso dinamico de 3 fases (53, 77, 78):

I. La fase de eliminacidn, que se corresponde con la inmunovigilancia.

Il. La fase de equilibrio se desencadena tras una eliminacién incompleta del tumor. En
ella, el sistema inmune es capaz de mantenerlo en estado latente. En este caso, es el sistema
inmune adaptativo, a través de linfocitos T e IFN-y, el encargado de controlar el crecimiento
tumoral (79). Es la fase mas larga, que puede durar afios, y se consideran tres vias de evolucidén:
la eliminacidn final del tumor, el mantenimiento de la fase de equilibrio, o el escape del sistema
inmune. Para este Ultimo escenario hay que considerar que, debido a la gran tasa de mutacion
y la plasticidad de las células transformadas, existe heterogeneidad en la masa tumoral (80). Asi,

durante la interaccidn entre el tumor y el sistema inmune surgen clones celulares menos
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inmunogénicos, resistentes al ataque. Posteriormente, estos clones siguen evolucionando en el
contexto de una presidn inmune que intentan evadir, por lo que se considera que existe una

seleccién e inmunoedicion del tumor (43, 78).

lll. La fase de escape supone el crecimiento final del tumor, que ha escapado al control
de la fase de equilibrio. En este sentido, lainmunogenicidad del tumor consolidado depende de

la presién inmune a la que estuvo expuesto durante la fase anterior (43, 78).
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Figura 1.4 Las tres “Es” del cancer, que comprenden los procesos de eliminacion, equilibrio y escape
englobados en la teoria de la inmunoedicidn del cancer. Adaptada de la figura de Schreiber et al, 2011
(76).
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1.1.4.1 Mecanismos de evasion del sistema inmune

Se han observado distintos mecanismos de evasion al ataque del sistema inmune, que
comprometen la deteccién o la eliminacién de las células transformadas. Estos se han clasificado

en dos categorias:

e Mecanismos de evasion intrinsecos al tumor

- Pérdida de la antigenicidad:
Las células tumorales pueden disminuir la expresion de antigenos o sufrir mutaciones

que afecten a los epitopos antigénicos (81-83).

La disminucién o pérdida de expresion de HLA-I se ha observado en multitud de tumores
(84). Como consecuencia, se ve impedido el reconocimiento antigénico por parte de los
linfocitos Tc. Por el contrario, se ha observado la sobreexpresién de moléculas no clasicas como

HLA-E o HLA-G que pueden afectar a otras poblaciones inmunitarias (85, 86).

También los defectos en el receptor de IFN-y hacen que las células tumorales no puedan

sobreexpresar HLA-I como consecuencia de la estimulacidn con la citoquina (63).

Otros defectos pueden afectar a la expresion de genes relacionados con la proteina de
la maquinaria de presentacidn antigénica: TAP1 (del inglés, Transporter associated with Antigen
Procesing), subunidades LMP2/7 (del inglés, Low Molecular Weight Protein) del

inmunoproteasoma y B2-microglobulina (43, 49, 87).

- Pérdida de la inmunogenicidad:

Las células tumorales inducen tolerancia en los linfocitos T debido a la falta de moléculas
de co-estimulacién y la sobreexpresion de moléculas de inhibicion como PD-L1 (del inglés,
Programmed Death Ligand-1), gal-9 (galectina-9) o VISTA (del inglés, V-domain Ig suppressor of
T-cell activation) (88-90).

- Resistencia a la muerte celular
Se ha observado una disminucidn en la expresion de los receptores de muerte como Fas
y TRAIL, asi como alteraciones en otras proteinas implicadas en las vias de muerte celular, que

disminuyen la sensibilidad a las células inmunes efectoras (91, 92).
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e Mecanismos de evasidn extrinsecos al tumor

- Liberacion de moléculas inmunosupresoras

Las células tumorales liberan citoquinas como la IL-10, el TGF-B, la prostaglandina E2 o

el VEGF, que inhiben a distintas células inmunes como DCs, linfocitos Tc y células NK. Ademas,
estas citoquinas modulan la formacién de un microentorno con poblaciones inmunosupresoras,

como se explica mas adelante. (34, 93)

También se han detectado otras moléculas solubles inhibitorias como la IDO, que afecta
a la accién de las células efectoras. Esta enzima cataliza el metabolismo del triptéfano a
quineurina. En consecuencia, las células inmunes carecen de éste aminodcido esencial y ademas
se ven afectados por los efectos citotdxicos de la quineurina. Por el contrario, la quineurina

promueve la diferenciacion de los linfocitos Treg (94).

Otra forma de inhibir la activacion de las células efectoras consiste en la liberacidn de
formas solubles de ligandos de los receptores de activacion, que quedan bloqueados. Por

ejemplo, formas solubles de MIC (95).

Finalmente, las células tumorales pueden “contra-atacar” al sistema inmune liberando

moléculas como Fas-L, que induce la apoptosis de las células efectoras (96).

- Formacidn de un microentorno pro-tumoral

Como se ha explicado (apartado 1.1.2), los tumores pueden definir el conjunto de
poblaciones celulares del microentorno. Por ejemplo, mediante la liberaciéon de distintas
quimiocinas reclutan macréfagos, MDSC o linfocitos Treg (97). Ademas, el TGF-B induce la
conversion de los linfocitos T CD4* infiltrados en el tumor en linfocitos Treg. Igualmente, induce
la polarizacién de neutréfilos y macréfagos a su fenotipo pro-tumoral (N2 o M2,
respectivamente). Todas estas poblaciones celulares actian inhibiendo la accién de las células

efectoras (34).
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1.2 Células NK

Las células NK son linfocitos granulares grandes que tienen la capacidad de reconocery
eliminar células infectadas por virus y células tumorales (98, 99). Fueron descritas por primera
vez en los afos 70 (Herberman y Kiessling) como un tipo de linfocitos que eran capaces de
inducir una citotoxicidad espontanea, sin necesidad de inmunizacién previa (100, 101).
También, a diferencia de los linfocitos T, mostraron no estar restringidas por MHC-I (102).
Gracias a esta citotoxicidad natural, las células NK se encuadraron dentro del sistema inmune
innato (1). Sin embargo, no sdlo se caracterizan por su capacidad litica, sino que también son
capaces de producir citoquinas y quimiocinas en respuesta a distintos estimulos (103, 104). A
través de este intercambio de moléculas solubles, y de interacciones directas a través de
moléculas de superficie, las células NK también ejercen una actividad reguladora (105).
Intervienen en la homeostasis, activacion y maduracion de células dendriticas, macréfagos y
linfocitos T. De este modo modulan la respuesta adaptativa, son capaces de polarizar hacia una

respuesta Tu; € intervienen en la proteccion frente a reacciones autoinmunes (105, 106).

Las células NK constituyen un 5-15% de los linfocitos de sangre periférica, por lo que
representan la tercera poblacién de linfocitos tras las células Ty B. También se encuentran en la
médula dsea, en tejidos (higado, bazo, pulmones y utero) y, en menor medida, en érganos
linfoides secundariosy en el timo. Los gradientes de quimiocinasy la expresidén de determinadas
moléculas durante su desarrollo, como integrinas, dirigen a las células NK a las distintas

localizaciones y regulan sus funciones efectoras (104).

1.2.1 Desarrollo de las células NK humanas

Frente al conocimiento que se tiene en el desarrollo de las células NK en el modelo
murino, este proceso no estd tan claro en humanos. Esto se debe a la heterogeinicidad de los
estudios, que se desarrollan en distintos modelos: muestras de tejido fetal, cordédn umbilical
(UCB; del inglés, Umbilical Cord Blood), médula 6sea o tejidos linfoides secundarios. Ademas,
estas muestras pueden provenir de individuos sanos o pacientes en proceso de reconstitucion
de poblaciones celulares tras un trasplante hematopoyético. Finalmente, el proceso de
desarrollo se puede monitorizar in vivo, o generar una diferenciacién in vitro. Con todos estos

datos se ha establecido un modelo de diferenciaciéon a células NK (Figura 1.5) (107).
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Las células NK derivan de células madre hematopoyéticas (HSC; del inglés,
Hematopoietic Stem Cell) CD34", localizadas en la médula dsea. A través de distintos estimulos,
como citoquinas, y factores de transcripcion, las HSC comienzan la diferenciacidn hacia el linaje
de células NK (108). En un siguiente paso, dan lugar al progenitor multipotencial linfoide (LMPP;
del inglés, Lymphoid-primed multipotential progenitor). En este estadio 1 de diferenciacion, el
LMPP se caracteriza por ser CD34*, CD45RA*, CD10" y no poseer marcadores de ningun linaje (lin-
) (107, 109, 110) . Su evolucidn al precursor linfoide comun (CLP; del inglés, Common Lymphoid
Precursor) constituye el segundo estadio. EI CLP es capaz de generar todos los tipos de linfocitos
(T, B, NK e ILCs) (110, 111) y estd definido por expresar CD34*, CDA5RA*, CD10*, CD7*, CD38", lin’
(109, 110, 112).

Se ha observado que gran parte de estos precursores migran a los ganglios linfaticos y
drganos linfoides secundarios, donde continua el proceso de compromiso con el linaje NK (98).
Esta movilizacién parece depender de la disminucién de CXCR4 en la superficie. Aunque existen
evidencias de que las condiciones de inflamacién generan un incremento de su ligando, la

citoquina CXCL12, e inducen la movilizacidon temprana de estos precursores (107).

Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4 Estadio 5
HSC LMPP CLP iNK Ii@"‘“ CD56"
cD34* CD34+ CD34* CD34" CD34 CD94/NKG2A" CD57-
CD45RA* CD45RA* CD45RA* CD45RA* NKp80*+ NKp80*
cD10 CcD10° CcD10 cD10 CD16 CcD16"
cD7* cD7* cD7+ CD56orant CD564m
ch3g* lin CcD56* cD122* cD122*
lin- cD122 CD122 CD161* CcD161*
cD161" )
“_Estadio6
CD57+
CD56*

Figura 1.5 Desarrollo de las células NK humanas.

El progreso hacia células NK maduras se caracteriza por la adquisicion gradual de
receptores especificos (108). Un paso importante en esta evolucién es la capacidad de respuesta
a IL-15, que desarrolla el precursor de células NK (NKP; del inglés, NK cell Precursor) (113, 114).
Gracias a la transpresentacién de la IL-15, estas células NK reciben sefales para su

diferenciacidon, maduracién y supervivencia (110, 115). En esta etapa se ha observado que los
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NKP humanos expresan la cadena IL-2/15RB (CD122) (116), y en algunos casos también la cadena
y comun (CD132) (114). Los NKP se caracterizan por su incapacidad de derivar en linfocitos T
(CD37) 0 B (CD19Y), y se han localizado en la médula dsea, las amigdalas y el cordén umbilical
(117). En un tercer estadio, estos progenitores dan lugar a las células NK inmaduras (iNK), que
expresan CD56"y CD161*; pero aun no han adquirido CD16, NKp46, receptores KIR (del inglés,
Killer Inhibitory Receptors) ni receptores CD94/NKG2. Las células iNK de ratéon y humanas

derivadas in vitro han mostrado citotoxicidad dependiente de TRAIL (117).

En el cuarto estadio, las células iNK derivan en células NK maduras CD56* que expresan
el receptor CD94/NKG2A, a través del que reciben sefiales de inhibicién al reconocer MHC-I
(apartado 1.2.3) (117). Adquieren ademas todos los receptores y moléculas efectoras que las
capacitan para cumplir sus funciones con la liberacidon de IFN-y, la exocitosis granular y la
citotoxicidad mediada por ligandos mortales (115). Generalmente, se distinguen dos
poblaciones de células NK maduras. Las células CD56""€"/CD16%™ son mds abundantes en los
tejidos linfoides secundarios, tejidos fetales y corddén umbilical, y su funcidn principal es la
produccién de citoquinas. Las células CD56%™/CD16Me" son mas abundantes en la sangre
periférica, y tienen principalmente una funcidn citotdxica. Por ello se ha indicado que las
CD56"8" son precursoras de las CD569™ (115, Ademas, algunos estudios apuntan a la existencia
de una poblacién intermedia en sangre periférica caracterizada por un fenotipo CD94*, CD569™
y CD62L* (apartado 1.2.2) (118). Una vez en la sangre, la vida media de las células NK es de 7-10
dias (119).

El paso final en el proceso de maduracién de las células NK es la adquisiciéon de su
fenotipo de memoria (apartado 1.2.2). Ademads, un nuevo modelo de desarrollo de las células
NK gue no responde al tradicional esquema lineal, sino ramificado, propone que las células
CDPreht, c569™y células de memoria pueden derivar directamente de precursores como el NKP

(109).

1.2.1.1 Células NK: un tipo de célula linfoide innata (ILC)

El linaje de linfocitos innatos humanos comprende tanto a las células NK como a otros
subtipos de ILCs (del inglés, Innate Lypmhoid Cell). Estas células comparten un precursor comun
en su diferenciacién (109, 120). Posteriormente, la generacidon de cada subtipo depende de la

activacion de determinados factores de transcripcién, lo cual les confiere distintas propiedades
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(111). Aunque las células NK se han considerado parte de las ILC1 porque comparten la
capacidad de secretar IFN-y y TNF-q, el papel de las células NK y de los demds subtipos de ILCs
se ha equiparado al de los linfocitos Tc frente a los linfocitos Tw(121). Por lo tanto, se distinguen

principalmente:

e (Células NK: se definen a través de la expresidn de los factores de transcripcion T-bet

y EOMES, y presentan capacidad citotoxica (122, 123).

e |LC1:se definen através de la expresidn del factor de transcripcion T-bet, y presentan

la capacidad de producir IFN-y y TNF-a (123).

e |LC2: se definen a través de la expresion del factor del factor de transcripcion GATA-
3, y presentan la capacidad de producir citoquinas del perfil Ts; como IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13; pero
también IL-6, IL-8, GM-CSF (del inglés, Granulocyte Monocyte- Colony Stimulting Factor).
Cumplen un papel en la defensa contra helmintos y en el procesamiento de antigenos vy

activacion de los linfocitos T (123).

e |LC3:se definen através de la expresidon de los factores de transcripcion RORyt y AHR,
y presentan la capacidad de producir IL-17A, IL-17F e IL-22. Distintas subpoblaciones estan
implicadas en la organogénesis de tejidos linfoides secundarios o la captacién y procesamiento

de antigenos, con la posterior activacidn de linfocitos T (123).

o Ademas, recientemente se ha descubierto un nuevo subtipo, denominado ILCreg, a
nivel intestinal, que se definen a través del factor de transcripcién ID3, y son capaces de producir

IL-10 controlando la inflamacion local (124).

1.2.2 Subgrupos de células NK

Algunos estudios han tratado de caracterizar las diversas poblaciones de células NK en
base a su fenotipo. En ellos se ha estimado que pueden existir 100.000 fenotipos distintos de
células NK por persona. Posteriormente, estos fenotipos se han intentado agrupar en clusters

de acuerdo a receptores comunes (125).
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Los dos subgrupos mejor diferenciados se corresponden con las células CD56"€" y
CD56%™. No obstante, son poblaciones heterogéneas en cuanto a la expresién de otros
receptores (109). Se ha observado que las poblaciones que transitan entre ambos estados de
maduracién, van adquiriendo CD62L y NKp80 (126) y van disminuyendo CD94 dando lugar a
subgrupos con distintas densidades superficiales de los marcadores (118). Posteriormente,
cuando las células CD56%™ maduran, disminuyen la expresién de NKG2A y CD62L, mientras que
aumentan la expresién de algunos KIR y CD57. A nivel funcional, esto supone una pérdida
progresiva de la capacidad de proliferacion ante ILs, pero el incremento de actividad citotdxica
(118, 127). Un estudio mas detallado de las poblaciones de células NK también permite
distinguir subgrupos a partir de la expresion de receptores de quimiocinas (128), marcadores de

activacion como CD69 (129), e incluso el perfil de las células NK residentes en cada tejido (130).

Otro subgrupo que estd adquiriendo cada vez mds interés es el de las células NK
adaptativas. Se ha observado que algunas células NK cuentan con rasgos que no se consideran
propios de lainmunidad innata. Por ejemplo, la expansidn especifica de tejido, la generacion de
células de “memoria” que persisten tras el encuentro con la célula diana y la habilidad de
generar una respuesta secundaria incrementada tras un segundo encuentro (131). Estas
caracteristicas se han asociado a poblaciones de células NK que aparecen tras encontrarse con
determinados estimulos: un hapteno (en un modelo murino) (132), una célula infectada por
virus (133), una célula tumoral (134) o un cocktail de citoquinas (135). Tras descubrir esta nueva
poblacién de células NK, se ha planteado la duda acerca de si las células NK adaptativas se
podrian dividir en subgrupos en funcién del estimulo que las ha activado (136). Por ejemplo, la
infeccion por HCMV (del inglés, human Cytomegalovirus) genera células que expresan NKG2C
(137). La IL-12, IL-15 e IL-18 generan células NK adaptativas humanas con mayor expresion de
perforina y granzima B, (135) mostrando una mayor citotoxicidad. Ademas también
incrementan su capacidad de producir citoquinas como TNF-a e IFN-y (138). Sin embargo, las

células NK adaptativas inducidas por citoquinas o por tumor, no tienen un fenotipo claro (135).

Finalmente, en el contexto de la inmunidad antitumoral y la inmunoterapia, es
importante considerar que una patologia créonica da lugar a la aparicién de células NK
“exhaustas” (139). Asi, se ha visto una disminucién de los receptores de activacién NKG2D,
CD16, NCRs, CD226 y 2B4 (apartado 1.2.3) (140, 141) en pacientes con distintas infecciones o
tumores. Igualmente, se produce una sobreexpresién de receptores de inhibicion como NKG2A

(142, 143). También se ha visto incrementada la expresion de los denominados reguladores de
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puntos de control o “checkpoints” caracteristicos de los linfocitos T, por ejemplo TGIT (144),
TIM-3 (145) y PD-1 (146, 147). Aunque actualmente el conocimiento que se tiene de este
fenotipo exhausto es mucho menor en células NK que en linfocitos T, se sabe que es reversible

con la eliminacidon de la patologia o la administracién de inmunoterapia (139).

1.2.3 Receptores de las células NK

Las células NK interacttan con ligandos solubles (citoquinas, quimiocinas) o moléculas

de superficie a través de un conjunto de receptores (Figura 1.6).

Inhibicién
KIR-L TIGIT B7-H3
NKG2A TIM-3 B7-H4
LILR CD300a 28B4
KLRG-1 LAG-3*

Activacion LAIR 1 PD-1*
CD16
KIR-S 2B4 Quimiocinas
NKp30 SLAM CCR7 CXCR1
NKpas DNAM-1 CXCR3 CX;CR1
NKp46 NKp80
NKG2D C$I3'3|0; Citoquinas
NKG2C/E )
G2C/ IL-2R | 18R
IL-12R ) 59R
IL-15R
Adhesidn
LFA-1
DNAM-1
Ccb2
CD62L

Figura 1.6 Receptores de las células NK agrupados segun su funcién. Elaboracién propia, adaptado de
Vivier et al. 2011. *No esta clara su funcién, podria estar limitada a pacientes con cancer.

1.2.3.1 Receptores de adhesion

Los receptores de adhesién intervienen en la maduracidn, el trafico y la interaccion de
las células NK con las células diana. Se pueden clasificar en tres grupos: integrinas, como LFA-1
(del inglés, Lymphocyte function-Associated Antigen 1), que interviene en la formacion de la
sinapsis inmunoldgica; inmunoglobulinas, como DNAM-1 (del inglés, DNAX accesory molecule-
1) o €D2, que actuan como moduladoras de la funcidn efectora (apartado 1.2.6); y selectinas,

como CD62L, que interviene en el trafico de las células NK (148, 149).
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1.2.3.2 Receptores de Inhibicion

Los receptores de inhibicidn (Tabla 1.1) se caracterizan por la presencia de un dominio
ITIM (del inglés, Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motifs), que disminuye el estado de
activacion. Tras la unién con el ligando, los dominios ITIM se fosforilan por la familia de kinasas
Src. Esto da lugar al reclutamiento de fosfatasas como SHP-1y SHP-2, a través del dominio SH2.
Las fosfatasas ejercen su accién a un nivel proximal a la membrana plasmatica, actuando sobre
ésta o impidiendo la fosforilacién de las vias de activacién. En consecuencia, impiden la

ejecucion de las funciones efectoras (150).

Tabla 1.1 Receptores de inhibicion y moduladores de las células NK

Receptor CD Ligando Efecto Referencia

KIR-S CD158 HLA- | Inh (148)
KIR2DL1 CD158a HLA-C2 (148, 149)
KIR2DL2-3 CD158b HLA-C1 (148, 149)
KIR2DL4 CD158d HLA-G (148, 149)
KIR2DL5 CD158f - (148, 149)
KIR3DL1 CD158el HLA-A/B-Bw4 (148, 149)
KIR3DL2 CD158ek HLA-A*03 y *11 (148, 149)

CD94:NKG2A CD159a HLA-E Inh (148, 150)

LILRB/ILT2 CD85j HLA-A, B, Cy HLA-G Inh (148, 151)

uL1s

KLRG-1 - Cadherinas E, N, R Inh (152)

LAIR-1 - Colageno Inh (153, 154)

CD300a CD300a PE, PS Inh (155)

TIGIT CD226 CD155 (Nectina-2) Inh (148)

2B4 CD244 CD48 Inh/Act

TIM-3 CD366 Gal-9, HMGB1, PS, Inh/Act (148)

CEACAM
LAG-3 CD223 HLA-II, Lsectin, FGL1 é? (156, 157)
PD-1 CD279 PD-L1, PD-L2 Inh (148)

Act: Activacion; CEACAM: Molécula de Adhesidn Celular relacionada con el Antigeo Carcinoembrionario; FGL1: del
inglés, Fibrinogen-like Protein 1; HMBG1: del inglés, High Mobility Group Box 1; Inh: Inhibicién; PE:
fosfatidiletanolamina; PVR: Receptor de Poliovius

¢ KIR-L (del inglés, Killer Immunoglobulin-like Receptors): contienen dos (KIR2D) o tres
(KIR3D) dominios inmunoglobulina (Ig) y una cola citoplasmatica larga con dominios ITIM. Se
distinguen 6 receptores: KIR2DL1-5 y KIR3DL1-2 (150, 151). Tienen un alto grado de

polimorfismo e intervienen en la tolerancia de las células NK al reconocer HLA-I (131, 160).
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e CD94:NKG2A: son proteinas transmembrana tipo Il de la familia lectina tipo C que
conforman un heterodimero (150, 161). También intervienen en la tolerancia de las células NK

al reconocer HLA-I no clasico (152).

e LILRB1/ ILT2: es una proteina transmembrana tipo | de la superfamilia de las Ig (110,

150).Su expresidn se correlaciona con un fenotipo adaptativo en los donantes CMV* (162).

¢ Receptores de inhibicidon que no se unen a HLA-I: como KLRG-1 (del inglés, Killer cell
lectin-like receptor G1) (154) o LAIR-1 (del inglés, Leukocyte-Associated Immunoglobulin-like
Receptor-1) (155), o CD300a, que pertenece a la misma familia que su homalogo activador pero
que sefializa a través de ITIM (157). En este grupo se encuadran también otros receptores cuyo
estudio ha ganado interés en los ultimos tiempos al haber demostrado actuar como puntos de
control en linfocitos T, aunque su contribucidn no estd clara en el caso de las células NK. TIGIT
(del inglés, T cellimmunoglobulin and ITIM domain) es un miembro de la superfamilia de Ig que
compite con DNAM-1 por las proteinas tipo nectina y proporciona seinales de inhibicion (163).
Interviene en la tolerancia de las células NK (164) y se encuentra sobreexpresado en pacientes
con cancer (165, 166). TIM-3 (del inglés, T-cell Inmunoglobulin and Mucin domain 3) es una
glicoproteina de membrana tipo | (151) que también se encuentra constitutivamente en las
células NK (158). Se ha relacionado tanto con efectos activadores, induciendo la liberacion de
IFN-y (167), como inhibidores (168); y se sobreexpresa en pacientes con cancer (169, 170). Por
su parte, LAG-3 (del inglés, Lymphocyte Activation Gene 3-encoede protein) es un receptor con
homologia estructural a CD4 (158). Se ha descrito en células NK activadas (171). Aunque se
encuentra sobreexpresado en pacientes con cancer (172), y en linfocitos Tc regula mecanismos
de inhibicién, se desconoce su papel en las células NK (173). Finalmente, PD-1 (del inglés,
Programed Death protein 1) es un receptor de la superfamilia de Ig (151). No se encuentra
expresado (o con niveles muy bajos) de manera constitutiva, y su expresidon puede estar
relacionada con la infeccidn por CVM (146). Sin embargo, es caracteristico de las células NK de
pacientes con cancer (147, 174). Ademas, éstas parecen contribuir al efecto antitumoral en el

tratamiento con anticuerpos monoclonales (mAbs) bloqueantes del eje PD-1/PD-L1 (175).

1.2.3.3 Receptores de activacion

Existe una gran variedad de receptores de activacion que reconocen ligandos

codificados por virus o inducidos por estrés (Tabla 1.2).
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Tabla 1.2 Receptores de activacion y moduladores de las células NK

0] (o] Adaptador  Ligando Efecto Referencia
FcyRlll CD16 CD3(/ FcRy  Fraccion Fc de IgG Act (148, 149,
158)
KIR-S CD158 DAP-12 HLA- | Act (148, 149,
158)
KIR2DS1 CD158h HLA-C (148)
KIR2DS2-3 CD158;j HLA-C (148, 159)
KIR2DL4 CD158d HLA-G (148)
KIR2DS4 CD158i HLA-A*11, HLA-C (148)
KIR2DS5 CD158f - (148)
KIR3DS1 CD158el HLA-Bw4, HLA-F (148)
NKp30 CD337 CD3(/FcRy B7HS, BAG6/BAT3 Act (148, 149,
158)
NKp44 CD336 DAP-12 21spe-MLL5 Act (148, 149,
158)
NKp46 CD335 CD3(/FcRy Properdina, HA, HN Act (148, 149,
158)
NKG2D CD314 DAP-10 MICA/B, ULBPs Act (148, 149,
158)
CD94/NKG2C CD159c¢ DAP-12 HLA-E Act (148, 149,
CD94/NKG2E CD159%e 158)
2B4 CD244 - CD48 Act/Inh (136, 160)
SLAM CD150 - SLAM Act (149) 23
DNAM-1 CD226 - CD112 (PVR) Act (149)
CD155 (Nectina-2)
CD11a/CD18 (LFA-1)
NKp80 - - AICL Act (136, 161)
CD300c CD300c - PE, PS Act (155)
TIM-3 CD366 Gal-9, HMGB], PS, Act/Inh (156)
CEACAM

Act: Activacion; AICL: lectina tipo C inducida en activacién HA: hemaglutininta; HN: hemaglutinina-neuraminidasa ;
Inh: Inhibicion; 21spe-MLL5: histona-Lisisina N-metiltransferasa; MICA/B: polipéptidos relacionados con la secuencia
MHC-I a/B ; ULBP: proteina de unién a UL-16

Tienen una regién cargada positivamente en su dominio transmembrana, y se
caracterizan por no poseer dominios de sefializacién intracitoplasmaticos. Por el contrario,
dependen del reclutamiento y asociacién de moléculas adaptadoras que permiten la
transduccion de la sefial. Entre ellas se encuentran FcRIly, CD3Z, DAP12 y DAP10. A excepcion de
DAP10, estos adaptadores sefializan a través de motivos ITAM (del inglés, Immunoreceptor

Tyrosin-based Activating Motifs). Por su parte, DAP10 sefializa a través de YINM (150, 151).

A nivel citoplasmatico, los motivos ITAM reclutan ZAP70 y Syk a través de los dominios

SH2. Por otro lado, los dominios YINM reclutan y activan a la subunidad p85a de PI3K (151).

24



INTRODUCCION

Ambas vias convergen en una cascada de activacidon que provoca la entrada de Ca?%,

degranulacidn y transcripcion de citoquinas y quimiocinas (176).

Dentro de los receptores de activacion se distinguen varias familias:

* CD16 (FcyRIIIA): es el receptor de baja afinidad para la fraccién Fc de los anticuerpos.
Reconoce células cubiertas por anticuerpos e induce citotoxicidad dependiente de anticuerpo

(ADCC; del inglés, Antibody Dependent Cytotoxicity) y liberacién de citoquinas (176).

¢ KIR-S: se diferencian de los homdlogos inhibidores en que estos poseen una cola
citoplasmatica corta y una afinidad mucho menor por el HLA-I (180). Del mismo modo, contienen
dos o tres dominios extracelulares tipo Ig. Se distinguen 6 receptores KIR-S: KIR2DS1-5 vy
KIR3DS1. Excepcionalmente, el receptor KIR2DL4 cuenta con funciones activadoras e
inhibidoras. Los receptores KIR, tanto inhibidores como activadores, son moléculas altamente
polimérficas (160), lo que afecta a su interaccidn con el HLA-I y modula el efecto protector o
patoldgico de las células NK en infecciones, enfermedades autoinmunes o trastornos de la

reproduccion (180).

* NCR (del inglés, Natural Cytotoxicity Receptors): son moléculas transmembrana de la
familia de Ig, donde se incluyen los receptores NKp30, NKp46 y NKp44. Los dos primeros se
expresan de manera constitutiva en casi todas las células NK, y tras la activacion se incrementa
su nivel de expresién. NKp44 sélo es constitutivo en las células CD56°€", pero lo adquieren casi

todas las células NK tras su activacién in vitro con citoquinas. (150, 151)

* NKG2D: es una glicoproteina transmembrana de la familia lectina tipo C que se expresa
como homodimero. Reconoce moléculas propias (homdlogas a HLA-I) inducidas por estrés

celular (150, 181).

* CD94/NKG2: son proteinas transmembrana tipo Il de la familia de lectina tipo C. Se
asocian en heterodimeros de CD94/NKG2C o CD94/NKG2E (150, 182). Reconocen HLA-Ib no

convencionales, pero su unidén es menos eficiente que la union con CD94/NKG2A (183).

e Receptores de coestimulacion proporcionan estimulos adicionales a la célula,

aunque por si mismos no inducen la activacién de las células NK. 2B4 es un miembro de la familia
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de proteinas CD2, relacionadas con Ig. Tiene dos dominios tipo Ig y una region citoplasmatica
compuesta por unos motivos caracteristicos de la via de sefalizacién de SLAM (del inglés,
Signaling Lymphocyte Activation Molecule) (150). DNAM-1 es un miembro de la superfamilia de
Ig con un papel esencial en la sinapsis inmunoldgica y la citotoxicidad de las células NK (184,
185). Otros co-receptores incluyen NKp80, un receptor de lectina tipo C (179, 186); y CD300c,

que es una glicoproteina transmembrana tipo | (157). °

Entre todos estos receptores, NKp46 es el Unico que se expresa exclusivamente en

células NK.

1.2.3.4 Receptores de citoquinas y quimiocinas

Los receptores de citoquinas que se encuentran acoplados a la cadena gamma comun
(yc) estan implicados en el desarrollo de las células NK y sus funciones efectoras. Dentro de ellos
se encuentran los receptores: IL-2R, IL-15R, IL-21R (136). Por su parte, el receptor IL-12R esta
acoplado a STAT4 (187), y media la produccidn de citoquinas y la sobreexpresion de la proteina
adaptadora MyD88 (188). Ademas, los receptores acoplados a MyD88, como IL-1R e IL-18R,

también estan implicados en la maduracién y en la funcion de las células NK (136, 188).

Los receptores de quimiocinas son receptores heterotriméricos acoplados a proteina G
que desencadenan la polarizacién de la célula, migracion y adhesion o el trafico leucocitario

(189).

1.2.4 Educacion, tolerancia y homeostasis de células NK

Las células NK cuentan con multiples receptores que reconocen moléculas enddgenas
(131). Sin embargo, la adquisicién de la funciéon citotdxica durante su desarrollo supone la
existencia de unos mecanismos de regulacién que eviten el dafio de las células sanas del mismo
individuo, lo que se considera como “propio” (190). Ademas, cada célula NK responde de una
manera diferente a un estimulo dado. Este nivel de respuesta viene determinado por el proceso
de educacidn de las células NK, gracias al cual se consigue un estado de tolerancia respecto al
entorno propio (191). Este mecanismo de educacién explica la activacion de las células NK frente

a la pérdida de lo propio, lo que se conoce como hipétesis del missing-self.
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La primera idea que explicaba la tolerancia (Karre et al. 1986) se basé en la observacién
de que las células NK eran capaces de eliminar células que no expresaban HLA-l pero no
atacaban a células que mantenian su expresion (52). Por lo tanto, las células NK debian tener
receptores especificos de inhibicidon que reconocieran HLA-I (192, 193). Con los afios, se han ido
descubriendo un conjunto de receptores que regulan su actividad (193). En humanos, los
principales receptores especificos para HLA-I son los KIR y el heterodimero CD94/NKG2A. Los
KIR son capaces de reconocer moléculas de HLA-ABC, consideradas cldsicas; mientras que el
CD94/NKG2A reconoce HLA-E, considerado no clasico. Aunque también existe un subgrupo de

células NK que cuenta con el receptor LILRB1 (Apartado1.2.3.2) (131).

La expresion de los KIR en las células NK se produce de manera estocastica y con un
patrdn irregular. Ademas, estos receptores son polimérficos y presentan distinta afinidad por
los ligandos de HLA-I (194). Como consecuencia, existen diferencias en el reconocimiento del
HLA propio por distintos grupos de células NK, incluso algunos de estos grupos no expresan los
receptores KIR para el HLA-I propio (131, 191, 195). Por lo tanto, a diferencia de los linfocitos T,
no existe un mecanismo de seleccidon positiva o negativa para evitar que las células NK que
pudieran inducir un ataque autoinmune (131). Sin embargo, se ha observado que estas células
que expresan KIR son hiporreactivas y presentan tolerancia (196). En un principio se
propusieron dos teorias para explicar la educacidn de las células NK. Seguin la primera, las células
NK partirian de un estado hiporreactivo o “sin licencia” y tras la exposicién a HLA-I adquiririan
las armas para convertirse en efectoras (197). Segun la segunda, o hipdtesis del “desarme”
ocurriria al contrario. Inicialmente, las células NK tendrian la capacidad de responder pero, sin
las sefiales provenientes de los KIR, recibirian una estimulacién constante que las convertiria en
anérgicas (198). Sin embargo, hoy se acepta un tercer modelo que responde a un proceso

cuantitativo de integracion de sefiales para explicar la reactividad de las células NK (199).

Este nuevo modelo denominado “tuning”, integra los dos modelos convencionales y el
concepto de respuesta reostdtica. Segun este concepto, no sélo hay un estado de respuesta y
otro de anergia. Por el contrario, la capacidad de respuesta de las células NK se ajusta para
permitir una proteccidon constante y dindmica frente a los peligros, a la vez que asegura la
tolerancia respecto a lo propio (199, 200). En la integracion de sefiales intervienen tanto los
receptores de inhibicion especificos de HLA-I (KIR), como otros que no se unen a esta molécula

(TGIT, LAIR-1, KLRG1, TIM-3, etc.), y receptores activadores (NKG2D, NKp46, SLAM, etc) (1, 191).
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Por ejemplo, las células NK que cuentan con mas receptores de inhibicién poseen un umbral
de activacion mas bajo y, en consecuencia, funciones efectoras mas potentes (200). Mientras
que el desarrollo de las células NK en un entorno sin MHC-I las vuelve anérgicas (201). Ademas,
los KIR de células NK también se pueden unir al MHC-I expresado en la misma superficie celular
(presentacion en —cis). Se ha sugerido que estas interacciones modulan la educacion de las
células NK; frente a la interaccién con el MHC-I expresado en otra célula (presentacién en —
trans), que media la sefializacion inhibitoria (202). Por otro lado, se ha observado que la
presencia constante de ligandos de activaciéon durante la educacidn de las células NK puede
disminuir la expresion del receptor y, por lo tanto, del nivel de repuesta (como se ha descrito
para NKG2D y NKp46) (203-205).Mientas que algunas deficiencias en los receptores de
activacion (como SLAM o NKG2D) han generado células NK mas reactivas (206, 207). En

resumen, cuanto mayor sea la estimulacidon neta, menor sera la capacidad de respuesta (191).

Finalmente, un factor importante en la tolerancia de las células NK es que presenta
plasticidad. Por ejemplo, se puede reajustar si se producen cambios en la expresién de MHC-
en el entorno (208). También con las condiciones de inflamacidn derivada de una infeccién por
virus, como el CMV murino. En este caso se ha visto que las células NK anérgicas, que no
expresan los KIR para el HLA-propio, comienzan a proliferar sin la restriccion de las sefiales de
inhibicidn y contribuyen a controlar la infecciéon (209). Igualmente, el cultivo con IL-2 de las
células anérgicas es capaz de romper el estado de tolerancia (210). Por lo tanto, el estado de

anergia es reversible y depende del contexto (192).

1.2.5 Activacion de células NK

Durante la vigilancia inmune, las células NK han de ser capaces de identificar células
anormales que pueden suponer un peligro. Pero aunque funcionalmente sus mecanismos sean
equiparables a los de los linfocitos Tc, los dos tipos celulares difieren en el proceso de
reconocimiento de las células diana y su posterior activacién. Los linfocitos Tc reconocen
especificamente el antigeno que les han presentado las células APC, y que ha inducido su
activacion, la recombinacion somatica de su receptor TCR y una expresion clonal (primer
encuentro). Cuando el TCR de los linfocitos Tc detecta este antigeno asociado al HLA-I en las
células diana (segundo encuentro), se desencadenan los mecanismos citotoxicos (1, 136). Sin
embargo, las células NK ya estdn pre-activadas a raiz del proceso de maduracion y pueden

proporcionar una respuesta inmediata. En ausencia de TCR, su activacién responde a un balance
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de sefiales que recibe a partir de sus receptores activadores e inhibidores codificados en la linea

germinal (136).
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Figura 1.7 Regulacion de la actividad citotoxica de las células NK. Las células NK reconocen ligandos
activadores (verde) o inhibidores (rojo) a través de sus respectivos receptores (simbolo “+” para los
activadores y simbolo “-“ para los inhibidores). La integracion de estas sefiales determina la respuesta de
la célula NK.

Anteriormente se ha hablado de la integracidn de seiales en el proceso de educacién
de las células NK. Del mismo modo, la activacidon de sus funciones efectoras (Figura 1.7) se
explica a través de las hipétesis de “ausencia de lo propio” y respuesta “inducida por estrés”
(del inglés, stress-induced) (162). En condiciones normales, las células NK reconocen el MHC-I,
como principal sefial de inhibicion, y no reciben la estimulacion a partir de sus receptores de
activaciéon. Cuando las células resultan infectadas o transformadas, pueden disminuir la
expresion de las moléculas de HLA-I o aumentar la expresion de ligandos de estrés. La respuesta
de la célula NK (tolerancia o ataque) viene determinada por la integracién del conjunto de
sefiales de activacion e inhibicidn (110, 149). Cuando las sefales de activacién sobrepasan un
valor umbral, las células NK desencadenan sus mecanismos citotoxicos (163). Un caso particular
en esta activacion proviene del reconocimiento de la fraccidén Fc de algunos Ab a través del CD16,
induciendo ADCC (apartado 1.2.3.2) (136). Esto induce una sefial potente, que es capaz de
superar las sefiales inhibitorias. Ademas, la co-estimulacion a través de otros receptores de

activacion puede tener un efecto sinérgico (164, 165).
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1.2.6 Mecanismos efectores de las células NK

Las células NK, junto con los linfocitos Tc, son células citotdxicas del sistema inmune
gue median la muerte celular a través de unos mecanismos compartidos. Estos comprenden: la
via de los ligandos de muerte y la via de la exocitosis granular. La contribucién de cada via a la
inmunidad anti-tumoral no estd clara, y parece depender de del tipo de célula tumoral (1).
Ademas, las células NK también ejercen funciones citotéxicas e inmunomoduladoras a través de

la liberacion de citoquinas y quimiocinas (110, 166).

1.2.6.1 Liberacion de citoquinas
La activacidn de las células NK, a través del contacto directo con otra célula o a través
de mediadores solubles, induce la liberacién de factores solubles. Por ejemplo, la liberacidn de
IFN-y se produce como consecuencia de la activacion del receptor NKG2D, o por la estimulacion
mediada por IL-2 derivada de los linfocitos Ty por IL-12 e IL-15 derivada de los monocitos y las
DC (167). La activacién a través de 2B4 y NKG2D también induce la liberacién de TNF-a (103).
Estas citoquinas inducen un aumento en la expresidon de ICAM-1 y Fas en las células diana, y asi

favorecen los mecanismos citotdxicos (168).

1.2.6.2 Via de los ligandos de muerte

Los ligandos de muerte (TNF-a, FasLy TRAIL) se unen a sus respectivos receptores (TNFR,
Fas y DR4/DRS5) localizados en las células diana. Asi, inducen la via extrinseca de la apoptosis,
con la consiguiente activacion de las caspasas en la célula diana (Figura 1.8). Aunque en
determinadas condiciones también pueden inducir necroptosis (169). La estimulacién de las
células NK a través de sus receptores induce la expresion y liberacion de estos ligandos de
muerte (Figura 1.9) (169). Y, de hecho, los mecanismos efectores dependientes de FasL (170),
TNF-a (171) y TRAIL (169) han mostrado tener un papel esencial en la inmunovigilancia tumoral

o en la prevencioén de la metastasis (79).
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Figura 1.8 Mecanismos de muerte celular. La activacion del receptor Fas/TRAIL desencadena la via
intrinseca de la apoptosis, con la activacion directa de las caspasas ejecutoras (caspasa-3), o de la via
intrinseca o mitocondrial. Al activarse la via intrinseca, las proteinas transmembrana de la mitocondria
Bax y Bak forman un poro que da lugar a la permeabilizacién de la membrana externa y a la salida del
citocromo-c al citosol. En el citosol, el citocromo-c se une a otras proteinas formando el apoptosoma, que
interviene en la activacion de la caspasa-9. Esta caspasa induce la activacion de otras caspasas ejecutoras
de la apoptosis. Por otro lado, la activacion del TNFR puede desencadenar apoptosis, 0 necroptosis en
ausencia de caspasas. Elaboracién propia.

1.2.6.3 Via de la exocitosis granular

La via de la exocitosis granular, o degranulacion, se desencadena a través del balance de
sefiales de activaciéon e inhibicidon que recibe la célula efectora por sus receptores de superficie.
Supone la liberacion de granulos citotdoxicos preformados que contienen moléculas encargadas
de inducir la muerte de las células diana (Figura 1.9) (110, 169). Es un proceso muy regulado,
que depende del establecimiento de unos contactos especializados entre ambas células,
generando una estructura tridimensional dinamica conocida como sinapsis inmunoldgica (172,

173). La movilizacion de los granulos citotdxicos a esta interfaz es un proceso rapido que supone:
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1- La reorganizacion del citoesqueleto de actina y la formacién de unas agrupaciones
supramoleculares de activacion (SMAC; del inglés, Supramolecular Activation Cluster) (166,
172). En ellas, las moléculas de adhesién como LFA-1 y CD2 conforman la periferia del SMAC;

mientras que los receptores de activacion conforman el centro del SMAC (165, 174, 175).

