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RESUMEN

El neuroblastoma es el tumor sélido extracraneal mas comun en nifios, suponiendo el 8%
de los casos de cancer infantil. Mientras los casos de neuroblastoma de bajo riesgo tienen
una tasa de supervivencia superior al 90%, el neuroblastoma de alto riesgo, con una alta
probabilidad de no responder a los tratamientos convencionales, tiene una tasa de
supervivencia a 5 afios del 50%. Por lo tanto, es muy necesario el desarrollo de terapias
especificas contra el neuroblastoma de alto riesgo. La terapia adoptiva con células NK es
una de las lineas de investigacion contra el cancer infantil, ya que por lo general se tratan
de tumores poco inmunogeénicos, con una baja tasa de mutaciones, y contra los que las
células NK se presentan como una herramienta terapéutica potente y segura.

El neuroblastoma, como tumor sélido, presenta unas caracteristicas en su microentorno
tumoral que modulan la actividad de las células inmunes, como la presencia de necrosis
tumoral y la oposicion a la infiltracion debido a la estructura del tumor, que pueden alterar
los resultados de la terapia adoptiva con células NK. Ademas, mientras la inmunoterapia
con anticuerpos monoclonales contra la via de inmunosupresion PD1/PD-L1 ha sido
ampliamente estudiada en linfocitos T, mostrando una gran relevancia, no ha sido tan
estudiada en las células NK. Debido a esto, en este trabajo se ha estudiado la actividad
citotoxica de las células NK expandidas in vitro con dos protocolos frente a cultivos tanto
en 2D como en 3D de lineas celulares de neuroblastoma. Los cultivos en 3D presentan
ciertas caracteristicas del microentorno tumoral, mostrando mayor grado de semejanza
con la complejidad de un tumor sélido. También se ha estudiado la expresion de PD1 en
las células NK. La comparacion de los protocolos de expansion mostro diferencias entre
los niveles de citotoxicidad de las células NK observados con ambos procedimientos. Los
cultivos en 3D mostraron mayor resistencia a la citotoxicidad de las células NK que los
cultivos en 2D. Respecto al estudio de la expresion de PD1 en las células NK, se ha
observado el aumento de la expresion en la membrana tras la incubacion de las células
NK con células tumorales, observandose niveles analogos a los presentes en pacientes
con cancer. Ademas, se observo una recuperacion parcial de la actividad citotdxica de las
células NK al afiadir el anticuerpo anti-PD1. Estos resultados indican la relevancia de la
via PD1/PD-L1 en las células NK y su influencia por lo tanto en los tratamientos con
inmunoterapia con células NK.



ABSTRACT

Neuroblastoma is the most common extracranial solid tumour in children, representing
8% of childhood tumours. While low-risk neuroblastoma cases have a survival rate
greater than 90%, high-risk neuroblastoma, which has a high probability of not
responding to conventional treatments, has a 5-year survival rate of 50%. Therefore, is
very necessary the development of specific therapies against high-risk neuroblastoma.
Adoptive NK cell therapy is one of the lines of research against childhood cancer, since
they are generally non-immunogenic tumours, with a low mutational burden, and against
which NK cells are a powerful and safe therapeutic tool.

Neuroblastoma, as a solid tumour, has characteristics in its tumour microenvironment that
modulate immune cells activity, such the presence of tumour necrosis and opposition to
infiltration due to the structure of the tumour, which can alter the results of adoptive NK
cells therapy. Furthermore, while immunotherapy with monoclonal antibodies against the
PD1/PD-L1 immunosuppression pathway has been extensively studied in T lymphocytes,
showing great relevance, it has not been studied as much in NK cells. Due to this, this
work has studied the cytotoxic activity of NK cells expanded in vitro with two protocols
against neuroblastoma cell lines cultures in both 2D and 3D, which have characteristics
of the tumour microenvironment, showing greater degree of similarity with a solid tumour
complexity. PD1 expression in NK cells has also been studied. The comparison of the
expansion protocols showed differences between NK cell cytotoxicity levels observed
with both procedures. 3D cultures showed higher resistance to NK cell cytotoxicity than
2D cultures. Regarding the study of PD1 expression in NK cells, an increase in membrane
expression has been observed after incubation of NK cells with tumour cells, observing
levels analogous to those present in cancer patients and showing partial recovery of NK
cells cytotoxic activity by adding anti-PD1 antibody. These results indicates the relevance
of the PD1/PD-L1 pathway in NK cells and its influence therefore in NK cell
immunotherapy treatments.



1. INTRODUCCION
1.1. El neuroblastoma

El neuroblastoma (NB) es un tumor sélido infantil que representa el 8% de los tumores
pediatricos'?, siendo el tumor sélido extracraneal mas comdn en nifios. En Espaia, el NB
tiene una incidencia media de 100 casos anuales®. La letalidad del NB en Europa se ha
reducido en los ultimos afios, aumentando la ratio de supervivencia a 5 afios del 37% a
finales de los 70s, hasta el 70% actualmente *. La probabilidad de desarrollar NB varia
con la edad, siendo la edad de diagndstico mas comun entre los 18 y los 22 meses. El
50% de los casos se diagnostica antes del primer afio de vida y el 90% de los casos antes
de los 5 afios*®. La edad de diagndstico es un importante indicador del prondstico clinico
del tumor, siendo en nifios menores de 18 meses en los que se encuentra la mayor
probabilidad de regresion espontanea o del éxito de la cirugia en tratamiento Gnico?. Por
lo contrario, en los casos de nifios de mayor edad, es mas probable que se den tumores
agresivos, resistentes a terapias citotoxicas y combinadas. En la adolescencia y edad
adulta los casos de NB son muy escasos, pero presentan una alta letalidad®2.

El NB es un tumor originario de células embrionarias del sistema nervioso simpatico
procedentes de la cresta neural. La cresta neural es un conjunto de precursores
multipotenciales con capacidad migratoria que durante etapas tempranas del desarrollo
embrionario contribuyen a la formacion de diversos tejidos. Durante el desarrollo celular
existe un equilibrio entre proliferacion, migracién y muerte celular, procesos en los que
un error puede derivar en la transformacion celular. En concreto, alteraciones durante el
desarrollo de las células de linaje simpaticoadrenal, que dan lugar a los ganglios
simpaticos y a la médula adrenal, son las que se relacionan con la aparicion del NB. Por
consecuente, los tumores primarios de NB suelen localizarse en el abdomen, entorno a la
cadena ganglionar simpética, dandose en un 65% de los casos en la glandula suprarrenal.
Otras localizaciones comunes son la region cervical, térax y pelvis®.

El NB, como tumor infantil, presenta mayor dificultad en cuanto a su estudio, por las
caracteristicas de sus pacientes, asi como por las caracteristicas que presentan estos
tumores. Los tumores infantiles se suelen manifestar en células precursoras de tejidos sin
capacidad de renovacion, en las cuales se acumulan un nimero bajo de mutaciones, al
contrario que en los adultos, en los que las células precursoras son células de tejidos con
una alta tasa de renovacion como la piel o el intestino, en el que la acumulacion de
mutaciones es mayor. Esta menor carga mutacional se traduce en una menor
inmunogenicidad del tumor, al presentar menos diferencias con una célula no
trasformada, y un menor nimero de dianas terapéuticas, aumentando la complejidad en
el desarrollo de farmacos y terapias efectivas’.

El sistema de clasificacion internacional del NB por grupo de riesgo (INRG) relaciona el
estadio de la enfermedad, la edad y factores histologicos y moleculares, con el riesgo que
presentan un tumor de NB de no responder a los tratamientos (Figura 1)8. Siguiendo esta
clasificacion, entorno al 50% de los casos de NB que se producen son de bajo riesgo, los
cuales tienen un buen prondstico y presentan una supervivencia superior al 90%. En



contrapartida, la otra mitad de los casos de NB tienen un alto riesgo de no responder a los
tratamientos convencionales, presentando una supervivencia a 5 afios preocupantemente
baja, menor al 50%°°. Estos datos, sefialan la importancia de realizar estudios centrados
en el NB de alto riesgo para poder desarrollar terapias que mejoren la tasa de
supervivencia de este cancer infantil, que pese a suponer el 8% de los casos, es
responsable del 15% de las muertes infantiles por cancer?.

El sistema de clasificacion INRG tiene en cuenta caracteristicas histoldgicas respecto a la
diferenciacion del neuroblasto, asi como las alteraciones genéticas que han mostrado
mayor influencia en el pronostico. Una de ellas es la amplificacion del oncogén MYCN,
que se encuentra en el 20% de los casos, la cual tiene una fuerte correlacion con un mal
pronosticol. EI gen MYCN tiene diversas funciones relacionadas con malignidad,
activando la transcripcion de genes relacionados con la metéstasis, supervivencia,
proliferacion y angiogénesis, asi como el mantenimiento de un estado no diferenciado de
las células®. Otra de las caracteristicas genéticas que también ha mostrado correlacion
con un mal prondstico es el conjunto de aberraciones en el brazo largo del cromosoma 11
(11q), las cuales se han encontrado entre un 20 y un 45% de los tumores analizados.
Aunque esto se ha intentado relacionar con la presencia de un gen supresor de tumores en
esa localizacion, no se han obtenidos datos concluyentes y su relacion con un peor
prondstico parece estar relacionada con haploinsuficiencias?®.

INRG Age Histologic Grade of Tumor Mq Pretreatment
Stage (months) Category Differentiation MYCN  Aberration Ploidy Risk Group
L1/L2 GN maturing; A Very low
GNB intermixed
L1 Any, except NA B Very low
GN maturing or -
GNB intermixed Amp K High
L2 Any, except No D Low
<18 GN maturing or NA -
GNB intermixed Yes G Intermediate
No E Low
Differentiating NA v
. es
=18 GNB nodular; .
- - H Intermediate
neuroblastoma Poorly differentiated NA
or undifferentiated
Amp N High
M <18 NA Hyperdiploid F Low
<12 NA Diploid | Intermediate
12to <18 NA Diploid  J Intermediate
<18 Amp O High
=18 P High
MS No C Very low
NA .
<18 Yes Q High
Amp R High

Figura 1. Esquema de la clasificacion pretratamiento de la INRG*?

Otro de los aspectos que se tiene en cuenta en la clasificacion INRG es el estadio de la
enfermedad, existiendo cuatro. Los estadios L1y L2 corresponden a tumores localizados,
diferenciandose en la observacién de factores de riesgo definidos por imagen (IDRFs) en
el caso de L2. Estos factores de riesgo se relacionan con la posibilidad de extirpacion total
o parcial del tumor debida a su localizacién. Los otros dos estadios implican metéastasis,
definiéndose el estadio MS para los casos de metastasis localizada en piel, higado y/o
médula 6sea en nifios menores de 18 meses de edad y que pueden acabar madurando a
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neuronas sanas, revertiendo la malignidad. En el estadio M, se engloban el resto de casos
con metéstasis que no entran dentro del estadio MS descrito!**2,

La presencia de metastasis en NB es alta, encontrandose en un 60% de los nifios mayores
de un afio en el momento del diagnostico®®. Los lugares mas frecuentes en los que se
localiza la metéstasis son el hueso y la médula dsea, resultando en una alta morbilidad,
incluyendo dolor y compresion nerviosa entre otras afecciones. Debido al alto porcentaje
de metastasis en la médula dsea del NB, es comun la obtencion de muestras de pacientes
para la realizacion de estudios personalizados a partir de muestras obtenidas mediante
aspiracion o biopsia de la médula dsea®*.

El diagnostico inequivoco del NB requiere la biopsia del tumor para posteriormente
someterlo a estudio mediante la observacion del tejido por microscopia oOptica,
generalmente con inmunohistoquimica, con la que ademas se pueden determinar
marcadores de pronéstico como la amplificacion del oncogén MYCN. Otro método es la
determinacion en orina de compuestos como &cido homovanilico u otros compuestos
generados en la degradacion de catecolaminas (neurotransmisores empleados por el
sistema nervioso simpatico), presentes en un 85% de los casos?1°,

El tratamiento del NB varia principalmente en funcién del grupo de riesgo con el que se
asocie al tumor. En los casos de bajo riesgo, se recomienda la extirpacion quirdrgica como
Unico tratamiento, e incluso se tiende a esperar a su remision de forma espontanea, debido
a la alta probabilidad de que esto suceda, evitando asi los riesgos asociados con la
cirugia®®. En el NB clasificado como riesgo intermedio, en los que tras la extirpacion del
tumor localizado se detecta algun signo de presentar mayor riesgo, se aplica
quimioterapia, radioterapia y/o &cido retinoico (13cis RA). El 13cis RA induce la
diferenciacion de los neuroblastos, promoviendo la maduracién hacia células no
malignas. Para el tratamiento de estos grupos de riesgo de NB se tiende a la reduccion de
las dosis, moderando la agresividad del tratamiento, ya que se han observado mejoras de
la supervivencia a 5 afios en un 9%?%’.

Por ultimo, en los casos de alto riesgo se realiza un tratamiento combinado, comenzando
por quimioterapia de alta intensidad, con cisplatino, etop6sido o doxorrubicina, previa a
la extraccion quirdrgica®'®. Se continua el tratamiento con progenitores hematopoyéticos
y radioterapia. Como ultimo paso se aplica 13cis RA e inmunoterapia como terapia de
mantenimiento. Concretamente, la inmunoterapia que se aplica es un anticuerpo
monoclonal anti-GD2, un gangliésido generalmente sobreexpresado en NB*Z6,
Desafortunadamente, entorno a la mitad de los tumores de alto riesgo no responden a los
tratamientos o sufren recidivas durante los dos primeros afios del tratamiento, lo que
mantiene una elevada tasa de mortalidad*. Ademas, los tratamientos actuales presentan
toxicidades agudas y prologadas, teniendo graves repercusiones en la salud de los
pacientes, especialmente sensibles por su corta edad. Las altas dosis de quimioterapia
pueden generar problemas en higado y/o rifion, que aln en centros experimentados, tienen
una tasa de mortalidad asociada. Otros efectos a largo plazo son pérdidas auditivas
permanentes, por el acumulo de compuestos con platino, con los problemas asociados



que esto conlleva en los nifios*. Debido a la baja tasa de supervivencia del NB de alto
riesgo, urge la mejora de los tratamientos actuales y el desarrollo de nuevas terapias.

1.1.1. Nuevas lineas de investigacion en neuroblastoma.

Las terapias probadas contra el NB de alto riesgo en la Gltima década no han obtenido en
su mayoria resultados satisfactorios. Las innovaciones con mayor éxito han sido la
quimioterapia de alta intensidad combinada con la administracion de células madre
autélogas y el uso de anticuerpos anti-GD2%%. Una de las causas por las que los avances
no estan siendo tan prometedores como se esperarian podria deberse a la falta de
entendimiento tanto de la biologia del tumor como de los factores del paciente. Por ello
es de gran importancia a la hora de aplicar un tratamiento seleccionar adecuadamente la
poblacién que pueda beneficiarse de él. Algunos estudios muestran que mientras los
tumores iniciales presentan una baja tasa mutacional, con la progresion del tumor y los
tratamientos se van seleccionando, aumentando la carga mutacional de los tumores en las
recidivas, por lo que se propone la realizacion de una segunda biopsia para la clasificacion
del tumor en la nueva etapal®*°.

Otro cuello de botella en la investigacion oncologica es la reproducibilidad de los
resultados obtenidos in vitro al aplicarlos in vivo. En el caso del NB de alto riesgo, ademas
de la compleja estructura tumoral y las multiples interacciones que ocurren entre el tumor
y el entorno, presenta una gran heterogeneidad intratumoral?, requiriéndose modelos de
cultivo que representen mayor complejidad bioldgica. La busqueda de modelos mas
representativos, que comenzd con los cultivos tradicionales de lineas celulares derivadas
de muestras de pacientes en 2D, ha evolucionado hacia modelos de cultivos mas
complejos, como el cultivo de células primarias, los cultivos en 3D o los xenoinjertos
derivados de pacientes (PDXs) (Figura 2)*2°.

El incremento de estudios sobre la relacion del sistema inmune con el céncer ha
desencadenado un aumento de la investigacion en inmunoterapia contra el cancer. Esta
nueva linea de investigacion se presenta con una larga y potente perspectiva de futuro
para el tratamiento del cancer y potencialmente aplicable en aquellos tumores con peor
prondstico que ademas no responden a los tratamientos actuales, como lo es el NB de alto
riesgo.
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Figura 2. PDXs en investigacion traslacional del cancer infantil?®. A) Realizacién de una
caracterizacién molecular tanto del tumor del nifio como del PDXs. B) Realizacion de pases in
vivo para aumentar la muestra disponible. C) Generacién de biobancos para estudios futuros. D)
Realizacion de cultivos in vitro en esferoides 3D u organoides. E) Realizacion de screenings. F)
Seleccion de terapias prometedoras para testarlas como PDXs. G) Obtencion de resultados con
mayor potencial para el desarrollo de terapias efectivas en cancer infantil.

1.2. El neuroblastoma y el microentorno tumoral.

Los estudios sobre cancer fueron numerosos y presentaron muchos avances durante el
ultimo cuarto del siglo XX, pero fue en el afio 2000, en el que Douglas Hanahan y Robert
A. Weinberg, iniciaron un gran cambio del concepto de cancer, abriendo una nueva linea
de investigacion. Hasta la fecha, la gran premisa sobre el cancer basaba su origen en un
defecto en los mecanismos de regulacion del ciclo celular y homeostasis, generando un
modelo en el que las células tumorales son las Unicas implicadas en su desarrollo y gozan
de independencia con su entorno. En el trabajo Douglas Hanahan y Robert A. Weinberg,
The Hallmarks of Cancer, describieron seis procesos que intervienen en la generacion y
desarrollo tumoral (puntos clave o “hallmarks”) y que los conecta con su entorno,
generando la idea del microentorno tumoral?l. Posteriormente estos hallmarks se han
ampliado siendo actualmente los siguientes: i) suministro de sefiales proliferativas, ii)
evasion de supresion del crecimiento, iii) establecimiento de inmortalidad, iv) capacidad
de invasion y metastasis, v) induccion de angiogénesis, vi) inestabilidad gendmica, vii)
resistencia a la muerte celular, viii) desregulacion del metabolismo, ix) evasion del ataque
del sistema inmune y x) promocion de la inflamacion (Figura 3). De los 10 hallmarks
definidos, se conocen implicaciones de células no tumorales en todos ellos, exceptuando
la estabilidad gendémica y la modificacion del metabolismo. Los tipos celulares no
tumorales que se ven implicados en estos procesos son principalmente células tipo
fibroblastos, células madre mesenquimales (MSC) relacionadas con la angiogénesis y
células del sistema inmune. El conjunto de esas interacciones celulares y las condiciones
ambientales modifican la vision del tumor y se amplia, afiadiendo el concepto de



microentorno tumoral (TME), en el que el sistema inmune participa de diversas
formas!!2223

ElI NB, como tumor sélido, consta de TME, cuyas caracteristicas e interacciones influyen
en su crecimiento y desarrollo, resultando en distintos prondsticos. Analisis recientes han
mostrado la importancia de diversos factores del TME en el NB?*. A continuacion, se
describen algunas de las interacciones del NB con su TME en funcion del hallmark en el
que intervienen.
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Figura 3. Hallmarks del cancer %

Invasion y metastasis.

La capacidad de invadir los tejidos colindantes o metastatizar es uno de los signos de
agresividad de un tumor. En el NB, a la hora del diagndstico aproximadamente el 60% de
los pacientes mayores de un afio presentan metastasis, la cual se localiza frecuentemente
en hueso, médula dsea e higado'*?*. La migracion a los diferentes tejidos se relaciona con
la expresion de diferentes receptores de quimiocinas: CXCR4, CXCR7 y CXCL12, los
cuales se han observado en lineas de NB derivadas de tumores de alto riesgo, como la
linea celular SH-SY5Y?. Las MSC y los osteoblastos son la mayor fuente de CXCL12,
la cual promueve la metastasis hacia el hueso y la médula 6sea?®. Una vez en el hueso el
TME tiene un papel critico. El crecimiento del NB en el hueso genera la liberacion de
citoguinas, como la IL-6, que reclutan y activan a los osteoclastos. Estos generan la
destruccion del hueso, la cual a su vez genera factores que promueven el crecimiento del
tumor, alcanzandose un dafiino circulo vicioso. A su vez, los neuroblastos producen
factores de crecimiento, IGF-1 e IGF-2, que contribuyen igualmente a ese proceso'®?,

Vascularizacion.
Una importante caracteristica que modula en gran medida tanto al tumor como a su
entorno es la presencia de hipoxia. Durante el crecimiento de un tumor se requiere la
induccion de vascularizacion que aporte nutrientes y oxigeno. Normalmente los vasos
que se generan no son suficientes para suplir la alta demanda de las células tumorales,
generando fallos en la irrigacion e hipoxia. La hipoxia tumoral reduce la exposicion a
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farmacos administrados por via intravenosa y la ratio de proliferacion celular, lo que hace
a estos tumores mas resistentes a las terapias convencionales. Ademas, también se ha
visto que la hipoxia se relaciona con el cumulo de mutaciones, la propension a la
metastasis y la desdiferenciacion celular, caracteristicas relacionadas con la agresividad
del tumor, que determinan el prondstico de un paciente??’.

En el NB, como en la mayoria de tumores, son las propias células tumorales las que
producen varios factores de crecimiento que promueven la angiogénesis. Los principales
factores son el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), cuya
expresion se ha visto correlacionada con la amplificacion de MYCN y otros marcadores
de agresividad. Ademas de las propias células tumorales, los neuroblastos estimulan la
produccién de VEGF por las MSC cuya presencia se relaciona con mayor
vascularizacion, mientras que la presencia de células de Schwann se relaciona con menor
vascularizacion y mejor pronostico?*.

Resistencia a la muerte celular.

La muerte celular programa o apoptosis, es una barrera fisiologica contra el cancer,
desencadendndose en respuesta a diversos tipos de estrés que experimenta una célula
tumoral durante su desarrollo??. Los principales mecanismos que presenta el sistema
inmune para la eliminacion de las células tumorales se basan en el desencadenamiento de
la apoptosis?®. En varias lineas celulares de NB derivadas de tumores agresivos y
metastasicos, se ha observado la pérdida de expresion de caspasa 8, proteasa iniciadora
de la cascada proteolitica por via extracelular?®, permitiéndoles evitar esta via de
apoptosis. EI TME puede tanto aportar proteinas anti-apoptéticas como Bcl-XL al
activarse las MSC y los macrofagos asociados al tumor (TAMs, del inglés, tumour
associated macrophages) por accion de la 1L-6%° como promover la apoptosis mediante
la produccion del factor de necrosis tumoral a (TNF-a) e interferon y (INF-y) por TAMs
dirigidos por la I1L-1231,

Generacion de inflamacion tumorigeénica.

Actualmente se admite que, virtualmente, todos los tumores tienen infiltracion de células
inmunes, en un amplio rango, tanto de la respuesta inmune innata como de la adaptativa®*.
La relacion entre el sistema inmune y el cancer es altamente compleja, aceptandose hoy
en dia la teoria de la inmunoedicion del cancer®2. Esta teoria afiade a la conocida accion
antitumoral del sistema inmune, un papel protumoral mediante la seleccion de las células
tumorales que pueden sobrevivir en un paciente inmunocompetente o la generacion de
unas condiciones en el TME que favorezcan su crecimiento. De esta forma, aunque la
respuesta inmune antitumoral estd mediada por inflamacion, se ha visto que esta también
puede tener el efecto contrario. En el NB, monocitos, macrofagos y neutréfilos crean un
ambiente inflamatorio que influye en su crecimiento y metastasis. EI NB promueve la
diferenciacion de los macrofagos a macrofagos M2, los cuales promueven la progresion
tumoral®3,



Evasion del sistema inmune.

La teoria de la inmunoedicién del cancer explica como las células tumorales sufren una
seleccion debido a la presion selectiva que ejerce el sistema inmune sobre él. Con este
proceso se modula la poblacion de células tumorales hacia aquellas cuyo proteoma
supone una ventaja, evitando ser eliminadas por el sistema inmune®. Se han observado
diferentes mecanismos desarrollados en el NB para evadir la respuesta inmune. Un
mecanismo comun observado en lineas celulares tumorales es una baja expresion del
complejo mayor de histocompatibilidad de clase | (MHC-I, del inglés, mayor
histocompatibility complex), lo que se traduce en un menor reconocimiento antigénico de
los linfocitos T citotoxicos (CTLs, del inglés, cytolytic T lymphocytes). Alguno de los
mecanismos moleculares implicados en la reduccion de la expresion de MHC-I observada
en NB incluyen defectos en la expresion de proteinas del inmunoproteosoma o de la
proteina TAP**, requeridas para el procesamiento antigénico y la presentacion via MHC-
I. Sin embargo, la expresién de MHC-I en el NB esta modulada por el TME, pudiendo
aumentar por la secrecién de INF-y por parte de células inmunes activadas, exponiendo
la célula tumoral al sistema inmune. Ademas, la amplificacion de MYCN se ha visto
relacionada con la disminucion de MHC-I.

Otro mecanismo de evasion del sistema inmune, es la expresion en forma soluble de la
cadena relacionada con MHC-I (MICA) o de B7-H3/CD276, las cuales inhiben la
activacion de las células asesinas naturales (NK, del inglés, natural killer) y CTLs al
ligarse a sus receptores. También se ha observado una mayor expresion de HLA-G en
monocitos, inducida por el NB, molécula inmunosupresora para las células NK. Los
TAMs promueven también el microentorno inmunosupresor produciendo 1L-6, IL-10 y
el factor de transformacion tumoral (TGF) B1. En cuanto a la contribucion de los puntos
de control del sistema inmune o immune checkpoints, como PD1 o CTLA-4 se ha
observado que el uso de anticuerpos monoclonales (mAb) contra CTLA-4, o el ligando
de PD-1 (PD-L1) favorece la regresion del tumor, mostrando por lo tanto relevancia en
el NB?,

Ademas de los mecanismos de evasion del sistema inmune, los tumores pediatricos
presentan una baja tasa de mutaciones, lo que los hace poco inmunogénicos, es decir, no
despiertan una fuerte respuesta inmune, ya que sus caracteristicas son similares a las
células homologas no tumorales. De esta forma el sistema inmune no las reconoce como
peligrosas, denominandose a este tipo de tumores, tumores frios®. La falta de antigenos
tumorales, asi como la reduccion de la expresion de MHC-I del NB, reduce las dianas
terapéuticas para los tratamientos, pero abre la puerta a otro tipo de terapias como la
inmunoterapia con células NK3°, como se muestra mas adelante.
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1.3. Las células NK.

Las células NK son linfocitos granulares pertenecientes al sistema inmune innato que
representan entre el 5y 15% de los linfocitos de sangre periférica. Fueron descritas en los
afios 70s, al observar su citotoxicidad espontanea contra células tumorales y
posteriormente contra células infectadas por virus. A diferencia de los linfocitos T, las
celulas NK no requieren el reconocimiento de un antigeno especifico ni su presentacion
mediante una célula presentadora de antigeno (APC) para desencadenar su actividad. La
activacion de las células NK se da a traves de un complejo equilibrio de sefiales de
activacion e inhibicion, con el que determinan si desencadenan una respuesta contra la
célula con la que contactan. La principal sefial de inhibicidn es el reconocimiento del
MHC-I propio, expresado en todas las células nucleadas. En una interaccion con una
célula sana, la célula NK, reconoce el MHC-I y no recibe sefiales de activacion,
manteniendo la tolerancia. En el caso de una célula transformada o infectada, esta puede
haber tanto reducido la expresion de MHC-I como aumentado la exposicion de ligandos
de estres. En el primer caso, la célula NK desencadena sus funciones efectoras siguiendo
la hipdtesis de “ausencia de lo propio” y en el segundo caso la induccidn por estres,
pudiendo darse por combinacion de ambas. La respuesta de la célula NK se produce
cuando la integracién de las sefiales de inhibicién y las sefiales de activacion superan un
valor umbral, interviniendo un gran nimero de receptores y ligandos?®36%,

Una vez activadas, las células NK ejercen su actividad citotdxica efectora mediante tres
vias: la secrecion de granulos citotdxicos, la produccion de ligandos de muerte solubles
o de citoquinas, que aumentan la sensibilidad de las células dianas a los mecanismos
citotoxicos. Los granulos citotoxicos contienen perforina, que genera poros en la
membrana celular, y granzimas, que una vez en el interior de la célula desencadenan su
muerte. Los ligandos de muerte, TNF-a, FasL y TRAIL, desencadenan la muerte de las
células diana al unirse con sus respectivos receptores presentes en la diana. Ademas de
su capacidad litica, las células NK intervienen en la regulacion de la respuesta inmune,
mediante la produccion de distintas citoquinas y quimiocinas, ayudando a la activacion
de diferentes células inmunes (células dendriticas, macrdéfagos y linfocitos T). Las
principales citoquinas producidas por las células NK son el INF-y y el TNF-a.. Ambas son
citoquinas proinflamatorias con diversas funciones, como la inhibicion del crecimiento
celular, promocion de la apoptosis de células tumorales y el aumento de expresion de
MHC-I, ademés de activar células inmunes como macrofagos y las propias células
NK29’37.

Se han definido distintas poblaciones funcionales de células NK en base a la expresion
de proteinas de membrana. Las dos subpoblaciones mejor caracterizadas son las células
NK CD56""9" y CD569™. La poblacion de células NK CD569™ es la mayoritaria en
sangre (80-95%) y se caracterizan por una potente y rapida respuesta citotoxica mediante
la movilizacion de granulos preformados, mediada por la interaccion receptor-ligando, y
la abundante secrecion de INF-y. Las células NK CD56"™" en cambio, son la poblacion
mayoritaria en organos linfoides secundarios y presentan baja actividad citotdxica,
especializandose en la produccion de citoquinas y quimiocinas, inducida por estimulacion
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con citoquinas. Ademas, se ha observado una mayor sensibilidad a la activacion de las
células NK CD56"9" mediante las citoquinas IL-2, IL-15 e IL-12, que las células NK
CD56%™. Actualmente se considera que las células CD56™" son un paso previo de
maduracion respecto a las CD56%M %, Otra poblacion de células NK son las células NK
adaptativas, las cuales presentan rasgos descritos para la inmunidad adaptativa, como
caracteristicas especificas de tejido o generacion de memoria, mostrando una respuesta
secundaria mayor. Finalmente, en cuanto a la disfuncionalidad de las células NK en el
contexto de inmunidad antitumoral, cobra relevancia las células NK “exhaustas” o
agotadas. Esta poblacion de células NK presenta una produccion de INF-y, granzima B y
actividad citotoxica reducidas y se observa en situaciones de exposicion persistente a
sefiales de activacion, como en el TME o en infecciones virales cronicas®”.

1.4. Inmunoterapia con células NK.

La actividad antitumoral innata de las células NK las convierte en una potente opcion
terapéutica contra el cancer. Son muchas las posibles estrategias para el desarrollo de
inmunoterapias basadas en células NK, las cuales se pueden agrupar en terapias con
anticuerpos, con citoquinas o con células NK manipuladas in vitro3®4°,

1.4.1. Anticuerpos.

Las células NK reconocen a sus células diana a través de diversos receptores presenten
en la membrana celular con capacidad de transducir una sefial intracelular. Esto les
permite recibir numerosas sefiales de su entorno y en el caso de recibir las sefiales
oportunas, desencadenar su actividad citotdxica. Los anticuerpos terapéuticos son una de
las ramas de la inmunoterapia mas desarrollada hasta ahora, siendo numerosos los
anticuerpos utilizados actualmente en clinica *!. La base tedrica de estos tratamientos es
la alteracién del reconocimiento entre la célula NK y la célula tumoral, buscando modular
la respuesta inmune hacia la actividad antitumoral. Los receptores de las células NK que
intervienen en el reconocimiento de la diana tumoral pueden considerarse por lo tanto
dianas terapéuticas, siendo humerosos y variados. A continuacién, se describen algunos
de los receptores de las células NK mas relevantes y sus aplicaciones en inmunoterapia,
haciendo una clasificacidn funcional en receptores de activacion y coestimulacién o de
inhibicion3942-44,

Receptores de activacion y coestimulacion.

CD16 (FcyRIIIA).