2- La traslocacion del centro organizador de microttibulos (MTOC; del inglés,
Microtubule Organizing Center) hacia la zona de unidn, creando una red de microtubulos que

permite la polarizacién de los granulos hacia la sinapsis. (166, 169)

3- La exocitosis de los granulos a la zona de contacto y la fusiéon con la membrana

plasmatica (166, 169)

Diversas proteinas se han implicado en la regulacién del proceso. Es el caso de WASP
(del inglés, Wiskott-Aldrich Syndrome Protein), que interviene en la reorganizacion de la actina
(176). La proteina AP-3 (del inglés, Adaptor Protein 3) esta implicada en el desplazamiento de
los granulos por la red de actina (177), Rab27a en su liberacion (178), Muncl 3-4 en su fusion
con la membrana plasmatica (179) y, finalmente, la esfingomielinasa acida en la expulsion

direccional del contenido (180).

Dentro de los componentes de los granulos citotoxicos (Tabla 1.3), la proteina
formadora de poros (perforina) y las serin-proteasas (granzimas) son los principales agentes que

intervienen en la lisis celular.

e La perforina es una proteina homaéloga al factor C9 del complemento que forma el
complejo de ataque a la membrana (MAC; del inglés, Membrane Attack Complex) (181). Dentro
de su estructura destacan: un dominio N-terminal responsable de su actividad litica, un dominio
central de anclaje a la membrana, un dominio tipo EGF (del inglés, Epidermal Growth Factor) y

un dominio C2 C-terminal de unién a Ca** que determina su activacién (182).
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Tabla 1.3 Principales componentes de los granulos citotoxicos. Adaptada de Antén et al. 2018 (1).

Molécula Funcion ‘

Perforina Formacidn de poros

Granzimas Proteasas de serina

Granulisina Agente antimicrobiano

Calreticulina Inhibidor de la perforina

Catepsina C Activacién de las granzimas

Serglicina Unidn a granzimas

Catepsina B Degradacion de la perforina

Serpinas Inhibidores de granzimas

Esfingomilinasa acida Degradacidén esfingomielina/exocitosis granular

Catepsina D Proteasa

Catepsina L Proteasa

Receptor de manosa 6-fosfato Trafico de proteinas

ATPasa-H+ Acidificador de los granulos

Arilsulfatasa Degradacién de polisacdridos

B-Hexosamidasa Degradacién de polisacdridos

B-glucoronidasa Degradacién de polisacaridos

CD63 Marcador lisosomal

CD107a (Lamp-1) Marcador lisosomal. Estabilizacion de Ia
membrana plasmatica durante la
degranulacién.

Dentro de las células efectoras, la perforina se mantiene inactiva ya que el dominio C2
no queda expuesto a la unién de Ca2* (183). También en los granulos citotéxicos, el pH acido
(pH <5), (184) y la intervencidn de la calreticulina como chaperona, mantienen la conformacion
inactiva de la proteina (185). Una vez liberada al exterior, la perforina encuentra un pH neutroy
una gran concentracion de Ca2*. Su unién al dominio C2 induce un cambio de conformacién en
la proteina. De este modo los mondmeros de perforina pueden ensamblarse a la membrana, y

entre si, para formar un poro (183).

Aunque no esta claro si la mera formacién del poro es capaz de inducir la muerte a las
células diana, se ha demostrado que su accidn es esencial para poder inducir una respuesta
inmune eficaz. Se ha visto que ratones deficientes en perforina no son capaces de mostrar esta
respuesta (50, 51) y que, en su ausencia, las granzimas no llegan al citosol (186).Por eso se ha

propuesto que las granzimas son las ejecutoras de la muerte celular (187).
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e Las granzimas son serin proteasas de los granulos citotéxicos, aunque también se
han descrito en otros tipos celulares. Se conocen un total de 12 granzimas, de las cuales 7 son

exclusivas de ratdon y una es exclusiva de humanos (Tabla 1.4) (188).

Se sintetizan como zimdgenos, por lo que han de proteolizarse para ser activas. Una vez
en los granulos citotéxicos, la catepsina C degrada los aminoacidos GlyGlu de su extremo N-
terminal, activandola. Pero gracias al pH bajo de los granulos, y a la formacién de complejos
serglicina/granzima (189) se mantienen inactivas. Una vez liberadas, acceden al citosol de la
célula diana y proteolizan distintos sustratos induciendo la muerte celular, principalmente por

apoptosis (190).

Tabla 1.4 La familia de las granzimas en humanos. Adaptada de Antén et al. 2018 (1).

Granzima Especie Actividad Tipo celular ‘
Granzima A h,m Triptasa Tc, Treg, NK, NKT, GMC, Pne, MfAlv, Plaquetas (h)
Granzima B h,m ASPasa Tc, Treg, NK, NKT, MC, MDSC (h), Bas (h), DC,

GMC, linfocito B, Ser, Pne, Quer

Granzima H h Chymasa NK
Granzima K h,m Triptasa Tc, NK, NKT (h), CD56Prieht
Granzima M h,m METasa NK, NKT, Tyd

Actividad: especificidad de corte. Especie. h: humano; m: murino. Tipo celular: principales tipos celulares donde se
han detectado. Tc, Linfocitos T citotdxicos (Tap CD8+, Ty6 CD8+); NK, células NK; NKT, células NKT; MDSC, Células
Supresoras de Origen Mieloide; MC, mastocitos; Treg, Células Treg; Bas, baséfilos; Mac, macréfagos; DC, Células
Dendriticas; Ser, Células de Sertoli; GMC, Células glandula metrial; Pne, neumocitos; MfAlv, Macréfagos alveolares;
Quer, queratinocitos.

Estas proteinas fueron descritas en un principio por su capacidad de eliminar células
alteradas, aunque ahora se conoce que intervienen en otros procesos como la inflamacién o la
regulacién de la supervivencia de linfocitos activados. De hecho, algunos estudios muestran que
la granzima A tiene mayor relevancia en procesos inflamatorios. Por otro lado, la funcionalidad
de granzimas K, H y M sélo ha sido caracterizada en modelos in vitro, donde pueden inducir

muerte celular o inflamacidn (granzima Ky M) (169, 188, 190, 191).
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La granzima B es, junto con la granzima A, la mas abundante en los granulos
citotdxicos. Ademas, es la mas relevante en la induccién de apoptosis (192). Ejerce su actividad
proteasa sobre residuos de acido aspartico (188), habiéndose identificado diversos sustratos
intracelulares y extracelulares. Existen dos vias principales por las que puede inducir la muerte

celular:

- Una via dependiente de caspasas, en la cual proteoliza directamente a la caspasa 3

(modelo murino) o la proteina pro-apoptética Bid (modelo humano) (193, 194). Como

consecuencia, se induce la apoptosis de la célula diana (191).

- Una via independiente de caspasas y de la via mitocondrial de la apoptosis, que no esta

bien caracterizada (169). De hecho, se ha observado que células NK humanas activadas ex vivo
(195), o linfocitos Tc especificos de tumor en un modelo murino (196), son capaces de inducir
la muerte celular en tumores con resistencia a la apoptosis. Aunque no esta claro qué via de
muerte celular produce la muerte de estas células, se ha sugerido que la granzima B podria
actuar sobre distintos sustratos. Por ejemplo, el inhibidor de DNAsas ICAD, con la consiguiente
degradacion internucleosomal (197); o las proteinas lamina B (198), a-tubuilina (199) y filamina
(200), induciendo la pérdida de la integridad estructural del nucleo en el primer caso, o del

citoesqueleto en los otros dos (201).

Célula NK ,L 'L I#}) Grénulo citotéxico
~, Perforina

Célula diana T I] [I ®  Granzima
GzmB
Bid < @
g ICAD
Lamina B
a-Tubulina

Caspasa 3 Filamina

Muerte por

activacién de
caspasas

Figura 1.9 Mecanismos de muerte celular activador por las células NK, en células tumorales, a
través de la via de la exocitosis granular.
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1.2.7 Células NK en el microentorno tumoral

Como se ha tratado anteriormente, las células NK tienen la capacidad innata de
reconocer y eliminar células tumorales, y su infiltracion en tumores esta asociada a un buen
prondstico (202). Ademas son capaces de destruir CSC (del inglés, Cancer Stem Cell) (203) y
controlar el desarrollo de metastasis (204). Sin embargo, son sensibles a los cambios que se
producen en el microentorno tumoral. Este les opone barreras para contactar con las células

tumorales y las conduce a un estado de anergia (205).

En primer lugar, las células NK se ven afectadas por la polarizacién del microentorno a
un fenotipo Tu2. En un contexto Tu: las células NK pueden interaccionar con DCs y macrdéfagos
gue promueven su activacion, o con neutroéfilos, que favorecen su diferenciacion (205). Sin
embargo, en un contexto Ty, estan expuestas a diversos factores que las modulan. Por ejemplo,
las citoquinas liberadas por los TAFs, MDSC y Tregs disminuyen la expresion de NKp30, NKp44,
DNAM-1y NKG2D. Estas citoquinas inmunosupresoras son esencialmente PGE2 y TGF-B, el cual
también actia anclado a la membrana de los Treg (206-209). Adicionalmente, los Treg compiten

con las células NK por la IL-2 del entorno (210).

Por otro lado, se ha observado que las células tumorales también pueden liberar
citoquinas inmunosupresoras, como IDO o PGE2, que disminuyan |la expresidn de los receptores
de activacion (208). Otros mecanismos que contribuyen a la evasion del ataque de las células
NK son la disminucidon de la expresidon de los respectivos ligandos de activacion (211); o su
escision (shedding), generando formas solubles que compiten por los receptores como NKG2D
y NKp30 de las células NK (212); la induccidon de sefiales de inhibicion (PS) durante la apoptosis,
que sefializa a través del receptor CD300a (213); o el desarrollo de mecanismos de tolerancia,
debido a una exposicion crdnica a ligandos de activacién como MICA, que generan la pérdida de

los receptores de activacion (211).

Finalmente, las células NK también se ven afectadas por factores fisico-quimicos, como
la hipoxia, el pH acido y la falta de glucosa. Por ejemplo, las especies reactivas de oxigeno (ROS)
derivadas de los monocitos suprimen la actividad de las células NK e inducen su apoptosis (214,
215). También se produce un cambio metabdlico en las células NK debido a los factores
inducidos por la hipoxia (HIF-1; del inglés, Hypoxia-Inducible Factor-1) que, junto con la

limitacion de glucosa, promueven la polarizacion a su fenotipo regulador (216, 217).
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1.3. Inmunoterapia

Las evidencias que apoyan la teoria de la inmunoedicidn y el ciclo de la inmunidad
antitumoral impulsaron a que la terapia en cancer se enfocara a la actividad antitumoral del
sistema inmune (78, 218). Sin embargo, este concepto aparecid mucho antes, cuando Coley
observé la desaparicidon del tumor de un paciente con sarcoma tras haber desarrollado una
infeccion en el mismo. En esta idea se baso el uso del bacilo BCG de la tuberculosis bovina (bacilo
Calmette-Guérin) para prevenir la recurrencia del cancer de vejiga (219). En ambos casos se

piensa que la infeccidn es capaz de reactivar el sistema inmune de los pacientes (220).

La inmunoterapia es una estrategia terapéutica que aprovecha el sistema inmune para
conseguir una respuesta contra el tumor. En este sentido, es la primera que busca una respuesta
duradera intentando prevenir recaidas o la aparicién de metastasis (221). En cuanto a su
mecanismo de accién, puede estar enfocada bien a modular o a restaurar el sistema inmune,

segun lo cual se hablara de inmunoterapia activa o pasiva (222).

1.3.1 Inmunoterapia activa

La inmunoterapia activa induce una respuesta inmune dentro del organismo. Este tipo

de tratamientos requiere de un paciente inmunocompetente (1, 223).

1.3.1.1 No especifica. Moduladores del sistema inmune

Los precursores de este grupo de tratamientos son las mencionadas toxina de Coley y la

vacuna BCG. Actualmente, se encuentran aprobados los siguientes grupos de tratamientos:

Los adyuvantes inmunoestimuladores parten de la idea de que ya existe una respuesta
especifica frente al tumor, y pretenden activar dicha respuesta inmune al aportar las “sefiales
de peligro” necesarias para generar un reconocimiento. Acttdan favoreciendo la presentacion
antigénica o mediante la induccion de citoquinas proinflamatorias que generen un

microentorno inmunoestimulador (1).

e Agonistas de PRR. Los PRR son receptores que reconocen sefales de peligro
asociadas a microbio, como el LPS; o asociadas a dafio, como el DNA mitocondrial y HMGB-1

(del inglés, High Mobility Group Box-1). Entre ellos se encuentran los TLR y los NLR (del inglés,

37



INTRODUCCION

Nucleotide-binding oligomerization domain containing (NOD)-Like Receptors). Aunque no de
manera exclusiva, se encuentran en células del sistema inmune innato que liberan citoquinas
como el IFN-I (222). Algunos ejemplos serian: el imiquimod (224), que reconoce TLR7; el
mifamurtide, que reconoce NOD2 (225); el monofosforil lipido A que reconoce TRL4 4 (226) y la

vacuna BCG que reconoce TLR2/TLR4 (227).

e Inductores de muerte celular inmunogénica. El concepto de muerte celular
inmunogénica se refiere a un tipo de muerte controlada que es capaz desencadenar una
respuesta inmune adaptativa y, por lo tanto, generar memoria inmunoldgica (222, 228). Los
inductores de este tipo de muerte incluyen tratamientos de quimioterapia, radioterapia o
terapia fotodindmica que pueden inducir la liberacién de DAMPs, una mayor inmunogenicidad
o una mayor sensibilidad al ataque de células efectoras (60, 229). Algunos ejemplos serian:
bleomicina (230), bortezomib (231), ciclofosfamida (232), antraciclinas (233) y oxaliplatino

(234).

e Inhibidores del metabolismo inmunosupresor. La enzima IDO constituye uno de los
principales inmunosupresores inducidos por los tumores, especialmente para linfocitos T
(apartado 1.1.4.1) (60). Algunos inhibidores de IDO, como el indoximod (1-metil-D-triptéfano),

se encuentran en ensayo (222).

e Otros. La lenalidomida y la pomalidomida son derivados de la talidomida con
propiedades inmunoduladoras (235). Estos farmacos tienen un efecto indirecto in vivo en la
modulacién de células NK (236). Otros agentes inclinan el balance de la poblaciéon de macréfagos
M1 sobre los M2. Por ejemplo, la trabectedina que es el Unico aprobado para su uso en clinica,
o inhibidores de la sefializacién de vias de quimioquinas como la CCL2/CCR2 (229) y la CXCR4
(237). También existen, en ensayo, estrategias para eliminar las células MDSC circulantes, por
ejemplo mediante ATRA (del inglés, All-transreticoic acid) (238); o mAb bloqueantes de la sefial
antifagocitica CD47 (239). Por dultimo, se esta estudiando el bloqueo de la citoquina
inmunosupresora TGF-B mediante mAbs como el Fresolimumab (240), o impidiendo la via de

sefializacion con un inhibidor de kinasas del receptor de TGF-B (241).
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Las citoquinas se pueden administrar in vivo, generalmente por via parenteral, para
generar una respuesta antitumoral. Su accidn se dirige principalmente a las células efectoras del
sistema inmune (linfocitos Tc y células NK), pero también a las células del estroma (1). El
inconveniente es que, para conseguir concentraciones efectivas a nivel tumoral, es necesario
administrar las citoquinas a altas dosis que suelen ocasionar toxicidades (242, 243).Dentro de
las citoquinas aprobadas en clinica se encuentran el IFN-a y la IL-2. La IL-2 también se ha
formulado combinada a la toxina de la difteria para ejercer citotoxicidad sobre células que
expresen el receptor de IL-2 (222); o modificada genéticamente para disminuir su afinidad por
el receptor IL-2Ra y mejorar su especificad sobre linfocitos T antitumorales (244). Otros
ejemplos de citoquinas en ensayo son: la IL-12 (245), IL-15 (246), IL-18 (247) e IL-21 (248).
Aunque la IL-15, (249) y la IL-21 (250) han mostrado cierta eficacia en monoterapia, estas

citoquinas se administran como coadyuvantes de otras inmunoterapias.

1.3.1.2 Especifica.

A diferencia del caso anterior, la inmunoterapia especifica se basa en la induccidn de
una respuesta frente a antigenos concretos del tumor, que se presentan de manera

inmunogénica. De este modo se pretende superar la tolerancia al tumor.

1.3.1.2 a Vacunas

Los primeros intentos de este tipo de terapia se remontan a principios del siglo XX,
cuando Le Bertrand utilizé una vacuna de células tumorales del propio paciente (autélogas) y
observé un caso de regresion. Hoy en dia se disponen de técnicas para identificar los antigenos
tumorales y administrarlos junto con adyuvantes para generar una respuesta efectiva y

duradera (1). Segun el producto que se administre se distinguen:

e Vacunas de péptidos: se dirigen frente a antigenos especificos de tumor o antigenos
asociados a tumor. Estos ultimos pueden estar presentes en las células normales pero su
expresion se altera en tumores. Los tratamientos se pueden en basar en una combinacion de
péptidos sintéticos inmunogénicos comunes a distintos pacientes (251, 252), un lisado tumoral
autodlogo, o un lisado tumoral de otro paciente con el mismo tumor (alogénico) (348). Cada
estrategia tiene sus ventajas e inconvenientes; por ejemplo, la restriccién alélica de MHC, la

accesibilidad del tumor o el volumen tumoral (1). Una alternativa reciente a las vacunas de
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péptidos son las vacunas de ADN, en las que la secuencia que codifica para el antigeno se inserta

en un vector que se administra al paciente (222).

e Terapia de células dendriticas: aprovecha la capacidad de presentacidén antigénica
de las DCs y su efecto inmunomodulador al liberar IL-12, IL1-B y TNF-a (253). Se suele partir de
monocitos de sangre periférica del paciente, aunque también de DCs circulantes o precursores
CD34*. Estas células se maduran in vitro y se incuban con péptidos sintéticos, mRNA o lisados
tumorales para aumentar su inmunogenicidad (Figura 1.10) (222, 254). Los ensayos clinicos
realizados hasta el momento han demostrado que es una estrategia segura con una eficacia
variable. A pesar de ello, en el 2010 se aprobd la vacuna Sipuleucel-T frente al cancer avanzado

de préstata (255).

1.3.1.2 b Anticuerpos reguladores de puntos de control del sistema inmune

Estos mAbs se denominan inmunomoduladores por ir dirigidos frente a moléculas de
co-estimulacién o co-inhibicién, que estan implicadas en la activacidon y homeostasis del sistema
inmune. De este modo, favorecen la respuesta anti-tumoral y contribuyen a superar el estado

de tolerancia inducido por el tumor como mecanismo de evasién (256).

e Activadores: actian como agonistas de las moléculas co-estimuladoras. Estas
moléculas pueden pertenecer a la superfamilia de las Ig, como CD28. Los agonistas de CD28
actuan aportando la segunda sefial en la activacién de linfocitos T. Sin embargo han mostrado
graves efectos adversos en los ensayos clinicos (257). Por otro lado se encuentran las moléculas
de la superfamilia del TNFR, que son diana de mAbs en ensayo. El mAb Urelumab esta dirigido
frente a CD137, que se expresa en linfocitos activados y en células NK que han reconocido un
Ab a través de CD16 (257, 258). Los agonistas de OX40 y de GITR (del inglés, Glucocorticoid-
induced tumor necrosis factor receptor family-related protein) favorecen la proliferacion y
supervivencia de los linfocitos Tc y Ty, e inhiben la accién de las Treg. En el caso de CD40,
favorecen la activacion de a las APCs y la presentacién antigénica. Finalmente, los agonistas de

CD27 favorecen la activaciéon de linfocitos T y B virgenes y la funcion de las células NK (258).

. Inhibidores: actdan bloqueando receptores que inicialmente fueron

identificados como marcadores de linfocitos T exhaustos tras su activacion, por lo que
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pretenden devolver la funcionalidad a estos linfocitos (259, 260). Posteriormente, se ha
observado que otras poblaciones celulares también son capaces de expresarlos. Por ejemplo,
las células NK de los pacientes con cancer sobreexpresan PD-1, TGIT y TIM-3 (258, 260). El primer
mAb aprobado frente a estos checkpoints fue el bloqueante de CTLA-4 (lpilimumab) (260).
Libera los ligandos CD80/86 de las APC ganglionares, de modo que se pueden unir al receptor
co-estimulador CD28 de los linfocitos T (258). Ademads, también favorece la deplecion de
linfocitos Treg. Posteriormente llegaron los anticuerpos frente al receptor PD-1 (Nivolumab,
Pembrolizumab y Pidilizumab), o frente a sus ligandos, PD-L1 (Atezolizumab) y PD-L2 (en ensayo
clinico) (258). Actuan a nivel del microentorno tumoral, impidiendo la interaccién con el tumor
y las células del estromales. Los bloqueantes de PD-1 favorecen ademads la deplecién de
linfocitos Treg (258, 261, 262). Estos dos grupos de inhibidores de checkpoints han mostrado
respuestas duraderas en distintos tipos tumorales, especialmente melanoma y cdncer de
pulmdn (260, 263). Sin embargo, la aparicion de resistencias y de efectos adversos relacionados
con autoinmunidad han evidenciado la necesidad de encontrar biomarcadores de respuesta y
otros tratamientos alternativos (256). Otros mAbs en ensayo estan dirigidos frente a los
receptores LAG-3, TIM-3, TIGIT y VISTA (256). De hecho, aunque la estrategia de combinacion
mas estudiada es la de CTLA-4 y PD-1 (258), la combinacion de anti-LAG-3 (264), o de anti-TIM-
3 (265), con los inhibidores de PD-1 ha mostrado sinergia. Finalmente, también existen mAb
para receptores expresados principalmente en las células NK, aunque también en algunas
poblaciones de linfocitos T. Es el caso de los mAb anti-KIR (Lirilumab) y anti-NKG2A
(Monalizaumab), que se encuentran en ensayo. Mientras que Lirilumab no ha conseguido

mostrar eficacia, parece que Monalizumab ofrece buenos resultados (258, 266).

1.3.2 Inmunoterapia pasiva

Engloba a una serie de agentes terapéuticos que poseen actividad antineopldsica por si

mismos. Por ello se dice que restauran las funciones alteradas del sistema inmune del paciente.

1.3.2.1 Especifica. Anticuerpos antitumorales

Esta estrategia tiene su origen en el trabajo de Miltein y Kdler, quienes desarrollaron la
tecnologia para la produccién de mAb. En la actualidad, es la inmunoterapia mas empleaday la
mejor caracterizada. Atendiendo a su funcionalidad se ha establecido una clasificacion de los

distintos mAb (222, 267).
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e Anticuerpos dirigidos frente a receptores de vias de seiializacién activadas en las
células tumorales. Actlan bloqueando la unién del ligando e impidiendo asi el crecimiento y

proliferacién celular. Por ejemplo: el anticuerpo Cetuximab frente a EGFR (268).

e Anticuerpos que reconocen y neutralizan factores tréficos producidos por el tumor
o las células del estroma. Por ejemplo: el anticuerpo Bevacizumab, que bloquea el factor VEGF

previniendo la angiogénesis, el crecimiento tumoral y la metdstasis (269).

e Anticuerpos que inducen la muerte de las células tumorales directamente o a través
de otros mecanismos que implican al sistema inmune (via del complemento, fagocitosis o ADCC).

Por ejemplo: el anticuerpo Rituximab frente al CD20 de los linfocitos B (270).

e Anticuerpos monoclonales conjugados a toxinas, drogas o isétopos radiactivos. En
este caso el anticuerpo actia como un transportador que dirige al tumor un cierto compuesto
activo antineoplasico. Por ejemplo, el anticuerpo Gemtuzumab Ozogamicina dirigido frente a

CD33 y unido al antibiético antitumoral calicheamicina (271).

e Anticuerpos bi-/tri- especificos, que se unen a varias dianas simultdneamente. El
disefo de estos anticuerpos es muy variado. Por ejemplo, Catumaxomab (272) es un anticuerpo
triespecifico que resulta de la combinacidn de las cadenas pesadas y ligeras de dos mAb frente
a EPCAM y CD3. Blinatunomab (273) es un anticuerpo de los denominados BiTE (del inglés,
Bispecific T cell engager) producidos por la unidn de dos scFv (del inglés, single chain variable

domain fragment), frente a CD19 y CD3, a través de un espaciador (274-276).

Por dltimo indicar que, ademas de estas funciones descritas, los mAb también
pueden poseer propiedades inmunomoduladoras asociadas a su fragmento Fc. Los anticuerpos
con isotipo IgG1l desencadenan respuesta de ADCC, como ocurre por ejemplo en el caso del

Cetuximab (222, 277).
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1.3.2.2 Virus oncoliticos

La viroterapia utiliza cepas de virus no patogénicos, que infectan especificamente a
células tumorales. Esta especificidad se debe mas al metabolismo tumoral que al tropismo viral
(278, 279). Este potencial citotoxico puede ser innato, debido a un exceso de metabolismo en la
célula tumoral que se conoce como “efecto citopatico”. Por otro lado, puede ser mediado por
productos génicos que sean toxicos para la célula (222). La liberacién de restos celulares y
antigenos virales debido a la lisis tumoral contribuye a generar una respuesta inmune (280).
Ademads, mediante la manipulacidn genética se pueden dirigir los virus frente a antigenos
especificos; inducir la sintesis de enzimas que convierten profarmacos en agentes citotéxicos; o
hacer que expresen citoquinas/ quimiocinas inmunomoduladoras (222). Actualmente se
encuentra aprobado el uso de Talimogene Laherparepvec, un virus herpes-simple 1 atenuado,

para el tratamiento del melanoma (281).

1.3.2.3 Inmunoterapia celular adoptiva

En general, la ACT (del inglés, Adoptive Cell Therapy) se basa en la transferencia de
células citotdxicas que se han manipulado ex vivo para modificarlas, activarlas o expandirlas.
Segun el origen de las células transferidas se habla de una inmunoterapia celular autéloga o

alogénica.

1.3.2.3 a Inmunoterapia celular adoptiva no especifica

Las células LAK (del inglés, Lymphokine Activated Killer) se obtienen del cultivo de los
linfocitos de sangre periférica (PBMCs; del inglés, Peripheral Blood Mononuclear Cells) con altas
dosis de IL-2. Resulta una poblacién heterogénea que parece provenir de las células NK (Figura
1.10) (243). Las células LAK pueden reconocer y destruir un rango amplio, no especifico, de
células transformadas. Su eficacia in vivo depende de la continua administracién de IL-2, lo cual
genera altas toxicidades (282, 283). Ademads, un ensayo que comparaba la eficacia de la
administracién de IL-2 sola o en combinacién con LAK no pudo probar su beneficio clinico (284).
Por todo ello, no se siguié con su uso en clinica (285, 286); aunque estudios posteriores apuestan

por una optimizacién del protocolo de empleo (287).

Las células NK, tienen de manera innata el potencial para destruir células alteradas. En
el contexto de un tumor desarrollado, se pueden activar ex vivo para incrementar su potencial

citotoxico; tal y como se desarrolla posteriormente (apartado 1.3.3.1).

43



INTRODUCCION

Las células CIK (del inglés, Cytokine Induced Killers) son una poblacién heterogénea de
células NKT, activadas in vitro a partir de la incubacién con IL-2, IFN-y y OKT3, aunque también
se estd estudiando el efecto de otras ILs como IL-1, IL-7 o IL-15. En ensayos clinicos, el empleo

de células CIK ha mostrado ser seguro y mejorar el tiempo hasta la recaida o la supervivencia

(187(288).
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Figura 1.10 Inmunoterapia celular basada en A) TILs purificados a partir de biopsias; B) Vacunas de DCs
expuestas a antigenos tumorales; C) Linfocitos Tc activados, a partir de PBMCs, con péptidos tumorales y
D) LAK activados, a partir de PBMCs, con altas dosis de IL-2. Elaboracién propia.

1.3.2.3.b Inmunoterapia celular adoptiva especifica

Dentro de la terapia basada en linfocitos T se pueden distinguir distintas estrategias de
modulacién de la actividad ex vivo (Figura 1.10). Por un lado, la obtencién de linfocitos Tc
especificos de antigenos tumorales a partir de PBLs que se cultivan con DCs o agonistas de CD3
y CD28, en presencia del antigeno tumoral. Debido a su falta de reproducibilidad, el escape
antigénico de los clones del tumor (289, 290) y su elevado coste, esta terapia todavia se
encuentra en ensayo (291, 292). Por otro lado, la obtencién de TiLs (del inglés, Tumor Infiltrating
Lymphocytes) a partir de biopsias de tumor que se cultivan en un medio suplementado con IL-
2. Los clones que se desarrollan de esta primera estimulaciéon se expanden con células
estimuladoras, el anticuerpo OKT3 (agonista anti-CD3) e IL-2 durante 5-6 semanas. Esta
aproximacion se encuentra mas extendida y cuenta con resultados esperanzadores para algunos
tumores como el melanoma (243, 293, 294). Sin embargo, todavia no existen ensayos que

demuestren su superioridad frente a otros tratamientos establecidos (1, 290).
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Una de las principales desventajas del empleo de TILs es su escasa disponibilidad por
problemas de accesibilidad al tumor. Para solventar este problema, y mejorar ademas la eficacia
antitumoral, se planted como alternativa el desarrollo linfocitos T modificados genéticamente
gue expresaran un receptor quimérico (CAR; del inglés, Chimeric Antigen Receptor) especifico

de un antigeno tumoral. Es lo que se conoce como células CAR-T (1, 243, 290).

El diseino de los CAR-T esta basado en la estructura de un TCR, pero con la ventaja de no
estar restringidos por HLA. El primer CAR-T fue disefiado por el grupo de Eshhar en 1989 (295).

Su estructura basica se compone de los siguientes dominios (Figura 1.11):

e Un dominio extracelular de reconocimiento de antigeno. Generalmente, se trata de
un scFV, que se compone de las regiones variables de un mAb unidas por un espaciador. Sin
embargo, también pueden encontrarse regiones de fragmentos Fab de anticuerpos o ligandos
de un determinado receptor. Una de las ventajas de los CAR es que no sélo pueden reconocer
péptidos, sino también carbohidratos y glicolipidos (296). Al final de la secuencia de este
dominio de reconocimiento se encuentra una region bisagra, que es el responsable de ofrecer
flexibilidad de movimiento (297). Generalmente, el espaciador se compone de la regién bisagra

de la 1gG1 (296).

e Un dominio transmembrana, que cumple con funciones estructurales. Son comunes

los dominios transmembrana de CD3, CD4 y CD8 (298).

e Undominio intracelular de transduccidn de la sefial. Normalmente esta formado por
la cadena CD3-T que, tras recibir la sefial de unidn, es capaz de poner en marcha los mecanismos

citotoxicos (296).

Estos dominios esenciales constituyen los denominados CARs de primera generacion.
Sin embargo, incluso modelos in vivo de ratdn, estos CAR no fueron capaces de inducir una
repuesta potente de citoquinas, como la IL-2 o IFN-y, volviéndose anérgicos; ni generar una

expansion (296, 299).

e Laintroduccién de dominios de coestimulacidn en la fraccion intracelular del CARs
dio lugar a los CAR de segunda (un dominio) y tercera (mas de un dominio) generacion. Hasta

el momento se han utilizado multitud de dominios diferentes que se corresponden con la
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fraccion citoplasmatica de las moléculas CD28, 4-1BB, DAP10, OX40 o ICOS. La inclusidon de estos

dominios proporciona una mayor actividad y persistencia de los CAR-T (296, 298, 299).

Posteriormente se disefiaron los CARs de cuarta generacién, también denominados
“CARs armados” o TRUCKS (del inglés, T cell Redirected Universal Cytokine Killing). En este caso,
tras la activacion del CAR se activan vias de transduccidn por las que se libera una molécula
transgénica (presente en otro transgen) al microentorno (300) , por ejemplo, la IL-12 (301) o la
IL-18 (302). A partir de aqui, se han ido desarrollando distintos enfoques para mejorar la
efectividad, especificidad y persistencia de los CAR; de modo que se habla de la “siguiente
generacion de CARs” (303): basados en nanobodies (304); quiméricos (305); bifasicos, que

reconocen dos antigenos (306); duales especificos, donde una célula expresa dos CARs (307).

TCR 12 generacién 22 generacion 32 generacion 42 generacion

CAR CAR CAR CAR

Dominio extracelular
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Dominio r 9
transmembrana {
C Co-estimulacion 1

Dominio intracelularJ C O Co-estimulacion 2
Sefializacion \ Q (‘;

Figura 1.11 Disefo y evolucion de los Receptores Quiméricos de Antigeno (CAR). Elaboracion propia.

A nivel clinico, dos terapias CAR-T cuentan con la aprobacién de las agencias
reguladoras europea y americana. Son el Tisagenlecleucel -T (CD19-41BB-CD3{) y Axicabtagén
Ciloleucel (CD19-CD28- CD3{) (300). Los ensayos clinicos con CARs frente a CD19 han mostrado
resultados exitosos frente a neoplasias hematoldgicas de la estirpe B (308, 309). En cuanto a
tumores sélidos, se han generado CARs frente a un gran nimero de dianas (EGFR, CEA, Her2,
MART, GD2 etc), que son antigenos compartidos por un tipo tumoral. Los resultados
encontrados hasta el momento son mds modestos y variables, probablemente debido a todas

las barreras del microentorno (310, 311).
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1.3.3 Inmunoterapia basada en células NK

La actividad anti-tumoral in vivo de las células NK esta regulada por factores que
implican al tumor y al estroma. Por eso, una parte de la terapia basada en células NK se ha
centrado en farmacos que favorecen la activacién las células NK enddgenas. Estos farmacos se

encuadran dentro de las estrategias activas mencionadas anteriormente (apartado 1.3.1).

El ejemplo mas claro se encuentra en los primeros estudios basados en la administracion
de IL-2 a los pacientes. La administracion de citoquinas como la IL-2 y la IL-15 tienen un efecto
en la persistencia, expansién, migracion o citotoxicidad (249). Entre otros mecanismos, ensayos
in vitro han mostrado una alteracién en el perfil de receptores, sobreexpresando receptores de
activacion como NKG2D vy algunos NCR. También los farmacos inmunomodulares como la
lenalidomida han mostrado un aumento de NKp44 y NKp46 en las células NK de pacientes
tratados (312). Finalmente, el bloqueo del TGF-B elimina el antagonismo que produce la

citoquina sobre los efectos de la IL-15, e induce la expresidon de NKG2D y NKp30 (236).

Otra estrategia para mejorar la funcién de las células NK se basa en alterar el balance de
sefales de activacion e inhibicidn que reciben del entorno. En el primer caso, algunos mAbs
inducen ADCC, el farmaco bortezomib disminuye la expresion de HLA-I (313) y los farmacos
etopdsido y doxorrubicina aumentan la expresion de DNAM-1 y de ligandos de NKG2Dn(314).
En el segundo caso, algunos mAb bloquean los receptores KIR o sus ligandos; otros bloquean
ligandos de inhibicidn solubles que libera el tumor; otros mAb bloquean los puntos de control

de las células NK, etc.

1.3.3.1 Inmunoterapia celular adoptiva con células NK

La ACT con células NK empezd a despuntar a raiz de los de los trasplantes de células
hematopoiéticas (HSCT; del inglés, Hematopoietic Stem Cell Transplantation) (315). Estos

trasplantes se pueden realizar en condiciones de (316):

° HLA-idéntico, donde donante y receptor comparten los dos haplotipos. Aunque

se minimizan los riesgos de rechazo, es una condicién dificil de cumplir.

° HLA-haploidéntico, donde donante y receptor comparten un haplotipo y

difieren en el otro, por lo que suele implicar a familiares del paciente.
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. No compatible, donde difieren los dos haplotipos. Es una condicién a evitar.

Los trasplantes haploidénticos son los mas habituales, aunque conllevan riesgos
asociados al tratamiento. Por ejemplo, la poblacion de células T alorreactivas del donante puede
generar una enfermedad de injerto frente a huésped (GvHD; del inglés, Graft vs Host Dissease).
Es por ello que la terapia evolucioné en la seleccion de las poblaciones celulares transferidas
(317). Asi se vio que en aquellos en que se habian eliminado los linfocitos T, existia una poblacién
de células NK alorreactivas procedentes del donante que eran capaces de reconstituir
rapidamente las células NK circulantes (318). Esas células NK, que se caracterizaban por la falta
de complementariedad en un haplotipo, eran capaces de rechazar células tumorales de
leucemia sin generar GvHD (316, 319-321). Esta terapia se centrdo entones en el la
caracterizacion fenotipica de los KIR y HLA del donante y el receptor para asegurar una falta de
complementariedad, pero minimizando el riesgo de rechazo. Como consecuencia, se observo

una mejoria en las tasas de supervivencia y recaida (315, 322, 323).

En este contexto, se considerd la inmunoterapia celular adoptiva con células NK (Figura
1.12) como una alternativa terapéutica a los tratamientos convencionales de quimio vy
radioterapia. Ademas, en términos de terapia celular, las células NK presentan la ventaja, sobre

los linfocitos T, de no tener una respuesta especifica de antigeno restringida por HLA.

1.3.3.1 a Fuentes de células NK

Los primeros ensayos basados en esta terapia celular se realizaron utilizando células NK
autdlogas (Figura 1.12) para tratar neoplasias hematoldgicas; aunque posteriormente también
se han evaluado frente a tumores sélidos como cancer de mama (324), melanoma o carcinoma
de rifidn (325). Sin embargo, aunque es una terapia que reduce las posibilidades de rechazo, no
se han observado beneficios clinicos (326). Esta falta de respuesta se asocia a los efectos
secundarios de la co-administracion de IL-2, como la proliferacion de linfocitos Treg (210), y a la
tolerancia de HLA esencialmente (327). Por ello, se ha preferido el uso de células NK alogénicas
(Figura 1.12) que, a partir de la experiencia en los HSCTs, han mostrado ser efectivas sin
comprometer la seguridad del paciente (328, 329). Posteriormente, se realizaron ensayos
basados en células NK alogénicas en un contexto fuera del trasplante de células hematopoiéticas

(330). Estos ensayos se dirigieron principalmente a neoplasias hematoldgicas (331, 332), con
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alguna excepciéon de tumores sélidos como el cdncer de pulmén o el cancer ovarico y de mama

(333, 334).

A. Transferencia autologa B. Transferencia alogénica

Proliferacion y activacion in vitro Seleccion de células NK

Proliferacion y activacion in vitro
IL-2, IL-12,

7 T 115, 1L-18, 1L-21

/

Células NK _

'\\_;_/,/ Células activadoras PBMCs Células NK

expandidas

Paciente Donante Paciente

Figura 1.12 Terapia celular adoptiva de células NK A) alogénicas o B) autdlogas, activadas y expandidas
ex vivo. Elaboracion propia, basada en la figura de Guillery et al. 2016 (335).

Otra estrategia consiste en el empleo de lineas celulares, que estan caracterizadas y no
presentan problemas de supervivencia a largo plazo como en el caso de las células NK primarias
(322). La linea celular NK-92 es la Unica que esta aprobada para su uso en clinica. Presenta las
caracteristicas de carecer de KIRs y ser dependiente de IL-2. Su eficacia se ha probado en varios
ensayos, aunque con malos resultados (336, 337). Asi, lainmunoterapia con células NK involucra

habitualmente a un donante, y se distinguen distintas fuentes para su obtencion:

e PBMCs: se pueden obtener directamente del donante o tras una leucaféresis,
utilizando factores estimuladores como el G-CSF (del inglés, Granulocyte- Colony Stimulting
Factor) para movilizar progenitores hematopoyéticos CD34*. Constituyen la principal fuente de
obtencién y, debido al escaso niimero de células NK (5-20% de los PBMCs), es necesario aplicar

técnicas de expansion ex vivo (aparatdo 1.3.3.1b) (315).

e Médula d6sea y cordon umbilical: ambas son una fuente importante de
progenitores hematopoyéticos CD34". La primera tiene un uso es minoritario debido a que se
prefiere la leucaféresis. Sin embargo, el uso del cordén umbilical se consolidd tras el primer
trasplante en un paciente con anemia de Fanconi (338). Los protocolos de expansion realizados
con éxito requieren un cultivo enriquecido en citoquinas (339) o su combinacién con lineas
celulares estromales para reconstituir el microentorno de la médula ésea (340). Otra alternativa

es la expansidn de las células CD56+ derivadas del corddn con protocolos similares a los de los
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PBMCs (340, 341). Las altas tasas de expansion de algunos estudios han llevado a la realizacion

de ensayos clinicos (342).

e Células madre embrionarias (hESC) y pluripotentes inducidas (iPSC): poseen una
pluripotecia innata (hESC) o adquirida, tras tratar células somaticas con ciertos factores
reprogramantes (iPSC). A partir de ellas se pueden diferenciar los progenitores hematopoyéticos
CD34* y conseguir la diferenciaciéon a células NK a través de distintos protocolos. Algunos de

ellos han conseguido alcanzar la produccidn a escala clinica (343, 344).

1.3.3.1 b Protocolos de activacion y expansion de células NK

Como se ya se conocia a partir de la experiencia con las LAK, la capacidad citotdxica de
las células NK puede aumentar con la exposicidn de las células a algunos factores como la IL-2.
Ademas, para su uso en clinica, se requiere un nimero elevado de células (con rangos tipicos de
5-50x108/kg) (322). Por ello, ha habido un gran interés en el desarrollo de protocolos que
permitan la activacion y expansién de las células NK. Estos protocolos pueden partir del conjunto
de PBMCs o de células CD56" purificadas. Aunque para la produccién en condiciones GMP (del
inglés, Good Manufacturing Practice) se suele realizar la eliminacién de células CD3* vy la
posterior seleccion de las células CD56+ antes de su expansion (345). Generalmente, los
protocolos estudiados se mantienen en cultivo durante 2-3 semanas, y emplean una
combinacion de distintos factores que proporcionen sefiales de supervivencia, proliferacion y

activacion (346).