El receptor de activacion CD16 reconoce la fraccion constante (Fc) de las
inmunoglobulinas G (IgG) desencadenando la degranulacion de las células NK mediante
la denominada citotoxicidad dependiente de anticuerpo (ADCC, del inglés, antibody-
dependent cell-mediated cytotoxicity). Mientras que el resto de receptores de activacion
tienen que trabajar de forma conjunta para iniciar la respuesta de las células NK, se ha
visto que el receptor CD16 es capaz de iniciar la respuesta citotoxica en células NK sin
previa activacion de forma independiente “°. Numerosos anticuerpos terapéuticos basan
su mecanismo de accion en el desencadenamiento de la ADCC de las células NK.

12



Receptores de citotoxicidad natural: NKp30, NKp44 y NKp46.

Mientras que los receptores NKp30 y NKp46 son de expresion constitutiva, NKp44 solo
se expresa tras la activacion de las células NK. El unico ligando de los receptores de
citotoxicidad natural observado en tumores ha sido B7-H6, ligando de NKp30. Pese a
esto, la relevancia de estos receptores en el desencadenamiento de la actividad tumoral
no se descarta, por lo que se tiene en cuenta en el desarrollo de nuevas terapias®.

NKG2D (CD314).

Es uno de los receptores de activacion mas estudiados en células NK, sus ligandos son
moléculas de HLA-I inducidas por estrés (MICA, MICB y los ULBPS1-6). La
inmunoedicion del cancer fomenta la progresion de las células tumorales con mecanismos
para la reduccion de estos ligandos, como reducir su expresion o escindirlos con proteasas
extracelulares. Para evitar la escision de los ligandos de NKG2D se han disefiado
anticuerpos que blogquean los puntos de corte de estas proteasas*.

DNAM-1 (CD226).

DNAM-1 es un receptor de coestimulacion que promueve la adhesion entre célula NK 'y
su diana durante la sinapsis inmunoldgica. Tiene como ligandos las proteinas CD112 y el
receptor de poliovirus (PVR o CD155), las cuales estan distribuidas ampliamente por los
tejidos®.

Receptores de inhibicién.

KIRs.

La familia KIR engloba a numerosos receptores, en su mayoria inhibitorios, que
reconocen moléculas polimorficas del MHC-I. Los receptores KIR presentan una amplia
variabilidad, acorde al haplotipo HLA propio. Son numerosas las aproximaciones
terapéuticas que se basan en la disrupcion entre los KIRs presentes en las células NK
efectoras y las moléculas de HLA expresadas en las células tumorales del paciente, como
el uso de anticuerpos bloqueantes como lirilumab*’ o el uso de células NK alogénicas
descrito méas adelante®.

Receptor de muerte celular programada-1 (PD1, del inglés, programmed dead-1).

Los puntos de control inmunitario, son mecanismos fisiol6gicos que permiten la
limitacion de la respuesta inmune, evitando efectos adversos por reacciones
desproporcionadas y procesos de autoinmunidad. PD1 es uno de los puntos de control
inmunitario mas estudiado. La expresion de PD1 aumenta con la activacion de la célula
inmune y su unién al ligando, PD-L1, evita la transduccién de sefiales de activacion,
generando células inmunes no funcionales. PD1 ha sido ampliamente estudiado en células
T, obteniéndose tratamientos eficaces contra diversos canceres*’. En cambio, la
implicacion de PD1 en la regulacion de la respuesta de las células NK es menos
conocida®®. Pese a que el nivel de PD1 observado en células NK activadas in vitro es muy
bajo, en algunas condiciones, como células NK infiltradas en tumores, se ha visto
significativamente aumentado, indicando tanto su presencia, como su posible relevancia,
pero se requiere de mas investigaciones para confirmar su relevancia*®4°.
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1.4.2. Activacion con citoquinas.

Las diferentes citoquinas generan diferentes fenotipos de células NK, entre ellos, el
fenotipo de activacion, generado principalmente por accion de las citoquinas IL-2, IL-15
e IL-12%. El uso de citoquinas para la modulacion de las células NK es una herramienta
mas de la inmunoterapia con células NK. EIl tratamiento de células mononucleares de
sangre periférica (PBMCs) con altas dosis de IL-2 produce la generacion de linfocitos
activados asesinos (LAK), una combinacién de CTLs y células NK, con gran capacidad
litica. La administracion de IL-2 directamente en pacientes con cancer ha mostrado una
respuesta limitada, ademas de mostrar alta toxicidad®. Una alternativa es la modulacion
indirecta in vivo, realizando una deplecion de las células inmunes con drogas como
ciclosfosfamina y fludarabina. De esta forma se eliminan células supresoras, liberandose
una gran cantidad de citoquinas. Ademas, actualmente se estan estudiando otros fenotipos
de las células NK, con potenciales usos en inmunoterapia como las células NK
adaptativas. Las células NK adaptativas o de memoria, se denominan asi ya que
responden mas robustamente tras una activacion previa. Puede obtenerse este fenotipo de
célula NK mediante la exposicion a las interleuquinas 12, 15 y 18 conjuntamente,
manteniendo una actividad citotoxica potenciada durante varias semanas>®.

1.4.3. Terapia adoptiva.

Ademas de las terapias con anticuerpos o citoquinas, se estan desarrollando otras terapias,
como la terapia celular o adoptiva, basada en la aplicacién de células inmunes con
capacidad antitumoral en el paciente. Mas alla de los linfocitos T, las células NK se
muestran como una potente herramienta. El origen de las células NK puede ser tanto el
propio paciente, células NK autélogas, como de un donante sano, células NK alogénicas.
Ambas se obtienen a partir de sangre periférica o del corddén umbilical, tanto
enriqueciendo la poblacion de células en funcion de su expresion de CD56 o eliminando
aquellas con las proteinas CD3 o CD19. Una vez obtenidas se puede recurrir a la
expansion de las células NK para obtener un mayor nimero, asi como para activarlas,
obteniendo un fenotipo méas propenso a desempefiar un papel antitumoral. En el primer
caso, las células NK autélogas expandidas in vitro, son reintroducidas en el paciente para
que ejerzan su actividad antitumoral mediante el reconocimiento de las células tumorales
por niveles de expresion de MHC-I por debajo del “nivel de seguridad”. Por otro lado, las
células NK alogénicas reconocen como diana aquellas células que expresan un HLA-I
ajeno, aun haciéndolo a altos niveles, basdndose en desajustes entre los KIRs y sus
ligandos. Las células NK aut6logas han mostrado bajos efectos antitumorales, debido a
los bajos niveles de receptores de activacion observados, asi como el reconocimiento del
MHC-I propio. Se ha tratado de potenciarla afiadiendo IL-2 pero se observaron altos
niveles de toxicidad debido a la alta cantidad de interleuquina requerida y los multiples
efectos de esta®. Las células NK alogénicas han mostrado una mayor actividad
antitumoral al tratarse de células desarrolladas en un ambiente sin inmunosupresion y
potenciarse la aloreactividad. Al tratarse de donantes haploidénticos, se reduce la
inhibicion producida por el MHC-1 propio, reduciendo las sefiales de activacion
requeridas para alcanzar el valor umbral de activacion. Ademaés, mientras que la terapia
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celular con linfocitos T ha mostrado el desencadenamiento de la enfermedad de injerto
contra huésped (GVHD) como efecto secundario, no lo ha hecho el tratamiento con
células NK alogénicas, mostrando una seguridad mayor para este tratamiento®>4%43, La
posibilidad de la activacion y expansion ex vivo de las células NK ha sido ampliamente
explorada ya que permite obtener células NK mas propensas a ejercer su actividad
antitumoral, asi como un mayor nimero de células activas®-°2,

También se utilizan lineas celulares de células NK, especialmente en las aproximaciones
basadas en la modificacion genética, debido a su mayor facilidad de manipulacion, pese
a poder aplicarse también en cultivos primarios. De forma analoga a las células T, las
células NK son modificadas genéticamente para que expresen receptores quimericos de
antigeno (CARs, del inglés, chimeric antigen receptor). Se disefian receptores
seleccionando tanto el ligando (“antigeno”) que reconocen como la sefial que transduciran
en el interior de la célula NK. Las células CAR-NK se dirigen entonces contra proteinas
sobreexpresadas en la diana, afladiendo una sefial de activacion adicional que favorecera
el reconocimiento de la célula tumoral®®.
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2. ANTECENDENTES Y OBJETIVOS

El NB infantil es el principal tumor solido extracraneal en nifios. En el 50% de los casos
los tumores presentan caracteristicas relacionadas con un alto riesgo de no responder a
los tratamientos actuales, generando una tasa de supervivencia a 5 afios para los nifios con
este tipo de tumores que no alcanza el 50%21%, Es necesario por lo tanto el desarrollo
de nuevas estrategias terapeuticas para superar la resistencia del NB de alto riesgo a los
tratamientos actualmente estandarizados.

En los ultimos afios el desarrollo de la inmunoterapia ha generado tratamientos con
buenos resultados contra diversos tipos de céncer. La terapia celular es una de las
principales lineas de estudio de la inmunoterapia, basada en la administracion de células
inmunes. Aungue los estudios con linfocitos T son mas numerosos, la utilizacion de
células NK presenta mayor nivel de seguridad por la imposibilidad de desencadenar
GVHD como efecto adverso®**3. La terapia adoptiva con células NK es una de las
opciones estudiadas contra tumores solidos poco inmunogénicos como el NB, debido a
la capacidad de desencadenar respuesta citotdxica frente a células tumorales sin necesidad
de presentacion antigénica. En los ultimos afios se han desarrollado protocolos de
expansion y activacion in vitro de las células NK originarias de donantes sanos,
presentandolas como una opcién de tratamiento. La sensibilidad del NB frente a la lisis
mediada por la citotoxicidad de células NK activadas ha sido observada y son diversos
los estudios clinicos que aprovechan esto para tratarlo*53,

Las limitaciones observadas durante el desarrollo de los estudios de terapias adoptivas
con células NK sobre tumores sélidos como el NB se deben a las caracteristicas
inmunosupresoras del TME?4*3, Por ello, para mejorar la eficacia de estas terapias es
necesario comprender las relaciones que se dan entre la célula NK efectora y el TME,
como pueden ser la inhibicién mediante el punto de control inmunoldgico PD1 y la
modulacion de la infiltracion mediada por la presencia de necrosis tumoral.

En este trabajo se plantea como hipotesis que los factores presentes en el TME, como
la necrosis tumoral y la inmunosupresion mediante la via PD1/PD-L1, podria
regular la infiltracion y actividad de células NK sobre el NB.

El objetivo final de este trabajo es estudiar la actividad citotdxica de las células NK
expandidas contra el NB y los factores que pueden modularla, siendo los factores sobre
los que se centra el trabajo el protocolo de expansion de las células NK, la influencia de
la necrosis tumoral y la via de inmunosupresion PD1/PD-L1. Para ello se establecieron
los siguientes objetivos y objetivos intermedios:

1. Desarrollo de un modelo de cultivo celular de NB con presencia de necrosis
tumoral.
a. Generar cultivos tridimensionales (3D) de lineas de NB caracterizando la
formacion de nucleo necrotico.
2. Valorar la funcion efectora de las células NK expandidas frente a NB.
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a. Estudiar la expansion de celulas NK de donantes sanos con diferentes
protocolos.

b. Analizar la actividad citotoxica de las células NK expandidas contra lineas
celulares de NB en cultivos 2D y 3D.

c. Estudiar la infiltracion de células NK en cultivos 3D.

3. Estudiar la proteina PD1 en el contexto de la actividad antitumoral de las células
NK.

a. Determinar el nivel de expresion en membrana de PD1 en distintas

condiciones.
. Determinar su localizacién intracelular.

c. Estudiar su influencia en la citotoxicidad de las células NK frente a lineas

de NB.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Busqueda bibliografica.

Se ha realizado una revision sisteméatica sobre la implicacion y aplicaciones en
inmunoterapia de las células NK en el neuroblastoma infantil. Para la busqueda se utilizo
la base de datos PubMed siguiendo como estrategia de bdsqueda la seleccion de
revisiones cientificas de los Gltimos 10 afios que contuvieran las palabras “nk” y
“neuroblastoma” en el titulo o resumen. A partir de los resultados obtenidos,
descartandose los que se no se consideraron relevantes para el objeto de la revision, se
accedio a los estudios cientificos y revisiones citadas en los articulos seleccionados.

3.2. Cultivo celular.

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

-Linea celular de NB infantil SH-SY5Y (ATCC® CRL-2266™), asi como la misma linea
modificada para la expresion de la proteina GFP (SH-SY5Y GFP). Ambas lineas fueron
proporcionadas por el grupo del Dr. Eduardo Ruiz de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad de Zaragoza. Estas células crecen predominantemente de forma adherente.
La linea SH-SY5Y es una sublinea de la linea celular SK-N-SH (ATCC® HTB-11™)
derivada de una muestra de neuroblastoma extraida en 1970 de la medula 6sea del NB de
una nifia de 4 afios. Puntualmente se utilizo la linea celular de NB infantil SK-N-BE(2)-
C (ATCC® CRL-2268™), Esta linea celular deriva de la linea SK-N-BE(2) (ATCC®
CRL-2271™), obtenida en 1972 de una biopsia de la médula 6sea de un nifio de dos afios
de edad con neuroblastoma diseminado tras repetidos ciclos de quimioterapia y
radioterapia. Presenta amplificacion del oncogén MYCN.

-Linea celular K562 (ATCC® CRL-243™) derivada de una leucemia mielogénica
aguda, deficiente en la proteina MHC-I.

-Linea celular R69-LCL (R69), una linea linfoblastoide de células B transfectadas con el
virus Epstein-Barr.

En este trabajo se han empleado también cultivos primarios de células mononucleares de
sangre periférica (PBMCs). Las células se extrajeron de muestras de sangre
proporcionadas por el Banco de Sangre y Tejidos de Aragon, con la aprobacion del
Comité Etico de Investigacion Cientifica de Aragon, nimero: C.I.P111/006.

3.2.2. Mantenimiento y manipulacion de los cultivos celulares.
Dependiendo del tipo celular, se adaptaron las caracteristicas del cultivo y
mantenimiento. Todas ellas se cultivaron en frascos de cultivo de 25 cm? (Corning), en
horizontal para las células adherentes y en vertical para las células en suspension. Se usé
medio de cultivo Eagle modificado por Dubelcco (DMEM, Sigma) para las lineas de NB
y medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute (RPMI, Sigma) para las lineas
celulares K562, R69 y las PBMCs. Ambos medios de cultivo se suplementaron con
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penicilina (100U/mL)/estreptomicina (100ug/mL) (Sigma-Aldrich) y 2 mM Glutamax
(Lonza). Se afadié suero fetal bovino (SFB, Sigma) al 10% a los medios tras su
decomplementacion. Para ello el SFB se mantuvo 30 min a 56°C en bafio termostatizado
(Precisterm Selecta) centrifugandose posteriormente 10 min a 3000 xg para eliminar el
precipitado. De esta forma se desechan las proteinas del sistema del complemento
presentes en el SFB para que no alteren los resultados obtenidos en los estudios. A
continuacion, los medios de cultivo suplementados como se ha descrito se indican como
“medios completos”. Los medios fueron atemperados a 37°C en bafio termostatizado
previamente a su uso. Las células se mantuvieron en incubador termostatizado a 37°C,
5% de CO: y saturado de humedad (Panasonic), realizando subcultivos periddicos
dependiendo tanto de su crecimiento como de su uso.

Para la disociacion de las células adherentes se utilizd Tripsina-EDTA (Sigma)
permitiendo su actuacion durante 1-5 minutos a 37°C, tras lavar con tampon fosfato salino
(PBS) para evitar la inactivacion de la Tripsina por el SFB. Posteriormente se neutralizo
la tripsina afiadiendo medio completo y se centrifugd la suspension celular a 500 xg
durante 5 min

En todos los casos, la manipulacion de los cultivos se realizo en condiciones de esterilidad
en campana de flujo laminar vertical (Telstar Bio All).

3.2.3. Recuento y determinacion de la viabilidad celular.

La determinacion de la densidad celular y su viabilidad se realizd6 mediante recuento
celular haciendo uso de la camara de Neubauer, un microscopio Optico invertido
(Optiphot, Nikon) y el colorante selectivo Azul de Tripano (Sigma). El Azul de Tripano
penetra unicamente en células que han perdido la integridad de la membrana plasmatica,
por lo que las células no viables adquieren una coloracion azul mientras que las células
vivas no se tifien. El colorante se afiadio en proporcién 1:1 con la suspension celular y se
contd un numero de cuadrantes necesarios para contar al menos 100 células.