¢ Interleuquinas: Las células NK activadas a base de IL se suelen denominar CIK (de
inlgés, Cytokine Indudced Killers) (346). La IL-2 es la mas estudiada. Se ha visto que aumenta la
proliferacidn y la citotoxicidad de las células NK (347, 348). La IL-15 promueve el desarrollo (349),
expansion y supervivencia (350, 351) de las células NK en mayor medida que la IL-2 (346), vy
también es capaz de aumentar su citotoxicidad (352). En el organismo sefializa a través de los
receptores IL-2/IL-15Byc de las células NK al ser trans-presenta en la superficie de los monocitos
(353), por lo que algunos estudios han simulado esta presentacién a través de células
estimuladoras (354, 355). La IL-12 promueve un fenotipo mas maduro en las células NK;
aumenta la expresiéon de moléculas de adhesion (356) y de CD16 y, en consiguiente, su capacidad
citotoxica a través de ADCC (357, 358); vy la liberacion de IFN-y (359). De manera similar, la IL-
21 también promueve la maduracion de las células CD56™. Asi, la exposicidn a esta IL favorece

la liberacion de IFN-y y de ADCC (360). Sola no afecta a la proliferacién de las células NK, pero
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puede cooperar con las demds en este efecto (361). Finalmente, la IL-18 sinergiza con la IL-2 en
la proliferacion de las células NK (362) o con la IL-12 y la IL-15 en la generacion de un fenotipo

de memoriay la produccién de IFN-y (135).

e (Células estimuladoras: son capaces de incrementar la tasa de expansion respecto al
uso de ILs solas. Algunos estudios han utilizado el conjunto de PBMCs irradiados como células
estimuladoras (363), aunque lo mas comun es el empleo de lineas celulares. Por ejemplo, las
lineas celulares linfoblastoides B (LCL) transformadas con el virus Epstein-Barr (EBV*) (341, 364,
365), la linea celular linfoblastoide T-KL1 (366) o la linea celular de leucemia K562. Esta ultima
se ha modificado genéticamente para expresar quimeras de IL-15 y 4-1BB, o de IL-21 y 4-1BB,

ancladas en la membrana (361, 367, 368)

e Otros factores que se han incluido en los cécteles de estimulacién son la

hidrocortisona (369), o agonistas de CD16 (346).

e Expresion de CARs: aunque es una estrategia todavia menos expandida que en el
caso de linfocitos T, las células NK presentan ciertas ventajas: mantienen su capacidad
antitumoral innata, no generan una expansion clonal con el consiguiente sindrome de liberacion
de citoquinas y no provocan GvHD (370-372) Gracias a estas ventajas se ha extendido su estudio
a nivel pre-clinico y hay alrededor 20 ensayos clinicos frente a distintas dianas como CD19, CD30,
GD2, mesotelina o Her2. Los CARs se pueden clonar tanto en células primarias como en la linea
NK92, aunque con una eficiencia menor a los linfocitos T (372). Finalmente, se estd estudiando
la introduccion de dominios intracelulares propios de las células NK, como NKG2D (373) o 2B4

Alvater (374), para mejorar la transduccién.

Una vez optimizado el protocolo de expansién, es necesario tener en cuenta ciertos
factores ala hora de llevar a la clinica la ACT con células NK. En primer lugar, la pureza, viabilidad
y caracterizacién del cultivo. Aunque no hay unos requisitos estandarizados, algunos estudios
han establecido sus criterios para evitar una situacién de GvHD o una tormenta de citoquinas.
La caracterizacién del cultivo también permite determinar el perfil de receptores que expresan
las células NK, por ejemplo, es comun la escisidn “shedding” de CD16 en la expansion (345, 375).
En segundo lugar, hay que considerar que la vida media de las células NK in vivo suele estar
entorno a los 7 dias. Por ello, es necesaria la administracién concomitante de citoquinas para

mejorar su supervivencia sin afectar a su actividad (376, 377). Por ultimo, existen barreras
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fisioldgicas y tumorales que reducen su actividad, en especial en el caso de los tumores sélidos.
Por eso, se ha estudiado la combinacidn de la ACT basada en células NK con otros tratamientos
gue mejoren su actividad (apartado 1.3.3). Por ejemplo, estrategias para potenciar el
reconocimiento de las células transformadas; mejorar el trafico hacia el tumor; o superar la

inmunosupresion del microentorno (335, 378).

1.3.4 Retos de la inmunoterapia
Como se comentd anteriormente, el principal reto de la inmunoterapia es lograr una
respuesta duradera, creando memoria inmune. Sin embargo, cada una de las distintas

estrategias tiene unos retos particulares.

La terapia que cuenta con una mayor experiencia es la basada en los anticuerpos
monoclonales. Esto ha permitido observar a la aparicidn de resistencias que permiten la
supervivencia del tumor (379, 380). Igualmente se han detectado casos de inmunognicidad de

los anticuerpos, que pueden reducir su efectividad (381).

La ACT tiene como reto principal asegurar la persistencia y proliferacion de las células
transferidas. Los estudios han comprobado que es necesario un acondicionamiento previo del
paciente para inducir inmunosupresién y una administracidn de IL-2 en combinacién con esta
terapia (290). Por otro lado, en tumores sélidos, la eficacia va a estar asociada a la capacidad de

infiltracion de los linfocitos (472).

En cuanto a la terapia con CAR, existe una gran investigacion por delante para mejorar
los resultados en tumores sélidos. Por otro lado, se debe estudiar la toxicidad del tratamiento.
Es necesaria una seleccidon cuidadosa del antigeno. Por lo general se prefieren neoantigenos
frente a los antigenos asociados a tumor. Los Ultimos son propensos a generar respuestas
especificas de la diana fuera del tumor. Por ejemplo, en los CAR frente a CD19 se produce una
deplecién de linfocitos B, que se puede resolver mediante el aporte de inmunoglobulinas. Sin
embargo, el CAR frente a Her2 resultd altamente tdxico (382). Otros aspectos a prevenier serian:
la tormenta de citoquinas inducida por los linfocitos T activados (383); la aparicion de
inmunogenicidad frente al CAR o la aparicidon de mutaciones en ongocenes derivada del uso de
retrovirus; o la seleccion de clones tumorales que dejan de expresar el antigeno frente al que se

genera el CAR (296, 310).
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1.4 Cancer colorrectal

El cancer colorrectal (CCR) se ha establecido como un grave problema de salud a nivel
mundial. Es el tercer tipo de cancer mds diagnosticado (6,1%) y el segundo mas letal (9,2%).
Segun las ultimas estadisticas de GLOBOCAN del afio 2018, se diagnosticaron 1,8 millones de
nuevos casos y hubo 880.000 muertes asociadas a la enfermedad (384). La incidencia y
mortalidad, en comparacion con el conjunto de cédnceres, también depende del género y la
edad. Existe una mayor incidencia y mortalidad en los hombres, y su inicio suele ser mas comun
a partir de los 50 afios (385) aunque existe una tendencia a la alza en adultos jévenes (386). En
base a estos datos se han realizado programas de estrategias de cribado y diagndstico temprano
(386). Segun lalocalizacién geografica, el CCR presenta una incidencia 3 veces superior en paises
desarrollados, afectando a Europa, Norteamérica, Australia y este asidtico. Su incidencia en
estas dreas esta en aumento, ya que se ve influido por patrones alimenticios y el estilo de vida.
Sin embargo, las tasas de mortalidad disminuyen frente a los paises en vias de desarrollo, gracias

a los avances terapéuticos (384).

Los factores de riesgo comprenden aspectos ambientales y genéticos, como sindromes
hereditarios (386) (poliposis adenomatosa familiar, poliposis asociadas al gen MUTYH, sindrome
de Lynch) (387) o enfermedad inflamatoria intestinal (388) y cambios en la microbiota (389).

Todo ello afectard a la patogenia de la enfermedad.

1.4.1 Patogenia del CCR: carcinogénesis y metastasis

El CCR es una enfermedad heterogénea que comprende varios pasos en los que se van
acumulando mutaciones. Estas mutaciones suponen la reprogramacidn de la regulacion celular
en un proceso conocido como transicion epitelial-mesenquimal (EMT). Asi, las células

adquieren la capacidad de resistir a la apoptosis, de invasidn y de diseminacién (390, 391).

Los mecanismos patogénicos que conducen a su desarrollo se pueden clasificar en tres
vias (Figura 1.13): inestabilidad cromosdmica (CIN; del inglés, Chromosomal Inestability),
inestabilidad de microsatélites (MSI; del inglés, Microsatellite inestability) y fenotipo metilador

de islas CpG (CIMP; del inglés, CpG island Methylator Phenotype) (392).
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Figura 1.13 Mecanismos patogénicos del CCR que se explican en funcion de tres vias de desarrollo, desde
el epitelio normal hasta el adenocarcioma. Elaboracién propia, basada en la figura de Ahnen et al.2011
(486)

e Via CIN, o via clasica, ya que corresponde con el 80-85% de los CCRs (392). Esta via
apoya la teoria de las mutaciones secuenciales en genes concretos como causa del tumor, y se
corresponde con la cldsica transicion adenoma-carcinoma. Brevemente, se produce en primer
lugar una mutacién en el gen APC (del inglés, Adenomatous Polyposis Coli), que codifica un
supresor tumoral. En su ausencia, la B-catenina se acumula y se trasloca al nucleo, tal y como
ocurre con la activacion candnica de la via Wnt (393). En el nucleo interviene en la transcripcion
de genes relacionados con la invasion y la tumorogénesis, como c-MYC o CCND1, que codifica
para la ciclina 1 (394). Posteriormente, las mutaciones KRAS y PI3K producen activacion
constante de la MAP kinasa y, por tanto, una sefializacidon de proliferacion celular instrinseca.
Asi, se produce la expansidon de un clon celular. También aparecen mutaciones en genes
supresores de tumores como SMAD2 y SMAD4, que median la via del TGF-B y asi regulan el

crecimiento celular, diferenciacion y apoptosis (395). Finalmente, las mutaciones en el gen
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supresor de tumores TP53, que es el principal punto de control del ciclo celular. Esta via suele

resultar en aneuploidias y pérdida de heterocigosidad (392).

e Via MSI, que se corresponde con un 15% de los CCRs. Esta relacionada con la pérdida
de los mecanismos de reparacion del DNA (MMR; del inglés, Mismatch Repairs). Esto se puede
deber a un evento espontaneo, como la hipermetilacién de un promotor, o a una mutacién
germinal, como en el sindrome de Lynch (396). En consecuencia, no se reparan las alteraciones
del tipo repeticiones tdndem, que son secuencias repetidas de nucledtidos. Asi, se acumulan
mutaciones en estas regiones que pueden afectar a genes implicados en el crecimiento celular
(TGFBRII y IGF2R) (397) o la apoptosis (CASP5) (398). Igualmente, se pueden producir
mutaciones en genes de la maquinaria de reparacién del DNA (MLH-3 y MLH-6) (398) que llevan
a la generacién del carcinoma. Esta via suele resultar en tumores diploides y de mejor prondstico

que los CIN (392).

e Via CIMP se caracteriza por la hipermetilacion de citosina en islas CpG de los
promotores. Cuando afecta a promotores de genes supresores de tumores, se produce su
silenciamiento y la pérdida de la expresion de la proteina (399). Por ejemplo, es comun la
metilacion del promotor MLH-1, tal y como se ha descrito en los tumores MSI (400). Estos
tumores se han establecido como un fenotipo independiente en base a sus caracteristicas
particulares. Independientemente de presentar MSI alto o bajo, se asocian a localizaciéon
proximal, baja diferenciacion y mutacién en BRAF; mientras que presentan una correlacién
inversa con mutaciones en TP53. (Tabla 1.5) (401). Ademas, su evolucidn no corresponde a la
transicion adenoma-carcinoma; sino que evoluciona desde un pdlipo serrado que sufre

hiperplasia, a un carcinoma (392).

Tabla 1.5 Rasgos de los tipos de CCR segun el grado de metilacidon. Adaptado de Ogino et al. 2008(401)

Rasgo Sin CIMP CIMP bajo CIMP alto ‘
Localizacién Distal>Proximal - Proximal>Distal
Género Hombre=Mujer Hombre>Mujer Hombre<Mujer
BRAF Wild type Wild type Mutado
KRAS Wild type Mutado Wild type
Inestabilidad CIN Variable Variable
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1.4.2 Clasificacion del CCR

Tradicionalmente, el CCR se ha clasificado como esporadico (70%), hereditario (5%) o
familiar (25%) (385). Esta clasificacion depende del origen de las mutaciones que lo
desencadenen. Los canceres esporadicos suelen estar asociados a factores ambientales y del
estilo de vida (402). Aparecen mutaciones puntuales en distintos genes que dan lugar a una
patogénesis heterogénea, aunque su evolucion suele responder a la secuencia adenoma-
carcinoma iniciada por el gen APC (403). Los canceres hereditarios se producen al heredarse un
alelo mutado de un gen y aparecer una mutacién puntual en el otro alelo. En este grupo son
caracteristicos los defectos en la MMR (404, 405). Los canceres familiares se deben a
polimorfismos concretos heredados, lo que se traduce en una mayor susceptibilidad por

antecedentes familiares (406, 407).

Posteriormente, algunos estudios establecieron una nueva clasificacion basada en los
distintos estados de inestabilidad y metilacidn (Tabla 1.5) (401, 408). Aunque fue mas adelante,
con el proyecto The Cancer Genome Atlas, cuando se revelaron los distintos patrones
moleculares asociados al CCR (tasa de mutaciones, perfil de metilacién y de expresién y variacion
en el nimero de copias). Se establecié entonces una nueva clasificacion basada en el subtipo
molecular (CMS; del inglés, Consensus Molecular Subtypes). CMS1 o MSI inmune, CMS2 o

candnico, CMS3 o metabdlico, CMS4 o mesenquimal y los no clasificados, o indeterminados.

Tabla 1.6 Caracteristicas de los subtipos moleculares del CCR. Adaptado de Guinney et al. 2015 (409)

CcMms1 CMS2 CMS3 cMs4
Inmune Candnico Metabdlico Mesenquimal
14% 37% 13% 23%
MSI, CIMPHieh ; Low
SCNAMiEn MSI mixto, LCOIWMP ; SCNAHiEn
Hipermutacion SCNA
Sello epitelial Sello epitelial Infiltracion estromal,
Infiltracidn y activacién angiogénesis, EMT,
AU Activacion de las vias Desregulacion hiperactivacién de
WNTy MYC metabdlica TGF-B
Mujeres Hombres Sin diferencias de Sin diferencias de
género género
Proximal Distal Colon proximal Distal
. . Peor supervivencia
Peor supervivencia tras .
, = = global y libre de
la recaida .,
progresion

SCNA: alteraciones en el nimero de copias somaticas
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En la (Tabla 1.6) se recogen las caracteristicas de cada subtipo en cuanto a frecuencia,
marcadores gendmicos y epigendmicos, rasgos distintivos, prevalencia por género y localizacion,

y supervivencia (409).

1.4.2.1 Principales alteraciones moleculares

A pesar de la heterogeinicidad del CCR, existen mutaciones y alteraciones comunes
(Tabla 1.7) en algunas vias (Wnt, MAPK/PI3K, TGF-B, TP53; Figura 1.14) y genes (KRAS, BRAF,
PI3CA, PTEN, SMAD2, SMAD4, entre otros). Estas alteraciones tienen implicacion en el

prondstico y el tratamiento de los pacientes (385).

Tabla 1.7 Mutaciones caracteristicas de los subtipos moleculares de CCR. Basado en Guinney et al. 2015

(409)

CMS2 CMS3 cMms4
Candnico Metabdlico Mesenquimal

Via WNT - APC mutado APC Mixto APC Mixto
Via EGR BRAF mutado - KRAS mutado -

SMAD4 mutado SMAD1 mutado
Via TGF-B

TGFBRII mixto - - ACVRL1 mutado

TP53 - TP53 mutado - TP53 mixto

La via Wnt puede estar alterada a través de APC (apartado 1.4.1). Estan asociadas a
pérdida de adhesidn celular y metdstasis. De hecho, la sobreexpresién de c-MYC activada por

esta via es un marcador de metastasis y un factor prondstico de supervivencia (410).

En la via de MPAK/PI3K, las alteraciones mas frecuentes afectan a KFRAS, BRAFY PI3K
(385); que provocan una sefializacion constitutiva de la via. Las mutaciones en estos genes estan
asociados a mal prondstico y resistencia a tratamientos (411-413). Ademas, la pérdida de PTEN,

que regula a PI3K se asocia con mayor riesgo de muerte (414).
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Figura 1.14 Principales vias de sefializacion alteradas en el CCR. Elaboracion propia

Las alteraciones en la via del TGF- B estan mas asociadas a cambios cromosdmicos que
a mutaciones puntuales, por ejemplo, la pérdida de 18q. Este codifica para los supresores de
tumores SMAD2 y SMADA4 (403). Sin embargo, todavia no se ha podido establecer la pérdida de

18 como un marcador potente asociado a mal prondstico (415).

Finalmente, la via del supresor de tumores TP53 debido a una pérdida de la region 17q,
o alteraciones de su regulador ATM, es esencial en la evolucién de los tumores CIN (apartado
1.4.1) (385). Aunque existe una asociacion entre la pérdida de TP53 y peor prondstico, no se

considera un buen marcador prondstico (416).

58



INTRODUCCION

1.4.3 Interaccion tumor-microentorno

La heterogeneidad del CCR empieza desde el propio tumor, distinguiéndose distintas
poblaciones de células tumorales. Algunas células tienen las caracteristicas de una célula
diferenciada transformada, pero existen otras con caracteristicas de CSC que se relacionan con
la resistencia a tratamientos y recaidas (417). Estas células, con capacidad de renovacion
tumoral, poseen distintas caracteristicas en funcién de la via que guie el desarrollo del CCR.
Posteriormente, la seleccién clonal y la interaccién con el microentorno da lugar a los distintos
subtipos de CCR. Es por ello que cada uno de los subtipos presenta distinto perfil inmune y

distintos mecanismos de escape (Figura 1.15) (418).

CMS1- Infiltrado inmune CMS2- Vias canodcias

Activacon de MYC WNT

Infiltracién inmune respuesta inmune

T JAK-STAT
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Figura 1.15 Perfil inmune de los distintos tipos de CCR. Elarboracion propia, basada en Roelands et al.

2017 (419).

Los tumores CMS1 se caracterizan por una alta tasa de mutaciones debido a su estado
MSI, lo que permite que se generen nuevo antigenos tumorales (420). Presentan infiltracion
inmune de tipo Tuy, linfocitos Tc, células NK y expresion de las quimiocinas CXCR3 y CCRS5.

Igualmente, los tumores CSM4 presentan una alta infiltracion linfocitaria, aunque también CAFs
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y la expresién de las quimiocinas CCL2 y CXCL12. Esto implica que, mientras que los tumores
CMS1 tienen un infiltrado inmune que promueve una orientacidn favorable a la eliminacién
tumoral, la cual estaria bloqueada por la expresion de checkpoints como PD-1; los tumores
CMS4 tienen un fenotipo desfavorable por la activacion de TGF-B y las vias de angiogénesis. Por
otro lado, los tumores CMS2 y CMS3 son poco inmunogénicos, con exclusién de infiltrado

linfoide (419, 421).

La infiltracion linfocitaria es un marcador de buen prondstico en el CCR (422-424), de
modo que se utiliza para el estadiaje de los tumores segun el criterio Immunoscore. Los estudios
que caracterizan las poblaciones celulares asociadas a los tumores infiltrados (MSI) han revelado
una presencia predominante de linfocitos Tc y linfocitos T de memoria (425, 426). Para su
aplicacion, el Immunoscore valora la densidad de estas poblaciones (CD3/CD45R0O, CD3/CD8 o
CD8/CD45R0) en el centro y el margen del tumor. No obstante, se ha observado que los tumores
MSI tienden a disminuir la expresidon de HLA-I como mecanismo de evasidn, mientras que este
fendmeno no es tan comun en los tumores MSS (427, 428). El valor prondstico de la expresién
de HLA-I no estd claro. Algunos estudios asocian valores altos de HLA-l y la presencia de
infiltracion de linfocitos como marcadores independientes de buen prondstico (429). Sin
embargo, otros muestran una mejor evolucidon en pacientes con disminucion de HLA-I (430,
431). Estas discrepancias pueden estar debidas a la falta de datos en la caracterizacién de los

tumores, como el estado MSI (431).

La pérdida de expresidon de HLA-I se ha planteado como una posible via para el ataque
de las células NK. De hecho, la infiltracidon de estas células en el CCR se ha correlacionado con
un buen prondstico (432, 433), Sin embargo, los estudios patolégicos han mostrado una baja
presencia de células NK en el tejido tumoral frente a la periferia del tumor (434). Ademds, se ha
observado que los tumores de CCR también desarrollan mecanismos de evasién frente a su
ataque. Por ejemplo, se ha visto aumentada la expresién de HLA-G (435-437) y HLA-E (436, 438-
440), lo cual también se correlaciona con un peor prondstico. Por otro lado, no esta claro el
papel que cumple la modulacién de los ligandos para los receptores de las células NK. Algunos
estudios muestran que la expresion de MICA se relaciona con una buena evolucion (441),
mientras que otros detectan formas solubles de MICA/B en plasma, que podrian inhibir su

funcion (442).
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En cuanto a la presencia de otras poblaciones inmunes, el CCR frecuentemente cuenta
con un infiltrado de TAMs (443). Unicamente los TAMs que expresan CD16* se han asociado a
una mejor evolucion (444), mientras que la acumulacién de células supresoras de la linea
mieloide predisponen a un peor prondstico (445). Ademas, frente a lo que se podria esperar, la
presencia de linfocitos Treg resulta ser favorable para los pacientes (446, 447). Por otro lado, el
establecimiento de un microentorno inmunosupresor se ha asociado con la acumulacién de
TGF-B a nivel extracelular. Esta acumulacidn estd relacionada con la alteracién de las vias de
sefializacion, y favorece el fenotipo de célula madre tumoral, la EMT y metastasis. Por ello se

estd considerando como una nueva diana para el tratamiento del CCR (448-450)

1.4.4 Tratamientos del cancer colorrectal

El tratamiento del CCR depende del tipo de tumor, la localizacién y el estadio (451). Con
un estadiaje basado en el TNM (Tamano, Nédulos linfaticos, Metdstasis) del American Joint
Committee on Cancer (452), los tumores localizados Tl y Tll se tratan mediante cirugia. El estadio
T, que implica diseminacion a ganglios linfaticos regionales, ya requiere ademas el empleo
adyuvante de quimio o radioterapia. Mientras que un 20-30% de los nuevos diagndsticos se
encuentran en estadio IV metastdsico. Estos casos avanzados se abordan mediante un
tratamiento sistémico con quimioterapia y, si es posible, posterior reseccién de las metastasis

(409, 453).

Los tratamientos de quimioterapia se basan en combinaciones de fluoropirimidinas (5-
fluorouracilo o 5-FU y capecitabina), que bloquean la conversidon de dUMP a dUTP (454); folatos
(leucovorin), que mejora el efecto de los anteriores (455); oxaliplatino, que forma aductos con
la cadena del DNA (456); o irinotecan, que inhibe la topoisomerasa | (457). Los esquemas mas
utilizados actualmente son FOLFOX (5-FU, leucovorin y oxaliplatino), FOLFIRI (5-FU, leucovorin e
irinotecan) y XELOX (capecitabina y oxaliplatino) (453). Sin embargo, es comun que aparezcan
resistencias a los tratamientos que conduzcan a la progresion tumoral. Estas resistencias pueden
ser intrinsecas o adquiridas, debido a mecanismos de compensacién del tumor (458). La
inestabilidad cromosdmica (MSI) (459), y las mutaciones en BRAF V600E (460) o en p53 (461),
estdn asociadas a una peor respuesta al tratamiento, mientras que el efecto de la

hipermetilacion (CIMP) todavia no esta claro (462-464).
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Posteriormente se incluyeron estrategias de tratamiento dirigido basadas en mAbs e
inhibidores de kinasas. Los tratamientos frente a la via del VEGF (Bevacizumab, Regorafenib,
Zivaflibercept o Ramucirumab) previenen la angiogénesis, el crecimiento celular, la migraciény
la metastasis. A excepcidon del inhibidor de kinasas, Regorafenib, se emplean en combinacion
con los esquemas anteriores de quimioterapia. Actualmente se esta estudiando si las
mutaciones en la via MAPK/PI3K pueden tener un impacto en la efectividad de la terapia (465).
Los mAbs frente al EGFR (Cetuximab y Panitumuab) estan aprobados para el tratamiento del
CCR metastasico (465). Sin embargo, la respuesta a estas terapias estd limitada por diversos
factores: las mutaciones en la via de sefalizacion del receptor (KRAS, BRAF, PI3K, PTEN, etc), el
cambio metabdlico de los tumores CMS3 o el fenotipo mesenquimal de los tumores CMS4 (466).
Por eso, se estd estudiando su combinacién con inhibidores de kinasas que bloqueen la
sefializacion a nivel intracelular. (465). Por ejemplo, inhibidores de MEK (Selumetinib (467);
inhibidores de BRAF (Vemurafenib (468) o Encorafenib (469)) o inhibidores de PI3K (Alpelisib
(469)). Los resultados apoyan las estrategias de combinacidon para potenciar la actividad

antitumoral.

Mas recientemente se ha abierto el campo de los tratamientos de inmunoterapia. Los
mas utilizados en clinica son los mAbs inhibidores de checkpoints. La efectividad de estos
tratamientos requiere de un entorno inmunogénico, con la presencia de células efectores anti-
tumorales. Sin embargo, este contexto sélo se encuentra en los tumores CMS1 (466). De hecho,
en los ensayos clinicos con inhibidores del eje PD-1/PDL-1 sélo se han obtenido resultados
favorables en los pacientes con MSI (470). En consecuencia, se estan desarrollando otros
estudios que combinan los inhibidores de checkpoints con otros tratamientos dirigidos a

aumentar la inmunogenicidad de los tumores. Por ejemplo:

e Inductores de muerte inmunogénica, ya que favorecen la liberacion de antigenos
(471). Modelos preclilnicos han confirmado el sinergismo de la combinacién de oxaliplatino con
blogueantes de CTLA-4 y PD-1 (472). Los ensayos clinicos en humanos frente a CCR tipo MSS

todavia no han obtenido resultados concluyentes (471).

e Inhibidores de kinasas, que producen la muerte tumoral y ademads inducen la
sobreexpresén de MHC-I. Dos ensayos clinicos estan evaluando la combinacién del mAb anti-

PD-1 Atezolizumab y el inhibidor de MEK Cobimetinib, en pacientes con CCR tipo MSS (473, 474).
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e Bloqueantes de VEGFR. Aungue la combinacién del mAb anti-VEGFR Bevacizumab y
el mAb anti-CTLA-4 Ipilimumab se ha estudiado en melanoma (475), algunos trabajos apoyan su
uso en CCR al mostrar que los pacientes tratados con bevacizumab desarrollan células

dendriticas con mayor capacidad presentadora de antigenos (476).

e Bloqueantes de EGFR, que han mostrado favorecer la citotoxicidad de las células
efectoras y disminuir la poblacién de células inmunosupresoras. Existen distintos ensayos

clinicos que combinan mAbs frente al EGFR e inhibidores de CTLA-4 y del eje PD-1/PD-1 (471).

e Inmunomoduladores. Los inhibidores de IDO disminuyen la poblacidn
inmunusupresora. Dos ensayos clinicos en CCR estan valorando al mAb anti-PD1 Pembrolizumab
con un inhibidor de IDO solo o en combinacidn con el antineoplasico azacitidina (471). Por otro
lado, los bloqueantes de TGF-B han mostrado mejorar la terapia con inhibidores del eje PD-1/PD-

L1 en modelos preclinicos (449).

e Otros inhibidores de checkpoints. Estudios preclinicos han mostrado sinergia en la
combinacion de anticuerpos anti-PD1/PDL-1 y anti-TIM-3 o anti-PD1/PDL-1 y anti-LAG-3. Dos

ensayos clinicos estan valorando esta ultima combinacién en pacientes con CCR (470).

e Anticuerpos agonistas de checkpoints activadores. Distintos ensayos clinicos estan
valorando el efecto de la combinacion de agonistas de OX40, GITR, 4-1BB o CD40 con mAbs

frente a checkpoints inhibidores en tumores sélidos, entre ellos CCR (470).

e Otras estrategias de inmunoterapia. Existen combinaciones con vacunas de células
tumorales autélogas en pacientes con CCR tipo MSS; o con anticuerpos bi-especificos frente a

CEA (471).

Ma3s alla de los mAbs frente a checkpoints inhibidores, las estrategias de inmunoterapia
frente al CCR se encuentran en ensayo. Entre ellas, las vacunas con células autélogas de tumor
administradas con adyuvantes (477, 478); las vacunas peptidicas frente a CEA, EGFR o MUC1
(479); las vacunas de células dendriticas maduradas ex vivo (480); las vacunas de DNA (480) o
las vacunas de vectores virales que expresan antigenos tumorales como CEA o MUC1 (481, 482).
En cuanto a la ACT, los estudios basados en linfocitos T se estan enfocando en la ingenieria

genética para mejorar su especificidad y efectividad (480). Se estan desarrollando ensayos
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clinicos con linfocitos T que expresan CARs frente a ligandos de NKG2D (483), MUC1, CEA, entre
otros; o que se arman con mAbs como Cetuximab (484). Igualmente, un ensayo ya finalizado ha
demostrado que las células CIK autélogas presentan un beneficio clinico como tratamiento
adyuvante al esquema FOLFOX4 (485). En cuanto a los estudios basados en células NK, varios
ensayos estan probando la actividad anti-tumoral de estas células expandidas ex vivo (486).
Ademas, a nivel preclinico se ha demostrado que las células NK son capaces de destruir
preferentemente a las CSC frente a las células diferenciadas, lo que apoya su empleo como
tratamiento adyuvante para prevenir recaidas y metdastasis (487). Por Ultimo, y también en
modelos preclinicos, se esta valorando la expresion de CARs en las células NK, por ejemplo el

basado en EpCAM-CAR-NK-92 (488).

Respecto a las vias de tratamiento alternativo, se ha revelado una nueva perspectiva
centrada en los factores de riesgo y los condicionantes de a progresién tumoral. Entre ellas se
encuentran los farmacos antinflamatorios, como antiinflamatorios no esteroideos o inhibidores
de la COX (409). O el empleo de probidticos para regular la microbiota intestinal, que pretende

modular el sistema inmune y la respuesta a los tratamientos (489).
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1.5. Modelos tridimensionales para el estudio de tumores sélidos

Los tumores sélidos son organizaciones multicelulares con una arquitectura
tridimensional (3D). Dentro de estas organizaciones existe heterogeneidad, debido tanto a la
propia naturaleza de las células (apartado 1.1.1) como a las diferentes condiciones que se
generan en la superficie o el interior del tumor. En consecuencia, se pueden desarrollar distintos
fenotipos de células quiescentes o en proliferacidn (490). Ademas, los tumores se encuentran
dentro de un TME (apartado 1.1.2) que les aporta sefiales bioquimicas y mecanicas, influyendo
en el desarrollo y progresion tumoral. Estas sefiales influyen en su biologia (expresidn génica,

diferenciacion, proliferacion y resistencia a tratamientos), su formay su movilidad (491, 492).

La consideracién del tumor como un sistema complejo 3D, evidencid la necesidad de un
modelo de estudio representativo del estado fisioldgico. En este sentido, el modelo debe
reflejar la arquitectura y funcionalidad del tumor en cuanto a la red de interacciones celulares,
las sefiales mecanicas, flujo de sustancias etc. Asi, hace alrededor de 40 afios se comenzaron a
desarrollar los modelos 3D in vitro, que constituyen un paso intermedio entre los cultivos

convencionales en placa (2 dimensiones) y los modelos in vivo (490, 491).

Estos modelos se utilizaron por primera vez en el estudio de la resistencia a radioterapia
(493). A partir de entonces se han utilizado para estudiar la respuesta a quimioterapia (494), la
tumorigénesis (495), las interacciones heterotipicas (496), lainvasiony la migracién, entre otros
(497). Aunque la aplicacion de estos cultivos va mas alla del campo de la oncologia. Por ejemplo,
dentro de la ingenieria de tejidos se han generado modelos 3D de cardiomiocitos que
reproducen el ritmo cardiaco (498), o de hepatocitos que adquieren la funcionalidad

hepatica(499).

1.5.1 Propiedades bioldgicas y fisico-quimicas de los cultivos 3D

En los cultivos convencionales, las células se encuentran adheridas a una superficie
rigida en su superficie basal, mientras que la superficie apical se encuentra expuesta a un medio
de cultivo. Esta disposicion supone la reorganizacion del citoesqueleto, adquiriendo una
polaridad artificial (492, 500), lo que puede dar lugar a cambios en la expresidon génica y el

metabolismo celular (501, 502).
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Los cultivos 3D proporcionan una red de contactos complejos entre las células y la
matriz. Ademas, son capaces de reproducir los gradientes dinamicos de factores de crecimiento,
oxigeno, nutrientes, desechos celulares y factores paracrinos que se desencadenan en el tumor
(490, 500). (Figura 1.16) Estos gradientes se deben a las barreras de difusidon dentro del propio
esferoide y a las tasas de consumo y produccién de factores en cada capa celular (490). De
hecho, se ha observado que estos gradientes estan directamente relacionados con la formayy el

grado de compactacién de los cultivos 3D (503).

Zona de proliferacion

Presion parcial de O,

—————— Zona de células quiescentes

Acumulacién de
desechos metabdlicos

y factores paracrinos , s
Nucleo hipoxico

Enriquecido en células necrdéticas

Nutrientes, citoquinas,
factores de crecimiento

Figura 1.16. Representacion de los gradientes de un cultivo 3D y de la heterogeneidad en la composicion de sus
capas. Cuando la estructura 3D alcanza un tamafio superior a 1-2 mm3, equivalente a un tumor pequefio no
vascularizado o una micrometastasis, se produce una difusion insuficiente de oxigeno, generando una regidn hipdxica
en el nucleo del tumor. La hipoxia conlleva un cambio metabdlico en el que la glicolisis se convierte en la principal
fuente de energia. Se produce una disminucién del pH en la capa interna del tumor y se liberan ciertos factores como
HIF para iniciar el proceso pro-angiogénico (492, 504). Elaboracién propia, basada en Nath et al. 2017 (492)

La morfologia resultante de la agregacién celular depende tanto de las condiciones del
cultivo como de las caracteristicas de las células tumorales. Convencionalmente, se habla de

estructuras redondeadas, en masa, en forma de racimo y estelares (Figura 1.17) (492).

Redondeado Masa Racimo Estelar

Figura 1.17 Morfologias adoptadas por los cultivos 3D. Elaboracion propia, basada en Nath et al. 2017
(492) .
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1.5.2 Clasificacion de los modelos 3D

En el estudio de los tumores se han utilizado modelos 3D basados en esferas que se han
clasificado en funcién de los métodos de cultivo necesarios para su establecimiento (Tabla 1.8).

Estas diferencias se traducen en unas caracteristicas bioldgicas propias de cada modelo (491):

o Esferoides multicelulares de tumor (MCTS; del inglés, Multicellular Tumor Spheroid):
es un modelo derivado de lineas celulares que reproduce el crecimiento de un tumor jn vivo. Los

agregados que generan se denominan comunmente esferoides.

e Tumorosferas: es un modelo enriquecido en CSC que busca estudiar las propiedades
de esta poblacién. Se basa en la capacidad clonogénica de estas células, que son capaces de

formar esferas en condiciones de baja adherencia.

o Esferoides multicelulares organotipicos (OMS; del inglés, Organotypic Multicellular
Spheroid): es el modelo mas parecido al tumor in vivo, ya que no sufre ningin proceso de
disociacién. De hecho conserva la morfologia y heterogeinicidad del tumor y también se suelen

denominar esferoides primarios.

o Esferas derivadas de tejido tumoral (TDTS; del inglés, Tissue-Derived Tumor
Spheres): estan compuestas por células tumorales y del estroma, que se han reorganizado tras

sufrir un proceso de disociacion.

Tabla 1.8 Métodos utilizados para generar los modelos 3D. Adaptado de Achiili et al. 2012 (491)

Modelo Material de partida Condiciones de cultivo Tiempo requerido
MCTS

Esferoides Suspension celular a partir de | o Medio con suero 1-7 dias

lineas establecidas o Condiciones no adherentes
Esferas de CSC

Tumorosferas | Suspensidn celular a partir de | o Medio sin suero De 1 a 8 semanas
sangre, tejido o lineas | o Factores EGFy FGF-2
celulares o Plastico de baja adherencia

Derivados de tejido tumoral

Medio con suero De 2-5 a 12-18 dias
Aminoacidos no esenciales

Condiciones no adherentes

Medio con/sin suero 1-3 dias
Plastico tratado y posteriores

condiciones no adherentes

EGF: Epidermal Growth Factor; FGF-2: Fibroblast Growth Factor 2.

(o]\V/13 Corte del tejido de la biopsia
(0,3-0,8 mm de diametro)

TMTS Corte y disociacion parcial del
tejido de la biopsia

O 0|0 O O
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1.5.3 Meétodos de generacion de esferoides

La formacion de esferoides se basa en favorecer las interacciones célula-célula y célula-
ECM, frente a las interacciones célula-plastico de los cultivos convencionales. En este proceso
de ensamblaje intervienen tanto moléculas de adhesiéon como componentes del citoesqueleto
(491). La participacion de estas moléculas se ha explicado en modelos que varian ligeramente
en funcidn de las condiciones de generacidon del esferoide, como la presencia o no de ECM (500,

505). De modo genérico el proceso comprende (Figura 1.18):

e Etapa de agregacion: las células en suspension se aproximany las moléculas de adhesion
(actina y E-cadherina), junto con los microtubulos, ayudan a formar unos agregados

“sueltos”.

e Etapa de compactacion: las células se reorganizan y forman agregados sélidos

compactos. Esta etapa involucra también elementos de adhesiéon y el citoesqueleto.

e Etapa de proliferacion: el esferoide aumenta en tamafio gracias a la proliferacion

celular. En esta etapa se ven involucrados los microtubulos y la kinasa de adhesién focal

(FAK).
B ——_— ———eeep —
Adhesion Reordenamiento Proliferacion

[ Agregacion ] { Compactacién ] { Proliferacién

Figura 1.18. Proceso general de formacion de esferoides. Elaboracidn propia, basado en la figura de
Smyrek et al. 2019 (598).

Las técnicas que permiten la formacidon de esferoides se pueden clasificar en dos

grandes grupos, en funcion del empleo de andamiajes o scaffolds.

68



INTRODUCCION

1.5.3.1 Métodos sin scaffolds

En ausencia de scaffold, las células que conforman una suspensién monocelular agregan
en un proceso de auto-ensamblaje (491). Este proceso se asemeja a los procesos de
embriogénesis, morfogénesis y organogénesis que ocurren de manera fisioldgica (491). Se

distinguen diversas técnicas:

e Cultivo en pellet: parte de un primer paso de incubacidn en agitacion.
Posteriormente, utiliza la fuerza centrifuga para concentrar las células en la parte inferior de un
tubo y favorecer las interacciones intercelulares. Es un modo sencillo de obtener esferoides,
pero genera estrés y dano celular. Suele utilizarse para crear esferoides de gran tamafo, que

tienen bajo aporte de oxigeno en el centro (491, 506, 507).

e Cultivo en agitacion (spinner): impide el asentamiento celular mientras que favorece
las colisiones entre células a través de agitacidn. La transferencia de masa del fluido del entorno
se consigue gracias a las fuerzas de conveccidn generadas por una barra magnética. No es un
método apto para células con baja cohesion o para células adherentes que entren en apoptosis

al estar en suspension (508).

e Gota colgante: utiliza la fuerza de la gravedad para generar los esferoides. Se
disponen gotas que contienen una suspension celular en la superficie de la tapa de una placa de
cultivo. La tapa se invierte y se coloca encima de la placa, dejando que las células se concentren
en el fondo de la gota (apartado 3.1.1.2) (491, 508). Ademds, este método puede usarse en
combinacion con scaffolds como la metilcelulosa o el coldgeno, que favorecen la compactacion

y circularidad del esferoide (503).

e Capa liquida: se basa en impedir la adhesion a la placa de cultivo y promover la
agregacion celular. Para ello se utilizan superficies de baja adherencia, como la agarosa. La
aplicacion de una agitacion leve favorece la agregacidn celular. Es un método sencillo aplicable
a cultivos primarios y lineas celulares, pero con el inconveniente de generar esferoides

heterogéneos (491, 509).

e Vaso de pared giratoria: mantiene a las células en suspensién generando un entorno

de microgravedad. Se consigue gracias a un vaso con una pared giratoria. Esta comienza una
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rotacion a una velocidad que aumenta gradualmente, para mejorar la agregacidn. Permite el

cultivo a largo plazo y con condiciones controladas (491, 510).

e Fuerza externa: utiliza un agente externo (un campo eléctrico (511, 512), un campo
magnético (513) o ultrasonidos (514)) para generar la agregacion de la suspension celular. Suele
ser dificil controlar el tamano del esferoide, y se desconocen los efectos que pueden tener las

fuerzas externas en las células (491).

1.5.3.2 Métodos basados en scaffolds

Los scaffolds pueden ser polimeros naturales (hidrogeles como el coldgeno, Matrigel o
quitosano) o polimeros sintéticos (politetilenglicol, 6xido de polietileno o acido poli-(lactico-co-
glicdlico) (500). Estos scaffolds sirven como soporte para la organizacién 3D y también como
sefial externa que promueve los contactos intercelulares y con la ECM (492). Se distinguen

diversas técnicas:

e Capa de ECM: las células se pueden sembrar encima de una capa de matriz, dando
lugar a la agregacion espontanea (492). También se pueden sembrar en el interior de la matriz,
utilizando polimeros termosensibles. Estos cambian sus propiedades hidrofébicas con la
temperatura, como es el caso de la N-isopropilacrilamida. Cuando estd en su condicién
hidrofilica, libera grupos de células que se pueden cultivar posteriormente en una superficie no

adherente (491).

o Microfluidica: las células se colocan en un canal situado en una red de micro-
camaras. La formacién del esferoide se puede conseguir por “encapsulacion” de las gotas en la
matriz (515). No obstante, esta técnica también se puede utilizar para generar esferoides sin
scaffolds, bajo la perfusién de un flujo continuo (516). Los dispositivos de microfluidica se suelen
utilizar para la produccién de alto rendimiento de esferoides con un tamafio controlado (492).
El empleo de dispositivos de microfluidica estd cada vez mds extendido gracias a las
posibilidades que aporta en los ensayos (517). Se puede conseguir un control de los distintos
compartimentos conectados por canales y establecer gradientes de farmacos, citoquinas,
oxigeno, presidn, etc. Igualmente, se puede estudiar la dindmica de procesos fisioldgicos, como
la extravasacion de las células inmunes; o patoldgicos, como la migracion de las células

tumorales (518).
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2. Antecedentes y objetivos

El CCR es una enfermedad que constituye un grave problema de salud a nivel mundial,
siendo el segundo tipo de cdncer mas letal a nivel mundial (384). Se caracteriza por ser una
enfermedad heterogénea, de modo que los perfiles de mutaciones que regulan su desarrollo
también condicionan el prondstico y la respuesta al tratamiento (409). La primera opcion de
tratamiento para los tumores localizados es la cirugia. Sin embargo, un 20-30% de los casos se
diagnostican en estadio metastasico, y un 40-50% desarrolla recaidas tras la intervencion (453).
Entonces, el tratamiento de estos pacientes se centra se centra en una quimioterapia sistémica.
Pero debido a la existencia de tumores refractarios, y a la aparicidn de resistencias, la esperanza
de vida a los 5 afios es <50% (519). Posteriormente, se incluyeron nuevas estrategias basadas
en tratamientos dirigidos frente a dianas relevantes en el desarrollo del CCR. Entre ellas, los
mAbs e inhibidores de kinasas que ejercen su accion sobre la via de EGFR/MAPK/PI3K. Sin
embargo, un 80% de los tumores presentan mutaciones en esta via de sefializacion (520). Asi, la
introduccion de los nuevos protocolos de inmunoterapia se ha planteado como una alternativa
de tratamiento. Dentro de ellos, los mAbs inhibidores de checkpoints como los anti-CTLA-4 y
anti-PD-1/PD-L1, ya han sido aprobados para su uso en clinica. Pero su efectividad depende de
la existencia de un TME inmunogénico, lo cual solo ocurre en el subtipo “MSI o inmune” del CCR

(466).