3.2.4. Congelacion y descongelacion de lineas celulares

Para reducir el nimero de pases de las células, se congelaron varios viales al comienzo
de su cultivo y tras la descongelacién de un vial. Las células se congelaron en criotubos
(Thermo Scientific Nunc) almacenandolas inicialmente a -80°C y posteriormente en
nitrégeno liquido. La suspension celular se centrifugd suavemente (335 xg, 5 min) para
conseguir la precipitacion de las células viables. El pellet celular se resuspendié en SFB
con un 10% de dimetilsulfoxido (DMSQO, Sigma) y se paso al criotubo. EI DMSO es un
agente criopreservante que evita la formacion de cristales de hielo en el interior celular,
evitando dafios en la célula, pero es altamente toxico en células con metabolismo activo,
es decir a temperaturas fisioldgicas, por lo que se debe trabajar manteniendo el vial en
hielo.

Para la descongelacion de los viales, se afiadio gradualmente 10 mL de medio atemperado
al criotubo con las células y se centrifugd (500 xg, 5 min). Se elimind el sobrenadante y
se resuspendio el pellet celular en medio completo.
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3.2.5. Cultivo celular 3D por método de gota colgante.
El cultivo celular 3D de las lineas celulares de NB se realizé por el método de la gota
colgante, generando agregados multicelulares denominados esferoides. Este método se
basa en la adicion de un agente viscosante al medio de cultivo que aumenta su densidad
y permite la disposicion de la suspension celular en gotas suspendidas en la cubierta de
una placa de Petri. A partir de cultivos celulares convencionales (2D) se preparé una
disolucién celular a la concentracion deseada en DMEM completo con un 20% de
Methocell (12 g/L metilcelulosa (Sigma) en DMEM) como agente viscosante. Con la
ayuda de una pipeta multicanal se depositaron gotas de 30 pL en la tapa de placas Petri
(Thermo Scientific Nunc), quedando colgadas al voltear la tapa. El fondo de las placas se
mantuvo cubierto con agua mili-Q estéril para mantener una alta humedad y evitar el
secado de las gotas. Tras 48 horas de incubacion, tiempo estimado para su consolidacion,
los esferoides fueron trasladados individualmente a los pocillos de una placa de 96
pocillos de fondo redondo tratada con la solucion antiadherente Anti-Adherence Rinsing
Solution (Stemcell) para evitar la adhesion del esferoide. Toda la manipulacién de los
esferoides se realizd con puntas de micropipetas de 200 UL seccionadas ~10 mm para
aumentar el diametro del orificio y evitar la deformacion o fragmentacion del esferoide.

3.2.6. Disgregacion de los esferoides.
Para aquellos ensayos en los que fue necesario el estudio de las células que conformaban
los esferoides de forma individual, estos fueron disgregados siguiendo el protocolo
descrito para 2D en el apartado 3.2.2 de materiales y métodos, aumentando el tiempo de
actuacion de la solucion Tripsina-EDTA a 5-10 minutos. Tras la incubacion, se realizd
una rapida resuspension mecanica.

3.3. Caracterizacion celular por citometria de flujo.

Para determinar la proporcion de las poblaciones celulares en cultivos de PBMCs vy las
caracteristicas de las células NK, se realizaron marcajes extracelulares de diferentes
proteinas de membrana con anticuerpos especificos unidos a fluor6foros y se analizaron
por citometria de flujo. En todos los casos se realizd el marcaje de las proteinas CD3 y
CD56, obteniéndose la proporcion de las poblaciones resultantes: CD3* CD56",
correspondiente a los linfocitos T, CD3" CD56%, correspondiente a las células NK y CD3*
CD56" correspondiente a las células NKT. Los anticuerpos anti CD3 y CD56 utilizados
fueron: anti-CD3 VioGreen, anti-CD56 PerCP-Vio700, y anti-CD56 PE, segun los
requerimientos del panel, todos obtenidos en Miltenyi Biotec. Otros anticuerpos
utilizados en el estudio fueron: anti-CD335 (NKp46) APC, anti-CD336 (NKp44) PE,
anti-CD159a (NKG2A) PE-Vio770 y anti-CD107a-APC de Miltenyi Biotec; anti-CD337
(NKp30) PE y anti-CD314 (NKG2D) BV421 de BD Bioscience y anti-PD1 Alexa
Fluor700 de Biolegend. Todos los marcajes se realizaron con una dilucién del anticuerpo
1:50 en PBS 5% SFB durante 20 minutos a 4°C en oscuridad. Ademas de los anticuerpos
nombrados, se usd un anticuerpo blogueante de los receptores de la region constante de
los anticuerpos, FcR blocking reagement (Miltenyi Biotec). En los casos que el analisis
por citometria no se hacia a continuacion del marcaje, se fijaban las muestras para su
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conservacion. Para ello se lavo con 1mL de PBS y se afiadio 200 uL de paraformaldehido
(PHA, Sigma) al 4%.

El citometro empleado fue el Citdbmetro analizador Gallios (Beckman Coulter), el cual
dispone de tres laseres (488, 630, 405nm) y 10 detectores de fluorescencia ademas de dos
detectores que nos permiten analizar el tamafio y la complejidad celular (FSC o Forward
Scatter y SSC o Side Scatter). El andlisis de los datos obtenidos se realizé con el software
Kaluza de Beckman Coulter.

3.4. Obtencion de células NK a partir de sangre periférica de donantes sanos.

3.4.1. Aislamiento de PBMCs.

Partiendo de muestras de “buffy-coat” (capa leucocitaria obtenida a partir de la
centrifugacion de sangre total) proporcionadas por el Banco de Sangre y Tejidos de
Aragon se realizé un aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs,
del inglés, peripheral blood mononuclear cell). Para ello se usé la centrifugacion en
gradiente de densidad (500 xg, 30 min, deceleracién 3/10) del buffy-coat, previamente
diluido 1:5 en PBS, en Ficoll (Histopaque, Sigma-Aldrich) a partes iguales. Tras la
centrifugacion se recogieron las PBMCs que forman una fase blanquecina intermedia
entre el plasmay el Ficoll. Las células obtenidas se lavaron con PBS y se determind su
densidad celular.

3.4.2. Separacion de células NK.

La purificacion de las células NK a partir de cultivos de PBMCs se llevé a cabo mediante
el sistema de separacion inmunomagnética MACS™., Este sistema selecciona la
poblacion celular a separar con una alta selectividad mediante anticuerpos, los cuales
estan unidos a microesferas metalicas. EI método de seleccion de las células marcadas es
a través de columnas superparamagnéticas, las cuales se introducen en un campo
magnético, generado por la union de dos potentes imanes. La suspensién de células se
pasa por la columna, de forma que solo aquellas marcadas quedan retenidas.

Se utilizaron las columnas magnéticas LS (Miltenyi Biotec) y se siguid el protocolo de
marcaje del fabricante. Se realizd una seleccidn positiva de las células NK mediante el
uso del anticuerpo anti-CD56 MicroBeads (Miltenyi Biotec). La proteina CD56 es
expresada unicamente por células NK y NKT, por lo que con este método se aislan estas
poblaciones, siendo las células NK mayoritarias en la sangre. Se realiz6 una incubacion
durante 15 min a 4°C con unarelacién de 20 pL de anticuerpo en 80 pL de tampén MACS
por cada 10’ PBMCs totales. El tampdn MACS es PBS con un 5% de SFB y 50mM de
EDTA. Una vez colocadas las columnas en el campo magnético, se agregd la suspension
celular y se lavo tres veces con tampon MACS. Tras los lavados, se extrajo la columna
del campo magnético y se eluyeron las células NK agregando 3 mL del tampodn a alta
presion mediante el uso del émbolo.

3.5. Expansion de células NK.

La expansion de células NK se realizé durante 14 dias afiadiendo cada 3 dias IL-2 (100
U/mL, Miltenyi Biotec.), IL-15 (5 ng/mL =10 U/mL, Miltenyi Biotec.) y células
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estimuladoras K562 o R69 en ratio 1:10 PBMC:ceélula estimuladora en medio de cultivo
RPMI completo. A continuacion, se denominara “protocolo K562” y “protocolo R69” al
descrito utilizando la linea celular K562 o R69 respectivamente, como células diana. La
IL-15 estd involucrada en el desarrollo, expansion y supervivencia de las células NK,
mientras la IL-2 en su proliferacion y citotoxicidad®'.

Las células estimuladoras fueron previamente tratadas con mitomicina-C (25 pug/mL) en
RPMI sin SFB durante 90 min a 37°C y en oscuridad. Para inactivar la mitomicina-C se
lavé con medio RPMI completo y se incubaron de nuevo en RPMI completo durante 30
min para eliminar los restos de la droga. El tratamiento con mitomicina-C arresta el ciclo
celular, de forma que evita su proliferacion para mantener el ratio deseado de células
estimuladoras.

3.6. Incubacion overnight de células NK.

Se realizaron incubaciones overnight (=16 horas) de cultivos de PBMCs obtenidos de
sangre periférica de donantes sanos, en medio RPMI completo con IL-15 (5 ng/mL =10
U/mL) o IL-15 junto con células K562 como células estimuladoras a ratio 2:1
PBMC:K562. Estas células posteriormente seran designadas células NK preincubadas.

3.7. Citotoxicidad de las células NK frente a células de neuroblastoma.

Para estudiar la citotoxicidad de las células NK, tanto expandidas como preincubadas
(apartados 3.5 y 3.6) se enriquecieron los cultivos en células NK mediante seleccion de
las células CD56" por MACS (materiales y métodos 3.4.2) y se utiliz6 como diana células
SH-SY5Y GFP 0 SK-N-BE(2)-C. Los co-cultivos se realizaron sembrando 20.000 células
de NB en placas de 96 pocillos de fondo plano (Thermo Scientific Nunc) en el caso de
cultivos 2D y en el caso del cultivo 3D, un esferoide de 20.000 células SH-SY5Y GFP en
placa de 96 con fondo redondo tratado con solucién antiadherente.

Las células NK preincubadas se enfrentaron a cultivos 2D utilizando ratios efectora:diana
6:1y 1:1 con o sin el mAb Pembrolizumab (anti-PD1) a una concentracion de 50 pug/mL.
Se us6 como control células SH-SY5Y GFP incubadas sin células NK. Se cuantifico el
namero de células viables a las 24 horas de co-cultivo mediante contaje celular del pocillo
completo. Para ello se tomaron imagenes de la fluorescencia verde del fondo del pocillo
completo con el Sistema de Microscopia Multidimensional Leica AF6000 LX y se
analizaron con el software Fiji, basado en ImageJ. Previamente se habia puesto a punto
la técnica realizando el contaje de células SH-SY5Y en concentraciones crecientes (de
10.000 a 50.000 células/pocillo).

Las células NK expandidas 14 dias se enfrentaron a cultivos 2D y 3D de células SH-
SY5Y GFP en ratios efectora:diana 1:1 y 3:1. La citotoxicidad de las células NK
expandidas también se testd contra cultivos 2D de la linea celular SK-N-BE(2)-C. Como
control se usaron células incubadas sin células NK. En el caso de la citotoxicidad frente
a esferoides se afiadié IncuCyte® Anexina V-RED (Essen Bioscience, maximos Ex./Em.
593/614 nm) en dilucion 1:200 o 7-Aminoactinomicina D (7-AAD, Immunostep,
maximos Ex./Em. 546/647 nm) en dilucion 1:100 en medio de cultivo completo. La
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Anexina V es una proteina con afinidad de unién por la fosfatidilserina (PS), fosfolipido
presentado en la parte exterior de la membrana celular Gnicamente en condiciones de
apoptosis, por lo que la Anexina V se utiliza conjugada a un fluoréforo como marcador
de apoptosis. EI 7-AAD es un compuesto quimico fluorescente que presenta una alta
afinidad por el DNA, intercalandose con él, pero no permeabiliza a través de la membrana
de células viables, por lo que se utiliza como marcador de necrosis. Ambos marcadores
de muerte se seleccionaron para poder realizar un analisis de los parametros de muerte.
En condiciones fisioldgicas, las células apoptdticas son fagocitadas al presentar PS en la
membrana externa, pero en condiciones in vitro, estas degeneran hasta mostrar rasgos de
necrosis, por lo que inicialmente las células apoptéticas marcan Anexina V y
posteriormente tanto Anexina vV como 7-AAD.

El co-cultivo de células NK expandidas y de neuroblastoma se mantuvo en incubacion en
el equipo IncuCyte® S3 (Essen Bioscience), tomandose imagenes cada 3 horas durante
48 horas en el caso del cultivo 2D de SH-SY5Y GFP y cada 45 minutos durante 72 horas
en el caso del cultivo de esferoides. El sistema IncuCyte® de imagen y analisis de células
vivas consta de un microscopio optico con dos laseres de fluorescencia (filtro verde max.
Ex./JEm. 460/524nm; filtro rojo max. Ex./Em. 585/635nm) integrado en un incubador que
permite la toma de imégenes a tiempo real de cultivos celulares manteniendo las
condiciones éptimas para el crecimiento celular y reduciendo la manipulacién de la
muestra. Se tomaron imagenes del fondo del pocillo con un intervalo de 45 min con el
objetivo de 10 aumentos, en campo claro, fluorescencia verde y roja. Las imagenes
obtenidas fueron analizadas con el software IncuCyte.

3.8. Ensayo de degranulacién de células NK.

Se estudi6 la degranulacion de las células NK utilizando la proteina CD107a, previamente
descrita como marcador de degranulacion®. Para ello se cuantificd la expresion en
membrana de CD107a por citometria de flujo mediante el marcaje con el anticuerpo anti-
CD107a-APC (materiales y métodos 3.3) tras 5 horas de incubacion de los PBMCs con
celulas diana a una ratio PBMC:diana 1:2, buscando favorecer el contacto entre la célula
NK y la célula diana. Como células diana se utilizaron las lineas celulares K562 y SH-
SY5Y. Como control se utilizo PBMCs sin células dianas. Durante el co-cultivo se afiadio
BD GolgiStop™ (BD Biosciences) que contiene monensina, un bloqueante del transporte
proteico, que impide el reciclaje de esta proteina durante el ensayo, para asi poder
detectarla con el marcaje extracelular.

3.9. Marcaje de celulas NK viables con eFluor 670.

Para poder realizar el seguimiento de las células NK durante el co-cultivo con esferoides
SH-SY5Y GFP se marcaron células NK purificadas con la sonda fluorescente roja eFluor
670 (eBioscience™, max. Ex./Em. 633/670 nm). Esta sonda se une de forma covalente a
proteinas celulares con aminas primarias, distribuyéndose de forma equitativa con la
division celular.

El marcaje se realiz6 en tampén PBS 5% SFB decomplementado, afiadiendo una
concentracion final de 3 uM de la sonda eFluor 670 y una densidad celular de 1x10°
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células/mL. Se resuspendieron las células en la mitad del volumen de marcaje necesario
y se diluyé la sonda en un volumen igual para a continuacion agregarlo lentamente a la
suspension celular. Se dej6 incubar 10 min a 37°C y 5 min mas a 4°C para detener el
marcaje. Para eliminar el exceso de sonda, se realizaron lavados con medio RPMI
completo y se realizé una incubacion durante 40 minutos a 37°C en medio que después
se retird. Para evitar la pérdida de fluorescencia se trabajo en oscuridad, manteniendo esta
condicion en los experimentos posteriores con las células marcadas.

3.10. Inmunofluorescencia.

3.10.1. Preparacion de cubreobjetos con poli-L-lisina.
Se prepararon cubreobjetos de 12 mm con poli-L-lisina (PLL). Para ello se dispusieron
en placa de 24 donde tras limpiarlos con alcohol etilico se afiadié solucion de PLL
(0.1mg/mL en PBS, Sigma) suficiente para cubrir toda la superficie y se dejé incubar
durante 2 horas. Para evitar la evaporacion de la solucién la incubacion se realizé en una
camara de humedad, un recipiente con tapa con papel humedecido en su interior. Tras la
incubacion se lavo por triplicado con PBS.

3.10.2. Preparacion de muestra.

Se realiz6 el marcaje de las proteinas PD1, CD107a 'y CD3 sobre una poblacion de células
CD56" seleccionadas por MACS. Se afiadieron las células sobre cubreobjetos tratados
con PLL en PBS y se dej6 30 min en incubador para su adhesion. A continuacion, se
fijaron las células con un PHA al 2% en PBS overnight. Se lavé por triplicado con PBS
y se permeabilizaron las células con el detergente RIPA en dilucion 1:2 durante 10 min a
temperatura ambiente. Se lavé con 0.01% Triton X-100 (PBSRT) 5% SFB en PBS.
Posteriormente se afiadié la solucion bloqueante (Img/mL BSA, 5%SFB en PBS) durante
1 hora a 4°C para reducir el marcaje inespecifico. Una vez preparadas las células se realizd
el marcaje con los anticuerpos CD3-VioGreen, CD107a-APC and CD159a (PD1)-
VioBright FITC, todos de Miltenyi en dilucion 1:200 en solucién blogueante, y desde
entonces se evitd la luz directa sobre las muestras. Se dejé incubar 1 hora a temperatura
ambiente en agitacion. Se lavo por triplicado con PBST 5% SFB y se afiadié una gota de
Fluoromount-G (Thermo Fisher), medio de montaje, adecuado para la preservacién de la
muestra ya que reduce la perdida de fluorescencia por quenching. Durante todo el proceso
se trabajé en camara de humedad para evitar la evaporacion excesiva.

Las muestras se visionaron por microscopia confocal de fluorescencia, con el
Microscopio Confocal Zeiss LSM 880 con Airyscan. El estudio de colocalizacién de las
imagenes se realizO mediante el plugin Coloc 2 del software Fiji, obteniendo el
coeficiente de Manders entre las sefiales de CD170 y PD1 definiendo cada célula como
region de interés (ROI). Las células NK y NKT se diferenciaron por la ausencia/presencia
de marcaje para CD3.

3.11. Andlisis estadistico.

El tratamiento estadistico de los datos se realizo con el programa GraphPad Prism version
5y IncuCyte. Los valores obtenidos en este trabajo se muestran como las medias + su
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desviacion estandar, incluyendo los representados en los diagramas de puntos y las
graficas de barras. Se considero significativo una p menor de 0,05. En las variables de
dos grupos se aplico el test estadistico t-student y para las variables con més de dos grupos
se le aplico un test ANOVA de dos factores.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Revision bibliografica: inmunoterapia contra el neuroblastoma.

En los Gltimos afios ha tenido un gran auge la investigacion en inmunoterapia, generando
en poco tiempo nuevas terapias efectivas contra el cancer, lo que ha aumentado la
relevancia actual de este campo. El desarrollo de la inmunoterapia ha pasado por varias
fases, desde la primera vacuna contra el cancer a finales del siglo XIX, cuando William
B. Coley estudiaba la inyeccion de toxinas en tumores®®, infravalorada en el momento por
el auge de la quimioterapia, el boom de los anticuerpos monoclonales y la etapa actual en
la que se esta evolucionando hacia la terapia celular?®2°,

En el tratamiento del NB de alto riesgo, la inmunoterapia méas estandarizada es el
anticuerpo monoclonal (mAb) anti-GD2%%%3, El anticuerpo, ch14.18 o dinutuximab, es
un anticuerpo quimérico de tipo 1gG1°® cuyo mecanismo de accion se basa en la actividad
ADCC de las células NK que desencadena al unirse al tumor®’. Aunque en este caso el
desencadenamiento de la actividad de las células NK se dé principalmente via el receptor
de activacion CD16, en la eficacia de este anticuerpo también se ha visto la relevancia del
haplotipo HLA y receptores KIR del paciente®®. El disialogangliésido GD2, se expresa
durante el desarrollo embrionario, estando sobreexpresado en tumores del
neuroectodermo como el NB. El glucolipido GD2 también se encuentra en algunas fibras
nerviosas periféricas, causando graves dolores que deben ser tratados, por lo que se esta
trabajando en la seleccion de anticuerpos contra variantes de GD2 limitadas a NB®3. Otro
efecto secundario perjudicial observado en esta terapia ha sido el sindrome de liberacién
de citoquinas®. La sobreexpresion de GD2 en NB también se ha utilizado para vehiculizar
liposomas con antineoplasicos al afiadir fragmentos de anti-GD2 o linfocitos T, con
anticuerpos bi-especificos para GD2 y CD3%3.

Actualmente las lineas de investigacion en inmunoterapia contra NB son mudltiples
(Figura 4), siendo una de ellas el bloqueo de los puntos de control inmunitarios. La
expresion de PD-L1 ha sido observada en NB, por lo que el bloqueo de la via de
inmunosupresién PD1/PDL1 combinada con otras terapias, es una de las lineas actuales
de investigacion. Actualmente se esta desarrollando un estudio clinico en fase |
(NCT01822652) y tres en fase 1l (NCT02304458, NCT02332668, NCT02541604) con
estas caracteristicas en pacientes de NB de alto riesgo®. Ademas, la terapia adoptiva con
celulas NK ha mostrado buenos resultados en canceres infantiles, especialmente en
neoplasias hematoldgicas, pero su aplicacion en tumores sélidos como el NB comienza a
mostrar resultados positivos*.
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Figura 4. Diferentes enfoques de la inmunoterapia en neuroblastoma®®. 1) Anticuerpos anti-
idiotipo activan linfocitos B para inducir la produccién del anticuerpo anti-GD2. 2)
Vehiculizacion de liposomas con antineoplasicos mediante anticuerpos anti-GD2. 3) Las células
NK reconocen las células de NB a través de los receptores de citotoxicidad natural o DNAM-1y
también por CD16 por el reconocimiento de anticuerpos anti-GD2 mediando ADCC. 4) La
modificacion genética del NB induce la produccion de citoquinas que desencadenan la actividad
de células NK o CTLs. 5) La inmunocitoquina IL-2 fusionada con anti-GD2 activa a los linfocitos
en el entorno tumoral. 6) Linfocitos T modificados genéticamente reconocen y lisan células de
NB de forma independiente a la expresion de HLA. 7) Células dendriticas expuestas in vitro a
NB inician la respuesta de linfocitos T contra el NB. 8) CTLs obtenidos por vacunacion con
antigenos, reconocen células de NB via HLA-I en respuesta a INF-y.

4.1.1. Las células NK y el neuroblastoma.

Entre los linfocitos citotoxicos, las células NK presentan un gran potencial antitumoral,
siendo una herramienta prometedora contra tumores agresivos como el NB de alto riesgo.
Diferentes estudios han mostrado la sensibilidad in vitro e in vivo de lineas celulares
derivadas de NB y de cultivos primarios a la citotoxicidad ejercida por las células NK®>°.
Ademas, como ya se ha descrito, la inmunoterapia mas estandarizad contra NB, la
administracion de anti-GD2, tiene como mecanismos de accion el desencadenamiento de
la ADCC, debiendo su eficacia por lo tanto a la activacion de las células NK mediante el
receptor CD16.

Las sefiales que modulan la citotoxicidad de las células NK son numerosas y diversas. En
el reconocimiento de un neuroblasto trasformado por las células NK las principales
sefiales de activacion que recibe estan mediadas por los receptores NKp30, NKp44 y
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NKp46 pese a conocerse solo parcialmente sus ligandos >, Entre los ligandos presenten
en el NB, los que influyen mayormente en el desencadenamiento de la actividad
citotoxica son las proteinas MHC-1, PVR y B7-H3%°. La proteina MHC-I tiene un papel
importante inhibiendo la actividad de las células NK contra las células sanas del
organismo. La reduccion de su expresion por parte de los neuroblastos tumorales se
traduce en una sefial de activacion para las células NK. La activacion de estas células
inmunes, no solo provoca la secrecion de granulos citotoxicos, sino que, ademas,
producen INF-v, el cual aumenta la expresion de MCH-I. Esto favorece que las células
tumorales puedan ser reconocidas por los linfocitos T al presentar péptidos en el MHC-I,
desencadenando una respuesta coordinada entre el sistema inmune innato y el adaptativo.
Este efecto de modulacion in vivo de la expresion de MHC-1 podria darse tras la
administracion de mAb anti-GD2, siendo unos de los mecanismos que influyen en el éxito
de la terapia. En un experimento con ratones se observo este efecto con el uso de 1L-2
ligada a un mAb contra GD2, tras desencadenarse la respuesta de las células NK se
observo un aumento de expresion de MHC-I5L,

Para desencadenar la actividad citotoxica de las células NK, ademas de una reduccion en
las sefiales inhibitorias, se requiere una sefial de activacion, que supere un valor umbral®®.
En un estudio sobre muestras de NB de pacientes, pese a los bajos niveles de MHC-1 que
expresaban, se observd heterogeneidad en cuanto a su susceptibilidad frente a las células
NK. Los neuroblastos que mostraron mayor susceptibilidad a la lisis eran aquellos que
presentaban un mayor nivel de expresion de la proteina PVR, ligando del receptor de
coestimulacion DNAM-152, Se observé que estas células procedian de los pacientes que
estaban en un estadio inicial de la enfermedad, mientras que menores niveles de PVR,
junto con menor susceptibilidad a la lisis, correspondian a las muestras de pacientes con
recidivas. Ademas, se vio que los tumores de pacientes en estadio M, expresaban B7-H3,
molécula de la familia de los ligandos de los puntos de control inmunitario CTLA-4 y
PD1, que, aunque se desconoce su receptor, se ha indicado como diana terapéutica contra
el cancer ya que parece estar implicada en los mecanismos de evasion del sistema
inmune®, cuyo bloqueo se ha visto potenciar la lisis del NB mediada por células NK®.
Tanto la disminucion de PVR como la presencia de B7-H3 en las muestras de tumores en
estadios mas avanzados de la enfermedad, se explica mediante la presién selectiva que
ejerce el sistema inmune en las células tumorales en el marco de la teoria de la
inmunoedicion del cancer.

Ademas de las interacciones directas entre las células NK y los neuroblastos, existen
diferentes mecanismos de inmunosupresion relacionados con el TME. La secrecién de
TGF-B1 por parte del tumor, reduce la expresion de receptores de activacion ademas de
promover su conversion hacia células linfoides subtipo 1 (ILC-1), sin actividad
citotoxica, seleccionandose la poblacion beneficiosa para la progresion del tumor. Otro
factor del TME con relevancia en la inmunosupresion del NB son los TAMs. Los TAMs
infiltrados presentan predominantemente fenotipo M2, los cuales tienen propiedades
inmunomoduladoras como la inhibicion de las células NK. Sin embargo, se ha observado
que estos macrofagos mantienen la plasticidad, pudiendo revertir hacia un fenotipo M1
con los estimulos adecuados, como el LPS, los cuales promueven una fuerte respuesta
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antitumoral de las células NK. Ademas, se ha observado que una vez activadas las células
NK aut6logas eliminan selectivamente a la poblacion de macr6fagos M2, por el bajo nivel
de expresion de MHC-1 que les caracteriza® %,

Maés alla del reconocimiento entre la célula inmune y la célula tumoral, la actividad de las
células NK depende de otras condiciones del TME como la privacion de nutrientes y
oxigeno, asi como las altas concentraciones de desechos metabolicos como el lactato y la
adenosina® (Figura 5).
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Figura 5. Metabolitos y factores presentes en el TME que limitan la actividad efectora de
las células NK®,

Estas restricciones metabdlicas limitan las funciones efectoras de las células NK, por lo
que su estudio también puede generar dianas para mejorar la actividad antitumoral de las
ceélulas NK.

4.1.2 Inmunoterapia basada en células NK contra el neuroblastoma.
Las células NK tienen un importante papel en el control de crecimiento del NB, aunque
linfocitos T y anticuerpos también contribuyan®#®°3, La infiltracion de células NK en el
microentorno de tumores sélidos controla el crecimiento tumoral y confiere un prondstico
favorable®. Por ello, la inmunoterapia basada en células NK contra NB de alto riesgo se
presenta como una linea de investigacion capacitada para el desarrollo de terapias
efectivas. Entre las opciones disponibles, la terapia adoptiva con células NK se presenta
como una herramienta particularmente efectiva en el tratamiento de condiciones
residuales de la enfermedad, alcanzadas tras el tratamiento estandar en pacientes de NB
de alto riesgo. Ensayos preclinicos han mostrado la eficacia de células NK adoptivas
contra NB pese a mostrar limitaciones en la infiltracion en el tumor®’. El reconocimiento
del haplotipo de MHC propio tiene un importante papel en la activacion de las células
NK, por lo que el uso de células NK alogénicas presenta potentes ventajas frente a la
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terapia adoptiva de células NK autélogas. Las células NK alogénicas pueden actuar tanto
contra tumores con un nivel de expresion de MHC-I reducido, como contra tumores que
mantengan su expresion, al enfrentarse contra células tumorales con un MHC
haploidéntico, promoviendo el desemparejamiento entre los receptores inhibitorios KIRs
y sus ligandos. El haplotipo MHC del paciente se han relacionado con diferencias en la
respuesta al tratamiento del NB, por lo que es un importante factor a tener en cuenta en
la hora identificar a los pacientes que puedan beneficiarse de inmunoterapia con células
NK58, En vista de la actividad contra el NB de las células NK, la terapia adoptiva con
células NK expandidas in vitro se esta testando actualmente en estudios clinicos en fase
I 'y 11, En un estudio en fase Il con 12 participantes (NCT01807468) se estudia la
administracion de células NK alogénicas en casos de NB de alto riesgo tras no responder
a los tratamientos estandarizados de quimioterapia a altas dosis y trasplante autlogo de
celulas madres. En este estudio se selecciona el donante de células NK que presente un
mayor grado de desemparejamiento KIR-KIR ligandos. En otro estudio en fase Il con 5
pacientes se propone la mejora del tratamiento de anti-GD2 como tratamiento de
consolidacién combinandolo con células NK expandidas in vitro (NCT03242603), siendo
varios los estudios similares que combinan células NK expandidas y anticuerpos o
inmunocitoquinas (NCT03209869, NCT02573896). También se estudian nuevos
regimenes de tratamiento sobre pacientes de NB de alto riesgo sin tratamiento previo,
combinando inmunoterapia de baja intensidad con anticuerpos anti-GD2 y células NK
alogénicas (NCT01857934, NCT00877110).

El NB de alto riesgo es un tumor sélido infantil con una alta tasa de mortalidad, por lo
que urge la investigacion de nuevas terapias efectivas. La inmunoterapia actualmente es
una potente linea de investigacion contra el cdncer mostrando buenos resultados, aun
siendo mayormente sobre tumores hematoldgicos. Las condiciones restrictivas que se
presentan en los tumores sélidos como el NB suponen una de las principales trabas para
el tratamiento con inmunoterapia de estas neoplasias. El desarrollo de nuevas terapias
pasa por lo tanto por el ensayo en modelos de estudio complejos que presenten
caracteristicas inmunosupresoras del TME como la presencia de hipoxia, limitaciones a
la infiltracion de células inmunes y la expresion de puntos de control inmunitario como
PD1. La capacidad antitumoral intrinseca de las células NK mediante la lisis celular y la
sensibilidad mostrada por el NB, presenta la terapia adoptiva con células NK como una
prometedora herramienta para el tratamiento del NB de alto riesgo.
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4.2. Caracterizacion del crecimiento y formacion del nicleo necrético en
esferoides de la linea celular SH-SY5Y.

Con el objetivo de estudiar la influencia de factores presentes en el microentorno tumoral
del NB, como la presencia de zonas necroticas, se trabajo en el desarrollo de un modelo
de cultivo celular en 3D de NB con ndcleo necrético. Trabajos previos en nuestro
laboratorio no obtuvieron pruebas concluyentes sobre la presencia o no de nucleo
necrotico en esferoides de entre 2.000 y 10.000 células SH-SY5Y. Continuando con los
trabajos anteriores, se sembraron esferoides de la linea SH-SY5Y GFP y se marco con 7-
AAD, aumentando el numero de células iniciales por esferoide a 20.000 y tras los dos
dias en gota colgante requeridos para su formacién, se visualizaron en tiempo real
tomando imégenes cada 45 minutos durante 3 dias por microscopia Optica de
fluorescencia en el equipo IncuCyte®. A tiempo inicial, los esferoides se observaron
como agregaciones densas, con una intensidad de fluorescencia verde homogénea y
presencia de células necroticas en periferia (Figura 6A). Con el transcurso del tiempo, se
redujo el marcaje necrético en periferia, se observo un aumento del area del esferoide y
una pérdida de intensidad de fluorescencia verde en la zona central. Al finalizar el
seguimiento, los esferoides, de 5 dias desde su formacidn, presentaban tincion del ndcleo
con 7-AAD, identificAndolo como nucleo necrético. La intensidad de la tincion con 7-
AAD en el interior del esferoide fue menor a la observada al inicio en la superficie de
este, pudiendo deberse a la barrera a la difusion que presenta la estructura tridimensional,
asi como a la matriz intracelular, efecto que ha sido caracterizado para la difusion de
nutrientes y farmacos®®°. Otro factor que podria influir en la observacion de
fluorescencia roja menos intensa en el marcaje del interior del esferoide seria la barrera
Optica que suponen las propias células del esferoide. La fluorescencia a 635 nm emitida
por el 7-AAD tras su excitacion, debe atravesar una densa capa de células hasta llegar al
objetivo, produciéndose la difraccion de la fluorescencia. Las caracteristicas de grosor y
densidad de estos cultivos limitan la calidad de las imé&genes obtenidas mediante las
técnicas de microscopia convencionales’?.