A pesar de que el empleo de protocolos de inmunoterapia parece restringido a un
porcentaje reducido de pacientes de CCR, los estudios observacionales han revelado que la
infiltracidn linfocitaria es un marcador de buen prondstico en el CCR (422). Por ello, se planted
una estrategia basada en la ACT. Ademas, dado que una de las caracteristicas del CCR es la
pérdida de lainmunogenicidad la inmunoterapia basada en células NK puede presentar ventajas

frente a la terapia de linfocitos T.

El beneficio clinico de la capacidad anti-tumoral innata de las células NK fue descrito en
origen en el contexto de HSTC, donde se observaron mejores respuestas en condiciones de
alogenicidad (318). A partir de estos resultados, comenzaron a realizarse estudios para el
tratamiento de tumores con una ACT de células NK fuera del contexto de HSCT. Del mismo modo
que se habia descrito, el empleo de células NK autdlogas proporciond peores resultados que las
células NK alogénicas, debido a la complementariedad entre el HLA del paciente y los receptores

inhibidores KIR de las células NK (330). Los primeros ensayos se centraron en el tratamiento de

73



ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

neoplasias hematoldgicas, y con ellos comenzaron a desarrollarse diversos protocolos que
indujeran la activacién y proliferacidn de las células NK. De hecho, estudios previos en el grupo
analizaron la activacion de las células NK con estimulos basados en citoquinas (IL-2) y células
estimuladoras (la linea celular K562 o lineas LCL-EBV*). En ellos se demostré que dicha activacion
dependia del estimulo utilizado, y que las células NK activadas con la linea R69 eran capaces de

eliminar neoplasias hematoldgicas incluso con multirresistencia a drogas (195, 521, 522).

A la vista de los resultados obtenidos se planted la aplicacidon de la inmunoterapia
basada en células NK alogénicas activadas en el tratamiento de tumores sélidos. Frente a las
neoplasias hematoldgicas, la efectividad de esta terapia va a contar con condicionantes
adicionales. Para la eliminacién tumoral, las células NK han de migrar por la red vasos
sanguineos, penetrar en un TME que favorece un estado de inmunosupresion y enfrentarse a la
arquitectura 3D del tumor. De hecho, los estudios basados en muestras de pacientes y en
modelos in vivo de CCR han mostrado una baja penetracién de las células NK en el estroma
tumoral (434), asi como un fenotipo disfuncional (523). Pero, mientras que inmunoterapia
centrada en la actividad linfocitos T ha sido capaces de revertir esta disfuncionalidad, a través
de mAbs que bloqueen los checkpoints inmunoldgicos, la modulacidn de la respuesta de las
células NK es mas compleja. Mientras que su activacién depende de un balance de senales,
todavia no estd claro qué receptores estan implicados en su regulacion en unas condiciones
patoldgicas como las del cancer. Por ello, en el desarrollo del protocolo de inmunoterapia se
hace imprescindible valorar la capacidad de las células NK alogénicas activadas para

interaccionar con la masa tumoral y un microentorno inmunosupresor (524).

A partir de estos antecedentes se planteé la hipdtesis de que una correcta activacién de
las células NK podria conferirles la capacidad de destruir tumores sélidos de CCR, con resistencia
a tratamientos convencionales, y vencer los mecanismos de inmunosupresion del TME. De este
modo, el objetivo general fue el desarrollo de un protocolo de inmunoterapia basado en células
NK alogénicas para el tratamiento de tumores sélidos de CCR con mutaciones de resistencia a

droga. Con este fin se plantearon los siguientes objetivos intermedios:

1- Establecer y caracterizar una coleccion de lineas celulares de CCR con distintos estados
mutaciones en cultivos convencionales y 3D.
1.1 Establecer los cultivos convencionales y generar los cultivos 3D de una coleccion de

lineas celulares de CCR.
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4-

1.2 Analizar la expresion de moléculas de superficie con relevancia en la interaccion con
las células NK.
1.3 Analizar la sensibilidad o resistencia de las lineas celulares de CCR a los tratamientos

de quimioterapia convencionales.

Evaluar la capacidad anti-tumoral de las células NK alogénicas activadas frente a las

lineas de CCR.

2.1 Analizar la citotoxicidad de las células NK activadas frente a cultivos convencionales
y 3D de CCR.

2.2 Determinar la relacién entre la sensibilidad de las lineas de CCR y los parametros
de funcionalidad de las células NK.

2.3 Establecer una correlacion entre la sensibilidad a las células NK y la expresion de
ligandos para los receptores de estas células.

2.4 Analizar la capacidad de las células NK para infiltrar la masa tumoral.

Establecer el mejor protocolo de activacién y expansion de las células NK.

3.1 Evaluar las tasas de expansion de las células NK proporcionadas por distintos
estimulos.

3.2 Caracterizar el fenotipo de las células NK expandidas.

3.3 Analizar la capacidad citotdxica de las células NK expandidas frente a las lineas

celulares de CCR.

Valorar la combinacién de las células NK alogénicas activadas con mAbs anti-
checkpoints.

4.1 Analizar el papel de los mAbs en la modulacién de la respuesta citotdxica de las
células NK alogénicas activadas.

4.2 Analizar el papel de los mAbs en la modulacién de la respuesta citotdxica de las

células NK derivadas de pacientes de CCR.

Determinar la capacidad anti-tumoral de las células NK alogénicas activadas en un
modelo in vivo de CCR.

5.1 Establecer un modelo de xenotrasplante de CCR.

5.2 Evaluar la capacidad de las células NK activadas de eliminar o retener el crecimiento

de los tumores de CCR.
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3. Materiales y métodos

3.1 Cultivos celulares

Los cultivos celulares se mantuvieron en un incubador termostatizado con regulacién
electrénica de flujo de CO,, a 37°C, en aire saturado de humedad y con un 5% de CO; (Sanyo,
Panasonic). Las manipulaciones de estos cultivos se realizaron en campana de flujo laminar
vertical (Telstar BioAll) y en condiciones estériles, utilizando material autoclavado (Autester)

durante 20 min a 121°C.

A menos que se indique lo contrario, todas las centrifugaciones en lavados y cambios de
medio se realizaron de manera rutinaria a 500 xg (Beckman Coulter Allegra® X-15°%; o

microcentrifuga Haraeus Pico 17 Thermo).

3.1.1 Lineas celulares

Todas las lineas celulares se mantuvieron criopreservadas en nitrégeno liquido
utilizando su medio correspondiente (Tabla 3.1) suplementado con 10% DMSO
(Dimetilsulféxido; Anexo 1, Tabla 1) como agente crioprotector. En la recuperacion de las lineas,
este agente se elimind por dilucién en 9 volimenes de medio completo atemperado, libre de

DMSO, y la posterior renovacion del mismo.

3.1.1.1 Deteccion y eliminacion de micoplasmas

Al iniciar cada cultivo, y cada 6-8 semanas, se analizé la posible contaminacion por
Mycoplasma, en el Servicio Técnico de Cultivos Celulares del Centro de Investigacion Biomédica
de Aragon (CIBA), mediante el kit MycoAlert Mycoplasma (Anexo 1, Tabla 1). Este kit detecta la
actividad de enzimas de Mycoplasma presentes en las 6 principales cepas que contaminan los
cultivos celulares, y no se encuentran presentes en células eucariotas. Para ello, se recogié el
sobrenadante de las células que hubieran estado en cultivo al menos 48 h y se realizo el ensayo

segln las instrucciones del fabricante.

En caso de contaminacidn, ésta se elimind a través del kit BM Cyclin (Anexo 1, Tabla 1),

segln las instrucciones del fabricante.

79



MATERIALES Y METODOS

3.1.1.2 Establecimiento y mantenimiento de cultivos convencionales

Se utilizaron lineas de origen humano (Tabla 3.1) que se cultivaron en medio RPMI 1640,

DMEM o Leivobitz’s L-15 suplementados con Glutamax™ (2mM; Tabla 3.2), antibidticos

(penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 pg/mL; Tabla 3.2) y 10% SFB (Suero Fetal Bovino; Tabla

3.2). El SFB utilizado para suplementar el medio RPMI fue previamente decomplementado

mediante un tratamiento de 30 min, a 56°C (Precisterm Selecta), y una posterior centrifugacion

durante 10 min, a 3.000 xg, para desechar el precipitado. Todos los medios suplementados como

se indica se denominaran “medios completos”.

Tabla 3.1. Lineas celulares eucariotas

Linea celular

Tipo celular/enfermedad

Propiedades de

Medio de cultivo

Origen

cultivo
721.221-LCL Linea linfoblastoide de ., Dr. Miguel Lopez-
células B — EBV* Suspension RPMI completo Botet
CaCo-2 Epitelial/ Adenocarcinoma Adherente DMEM completo Dra. Ana Isabel
de colon Alcaldet
lo-201 Bipol Meta i
Colo-20 ipolar/ .etasta5|s de Mixto RPMI completo Dr. Gabriel Gil
adenocarcinoma de colon
lo-2 Epitelial/ Meta i Dr. 5 F
Colo-205 pitelial/ / etastasis de Mixto RPMI completo r. José , ernando
adenocarcinoma de colon Diaz
DLD-1 Epitelial/ Metasta5|s de Adherente DMEM completo Dr. Gabriel Gil
adenocarcinoma de colon
HCT-116 Epitelial/ Carcinoma de Adherente DMEM completo ATCC
colon
HCT-116 GFP Epitelial/ Carci d .
ccr:lloila/ arcinoma de Adherente DMEM completo Dr. Ignacio Ochoa
HCT-11 Epitelial i
¢ 6_/_ pitelial/ Carcinoma de Adherente DMEM completo Dr. Javier Naval
bax/bak colon
HT-29 Epitelial/ Adenocarcinoma Adherente DMEM completo ATCC
de colon
LoV Epitelial/ A i Dr. & F
ove pitelial/ Adenocarcinoma Adherente RPMI completo r.Jose ’ernando
de colon Diaz
R69-LCL Linea linfoblastoide de Suspension RPMI completo Dr. José Antonio
células B — EBV* P P Lépez
SKCO-15 Epitelial/ Metasta5|s de Adherente DMEM completo Dr. Gabriel Gil
adenocarcinoma de colon
SW620 Epitelial/ Metéstasis de Adherente Leibovitz’s L-15 Dr. Gabriel Gil

adenocarcinoma de colon

completo

ATCC: American Type Culture Collection; EBV*: inmortalizadas con el virus Epstein-Barr; LCL: linea

linfoblastoide; DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium; GFP: Proteina Fluorescente Verde

Las lineas celulares se mantuvieron rutinariamente en frascos de 25 o 75 cm?, con tapdn

de filtro, en un volumen maximo de 10-15 mL para los frascos de 25 cm?y un volumen maximo

de 60 mL para los frascos de 75 cm?.
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Tabla 3.2. Medios de cultivo y suplementos

Producto Casa comercial
RPMI-1640 Gibco
DMEM (4500 mg/L glucosa) Sigma
Leibovitz’s L-15 Gibco
SFB Sigma
GlutaMAX™ 100x Gibco
Penicilina-estreptomicina 100x (10.000 U- 10 mg/mL) Sigma
Tripsina-EDTA 1x (0,05-0,02 %) Sigma

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium; EDTA: Acito Etilendiaminotetraacético SFB: Suero Fetal Bovino

Para los cultivos en suspensién, cada dos dias se renovd el medio y se ajusté la densidad
celular a 2x10° células/mL. Para los cultivos adherentes, se despegaron las células mediante
tratamiento con Tripsina-EDTA (Tabla 3.2) y se diluyeron en medio fresco completo para dejar
una confluencia del 20%. Cada 2 o 3 dias, cuando el cultivo alcanzo el 80% de confluencia, se
realizaron los pases subsiguientes. Para los cultivos mixtos, se recogieron tanto las células en
suspension como las células despegadas mediante Tripsina-EDTA y se diluyeron en medio fresco

completo como se ha indicado anteriormente.

3.1.1.3 Establecimiento y mantenimiento de cultivos tridimensionales

El establecimiento de cultivos tridimensionales (3D) de tipo esferoide se realizo a través
del “método de la gota colgante” (525). Este método utiliza un agente viscosante, como es la
metilcelulosa, que se aflade a una suspensidon monocelular para poder generar gotas, que se
disponen sobre la superficie de la cubierta de una placa de Petri. Al invertir la cubierta, las gotas
guedan colgando de la superficie gracias a la disminucidon de la tensidon superficial por parte de
la metilcelulosa (Figura 3.1). Dentro de cada gota, las células se desplazan al fondo por accién
de la gravedad, favoreciendo que se establezcan contactos entre ellas y formen un agregado

multicelular denominado “esferoide” (526).
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Figura 3.1 Método de la gota colgante. Imagen del método descrito (apartado 3.1.1.3) para la generacion
de cultivos celulares 3D de tipo esferoide.

Para establecer los cultivos en 3D se utilizd, como agente viscosante, un medio
denominado Methocell, generado mediante la adicion de metilcelulosa de alta viscosidad
(Anexo 1, Tabla 1) a un medio basal (en nuestro caso DMEM), a una concentracion de 12 g/L.
Para su preparacion, la mitad del volumen de DMEM se calentd a 50°C y se afiadio sobre la
metilcelulosa previamente autoclavada. Esta mezcla se mantuvo en agitacién durante 20 min
antes de afiadir la segunda mitad del volumen de DMEM. Entonces, la mezcla se almacend a 4°C
durante 1,5-2 h. Tras ese tiempo, todo el volumen se centrifugd a 4000 xg durante 2 h. De este
modo se diferenciaron: una fase superior mas clara, que es la deseada y representa en torno al
90% del volumen total, y una fase inferior mas opaca que contiene los desechos de la

metilcelulosa.

La generacion de esferoides requiere preparar una suspensién monocelular, en medio
completo, a partir de los cultivos convencionales (apartado 3.1.1.1). La densidad celular de esta
suspensidon depende del nimero de células/esferoide que se desea. En nuestro caso fue de
aproximadamente 1.000 células/esferoide, estando contenido cada esferoide en una gota de 30
pL. Para proporcionar la viscosidad adecuada a la suspension, ésta contuvo un 20-30% de
Methocell, en funcidn de la capacidad de agregacién de la linea celular (Tabla 3.3), diluido en
medio completo. Una vez preparada esta suspensidn, las gotas se dispusieron sobre la cubierta
de una placa de Petri de 100 cm? y se cubrid el fondo de la placa con agua mili-Q estéril para
evitar la evaporacion del medio. Tras invertir la cubierta y colocarla sobre la placa Petri, se
incubé durante 48-72 h, a 37°C, para la formacion de los agregados. La monitorizacion del

proceso se realizé a través de microscopia convencional (Leica DMil u Olympus IX81).
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Tabla 3.3. Condiciones de generacidn de los cultivos en 3D

Linea celular Porcentaje de Tiempo de
Methocell incubaciodn (h)
CaCo-2 20% 48
Colo-201 20% 48
Colo-205 20% 48
DLD-1 20% 48
HCT-116 20% 48
HCT-116 GFP 20% 48
HCT-116 bax/bak’" 30% 72
HT-29 20% 48
LoVo 30% 72
SKCO-15 30% 72
SW620 30% 72

Los esferoides formados se recogieron de las gotas por aspiracién con una micropipeta.
Cuando fue necesaria la disgregacion del esferoide, tras lavar los restos de Methocell con PBS
(tampdn fosfato salino, del inglés, Phosphate Buffered Saline), ésta se realizd en uno o dos pasos

dependiendo de las propiedades de agregacion de las lineas.

e Paso 1 (opcional): los esferoides se incubaron durante 20-30 min en 100 plL de medio
completo suplementado con 2 mM EDTA (Anexo 1, Tabla 1).
e Paso 2: los esferoides se incubaron durante 5-10 min en 100 pL de Tripsina-EDTA

suplementado con 40 pg/mL DNasa (Anexo 1, Tabla 1).

3.1.2 Células NK primarias

Las células NK primarias se obtuvieron a partir de los PBMCs de donantes sanos o de
pacientes con cancer colorectal y cancer de pulmdn. Las muestras de sangre de donantes sanos
fueron proporcionadas como capa leuco-plaquetaria (del inglés, buffy coat) por el Banco de
Sangre y Tejidos de Aragén con la aprobacién del Comité de Etica en la Investigacién Clinica de
la Comunicad de Aragdn (CEICA), nimero C.1.P.11/006. Las muestras de sangre de pacientes con
cancer fueron proporcionadas como sangre total anticoagulada por el Hospital Clinico Lozano

Blesa de Zaragoza, con la aprobacion del CEICA ndmero C.P.C.1.14/124.
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3.1.2.1 Aislamiento de PBMCs

Para obtener los PBMCs de las muestras de sangre se realizd una separacion de células
en gradiente de densidad, utilizando la solucién de extraccién Ficoll (Histopaque®-1077; Anexo
1, Tabla 2). En primer lugar, la sangre procedente de buffy coats se diluyé en 5 volimenes de
PBS estéril; mientras que la sangre total se diluyd a la mitad. Esta sangre diluida se afiadié, con
cuidado de no mezclar las fases, sobre un volumen de Ficoll en proporcién 1:1. Se centrifugd a
500 xg durante 30 min, quitando el freno de la centrifuga, y posteriormente se recuperd el anillo
de PBMCs localizado en la interfase. Tras centrifugar a 500 xg durante 5 min para retirar el
plasma y Ficoll arrastrados, se lisaron los glébulos rojos con 2 mL de tampdn de lisis (Anexo 1,
Tabla 2) mediante una incubacidn de 5 min a RT. Finalmente, los PBMCs purificados se lavaron
3 veces con PBS estéril y se utilizaron en estudios posteriores, recién aislados o tras ser activados

(apartado 3.1.2.2).

3.1.2.2 Generacion de células NK activadas a partir de PBMCs

3.1.2.2.a Activacidn a corto plazo de PBMCs de donantes sanos

Cuando el objetivo del procedimiento fue Unicamente la activacién de las células NK
para incrementar su actividad citotodxica, sin llegar a obtener una expansién de las mismas, se
siguid un protocolo de activacion a corto plazo que habia sido establecido previamente en el

laboratorio (Sanchez-Martinez et al. 2015) (527).

Este protocolo, que consideramos estdndar, se basa en el empleo de las células
estimuladoras R69, que son una linea linfoblastoide (LCL, del inglés, Lymphoblastoid Cell Line)
procedente de células B, inmortalizada con el Virus Epstein-Barr (EBV). La linea celular R69 se
caracteriza por expresar tanto HLA-I, con todos los epitopos conocidos de los KIR, como HLA-II
(527, 528). Previamente a ser utilizadas en co-cultivo con los PBMC s, las células estimuladoras
se trataron con mitomicina-C (25 pg/mL; Anexo 1, Tabla 1) en RPMI sin SFB, durante 90 min, a
37°C, para arrestar el ciclo celular. Pasado este tiempo, se inactivd la mitomicina-C afiadiendo
RPMI completo y se realizé un lavado con el mismo medio. Seguidamente, las células
estimuladoras se dejaron incubar en RPMI completo durante 30 min, a 37°C, para eliminar el

exceso de droga.
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La activacion de las células NK se llevé a cabo mediante el co-cultivo de los PBMCs vy las
células estimuladoras (ratio 10:1; PBMCs:R69) durante 5-7 dias. El cultivo se mantuvo en medio
de células primarias (RPMI completo sin antibidticos) a una densidad 1x10® PBMCs/mL en un

volumen de 50 mL en frascos de cultivo de 75 cm?.

3.1.2.2.b Activacion y expansién de PBMCs de donantes sanos

Cuando se quiso estudiar la expansion de las células NK, se consideraron varios
protocolos basados en la literatura (Sdnchez-Martinez et al. 2018) que utilizaban diferentes

estimulos solos o en combinacion (529).

e (Citoquinas: IL-2 (100 Ul/mL; Tabla 3.4) y/o IL-15 (5 ng/mL; Tabla 3.4)
e (Células estimuladoras: R69 0 721.221 (ratio 10:1; PBMCs:LCL-EBV*). Las células 721.221
también son una linea linfoblastoide de células B inmortalizadas con EBV, deficientes en

HLA-I pero que mantienen la expresién de HLA-II (530, 531).

Tabla 3.4 Interleuquinas (IL)

Concentracion

Intreleuquina Casa comercial Concentracion del stock Medio de dilucién .
de trabajo

IL-2 Miltenyi Biotec. 200 pg/mL =10° U/mL PBS + 0,1% BSA 100 U/mL

IL-15 Miltenyi Biotec. 250 pg/mL PBS +0,1% BSA 5 ng/mL

Por otro lado, también se valoré el empleo del conjunto de PBMCs al inicio de la
expansion o, en su lugar, la fracciéon de PBMCs remanente tras haber eliminado las células CD3*

(apartado 3.1.2.3) que puedan afectar a la activacion y expansién de las células NK.

En esta ocasidn, la activacion de las células NK se llevé a cabo mediante el cultivo de los
PBMCs, o PBMCs-CD3", con los diferentes estimulos durante 21 dias, siguiendo el esquema

(Figura 3.2):
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Figura 3.2 Protocolo de expansion de PBMCs provenientes de muestras de sangre de donantes sanos.
Para la activacion se partio del conjunto de PBMCs, o la fraccion enriquecida en células NK, y se afiadieron
los distintos estimulos (células estimuladoras y/o interleuquinas) segun se explica (apartado 3.1.2.2.b).

e El cultivo se inicid a una densidad 1x10° PBMCs/mL, en un volumen de 3-10 mL, que se
mantuvo durante los 7 primeros dias.

e Adia 7, se afiadié al cultivo un volumen equivalente de medio de células primarias junto
con los estimulos correspondientes. Esto supuso anadir una cantidad de IL doble de la
inicial, pero el mismo numero de células estimuladoras ya que, a este dia, todavia no se
ha iniciado la expansion de los PBMCs.

e A partir de dia 7, se siguidé con la reactivacién de los PBMCs cada 2-3 dias. En cada
reactivacion se reajustd la densidad celular a la inicial, para que el cultivo nunca
sobrepasara los 2x10® PBMCs/mL, y se afiadieron de nuevo los estimulos como se ha

descrito anteriormente, manteniendo un volumen maximo de 10 mL.

En el caso particular de la expansién de células NK destinadas a los ensayos in vivo
(apartado 3.5.2.2), se optd por iniciar el cultivo con PBMCs-CD3" y utilizar como estimulo la linea
celular R69 en combinacién con IL-2 e IL-15. La produccidon acumulativa de células NK se

mantuvo en volumenes maximos de 20-30 mL para obtener un mayor nimero de células NK.

Finalmente, la tasa de expansion de las células NK se determiné mediante el recuento
acumulado de los PBMCs en cultivo en cada dia de reactivacién (apartado 3.1.3) y la
caracterizacién por citometria de flujo de las poblaciones de cada expansion a través de los

marcadores CD3/CD56 (apartado 3.3.3.1). Ademas, tras seleccionar algunos de los protocolos
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de expansidn, también se realizé una caracterizacién mas extensa de las subpoblaciones de
células NK, por citometria de flujo (apartado 3.3.3), a través de un analisis multiparamétrico de

sus proteinas de superficie (Anexo 2).

3.1.2.2 ¢ Activacion a corto plazo de PBMCs de donantes sanos con mAbs inmuno-

moduladores

De modo excepcional, en los ensayos en que los se estudié el efecto del bloqueo del eje PD-
1/PDL-1 en la activacion y funcion de las células NK, se introdujo una modificacién del protocolo
“estandar” incorporando al cultivo Pembrolizumab (20 pg/mL; Tabla 3.5), un anticuerpo

monoclonal frente a PD-1.

3.1.2.2 d Activacién de PBMCs de pacientes con cancer

Los PBMCs obtenidos de la sangre de pacientes con cancer se destinaron a estudiar la
implicacion del eje PD-1/PDL-1 en la actividad citotoxica de las células NK. En este caso se
activaron durante 48-72 horas sélos con la combinacién con IL-2 (100 Ul/mL) e IL-15 (5 ng/mL),

en presencia o ausencia de Pembrolizumab (20 pug/mL) en el cultivo.

3.1.2.3 Obtencion de células NK

Para estudiar la actividad antitumoral de las células NK, estas se enriquecieron a partir
del conjunto de PBMCs. Se utilizd un protocolo de separacion inmunomagnética con el sistema
MACS™. Este se basa en el empleo de un anticuerpo unido a microesferas metdlicas dirigido
frente las células de interés (Tabla 3.5). Al hacer pasar una suspension celular a través de una
columna con matriz superparamagnética, colocada en el interior de un campo magnético, sélo
las células marcadas con las microesferas quedan retenidas en la columna (Separador

inmunomagnético MACS®; Miltenyi Biotec).

Se siguié el protocolo de marcaje del fabricante para los anticuerpos anti-CD56
(separacion positiva) o anti-CD3 (separacidn negativa) unidos a microesferas. De este modo se
resuspendieron los PBMCs, purificados de sangre periférica o activados in vitro, con una relacion
de 80 pL del tampdn MACS/ 20 ulL de anticuerpo por cada 107 células. La suspensidn celular se
incubd 15 min a 4°C, se lavé con tampdn MACS (Anexo 1, Tabla 2), y finalmente se hizo pasar

por columnas LS segun las instrucciones del fabricante. En el caso de la separacién positiva, se
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retiré la columna del campo magnético y se eluyeron las células NK con el mismo tampédn;
mientras que en el caso de la separacidon negativa se recogié la fraccion de células que no habia

quedado retenida en la columna dentro del campo magnético.

3.1.3 Recuento y viabilidad celular

A partir de cultivos en suspensiéon monocelular (apartado 3.1.1), se determind la
densidad celular a través de un microscopio dptico (Nikon Eclipse E-100) utilizando una camara
de Neubauer. Se contaron las células de los 4 cuadrantes de la misma y se calculd la densidad
(células/mL) dividiendo el recuento entre el nimero de cuadrantes contabilizados, y
multiplicdndolo por el factor de dilucion de la suspensién y el factor corrector de volumen de la

cdmara (10%).

La viabilidad del cultivo se determiné por ensayo de exclusidon de Azul de tripano (Anexo
1, Tabla 1), un colorante que sélo puede penetrar en células que han perdido la integridad de la
membrana plasmatica. Se prepard una dilucidn 1:1 (suspensidn celular:colorante) y se realizé
un recuento del nimero de células viables y no viables, calculando el porcentaje de células

viables sobre el total.

3.2 Analisis de viabilidad celular mediante PrestoBlue®

La sensibilidad de las lineas de CCR al agente citotdxico 5-FU (Anexo 1; Tabla 1) se
estudié mediante el analisis de la viabilidad celular a través del reactivo PrestoBlue® (Anexo 1;
Tabla 1). El reactivo consiste en una soluciéon de resazurina que, al ser reducido en la
mitocondria, se convierte en resofurina. Esta transformacién permite determinar
cuantitativamente la proliferacidn celular, ya que la resofurina es un compuesto capaz de emitir
fluorescencia (Aabs=535 nm ; Aem=615 nm) con una intensidad proporcional a la concentracion

del mismo.

Para la realizacién del ensayo se sembraron 5.000 células de las distintas lineas de CCR
en una placa de 96 pocillos de fondo plano, con un volumen de 50 uL de DMEM completo por

pocillo. Tras incubar 24 h, a 37°C, se afiadieron otros 50 uL de DMEM completo con distintas
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concentraciones de 5-FU (0,01-100 uM). En cada experimento, cada concentracion se analizo
por triplicado. Se dejé incubar 72 h a 37°Cy se afiadid Prestoblue® a cada pocillo (1/10). La placa

se mantuvo durante 1-2 h, a 37°C, y se analizé la emisién de fluorescencia (BioTek Synergy HT).

3.3 Analisis por citometria de flujo

3.3.1 Citotoxicidad mediada por células NK

3.3.1.1 Marcaje de células NK con sonda fluorescente

Los experimentos de citotoxicidad se llevaron a cabo mediante el co-cultivo de las
células diana con las células efectoras (NK). Para poder analizar los parametros de muerte en las
células tumorales, mediante citometria de flujo, fue necesario poder distinguir ambas
poblaciones. Para ello, se marcaron las células NK con la sonda eFluor 670 (Anexo 1, Tabla 1),
gue se une covalentemente a las proteinas celulares con aminas primarias y presenta emision

fluorescente en rojo tras su excitacion (Aabs= 633 nm ; Aem= 670 nm).

El marcaje con eFluor 670 (3 uM) se realizé en tampdn PBS suplementado con 5% SFB
decomplementado y con una densidad celular de 1x10° células/mL. El procedimiento supuso la
resuspension de las células en la mitad del volumen de marcaje y la dilucién de la sonda en la
otra mitad de volumen. Tras afiadir lentamente la sonda diluida sobre la suspension celular, se
incubd en oscuridad 10 min, a 37°C; y 5 min mas, a 4°C. Pasado este tiempo, se lavaron las células
con 5 voliumenes de RPMI completo y se dejaron en medio nuevo durante 40 min, a 37°C, antes

de realizar un ultimo lavado.

3.3.1.2 Co-cultivo de células NK y células diana

La muerte celular inducida por las células NK se valoré enfrentando las células NK
purificadas y marcadas fluorescentemente (apartados 3.1.2.3 y 3.3.1.1, respectivamente) a

cultivos de células diana en condiciones 2D y 3D.

Para los experimentos de citotoxicidad en condiciones 2D, se dispusieron las células
adherentes en placas de 96 pocillos de fondo plano 24 h antes del experimento. Mientras que
para el andlisis de células con un crecimiento en suspension, éstas se dispusieron el mismo dia

del ensayo en placas de 96 pocillos de fondo redondo. Posteriormente, se afiadieron las células
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NK a distintos ratios efector:diana y se mantuvo el co-cultivo durante 4 h, a 37°C, en un volumen
final de 200 puL de medio completo (100 pL de medio de células NK y otros 100 pL de medio de
células tumorales). Pasado este tiempo, se recogieron los sobrenadantes de cada pocillo y se
juntaron con las células adherentes, despegadas mediante tripsina-EDTA para tener una

suspensidn monocelular homogénea.

Para los experimentos de citotoxicidad en condiciones 3D se recogieron 10 esferoides
formados (apartado 3.1.1.2) y se dispusieron en una placa de 96 pocillos de fondo redondo. Tras
realizar un recuento del nimero de células/esferoide se afiadieron las células NK a distintos
ratios efector:diana y se mantuvo el co-cultivo durante 48 h, a 37°C, en un volumen final de 200
pL de medio completo como se ha explicado anteriormente. Pasado este tiempo, se recogieron
los sobrenadantes de cada pocillo y se juntaron con las células de los esferoides, previamente

disgregados mediantes tripsina-EDTA para tener una suspensién monocelular homogénea.

3.3.1.3 Evaluacion de las vias de muerte celular implicadas en la citotoxicidad mediada

por células NK

Para estudiar qué mecanismos de muerte celular se activaban en las células tumorales,
tras el ataque de las células NK, las células diana se pre-incubaron durante 1 h con el inhibidor
general de caspasas Q-VD-OPh (30 uM; Anexo 1, Tabla 1). También se valoro si, en ausencia de
la via de las caspasas, la necroptosis adquiria un papel importante en la muerte de las células
diana. En estos casos, se combind el inhibidor de RIP kinasa 1, Nec-1 (30 uM, Anexo 1, Tabla 1),
con el inhibidor Q-V-OPh a concentracién equimolar. Pasado este tiempo, y sin realizar un lavado
de las células en incubacion, se anadieron las células NK activadas a ratio efector: diana 1:1 como

se ha explicado anteriormente (apartado 3.3.1.2).

3.3.1.4 Citotoxicidad mediada por células NK en combinacion con anticuerpos

inhibidores de checkpoints

Para valorar la implicacidn de los checkpoints PD-1y TIM-3 en la actividad de las células
NK, éstas se preincubaron durante 30 min, a 4°C, con los respectivos anticuerpos bloqueantes
a-PD-1, Pembrolizumab (20 pg/mL) y a-TIM-3 (20 pug/mL; Tabla 3.5). Pasado este tiempo, y sin
realizar un lavado de las células en incubacidn, se enfrentaron a cultivos 2D de células tumorales

a un ratio bajo efector:diana, en funcién de la linea celular.
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3.3.1.5 Anadlisis de los parametros de muerte celular

La muerte celular supone una alteracion en la estructura de la membrana plasmatica.
Dentro de los eventos que suceden, uno de los primeros signos de apoptosis es la traslocacion
de fosfatidilserina (PS), desde su localizacién habitual en la cara citoplasmatica hacia la cara
externa de esta membrana (532). Asi, en condiciones fisioldgicas es una sefial para que las
células apoptodticas sean fagocitadas por los macréfagos. En condiciones in vitro, estas células
no son eliminadas y evolucionan adquiriendo rasgos de necrosis. En esta situacion se
permeabiliza la membrana plasmatica, permitiendo el paso de moléculas que no atravesarian la

membrana de células sanas.

Estos eventos se pueden aprovechar para detectar la muerte celular en ensayos in vitro.
Asi, se analizé la traslocaciéon de PS, utilizando una proteina de unién especifica (Anexina-V); y
la permeabilizacidon de la membrana, utilizando el fluoréforo 7-AAD (7-Actinomicina D; Aabs=

540 nm ; Aem= 654 nm) que presenta afinidad por el DNA.

Para realizar este marcaje, la suspension celular obtenida tras el ensayo de citotoxicidad
con células NK, se centrifugé a 3.000 xg y se resuspendié en 100 uL de ABB 1x (del inglés, Annexin
Binding Buffer; Anexo 1, Tabla 2) con Anexina-V-FITC (1,5/100; Anexo 1, Tabla 1) y 7-AAD (1/100;
Anexo 1, Tabla 1). El marcaje se realizé durante 15 min, a RT y en oscuridad, hasta ser analizado

por citometria de flujo (BD FACSCalibur o Beckman Coulter Gallios™).

3.3.2 Ensayo de degranulaciéon de células NK: movilizacion de CD107a

La actividad de las células NK frente a las células diana tumorales también se determiné
a través de experimentos de degranulacidn. Cuando las células efectoras degranulan expresan
transitoriamente en la membrana plasmatica la molécula Lamp-1 o CD107a. Para impedir el
reciclaje de esta proteina durante el ensayo, y asi poder detectarla por un marcaje extracelular,

se utilizé un bloqueante del aparato de Golgi (monensina).

En esta ocasidn, se realizé6 una modificacion del modelo de co-incubacion presentado
previamente (apartado 3.3.1.2) debido a las caracteristicas del ensayo. En primer lugar, al ser
necesario favorecer el contacto de todas las células NK con las células diana, se usé un ratio bajo

de esta relacion celular. En segundo lugar, fue necesario un nimero suficiente de células NK
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para poder analizar la expresién de CD107a de modo fiable. Finalmente, se considerd el
volumen, densidad celular y superficie del area de cultivo. Es por ello que, después de
comprobar que la sensibilidad de las lineas seleccionadas de CCR no variaba cuando se
presentaban en suspension a las células NK (Figura 3.3), este tipo de experimento se realizé con

las células en suspension.
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Figura 3.3. Citotoxicidad de células NK activadas frente a lineas de CCR en cultivo en suspension (linea
punteada) o adherente (linea continua). Los PBMCs se activaron en presencia de células R69 durante 5
dias. Posteriormente se purificaron las células NK y se enfrentaron a diferentes relaciones efector:diana
(1:1; 3:1; 6:1), durante 4 h sobre lineas de CCR. La muerte celular se determiné analizando la exposicion
en la membrana de PS (Anexina-V-FITC) y la permeabilizacion de la membrana celular (7-AAD) por
citometria de flujo, como se indica en materiales y métodos. Los datos representan la media + SEM de al
menos 3 donantes independientes, tras restar sus respectivos controles. Se realiz6 el test ANOVA de dos
factores con el post-test de Bonferroni, donde p> 0,05 indica diferencias no significativas.
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El protocolo del ensayo se basé en una modificacion del descrito (Betts et al., 2003)
(533). Se incubaron 5x10* células NK purificadas (apartado 3.1.2.3) con el mismo nimero de
células tumorales (ratio 1:1) en una placa de 96 pocillos de fondo redondo. Como control se usé
un pocillo con las células NK solas. A cada pocillo se afiadié el anticuerpo frente a CD107a
marcado con APC (1/100; Tabla 3.5) y el bloqueante del aparato de Golgi (1/500; Tabla 3.5),y
se mantuvo el co-cultivo durante 5 h, a 37°C, en un volumen final de 200 uL de medio completo.
Pasado ese tiempo se centrifugd la placa a 3.000 xg y se afiadieron los anticuerpos: anti-CD56
marcado con PerCP-Vio700 (1/50; Tabla 3.5), anti-CD3 marcado con VioGreen (1/50; Tabla 3.5),
anti-CD107a marcado con APC (1/50) y el bloqueante de Fc (1/200; Tabla 3.5) en el tampén PBS
suplementado con 5% SFB. Tras incubar 15 min a 4°C se lavé con PBS suplementado con 5% SFB

y se analizo por citometria de flujo.

3.3.2.1 Determinacion de la degranulacion de las células NK en combinacion con

anticuerpos inhibidores de checkpoints

Se valord la implicacidn de los checkpoints PD-1y TIM-3 en el proceso de degranulacién
de las células NK. Igual que en el estudio de la citotoxicidad (apartado 3.1.3.4), las células NK se
preincubaron durante 30 min, a 4°C, con los respectivos anticuerpos bloqueantes a-PD-1,
Pembrolizumab (20 pg/mL) y a-TIM-3 (20 pug/mL). Pasado este tiempo, y sin realizar un lavado
de las células en incubacion, se enfrentaron a cultivos en suspension de células tumorales a un

ratio efector:diana 1:1 como se ha explicado anteriormente (apartado 3.3.1.2).

3.3.3 Determinacion de la expresion de proteinas

Para caracterizar el fenotipo de las células estudiadas se realizd6 un marcaje con
anticuerpos conjugados con fluorocromos (Tabla 3.5) sobre una suspensién monocelular
(apartado 3.1.1.1), de 1x10° células cultivadas en condiciones convencionales; o 1-2 x 10% células

cultivadas en condiciones 3D (equivalente aproximadamente a 10 esferoides).

3.3.3.1 Andlisis de proteinas de superficie celular

Las suspensiones celulares se incubaron con anticuerpos individuales o combinaciones

de ellos (Anexo 2) en tampdn PBS suplementado con 5% SFB durante 15 min a 4°C, en oscuridad.
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Seguidamente se centrifugd a 3.000 xg durante 2 min para retirar la solucion de marcaje y se
realizd un lavado con PBS suplementado con 5% SFB. Finalmente se fij6 con PFA 1%

(Paraformaldehido; Anexo 1, Tabla 1) hasta su posterior analisis por citometria de flujo.

3.3.3.2 Andlisis de proteinas intracelulares

El estudio de las proteinas citosélicas requiere la permeabilizacién de la membrana
plasmatica. Para ello, las suspensiones celulares primero se fijaron con 100 pL de PFA 4%
durante 10 min a 4°C. Seguidamente se lavé dos veces con tampdn PBS suplementado con 5%
SFB. Las células se resuspendieron en 100 pL del tampdn de permeabilizacion (Anexo 1, Tabla 2)
y se mantuvieron durante 5 min a RT. Pasado este tiempo, se centrifugd a 3.000 xg durante 2
min y se incubd con el anticuerpo en tampdn de permeabilizacidon durante 15 min a 4°C, en
oscuridad. Seguidamente se centrifugd a 3.000 xg durante 2 min para retirar la solucién de
marcaje y se realizé un lavado con PBS suplementado con 5% SFB. Finalmente se fijé con PFA

1% para su posterior analisis por citometria de flujo.

3.3.4 Tratamiento de datos

Los datos obtenidos se analizaron a través del programa de analisis celular Weasel
(desarrollado en Walter and Eliza Hall Institute of Medical Research, Melbourne). Se obtuvieron
resultados de Intensidad Media de Fluorescencia (MFI, del inglés, Mean Fluorescence Intensitiy)

y porcentaje celular, positivo o negativo, para un determinado marcaje.
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Tabla 3.5 Anticuerpos

. . . L, Dilucié . L.
Antigeno Clon Isotipo Especie Casa. Aplicacién ! ucwn/” Conjugacion
comercial concentracion
875002 , Alexa Fluor®
B7H6 (M) IgG1 Raton R&D FC 1/50 647
cD3 BW(i/IGéL)/SG lgG2ak Raton Miltenyi FC 1/50 FITC
CcD3 BW(i;ISél)/SG IgG2ak Ratén Miltenyi FC 1/50 PerCP
CcD3 BW(i;ISél)/SG IgG2ak Ratén Miltenyi FC 1/50 VioGreen
cD3 - IgG2a Raton Miltenyi Separacion 1/4 Mlcroe,sferas
magnéticas
CD16 RI(E'\A/|£53 IgG1l Humano Miltenyi FC 1/50 FITC
CD16 \iillla(:il)g IgMk Raton Miltenyi FC 1/50 APC
CD54
HA M 1gG1 Raté BD F 1 AP
(ICAM-1) 58 (MC) gGlk atén C /50 C
CD56 AF(llsl-g)H.% IgG1l Raton Miltenyi FC 1/50 PE
CD56 AF(llsl-g)H.% IgG1 Raton Miltenyi FC 1/50 APC
REA196 . . PerCP-
CD56 (M) IgG1 Humano Miltenyi FC 1/50 Vio700
CD56 - lgG1 Raton Miltenyi Separacion 1/4 Mlcroe,sferas
magnéticas
CD66abce
TET2 (M 1gG2 Raté Mil i F 1 PE-Vio-77
(CEACAM-1) (MC)  1gG2bk aton iltenyi C /50 io-770
CD107a REA792
IgG1 H Mil i F 1/100-1 AP
(Lamp-1) (MC) gG umano iltenyi C /100 - 1/50 C
CD112 R2.525 , . .
(Nectina-2) (MC) 1gG1k Ratén Miltenyi FC 1/50 PE
CD152 . .
(CTLA-4) BNI3 (MC) IgG2a Humano Miltenyi FC 1/50 APC
CD155 PV404.19 . . .
(PVR) (MC) IgG1 Raton Miltenyi FC 1/50 PE
CD159a . Beckman
Z1 M 1gG2 R F 1 PE
(NKG2A) 99(MC)  lgG2b aton Coulter ¢ /50
CD183 REA232
IgG1 H Mil i F 1 PE
(CXCR3) (MC) gG umano iltenyi C /50
CD223 REA351 . .
(LAG-3) (MC) IgG1 Humano Miltenyi FC 1/50 APC
CD273 (PD- MIH18 , . .
12) (MC) IgG1k Raton Miltenyi FC 1/50 PE
D 274 (PD-
fl) ( MIH1 (MC)  1gG1k Raton eBioscience FC 1/50 APC
CD279 PD1.3.1.3 , . . VioBright
2 1
(PD-1) (MC) 1gG2bk Raton Miltenyi FC /50 FITC
Pembroliz
D2
D279 u-mab eG4 Humano MSD Bloqueo 20 pg/mL -
(PD-1)
(MC)
(CI\IIDI?:L) 2.29 (MC) IgG1 Raton Miltenyi FC 1/50 PE
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Antigeno Clon Isotipo  Especie Casa_ Aplicacion D|IuC|on/” Conjugacion
comercial concentracion
CD366 F38-2E2
1gG1 M Milt i FC 1 APC
(TIM-3) (MC) gG1lk ouse iltenyi /50
CD366 F38-2E2
1gG1 M Biol BI 2 L -
(TIM-3) (M) gG1lk ouse iolegend oqueo 0 ug/m
Galecina-9 REA435 IgG1 Humano Miltenyi FC 1/50 PE
(MC)
HLA-ABC W6/32 lgG2ak Raton eBioscience FC 1/50 FITC
(MC)
HLA-E REA1031 IgG1 Humano Miltenyi FC 1/50 PE
(MC)
HLA- REA332 . . .
DP/DQ/DR (MC) IgG1 Humano Miltenyi FC 1/50 APC-Vio770
HLA-G 87G (MC) IgG2ak Humano  Miltenyi FC 1/50 PerCP-
& y Vio700
MICA/B RE(’:Alg;G lgG1  Humano  Miltenyi FC 1/50 V'°531r_l'_)ght
Receptor Fc! - 1gG Humano BD FC 1/200 -
170818 Alexa Fluor®
LBP-1 1gG2 Raté R&D F 1
U (MC) gG2a atén & C /50 405
165903 Alexa Fluor®
LBP-2 1gG2 Raté R&D F 1
U /5/6 (MC) gG2a atén & C /50 405
Isotipo MOPC-21 lgG1 Raton Biolegend Bloqueo 20 pg/mL -
Isotipo -(MC) IgG1l Humano Enzo Bloqueo 5 ug/mL -
Isotipo -(MC) REA Humano Miltenyi FC 1/50 PE
Isotipo -(MC) IgG1k Raton BD FC 1/50 APC
Isotipo -(MC) IgG2bk Ratén BD FC 1/50 APC

1Bloqueante de los receptores Fc, basada en una solucién de la fraccién constante (Fc) de anticuerpos 1gG

humanos.

APC: Aloficocianina; CEACAM: Molécula de Adhesién Celular relacionada con el Antigeno; CTLA-4: Antigeno 4

del Linfocito T Citotdxico; CXCR3: Receptor de Quimioquina C-X-C tipo 3;
Isotiocianato de Fluoresceina; HLA: Antigeno Leucocitario Humano;

FC: Citometria de Flujo; FITC:
ICAM-1: Molécula de Adhesion

Intercelular; LAG-3: Gen 3 de activacién de linfocitos; Lamp-1: proteina de membrana asociada a lisosoma 1;
MC: Monoclonal; PE: Ficoeritrina; PD-1: proteina de Muerte celular Programada; MICA/B: Proteina relacionada
con la cadena A/B de HLA-I; PerCP: Proteina Clorofila-Peridina; PVR: Receptor de Poliovirus; TIM-3: Receptor
de células T con dominio de Inmunoglobulina y Mucina 3; ULBP: Proteina de Unién UL16
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3.4 Ensayos de microscopia de fluorescencia

La interaccidn entre los esferoides y las células NK, en términos de penetracién de las
células NK en el esferoide y eliminacién del mismo, se anlizd6 a través de microscopia
convencional (Nikon Elipse Ti-E C1) o confocal (Leica SP2) de fluorescencia. Estos experimentos
se realizaron en colaboracién con el grupo del Dr. Ignacio Ochoa, en las instalaciones del

Instituto Universitario de Investigacién en Ingenieria de Aragoén (I13A) y en el CIBA.

3.4.1 Analisis de la eliminacion del esferoide por microscopia convencional de
fluorescencia.

Para analizar la sensibilidad de las lineas de CCR a la accién de las células NK en un
modelo 3D, se generaron esferoides de 1.000 células de la linea celular HCT-116-GFP. Estos
esferoides se dispusieron individualmente en una placa de 96 pocillos de fondo redondo de baja
adherencia. Las células NK purificadas y marcadas con la sonda eFluor (apartados 3.1.2.3 y
3.3.1.1, respectivamente) se enfrentaron a los esferoides a distintos ratios efector:diana (3:1;

6,1; 9:1), en un volumen de 100 pL de medio completo. Se realizaron 4 réplicas por condicién.

El ensayo se mantuvo durante 96 h, a 37°C, tomando imdgenes de los pocillos cada 24 h
a través de un microscopio invertido de fluorescencia. Cada imagen se correspondidé con una
capade5umenel eje “Z”, a unalongitud de 200 um desde el centro del esferoide. Se obtuvieron
imagenes en campo claro y a distintas longitudes de onda de excitacion para la GFP (Proteina
Fluorescente verde, del inglés Green Fluorescent Protein; Aabs= 488 nm ; Aem= 510 nm) y la

sonda eFluor 670 (Aabs= 633 nm ; Aem= 670 nm).

3.4.2  Anadlisis de la penetracion de células NK en el esferoide por microscopia
confocal

Para estudiar la penetracidn de las células NK en el esferoide, como se ha explicado
anteriormente (apartado 3.4.1), se generaron esferoides de 1.000 células de la linea celular HCT-
116-GFP, que se co-cultivaron con las células NK durante 24, 48, 72 y 96 h, a distintos ratios
efector:diana (3:1, 6:1 y 9:1). Posteriormente, los esferoides se fijaron de manera individual,
retirando el medio de cultivo y afiadiendo 100 uL de PFA 4%. Se dejé incubar a RT (temperatura

ambiente) durante 24 h y se retird el PFA para conservar los esferoides en etanol 70%.
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A través de microscopia confocal, se realizd la medicién en capas de los esferoides
tomando el centro de cada uno de ellos como punto de partida. Asi, se realizaron mediciones

cada 5 um a lo largo de una longitud total de 200 pm.

3.4.3 Tratamiento de datos

Las imagenes de los ensayos de co-cultivo de célula viva se analizaron a través del
programa NIS-Elements Advanced Research. Se llevd a cabo la superposicion de las capas en “Z”
en las diferentes longitudes de onda y se determiné el area relativa del esferoide tomando como

referencia su tamafio antes de iniciar el co-cultivo.

Las imagenes de microscopia confocal de los esferoides fijados se analizaron a través del

programa Fiji. Se determiné el area del esferoide y la penetrabilidad de las células efectoras.
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3.5 Modelo de xenotrasplante tumoral en ratén y andlisis de la actividad
antitumoral de células NK expandidas

3.5.1 Modelo animal

La actividad antitumoral in vivo de las células NK activadas se valoré utilizando ratones
inmunodeprimidos NSG™ (NOD Scid Gamma, The Jackson Laboratory); carentes de células Ty
B maduras, células NK y sistema del complemento, y deficientes en macrdéfagos y células
dendriticas (534). Se utilizaron animales hembras de 6 semanas de edad. Los experimentos se
realizaron de acuerdo a las instrucciones de la Federacion de Asociaciones Europeas dedicadas
a la Ciencia del Animal de Laboratorio (FELASA) y con la aprobacién de la Comisién Etica Asesora
para la Experimentaciéon Animal de la Universidad de Zaragoza (Pl 47/18). Los animales se
mantuvieron en las instalaciones del CIBA en un ambiente libre de patdgenos, con cubetas
individualmente ventiladas, y en condiciones estandar de estabulacién (temperatura media de

22°C, ciclo de luz/oscuridad de 12 h y comida y agua ad libidum).

3.5.2 Terapia adoptiva de células NK alogénicas activadas

3.5.2.1 Evaluacion del desarrollo tumoral en modelo ectopico

Se establecié un modelo subcutdaneo de CCR mediante la inoculacién de 2x10° células
de la linea HCT-116 en el flanco izquierdo de cada ratdn. El seguimiento del desarrollo tumoral
se realizé mediante la determinacién del volumen en dias alternos. Para calcular el volumen se
midieron la anchura (A), la largura (L) y la altura (H) y se aplicé la formula: L*A*H. Se consideré

como criterio de punto final un volumen superior a 1000 mm?,

3.5.2.2 Evaluacion del tratamiento con células NK alogénicas

Para evaluar la accién antitumoral de las células NK in vivo se consideraron tres grupos

de estudio:

e Control: se administraron 10 pg de IL-2 /ratén (equivalente a 5x10* Ul) en medio RPMI
basal por dosis.

e Tratamiento temprano: iniciado cuando el tumor fue detectable por palpacidn
(volumen: < 50 mm3). Se administraron 10 pg de IL-2/ratén junto con 10x10° células NK

alogénicas activadas por dosis.
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e Tratamiento tardio: iniciado cuando el tumor fue detectable visualmente (volumen: 50-
150 mm3). Se administraron 10 pg de IL-2/ratdn junto con 10x10° células NK alogénicas

activadas por dosis.

En todos los grupos se fij6 un mismo esquema de tratamiento, con tres
administraciones por via intraperitoneal (i.p.) en intervalos de 48 h. En cada una de estas
administraciones se incluyd la IL-2 ya que se trata de un factor esencial para la supervivencia y

proliferacién de las células NK expandidas (535-537).

Para la obtencion de las células NK expandidas, se partié de PBMCs de diferentes
donantes en los que se eliminaron las células CD3* y se estimularon las células NK con la linea
celular R69-EBV*, en combinacidn con IL-2 e IL-15, durante 14-21 dias (apartado 3.1.2.2.2).
Previamente a su administracién, se comprobd que la pureza de las células NK en el cultivo era

> 90%, a través del marcaje CD3/CD56 (apartado 3.3.3.1).

3.6 Analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron con el programa Prism5.0 (GraphPad Software, Inc.,

San Diego), segln se describa en los respectivos pies de figura.

Para comparar las diferencias entre dos grupos se utilizd la prueba t-student de dos
colas, para datos pareados o no pareados en funcién de la relacidon entre los grupos
experimentales. Para comparar tres o mas grupos, se utilizd el ANOVA de un factor, con el post-
test de Bonferroni. Cuando se consideraron dos fuentes de variacion, se utilizé el ANOVA de dos

factores, igualmente con el post-test de Bonferroni.

En el ensayo de viabilidad celular a través de PrestoBlue® se determind el ECs
(Concentracién Efectiva 50; dosis que produce la muerte del 50% de las células), para cada una
de las lineas celulares, mediante un analisis de regresion no lineal. En los ensayos in vivo, las
diferencias en la supervivencia de los grupos se determinaron a través de la curva Kaplan Meier,

utilizando el test Log-rank (Mantel-Cox).
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La significacion estadistica se estableci6 como p<0,05; siendo *<0,05, **<0,01 vy

**%<0,001. El simbolo ns indica “no significativo”.
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4.Resultados y discusion

4.1 Caracterizacion de los cultivos celulares de CCR

El CCR es una enfermedad heterogénea a nivel molecular. Los distintos patrones de
mutaciones afectan al perfil inmunolégico del tumor, asi como al prondstico y a la respuesta al
tratamiento del paciente. Por ello, para estudiar el poder anti-tumoral de un protocolo de ACT
basado en células NK alogénicas se establecid una coleccidn de lineas celulares de CCR que

representara la diversidad de dichos patrones (Tabla 4.1).

Tabla 4.1 Coleccién de lineas celulares de CCR. Adaptado de (538, 539)

Linea Ine'stabllld’a.d en Hl.per.-’ BRAF p—
celular microsatélites metilacion
MSS CIMP - wt wt wt wt E204X
Y103F 6
Colo-201 MSS CIMP + wt V600E wt wt
Y103pf*37
Y103F 6
Colo-205 MSS CIMP + wt V600E wt wt
Y103pf*37
E545K
MSI CIMP + G13D wt wt S241F
D549N
HCT-116 MSI CIMP + G13D wt H1047R wt wt
MSS CIMP + wt V600E P449T wt R273H
G13D
MSI CIMP - wt wt wt wt
A14V
SKCO- 15 - - - - - - -
R273H
MSS CIMP - G12v wt wt wt
P309S

CIMP: del inglés, CpG Island Methylator Phenotype; MSI: del inglés, Microsatellite Inestability;
MSS: del inglés, Microsatellite Stable; wt: fenotipo silvestre, del inglés wild type

Ademas de las diferencias inherentes a cada tipo tumoral, los tumores pueden
desarrollar mutaciones adquiridas por la presion terapéutica. Por ejemplo, son frecuentes las
mutaciones que afecten a la via de la apoptosis. Es por ello que también se establecié el cultivo

de una linea de HCT-116 mutada (Tabla 4.2).
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Tabla 4.2 Coleccion de lineas de CCR con deficiencias la via de la apoptética

Linea celular Mutaciones en la via de la apoptosis

HCT-116 wt

HCT-116 mut bax/bak’"

4.1.1 Establecimiento de los cultivos de las lineas celulares de CCR

A partir de los cultivos convencionales en placa (2D), se generaron esferoides (3D) que
representaran la arquitectura de un tumor in vivo (Figura 4.1). Se utilizé el método de la gota

colgante, con la adicién de Methocell como agente viscosocante y scaffold (apartado 3.1.1.3).

La cinética de formacidn de los esferoides vario entre lineas celualres. Asi, CaCo-2, HCT-
116, HT-29 y DLD-1 formaron esferoides compactos en un tiempo de 48 h y un porcentaje del
20% de Methocell. No obstante, se observaron distintas morfologias: las lineas celulares HCT-
116, HT-29 y DLD-1 dieron lugar a esferoides redondos, aunque el nivel de compactacién de

HCT-116 fue menor. Mientras, la linea CaCo-2 presentd una estructura tipo cluster.

Por otro lado, las lineas celulares HCT-116 mut, LoVo, SKCo-15 y SW620 formaron
esferoides tras 72 h de incubacién y un porcentaje del 30% de Methocell. En estas condiciones,
todos los esferoides resultaron compactos, salvo los generados por SW620. Esta linea celular
formé un agregado facilmente disociable que, tras aspiracién, dio lugar a una dispersion de
agregados de distinto tamafo. En cuanto a la morfologia, todas resultaron en una estructura
tipo masa donde, a diferencia de los esferoides de las lineas celulares HT-29 y DLD-1, no se

observé un perimetro bien definido, lo que se asocia a la menor compactacion del esferoide.

Las lineas celulares Colo-201 y Colo-205 no formaron esferoide en ninguna de las
condiciones anteriores, ni tampoco aumentando el tiempo de formacién o la concentracidn de
Methocell. En éstas se obtuvo un agregado celular facilmente disociable que, tras aspiracién, dio
lugar a una suspensidon monocelular. Es por ello que se seleccionaron las condiciones de menor

tiempo y concentracion de scaffold.
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CaCo-2 HCT-116 mut
Colo-201 HT-29
Colo-205 LoVo

DLD-1 SKCO-15

HCT-116

Figura 4.1A Morfologia de los cultivos de las lineas de CCR en 2D. Los cultivos en 2D se establecieron de
modo convencional en placa. Los cultivos 3D se generaron a partir del método de la gota colgante con
unas condiciones definidas para cada linea celular, como se indica en materiales y métodos (apartado
3.1.1.3). Se recogieron las imagenes de los cultivos establecidos a través de un sistema de camara
acoplado a un microscopio invertido. La linea de escala representa una longitud de 200 pum.
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CaCo-2 HCT-116 mut
Colo-201 HT-29
Colo-205 LoVo

DLD-1 SKCO-15

HCT-116 SW620

Figura 4.1 BMorfologia de los cultivos de las lineas de CCR en 3D. Los cultivos en 2D se establecieron de
modo convencional en placa. Los cultivos 3D se generaron a partir del método de la gota colgante con
unas condiciones definidas para cada linea celular, como se indica en materiales y métodos (apartado
3.1.1.3). Se recogieron las imagenes de los cultivos establecidos a través de un sistema de camara
acoplado a un microscopio invertido. La linea de escala representa una longitud de 200 pum.
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4.1.2 Anadlisis de los ligandos de células NK en cultivos 2D y 3D

El efecto citotdxico de las células NK depende de la integracion de sefiales a través de
sus receptores de superficie. Por ello, diferencias en el patrén de expresiéon de los ligandos
involucrados en la adhesidn, activacién e inhibicidn de las células NK se pueden asociar a una
mayor o menor sensibilidad de las células tumorales al ataque de estas células efectoras.

Ademas, la expresion de estos ligandos puede verse afectada por las condiciones de cultivo.

Para caracterizar el perfil de expresidon de las lineas de CCR se realizé un fenotipado de
las suspensiones monocelulares provenientes de cultivos en 2D y 3D, a través de citometria de
flujo (Anexo 3). Se compararon las intensidades medias de fluorescencia (MFI; del inglés, Mean
Fluorescence Intensity) entre las dos condiciones de cultivo y se analizaron las diferencias
asociadas a la arquitectura 3D (test t de Student). Posteriormente, se clasificaron las lineas en
funcién del nivel de expresidn de los ligandos (alto, medio o bajo; Tabla 4.3 y Tabla 4.4). Debido
alacomplejidad en la interpretacidn del andlisis estadistico (ANOVA de un factor), se tomé como
referencia el mayor MFI para cada ligando. Se considerd que las lineas con MFI inferior al 25%
del valor de referencia presentaban una baja expresion. Por el contrario, las lineas con un MFI
superior al 75% presentaban una alta expresion. El resto de las lineas se clasificaron en un nivel

medio.

En primer lugar, se estudié ICAM-1 como un ligando de adhesién que, al asociarse a
LFA-1, permite la formacién de la sinapsis inmunoldgica. En el cultivo en 2D, la linea celular HCT-
116 presentd un nivel de expresion alto; mientras que CaCo-2, Colo-201, Colo-205; HCT-116
mut, HT-29 y SW620 presentaron niveles bajos. El cultivo en 3D supuso un incremento

significativo en los niveles de ICAM-1 en la linea celular LoVo (Figura 4.2).

Posteriormente, se analizaron los ligandos de inhibicion HLA-ABC y HLA-E, que se
asocian a receptores KIR y NKG2A respectivamente. En cuanto a HLA-ABC, en condiciones de
cultivo 2D, la linea celular HCT-116 mut presentd el mayor nivel de expresion; mientras que
Caco-2, Colo-201, Colo-205, DLD-1, LoVo y SKCO presentaron niveles bajos. El cultivo en 3D
supuso un descenso significativo en el nivel de HLA-ABC en las lineas celulares HCT-116, HCT-
116 mut, HT-29 y SW620 (Figura 4.2). En estas condiciones, sélo HCT-116 y HCT-116 mut se
incluyeron en el grupo de nivel de expresién medio. En cuanto a HLA-E, todas las lineas celulares

mostraron una expresion homogénea en ambas condiciones de cultivo (Figura 4.2).
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El ligando HLA-G puede sefializar tanto para activacion como para inhibicidn a través de
su unidn a NKG2A. También en este caso se observd una expresion homogénea del ligando en

ambas condiciones de cultivo (Figura 4.2).

En cuanto a los ligandos de activacién, se analizé la expresion de MICA/B y los ULBPs,
que sefializan a través de NKG2D (Figura 4.2). El nivel de MICA/B se mantuvo bajo en todas las
lineas celulares en condiciones de cultivo 2D. La conformacién 3D supuso un incremento
significativo de su expresién en Colo-201, HCT-116, SKCO-15 y SW620. De este modo, HCT-116
y SKCO presentaron niveles altos de expresion y Colo-201 niveles medios; mientras que el nivel
de SW620 se mantuvo en el rango bajo. El andlisis de la expresién de los ULBPs se realizd
mediante la deteccién de ULBP1, ULBP2/5/6, o su combinacion. Los marcajes independientes
revelaron una contribucién similar de ambos al nivel total observado con la combinacion (Anexo
3). De este modo, la comparacién entre lineas se realizé a partir del nivel total observado, donde

los resultados mostraron una expresion homogénea entre las lineas celulares.

También se estudidé la expresion de B7-H6, como ligando del receptor NKp30. En
condiciones 2D, la linea celular Colo-201 mostrd un nivel de expresion alto; mientras que las
DLD-1 y SKCO-15 presentaron niveles bajos. Con el cultivo en 3D, tanto la linea celular HCT-116
como SW620 alcanzaron niveles altos de B7-H6. Sin embargo, este incremento sélo resulté

significativo para la linea HCT-116 (Figura 4.2).

Por otro lado, tanto Nectina-2 como PVR se asocian al co-receptor DNAM-1. Por ello, se
analizo el nivel de expresiéon de ambas de manera individual y combinada. Asi, se observé que
la mayor contribucidn al nivel de expresion total de los ligandos de DNAM-1 provenia de PVR
(Anexo 3). A partir de estos niveles totales, se realizd la comparacidn entre las lineas celulares y
las condiciones de cultivo (Figura 4.2). La linea celular HCT-116 mostré el mayor nivel de
expresion; mientras las lineas celulares LoVo y SW620 mostraron niveles bajos. El cultivo en 3D
supuso un descenso significativo en el nivel de HCT-116 mut, aunque la expresién se mantuvo

dentro del rango medio.
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Taba 4.3 Nivel de expresion de los ligandos para checkpoints convencionales de las células NK

ICAM-1 | HLA-ABC | HLA-E HLA-G | mica/e | uLBPps Nec;{;’:'zl B7-H6 ‘

HCT-116 o e

HCT-116 - - - - - - - -
mut

HT-29 S R

LoVo - - - - - - - -

SKCO- 15 : : : : :

SW620 : : - - : : : :
2D 3D | 2D : 3D | 2D 3D | 2D 3D | 2D 3D | 2D 3D | 2D 3D | 2D 3D

Simbolo -: nivel de expresidn bajo (color gris); Simbolo +: nivel de expresién medio (color verde); Simbolo
++: nivel de expresidn alto (color naranja).
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Figura 4.2 Expresion de los ligandos para checkpoints convencionales de las células NK. Se obtuvieron
suspensiones monocelulares de los cultivos de CCR y se analizé de la expresidon de los distintos ligandos
mediante citometria de flujo, como se describe en materiales y métodos (apartado 3.3.3.1). En los
diagramas de barras se muestra la MFI para los cultivos en 2D (blanco) y 3D (azul). Los datos representan
la mediazSEM de al menos 3 experimentos independientes. Se realizd el analisis estadistico test t de
Student, donde * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

112



RESULTADOS Y DSCUSION

Finalmente, se analizaron los ligandos de los receptores considerados checkpoints
emergentes en células NK, dadao que su expresién y funcidn se ha asociado tradicionalmente a

los linfocitos T: PD-L1, PD-L2, HLA-II, Gal-9, CEACAM-1 y PS.

PD-L1 y PD-L2 se asocian al receptor PD-1. La expresién de PD-L1, en condiciones de
cultivo en 2D, fue media en todas las lineas celulares. El cultivo en condiciones 3D supuso un
incremento significativo para CaCo-2 y HT29. La expresién de PD-L2 fue bastante homogénea en
todas las lineas celulares, si bien los mayores valores se observaron en las lineas Colo-201 y
SW620 en condiciones 3D. Sin embargo, el establecimiento de la arquitectura 3D supuso un

incremento significativo del nivel de PD-L2 en la linea Colo-201 (Figura 4.3).

El eje PD-1/PD-L1 cuenta con mAbs bloqueantes aprobados como una nueva alternativa
en el tratamiento del cancer, incluso ya en primera linea para algunos tipos tumorales (540). Sin
embargo, el papel de otros ejes como el de TIM-3 o LAG-3 y sus ligandos estdn menos
estudiados. Por ello, se seleccionaron 5 lineas representativas de CCR para estudiar el perfil de

expresion.

La molécula HLA-Il se asocia al receptor LAG-3. Dentro de las lineas seleccionadas, sdlo
SKCO-15 expresd HLA-II. Para ésta, se observaron una poblacién positiva que varié entre el 45-
100% en el cultivo en 2D, y entre el 57-100% en el cultivo en 3D (Figura 4.3). Esta poblacion

positiva presentd una expresién dispersa en cuanto al nivel de intensidad.

Por otro lado, las moléculas Gal-9, CEACAM-1 y PS se asocian al receptor TIM-3. Gal-9
es una proteina secretada en forma soluble, por lo que su deteccidon en las lineas de CCR se
realizé a nivel intracelular. En los cultivos en 2D, las lineas celulares mostraron niveles de
expresion medios. En el cultivo en 3D la linea celular DLD-1 aumentoé significativamente la
expresion de Gal-9, adquiriendo un nivel alto (Figura 4.3). En cuanto a CEACAM-1, el nivel de
expresion fue medio en los cultivos en 2D de las lineas celulares CaCo-2 y HT-29. Ademas, el
cultivo en 3D supuso un incremento significativo para ambas lineas, aunque en mayor medida
para la linea HT29 (Figura 4.3). Mientras, el resto de las lineas celulares mantuvieron valores
bajos. Ademas, para este ligando, la linea SKCO-15 presenté un patréon de expresion diferente.
Independientemente de las condiciones de cultivo, se apreciaron dos poblaciones con mayor

(20-40%) o menor (60-80%) intensidad de sefial (Figura 4.3). En este caso, la primera de ellas fue
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la seleccionada en la comparacién con las otras lineas. Por ultimo se analizé la expresion de PS,
que presenté niveles altos en la linea Caco-2 y niveles bajos en la linea DLD-1. El cultivo en
condiciones 3D supuso una mayor homogeneidad entre las lineas, con un descenso significativo

en la expresién de las lineas CaCo-2 y HT-29 (Figura 4.3).

Tabla 4.4 Nivel de expresion de los ligandos para checkpoints emergentes de las células NK
PD-L1 PD-L2 HLA-II m CEACAM “
CaCo-2 - .
Colo-201

ColLo-205

HCT-116

SKCO- 15

Simbolo -: nivel de expresidn bajo (color gris); Simbolo +: nivel de expresién medio (color verde); Simbolo
++: nivel de expresidn alto (color naranja).
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Figura 4.3 Expresion de los ligandos para checkpoints emergentes de las células NK. Se obtuvieron
suspensiones monocelulares de los cultivos de CCR y se analizé de la expresidon de los distintos ligandos
mediante citometria de flujo, como se describe en materiales y métodos (apartado 3.3.3.1). En los
diagramas de barras se muestra la MFI para los cultivos en 2D (blanco) y 3D (azul). Los datos representan
la mediazSEM de al menos 3 experimentos independientes. Se realizé el analisis estadistico test t de
Student, donde * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. Se incluyen también los histogramas que muestran
una determinacion representativa del patrén de expresion caracteristico de la linea SKCO-15 en 2D (linea
continua) y 3D (linea punteada) frente al control FMO (del inglés, Fluorescence Minus One; gris).
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4.1.3 Anadlisis de la sensibilidad a tratamientos de quimioterapia

Una de las caracteristicas que define a los subgrupos de CCR es la presencia de errores
en la maquinaria de reparacién del DNA. Ademas, el estado MSlI se ha asociado con la resistencia
a los tratamientos de quimioterapia (541). El 5-FU es un farmaco que se incluye en la mayoria
de los esquemas de quimioterapia frente al CCR, pero la tasa de respuesta en monoterapia es
tan soélo de un 20%. Con el objetivo de conocer si la ACT basada en células NK alogénicas
activadas es capaz de eliminar tumores con resistencia a los tratamientos convencionales, se

determind la sensibilidad de las lineas de CCR al efecto del 5-FU.

Se seleccionaron las 5 lineas de CCR que ya se han descrito en el (apartado 4.1.2): CaCo-
2, DLD-1, HCT-116, HT-29 y SK-CO15. Se expusieron a concentraciones crecientes de 5-FU

durante 72 hy se determind el porcentaje de supervivencia a través de Prestoblue® (Figura 4.4).
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© - HCT-116  (3,3+1,1uM)
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Figura 4.4 Evaluacion de la sensibilidad de las lineas de CCR al efecto del 5-FU. Se sembraron 5.000
células por pocillo en una placa de 96 pocillos, y se afadieron concentraciones crecientes de 5-FU (0; 0,01;
0,1;1; 2,5; 5; 10; 50 y 100 uM) como se indica en materiales y métodos (apartado 3.2). Tras 72 h se afiadid
el reactivo Prestoblue® para determinar la viabilidad celular, en base a la fluorescencia emitida respecto
a la control. Los datos se integraron con el mejor ajuste de la curva de regresion no lineal y se determind
el IC,so. La grafica representa la media +SEM de al menos 3 experimentos independientes. Para comparar
los ICso se realizo el andlisis estadistico ANOVA de un factor, donde ***p<0,001.

La linea DLD-1 resulté ser la mas resistente al tratamiento con 5-FU, cuyo ICso (34,4 uM)
fue estadisticamente superior al del resto de las lineas. Por el contrario, la linea SKCO-15 cuenta
con el menor ICsp (2,1 uM). Este valor fue inferior al de las lineas CaCo-2 (5,7 uM; p<0,01) y HT-
29 (4,5 uM; p<0,01); pero no al de la linea HCT-116 (3,3 uM; p>0,05).
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4.1.4 Discusion

El CCR es una patologia compleja, con distintos patrones de mutaciones en base a las
que se clasifica en 4 subtipos moleculares: CMS1 o MSI inmune, CMS2 o canénico, CMS3 o
metabdlico y CMS4 o mesenquimal (apartado 1.4.2). Los modelos de estudio del CCR deben
tener en cuenta esta heterogeneidad para proporcionar datos representativos de la situacién
clinica. De este modo, diversos trabajos han definido las caracteristicas de las lineas celulares
que se utilizan como modelo pre-clinico. Como resultado, estos estudios han determinado que
las lineas celulares de CCR son capaces de reproducir la diversidad de los tumores primarios

(542, 543).

El panel de lineas celulares utilizado en este trabajo se distribuye entre los distintos
subgrupos moleculares descritos. No obstante, existen variaciones en la clasificacion en funcién
de los estudios, probablemente debido al perfil de expresidén génica que considera cada uno de
ellos. Una de las clasificaciones se considera que dentro del grupo CMS1 se encuentran las lineas
celulares Colo-201, Colo-205, DLD-1 y LoVo; dentro del grupo CMS3 se encuentran las linea
celular HT-29; y finalmente, dentro del grupo CMS4 se encuentran las lineas celulares CaCo-2,
HCT-116 y SW620 (538, 544). Mientras que otra engloba a la linea celular HCT-116 dentro del
grupo CMS1 y deja sin clasificar la SW620, Colo-205 y HT-29 (545). No se dispuso de ninguna
linea del subgrupo CMS2, cuyo estudio puede resultar interesante en futuros trabajos con el
objetivo de valorar la ACT basada en células NK alogénicas activadas. Por otro lado, este panel
también manifiesta la diversidad dentro de cada subgrupo. Por ejemplo, aunque el CMS1 suele
estar definido por tumores MSI, las lineas Colo-201 y Colo-205 tienen un estado MSS. Por el
contrario, los tumores CMS4 suelen estar definidos por un estado MSS, aunque la linea HCT-116

tiene un estado MSI.

En relacién con los subgrupos moleculares, algunos trabajos han establecido una
clasificacidn de las lineas celulares en funcién del nivel de mutacién. Este nivel mutacional se
asocia tanto al perfil MSI como a la presencia de otras mutaciones en la DNA polimerasa € (POLE)
(538, 542). Dentro del grupo de alta tasa de mutacidn se sitdan las lineas DLD-1> HCT-116> LoVo;
y dentro del grupo de baja tasa de mutacidn se situan las lineas SW620> HT-29> Colo-201> Colo-
205. Por su parte, las lineas CaCo-2 y SKCO-15 no fueron incluidas en el estudio (542). Ademas,
los cambios en la expresidén génica han permitido agrupar, por sus similitudes, a los tumores

CMS1/4 y CMS2/3 (543, 546).
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Todos estos cambios a nivel del genoma y del epigenoma son responsables de la
sobreexpresién o la disminucién de ligandos para los receptores de las células NK. De hecho,
como se explicard a continuacién, estudios realizados sobre muestras de pacientes han
detectado alteraciones asociadas a la zona tumoral respecto a la mucosa normal. No obstante,
aunque las caracteristicas intrinsecas a las lineas celulares puedan reproducir la diversidad de
los tumores primarios, constituyen un modelo de estudio limitado a la hora de reproducir la
fisiologia del tumor. Por ello, se establecid un modelo 3D basado en esferoides a partir de los
cultivos convencionales de las lineas de CCR. Este modelo también se ha aplicado en otros
estudios recogidos en la literatura para caracterizar la biologia o la sensibilidad de los cultivos
3D a distintos tratamientos (501, 547-549). Aunque existe diversidad en cuanto a las
metodologias empleadas para su generacidn, las caracteristicas morfolédgicas de los esferoides
descritos en los demas estudios reflejan las observadas en este trabajo. En general, se distinguen
lineas con buena compactacién (como DLD-1 o HT-29) o lineas que generan agregados poco
compactos (como SW620 o Colo-205). Pero en realidad se distinguieron una variedad de grados
de compactacion y de morfologias entre las lineas del panel estudiado. El impacto de esta
arquitectura sobre la expresion génica de las células tumorales ya ha sido descrito por en
algunos estudios, especialmente en relacion con la adquisicidon de un fenotipo metastasico (550-
553). Sin embargo, su efecto sobre la expresién de moléculas que regulan la inmunidad

antitumoral, por ejemplo los ligandos de las células NK, es menos conocido.

Dentro de las alteraciones encontradas en los pacientes con CRC se ha observado que
se produce un incremento del ligando de adhesién ICAM-1 en el tejido tumoral frente a la
mucosa (434). Ademas, la presencia de ICAM-1 se ha asociado a la infiltracién linfocitaria (554);
mientras que su pérdida se correlaciona con un peor prondstico (555, 556). No obstante, algunos
estudios han relacionado la expresion de ICAM-1 con la unién de las células tumorales al
endotelio y, con ello, la metastasis (557, 558). En este trabajo, las lineas que tienen un perfil MSI
(HCT-116, LoVo y DLD-1) son las que mostraron los mayores niveles de expresién, lo que se

podria relacionar con una mayor infiltracién inmunitaria, tal y como se ha descrito (554).

En cuanto a los ligandos de inhibicion, algunos estudios han revelado la disminucién de
HLA-l en los tumores de CCR, especialmente en los MSI (428). Siguiendo con los cultivos
convencionales, las lineas HCT-116 mut, HCT-116, HT-29 y SW620 presentaron una expresion
elevada de HLA-ABC; tal y como se muestra en Miyagi et al. para la linea HCT-116 (559). Entre

ellas, las dos ultimas lineas se corresponden con tumores MSS. Por el contrario, las lineas DLD-
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1, LoVo y SKCO-15 carecieron de HLA-ABC, como también se muestra en Miyagui et al. (559). En
este caso, las lineas DLD-1y LoVo se corresponden con tumores MSI que presentan mutaciones
en la cadena B2- microglobulina (560). Por otro lado, la sobreexpresion de HLA-E y HLA-G en los
tumores de CRC se correlaciona con un peor pronodstico (apartado 1.4.1.3). Los estudios
observacionales han mostrado una mayor expresion de estas moléculas en tumores CMS1, pero
también en los demas subgrupos moleculares (421). En este trabajo, e igual que se recoge en
otros estudios in vitro, los niveles de HLA-E (439) y HLA-G (561) resultaron homogéneos entre

las lineas, aunque parece ser bajo en comparcién con el HLA-I clasico.

Los ligandos de estrés celular MICA/B, que se unen a NKG2D, se han asociado al tejido
tumoral de CCR y su expresion se ha correlacionado con un mejor prondstico. Por otro lado, los
ULBPs, también ligandos de NKG2D, se han detectado en muestras de CCR, pero su impacto en
el pronéstico de los pacientes no esta tan claro (562, 563) . En relacion lo observado por otros
estudios sobre lineas de CCR ((562), en este trabajo se encontraron niveles bajos de MICA/B y
los ULBPs en comparacién con otros ligandos de activacion como PVR. Entre ellos, e igual que se
ha descrito para muestras de tumores primarios, el nivel de los ULBPs resulté mas débil que el
de MICA/B (562, 563), cuyo nivel también se vio incrementado con el cultivo en 3D para las
lineas celulares HCT-116, SKCO-15 y SW620. Sin embargo, algunos estudios han observado que
la localizacion de MICA/B es predominantemente intracelular (564). A través de vesiculas, o por
el proceso de shedding, estos ligandos pueden ser liberados por las células tumorales como
mecanismo de evasién al ataque de las células NK (565). Asi, algunos estudios para otros tipos
de céncer han asociado el nivel bajo de ligandos solubles con un mejor prondstico (432). No
obstante, en este trabajo no se ha evaluado el nivel de expresién intracelular o su liberacion al

medio.

La molécula B7-H6 también se ha encontrado asociada a los tejidos transformados,
mientras que no se ha observado expresada en tejido sano (566). De hecho, se ha relacionado
con el desarrollo y progresién tumoral en varios tipos de tumores (567) y se ha valorado como
una diana a la que dirigir terapias basadas en CAR (568). En este sentido, distintas publicaciones
han mostrado su expresidn extracelular en diversas lineas tumorales (566), y en este trabajo se

detectd en todo el panel de lineas de CCR.

Por su parte, los ligandos para el receptor de co-estimulacion DNAM-1 y el de co-

inhibicidn TIGIT, se han detectado sobreexpresados en varios tipos tumorales como el CCR, y se
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correlacionan con la progresién tumoral y un peor prondstico (569, 570). Del mismo modo que
reportaron Zhang et al., las lineas celulares de CCR presentan altos niveles de CD155, mientras
que el nivel de CD112 suele ser menor. No obstante, en contra a lo observado en este trabajo,
identificaron una alta expresidon de CD112 en la linea Colo-205 (562). Por otro lado, el cultivo en
condiciones 3D supuso una disminucidn significativa del nivel de estos ligandos en la linea celular

HCT-116 mut, aprecidndose asi diferencias con su homologa wt.

La introduccion de nuevos mAbs dirigidos frente a checkpoints emergentes ha
convertido en un aspecto clave la caracterizacién de sus ligandos entre los distintos tumores. El
CCR, concretamente, presenta distinto inmunofenotipo entre los 4 subgrupos moleculares
(546). De hecho, los tumores CMS1 y CMS4 son los que se caracterizan por una mayor infiltracion
inmune. Pero son los tumores CMS1 los asociados a una respuesta Thl. En ese contexto, se han
detectado linfocitos infiltrantes que expresan PD-1y, por tanto, son susceptibles de ser tratados
con los mAbs inhibidores del eje PD-1/PD-L1 (419). En este trabajo, en los cultivos en condiciones
2D, las lineas CaCo-2 y HCT-116 expresaron los mayores niveles de PD-L1. Estos resultados
concuerdan con lo observado por Grenga et al. (571), donde la linea CaCo-2 superaba el nivel de
expresion de las lineas Colo-205, HT-29 y SW620. Por otro lado, el cultivo en condiciones 3D
supuso el incremento de PD-L1 en las lineas CaCo-2 y HT-29. En este sentido, algunos estudios
basados en muestras de pacientes han correlacionado la expresidon de PD-L1 con la infiltracion
linfocitaria, el estado MSI, las mutaciones en BRAF y tumores con rasgos indiferenciados
(CMS1/4) (572, 573). Asi, la linea HCT-116 presenta un estado MSI; y la linea HT-29 mutaciones
en BRAF. Esta caracteristica de la linea HT-29 resulta interesante ya que se escapa al patrén
normal de los tumores CMS3, que cuentan con mutaciones en KRAS. No obstante, existen datos
que asocian el genotipo MSS/BRAF mut a tumores muy agresivos y con mal prondstico (574).
Por otro lado, se ha visto que el cultivo en 3D genera cambios en la expresidn de distintos genes
en diversas lineas de CCR (547). Uno de estos cambios implica una mayor sefializacion a través
de la via MAPK. Si bien la sobreexpesion de PD-L1 estd inducida por mutaciones en BRAF (575),
esta mayor sefalizacion a través de la via MAPK en la linea HT-29 podria explicar el aumento de
la expresién de PD-L1 en condiciones 3D. Sorprendentemente, la linea CaCo-2 presenta
estabilidad cromosdmica (MSS) y un fenotipo de KRAS y BRAF wt. Ademas, el cultivo en
condiciones 3D promueve su diferenciacion a un fenotipo epitelial, aunque en cultivos de mas
de 6 dias (576, 577). Del mismo modo, ninguna de las lineas clasificadas en el grupo CMS1
expresaron altos niveles de PD-L1. No obstante, la sobreexpresion de PD-L1 en los tumores esta

regulada por algunos factores del microentorno, como el IFN-y liberado por los linfocitos
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infiltrantes (578, 579). Esto explicaria las diferencias en la expresion de PD-L1 encontradas en
los distintos subgrupos de CCR con distinto inmunofenotipo; asi como los resultados que se
encontraron en los cultivos in vitro, en ausencia de otras poblaciones inmunes que modulen a
las células tumorales. En cuanto a PD-L2, inicialmente las muestras de biopsias asociaron su
expresién a macréfagos y DCs mds que a las células tumorales. Sin embargo, también se ha
encontrado en muestras tumorales de pacientes de CCR, identificando a un grupo de mal
prondstico. Ademas, su sobreexpresidon también se ha asociado al efecto del IFN-y (579). Por

ello, no resulta extrafio el perfilhomogéneo que se observd en su expresion en las lineas de CCR.

Otro de los ejes propuestos en el campo de la inmunoterapia es el de LAG-3 y sus
ligandos, como el HLA-II. El HLA-II se ha visto sobreexpresado por algunos tumores de CRC en
comparacién con los adenomas y la mucosa normal (580). Ademas, su disminucidn se ha
asociado a escape tumoral y a un peor prondstico (580, 581). En el estudio de Sconocchia et al.
(580) también se caracterizd la expresion de HLA-Il en varias lineas celulares de CCR, como HCT-
116 y HT-29, que en condiciones basales no mostraron expresién del ligando. Igualmente, en
nuestro trabajo, la linea SKCO-15 fue la Unica que expresd HLA-II. Al estudiar el mecanismo que
lleva a la pérdida de HLA-II, especialmente en tumores y lineas celulares MSI, el estudio de
Michel et al. identificd la presencia de mutaciones en algunos los genes que regulan su expresion

(582).

Finalmente, el eje TIM-3 y sus ligandos también contribuyen a la actividad antitumoral
de las células efectoras. Concretamente, Gal-9 constituye uno de los principales ligandos de este
receptor. En el CCR la expresion de Gal-9 se ha asociado a buen prondstico (583). Sin embargo,
también esta relacionada con el escape al sistema inmune (584, 585), aunque el efecto que
tiene sobre las células NK no estd claro. De hecho, se ha encontado que la interaccion de Gal-9
con TIM-3 puede inducir la liberacién de IFN-y (586), pero también disminuir su capacidad
citotéxica (587). Por otro lado, existen estudios acerca del patron de expresion de otras
galectinas (1, 3 y 8) en lineas de CCR (588), pero no acerca de Gal-9. En este trabajo se observé
una tendencia hacia una mayor expresién de Gal-9 intracelular en los cultivos en 3D, aunque
solo fue significativa para la linea HT-29. Este incremento puede estar debido a una menor
liberacion de la molécula soluble al medio extracelular y su consiguiente acumulacién en el
citosol. Por su parte, el marcaje de Gal-9 como proteina de membrana resultd negativo para

todas las lineas (Anexo 3).
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Otro ligando para el receptor TIM-3 es CEACAM-1. Algunos estudios han observado que
la expresion de CEACAM-1 disminuye en el tejido tumoral de pacientes con CRC respecto a la
mucosa normal (589). Ademads, esta proteina actia como un regulador de la proliferacion y
progresion tumoral (589). De hecho, su posterior sobreexpresion esta asociada a metastasis
(590, 591). En este trabajo, los mayores niveles de expresion de CEACAM-1 se correspondieron
con las lineas CaCo-2 y HT-29, que también se vieron incrementados con el cultivo en 3D. En el
caso de la linea CaCo-2, el cultivo en 3D promueve su diferenciacion hacia caracteristicas
epiteliales, por lo que la sobreexpresion de CEACAM-1 puede estar vinculada a este fenémeno.
Sin embargo, en el caso de la linea HT-29 puede estar asociado a un fenotipo con mayor
capacidad de invasion. De hecho en un estudio realizado por Luca et al. se ha demostrado que
los esferoides de la linea HT-29 poseen una capacidad de invasion superior a los de las lineas

Colo-205> LoVo> DLD-1> CaCo-2 (501).