De forma cuantitativa, se analizo el crecimiento de los esferoides con el software
IncuCyte, observando un aumento del area en un 24% + 2 en tres dias (Figura 6B),
alcanzando un &rea final de 4-10° pm? + 0,5-10°. El crecimiento observado, muestra un
maximo relativo entorno a las 60 horas, una caida del crecimiento y luego continua de
forma lineal hasta finalizar el experimento. Esta forma de crecimiento fue descrita por
Wallace et al en 2013, durante el desarrollo de un modelo matematico para el crecimiento
de los esferoides’ . El modelo define tres regiones del esferoide dispuestas en capas, una
exterior de células proliferativas, una intermedia de células quiescentes y una regién
interior de células necroticas, por lo que concuerda con la observacién de ndcleo necrético
en el modelo desarrollado.

Para respaldar los resultados obtenidos, se estudio la viabilidad de los esferoides mediante
el recuento celular en camara de Neubauer y la tincién con Azul de Tripano (materiales
y métodos 3.2.3). Se determino la viabilidad de esferoides de 50.000 células tras dos dias
de consolidacion del esferoide en gota colgante, asi como a los 12 dias desde su
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formacion. El porcentaje de muerte obtenido pasé de 4,3% + 0,13 a dia dos, a 23% + 16
a dia 12. Este dato, junto con las imégenes obtenidas por microscopia y la linea de
crecimiento del esferoide, indican el aumento de muerte celular en el cultivo en funcion
del tiempo, la cual, segun las iméagenes obtenidas y el modelo matematico descrito, se
localizaria en el nucleo de esferoide, coincidiendo con la literatura previa sobre la
formacion de ncleo necrotico en esferoides celulares®® 772,

La necrosis tumoral se ha descrito como un factor de mal prondstico relacionado con la
invasion y progresion del tumor. La necrosis, al contrario que la apoptosis es un tipo de
muerte celular que promueve la inflamacion mediante la liberacion de factores que
desencadenan la respuesta inmune. La inflamacion inicial, promueve la migracion y
maduracion de las células inmunes, incluidas las células NK, mientras que, a largos
tiempos, la inflamacion tiene efecto inmunosupresor’>~"°. Por ello la necrosis tumoral
podria modular la infiltracién de células inmunes y regular la eficacia de la terapia
adoptiva con células NK. Los resultados obtenidos, sugieren que el modelo de cultivo
celular 3D desarrollado sera adecuado para el estudio de la influencia de la necrosis
tumoral en NB sobre la terapia celular con células NK.

A B
7AAD CRECIMIENTO ESFEROIDE

’. .. N
v il il i’
¢ ™1 T i
M)
| HHH”

2dias ¥4

,;OOum
(Il |||I|

19|
om

3 dias 1104

% area respecto inicio

4 dias

Tiempo (horas)

5 dias
400

Figura 6. Crecimiento y generacion de nucleo necrético en esferoides de la linea SH-SY5Y
GFP de 20.000 celulas. Se estudiaron esferoides tras dos dias de su formacién por el método de
gota colgante (materiales y métodos 3.2.5) A. Imagenes obtenidas por microscopia Optica de
fluorescencia con el sistema IncuCyte, indicando los dias tras su formacién. La primera columna
muestra la suma de canales obtenidos: campo claro, fluorescencia a 524nm, de la proteina GFP
de las células tumorales y fluorescencia a 635 nm, correspondiente a la tincion con 7-AAD
afiadido para el marcaje de necrosis. La columna central y derecha muestran la fluorescencia verde
y roja de forma individual. B. Grafica representando el porcentaje de crecimiento del area total
del esferoide respecto al tiempo en horas desde su formacion.
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4.3. Expansion de células NK a partir de sangre periférica de donantes sanos.

Para estudiar la influencia del nucleo necrético sobre la actividad de células NK se
establecieron unos protocolos de expansion y activacion de células NK. A partir de
PBMCs de sangre periférica de donantes sanos proporcionada por el Banco de Sangre y
Tejidos de Aragdn (materiales y métodos 3.4.1) se realizaron expansiones de células NK
siguiendo dos protocolos, protocolo K562 y protocolo R69 (materiales y métodos 3.5)
con el objetivo de comparar la capacidad citotoxica de las células NK expandidas
mediante ambos protocolos. Los protocolos consistian en la combinacion de 1L-2, IL-15
y células estimuladoras en ratio 10:1 PBMC:célula estimuladora. La diferencia entre
protocolos era la linea celular usada como estimuladora, en un caso células K562 y en
otro R69. Ambas lineas celulares se han descrito previamente como buenas estimuladoras
para la activacion de las células NK>L78,

El seguimiento de la expansion se realizd por citometria de flujo mediante la
caracterizacion de las poblaciones celulares presentes con el marcaje extracelular de las
proteinas CD3 y CD56. Este marcaje permite definir la poblacién de células CD3* CD56
, correspondiente a los linfocitos T; CD3" CD56", células NK, y dobles positivos,
correspondiente a células NKT. Los marcajes fueron realizados siguiendo el protocolo de
marcaje extracelular descrito en el apartado 3.3 de materiales y métodos. Se observo un
aumento del porcentaje de células NK en el cultivo a dia 5 con el protocolo de expansion
K562 llegando al 8% de células NK, mientras que el porcentaje en el cultivo expandido
con células R69 se mantuvo similar al inicial, un 4% de células NK (Figura 7A). Sin
embargo, a dia 14, ambos protocolos alcanzaron un 22% de células NK por lo que, aunque
la expansion con el protocolo K562, mostrd una mayor proliferacion de las células NK
en los primeros dias de la expansion esta se iguala en los dos protocolos al cabo de 14
dias. No obstante, debido a que se trata de una sola réplica de un Unico paciente, los
resultados no son concluyentes para poder afirmar si existen diferencias entre los
protocolos. Debido a que el protocolo K562 utilizado, en el que ademas de las citoquinas
IL-2 e IL-15 se utilizaban células K562 como células estimuladoras, era una modificacion
de los utilizados previamente en el laboratorio, se caracterizaron las células NK presentes
en la poblacion de PBMCs frescos y tras cinco dias de expansion. Para ello se analizo la
expresion en membrana de los receptores de activacién, NKp30, NKp40, NKp46 y
NKG2D, de los receptores de inhibicion NKG2A y PD1 (Figura 7B). Se seleccionaron
estas proteinas para la caracterizacion de las células NK expandidas ya que actualmente
son las que presentan un papel més relevante tanto en la regulacion de la activacion e
inhibicién de la actividad citotoxica, como en la eficacia en inmunoterapia con células
NK’". Las proteinas NKp30 y NKp46 se expresaban en la mayoria de células NK y el
porcentaje observado no varid0 con la expansion. Ambos receptores se expresan
constitutivamente en las células NK por lo que su presencia en las células recién aisladas
concuerda con lo ya descrito®. Se observo un aumento estadisticamente significativo en
el porcentaje de células NK que expresaban las proteinas NKp44, NKG2D, NKG2A y
PD1.
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La expansion de células NK con el protocolo R69 ha sido puesta a punto previamente en
el laboratorio®’°! y durante este trabajo se obtuvieron resultados con el protocolo K562
similares a los observados en otros protocolos de expansién, como el aumento de NKp44
y NKG2A en las células NK activadas’’, o la relacion positiva entre expresion de NKG2D
y actividad citotoxica de las células NK™, Durante las expansiones, las células NK
mantienen su proporcion inicial en el cultivo durante los primeros 5 dias, periodo en el
que se activan, pero no se multiplican. Posteriormente, se observa un aumento en el
porcentaje de células NK, debido tanto a la muerte de otras poblaciones celulares
presentes, como a la proliferacion de las células NK®’. Los resultados obtenidos, con los
protocolos de expansion estudiados, son por lo tanto similares a los obtenidos
previamente en el laboratorio®”>L,

El aumento de NKp44 se relaciona con un fenotipo de células NK activadas por
citoquinas’’ y cuyos ligandos, junto con los de NKG2D, se encuentran aumentados en
células tumorales*®. Este aumento de receptores de activacion, resultan en un fenotipo de
células NK mas propensas a desencadenar su actividad antitumoral, obteniendo durante
la expansion, ademas de un mayor nimero de células, células con mejores caracteristicas
antitumorales. Por contrapartida, se observo también el aumento de las proteinas NKG2A
y PD1 lo cual se relaciona con fenotipo de senescencia y agotamiento respectivamente’®.
Ambas se estudian en el contexto de la inmunoterapia con células NK y la
inmunomodulacién del cancer*#, El bloqueo de estas vias de inmunosupresion se utiliza
actualmente como inmunoterapia siendo un factor a tener en cuenta para el desarrollo de
terapias efectivas con estas células.
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Figura 7. Caracterizacion de las células NK expandidas por citometria de flujo. Se
expandieron células NK a partir de PBMCs de donantes sanos por dos protocolos (materia y
métodos 5.6.). A. Diagrama de puntos de las poblaciones presentes en el cultivo de células NK
en expansion enfrentando el marcaje anti-CD56 PerCP Vio700 y anti-CD3 VioGreen. Se
muestran a dia 0, PBMCs frescos, a dia 5 y 14 de ambas expansiones. R69 indica la expansién de
células NK con el protocolo de expansién R69 y K562 con el protocolo K562. Sobre los graficos
se indica el porcentaje de células NK de cada cultivo (n=1) B. Gréfico indicando el porcentaje de
células NK con expresién positiva respecto al control sin marcar para las proteinas NKp30,
NKp44, NKp46, NKG2D y NKG2A. En gris claro se muestra el marcaje obtenido sobre células
NK frescas y en gris oscuro tras 5 dias de expansion con el protocolo K562 (n=3). Se muestra la
media y la desviacion estandar de las medidas. Se aplico el test estadistico t-student, indicAndose
cuando se obtuvo diferencia significativa, donde ** indica un p<0,01 y *** p<0,005.
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4.4. Citotoxicidad de celulas NK expandidas frente a cultivos de lineas
celulares de neuroblastoma en 2D.

Una vez caracterizado el fenotipo de las expansiones, se estudié la citotoxicidad de las
células NK expandidas 14 dias. Como diana se utilizaron cultivos de la linea celular
derivada de NB humano, SH-SY5Y, tanto en cultivos convencionales 2D como en
cultivos 3D. Ademas, en cultivo 2D también se usaron células SK-N-BE(2)-C. Se obtuvo
una poblacién enriquecida de células NK mediante el sistema MACS (materiales y
métodos 3.4.2) mediante la seleccion positiva de células CD56" y se realizaron co-
cultivos de células NK'y SH-SY5Y GFP a ratios efectora:diana 1:1 y 3:1. Como control
se utilizé un cultivo de células SH-SY5Y GFP sin células NK. Se incubaron en el sistema
IncuCyte® de imagen y analisis de células vivas para el seguimiento de la citotoxicidad.
En el caso de la citotoxicidad contra cultivos 2D se realizaron triplicados de cada
condicion y se estudiaron las células de dos donantes sanos, tomé&ndose imégenes cada 3
horas durante 2 dias. Se observo una disminucion de la densidad celular en los co-cultivos
respecto al control, en el que se observd crecimiento celular. En ambos protocolos el
descenso observado a ratio efectora:diana 3:1 fue mayor que a 1:1(Figura 8A). Se
analizaron las imagenes con el software IncuCyte, obteniendo la intensidad de
fluorescencia verde (524nm) integrada por imagen y normalizada respecto al tiempo cero
de cada uno de los pocillos, parametro que se interpreté como el porcentaje de células
viables respecto al tiempo inicial (Figura 8B, izquierda). Las graficas resultantes
muestran la cinética de la citotoxicidad entre tiempo cero y 45 horas para todas las
condiciones. En las primeras 6 horas se observa la mayor citotoxicidad y tras este tiempo
el aumento de citotoxicidad es mas lento, continuando practicamente constante para la
ratio 3:1 e incrementandose de nuevo a las 24 horas para la ratio 1:1. Comparando los
protocolos de expansion de las células NK, el porcentaje de células se reduce en mayor
medida para la expansion llevada a cabo con la linea celular K562 como células
estimuladoras. Al estudiar los datos de los donantes sanos por separado, se observa que
la diferencia entre los protocolos ocurre de forma méas pronunciada Unicamente para uno
de los pacientes, en el que la citotoxicidad de las células NK expandidas con el protocolo
R69 es menor (Figura 8B, derecha). Representando los datos de citotoxicidad como el
porcentaje de reduccion de fluorescencia respecto al control (Figura 8C), se observa que
se alcanza un 95% de reduccion para la ratio 3:1 con el protocolo K562 y un 77% para el
protocolo R69, mientras que a ratio 1:1 en ambos casos se alcanza entorno a un 65% de
disminucion. En el trabajo de Sanchez-Martinez et al. 2014, se observo una citotoxicidad
mayor para células NK expandidas con un protocolo utilizando Unicamente células R69
como células estimuladoras, frente a otro utilizando IL-2 y células K5628. En cambio,
en el experimento realizado, los resultados indican una citotoxicidad similar entre
protocolos, presentando una tendencia de mayor citotoxicidad en la expansion llevada a
cabo con el protocolo K562, pese a no mostrar significancia estadistica. La diferencia
obtenida respecto al trabajo de Sanchez-Martinez et al. 2014, podria deberse a que, en
este caso, ambos protocolos contienen IL-2 e IL-15, por lo que la presencia de ambas
citogquinas en los protocolos, favoreceria preferencialmente la activacion de las células
NK estimuladas con la linea celular K562. Observando los resultados de la citotoxicidad
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por donante (Figura 8B, derecha), se observo que, para uno de ellos, indicado como
donante 1, la citotoxicidad de las células NK expandidas con el protocolo R69 fue
marcadamente inferior a ambas ratios que con el protocolo K562. Esto sefiala la alta
variabilidad entre células NK de individuos sanos, y la necesidad de seleccionar estimulos
adecuados en funcion del fenotipo de las poblaciones. También indica la importancia de
la alogenicidad de las células NK seleccionadas para cada paciente, ya que un mayor nivel
de desemparejamiento entre los KIR y sus ligandos promueve una mayor activacion de
las células NK®8. Seria interesante estudiar los fenotipos de las células de los donantes
durante la expansion de forma conjunta a la citotoxicidad, para poder observar que
relacion de receptores/ligandos pueden estar implicadas en los diferentes resultados.

Las dos ratios de células NK y células diana utilizados, 1:1 y 3:1 efectora:diana,
mostraron una diferencia de citotoxicidad estadisticamente significativa, siendo mayor
para las ratios con mayor numero de células NK por diana. Esto sefialaria la significativa
influencia de la ratio efectora:diana en el éxito de la eliminacion de las células tumorales,
la cual no mostrd una relacién de proporcionalidad lineal. A tiempo final, no se obtuvo
significancia estadistica entre las ratios pudiendo deberse a la alta citotoxicidad alcanzada
en todos los casos.