También dentro de los ligandos de TIM-3, algunos tumores como el melanoma,
neuroblastoma o carinoma gdstrico, han mostrado expresar PS en la cara externa de la
membrana plasmatica debido al entorno de estrés (hipoxia, ROS y acidez) (213, 592, 593). Esta
expresién andmala se ha asociado a un aclaramiento defectuoso por parte de los macroéfagos,
asi como a un efecto de inhibicidn de las células efectoras (213, 594). Los resultados de este
trabajo mostraron una expresién homogénea entre las distintas lineas estudiadas. Por otro lado,
en la literatura esta descrito que la deteccidn de PS es sensible al efecto de la tripsina utilizada
para levantar las células adherentes (213). No obstante, el protocolo utilizado para levantar las
células adherentes utilizadas para el marcaje de PS fue el mismo que el empleado en los ensayos
de citotoxicidad, donde se observd un correcto marcaje tras la unién de la proteina Anexina-V-

FITC.

En este sentido conviene puntualizar que, al igual que se ha descrito para la PS, el
procedimiento de levantamiento y disgregacion celular podria afectar a la deteccidon de los
demas ligandos de superficie. Para evitar que el resultado se viera afectado por el efecto de la
tripsina, se monitorizo el tiempo de incubacién a partir del cual se detectaba una disminucién
del nivel de expresion. Aunque este tiempo varié en funcidn del ligando, se fijo un tiempo

maximo de 10 min para cada incubacion.
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Ya al margen de los cambios fenotipicos en las células tumorales, el patron mutacional
del CCR tiene una implicacion en la sensibilidad a los tratamientos de quimioterapia. De hecho,
se ha observado que los pacientes con tumores MSI no responden al tratamiento con 5-FU (595).
Y estos mismos resultados se han encontrado al analizar in vitro distintas lineas de CCR (541,
596). Otro de los factores que se ha evaluado en la literatura como condicionante de la respuesta
a 5-FU es el estado de p53. Sin embargo, aunque en algunos contextos parece haber una relacién
entre el fenotipo mutado y una peor respuesta tal tratamiento, existe disparidad en los
resultados sin haberse llegado a un consenso (597-599). Finalmente, algunos estudios con lineas
celulares también han relacionado la respuesta a la exposicidon a largo plazo de 5-FU con el
estado de bax, Bcl-2 y Bcl-x.,(597) pero son unas condiciones que no se han evaluado en este
trabajo. Por el contrario, se evalud la sensibilidad de 5 lineas de CCR expuestas a 5-FU durante
72 h. Segun este ensayo, la linea mas resistente fue la DLD-1, seguida de la linea CaCo-2, HT-29,
HTC-116 y SKCO-15. Tal y como se recoge en el estudio de Bracht et al., las lineas DLD-1, HT-29
y HCT-116 se corresponden con lineas resistentes al tratamiento con 5-FU; observando el mismo
patrén de respuesta que en este trabajo. Por su parte, las lineas CaCo-2 y SKCO-15 no fueron

evaluadas previamente (541).

Aunque en este trabajo no se evalué la toxicidad del 5-FU en el modelo esferoide, otros
estudios apoyan la hipdtesis de que las condiciones de cultivo tienen un impacto en la
sensibilidad a los farmacos. De hecho, desde un nivel teérico, la sensibilidad al antimetabolito
5-FU deberia disminuir en condiciones 3D. En esta arquitectura disminuye la tasa de replicacién
y las zonas donde de divisidn celular se restringen a las capas superficiales (548). Asi, segln
estos estudios, mientras que la linea HCT-116 mantuvo un ECso similar, las lineas HT-29, SW620
y su emparejada SW640, aumentaron la resistencia en el modelo 3D (548, 549). Ademas,

también se describe un efecto interesante del 5-FU en la cohesidon de los esferoides (549).

Por lo tanto, se ha comprobado que tanto las caracteristicas moleculares asociadas a
cada linea celular, como las condiciones de cultivo, generan diferencias en el fenotipo y la
sensibilidad a tratamientos que pueden afectar a la eficacia de la ACT basada en células NK

alogénicas activadas.
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4.2 Evaluacidn de la sensibilidad de las lineas celulares de CCR ataque de las células
NK alogénicas

4.2.1 Estudio de citotoxicidad frente a cultivos 2D

Con el objetivo de determinar la capacidad anti-tumoral de las células NK alogénicas, se
realizd un primer ensayo que comparaba la actividad de las células NK recién purificadas o tras
una activacién “estandar” con la linea estimuladora R69. Se seleccionaron 3 lineas celulares
diana en base a sus diferencias en el patrén de mutaciones (CaCo2, HCT-116 y HT-29) y se
enfrentaron a un ratio efector:diana bajo (1:1), asi como a un ratio alto (6:1). En todos los casos

se analizd la muerte basal sin células NK, tal y como se indica en la Figura 4.5.

7-AAD

eFluor 670

FSC ~__ _— Anexina-V FSC ~_ " Anexina-V

Figura 4.5 Estrategia de seleccion para un ensayo de citotoxicidad en 2D mediante citometria de flujo.
En la figura se muestra un ejemplo representativo de la estrategia de analisis del ensayo de citotoxicidad
de A) las células de CCR solas y B) enfrentadas a células NK previamente marcadas con la sonda
fluorescente eFluor 670. Se selecciond una region (R) con la poblacion de células negativa para el marcaje
de la sonda y se analizd su expresion de PS (Anexina-V-FITC*) y la permeabilizacién de la membrana
plasmatica (7-AAD*) a través de citometria de flujo.

Teniendo en cuenta los dos ratios de ensayo considerados, se observd que las células
NK gue no habian sido activadas no eran capaces de eliminar a las células de CCR (Figura 4.6).
Sin embargo, la activacidn incrementd el potencial citotdxico de las células NK. Asi, las células
NK activadas fueron capaces de inducir la muerte de las lineas celulares de CCR, incluso a un
ratio efector:diana bajo (1:1), con la que se alcanzé un 30-40% de muerte celular. Ademas, se
observé que a un ratio efector:diana alto se alcanzaban mayores niveles de muerte celular,

entorno al 50-60%.
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Figura 4.6 Citotoxicidad de células NK alogénicas frente a lineas celulares de CCR en 2D. Se parti6 de los
PBMCs purificados directamente de sangre periférica, o activados mediante el co-cultivo con la linea
estimuladora R69 durante 5-7 dias. Se enriquecio la poblacion de células NK recién aisladas (nNK) o
activadas (aNK) a través de MACS, y se llevé a cabo su marcaje con la sonda eFluor 670. Seguidamente se
incubaron con las células de CCR sembradas en 2D durante 4 h, a un ratio efector:diana bajo (1:1) o alto
(6:1). La muerte celular se analizd por citometria de flujo, determinando la exposicién de PS en la
membrana externa (anexina-V) y la permeabilizacion de la membrana (7-AAD) en la poblacién negativa
para el marcaje de eFluor 670, como se describe en materiales y métodos. Los datos representan la
mediazSEM de al menos 4 donantes independientes, tras restar los respectivos controles de muerte
celular sin células NK, donde la muerte celular fue siempre <15%. Se realizo el andlisis estadistico test t de
Student, donde ** p<0.01, *** p<0.001.

Posteriormente, las células NK activadas se enfrentaron al panel de lineas celulares de
CCR a varios ratios efector:diana (0,5:1, 1:1, 3:1 y 6:1). Tras analizar la muerte en la poblacién
tumoral, se observaron distintos patrones en la sensibilidad (Figura 4.7). Se considerd que un

porcentaje de muerte celular <20% era indicador de resistencia.

Segun los resultados obtenidos, todas las lineas celulares fueron susceptibles a la
actividad citotéxica de las células NK, aunque se observaron diferencias entre ellas. La linea
celular CaCo-2 mostré un perfil practicamente plano, con un porcentaje de muerte entorno al
35%-45%. Por otro lado, la linea celular Colo-201 mostrd resistencia hasta el ratio efecor:diana
3:1. Sin embargo, a partir de esta condicion, la sensibilidad aumentoé de forma dependiente del
ratio hasta alcanza el 45% de muerte. A pesar de ser lineas celulares emparejadas, la linea celular
Colo-205 presentd un patrdn distinto. En este caso se observé una buena correlacion entre el
porcentaje de muerte y el ratio de células NK. De este modo, mostré una mayor sensibilidad a
ratios efector:diana bajos (1:1). Y a partir de esta condicién, alcanzé los mismos valores de
muerte que la linea celular Colo-201. Este mismo patrdn se observd para las lineas celulares
SW620, LoVo, SKCO-15, HCT-116 y HT-29. En el caso de las dos primeras, alcanzaron una muerte
entorno al 50-55% al mayor ratio efector:diana considerado. Mientras, la linea celular SKCO-

15 alcanzé una muerte del 60%, y las lineas celulares HCT-116, HT-29 lo superaron. Frente a este
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perfil, la linea celular DLD-1 mostré porcentajes de muerte altos (>60%) desde la menor

condicion efector:diana considerada, alcanzando un platé en la muerte celular entorno al 80%.
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Figura 4.7 Citotoxicidad de células NK alogénicas activadas frente a lineas celulares de CCR en 2D. Los
PBMCs se activaron mediante el co-cultivo con la linea estimuladora R69 durante 5-7 dias. La poblacidn
de células NK se enriquecié a través de MACS y se llevd a cabo su marcaje con la sonda eFluor 670.
Seguidamente, se incubaron con las células de CCR sembradas en 2D durante 4 h, a distintos ratios
efector:diana. La muerte celular se analizé por citometria de flujo, determinando la exposicion de PS en
la membrana externa (Anexina-V) y la permeabilizacién de la membrana (7-AAD) en la poblacién negativa
para el marcaje de eFluor 670, como se describe en materiales y métodos. Los datos representan la
mediazSEM de al menos 4 donantes independientes, tras restar los respectivos controles de muerte
celular sin células NK, donde la muerte celular fue siempre <15%.
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A partir de los datos anteriores, las lineas celulares de CCR se ordenaron de menor a
mayor sensibilidad en base a tres criterios: el porcentaje de muerte celular medio a ratio
efector:diana 1:1; el porcentaje de muerte celular medio a ratio efector:diana 6:1; o del valor
ECso, que representa el ratio efector:diana que induciria la muerte del 50% de las células diana

del cultivo.

Se observd que las lineas celulares Colo-201 y Colo-205 eran mas resistentes en todas
las condiciones. Ademads, la linea CaCo-2 también mostré mayor resistencia a ratios
efector:diana mayores de 1:1. Por otro lado, las lineas celulares DLD-1 y HT-29 resultaron las
mas sensibles. Mientras que SKCO-15, HCT-116, SW620 y LoVo presentaron una sensibilidad
media, similar entre ellas. Aun asi, las lineas celulares SKCO-15 y HCT-116 resultaron mas

sensibles que SW620 y LoVoen todas las condiciones (Figura 4.8)

1:1 6:1 EC,,
AN AN AN
DLD-1 DLD-1 DLD-1
'8 HT-29 HT-29 HT-29
= SKCO-15 HCT-116 SKCO-15
el CaCo-2 SKCO-15 HCT-116
E HCT-116 SW620 SW620
O SWe620 LoVo LoVo
n LoVo CaCo-2 Colo-205
Colo-205 Colo-205 Colo-201
| | Colo-201 | | Colo-201 || CaCo-2

Figura 4.8 Sensibilidad de las lineas de CRC al ataque de las células NK en modelo 2D. Las células NK
activadas se enfrentaron a las lineas celulares de CRC a distintos ratios efector:diana y se analizé la muerte
celular por citometria de flujo, determinando la exposicion de PS en la membrana externa (Anexina-V) y
la permeabilizacién de la membrana (7-AAD). Las lineas celulares se ordenaron de menor a mayor
sensibilidad en base al porcentaje de muerte medio de cada una de las linea a ratio efector:diana (1:1) y
(6:1) o el valor ECso, calculado como el ratio efector:diana que induciria la muerte del 50% de las células
diana.
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4.2.2 Estudio de citotoxicidad frente a cultivos 3D

Al igual que en el cultivo 2D, la capacidad anti-tumoral de las células NK frente a
esferoides de CCR se valord utilizando células NK recién purificadas o tras una activacion
“estandar” con la linea estimuladora R69. Se estudiaron las mismas lineas celulares que en el
caso anterior (CaCo2, HCT-116 y HT-29), y se enfrentaron a un ratio efector:diana bajo (1:1) o
alto (6:1). Del mismo modo que en ensayo en 2D, los controles mostraron una muerte basal

<15% (Figura 4.9).
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Figura 4.9 Estrategia de seleccion para un ensayo de citotoxicidad en 3D mediante citometria de flujo.
En la figura se muestra un ejemplo representativo de la estrategia de andlisis del ensayo de citotoxicidad
de A) las células de CCR solas y B) enfrentadas a células NK previamente marcadas con la sonda
fluorescente eFluor 670.. Se selecciond una regidn (R) con la poblacidn de células negativa para el marcaje
de la sonda y se analizd su expresién de PS (Anexina-V-FITC*) y su permeabilizaciéon de membrana
plasmatica (7-AAD*) a través de citometria de flujo.

En este caso se observé que algunos donantes eran capaces de inducir la muerte de los
esferoides de las lineas celulares CaCo-2 y HT-29 tras 48 h de co-incubacién, tanto a ratio
efector:diana bajo como a ratio alto; mientras que la eliminacion de la linea HCT-116 requirid la
activacion de las células NK. Ademas, la activacidn supuso un incremento de capacidad citotdxica
de las células NK frente a los esferoides de las tres lineas de CCR. A un ratio efector:diana bajo
(1:1), este incremento no fue tan evidente, pero si se observé una homogeinizacion en el nivel
de muerte celular inducido por las células NK activadas de los distintos donantes. A un ratio
efector:diana alto (6:1), los niveles de muerte celular resultaron mayores que los obtenidos con
las células NK recién aisladas. Sin embargo, este incremento sélo resulté significativo frente a
los esferoides de la linea celular HCT-116, probablemente debido a la dispersion de los datos

(Figura 4.10).
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Figura 4.10 Citotoxicidad de células NK alogénicas frente a lineas celulares de CCR en 3D. Se partié de
los PBMCs purificados directamente de sangre periférica, o activados mediante el co-cultivo con la linea
estimuladora R69 durante 5-7 dias. Se enriquecié la poblacién de células NK recién asiladas (nNK) o
activadas (aNK) a través de MACS, y se llevo a cabo su marcaje con la sonda eFluor 670. Seguidamente se
incubaron con esferoides de las lineas celulares de CCR durante 48 h, a un ratio efector:diana bajo (1:1) o
alto (6:1). La muerte celular se analizé por citometria de flujo, determinando la exposicion de PS en la
membrana externa (Anexina-V) y la permeabilizacion de la membrana (7-AAD) en la poblacidn negativa
para el marcaje de eFluor 670, como se describe en material y métodos. Los datos representan la
mediazSEM de al menos 4 donantes independientes tras restar los respectivos controles de muerte
celular sin células NK, donde la muerte celular fue siempre <15%. Se realizo el andlisis estadistico test t de
Student, donde *** p<0.001.

A continuacidn, las células NK activadas se enfrentaron a los esferoides del panel de
lineas celulares de CCR a distintos ratios efector:diana (1:1, 3:1 y 6:1), y se observaron los
distintos patrones de sensibilidad al ataque de las células NK (Figura 4.11). De manera paralela
a lo observado en condiciones 2D, la linea CaCo-2 presentd un perfil de muerte bastante
homogéneo entre los ratios estudiados, entorno al 40-60%. Por el contrario, el resto de las lineas
celulares presentaron mayores diferencias entre ratios. Pese a ser lineas celulares emparejadas,
la linea celular Colo-201 mostré mayor resistencia a ratios bajos de células NK que la linea celular
Colo-205. No obstante, ambas alcanzaron el 80% de muerte al ratio efector:diana 6:1. Por su
parte, la linea celular DLD-1 mostré un comportamiento similar a la linea celular Colo-205,
alcanzando un alto porcentaje de muerte (80%) a un ratio efector:diana bajo (1:1). Sin embargo,
otras lineas celulares necesitaron mayores ratios de células NK para alcanzar este nivel de
muerte. Asi, las lineas celulares SCKO-15 y SW620 llegaron al 80% de muerte a ratio
efector:diana 3:1; mientras que la linea LoVo necesitd un ratio 6:1. Por su parte, la linea celular

HT-29 solo alcanzé el 60% de muerte; y la linea celular HCT-116 el 40%.
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Figura 4.11 Citotoxicidad de células NK alogénicas activadas frente a lineas celulares de CCR en 3D. Los
PBMCs se activaron mediante el co-cultivo con la linea estimuladora R69 durante 5-7 dias. La poblacidn
de células NK se enriquecié a través de MACS y se llevd a cabo su marcaje con la sonda eFluor 670.
Seguidamente, se incubaron con los esferoides de las células de CCR durante 48 h, a distintos ratios
efector:diana. La muerte celular se analizé por citometria de flujo, determinando |la exposicidn de PS en
la membrana externa (Anexina-V) y la permeabilizacion de la membrana (7-AAD) en la poblacién negativa
para el marcaje de eFluor 670, como se describe en materiales y métodos. Los datos representan la
mediazSEM de al menos 4 donantes independientes, tras restar los respectivos controles de muerte
celular sin células NK, donde la muerte celular fue siempre <15%.
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Igual que en el modelo 2D, las lineas celulares se ordenaron de menor a mayor
sensibilidad en funcién del porcentaje celular medio a ratio efector diana 1:1 o 6:1, y el valor
ECso. Se excluyeron las lineas celulares Colo-201 y Colo-205 por no llegar a formar un esferoide

compacto.

En este caso se observd que las lineas celulares HCT-116 y HT-29 eran las mas resistentes
en todas las condiciones, frente a lo observado anteriormente en 2D. Ademds, tal y como se ha
descrito en el modelo 2D, la linea CaCo-2 mostré mayor resistencia al considerar ratios
efector:diana mayores que 1:1. Por otro lado, la linea celular DLD-1 también resultd la mas
sensible en este modelo. Mientras que las SW620, SKCO-15 y LoVo mostraron una sensibilidad

media, similar entre ellas (Figura 4.12).
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HCT-116 HCT-116 HCT-116

Figura 4.12 Sensibilidad de las lineas de CRC al ataque de las células NK en modelo 3D. Las células NK
activadas se enfrentaron a las lineas celulares de CRC a distintos ratios efector:diana y se analizé la muerte
celular por citometria de flujo, determinando la exposicion de PS en la membrana externa (Anexina-V) y
la permeabilizacién de la membrana (7-AAD). Las lineas celulares se ordenaron de menor a mayor
sensibilidad en base al porcentaje de muerte medio de cada una de las linea a ratio efector:diana (1:1) y
(6:1) o el valor ECso, calculado como el ratio efector:diana que induciria la muerte del 50% de las células
diana.
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A la vista de estos resultados, la linea HCT-116 presentd especial interés por su
resistencia relativa en el modelo 3D. Por ello, en colaboracién con el grupo del Dr. Ignacio
Ochoa, se estudid la interaccion entre los esferoides de esta linea (transfectada con GFP) y las
células NK a través de microscopia de fluorescencia (Figura 4.13). Unicamente las células NK
activadas disminuyeron drasticamente el tamano del esferoide tras 96 horas de co-cultivo, a un

ratio alto efector:diana 10:1.
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Figura 4.13 Citotoxicidad de células NK alogénicas frente a esferoides de HCT-116-GFP. Se partio de los
PBMCs purificados directamente de sangre periférica, o activados mediante el co-cultivo con la linea
estimuladora R69 durante 5-7 dias. Se enriquecio la poblacion de células NK recién aisladas (nNK) o
activadas (aNK) a través de MACS, y se llevé a cabo su marcaje con la sonda eFluor 670. Seguidamente se
incubaron con esferoides de la linea HCT-116-GFP durante 96 h, a un ratio efector:diana 9:1. Se monitorizd
la evolucidn del area del esferoide mediante microscopia de fluorescencia tras diferentes tiempos. En la
figura se observan los esferoides de las células HCT-116 (verdes), (A) frente a células NK (rojas) recién
aisladas, (B) células NK activadas y (C) como control sin células NK. Se determind el area relativa de cada
esferoide enfrentado a (D) células NK recién aisladas o (E) activadas. Los datos representan 3 donantes
independientes (D1-D3).
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Se planted entonces el estudio de distintos ratios efector:diana, de forma andloga al
analisis realizado por citometria de flujo. Asi, distintos esferoides individuales se enfrentaron a
ratios (3:1, 6:1y 9:1) de las células NK de un mismo donante (Figura 4.14). Como se ha explicado
anteriormente, la incubacién con un ratio 9:1 produjo una disminucién del area relativa del
esferoide en un 40-60% durante las primeras 24 horas. Ademas, se alcanzé la eliminacion
practicamente completa del mismo tras 96 horas. Sin embargo, al disminuir el ratio de células
NK, se observé sdlo una ligera disminucién del area relativa en las primeras 24-48 h,
especialmente a ratio 6:1. En estas condiciones, y tras 96 h de incubacién, los esferoides

alcanzaron un tamaiio similar al de aquellos cultivados en ausencia de células NK.
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Figura 4.14 Citotoxicidad de células NK alogénicas frente a esferoides de HCT-116-GFP. Los PBMCs se
activaron mediante el co-cultivo con la linea estimuladora R69 durante 5-7 dias. Se enriquecid la
poblacidn de células NK activadas (aNK) a través de MACS, y se llevd a cabo su marcaje con la sonda
eFluor 670. Seguidamente se incubaron con esferoides de la linea HCT-116-GFP durante 96 h, a distintos
ratios ratios efector:diana. Se monitorizé la evolucion del area del esferoide mediante microscopia de
fluorescencia tras diferentes tiempos. En la figura se observan los esferoides de las células HCT-116
(verdes), (A) en ausencia de células NK (rojas), o en presencia de estas células a ratio (B) 3:1; (C) 6:1y (D)
9:1, tras 96 h de co-incubacion. Se determind el area relativa de cada esferoide enfrentado a los
respectivos ratios (D, E, F). Los datos representan 3 donantes independientes (D1-D3).
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Ademas, en la (Figura 4.15) también se puede observar la presencia de células NK dentro
del area del esferoide. No obstante, este fendmeno mostré una relacion inversa al ratio
efector:diana. Para estudiar la infiltracion de las células NK, se fijaron varios esferoides a
distintos tiempos del co-cultivo, con un ratio efector:diana 3:1. El analisis por microscopia
confocal (Figura 4.15) reveld la presencia de células NK infiltrantes tras 24 horas. Aunque estas
células también aparecieron a las 48 y 72 horas, su niumero fue inferior al observado a tiempos
cortos. De hecho, tras las 96 h de incubacion, la mayoria de las células NK se encontraron en la

periferia del esferoide.

Figura 4.15 Infiltracion de células NK activadas en esferoides tumorales. Las células NK activadas y
marcadas con la sonda eFluor 670 se incubaron con esferoides de la linea HCT-116-GFP a un ratio bajo
3:1. Se llevé a cabo la monitorizacion del cultivo durante 96 h a través de microscopia confocal.

134



RESULTADOS Y DSCUSION

4.2.3 Co-relacion entre la sensibilidad de las lineas de CCR y la expresién de ligandos

Tras haber clasificado a las lineas celulares de CCR se clasificaron en funcién de su
sensibilidad al ataque de las células NK (Apartados 4.2.1y 4.2.20), se estudié la correlaciéon entre
la sensibilidad de las lineas celulares y el nivel de expresién de ligandos para las células NK
(Figura 4.16 A1; 4.17 B1) o la presencia de mutaciones caracteristicas del CCR (Figura 4.16 A2;
417.B2). Los valores positivos del coeficiente r indicaron una correlacidon directa entre los

pardmetros; mientras que los valores positivos indicaron una correlacidn inversa.

Asi para el cultivo en 2D, el incremento en la expresién ICAM-1, ULBPs y PVR/Nectina-
2; o la presencia de mutaciones en MMR, KRAS o PI3K presentaron una correlaciéon directa con
la sensibilidad. Por otro lado, incremento de la expresion de HLA-E, HLA-G, MICA/B, B7-H6, PD-
L1, PD-L2, PS, Gal-9 y CEACAM-1; o la presencia de mutaciones en BRAF o p53 presentaron una
correlacién inversa. Mientras tanto, HLA-ABC y HLA-Il presentaron un nivel de correlacion
cercano o igual a cero. No obstante, el analisis estadistico sélo revelé una dependencia de la

sensibilidad a las células NK con las mutaciones en PI3K.
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Figura 4.16A. Correlacion entre la sensibilidad a las células NK y las caracteristicas de las lineas de CCR
en 2D. Las lineas de CCR se ordenaron en funcién de su sensibilidad a la citotoxicidad inducida por las
células NK y se estudid su correlacion con A.1) la expresidn de ligandos para estas células o A.2) sus
caracteristicas mutacionales. Los datos indican el nivel de correlacion calculado a través del coeficiente

de Pearson o Sepearman, donde

*p<0,05
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Por su parte, para el cultivo en 3D, el incremento en la expresion de PD-L2, Gal-9, HLA-
Il'y CEACAM-1; o las mutaciones en MMR, KRAS o p53 presentaron una correlacién directa con
la sensibilidad. Por otro lado, el incremento en la expresion de HLA-ABC, HLA-E, HLA-G, MICA/B,
ULBPs, PVR/Nectina-2, PD-L1 y PS; o las mutaciones en BRAF y PI3K presentaron una correlacion
inversa. Mientras tanto, ICAM-1 presentd un nivel cercano a cero. En este caso, el andlisis
estadistico reveld una dependencia de la sensibilidad a las células NK con el nivel HLA-ABC, PD-

L1y HLA-G.
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Figura 4.17B. Correlacion entre la sensibilidad a las células NK y las caracteristicas de las lineas de CCR
en 3D. Las lineas de CCR se ordenaron en funcién de su sensibilidad a la citotoxicidad inducida por las
células NK y se estudid su correlacion con B.1) la expresion de ligandos para estas células o B.2) sus
caracteristicas mutacionales. Los datos indican el nivel de correlacion calculado a través del coeficiente
de Sepearman, donde *p<0,05.
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4.2.4 Estudio de la degranulacién de las células NK

Después de comprobar las diferencias en la citotoxicidad inducida por las células NK, se
quiso estudiar su posible relacién con el porcentaje de células NK activadas que degranulan
ante la presencia de las células tumorales. Se seleccionaron las lineas celulares CaCo-2, DLD-1,
HCT-116, HT-29 y SKCO-15 como células diana. El analisis de la expresién del marcador lisosomal
CD107a, a través de citometria de flujo, revelé porcentajes de degranulacion similares frente a
todas las lineas celulares (Figura 4.18). Tras restar el porcentaje de degranulacién basal, se
encontraron valores comprendidos entre el 35-45% de células NK con marcaje para CD107a en
la membrana. A pesar de que el porcentaje de células NK activas frente a cada una de las dianas
tumorales fue similar, se encontraron diferencias en el nivel de muerte celular inducida por el
mismo ratio de células efector:diana que el utilizado en el ensayo de degranulacion (Figura
4.18B). De hecho, la linea celular DLD-1 fue significativamente mas sensible las demas lineas

celulares consideradas.
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Figura 4.18 Degranulacion de las células NK activadas frente a lineas celulares de CCR. Los PBMCs se
activaron mediante el co-cultivo con la linea estimuladora R69 durante 5 dias. La poblacidn de células NK
se enriquecio a través de MACS. Seguidamente, las células NK se incubaron A) solas, como control, o B)
con las células de CCR en suspension, durante 6 h, a un ratio efector:diana 1:1, y en presencia de
monensina y el mAb anti-CD107a. La degranulacidn se determiné por citometria de flujo, analizando el
porcentaje de células positivas para CD107a en la poblacién CD3'CD56*, como se describe en materiales
y métodos. C) Los datos representan la mediatSEM de la degranulacién de las células NK de al menos 3
donantes independientes, tras restar su respectiva degranulacidn basal (barra azul); frente a la muerte
celular inducida por el mismo ratio efector:diana de células NK (barra blanca), tras restar sus respectivos
controles. Se realizo el analisis estadistico ANOVA de un factor en los dos ensayos evaluados.

1B|N[32 dUBNN %

139



RESULTADOS Y DSCUSION

4.2.5 Estudio de los mecanismos de muerte celular activados por las células NK

El estudio de los mecanismos de muerte celular inducida por las células NK tiene especial
importancia para comprender cémo son capaces de eliminar células con resistencia a

guimioterapia, o cdmo los tumores pueden adquirir resistencia a su ataque.

En primer lugar se valoro el efecto de las mutaciones en proteinas implicadas en la via
mitocondrial de la apoptosis, como Bax y Bak. Para ello, se utilizaron las células HCT-116 mut,
cuya sensibilidad se compardé con la de la linea wt (Figura 4.19). El ensayo en condiciones 2D no
ofrecid diferencias significativas en cuanto a la citotoxicidad de las células NK. Sin embargo, las
células NK alogénicas activadas no fueron capaces de eliminar los esferoides de la linea HCT-116

mut.
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Figura 4.19 Citotoxicidad de células NK alogénicas activadas frente a células con mutaciones en la via
de la apoptosis. Los PBMCs se activaron mediante el co-cultivo con la linea estimuladora R69 durante 5-
7 dias. La poblacion de células NK se enriquecio a través de MACS y se llevé a cabo su marcaje con la sonda
eFluor 670. Seguidamente, las células NK se incubaron con las células HCT-116 (linea punteada) o HCT-
116 mut (linea completa), durante 4 h (2D) o 48 h (3D) a distintos ratios efector:diana. La muerte celular
se analizé por citometria de flujo, determinando la exposicidn de PS en la membrana externa (Anexina-V)
y la permeabilizacion de la membrana (7-AAD) en la poblacidén negativa para el marcaje de eFluor 670,
como se describe en materiales y métodos. Los datos representan la media£SEM de al menos 4 donantes
independientes, tras restar sus respectivos controles de muerte celular sin células NK, donde la muerte
celular fue siempre <15%. Se realizé el analisis estadistico ANOVA de dos factores, donde *** p<0.001.

Posteriormente, se valord la implicacion de las vias de la apoptosis y de la necroptosis
en la citotoxicidad inducida por las células NK frente a cultivos convencionales de las lineas
celulares modelo CaCo-2, HCT-116 y HT-29. Para ello, se afiadié al co-cultivo el inhibidor general
de caspasas Q-VD-OPh solo o combinado con el inhibidor de la RIP kinasa 1 Nec-1 (Figura 4.20).
Tanto para la linea celular HCT-116, como para la linea celular HT-29, la adicién de Q-VD-OPh
supuso un descenso significativo de la muerte celular inducida por las células NK. La adicién de

Nec-1, no tuvo un efecto adicional al de Q-VD-OPh.
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Figura 4.20 Citotoxicidad de las células NK alogénicas activadas en presencia de inhibidores de
las vias de apoptosis y necroptosis. Los PBMCs se activaron mediante el co-cultivo con las células
estmuladoras R69 durante 5-7 dias. La poblacidon de células NK se enriquecié a través de MACS y se llevd
a cabo su marcaje con la sonda eFluor 670. Seguidamente, las células NK se incubaron con las células de
CCR en cultivo 2D, en presencia o ausencia del inhibidor general de caspas Q-VD-OPh y el inhibidor de RIP
kinasa 1 Nec-1, durante 4 h y a un ratio efector:diana 1:1. La muerte celular se analizé por citometria de
flujo, determinando la exposicién de PS en la membrana externa (Anexina-V) y la permeabilizacién de la
membrana (7-AAD) en la poblacién negativa para el marcaje de eFluor 670, como se describe en
materiales y métodos. Los datos representan A) un ejemplo representativo de los parametros de muerte
celular de la linea HCT-116, en funcion de las distintas condiciones de estudio; B) la mediaSEM de al
menos 4 donantes independientes, tras restar sus respectivos controles de muerte celular sin células NK,
donde la muerte celular fue siempre <15%. Se realizé el andlisis estadistico ANOVA de dos factores, donde
* p<0.05, *** p<0.001.
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4.2.6 Discusion

La presencia de células NK infiltrantes, como indicador de buen prondstico en los
pacientes de CCR apoya su papel en el control de este tipo de tumores (433, 462). No obstante,
se suele encontrar un bajo niumero de estas células, y preferentemente localizadas en la
periferia de los mismos (434). Por lo tanto, se puede pensar que su actividad se ve afectada
tanto por las caracteristicas intrinsecas del tumor y su arquitectura, como por factores del

microentorno (apartado 1.4.3).

La aplicacion de una ACT basada en células NK también presenta retos relacionados con
la fisiologia del tumor. No obstante, se esperaba que la activacién de las células NK mejorara sus
capacidades funcionales, de modo que pudieran superar estas barreras. Con esta idea, se partié
de ensayos que comparaban la capacidad citotdxica, tanto de células NK aisladas directamente
del conjunto de PBMCs como de células NK activadas, frente a cultivos convencionales y en
modelo 3D de lineas celulares de CRC. La citotoxicidad inducida por las células NK recién asiladas
fue baja en los cultivos en 2D, independientemente del ratio efector:diana considerado.
Mientras que las células NK activadas fueron capaces de inducir la muerte celular de las lineas
de CCR en este modelo de manera dependiente del ratio. Por el contrario, en el modelo en 3D,
las células NK recién aisladas de algunos donantes fueron capaces de inducir cierto grado de
muerte celular tras las 48 horas de incubacién, independientemente del ratio, en las lineas
celulares CaCo-2 y HT-29. Ademads de a las condiciones de alogenicidad del estudio, estos
resultados se pueden deber tanto al largo tiempo de incubacién, como a cambios que se
produjeran en las células diana en la conformacién esferoide, del mismo modo que se
observaron cambios en la expresion de ligandos para las células NK. Sin embargo, al comparar
la citotoxicidad de las células NK recién aisladas con las de las células NK activadas, se observo

una citotoxiciad mayor y mas homogénea en estas ultimas.

Las células NK activadas ex vivo, a través de las células estimuladoras R69, ya mostraron
la capacidad de eliminar células de neoplasias hematoldgicas en estudios previos, incluso en
presencia de mutaciones que confieren resistencia a la apoptosis (195, 522). En este trabajo se
evalud su actividad citotdxica frente a un panel de lineas celulares de CCR con distintos estados
mutacionales. Tras un andlisis estadistico por ANOVA de dos vias, y la posterior interpretacion
de la comparacién entre todas las curvas, se determiné un perfil de sensibilidad en el modelo
2Dy otro en el modelo 3D. Para el primero de estos modelos, las lineas celulares se clasificaron

de mayor a menor sensibilidad del siguiente modo: DLD-1 y HT-29> HCT-116, SKCO-15, LoVo y
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SW620 > Colo-205 y Colo-201, con la linea CaCo-2 variando de una mayor a una menor
sensibilidad al aumentar el ratio de células efector:diana. Para la clasificacion del modelo 3D se
descartaron las lineas celulares Colo-201 y Colo-205, ya que no llegaron a formar un esferoide
compacto. Por lo tanto, su nivel de muerte fue reflejo de la sensibilidad de cada una de ellas a
una incubacién durante 48 horas con las células NK activadas. Asi, la sensibilidad en el modelo
3D se definié: DLD-1> LoVo, SW620 y SKCO-15 > HT-29 y HCT-116, viéndose en la linea celular
CaCo-2 el mismo patrén que el descrito en 2D. En este caso, la linea celular HCT-116 fue
significativamente mas resistente que las demas, evidenciando el cambio de sensibilidad en
funcién del modelo de cultivo. Estas diferencias pueden deberse tanto al grado de compactacién
de cada una de las lineas celulares, como a los cambios en el perfil de ligandos para los
receptores de las células NK (apartado 4.1.1). De hecho, las lineas celulares clasificadas en 3D
como mas resistentes (HT-29 y HCT-116) o mas sensibles (DLD-1) fueron las que generaron
esferoides de mayor grado de compactaciéon. Ademds, como se comentard mas adelante, la
presencia de mutaciones en las proteinas implicadas en la via de la apoptosis, también indujo

una mayor resistencia de la linea HCT-116 mut frente a su homdloga wt en el modelo 3D.

En vista a los resultados anteriores, se estudid la correlacién entre la sensibilidad de las
lineas, el nivel de expresion de los ligandos para las células NK y el perfil de mutaciones. En el
modelo 2D se observd una correlacién entre el estado MSI y las mutaciones en PI3K, y la
sensibilidad a las células NK. La linea HT-29, con un estado MSS, fue la Unica que no siguio esta
correlacién. Por otro lado, aunque en este modelo la correlacién no llegé a ser estadisticamente
significativa, otros estudios basados en experimentos bloqueo han descrito el papel de algunos
de estos receptores en la citotoxicidad de las células NK. Por ejemplo, la interaccién entre LFA-
1 e ICAM-1 se ha visto necesaria para la correcta citotoxicidad de las células NK (600, 601). Y un
estudio basado en lineas celulares de CCR observé la implicacion de MICA/B, PVR y Nectina-2 en
la sefalizacidn a través de los receptores de activacion (562). Por su parte, en el modelo 3D se
observé una correlaciéon entre los bajos niveles de HLA-ABC, o la sobreexpresién de PD-L1 y HLA-
G, y la sensibilidad a las células NK. El efecto de las HLA-ABC como ligando de inhibicién de las
células NK ha sido ampliamente descrito; igualmente algunos estudios con muestras primarias
de CCR han implicado al HLA-G en la inhibicion de las células NK (435). Por otro lado, el papel de
PD-L1 es mas controvertido. En un principio, PD-1 no parece estar implicado en la tolerancia de
las células NK enddgenas y, ademas, como se explicara mas adelante (apartado 4.3.4) las células
NK alogénias activadas expresan muy bajos niveles del receptor. No obstante, tal y como se

explica anteriormente y teniendo en cuenta que la citotoxicidad de las células NK depende del
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balance de un conjunto de sefiales, la implicacion de los distintos ligandos en su funcion deberia

estudiarse a través de estudios de bloqueo o sobreexpresidn de éstos.

Otros estudios también han evaluado la citotoxicidad de las células NK frente a CRC. Por
ejemplo, Veluchamy et al. mostraron una mayor sensibilidad de las lineas celulares CaCo-2, SW-
620y Colo-320 frente a SW-480 y HT-29. Ademas, la correlacionaron con la expresidon de HLA-E.
Las diferencias con los resultados mostrados anteriormente pueden deberse a la activacion de
las células NK, basada en IL-2, y la consideracién Unicamente del ratio efector:diana 1:1 para
determinar la sensibilidad (602). Por su parte, Bhat et al. también demostraron la sensibilidad
de las lineas celulares de CCR a las células NK activadas con IL-2, y de un modo dependiente de
la interaccion a través de los NCR (603). Mientras que Tallerico et al. mostraron una mayor
sensibilidad de las CSC frente a las células tumorales diferenciadas empleando células NK
directamente purificadas de sangre periférica (604). En este sentido conviene sefalar que
estudios previos en el grupo mostraron que la actividad de las células NK depende del estimulo
empleado en su activacion (195, 521), por lo que las células NK de cada uno de estos ejemplos

estdn definidas por un potencial citotéxico particular.

A partir de los resultados mostrados, la linea celular HCT-116 presentd especial interés
al resultar significativamente mas resistente en el modelo 3D. Por ello se estudid la interaccién
de los esferoides de esta linea celular con las células NK a través de microscopia de fluorescencia
y confocal. En correlacién con lo observado a través de la técnica de citometria de flujo, las
células NK purificadas directamente del conjunto de PBMCs de sangre periférica no consiguieron
eliminar el esferoide tras 96 horas de co-cultivo. De hecho, se aprecié una ligera disminucién del
tamafio del mismo durante las primeras 48-72 horas, pero el esferoide fue capaz de seguir
creciendo a pesar de la presién de ejercida por las células NK. Este patron se observd también a
ratios bajos efector:diana (3:1 y 6:1) de las células NK activadas. Especialmente a ratio 6:1, se
observé una disminucién del tamafio del esferoide durante las primeras 24 horas. Sin embargo,
solo a ratio efector:diana 9:1 las células NK pudieron controlar el crecimiento tumoral. En estas
condiciones, la mayor reduccién del drea del esferoide también se produjo durante las primeras
24 horas y, a tiempos posteriores, las células NK acabaron por eliminar el esferoide
practicamente por completo. Asi, esta técnica aporté informacion adicional al estudio de
citometria, donde la poblacién de células muertas se habria perdido para su analisis a las 48
horas, subestimando el porcentaje de muerte (como se describe mas adelante). Por otro lado,

al analizar la infiltracién de las células NK en el esferoide se observé una relacion indirecta con
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el ratio efector:diana. De hecho, la mayor tasa de infiltracion se observé a un ratio 3:1y en las
primeras 24 horas de ensayo. Mientras, la menor infiltracidn observada a un ratio efector:diana
alto (9:1) se puede deber a que el proceso de destruccidn del esferoide es mas rapido que el
fendmeno de infiltracidn. Estudios anteriores con las células NK activadas células R69 mostraron
una sobreexpresion de los receptores de quimiocinas, que puede estar relacionada con una
mayor capacidad de migracion e infiltracién frente a las células NK de los pacientes de cancer
(521). De hecho, estas células fueron capaces de migrar hacia esferoides de lineas celulares de
CCR localizados en un dispositivo de microfluidica (525). Otros estudios también ha evaluado la
infiltracidn de las células NK activadas en esferoides tumorales. En el trabajo de Giannattasio et
al. utilizaron células NK activadas con IL-2 frente a esferoides carcinoma de cérvix, y
demostraron la infiltracion de un bajo porcentaje de células NK que permanecieron durante
todo el tiempo de ensayo (605). Por el contrario, en este trabajo se ha descrito un proceso
dindmico en la interaccion entre el esferoide tumoral y las células NK. Por otro lado, en el trabajo
de Ayuso et al. demostraron la capacidad de migracion e infiltracion de las células NK en
esferoides de cdncer de mama, pero utilizando la linea celular modelo NK-92, la cual puede

presentar un patron diferente de receptores implicados en la adhesién y la migracién (524).

Tras estos estudios, se analizé la correlacion entre la sensibilidad de las células
tumorales y su reconocimiento por las células NK, determinada a través del ensayo de
degranulacién. Sin embargo, a pesar de lo referenciado por otros trabajos (606), no se observo
una relacién entre ambos parametros. En este caso, la explicacion podria ser que las células NK
gue ya hubieran actuado frente a las células tumorales habrian continuado atacando en serie
(607, 608), sin observarse un mayor porcentaje de células degranulando. De hecho, pese a
utilizarse como marcador de citotoxicidad, la degranulacion medida por CD107a Unicamente

indica que la célula NK ha formado una sinapsis activadora con la diana.

Una vez analizada la sensibilidad de las células de CRC al efecto de las células NK, el
estudio se enfocd en los mecanismos de induccion de muerte. En este punto es necesario
recordar que las células NK cuentan con la via de la exocitosis granular y la via de los ligandos de
muerte como principales mecanismos citotdxicos. En este sentido, se ha descrito que las células
NK activan distintas vias (como apoptosis, necrosis, necroptosis o autofagia) que conducen a la

muerte celular en las dianas tumorales (609, 610).
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En trabajos anteriores con las células NK alogénicas activadas con las células R69, se
demostré que el mecanismo de exocitosis granular era esencial en la eliminacion de lineas
celulares de neoplasias hematoldgicas (195). En este trabajo no se ha podido evaluar la
implicacién de otros mecanismos de muerte celular ya que no se dispone de datos suficientes.
Y aunque algunos estudios hayan mostrado la sensibilidad de las lineas celulares HCT-116, HT-
29 y CaCo-2 a la accidn de los ligandos mortales (611), se desconoce su impacto global sobre la
citotoxicidad de las células NK. Ademas, otros estudios han revelado una citotoxicidad
dependiente de perforina en un modelo xenograft de la linea celular HT-29 (612). Sin embargo,
este estudio se llevd a cabo utilizando células de distintas especies; células NK no activadas de

ratones KO (del inglés, knockout) de perforinay la linea celular humana HT-29.

En cuanto a la via de muerte celular inducida, al contrario que en las lineas celulares
hematoldgicas (195), los resultados de este trabajo parecen indicar que la citotoxicidad mediada
por las células NK depende de la apoptosis. De hecho, mutaciones en las proteinas pro-
apoptdticas Bax y Bak, o la inhibicién de las caspasas, disminuyeron la actividad anti-tumoral
de las células NK. No obstante, esta dependencia varié en funcién de la linea celular y las
condiciones de cultivo. Asi, las mutaciones en Bax/Bak incrementaron la resistencia de la linea
celular HCT-116 mut solo en el modelo 3D. Ademas, la adicion del inhibidor general de caspasas
(Q-VD-0Ph) en el ensayo de citotoxicidad tuvo un efecto en la resistencia de las lineas celulares
HCT-116 y HT-29, pero no de las CaCo-2. Por lo tanto, estos resultados concuerdan parcialmente
con los trabajos anteriores del grupo (195). En ellos se comprobé que las células NK alogénicas
activadas eran capaces de eliminar lineas celulares de leucemia con mutaciones en proteinas de
la familia Bcl-2, incluso en presencia de un inhibidor de las caspasas 3 y 7 (Z-DEVD-fmk) (195).
Sin embargo, los resultados de este trabajo se pueden explicar con el modelo de muerte en serie
o serial killing observado por Prager et al. En su estudio demostraron que durante la muerte en
serie inducida por células NK se producia un cambio de los mecanismos citotéxicos, de modo
gue empezarian matando a las células diana a través de la via de la exocitosis granular y, tras 4
contactos, cambiarian a la via de los ligandos de muerte (608). De este modo, la inhibicién del
efecto de las caspasas, que estan implicadas en la via extrinseca de la apoptosis, protegié en
parte de la muerte a las lineas celulares de CCR. Por otro lado, la resistencia observada en el
modelo 3D de la linea celular HCT-116 mut, se pudo deber a tanto a la arquitectura del tumor
como a caracteristicas propias de esta linea. Asi, la linea celular HCT-116 representaba el modelo
mas resistente de CCR en 3D, por lo que la formacién de una arquitectura mas compleja, junto

con las mutaciones en la via de la apoptosis, pudo haber contribuir a acrecentar la resistencia.
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Por otro lado, y a falta de estudios adicionales, la via de la necroptosis parece no estar
implicada en la muerte celular de las lineas celulares de CRC, ya que no se observaron cambios
significativos tras su inhibicion en los ensayos en 2D. No obstante, serian necesarios
experimentos adicionales para comprobar que la disminucién de la muerte celular no se debié
a un fallo en la funcién de las células NK en presencia de los inhibidores. Aunque este efecto no
deberia ser muy pronunciado ya que dichos inhibidores sélo afectaron ligeramente a la actividad

de las células NK en la linea CaCo-2.

Por ultimo, es necesario considerar que el método utilizado para el analisis de la muerte
celular por citometria de flujo, basado en la deteccion de PS en la cara externa de la membrana
y la permeabilizacién de la misma, presenta limitaciones. A medida que transcurre el tiempo de
ensayo, las células que han entrado en el proceso de muerte celular tienden a desaparecer como
tales, convirtiéndose en restos celulares no detectables en citometria de flujo. Como resultado,
se puede infraestimar el porcentaje de muerte, o incluso perderse el resultado si llega a
desaparecer toda la poblacién. Por ello es necesario optimizar las condiciones de estudio. En
consecuencia, no se valoraron ratios efector:diana superiores al 6:1, donde la muerte es muy
elevada. Otro factor que también influye en este sesgo es el tiempo de ensayo. Para este trabajo,
el condicionante del tiempo fue especialmente relevante en los ensayos a 48 horas del modelo
3D. En estas condiciones, y a ratio efector:diana alto, se observo frecuentemente la desaparicion
de la poblacién diana. No obstante, la interpretacidn de los resultados del modelo 3D requirié
especial cuidado. Se observd que en los ensayos realizados a tiempos largos, la poblacion diana
era capaz de captar la sonda de marcaje de las células NK, de manera proporcional al ratio
efector:diana. Este fendmeno se atribuyd esencialmente al proceso de trogocitosis durante
interaccion de ambas poblaciones celulares (613), ya que en los casos en que las células NK no
indujeron la muerte de las dianas tumorales tampoco se observé un incremento de la
fluorescencia de éstas. Para futuros estudios se han considerado otros métodos de deteccién de
la muerte celular; por ejemplo, a través de la liberacion de LDH (614) o europio (615) o incluso
técnicas de microscopia y bioimpedancia (616). No obstante, estas técnicas tendran que
demostrar ser validas para las condiciones de cultivo 2D y 3D, asi como para los largos tiempos

de ensayo.
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4.3 Evaluacidon de protocolos de activacidon y expansidn de las células NK alogénicas

4.3.1 Identificacién del mejor protocolo de expansién

La aplicacion de un ACT basada en células NK alogénicas activadas requiere la obtencion
de un nuimero de células NK suficiente para la administracion a un paciente. Por ello, se

estudiaron distintos protocolos de expansién en un conjunto de donantes sanos (Tabla 4.5).

Tabla 4.5. Esquema de los protocolos de expansion ensayados en un banco de donantes sanos

Ik=2 + I|t-215 R69 +R|(|5.?z + IL-;{ igl L1s /21221, |Z-221;2|2LT15

Donante 01 . ° ° ° °

Donante 02 . ° ° ° °

Donante 03 ° ° °

Donante 04 ° ° °

Donante 05 ° ° °

Donante 06 ° ° ° °

Donante 07 ° ° ° °

Donante 08 ° ° ° °

Donante 09 ° ° ° °
Donante 10 ° ° ° °
Donante 11 ° ° ° °
Donante 12 ° °
Donante 13 ° °
Donante 14 ° °
Donante 15 ° ° ° °
Donante 16 ° ° ° °

Los cultivos se mantuvieron durante 21 dias y, semanalmente, se determiné el nimero

total, la tasa de expansion y el porcentaje de células NK en el cultivo (Figura 4.21).

Se observé que la estimulacién Unicamente con ILs no era capaz de sostener la
expansion de las células NK, deteniéndose el cultivo a dia 14 (Figura 4.21A). Por otro lado, el
empleo de células estimuladoras LCL-EBV* (R69 0 721.221) solas mejord los resultados frente a
la estimulacién con ILs. En este caso, con las dos LCL-EBV*, el mayor porcentaje de células NK en
cultivo se observé a dia 14 de ensayo (Figura 4.21B). Ademas, las células 721.221 proporcionaron
un enriquecimiento significativamente superior. Sin embargo, a partir de dia 14, el porcentaje
de células NK disminuyd hasta unos valores similares a los iniciales. Asi, mientras que las células
estimuladoras R69 pudieron mantener los 21 de cultivo, con una tasa media de expansion 20

(£5) veces, las células NK activadas con las células 721.221 empezaron a morir a partir de dia 14.
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Finalmente, la expansién con células estimuladoras en combinaciéon con ILs ofrecio los
mejores resultados (Figura 4.21C). Con las células R69 en combinacion con ILs, la evolucion del
porcentaje de células NK en cultivo fue similar al descrito anteriormente con las células solas.
Sin embargo, la combiacion de las células 721.221 con ILs fue capaz de proporcionar mayores
porcentajes de células NK, y de manera sostenida el tiempo. Por otro lado, el mayor incremento
(en numero) tuvo lugar durante la Ultima semana de ensayo, con los tres estimulos. Se
encontraron tasas de expansién similares para las condiciones R69 + IL-2 y R69 + IL-2 + IL-15, con
valores de 115 (+36) veces y 123 (+32) veces respectivamente. En el caso de la estimulacién con

721.221 + IL-2 + IL-015 se alcanzd una tasa media de 143(+43) veces.
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Figura 4.21 Evaluacién de la expansién de las células NK alogénicas. Los PBMCs se activaron mediante
distintos estimulos durante 21 dias. Se partié de un total de 3x10° de células, que se mantuvieron 7 dias
en cultivo antes de comenzar las reactivaciones. Cada 2-3 dias se renovaron tanto el medio como los
estimulos y se ajustd la densidad celular. A distintos tiempos de expansién (0, 7, 14 y 21 dias) se determind
el porcentaje de células CD3'CD56" a través de citometria de flujo, tal y como se explica en materiales y
métodos. Se calcularon el niumero total de células NK y la tasa de expansién. Los datos representan la
mediatzSEM de 2-16 donantes. Se realizé el andlisis estadistico ANOVA de dos factores.
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4.3.2 Caracterizacion de las células NK expandidas

4.3.2.1 Andlisis del fenotipo de las células NK expandidas

Las células NK de sangre periférica agrupan a un conjunto de subpoblaciones con
distintas caracteristicas en sus marcadores superficiales. La clasificacién mas comun diferencia
dos subpoblaciones definidas por la expresién de CD56%™/CD16€" o CD56P&"/C16%™. La
primera de ellas, con un perfil mas citotdxico que la segunda, es la predominante en sangre
periférica. A partir de las expansiones descritas anteriormente (apartado 4.3.1), se analizd la

evolucion de estas poblaciones en el cultivo.

Los datos obtenidos para la activacién basada en ILs no se analizaron estadisticamente
debido al bajo nimero de muestra. Alun asi, se observd un enriquecimiento en la poblacion
CD56"8" y una pérdica de CD16 (Figura 4.22A). Para los demds estimulos, también se observé
un enriquecimiento en una poblacién CD56&" desde la primera semana de expansidn (Figura
4.22A). Con las combinaciones R69 + IL-2 y 721.221 + IL-2 + IL-15 este enriquecimiento fue
progresivo con los dias de cultivo. De hecho, este ultimo estimulo proporciond el mayor
porcentaje de células CD56€" tras los 21 dias de ensayo, con diferencias significativas frente a
la expansidn con las células R69 solas o en combinacién con IL-2 + IL-15. Por el contrario, la
poblaciéon CD16"&" disminuyé significativamente en la primera semana de cultivo en todas las
expansiones, excepto con la linea estimuladora 721.221 sola (Figura 4.22A). Sin embargo, esta
disminucién dejé de ser significativa, respecto a dia 0, en el transcurso de la expansion,
exceptuando la activacién con R69 + IL-2. Analizando conjuntamente la evolucién del perfil de
CD56 y CD16, se observé la aparicion de una poblacién de células NK con una alta expresion de

ambos marcadores tras la expansion (Figura 4.22B).

150



RESULTADOS Y DSCUSION

A *kk
- kK
} EE 2 | | KKK } = | EX e } | *k |
120 ****** ****** ******* *‘:;** *: * 'ﬂ'
H
100 M = . | ] == 1
[{e]
UQ) 80
O 60
X 40
20
0
o 1 N Q‘\ D « A K AT ﬂ oS « WX 96\¢‘\
O\ b\ﬁo\'b Q\Qo\ Q\ 00\ N\Cg O\ b@o@ QO\ 2 \ Q\Q \0\@
ok = * ek ES
120_ -H-* *** *** -)e-k wne t ' * ! * !
1004— —
(o]
s 9 H I I I
O 601
= 401
20
oL —L —
Q’\b:’\ Q’\h'\ Q’\b‘\ Q’\b‘\ Q’\h'\ Q’\b‘\ Q’\DA’\
N ) o) Ny N A N
IGee” 9%Grge Gege” IGege” IGege” % 0\0""’ SoGese
IL-2 IL-2 +IL-15 R69 721.221 RE9 +IL-2 RE9+IL-2  721.221+
+IL-15 IL-2+ IL-15
B
Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 21
5115 41112
14186 9138
8|
()]
(&)
cpse* | D58
CD3 \ gi§4
[FIET )
w
—
g
Q

CD56

D CD56bright
B cDse“m

I:‘ CD16brlght
B cp1g™™

Figura 4.22 Evaluacion de la expresion de CD56 y CD16 en las células NK alogénicas durante su
expansion. Los PBMCs se activaron mediante distintos estimulos durante 21 dias. Tras 7 dias en cultivo se
comenzaron las reactivaciones. Cada 2-3 dias se renovaron tanto el medio como los estimulos y se ajustd
la densidad celular. A distintos tiempos de expansion (0, 7, 14 y 21 dias) se analizé la expresion de CD3,
CD56y CD16 mediante citometria de flujo, tal y como se explica en materiales y métodos. En la figura se
muestra A) la evolucidn de los marcadores CD56 y CD16 para cada estimulo a lo largo del tiempo de
expansién; B) el analisis de un donante representativo activado con R69 + IL-2 + IL-15. Los datos
representan la mediatSEM de al menos 3 donantes. Los nimeros en la esquina superior muestran el
porcentaje de células correspondiente a cada cuadrante del diagrama. Se realizd el andlisis estadistico
ANOVA de dos factores, donde *p<0,05; **p<0,0.1; ***p<0,001.
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4.3.2.2 Andlisis de la citotoxicidad de las células NK expandidas

La expansidon de las células NK puede implicar no sélo cambios en su fenotipo, sino
también en su capacidad funcional. Por ello se estudid la citotoxicidad de las células NK a lo
largo de los 21 dias de cultivo. El ensayo se realizé con las células NK activadas con los estimulos
gue eran capaces de mantener su crecimiento y viabilidad (R69, R69 + I1L2, R69 + IL-2 + IL-15 y

721.221 + IL-2 + IL-15), y se utilizé como diana la linea celular modelo HCT-116.

Se observé que no existian cambios significativos derivados de la expansidn de las células

NK a lo largo del cultivo para ninguna de las condiciones estudiadas (Figura 4.23).
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Figura 4.23 Evaluacion de la citotoxicidad de las células NK expandidas frente a la linea celular HCT-116.
Los PBMCs se activaron con distintos estimulos durante 21 dias. A distintos tiempos de expansion (dias 7,
14 y 21) la poblacion de células NK se enriquecié a través de MACS, y se enfrentd a la linea celular HCT-
116 sembrada en 2D durante 4 h, a un ratio efector:diana 3:1. La muerte celular se analizé por citometria
de flujo, determinando la exposicidén de PS en la membrana externa (Anexina-V) y la permeabilizacion de
la membrana (7-AAD), como se describe en materiales y métodos. Los datos representan la mediatSEM
de al menos 4 donantes independientes, tras restar los respectivos controles de muerte celular sin células
NK, donde la muerte celular fue siempre <15%. Se realizé el analisis estadistico test ANOVA de dos
factores.

A partir de estos resultados, y dada la experiencia previa en la activacion de células NK
con las células estimuladoras R69, se selecciond el protocolo basado en la combinacién de R69

+ IL-2 + IL-15 para llevar a cabo las expansiones de los siguientes ensayos.
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4.3.3 Evaluacidon de la expansion de células NK en ausencia de linfocitos T

Los protocolos de expansién aplicados en clinica requieren la obtencién de una alta
pureza de las células NK para su transferencia. Por ello, muchos de estos protocolos parten de
la purificacion de esta poblacién antes de su expansién. Asi, una vez seleccionado el mejor
protocolo de expansidn, se evalud la posibilidad de eliminar la poblacion de linfocitos T (CD3*)
para incrementar la pureza de células NK al inicio del cultivo. Se analizaron los parametros
descritos previamente: niUmero total, tasa de expansidn y porcentaje de células NK; asi como su

fenotipo y capacidad citotoéxica.

En primer lugar, se observd que la tasa de expansion de células NK era inferior en los
cultivos en ausencia de linfocitos CD3* (Figura 4.24A). Y aunque se encontrd un patrén similar al
que se ha descrito previamente, con un crecimiento exponencial a partir de dia 14, la viabilidad
celular de los cultivos sin linfocitos T, en el analisis a dia 7, resulté altamente comprometida. Por
otro lado, el porcentaje de células NK en estos cultivos fue superior a lo largo del ensayo (Figura
4.24A). De este modo, se obtuvieron porcentajes finales entorno al 60-80%, frente al 10-15% de
los cultivos con linfocitos T. El perfil de evolucidn de este porcentaje de células NK también vario
en funcién de las condiciones estudiadas. Se repitié el perfil observado anteriormente en los
cultivos en presencia de linfocitos T, con un maximo a dia 14 de expansién. Por el contrario, en
ausencia de linfocitos T el porcentaje se vio incrementado gradualmente. No obstante, a pesar
de las diferencias encontradas en los pardmetros de tasa de expansion y porcentaje de células
NK, se comprobd que el nimero total de células NK acumuladas en la expansion era muy similar
a pesar de las diferentes condiciones, alrededor de 30x10° para el primer donante y de 105x10°

para el segundo (Figura 4.24B).
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Figura 4.24. Evaluacion de la expansion de las células NK en ausencia de linfocitos T. Los PBMCs se
activaron mediante la combinacién de R69 + IL-2 + IL-15, en presencia o ausencia de linfocitos T, durante
21 dias. Se partié de un total de 10x10° de células, que se mantuvieron 7 dias en cultivo antes de comenzar
las reactivaciones. Cada 2-3 dias se renovaron tanto el medio como los estimulos y se ajusté la densidad
celular. A distintos tiempos de expansién (0, 7, 14 y 21 dias) se determiné el porcentaje de células CD3"
CD56" mediante citometria de flujo, tal y como se explica en materiales y métodos. Se determind el
numero total de células NK, a cada tiempo de ensayo; el enriquecimiento en el cultivo (porcentaje); y la

tasa de expansion, calculada a partir de los parametros anteriores. Los datos representan dos donantes
individuales (D1, D2).

A continuacion, se determind el fenotipo de las células NK expandidas. Del mismo modo
que se ha descrito anteriormente, se encontré un enriquecimiento de la poblacién CD56 &ty
CD16&"t (Figura 4.25). No obstante, hay que sefialar que, en este andlisis, el porcentaje de

poblacién CD56€" /CD16%™ de origen fue superior al encontrado en las expansiones anteriores

(apartado 4.3.2.1).
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Figura 4.25 Evaluacion de la expresion de CD56 y CD16 en las células NK alogénicas durante su
expansionen ausencia de linfocitos T. Los PBMCs se activaron mediante la combinacion de R69 + IL-2 +
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IL-15, en presencia o ausencia de linfocitos T, durante 21 dias. Tras 7 dias en cultivo se comenzaron las
reactivaciones. Cada 2-3 dias se renovaron tanto el medio como los estimulos y se ajusté la densidad
celular. A distintos tiempos de expansion (0, 7, 14 y 21 dias) se analizo la expresion de CD3, CD56y CD16
a través de citometria de flujo, tal y como se explica en materiales y métodos. En la figura se muestra la
evolucion de los marcadores CD56 y CD16 para cada estimulo a lo largo del tiempo de expansion.

Finalmente, se valord la capacidad citotoxica de las células NK expandidas en ausencia
de linfocitos T. Debido a la baja vialidad celular de los cultivos en ausencia de linfocitos T a dia
7, el ensayo de citotoxicidad sélo llevd a cabo a dia 14 y dia 21. Se observé que el cultivo en

ausencia de linfocitos T no afectaba a la funcionalidad de las células NK expandidas (Figura 4.26)
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Figura 4.26 Evaluacion de la citotoxicidad de las células NK expandidas en ausencia de linfocitos T. Los
PBMCs se activaron mediante la combinacion de R69 + IL-2 + IL-15, en presencia o ausencia de linfocitos
T, durante 21 dias. A distintos tiempos de expansion (dias 14 y 21) la poblacidn de células NK se enriquecié
a través de MACS, y se enfrentd a la linea celular HCT-116 sembrada en 2D durante 4 h, a un ratio
efector:diana 3:1. La muerte celular se analizé por citometria de flujo, determinando la exposicion de PS
en la membrana externa (Anexina-V) y la permeabilizacién de la membrana (7-AAD), como se describe en
materiales y métodos. Los datos representan la mediazSEM de 2 donantes independientes, tras restar los
respectivos controles de muerte celular sin células NK, donde la muerte celular fue siempre <15%.
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4.3.4 Evaluacion de la expresion de receptores en las células NK expandidas

La activacion de las células NK implica cambios en el patrén de expresion de proteinas
relacionadas con el metabolismo, la interaccién celular, o los mecanismos efectores, entre otros.
Ademas, en las condiciones de expansidn, la presencia de un estimulo permanente también
puede alterar esta expresion a lo largo del tiempo. Para estudiar cdmo afectan la activacién y
expansion de las células NK en su funciéon anti-tumoral, se analizd la expresién de varios
receptores de superficie. Entre ellos, receptores de quimiocinas implicados en la migracién
hacia el tumor (CXCR3) y checkpoints convencionales de activacidon (NKp44) o inhibicion (NKG2A)
(Figura 4.27); asi como checkpoints emergentes (CTLA-4, PD-1 TIM-3 y LAG-3) (Figura 4.28). Se
compararon los estimulos basados en las células estimuladoras R69 solas o en la combinacion

R69 + IL-2 + IL-15.

El receptor de inhibicion NKG2A presentd un nivel de expresién basal bajo en alrededor
de un 40% de las células NK recién aisladas. Tras la activacion, practicamente todas las células
NK expresaron el receptor. Ademas, su nivel de expresidon también se vio incrementado hasta

10 veces tanto en la activacion con R69 como con R69 + IL-2 + |L-15.

Por otro lado, el receptor de activacion NKp44 no fue observado en las célulsa NK recién
aisladas, pero si en las activdas. No obstante, un porcentaje variable de estas células NK
activadas (10-40%) no expresaron NKp44. En este caso, su nivel de expresion se vio
incrementado gradualmente con el tiempo de expansidn, sin encontrarse diferencias entre los

estimulos.

Finalmente, el receptor de quimiocinas CXCR3 mostrd un nivel de expresidon basal bajo
en las células NK recién aisladas. La activacion, en cualquiera de las condiciones estudiadas,
supuso un incremento significativo en su expresion, sin encontrarse diferencias entre los

estimulos.
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Figura 4.27 Expresion de los receptores de las células NK activadas con distintos estimulos. Los PBMCs
se purificaron directamente de sangre periférica o se activaron mediante las células estimuladoras R69 o
la combinacién de R69 + IL-2 + IL-15, durante 21 dias. A distintos tiempos de expansion (dias 0, 7, 14y 21)
se estudio la expresion de los receptores de superficie mediante citometria de flujo, como se indica en
materiales y métodos. Los datos representan A) la MFI de 2-4 donantes independientes. B) Se indica un
ejemplo representativo de los marcajes para cada receptor a los distintos tiempos de expansion. Se realizé
el andlisis estadistico test ANOVA de dos factores, donde *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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En cuanto a los checkpoints considerados emergentes en la regulacion de las células NK,

se observé una influencia variable de la activacién para cada uno de ellos.

Asi, el receptor PD-1 presentd niveles de expresién bajos antes y después de la
activacion. Se observaron diferencias significativas (respecto a las células NK recién aisladas) a
dia 7 y a dia 21, para la estimulacion con las células R69 solas o en combinacién con ILs

respectivamente. La comparacidn entre estimulos no mostrd diferencias significativas.

El receptor CTLA-4 también mostrd una expresién baja tanto en las células NK recién
aisladas como en las activadas. En este caso, sélo se observd un incremento significativo a dia 7
de expansion en la estimulacién con las células estimuladoras R69 + IL-2 + IL-15, aunque los

resultados presentaron una alta variabilidad y el nivel de expresién continué siendo bajo.

Por otro lado, el receptor TIM-3 contd un nivel de expresidn basal variable en las células
NK recién aisladas. La activacién, con cualquiera de los estimulos, implicé un incremento en su
nivel de expresidn. Sin embargo, este incremento sélo resulto significativo para la combinacion

de R69 + IL-2 + IL-15.

Finalmente, mientras que las células NK recién aisladas practicamente no mostraron
expresion del receptor LAG-3, la activacion supuso la aparicidn de una poblacién con un nivel de
expresion alto. Este nivel fue significativamente superior al basal a dia tanto a 7 como a dia 14
de la activacidon con las células R69. La expansion con las células R69 + IL-2 + IL-15 también fue
capaz de aumetnar el porcentaje de células con una expresidn alta de LAG-3. Mientras que la
comparacién entre estimulos, del mismo modo que en los casos anteriores, no mostrd

diferencias significativas.
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Figura 4.28 Expresion de los checkpoints emergentes en las células NK activadas con distintos estimulos.
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Los PBMCs se purificaron directamente de sangre periférica o se activaron mediante las células
estimuladoras R69 o la combinacién de R69 + IL-2 + IL-15, durante 21 dias. A distintos tiempos de
expansion (dias 0, 7, 14 y 21) se estudio la expresidn de los receptores de superficie mediante citometria
de flujo, como se indica en materiales y métodos. Los datos representan A) la MFI de 2-4 donantes
independientes- B) Se muestra un ejemplo representativo de los marcajes para cada receptor a los
distintos tiempos de expansion. Se realizo el analisis estadistico ANOVA de dos factores, donde *p<0,05;

**p<0,01; ***p<0,001.

4.3.5 Efecto del bloqueo de checkpoints con mAbs sobre la actividad de células NK de

donantes sanos

4.3.5.1 Evaluacion de la citotoxicidad de las células NK alogénicas activadas en

combinacion con bloqueantes de checkpoints

La expresidn de checkpoints por parte de las células NK activadas presenta ciertas
diferencias respecto a las células NK recién aisladas. Asi, mientras que el nivel de PD-1 presenta
una ligera variacidn, se produce una sobreexpresién de TIM-3. Para valorar la posible implicacion
de estos receptores en la funcién de las células NK activadas se realizaron ensayos bloqueo con
mAbs anti-PD-1 (Pembrolizumab) y anti-TIM-3 (clon F38-2E2). Para estos ensayos se llevd a cabo
la activacién “estandar” de las células NK, con la linea estimuladora R69 y durante 5 dias. Segun
los resultados mostrados anteriormente (Figuras 4.23 y Figura 4.28) no existian diferencias en
la capacidad citotdxica de las células NK, o el nivel de expresién de PD-1y TIM-3, en funcién de
su activacién con células R69 solas o en combinacion con ILs; ni tampoco a los distintos tiempos

de expansion.

Inicialmente, se comprobdé la capacidad de estos mAbs de unirse a sus respectivas dianas
mediante un ensayo de competitividad por citometria. De este modo, los PBMCs activados se
pre-incubaron con el mAb bloqueante anti-PD-1 o anti-TIM-3 y, a continuacién, se analizd la
expresion de PD-1 o TIM-3 mediante citometria de flujo. Se observd que en ambos casos se
producia un bloqueo de la uniéon del mAb utilizado para citometria de flujo (Figura 4.29).
Ademas, la union del mAb bloqueante anti-TIM-3 también se detectd a través de un marcaje
con un mAb secundario. Aunque en esta ocasion no se analizé la expresion del marcador CD56,
se observd que el porcentaje de poblacion positiva para TIM-3 se correspondia al valor
encontrado en el marcaje con el mAb marcado con fluorescencia en la caracterizacién fenotipica

de los PBMCs.
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Figura 4.29 Analisis del bloqueo de los receptores PD-1 y TIM-3 mediante mAbs. Se partié de los PBMCs
activados mediante la linea estimuladora R69 durante 5 dias. Estos PBMCs se incubaron con los mAbs
blogueantes frente a PD-1 (Pembrolizumab) o TIM-3 (clon F38-2E2) durante 20 min a 4°C. Posteriormente,
se afiadié un anticuerpo comercial marcado con un fluoréforo frente A) TIM-3 o B) PD1. C) Se afiadié un
anticuerpo secundario que reconociera al bloqueante de TIM-3 y se comparé el marcaje con el de un
anticuerpo primario comercial (izquierda). Los marcajes se analizaron a través de citometria de flujo,
como se indica en materiales y métodos.

Posteriormente, se estudié la implicacion de los ejes de PD-1 y TIM-3 en la funcién de
las células NK recién aisladas y activadas. Para el primer caso, se seleccionaron como diana las
lineas celulares HT-29 y DLD-1. La linea celular HT-29 ya habia mostrado una alta expresion de
los ligandos para los dos checkpoints considerados; mientras que la linea celular DLD-1 habia
resultado ser la mds sensible a la accion de las células NK activadas. Para el caso de las células
NK activadas se considerd también la linea celular HCT-116, ya que se ha establecido como

modelo de CCR en los ensayos in vivo.

Aunque los datos obtenidos hasta el momento no cuentan con la suficiente potencia
estadistica, no se observd ningin efecto de los isotipos o los mAbs bloqueantes en la
citotoxicidad de las células NK recién aisladas sobre la linea celular DLD-1 (Figura 4.30). Al utilizar
como diana la linea celular HT-29 se observé una tendencia hacia una mayor capacidad
citotéxica en combinacion con los isotipos o los mAbs bloqueantes, pero el anadlisis estadistico
en los ensayos con anti-TIM-3 no resulto significativo (Figura 4.30). La combinacién de ambos

tampoco aumento la actividad citotdxica de las células NK recién aisladas.
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Figura 4.30 Citotoxicidad de células NK alogénicas, en combinacién con anti-checkpoints, frente a
lineas celulares de CCR en 2D. Se partié de los PBMCs A) recién purificados de sangre periférica, o B)
activados mediante el co-cultivo con la linea estimuladora R69 durante 5 dias. Se enriquecié la poblacidon
de células NK a través de MACS y se llevé a cabo su marcaje con la sonda eFluor 670. Seguidamente, se
incubaron solas, o en presencia de los mAb bloqueante frente a PD-1 y/o TIM-3 o sus respectivos isotipos,
con las células de CCR durante 4 horas. Se utilizd un ratio efector: diana 3:1 para las células NK recién
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aisladas; 1:1 para las células NK activadas frente a HCT-116 y HT-29; y 0,5:1 para las células NK activadas
frente a DLD-1. La muerte celular se analizé por citometria de flujo, determinando la exposicidn de PS en
la membrana externa (Anexina-V) y la permeabilizacién de la membrana (7-AAD) en la poblacién negativa
para el marcaje de eFluor 670, como se describe en materiales y métodos. Los datos representan la
mediatSEM de 2-4 donantes independientes tras restar los respectivos controles sin células NK, donde la
muerte celular fue siempre <15%. Se realizo el andlisis estadistico test t de Student, donde ** p<0.01, ***
p<0.001.

Al estudiar el bloqueo de estos ejes de regulacién en las células NK activadas, se observé
una tendencia hacia una menor capacidad citotdxica en presencia de los respectivos isotipos.
Sin embargo, en las condiciones en las que se pudo realizar el andlisis estadistico, estas
diferencias no resultaron significativas. Por su parte, el empleo de mAbs bloqueantes tampoco

ofrecié cambios respecto al control con células NK solas, o en presencia de isotipo.

4.3.5.2 Evaluacion de la citotoxicidad de las células NK alogénicas activadas en presencia

de un mAb bloqueante del eje PD-1/PD-L1 (Pembrolizumab).

Después de comprobar que el bloqueo del receptor PD-1 durante la interaccion de las
células NK con las células diana no era capaz de mejorar su capacidad citotdxica, se valord la

accion de Pembrolizumab durante la activacion de las mismas.

En primer lugar, se analizd la expresion de PD-1 en las células NK y después de la
activacion (Figura 4.31A). Tanto en el conjunto de PBMCs recién purificados, como activados con
el protocolo “estandar” con la linea estimuladora R69, se observd la presencia de una poblacién
positiva en PD-1. La mayor parte de esta poblacidn se correspondid con las células CD56". Por el
contrario, los PBMCs activados en presencia de Pembrolizumab no expresaban PD-1.
Seguidamente, las células NK activadas en ambas condiciones se enfrentaron a las lineas
celulares HT-29 y DLD-1 (Figura 4.31B). En este caso, aunque los resultados fueron variables en
funcién del donante, no se observéd un efecto significativo del bloqueo de PD-1 en la
citotoxicidad de las células NK sobre estas lineas celulares. Sin embargo, si se aprecié un ligero
aumento de la capacidad citotdxica de las células NK cultivadas con Pembrolizumab frente a la
linea DLD-1. Aligual que en ensayo anterior, Pembrolizumab no tuvo efecto cuando Unicamente

se incluyé durante el ensayo de citotoxicidad a 4 horas.
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Figura 4.31. Expresion de PD-1 y citotoxicidad de células NK alogénicas activadas en presencia de un
mAb bloqueante de PD-1. A) Se analizé la expresién de PD-1 en los PBMCs provenientes de donantes
sanos recién purificados, o activados durante 5 dias con la linea estimuladora R69 en presencia o ausencia
del mAb Pembrolizumab. Los niUmeros en la esquina superior izquierda muestran el porcentaje de células
correspondiente a cada cuadrante del diagrama. B) La poblacidn de células NK activadas se enriquecié a
través de MACS, y se enfrentd a cultivos 2D de las lineas celulares HT-29 y DLD-1, durante 4 h, a un ratio
efector:diana 1:1 y 0,5:1 respectivamente. La muerte celular se analizéd por citometria de flujo,
determinando la exposicién de PS en la membrana externa (Anexina-V) y la permeabilizaciéon de la
membrana (7-AAD), como se describe en materiales y métodos. Los datos muestran la mediatSEM de la
citotoxicidad de 2-4 donantes independientes tras restar los respectivos controles sin células NK, donde
la muerte celular fue siempre <15%. Se realizé el analisis estadistico ANOVA de un factor.
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4.3.6 Bloqueo del eje PD-1/PD-L1 en células NK de pacientes con CCR

A pesar de que las células NK de sangre periférica han mostrado un bajo nivel de
expresiéon de PD-1, estudios previos en pacientes con cancer han encontrado una
sobreexpresion de este receptor en estas células (617-619). Por ello que se analizé el fenotipo y
la funcionalidad de las células NK provenientes de pacientes con CCR, asi como el efecto del

blogueo del eje PD-1/PD-L1 sobre su capacidad citotdxica.

Al contrario que lo observado en las células NK de los donantes sanos (Figura 4.31), toda
la poblacién de células NK de pacientes con CCR expresé PD-1 (Figura 4.32A). De este modo, se
analizé la capacidad citotéxica de estas células en presencia o ausencia de Pembrolizumab. Al
igual que los resultados obtenidos con las células NK recién aisladas de los donantes sanos, se
observé que éstas no tenian la capacidad de eliminar a la linea celular DLD-1 (Figura 4.32B).

Ademas, el bloqueo de PD-1 no fue suficiente para incrementar su capacidad citotéxica.

CD56'CD3- nNK nNK + anti-PD-1

CD56

Anexina-V Anexina-V

CD56 ~_ -~ PD1

Figura 4.32 Expresion de PD-1 y caracterizacion de las células NK recién aisladas de pacientes con CCR.
A) Se analizé la expresién de PD1 en las células NK (CD56"CD3") de pacientes de CCR. B) Se enriquecid la
poblacidn de células NK a través de MACS, y se enfrentd a cultivos 2D de la linea celular DLD-1 durante
4h, a un ratio efector:diana 1:1, en presencia o ausencia del mAb Pembrolizumab. La muerte celular se
analizo por citometria de flujo, determinando la exposicion de PS en la membrana externa (Anexina-V) y
la permeabilizacion de la membrana (7-AAD), como se describe en materiales y métodos. Los datos
muestran un ejemplo representativo de los marcajes indicados. Los nimeros en la esquina superior
izquierda muestran el porcentaje de células correspondiente a cada cuadrante del diagrama.

Posteriormente, para activar a las células NK, los PBMCs se cultivaron durante 72 horas
con IL-2 e IL-15, en presencia o ausencia de Pembrolizumab. Tras la activacidn con ILs solas, se
observé que la intensidad de PD-1 disminuia en intensidad en las células positivas para el
receptor (Figura 4.33A). También se comprobd que la incubacién con este mAb era capaz de

unirse al receptor PD-1, aunque preferentemente sobre la poblacion CD56" (Figura 4.33A).
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Ademas, en esta ocasidn, se valord la capacidad citotdxica de las células NK activadas solas,
incubadas con Pembrolizumab durante el periodo de activacidn, o durante el tiempo del ensayo
de citotoxicidad. A pesar de la variabilidad en los resultados, se observé una tendencia hacia una
mayor capacidad citotdxica frente a la linea celular DLD-1 en presencia del anticuerpo

Pembrolizumab (Figura 4.33B).
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Figura 4.33 Expresion de PD-1 y citotoxicidad de células NK derivadas de pacientes con CCR activadas
en presencia de un mAb bloqueante de PD-1. A) Se analizé la expresiéon de PD1 en las células NK
(CD56*CD3") de pacientes de CCR recién aisladas, o activadas durante 72 h con ILs solas 0 en combinacidn
con Pembrolizumab. Los nimeros en la esquina superior izquierda muestran el porcentaje de células
correspondiente a cada cuadrante del diagrama. B) La poblacion de células NK activadas se enriquecié a
través de MACS, y se enfrentd a cultivos 2D de la linea celular DLD-1, durante 4 h, a un ratio efector:diana
1:1. La muerte celular se analizé6 por citometria de flujo, determinando la exposicién de PS en la
membrana externa (Anexina-V) y la permeabilizacion de la membrana (7-AAD), como se describe en
materiales y métodos. Los datos muestran A) un ejemplo representativo de la evolucién del receptor PD-
1 con la activacion; B) la mediatSEM de la citotoxicidad de 4 donantes independientes tras restar los
respectivos controles sin células NK, donde la muerte celular fue siempre <15%. Se realiz6 el andlisis
estadistico ANOVA de un factor.
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4.3.7 Discusion

La generacion de protocolos que permitan la activacidn y expansion de las células NK
es un requisito esencial para su aplicacion como inmunoterapia contra el cdncer. Por lo tanto,
durante los ultimos afios se han ido estudiando distintos estimulos basados principalmente en
ILs, moléculas y células estimuladoras. La seleccion de un determinado estimulo conlleva
diferencias en la activacion de las células NK, tal y como se ha descrito previamente (566); y
también puede tener un impacto en la proliferacién y supervivencia de estas células durante la
expansion. En este trabajo se ha valorado el empleo de ILs solas, células estimuladoras LCL-EBV*

solas, o la combinacidon de ambas.

En primer lugar, la IL-2 y la IL-15 han mostrado un papel esencial en la activacion,
proliferacién y supervivencia de las células NK (659). Pero, del mismo modo que se ha descrito
en la literatura, el empleo de estas ILs no proporcioné grandes tasas de expansion, ni fue capaz
de mantener el cultivo durante un tiempo prolongado (346). Cabe destacar que en estos
estudios se utilizé una dosis dosis alta de IL-2 (1000 Ul/mL), frente a la dosi utilizada en este
trabajo (100 Ul/mL) (187, 391). Por otro lado, también se ha encontrado que la respuesta a la
estimulacién con ILs depende de si las células NK son cultivadas como poblacidn purificada o
dentro del conjunto de PBMCs (con o sin la eliminacién de las células CD3*), con resultados mas
favorables para la segunda opcién. No obstante, los mayores incrementos en la tasa de
expansion de las células NK, mediante la estimulacion con ILs, se han relacionado con el empleo
combinado de moléculas estimuladoras como los mAb, alemtuzumab (anti-CD52) o anti-CD16

(187).

En este sentido, diversas publicaciones han mostrado que las células estimuladoras son
capaces de mejorar los resultados obtenidos a través del cultivo con ILs solas. Tanto la
estimulacién con PBMCs alogénicos, como con lineas celulares inactivadas, han conseguido
altas tasas de expansidn, variando en funcién del protocolo entre 100 - >1.000 veces (187). No
obstante, estos protocolos suelen combinar las células estimuladoras con ILs y otros compuestos
(OKT3, concavalina A, ionomicina) (187, 660); e incluso se han generado lineas celulares
modificadas genéticamente que expresan moléculas de co-estimulacion (4-1BBL, CD86, OX40-L,
etc.) o ILs ancladas a la membrana (IL-15 e IL-21) (406, 661, 662). Dentro de las lineas celulares
mas comunmente utilizadas en la expansién de las células NK se encuentran la K562, derivada

de leucemia mieloide crénica, y las LCL. En este trabajo se descartd el empleo de la linea celular
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K562, ya que estudios previos Del grupo demostraron una mejor activacién de las células NK con
la LCL-EBV* R69 que con la combinacion K562 + IL-2 (242, 566). De este modo, se compararon
las LCL-EBV* R69y 721.221.

El potencial que presentan las LCL-EBV* en la activacion y proliferacidn de las células NK
ya fue descrito anteriormente (409). Después, otros estudios han utilizado estas células
estimuladoras para desarrollar diversos protocolos de expansion (410, 663). La linea celular R69
se caracteriza por expresar tanto HLA-I, con todos los epitopos conocidos de los KIR, como HLA-
Il. Mientras que la linea celular 721.221 es deficiente en HLA-I, pero mantiene la expresion de
HLA-II (664, 665). Trabajos anteriores en el grupo demostraron que ambas lineas celulares eran
capaces de activar a las células NK sin necesidad de ILs. Por ello se propuso que la activaciéon no
estaba restringida por HLA-l. Ademas, tampoco observaron cambios en el patron de expresion
de receptores de las células NK tras su activacién con la linea celular R69 o K562 (deficiente en
HLA-1) (242, 566, 567). Sin embargo, en este trabajo se ha observado que Unicamente la linea
celular R69 sola era capaz de mantener la expansién a lo largo de los 21 dias de cultivo; mientras
gue el cultivo con la linea celular 721.221 sola comprometié la viabilidad de las células NK en la
ultima semana de ensayo. No obstante, los resultados para la estimulacién con la linea 721.221
se obtuvieron a través de una expansién simultanea de los donantes, por lo que éstos se podrian

contrastar con un ensayo independiente.