Complementariamente se realizo el experimento analogo utilizando como células diana
la linea celular derivada de un neuroblastoma infantil SK-N-BE(2)-C, la cual presenta la
amplificacion del oncogén MYCN, una de las caracteristicas del NB de alto riesgo. Los
resultados se analizaron con el software IncuCyte realizando el recuento de las células
SK-N-BE(2)-C debido a que estas células no expresan la proteina GFP. Aunque los
resultados no son directamente comparables, mostraron la misma tendencia observada
contra la linea SH-SY5Y, mostrando altos niveles de citotoxicidad, siendo esta
dependiente de ratio y con una tendencia de citotoxicidad mayor para las células NK
expandidas con el protocolo K562 (Figura 8D). Estos resultados reflejan que la
citotoxicidad de las células NK no es exclusiva para la linea celular SH-SY5Y, con la que
se ha trabajo principalmente, y que estas son capaces de desencadenar su actividad contra
otras lineas de NB con caracteristicas de mal prondstico. La obtencion de un modelo mas
preciso seria el desarrollo de organoides derivados de pacientes®, siendo esta una linea
en desarrollo actual en la investigacion contra NB en nuestro laboratorio.
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Figura 8. Citotoxicidad de células NK expandidas 14 dias contra cultivos 2D. Citotoxicidad
de células NK de dos donantes sanos expandidas 14 dias con los protocolos R69 y K562,
enfrentadas a cultivos 2D de lineas celulares de NB a ratio efectora:diana 1:1 y 3:1. Los controles
son cultivos de lineas de NB sin células NK. A, B, C. Citotoxicidad de células NK sobre la linea
celular SH-SY5Y GFP. A. Imagenes representativas de campo claro y fluorescencia a 524 nm de
la proteina GFP, obtenidas con el sistema IncuCyte al inicio del co-cultivo, a las 6 y a las 45 horas.
En verde se observan células SH-SY5Y GFP, mientras las células NK se observan como puntos
negros. B. Graficas representando ratio de fluorescencia verde a 524 nm integrada por pocillo
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normalizada respecto al mismo pocillo a tiempo cero, en funcién del tiempo en horas. Derecha,
media de datos obtenidos de dos donantes. Izquierda, datos obtenidos por donante. C. Gréfica
del porcentaje de reduccion de fluorescencia a 524 nm correspondiente a la proteina GFP en los
co-cultivos respecto al control a ese mismo tiempo, indicandose la ratio y protocolo de expansion
de las células NK, en gris a las 6 horas de co-cultivo y en negro a las 45 horas. Se aplico un test
estadistico ANOVA de dos factores, encontrandose diferencias significativas donde * p<0.05 y
*** p<0.005, indicando el color de la linea el tiempo de la leyenda al que corresponde. D.
Citotoxicidad de células NK sobre la linea celular SK-N-BE(2)-C, representando el porcentaje de
objetos contados normalizado al mismo pocillo a tiempo cero, en funcién del tiempo. B, D.
Leyenda: verde claro, células NK expandidas con protocolo R69 a ratio efectora:diana 1:1. Azul
claro, células NK expandidas con protocolo K562 a ratio efectora:diana 1:1. Verde oscuro, células
NK expandidas con protocolo R69 a ratio efectora:diana 3:1. Azul oscuro, células NK expandidas
con protocolo K562 a ratio efectora:diana 3:1. Morado, control. En las graficas se muestra la
media y la desviacion estandar de las medidas (2 donantes x 3 réplicas).

4.5. Citotoxicidad de células NK expandidas frente a cultivos de la linea
celular SH-SYS5Y en 3D.

Se estudio la citotoxicidad de las células NK expandidas contra cultivos 3D, con una
mayor complejidad estructural respecto al cultivo 2D, con el objetivo de estudiar la
influencia de esta en la capacidad efectora de las células NK. Se utilizaron como células
diana esferoides de 20.000 células en origen tras dos dias de su formacién, de la linea
celular SH-SY5Y GFP afiadiendo Anexina V RED o 7-AAD como marcadores de
apoptosis y necrosis respectivamente, ambos observados como fluorescencia roja a
635nm. Las células NK ejercen su citotoxicidad principalmente mediante el
desencadenamiento de la apoptosis, ya sea mediante ligandos de muerte o exocitosis de
granulos con citotoxicos®’. Lo que se esperaba observar era un aumento de fluorescencia
roja en las condiciones tefiidas con Anexina V, mientras que en los tefiidos con 7-AAD
se observaria marcaje a tiempos mas largos, por la degeneracién de las células
apoptéticas, las cuales comienzan a mostrar caracteristicas de necrosis. Lo observado en
el experimento fue un rapido incremento del marcaje a tiempos cortos tanto de Anexina
V como de 7-AAD, indicando un incremento de ambos procesos de muerte celular, sin
poder determinar si se trataban de las células NK o las tumorales (Figura 9A). De forma
complementaria, la fluorescencia verde, sefial especifica de la viabilidad de las células
tumorales, disminuyd a lo largo del tiempo, indicando por lo tanto la muerte de células
SH-SY5Y GFP. En varios de los esferoides se observo la desaparicion de fluorescencia
verde en el centro, anteriormente definida como formacion de ndcleo necrotico
(resultados y discusion 4.2). El nacleo necrético mostrd ademas no ser estatico,
observandose su desaparicion con el progreso de la citotoxicidad (Figura 9A). Durante
este proceso se obtuvo también informacidn relevante para la caracterizacion del nacleo
necrotico. En algunos casos durante el seguimiento de la citotoxicidad, se produjo la
expulsion de restos celulares del interior del esferoide. Estas masas celulares no
presentaron fluorescencia verde, indicativa de la viabilidad de las células SH-SY5Y GFP,
y si marcaje para 7-AAD, marcador de necrosis, pero no de Anexina V, marcador de
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apoptosis. Esto respaldaria la presencia de células necroticas en este modelo, las cuales
estarian presentes en la zona interna del esferoide (Figura 9A).
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Figura 9. Citotoxicidad de células NK expandidas 14 dias contra cultivos 3D. Citotoxicidad
de células NK de un donante sano expandidas 14 dias con protocolo R69 y K562, enfrentadas a
ratios efectora:diana 1:1 y 3:1 a esferoides de 20.000 células SH-SY5Y GFP tras 2 dias de su
formacion. Los controles son esferoides sin células NK. A. Imégenes obtenidas con el sistema
IncuCyte al inicio del co-cultivo, 15, 24, 30 y 48 horas, indicandose la ratio efectora:diana o el
control sin células NK. En verde, fluorescencia de la proteina GFP a 524 nm de las células
tumorales, en rojo la fluorescencia a 635 nm del marcador de muerte, en la linea superior Anexina-
V, marcador de apoptosisy 7-AAD en las inferiores, marcador de necrosis. Se indican con flechas
la masa celular expulsada del interior del esferoide. B. Graficas representando el porcentaje de
intensidad de fluorescencia verde a 524 nm integrada del mayor objeto definido por campo claro
respecto el mismo punto a tiempo cero en funcion del tiempo en horas. Verde claro, células NK
expandidas con protocolo R69 a ratio efectora:diana 1:1. Leyenda: verde claro, células NK
expandidas con protocolo R69 a ratio efectora:diana 1:1. Azul claro, células NK expandidas con
protocolo K562 a ratio efectora:diana 1:1. Verde oscuro, células NK expandidas con protocolo
R69 a ratio efectora:diana 3:1. Azul oscuro, células NK expandidas con protocolo K562 a ratio
efectora:diana 3:1. Morado, control. C. Grafica del porcentaje de reduccion de fluorescencia
verde de la proteina GFP en los co-cultivos respecto al control, indicandose ratio y protocolo de
expansion de las células NK en el eje de las abscisas. En negro tras un dia de co-cultivo, en gris
claro a los 2 dias y en gris oscuro a los 3 dias. Se aplicd un test estadistico ANOVA de dos
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factores, encontrandose diferencias significativas donde ** p<0.01 y *** p<0.005, indicando el
color de la linea el tiempo de la leyenda al que corresponde. En las gréficas se muestra la media
y la desviacion estandar de las medidas (1 donante x 2 réplicas).

Representando el porcentaje de intensidad de fluorescencia a 524 nm (verde) integrada
del mayor objeto definido por campo claro respecto al tiempo inicial, interpretado como
viabilidad, contra el tiempo (Figura 9B), se observd una disminucion para todas las
condiciones. Hasta las 20 horas, la cinética de la citotoxicidad fue similar para ambas
ratios y desde ese punto, para la ratio efectora:diana 1:1 se mantuvo constante
mostrandose una tendencia de crecimiento en los ultimos tiempos medidos. Para la ratio
3:1 la citotoxicidad se observd constante durante el periodo estudiado. Entre los
protocolos de expansion, los resultados obtenidos fueron similares. EIl porcentaje de
reduccion de fluorescencia respecto al control a dia 3 de co-cultivo fue entorno a un 25%
para la ratio 1:1 y entorno al 90% para la ratio efectora:diana 3:1 (Figura 9C). La
citotoxicidad observada a los 2 dias de co-cultivo entre las células NK expandidas con el
protocolo K562 fue mayor a la observada con el protocolo R69, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa, aunque pequefia por lo que su relevancia bioldgica no esta
clara.

Comparando los resultados de la citotoxicidad entre los modelos de cultivo 2D y 3D de
las células diana, se observan a un tiempo de co-cultivo de dos dias, porcentajes de
reduccion de fluorescencia verde menores en el modelo 3D respecto al modelo 2D para
todas las condiciones testadas (ratios y protocolos de expansion). La diferencia fue mas
marcada en la ratio 1:1, ya que para el modelo de cultivo convencional se obtuvo una
reduccion de 64 y 68% de la fluorescencia, mientras que en esferoides solo se alcanzé el
24y 22% con los protocolos de expansién R69 y K562 respectivamente. La reduccion de
la citotoxicidad al utilizar modelos de cultivo tridimensionales concuerda con lo
observado en otros estudios realizados sobre la citotoxicidad con células NK*', asi como
en estudios con drogas’®. La barrera a la difusion presente por la estructura del cultivo en
3D, asi como la presencia de otras caracteristicas del TME, resulta en la reduccion de la
eficacia de los tratamientos testados. Por ello, el trabajo sobre modelos que muestren un
nivel de complejidad mas similar al presente in vivo, como es el modelo 3D, permitira
obtener resultados con mayor reproducibilidad in vivo.

La importancia de la ratio efector:diana en la eficacia de la citotoxicidad de las células
NK, observada frente a ambos modelos cultivo de las células diana (2D y 3D), muestra
la importancia del trabajo con métodos de expansion eficientes, con los que se pueda
obtener cantidades de células NK suficientes para enfrentarse a los tumores in vivo,
pudiendo traducirse en tratamientos viables y eficientes en la practica clinica.
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4.6. Infiltracion en esferoides de celulas NK expandidas.

La infiltracion de las células NK en los tumores solidos infantiles se correlaciona con un
pronostico favorable*, por lo que este proceso se estudié en el modelo desarrollado. Con
el objetivo de poder seguir a las células NK expandidas con ambos protocolos descritos
(materiales y métodos 3.5), se tifieron con la sonda fluorescente roja eFluor 670
(materiales y métodos 3.9). Se enfrentaron a esferoides de 20.000 células SH-SY5Y GFP
de 12 dias, por lo cual presentan nucleo necrotico (Figura 6). Se obtuvieron iméagenes por
microscopia optica de fluorescencia, por lo que no se pudo determinar el plano en el que
se posicionaban las ceélulas NK, pero si su distribucion. Para la realizacion de este
experimento se colaboro6 con el grupo de investigacion del microentorno tisular (TME)
del I3A, siendo el doctorando Héctor Castro quién realizd los esferoides y obtuvo las
imagenes de microscopia. Se observo la formacion de agregados de células NK en la
periferia de los esferoides, organizdndose generalmente en una agrupacion principal,
varias de menor tamafo y pequefios puntos que podrian tratarse de células individuales
(Figura 10). A las 24 horas, la fluorescencia verde de la proteina GFP se observd
disminuida en las areas del esferoide donde se situaron las agrupaciones de células NK 'y
en su entorno, mostrando que la citotoxicidad de las células NK se produce por el contacto
directo con la célula diana. A dia 3 de co-cultivo, la intensidad de fluorescencia verde
disminuyo, pudiendo ser debido tanto a la disminucion de células viables como a la menor
compactacion y densidad del esferoide, mostrando la ruptura de la estructura
tridimensional y aumentando notablemente el area del esferoide. Las células NK
expandidas con el protocolo K562 mostraron un menor numero de agrupaciones
formandose una agrupacion predominante. A dia 3, las células se presentaban de forma
menos compacta y en zonas mas centrales del esferoide. En cuanto a la infiltracion, se
observo fluorescencia roja en diferentes zonas, observandose menor intensidad de
fluorescencia roja, lo que podria indicar la localizacion en zonas interiores de la masa
celular, produciéndose el mismo efecto de difraccion de la luz, descrito en el apartado
4.2. de resultados y discusidon. Pese a que la fluorescencia roja se observo en toda el area
del esferoide, no se pudo concluir si se habia producido infiltracion de células NK debido
a las limitaciones de la técnica. En el trabajo de Lanuza et al. 2018 se observé la
infiltracion de células NK expandidas en esferoides de lineas de cancer colorrectal®. En
este estudio, se testaron los ratios efectora:diana 9:1, 6:1 y 3:1, utilizando como diana
esferoides de 1.000 células en origen y se mostrd infiltracion para la ratio 3:1, sin
apreciarse la formacion de agrupaciones observadas durante este trabajo. EI mayor
numero de células requeridas para la ratio 3:1 entre el trabajo en cancer colorrectal y este
trabajo, 3.000 células NK en contraposicion a las 60.000 células utilizadas en este caso,
debido al tamafio del esferoide diana, pudieron ser el motivo de la formacion de
agrupaciones celulares. La formacion de estas agrupaciones se ha definido durante la
activacion de las células NK, como un mecanismo para asegurar la disponibilidad de IL-
2 mediante la transpresentacion®, por lo cual podria estar dandose para contrarrestar la
menor disposicion de interleuquinas.
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La infiltracion de las células inmunes en el tumor es uno de los principales problemas por
los que hasta ahora la inmunoterapia celular adoptiva en tumores sélidos no ha obtenido
resultados tan buenos como en neoplasias hematoldgicas. Ademas, los tumores sélidos
pediatricos como el NB presentan una menor carga mutacional y menor infiltracion de
células inmunes. Voeller et al.®4, estudiaron como la combinacion de radiacién con
inmunoterapia aumentaba la infiltracion de células inmunes en NB, siendo esta una de las
nuevas lineas de investigacion actuales para potenciar la infiltracion y beneficiarse del
potencial antitumoral del sistema inmune.
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Figura 10. Infiltracion de células NK expandidas 14 dias en esferoides de la linea celular
SH-SY5Y GFP. El nimero de células iniciales de los esferoides fue de 20.000 y se realizaron los
co-cultivos tras 12 dias de su formacion, considerandose la presencia de nlcleo necrético. Se
realizaron imagenes por microscopia Optica de fluorescencia, mostrandose en verde, la
fluorescencia de la proteina GFP de las células tumorales y en rojo las células NK tefiidas con
eFluor 670, presentando la superposicion de los canales y el campo claro, asi como los canales
por separado. En la parte superior, se indica el protocolo de expansion de las células NK, K562
para las células NK expandidas con el protocolo K562 y R69 para las células NK expandidas con
el protocolo R69. En la parte derecha se indican las ratios NK:SH-SY5Y utilizados, 1:1y 3:1. En
la parte central se indican las horas desde el inicio del co-cultivo (1 donante x 3 réplicas).



4.7. Analisis de la proteina PD1 en las células NK.

Actualmente, la relevancia del punto de control inmunitario PD1 en las células NK
comienza a ser estudiada, tras observarse su implicacion en linfocitos T y su gran
potencial en inmunoterapia. Con el fin de estudiar su influencia en la eliminacion de
células de NB, se estudio la expresion, en distintas condiciones, de PD1 en células NK de
donantes sanos mediante citometria de flujo (materiales y métodos 3.3). Se observo que
tanto en células NK recién aisladas como en células NK incubadas overnight con IL-15,
el porcentaje de células que expresaban PD1 era entorno al 2%. Tras la incubacion
overnight con células K562 e IL15, la poblacion de células NK que expresaban PD1 se
triplicaba, alcanzado un 7% (Figura 11).
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Figura 11. Expresién de la proteina PD1 en células NK de donantes sanos. Se analiz6 la
expresion de la proteina PD1 por citometria de flujo sobre la poblacion CD3- CD56+, tanto en el
momento de la obtencion de los PBMCs, como tras el cultivo overnight con IL-15 o IL-15 junto
con células K562 en proporcion 2:1 PBMC:K562 (materiales y métodos 3.6). l1zquierda, gréfica
del porcentaje de células CD3- CD56+ que presentaron marcaje para la proteina PD1. En gris
claro, células NK recién aisladas, en gris oscuro, células NK incubadas overnight con IL-15y en
negro células NK incubadas overnight con IL15 y células K562. Se muestra la media de las
medidas y la desviacion estandar (3 donantes x 3 réplicas). El test t-student mostrd significancia
estadistica, indicada como ** p<0.01. Derecha, graficos de densidades representativos de los
datos obtenidos, mostrando FMO y marcaje para células NK expandidas overnight con IL-15y
con células K562 e IL-15. Se indica el porcentaje de células NK que expresan PD1 sobre el
grafico.