Por otro lado, la combinacidn de estas células estimuladoras con ILs proporcioné un
estimulo mas fuerte y ofrecié los mejores resultados de expansidon. En esta ocasion se
observaron tasas muy variables en funcidon de los donantes. Pero, en linea con los datos
anteriores, tampoco se asocié a una restriccion de HLA-I. De este modo, podria considerarse la
implicacion de otras sefiales en la respuesta de las células NK. De hecho, Tremlay-McLea et al.
observaron que las células estimuladoras deficientes en HLA-I conferian distintas caracteristicas
a las células NK en funcidn del patrdn de ligandos de activacién que expresaban (666). Ademas,
también como un condicionante en la activacidn y expansion, otros estudios han valorado el
impacto de las interacciones entre las lineas celulares estimuladoras, las células NK y otras
poblaciones accesorias de los PBMCs (667, 668); asi como las citoquinas liberadas por las propias

LCL-EBV+, especialmente IL-12 e IFN-y (669, 670).

Este trabajo se ha centrado en el desarrollo de un protocolo de activacidn a partir de

muestras de sangre periférica. Sin embargo, distintos estudios han utilizado una variedad de
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fuentes de células NK, como corddn umbilical, células pluripotentes, o incluso lineas celulares.
No obstante, mds del 90% de los ensayos clinicos estdn basados en la expansidon de células NK
derivadas de sangre periférica (187). Aun asi, protocolos de expansidn similares a los utilizados
en estos ensayos, se han aplicado a la expansidn de células NK provenientes de otras fuentes.
En el trabajo de Sdnchez-Martinez et al obtuvieron tasas de expansion superiores a 50 veces tras
10 dias de cultivo de los PBMCs provenientes de cordén umbilical con la linea linfoblastoide PLH

en combinacién con IL-2 e IL-12 (387).

El empleo de células NK derivadas de sangre periférica implica, de partida, una poblacién
heterogénea, con diferentes fenotipos y funciones. Sin embargo, la divisidn principal se basa en
la mayor o menor expresién del marcador CD56. Ademas, las dos poblaciones resultantes de
esta division también se caracterizan por una expresion diferencial del receptor CD16. Asi se
definen las células NK CD569™CD16°"€" y CD56"€"CD56™, Las primeras representan alrededor
del 90% de las células NK circulantes, con una funcidn principalmente citotdxica (671); mientras
que las segundas son predominantemente productoras de citoquinas (672). No obstante, se ha
descrito que estas poblaciones, y sus funciones, se ven alteradas tras la activacion con distintos
estimulos. De hecho, se ha demostrado que las células CD56°"€" son capaces de responder a IL-
2 e IL-12 e incrementar su capacidad citotéxica hasta los niveles caracteristicos de las células

CD56¢™ (672, 673).

En este trabajo se observé que la activacion basada en ILs (IL-2 e IL-15) producia un
enriquecimiento de la poblacién CD56" y una pérdida de CD16, tal y como se habia descrito
previamente (620). Por otro lado, se observé que la activacién con células estimuladoras (LCL-
EBV*) solas o combinadas con ILs conllevaba un enriquecimiento de la poblacién CD567€", En
cuanto a CD16, durante la primera semana hubo un icremento de la poblacién CD16™, pero
posteriormente el cultivo se volvié a enriquecer en una poblacién CD16€", Probablemente,
esto se deba a una mayor proliferacion de este ultimo subgrupo de células NK. Ademas, surgio
una nueva poblacién caracterizada por la expresion de CD56€"/CD16"€", Estos resultados son
acordes a los descritos por otros estudios en los que la activacidn con algunas citoquinas (674),
o con las células estimuladoras R69 (242), daba lugar al desarrollo de células NK con una alta
expresion de ambos marcadores. Funcionalmente, ambos estudios encontraron que estas
células NK tenian un potencial citotéxico alto, tanto frente a lineas de neoplasias hematoldgicas
como derivadas de tumores sélidos (242, 566). De hecho, en el trabajo de nuestro grupo se

observo un incremento en la expresion intracelular de granzima B en esta poblacion (242).
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Tanto en estudios previos como en este trabajo se ha observado un aumento de la
capacidad citotdxica de las células NK activadas a través de LCL-EBV+ (667, 675). Sin embargo,
en estos casos, las condiciones de activacion se limitaban a tiempos cortos de alrededor de una
semana. Por el contrario, la activacion de las células NK a largo plazo puede implicar cambios
relacionados con una estimulacién crénica. De hecho, se ha observado que el tratamiento
continuado con IL-15 es capaz de mejorar la proliferacién de las células NK, pero a expensas de
su agotamiento funcional (676). En este trabajo, tanto el empleo de la linea estimuladora R69
(sola 0 en combinacién con ILs), como el empleo de la linea celular 721.221+ IL-2 + IL-15, fueron
capaces de mantener la proliferacién y la capacidad citotdxica de las células NK a lo largo de los
21 dias de cultivo. Como se ha descrito, estas dos lineas celulares presentan diferencias en la
expresion de HLA-I. Y en trabajos anteriores se propuso que la activacidn inducida por las LCL-
EBV* era independiente de la expresion de HLA-1 (242). En linea con ello, en nuestro estudio la
falta de expresion de HLA-I no indujo anergia en las células NK en el cultivo a largo plazo, frente
a lo que podria esperarse como un mecanismo de tuning. De hecho, otros estudios han
observado que una estimulacién constante a través del receptor de activacién NKG2D
compromete la actividad anti-tumoral de las células NK (677). Y aunque podria pensarse que
las ILs usadas en este trabajo podrian revertir la anergia de las células NK, el estudio de Courdet
et al. también se llevé a cabo en presencia de IL-2; por lo que no esta claro el mecanismo que
induce la activaciéon a largo plazo de las células NK. En este sentido, otros estudios que han
utilizado la linea estimuladora K562 (carente de HLA-I y HLA-II), modificada para expresar en la
membrana moléculas co-estimuladoras como OX40-L 0 4-1BB e ILs como IL-15 o IL-21, también
han descrito una alta tasa de expansidn de las células NK sin comprometer su citotoxicidad (406,
661). Puede ser que las lineas celulares K562, R69 y 721.221 no expresen los suficentes ligandos

de NKG2A (621).

Finalmente, y a partir de los datos expuestos, se seleccioné el protocolo basado en la
combinacion de células R69 + IL-2 + IL-15 para futuros ensayos de expansion de las células NK.
No obstante, su adaptacion en la clinica en condibiones GMP requerird modificaciones de las
condiciones y medios de cultivo utilizados en este trabajo, por lo que habra que asegurar que

no se produzca un impacto negativo en la activacion y proliferacion de las células NK.

Por otro lado, uno de los factores de calidad de ACT basada en células NK es la pureza
de las células transferidas. En un contexto de alo-reactividad, la presencia de linfocitos T

generaria GvHD. Ademds, se ha descrito que las células B de los donantes pueden dar lugar a
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desdérdenes linfoproliferativos, si se reactivan ciertas infecciones virales (EBV), o anemia debida
al sindrome del linfocito pasajero (187, 678). Es por ello que en los protocolos clinicos se suelen
hacer varias rondas de purificacién de las células NK; por ejemplo, mediante la eliminaciéon de
los linfocitos T (CD3*) y la seleccidn de las células NK (CD56). De hecho, estudios acerca del
desarrollo de protocolos para la aplicacion clinica han propuesto la purificacion de las células NK

antes de comenzar su expansioén (391).

No obstante, otras poblaciones presentes en el conjunto de los PBMCs pueden colaborar
en la activacidn y expansion de las células NK. Como ya se ha descrito, los PBMCs autdlogos o
alogénicos actuan como células estimuladoras, mejorando las tasas de expansion de las células
NK purificadas y cultivadas sélo en presencia de ILs (187). De hecho, se ha comprobado que los
monocitos intervienen en la expansion de las células NK (187, 391, 679). Ademas, estudios
previos en el grupo mostraron que la eliminacidn de las poblaciones CD4+ y CD8+, durante la
activacion con las células estimuladoras R69, no tenia un efecto negativo sobre la citotoxicidad
de las células NK. Sin embargo, cuando estas células se activaban como poblacién purificada
(CD56%) si veian disminuida su capacidad citotéxica frente a lineas celulares de neoplasias

hematoldgicas mas resistentes, como el linfomma RAJI o el mieloma multiple U2937.

En este trabajo se evalud el efecto de la eliminacion de la poblacién CD3* sobre la
activacion y la expansion de las células NK. Para ello, se utilizé como estimulo la combinacién de
las células estimuladoras R69 + IL-2 + IL-15. Aunque el numero de pacientes analizado no es
representativo estadisticamente, no se observaron variaciones en la tasa de expansion o la
capacidad citotdxica de las células NK en funcién de la presencia de linfocitos T. Sin embargo, si
se obtuvo una mayor pureza del cultivo, alcanzando un 60-90% de células NK a partir de la
segunda semana de expansion. Por lo tanto, la eliminacién previa de la poblacion de linfocitos T

puede resultar beneficiosa en la implementacidn del protocolo a nivel clinico.

A un nivel posterior, la eficacia clinica de la ACT basada en células NK en CCR dependera
de la capacidad de estas células de migrar hasta el tumor y ejercer alli sus funciones citotdxicas.
Por ello, se analizaron un conjunto de receptores que pueden definir su direccionamiento y

respuesta anti-tumoral.
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En primer lugar se estudid el receptor de quimiocinas CXCR3, que reconoce CXCL-4,
CXCL-9, CXCL-10 y CXCL-11 (622). En este trabajo se detectd en las células NK recién aisladas, y
su nivel incrementd significativamente tras la activacion. Otros estudios han descrito que este
receptor se encuentra expresado por las células NK circulantes, pero que su nivel disminuye al
adquirir el fenotipo maduro CD56%™ (189). Ademds, se ha caracterizado como un receptor
esencial para la infiltracion de las células NK en los tumores sélidos (680). En cuanto al efecto de
la activacién sobre este receptor, existen discrepancias entre una diminucidon (681) o un
aumento (682, 683) de su expresion tras la exposicidn a IL-2. Probablemente esto se deba a la
dosis utilizada para la activacion, de manera que dosis altas de IL-2 indujeron su sobreexpresion.
De hecho, otros estudios del grupo revelaron la sobreexpresidon del receptor mediante la

activacion con las células R69, pero no con IL-2 (521).

Posteriormente, se estudiaron algunos de los receptores de activacion (NKp44) e
inhibicion (NKG2A) de las células NK. La expresion de NKp44 constituye una prueba del estado
de activacién de estas células. El receptor NKp44 no se encuentra en las células NK recién
aisladas y, se ha observado que se expone en la superficie tras la activacion in vitro con ILs (684)
o células estimuladoras (242). Consecuentemente, en este trabajo se encontré un incremento
del nivel de NKp44 en practicamente toda la poblacién de células NK activadas. Ademas, este
incremento fue progresivo con el tiempo de expansion. El papel de este receptor en la
eliminacion de los tumores de CCR, y mas especificamente en el contexto de las células NK
activadas, todavia tiene que ser evaluadao. Sin embargo, otros estudios han demostrado su
efecto anti-tumoral tras la unién a sus respectivos ligandos (684-686). Por otro lado, el receptor
de inhibicion NKG2A se ha establecido como un checkpoint inhibitorio de la regulacion de la
inmunidad anti-tumoral de las células NK (142, 484). Ademas, estudios histopatolégicos han
revelado la presencia de células NK NKG2A*, y una alta expresion de su ligando HLA-E, en
tumores de CCR, entre otros (484). Por ello, se ha propuesto como una diana para los
tratamientos de inmunoterapia con mAb, y se ha desarrollado el mAb bloqueanteMonzalizumab
(484). En este trabajo, y en relacién con lo observado anteriormente (242, 410), se produjo una
incremento en los niveles del receptor con la activacidn. Probablemente, este hecho se deba a
un mecanismo de compensacion en la sefializacion de los receptores de activacion e inhibicion

para asegurar la tolerancia hacia las células sanas.

Finalmente, se analizd la expresidon de otros checkpoints que han mostrado estar

implicados en la regulacidn de los linfocitos T pero cuyo papel en la actividad de las células NK
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no esta tan claro. Ademas, la activacién de las células NK in vitro podria suponer diferencias en
su patrdon de expresion o su papel en el balance de senales. Concretamente, se estudiaron los

receptores CTLA-4, PD-1, TIM-3 y LAG-3.

El checkpoint CTLA-4 es uno de los principales reguladores de tolerancia periférica de
los linfocitos T tras su activacidn. Su exposicidon permanente a nivel extracelular es un signo de
agotamiento, y su bloqueo a través de mAbs ha sido capaz de restaurar la respuesta anti-tumoral
de los linfocitos T (687). Sin embargo, ha sido poco estudiado en el contexto de las células NK.
Inicialmente, fue descrito en células NK de ratdn activadas con IL-2, con un papel inhibidor en la
produccién de IFN-y (688). En humanos, tras la estimulacién con ILs, Lougaris et al. (689)
encontraron una fuerte sobreexpresion del receptor a nivel intracelular; mientras que Hirakawa
et al. (690) encontraron niveles bajos a nivel extracelular aunque significativamente superiores
al control sin estimular; y Choi et al. no observaron diferencias respecto a las células NK recién
aisladas (691). En este trabajo, la expresion de CTLA-4 a nivel extracelular sélo resultd
significativa en la activacion con las células R69 + IL-2 + IL-15 a dia 7 de expansion, con un nivel
bajo y con una gran variabilidad en los resultados. Es por ello, que el aumento del nimero de
muestra estudiado, asi como su deteccidn a nivel intracelular, contribuirian a aclarar la evolucién
de este receptor durante la activacion. Mientras tanto, su implicacién en la actividad de las
células NK deberia comprobarse a través de ensayos funcionales, como el bloqueo de esta via
de senalizacion. En este sentido, Lang et al. mostraron que las células NK no muestran expresion

de CTLA-4 y que su bloqueo no aumenta la actividad de las células NK (692).

Otro de los checkpoints que cuenta con pocos estudios en células NK es LAG-3. Este
receptor fue inicialmente descrito en linfocitos T y células NK activadas ((171). Dado que se
conoce su implicacidon en el agotamiento de los linfocitos T, se han desarrollado mAbs para
bloquear su sefializacion; y se ha observado un efecto sinérgico con PD-1. De hecho, Zhou et al.
determinaron que el bloqueo de LAG-3 era capaz de devolver la funcidn de los linfocitos T CD8*
derivados de muestras de CCR (627). Sin embargo, existe poca informacion acerca de su
implicacion en la actividad anti-tumoral de las células NK, y no esta claro si tiene un efecto sobre
su capacidad citotdxica (158, 173, 693). No obstante, algunos estudios han encontrado células
NK LAG3* en los linfocitos infiltrantes de algunos tumores (172).En este trabajo, se ha observado
el incremento de la expresidn de LAG-3 en un porcentaje variable de las células NK activadas,
llegando a alcanzar el 40% para algunos donantes y condiciones. Por ello, en futuros estudios,

puede resultar interesante valorar el efecto de este eje sobre las células NK activadas.
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Por su parte, TIM-3 se ha descrito en las células NK recién aisladas de donantes sanos,
especialmente en la poblacién CD56™, y regula ciertos estados de tolerancia a nivel fisioldgico
(158, 173). Ensayos in vitro han mostrado un incremento de su expresién tras la estimulacion
con ILs (158, 168). De manera andloga, en este estudio se observd este mismo efecto con los
protocolos de activacidon analizados, aunque sdélo resultd significativo en el caso de Ia
combinacion de R69 + IL-2 + IL-15, probablemente debido al pequefo tamaiio de la muestra.
Por otro lado, la funcién de este receptor en las células NK es controvertida, habiéndose
implicado en procesos de activaciéon e inhibicién. Por ejemplo, su unién con Gal-9 ha mostrado
inducir la liberacidn de IFN-y (168). Mientras que en un contexto tumoral in vivo, su expresion
se ha correlacionado con peor prondstico y una pérdida de funcién de las células NK (145, 158,
173, 694); aunque un trabajo centrado en el CCR lo ha asociado a estadios menos avanzados
(695). Ademas, algunos estudios han demostrado que el bloqueo de este receptor es capaz de
recuperar dicha funcion (169, 630). Opuestamente, otros han descrito que el bloqueo de TIM-3
reduce la citotoxicidad de las células NK frente a lineas de cancer de pancreas (696). Es por ello
gue en este trabajo se evalud el efecto de un mAb anti-TIM-3 sobre la capacidad citotdxica de
células NK recién aisladas y NK activadas frente a lineas de CCR. Dicho anticuerpo bloquea los
sitios de unidon de CEACAM-1 y fosfatidilserina (697). Sin embargo, ni en los ensayos con células
NK recién aisladas, ni con células NK activadas, se observd un efecto del bloqueo frente a las
lineas celulares DLD-1, HCT-116 y HT-29. Ademads, esta ultima linea celular habia mostrado

previamente una alta expresiéon del ligando de TIM-3, CEACAM-1 (apartado 4.1.2).

Por ultimo, el checkpoint PD-1 ha sido uno de los mas estudiados en el campo de la
inmunoterapia. Se ha descrito en linfocitos T activados, regulando tolerancia periférica, pero
también en linfocitos T anérgicos en tumores e infecciones crénicas (698). De hecho, los mAbs
dirigidos a su bloqueo han proporcionado buenos resultados en el tratamiento de tumores con
infiltracidn de linfocitos T. En cuanto a las células NK, su papel es mds controvertido. El estudio
de donantes sanos ha revelado, en general, niveles bajos de expresién (146), y no parece estar
implicado en la tolerancia de estas células. Sin embargo, se ha encontrado sobreexpresado en
las células NK de pacientes con cancer, relaciondndose con un peor prondstico y una inhibicion
de la respuesta anti-tumoral (147, 174, 699, 700). Ademas, diversos estudios in vitro han
mostrado que los mAbs frente al eje PD-1/PD-L1 son capaces de devolver la respuesta de las
células NK (147, 700); y en los estudios in vivo se ha visto que las células NK contribuyen a la
eficacia de estos mAbs (174, 175, 701). Asi, en este trabajo se estudié el bloqueo de PD-1 en las

células NK provenientes de pacientes de CCR. Del mismo modo que se habia descrito, estas
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células expresaron altos niveles del receptor. Sin embargo, al enfrentar las células NK recién
aisladas de pacientes de CCR a las lineas celulares de CCR, no se observé un efecto del anticuerpo
Pembrolizumab, probablemente debido a la baja citotoxicidad basal inducida por éstas. Por otro
lado, la activacidn con ILs redujo la expresién de PD-1, probablemente por la reversion del
fenotipo exhausto (623). El bloqueo de PD-1 en las células activadas de estos pacientes, bien
durante el tiempo de ensayo o durante toda la activacién, resulté en una tendencia hacia una
mayor capacidad citotdxica. Aunque estos resultados no resultaron significativos, seria
necesario un incremento del nimero de muestra para poder asegurar o descartar su efecto.
Frente a estas observaciones, y también condicionado por el tamafio de muestra y la
citotoxicidad basal de las células recién aisladas, no se observé ningun efecto de Pembrolizumab
sobre las células NK provenientes de donantes sanos. En un principio, estos resultados son
acordes con el bajo nivel de expresién de PD-1. Ademds, Mariotti et al. describieron que en las
células NK de los donantes sanos existe una reserva intracelular de PD-1 con un nivel bajo de
expresion; la cual no vieron que se incrementara o se expusiera en la membrana tras la
activacion con IL-2 (702). En esta linea, y aunque algunos estudios han obtenido resultados
opuestos tras la activacion de las células NK (147, 703), en este trabajo sélo se observé un
incremento significativo del nivel de PD-1 en determinados dias y condiciones de expansién, lo
gue puede relacionarse con una respuesta variable de los donantes analizados frente a los
estimulos. En este sentido, el bloqueo del receptor durante la interaccion de las células NK con
las lineas celulares de CCR no mejord la citotoxicidad de éstas, ni individualmente ni en
combinacion con el anticuerpo anti-TIM3, pese a que las lineas analizadas expresan PD-L1. Sin
embargo, en estudios que se estan desarrollando actualmente en el grupo se ha observado una
sobreexpresion transitoria de PD-1 en la membrana de las células NK durante el proceso de
degranulacién. Por lo tanto, podria ser que, en condiciones de una alta expresion de PD-L1, las
células NK si vieran afectada su capacidad citotdxica, tal y como describieron Bellucci et al. (704).
En este trabajo el cultivo en condiciones 3D incrementd la expresién de PD-L1 en las lineas
celulares CaCo-2 y HT-29 (apartado 4.1.2, las cuales se encuentran dentro de las mas resistentes
a la citotoxicidad inducida por las células NK en este modelo. Y aunque el incremento de PD-L1
en el modelo en 3D varié en funcidn del momento de la determinacion, los ensayos de
citotoxicidad que se recogen en este trabajo para estas lineas celulares se correspondieron con
las determinaciones mas altas. No obstante, tanto para demostrar su implicacién en la actividad
de las células NK, serian necesarios ensayos de bloqueo en estas condiciones de cultivo. Por otro
lado, la valoracién del bloqueo de PD-1 durante la activacion de estas células requeriria
aumentar el tamafio de muestra. En este caso se observé una tendencia hacia una mayor

actividad citotéxica que no llegd a resultar significativa. En este contexto, el efecto de

175



RESULTADOS Y DSCUSION

Pembrolizumab podria deberse a una alteracién en las interacciones intercelulares durante la
activacion, del mismo modo que se ha propuesto que ocurre entre las células NK y los linfocitos

Treg en el TME, favoreciendo el grado de activacion de las células NK (701).

Por lo tanto, a falta de estudios adicionales, las células NK alogénicas una vez activadas
no parecen estar restringidas por los checkpoints considerados al enfrentarse a lineas celulares
de CCR. Su administracién en combinacién con inhibidores de PD-1 u otros checkpoints podria
mejorar su resultado al considerar su accidon dentro del TME, dado que en este caso podrian

recibir sefiales de inhibicién de un mayor nimero de células y no sélo de las células tumorales.

176



RESULTADOS Y DSCUSION

4.4 Evaluacion de la capacidad anti-tumoral de las células NK alogénicas expandidas
sobre CCR en un modelo de xenotrasplante en ratén.

4.4.1 Tratamiento de tumores subcutaneos de lineas celulares de CCR con células NK

expandidas

Hasta el momento, las células NK activadas habian mostrado ser capaces de eliminar a
las lineas celulares de CCR, cultivadas in vitro en modelo 2D y 3D. Ademas, se habia conseguido
establecer un protocolo que permitia expandir adecuadamente estas células. Es por ello que se
planteé estudiar la capacidad de las células NK alogénicas para controlar el desarrollo del CCR in

vivo.

Se disefié un modelo de xenotrasplante subcutaneo (SC) en ratones inmunodeprimidos
NSG™, que carecen de linfocitos Ty B maduros, células NKy complemento; y son deficientes en
macroéfagos y células dendriticas. Para la generacidn del tumor se selecciond la linea celular HCT-
116, ya que habia resultado ser la mas resistente en el modelo 3D (apartado 4.2.2. Tras su
inoculacidn, se procedié al tratamiento de los ratones segun el esquema indicado (Figura 4.34).
Los ratones del grupo “tratamiento temprano” (Figura 4.34A) recibieron la primera dosis de
células NK a dia 7 post-inoculacién, cuando el tumor era apreciable por palpacién pero no
visualmente (tamafio <50 mm?3). Por otro lado, los ratones del grupo “tratamiento tardio”
(Figura 4.34B) recibieron la primera dosis de células NK a dia 9 post-inoculacidn, cuando el tumor
era apreciable visualmente (tamafio 50-100 mm?3). Los dos grupos recibieron 3 dosis de
tratamiento a intervalos de 48 horas. En cada dosis se administraron 10x10° células NK
expandidas, provenientes de distintos donantes, en combinacién con 10 ug de IL-2. Antes de
cada administracion, se asegurd que la pureza de las células NK era >90% (Figura 4.34C). Por su
parte, el grupo control sélo recibié 10 pg de IL-2 en los mismos dias que los demds ratones

fueron tratados con células NK. A partir de entonces, se analizé el desarrollo tumoral.
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Figura 4.34 Protocolo para el tratamiento de tumores subcutaneos de CCR con células NK expandidas.
Los ratones NSG™ fueron inoculados por via SC con 2x10° células HCT-116. A los A) 7 dias (tratamiento
temprano) o B) 9 dias (tratamiento tardio) se inicid el esquema de tratamiento basado en la
administracion IP de 10x10°8células NK y 10 ug de IL-2 por ratdn. Esta dosis se repitid 3 veces en intervalos
de 48 horas. C) Los ratones control solo recibieron IL-2 en los mismos dias de la administracién del

tratamiento.
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Se observé que la administracion temprana de células NK expandidas era capaz de retener el
crecimiento tumoral durante el tiempo tratamiento (Figura 4.35). En tiempos posteriores, esto se tradujo
en un retraso de la evolucién tumoral y una mayor supervivencia. Sin embargo, la administracion tardia
de las células NK expandidas no fue capaz de retener el crecimiento tumoral (Figura 4.35), y la

supervivencia de los ratones fue similar a la del grupo control.
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Figura 4.35 Efecto de la actuacidn de células NK expandidas sobre el desarrollo del CCR in vivo. Los
ratones NSG™ fueron inoculados por via SC con 2x10° células HCT-116. A los 7 dias se inicié tratamiento
temprano, y a los 9 dias el tratamiento tardio, con 10x10° de células NK y 10 pg de IL-2 por ratén (linea
punteada). Esta dosis se repitio 3 veces en intervalos de 48 horas. Los ratones control solo recibieron IL-
2 sola en los mismos dias de la administracién del tratamiento (linea continua). Se analizd el crecimiento
tumoral y la supervivencia de los ratones hasta los criterios de punto final (1000 mm?) o hasta los 40 dias
desde la inoculacién tumoral, tal y como se explica en materiales y métodos. Los datos representan la
mediazSEM del volumen tumoral y la supervivencia a lo largo del tiempo. Los grupos control y tratamiento
temprano contaron con un total de 10 ratones en 2 experimentos independientes. El grupo tratamiento
tardio contd con un total de 6 ratones en un Unico experimento. Se realizé el analisis estadistico ANOVA
de dos factores en la grafica del desarrollo tumoral, y el test Log-rank (Mantel-Cox) en la gréfica de
supervivencia, donde *p<0,05; ***p<0,001.
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4.4.2 Discusion

Los modelos in vivo permiten estudiar el comportamiento de las células NK transferidas
dentro de un organismo. Asi, se hace posible valorar fendmenos de migracién, interaccién con
el entorno y citotoxicidad frente a la masa tumoral. En este trabajo, gracias al modelo 3D, ya se
hizo una aproximacion a un estudio mas fisioldgico de la actividad de las células NK. No obstante,

el estudio in vivo aportd nueva informacion a la evaluacidn de la eficacia de esta ACT.

No obstante, este modelo presenta limitaciones relacionadas con el estado de
inmunodepresion de los animales. Asi, el TME que desarrolla el tumor estd condicionado por la
ausencia de ciertas poblaciones inmunes, como linfocitos T, B y NK, y la deficiencia en
macroéfagos y células dendriticas. Ademas, es de esperar que el comportamiento de un tumor
generado como xenotrasplante SC no se comporte como un modelo ortotdpico (localizado en el

lugar de origen del tumor primario).

Las lineas celulares humanas de CCR ya se han utilizado en otros estudios para generar
modelos in vivo de este tipo de tumor. Algunas de las lineas celulares mas utilizadas han sido la
Colo-205, HT-29, HCT-116 y SW620 (624-628). Esencialmente, estos estudios se han basado en
el andlisis de sus propiedades de crecimiento (626, 627), invasidn (629, 630), o su sensibilidad a
ciertas drogas (624). Los primeros son interesantes ya que describen el comportamiento de las
lineas celulares de CCR injertadas en la especie murina. Por ejemplo los tumores de la linea HCT-
116 ha mostrado ser capaces de crecer mas rapidamente que los de la linea HT-29, en un modelo
SC (626); y en un modelo ortotépico su tasa de crecimiento también resulté superior a la de las
lineas celulares DLD1 y SW620 (631). Estos estudios también delatan diferencias entre los
modelos de trasplante SCy ortotdpico (627, 628). Por ejemplo, algunos estudios han detectado
la necesidad de implantar un mayor nimero de células para el establecimiento del modelo
ortotdpico (629). Este modelo también se caracteriza por generar metastasis hepaticas (625,
628), y una mayor infiltracién de células inmunes adaptativas y células NK (en ratones nude)
(628, 629). Este estudio del TME también se ha llevado a través de lineas celulares de ratén de
CCR, que se pueden implantar en ratones inmunocopetentes, capaces desarrollar un TME

completo y representar los procesos fisioldgicos del desarrollo tumoral (629, 632, 633).

No obstante, la evaluacidon de un protocolo de ACT basado en células NK humanas

requiere que las lineas tumorales utilizadas como diana tengan el mismo origen. La capacidad

180



RESULTADOS Y DSCUSION

anti-tumoral de las células NK humanas activadas, en modelos in vivo, se ha evaluado en otros
estudios frente a distintos tipos tumorales, como mieloma multiple (634), CCR (488, 635), mama
(636), o glioblastoma (637). Los esquemas de tratamiento que se han descrito son diversos. Por
lo general, suelen utilizar administraciones de 2-10 x10° de células NK, que se repiten varias
veces a distintos intervalos de tiempo. También existen variaciones en las vias de
administraciéon: peritumoral, IP o intravenosa. En este trabajo, se selecciond la administracion
IP para simular la migracion de las células hasta el tumor. En general, todos los articulos
observaron una reduccidn del volumen tumoral y un retraso en su crecimiento. Estos resultados
son los que se obtuvieron con el tratamiento temprano con células NK expandidas. En este grupo
experimental, el crecimiento tumoral comenzd a desarrollarse mas radpidamente a partir del dia
15 de ensayo, probablemente debido a la desaparicidn de las células NK transferidas. De hecho,
como se ha comentado anteriormente, la vida media de las células NK es en torno a 7 dias. Y en
este grupo experimental la Ultima administracion del tratamiento se habia realizado a dia 11.
Por lo tanto, se podrian plantear modificaciones del esquema de tratamiento, variando los dias
de administracién de las células NK o incluso de la IL-2, ya que la administracién concomitante
de esta IL es necesaria para mantener la viabilidad de las células transferidas (331, 638, 639). Sin
embargo, la administracidn tardia de las células NK no fue capaz de controlar el crecimiento
tumoral. En este ensayo se utilizé un pool de células NK provenientes de distintos donantes en
cada administracién para asegurar que el resultado no estuviera condicionado por la
complementariedad entre la linea tumoral y las células NK. Asi, estos resultados pueden deberse
a que la tasa de crecimiento de las células HCT-116 fuera superior a la accidn citotéxica de las
células NK. No obstante, se aprecié una retencién del crecimiento tumoral durante los dias de
la administracién de las células NK. Aunque este resultado ha de contrastarse en nuevos
experimentos que aumenten el tamafio de muestra. Independientemente, es conveniente
sefialar que la linea celular HCT-116 resultd ser la mas resistente a la accién de las células NK en
el modelo 3D. Ademas, en las publicaciones previas se ha descrito una tasa de replicacion
superior a otras lineas celulares de CCR implantadas en el modelo de ratén. Por ello, aunque son
necesarios estudios adicionales, los resultados obtenidos hasta el momento apoyan la actividad

anti-tumoral de las células NK en modelos in vivo.
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5. Conclusiones

Los resultados descritos en este trabajo permitieron obtener las siguientes conclusiones.

1. Las lineas celulares de CCR permiten representar los distintos estados moleculares y
fisiopatoldgicas del CCR y, del mismo modo, presentan diferencias en su capacidad de

establecer cultivos convencionales y 3D.

2. Existen diferencias en los patrones de expresidn de los ligandos de adhesidn, activacién e
inhbicidn de las células NK en las distintas lineas de CCR. Ademas, las condiciones de cultivo
implican variaciones en la expresidn de estos ligandos, que pueden afectar a la sensibilidad

al ataque de las células NK.

3. Lalinea celular DLD-1 es la mas resistente al efecto del 5-FU frente a CaCo-2, HCT-11, HT-
29 y SKCO-15. Los datos para todas ellas son consistentes con el patrén de resistencia a 5-

FU descrito en estudios anteriores.

4. Las células NK recién aisladas no son capaces de eliminar a las lineas celulares de CCR en
cultivos 2D. Sin embargo, en las condiciones analizadas, las células NK recién aisladas de
algunos donantes son capaces de inducir la muerte de los esferoides de algunas de las lineas

de CCR.

5. La activacidon de las células NK con la linea estimuladora R69 incrementa su potencial
citotéxico frente a cultivos 2D y 3D de las lineas celulares de CCR. Ademas, las condiciones
de cultivo implican diferencias en la sensibilidad al ataque de estas células. Las lineas
celulares Colo-201/Colo-205 y DLD-1 se establecen, respectivamente, como las mas
resistentes y la mas sensible en el cultivo 2D. Mientras que la conformacién 3D incrementa
la resistencia de las células HCT-116, convirtiéndose en la menos sensible. La linea celular

DLD-1 se mantiene como la mas sensible en este modelo.

6. La sensibilidad en 2D se correlaciona con el nivel la inestabilidad cromosdmica y el estado

de PI3K; y la sensibilidad en 3D se correlaciona con niveles bajos de HLA-ABCy PD-L1.

7. Las células NK son capaces de infiltrar y eliminar esferoides de la linea celular HCT-116. Pero
su comportamiento depende del ratio al que se enfrenten los esferoides y las células diana.
Mientras que un ratio efector:diana alto muestra una mayor citotoxicidad, un ratio bajo

favorece la infiltracion de las células NK.

8. Enlas condiciones de estudio, no existe una correlacion entre la citotoxicidad inducida y el

porcentaje de degranulacién de las células NK frente a lineas de CCR.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Las células NK activadas se ven afectadas por mutaciones en las vias de muerte celular
(deficiencia en bax y bak o inhibicion de las caspasas) de las lineas celulares de CCR. De
hecho, las mutaciones que afectan a las proteinas pro-apoptdticas bax y bak parecen estar

implicadas en la generacion de resistencia modelos 3D de la linea celular HCT-116.

La implicacion de las vias de apoptosis y necroptosis, como mecanismos de muerte celular
inducidos por las células NK activadas, parecen depender de las caracteristicas intrinsecas
de cada linea celular de CCR. La necroptosis no parece tener un papel en la muerte de las

lineas celulares CaCo-2, HCT-116 y HT-29.

La capacidad de proliferacion de las células NK depende del estimulo utilizado. De este
modo, la estimulacidon con ILs solas no permite una gran tasa de expansion ni el
mantenimiento del cutlivo de a largo plazo. La expansidn con células estimuladoras LCL-
EBV* solas permite mantener el cultivo durante 21 dias, pero genera una tasa de expansién
baja. Mientras que la combinacion de las ILs con células estimuladoras LCL-EBV* ofrece los

mejores resultados.

La activacion y expansion de las células NK induce cambios en la expresion de los
marcadores CD56 y CD16. Asi, con una activacion basada en células estimuladoras LCL-
EBV*, en presencia o ausencia de ILs, aparece una nueva poblacién definida por expresar

altos niveles de ambos marcadores.

Las células NK activadas mantienen su potencial citotdxico a lo largo del tiempo de
expansion. Ademas, la expansion con diferentes lineas estimuladoras, o la presencia de

citoquinas, no conlleva diferencias en su citotoxicidad.

La expansion de las células NK en ausencia de linfocitos T no altera su tasa de expansion ni

su capacidad citotodxica.

Las células NK recién aisladas expresan un nivel basal de los receptores NKG2A, CXCR3 y
TIM-3; pero no muestran expresion (o a niveles bajos) de NKp44, CTLA-4, PD-1 o LAG-3. La
activaciéon supone un incremento del nivel y/o porcentaje de células NK que expresan
NKG2A, CXCR3, NKp44 y LAG-3; pero un mantenimiento del nivel extracelular de CTLA-4 y
PD-1.

Los ejes regulados por los receptores TIM-3 y PD-1 no parecen estar implicados en la
actividad de las células NK recién aisladas, ni activadas, provenientes de donantes sanos.
Mientras que el efecto de la activacion de las células NK de dichos donantes, en presencia
de bloqueantes de PD-1, podria suponer un beneficio en la citotoxicidad en determinadas

condiciones.

186



CONCLUSIONES

17. Las células NK recién aisladas provenientes de los pacientes de CCR sobreexpresan el
receptor PD-1, y su bloqueo podria suponer un beneficio en la capacidad citotdxica de las

células NK de algunos de los pacientes.

18. A través del esquema de tratamiento considerado, las células NK expandidas son capaces
de controlar el crecimiento de tumores de CCR, con mutaciones de resistencia a droga, en
sus primeras fases de desarrollo, o con baja carga tumoral; pero no parecen ser capaces de

controlar tumores mas avanzados.
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ANEXOS
ANEXO 1 - Reactivos
Tabla 1. Reactivos
Reactivo/quimico Casa Concentracion del Medio de Concentracion de
9 comercial stock dilucién trabajo
5-FU Sigma 200 uM DMSO 0,01-100 uM
7-AAD Immunostep - - 1/100
Anexina-V-FITC Immunostep - - 1,5/100
Azul de tripano Sigma 0.4% 0,15 M NaCl 1:1
. Ciclina 1: 2,5 mg/mL Ciclina 1: 10 pg/mL
BM | Roch PB
Cyclin oche Ciclina 2: 1,25 mg/mL S Ciclina 2: 5 pg/mL
DMSO Sigma - - 10% (v/v)
DNasa Roche 10 mg/mL Agua mili-Q 40 pg/mL
EDTA PanReac 0,5M - 2 mM
eFluor 670 eBioscience 5mM DMSO 3 uM
GolgiStop™ BD - - 1/500
Mitomicina C Sigma 0,5 mg/mL PBS 25 pg/mL
Metilcelulosa de alta . .
viscosidad (4.000 cp) Sigma - Medio basal 12 g/L
M
ycoAlert Lonza i i i
Mycoplasma
Nec-1 Sigma 3mM DMSO 30 uM
Prestoblue™ ThermoFisher x10 - 1/10
PFA PanReac 4% PBS 1% (v/v)
Q-VD-OPh Bionova 10 mM DMSO 30 uM

5-FU: 5-Fluorouracilo;

7-AAD: 7-Amino-Actinomicina D; DMSO: Dimetilsulféxido; EDTA: Acido
Etilenaminotetraacético; FITC: Isotiocianato de Fluoresceina Nec-1: Necrostatina-1; PFA: Paraformaldehido

Tabla 2. Soluciones y tampones

Tampon

Composicion

Casa comercial

ABB 1x, tampdn de marcaje

140 mM NaCl; 2,5 mM CaClz; 10 Mm
HEPES/NaOH pH 7,4

Elaboracidn propia

Histopaque®-1077

Ficoll 1,077 g/mL

Sigma

Tampdn de lisis de glébulos rojos

150 mM NH4Cl; 10 mM K2COs3; 0,1 mM EDTA;
pH 7,2-7,4

Alfa Aesar

MACS, tampdn de separacion

PBS; 0,5% SFB; 2mM EDTA

Elaboracidn propia

PBS

45 g/L NaCl; 70 g/L KH2POg4; 1,1 g/L KH2POg;
pH 7,4

Elaboracidn propia

Solucién de permeabilizacion

0,1% saponina; 5% SFB en PBS

Elaboracién propia

ABB: Tampén de unidn de Anexina-V; EDTA: Acito Etilendiaminotetraacético
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ANEXO 2- Paneles para el andlisis multiparamétrico de los marcadores de las células
NK mediante citometria de flujo

Tabla 1. Paneles de fluorocromos en el citometro FACSCalibur

530(30)BP

Laser azul
488 nm

Laser rojo
635 nm

588(42)BP

670LP

661(16)BP

FACSCalibur
Canal de fluorescencia Panel 1 Panel 2 Panel 3
FITC/Alexa Fluor® 488 CD3-FITC PD-1-FITC -
CXCR3-PE/
PE CD56-PE NKp44-PE NKG2A —PE
7-AAD/PerCP - CD3-PerCP | CD3-PerCP
CTLA4-APC/
APC/Alexa Fluor® 647 | TIM-3-APC/ CD56-APC CD56-APC
LAG-3 APC

Tabla 2. Paneles de fluorocromos en el citémetro Beckman Gallios™ para el fenotipado de

PBMCS.

Beckman Gallios™

Laser
azul
488 nm

Laser
rojo
638 nm
Laser

violeta
405 nm

Filtro

525(40)BP

575(30)BP
620(30)BP

695(30)BP

755 LP
660(20)BP
725(20)BP

750LP

450(40)BP

550(50)BP

Canal de

fluorescencia Panel
FITC/ Alexa Fluor® 488 CD16-FITC
PE
PI -
7-AAD/ PerCP/ PerCP- CD56-PerCP-
Vio700 Vio700

PE-Cy7/ PE-Vio700

APC/ Alexa Fluor® 647

APC-Alexa Fluor® 700

APC-Cy7

Alexa Fluor® 405/
VioBlue

Alexa Fluor 430/
VioGreen

CD3-VioGreen

+ Bloqueante Fc
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Tabla 3. Paneles de fluorocromos en el citémetro Beckman Gallios™ para el fenotipado de
las lineas tumorales de CCR.

Beckman Gallios™

Laser
azul 488
nm

Laser
rojo
638 nm
Laser

violeta
405 nm

Filtro

Canal de

525(40)BP

575(30)BP
620(30)BP
695(30)BP

755 LP
660(20)BP
725(20)BP

750LP

450(40)BP

fluorescencia Panel 1
FITC/ Alexa Fluor® 488 MICA/B-VioBright515
Nectina-2-PE
PE PVR-PE
PI -
7-AAD/ PerCP/ PerCP- .
Vio700 HLA-G-PerCP-Vio700

PE-Cy7/ PE-Vio700

APC/ Alexa Fluor® 647

B7H6-Alexa Fluor® 647

APC-Alexa Fluor® 700

550(50)BP

APC-Cy7 -
Alexa Fluor® 405/ ULBP-1-Alexa Fluor® 405
VioBlue ULBP-2/5/6- Alexa Fluor® 405
Alexa Fluor® 430/
VioGreen i

229



ANEXOS

ANEXO 3- Expresion de ligandos de las células NK

ICAM-1

HLA-ABC

ULBP-1

ULBP-2/5/6

ULBP-1/2/5/6

CD-112A155

Gal9 (intra.)

Gal-9 (extra.)
HLA-II PD-L1 PD-L2

Figura 1. Expresion de los ligandos de las células NK en la linea celular HCT-116. Se obtuvieron
suspensiones monocelulares de los cultivo y se analizé de la expresién de los distintos ligandos mediante
citometria de flujo, como se describe en materiales y métodos (apartado 3.3.3.1). Los datos representan
histogramas de una determinacién representativa del patron de expresion caracteristico de la linea HCT-
116 en 2D (linea continua) y 3D (linea punteada) frente al control FMO (del inglés, Fluorescence Minus

One; gris).
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