La via PD1/PDL1 inhibe la respuesta antitumoral de los linfocitos T, pero su implicacion
esta menos caracterizada en el caso de las células NK. Pese a esto, son varios los estudios
que muestran un nivel de PD1 incrementado en pacientes con cancer, desde un ~3% de
donantes sanos, hasta un 10% en pacientes con diversos canceres*®4°, Los resultados
obtenidos con la incubacion de las células NK con células tumorales, muestran un
aumento de expresion similar al observado en los pacientes con cancer, indicando que el
contacto entre la célula NK y la célula tumoral podria ser la causa del aumento de la
exposicion de PD1. La expresion de PD1 en la membrana se asocia a un fenotipo de
agotamiento de las células NK', por lo que podria asociarse a la actividad citotoxica
continuada de las células NK contra el tumor. El aumento de expresion de la proteina
PD1 en las células NK observado tras el contacto con células tumorales sefala la
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relevancia de la via PD1/PDL1 en la regulacion de la actividad de las células NK 'y por
lo tanto en los posibles tratamientos de inmunoterapia con estas células, siendo objeto de
estudio actualmente®2®,

El aumento de la proteina PD1 se vio en las células NK tras la incubacion con células
tumorales dianas de su actividad citotoxica. Para estudiar su relacion con el mecanismo
de exocitosis de granulos citotoxicos se realizé un ensayo de degranulacion y se estudio
por citometria de flujo la expresion en membrana de PD1 y CD107a, marcador de
degranulacion en estas células®. Para ello se co-cultivaron a tiempos cortos, 5 horas,
PBMCs con ceélulas diana a ratio 1:2 PBMC:diana, favoreciendo el contacto entre las
células NK y las células diana. Como diana se utilizaron las lineas celulares K562 y SH-
SY5Y en experimentos independientes. Se observo que las células NK que habian
degranulado, por lo que presentaban CD107a en la membrana, presentaban en mayor
porcentaje PD1 en la membrana respecto al control sin degranular (Figura 12A);
sugiriendo una relacion entre la degranulacion y la exposicion de PD1 en la membrana.
Asi mismo, se analizo la localizacion intracelular tanto de PD1 como de CD107a en
células NK recién aisladas por inmunofluorescencia. Se observé un 64%+14 de
colocalizacion de PD1 y CD107a indicando la presencia de PD1 intracelular en los
granulos de células NK (Figura 12B).

Los resultados obtenidos indican la presencia de PD1 en los granulos efectores, asi como
la movilizacién conjunta de CD107ay PD1 a la membrana celular tras exponer a tiempos
cortos las células NK a dianas; relacionando la exocitosis granular de las células NK con
la exposicion del punto de control inmunitario PD1.

Esta rapida exposicion de PD1 observada en el experimento de degranulacién, explicaria
también los resultados observados en los experimentos de citotoxicidad de las células NK
expandidas. En el experimento de citotoxicidad se observo que tras seis horas de contacto
a ratio efectora:diana 1:1, la citotoxicidad se veia temporalmente inhibida, reanudandose
a partir de las 20 horas. Esto podria deberse al aumento de PD1 en membrana por una
intensa exocitosis inicial de los granulos citosélicos preformados de las células NK tras
el contacto con células tumorales, recuperandose posteriormente, posiblemente debido al
proceso de reciclaje de CD107a, reintroduciéndose junto con PD1 para la formacion de
nuevos granulos. En la citotoxicidad observada en la ratio 3:1, en la que el namero de
dianas por célula NK es menor, no se observo esta inhibicion temporal de la citotoxicidad
de las células NK, pudiendo deberse a que no se alcanzd el fenotipo de agotamiento.

Se han realizado diversas aproximaciones del estudio de la implicacion de PD1 en el
agotamiento de las células NK, pero como concluye la extensa revision de Judge et al.
2020, el estudio de como y cuando se produce la disfuncion de las células NK requiere
de mas investigacion’®. Estos experimentos proponen el contacto con células tumorales
como estimulo que desencadenaria la exposicion de PD1 en membrana y la exocitosis
granular de las células NK como el proceso por el que se da esta exposicion.

La proteina CD107a es un marcador de exosomas, por lo que no permite delimitar la
localizacion de PD1 a los granulos citotoxicos, pudiendo presentarse en otro tipo de
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vesiculas. Para determinar la presencia de PD1 en los granulos citotdxicos, pudiendo
relacionar directamente el aumento de PD1 en membrana con la citotoxicidad de las
células NK, se plantea realizar en trabajos futuros la colocalizacion entra las proteinas
PD1y granzima B, ya que esta Ultima si que presenta exclusivamente de estos granulos.

A * on cé cD107a* B
PD1* en células NK CD107a |—3J

25+
50 |
(m]
0 154
(2]
© + 64%+14
=] ©
o 101 ©
O D
- o
S g...“
0 ,—_|_—| (;)CD107a D1 CD3 Combinacién
T T T T (o]
K\ K\ a
& & 6 K\ o
9 ) o

Figura 12. Estudio de la colocalizacion de PD1 con CD107a. A. Gréfica representando el
porcentaje de células CD3  CD56* (NK) PD1" que expresan CD107a tras un ensayo de
degranulacién (materiales y métodos 3.8) analizado por citometria de flujo (materiales y métodos
3.3). En el eje de las abscisas se representa las condiciones de incubacién, con o sin células diana
K562 0 SH-SY5Y. Se muestra la media de las medidas y la desviacién estandar (4 donantes x 1
réplica). El test t-student mostré significancia estadistica, indicada como *** p<0.005. B.
Iméagenes obtenidas por microscopia confocal con el Microscopio Confocal Zeiss LSM 880 con
Airyscan de las proteinas CD107a, PD1 y CD3 marcadas como se describe en materiales y
métodos (apartado 3.10) sobre una poblacién de células CD56* enriquecidas por MACS
(materiales y métodos 3.4.2). Arriba, campo completo con varias células, sefialando con flechas
los puntos donde se observo amplia colocalizacién (3 donantes x 1 réplica). Abajo, se muestran
imagenes de una célula CD3 CD56* (NK) y una célula CD3* CD56" (NKT). Se muestra la
fluorescencia obtenida a cada longitud de onda, asi como la combinacién de las tres sefiales. En
rojo, CD107a, en verde PD1 y en azul CD3, marcaje que permitié la exclusion de las células
NKT. Sobre la figura se indica el coeficiente de Manders indicando el porcentaje de
colocalizacidn obtenido de PD1 sobre CD107ay su desviacion estandar (n=33).

4.8. Bloqueo de la via PD1/PD-L1 en la citotoxicidad de células NK.

Estos resultados anteriores, indicaron la presencia de la proteina PD1 en las células NK,
por lo que, como paso siguiente, se estudio el efecto de la proteina PD1 en la citotoxicidad
de las células NK. Para ello se realizaron ensayos de citotoxicidad de células NK con un
nivel de expresion de PD1 basal (células NK incubadas overnight con IL-15) y células
NK con un nivel de PD1 aumentado, similar al observado en pacientes con cancer (células
NK incubadas overnight con IL-15 y células K562). Se trabajé con células CD56"
purificadas por MACS procedentes de tres donantes sanos y como diana se utiliz6 un
cultivo convencional 2D de células SH-SY5Y GFP a ratios efectora:diana 1:1 y 6:1. La
linea celular SH-SY5Y expresa en membrana el ligando de PD1, PD-L1, el cual también
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ha sido observado en muestras de NB de pacientes®®, por lo cual se consideré una diana
adecuada en este experimento. Se realizaron duplicados en los que se afiadio el anticuerpo
monoclonal utilizado en clinica Pembrolizumab (anti-PD1). Las células preincubadas con
IL-15 mostraron una mayor citotoxicidad que aquellas que lo hicieron con IL-15y células
K562, siendo la diferencia estadisticamente significativa para ambas ratios estudiadas
(Figura 13). Las células NK preincubadas con IL-15 y células K562 no mostraron
citotoxicidad a ratio efectora:diana 1:1 donde incluso se observé crecimiento respecto al
control (mostrado como cero). Para las mismas condiciones de preincubacion, la ratio 6:1
mostré una citotoxicidad del 12%, que llego al 67% en el caso de las células incubadas
Unicamente con IL-15. La preincubacién con células tumorales, la cual incrementé la
exposicion de PD1, mostro la reduccion de la citotoxicidad de las células NK, sugiriendo
un efecto inhibitorio sobre la citotoxicidad de las células NK de esta proteina, pese a
poder haber mas mecanismos implicados.

El efecto positivo de la exposicidn a células tumorales observado durante la expansion de
células NK se explicaria por la combinacion de estimulos con la IL-2, con potentes efectos
activadores en las células inmunes. Actualmente, se estdn comenzando a estudiar otros
posibles fenotipos funcionales de las células NK para su uso en inmunoterapia, como las
células NK de memoria inducidas por citoquinas, que presentan una actividad citotdxica
aumentada y un mayor nivel de produccion de INF tras la incubacion durante 16 horas
con las citoquinas IL-12, IL-15 e 1L-18%,
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Figura 13. Citotoxicidad de células NK preincubadas con IL-15 o IL-15 y células K562
frente a células SH-SY5Y GFP. Se estudid la citotoxicidad de células NK preincubadas
overnight con IL-15 o IL-15 y células K562 contra las células SH-SY5Y en cultivo 2D a ratios
efectora:diana 1:1 y 6:1 (materiales y métodos 3.7). lzquierda, grafica representando el
porcentaje de reduccion del namero de células por pocillo respecto al control, a las 24 horas de
co-cultivo. En el eje de las abscisas se indica las condiciones de preincubacion overnight de las
células NK, IL-15 e IL-15 junto celulas K562, asi como las ratios células NK:celulas diana, 1:1 0
6:1. Se aplicd un test estadistico ANOVA de dos factores, encontrandose diferencias
significativas entre las condiciones de preincubacidn, indicada como * p<0.05 y ** p<0.01 (3
donantes x 3 réplicas). Derecha, imagenes representativas obtenidas por microscopia éptica de
fluorescencia de las células SH-SY5Y que expresan GFP en verde. Sobre las imagenes se indica,
control, para el cultivo de células SH-SY5Y GFP sin células NK y las condiciones de
preincubacion de las células NK y ratio a las que se enfrentaron a las células SH-SY5Y GFP en
cada caso.
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Para corroborar que el aumento de la expresion de PD1 detectado tras la preincubacion
con células tumorales afecta a la actividad citotoxica de estas células NK, realizé el
ensayo de citotoxicidad en presencia de Pembrolizumab, el anticuerpo usado en clinica
para bloquear la via PD1/PDL1 (Figura 14). La adicién de Pembrolizumab incrementd la
citotoxicidad observada respecto a la condicion sin Pembrolizumab en las células NK
preincubadas con K562, aunque no llega a ser estadisticamente significativo. Es decir,
aquellas células con un nivel de PD1 en membrana superior al basal, aumentaron su
actividad citotoxica al bloquear PD1. Las medidas obtenidas tuvieron gran variabilidad,
mostrando la variabilidad entre donantes, asi como la posible implicacion de otros
mecanismos.
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Figura 14. Citotoxicidad de células NK sobre células SH-SY5Y en presencia de
Pembrolizumab. Se estudi6 la citotoxicidad de células NK preincubadas overnight con IL-15 o
IL-15 maés células K562 contra células SH-SY5Y en cultivo 2D a ratios efectora:diana 1:1y 6:1
durante 24 horas. Las barras representan el incremento de citotoxicidad (porcentaje de células
respecto al control sin células NK) de la condicion con Pembrolizumab respecto a la condicion
sin Pembrolizumab. ElI monocultivo de células SH-SY5Y como control, representado como
CTRL, indica que la presencia de Pembrolizumab no influye en la viabilidad del cultivo. Se aplicd
un test estadistico ANOVA de dos factores, no encontrandose diferencias significativas entre los
grupos. En la gréafica se muestra la media de las medidas y su desviacion estandar (3 donantes x
3 réplicas).

Los resultados sefialan la relevancia de la via de PD1/PDL1 en el contexto de la actividad
antitumoral de las células NK, mostrandose como un parametro a tener en cuenta en el
desarrollo de tratamientos eficaces con células NK contra el NB, pudiéndose estudiarse
la combinacion de la terapia adoptiva de células NK alogénicas con la aplicacién de anti-
PD1. El anticuerpo Pembrolizumab se utiliza actualmente en la clinica contra diferentes
canceres en adultos** y ha sido probado en diversos estudios sobre tumores solidos
infantiles, como el NB, mostrando poca actividad antitumoral en su aplicacion como
monoterapia®’.
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5. CONCLUSIONES

La revision bibliografica realizada permite concluir el potencial de la terapia adoptiva con
celulas NK contra el NB infantil de alto riesgo, asi como la necesidad de potenciar la
capacidad de estas células inmunes para superar las limitaciones presentadas por el
microentorno tumoral.

Tras los experimentos realizados en este trabajo, se ha llegado a las siguientes
conclusiones:

1.

Esferoides de la linea celular SH-SY5Y de gran tamafio, en torno o 800 um de
diametro, desarrollan nucleo necrotico, obteniendose un modelo adecuado para el
estudio de la influencia de la necrosis tumoral en el NB.

El protocolo de expansion de células NK con las interleuquinas IL-2 e IL-15y
celulas K562 fue eficaz en la expansion y activacion de células NK.

Las células NK expandidas con ambos protocolos estudiados (IL-2 e IL-15 junto
con células R69 o K562) muestran altos niveles de citotoxicidad contra cultivos
2D de las lineas celulares de NB humano SH-SY5Y y SK-N-BE(2)-C.

Las células NK expandidas mediante el protocolo K562 mostrdé un mayor nivel
de citotoxicidad respecto a las células NK expandidas con el protocolo R69.

Los cultivos 3D de la linea celular SH-SY5Y mostraron mayor resistencia a la
actividad citotdxica de las células NK respecto a los cultivos en 2D.

Las células NK aumentan la expresion de PD1 tras la incubacion overnight con la
linea celular tumoral K562 hasta niveles analogos a los observados en pacientes
con céncer.

El aumento de la expresion extracelular de PD1 en las celulas NK esté asociado
al mecanismo de exocitosis granular de las células NK.

El bloqueo de PD1 con Pembrolizumab potencia la citotoxicidad contra la linea
celular de NB SH-SY5Y de aquellas células NK con un nivel de PD1 por encima
del basal.
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CONCLUSIONS

The bibliographic review carried out allows us to conclude the potential of adoptive NK
cells therapy against childhood high-risk NB, as well as the need to enhance the capacity
of these immune cells to overcome the limitations presented by the tumour
microenvironment.

After the experiments carried out in this work, the conclusions that can be made with the
obtained information are the following:

1.

SH-SY5Y cell line spheroids of large size, around 800 um in diameter, develop a
necrotic nucleus, obtaining a suitable model to studying the influence of tumour
necrosis on NB.

NK cell expansion protocol with interleukins 2, 15 and K562 cells, showed the
expansion and activation of NK cells.

Expanded NK cells with both studied protocols showed high cytotoxicity levels
against 2D cultures of SH-SY5Y and SK-N-BE (2)-C human NB derived cell
lines.

Expanded NK cells using K562 protocol showed a higher level of cytotoxicity
compared to expanded NK cells with R69 protocol.

SH-SY5Y cell line 3D cultures showed greater resistance to NK cell cytotoxic
activity compared to 2D cultures.

NK cells increase PD1 expression after overnight incubation with K562 tumour
cell line to analogous levels to cancer patients.

Increased extracellular PD1 expression in NK cells is associated with granular
exocytosis NK cell effector mechanism.

PD1 blocking with Pembrolizumab enhances NK cells cytotoxicity of PD1-
expresion-above-baseline-NK cells against SH-SY5Y NB derived cell line.
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