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Resumen

El aumento de riesgo de padecer cancer derivado de habitos insalubres y de la edad
han llevado a esta enfermedad a ser una de las més mortales del mundo. La agresividad y
dificultad de deteccion temprana de algunos cénceres resalta, no solo la necesidad de
prevencion, sino de encontrar tratamientos eficaces una vez se ha detectado la afeccion. El
presente trabajo tiene como objetivo el estudio de un nuevo inmunoterapéutico (SRB1) ante
el cancer de ovario, basado en un anticuerpo anti-CCR9Y. Para ello se cuantifico la eficacia
de un método de aislamiento de linfocitos T CD8", se observo la expresion de CCR9 en
distintas condiciones y lineas celulares y se estudio el efecto de SRB1 sobre dos lineas
celulares de cancer de ovario. Los resultados sefialaron que la expresion de CCR9 es mayor
en modelos de cancer de ovario con resistencia a cisplatino, que la concentracion celular y
la hipoxia son condiciones relacionadas con la sobreexpresion de CCR9 y finalmente, que
el inmunoterapéutico media en la via citotoxica de las células “Natural Killer” aumentando

la mortalidad de las células cancerigenas.

Palabras clave: inmunoterapia, cancer de ovario, expresion de CCR9, SRBI,

resistencia a cisplatino.
Resumo

O aumento do risco de padecer cancro derivado de hébitos insalubres e da idade
levaron a esta enfermidade a ser unha das mais mortais do mundo. A agresividade e
dificultade de deteccion tempera dalgins cancros resalta, non s6 a necesidade de prevencion,
senon de encontrar tratamientos eficaces unha vez se detectou a afeccion. O presente estudo
ten como obxcetivo a proba dun novo inmunoterapéutico (SRB1) ante o cancro de ovario,
baseado nun anticorpo anti-CCR9. Pra conseguilo cuantificouse a eficacia dun método de
aislamento de linfocitos T CD8", observouse a expresion de CCR9 en distintas condicions e
lifas celulares e estudouse o efecto de SRB1 sobre dous lineas celulares de cancro de ovario.
Os resultados sinalaron que a expresion de CCR9 ¢ maior en modelos de cancro de ovario
con resistencia a cisplatino, que a concentracion celular e a hipoxia son condicions
relacionadas coa sobreexpresion de CCRY e finalmente, que o inmunoterapéutico media na
via citotoxica das células “Natural Killer” aumentando a mortalidade das células

cancerixenas.



Palabras clave: inmunoterapia, cancro de ovario, expresion de CCR9, SRBI,

resistencia a cisplatino.
Summary

The increased risk of cancer due to unhealthy habits and age have made this disease
one of the deadliest in the world. The aggressiveness and difficulty of early detection of
some cancers highlight, not only the need for prevention, but also to find effective treatments
when the condition has been detected. The objective of this study is to test a new
immunotherapeutic (SRB1) against ovarian cancer, based on an anti-CCR9 antibody. To this
end, the efficacy of a CD8" T lymphocyte isolation method was quantified, CCR9 expression
was observed in different conditions and cell lines, and the effect of SRB1 on two ovarian
cancer cell lines was studied. The results indicated that the expression of CCRO is higher in
models of ovarian cancer with resistance to cisplatin. Further cell concentration and hypoxia
are conditions related to the overexpression of CCR9 and finally, that the immunotherapeutic
mediates the cytotoxic pathway of “Natural Killer” cells by increasing the mortality of

cancer cells.

Keywords: immunotherapy, ovarian cancer, expression of CCR9, SRB1, resistance

to cisplatin.



1. Introduccidn

1.1. Cancer

El cancer es una enfermedad que causa un crecimiento descontrolado en las células
de todo tipo de tejidos y es capaz de propagarse a otras partes del cuerpo, transformando las
células sanas en células tumorales mediante un proceso constituido por varias etapas que
suelen consistir en la progresion de una lesion precancerosa a un tumor maligno (Araya y
Paizano, 2021; OMS, 2021). El cancer es la enfermedad mas importante relacionada con la
renovacion de los tejidos y se produce como consecuencia de alteraciones patoldgicas en el
ADN, siendo la mayoria de las mutaciones que causan esta enfermedad somaticas (Alberts

etal., 2011).
1.1.1. Causas del cancer

La alteracion de la informacion genética es el resultado de la interaccion entre los
factores genéticos y agentes externos. Los denominados mutagenos son sustancias que, al
ser inhaladas, ingeridas o por contacto con la piel pueden causar alteraciones hereditarias en
el material genético o aumentar su frecuencia. Entre los mutagenos destacan los
carcindgenos, que son sustancias o mezclas de sustancias capaces de inducir cancer o elevar

la tasa de incidencia (MITRAMISS, 2017; OMS, 2021).

Los carcinogenos se clasifican en fisicos, quimicos y bioldgicos. Entre los
carcinogenos fisicos se encuentran las radiaciones ionizantes (rayos X), las radiaciones no
ionizantes (radiacion ultravioleta) y las radiaciones emitidas por la corteza terrestre (radon).
A pesar de no ser frecuentes, también cabe mencionar a las fugas en accidentes nucleares,

debido a que la radiacion emitida es un potente carcinégeno (AECC, 2021).

Por otro lado, los canceres provocados por los carcindgenos quimicos son mas
frecuentes en paises desarrollados porque mayoritariamente proceden de la actividad
industrial. Se han descubierto dos mil compuestos quimicos carcinogénicos y pocos de ellos
se encuentran en contacto con el ser humano. La capacidad de una sustancia de provocar
cancer depende del tiempo de exposicion y la cantidad de dosis recibida. Los carcindgenos
quimicos mas comunes segin la Asociacion Espafiola contra el Cancer son el “amianto,
arsénico, benceno, cadmio, mercurio, niquel, plomo, hidrocarburos clorados, naftilamina”

(AECC, 2021).



En la ultima década, los carcindgenos bioldgicos estan adquiriendo mayor
importancia, ya que en torno al 20 % de los casos de cancer se deben a infecciones
persistentes causadas por bacterias, parasitos y virus, entre estos ultimos destacan el virus
del papiloma humano que causa cancer de cuello uterino, el virus de la hepatitis B que
produce cancer de higado y la bacteria Helicobacter pylori que provoca cancer de estomago
(AECC, 2021).

La OMS estima que un tercio de las muertes mundiales por cancer se deben a los
cinco principales factores evitables de riesgo: tabaco, alcohol, sedentarismo, agentes
infecciosos y dieta inadecuada, siendo el tabaco el principal de ellos, y causante de un 33%
de los canceres a nivel mundial y de hasta el 22% de las muertes por cancer. La tasa de
incidencia aumenta de forma considerable con la edad (Figura 1) debido a que se acumulan
los factores de riesgo de determinados tipos de cancer y debido a la disminucién de la
eficacia de los mecanismos de reparacion celular (Garcell et al., 2019; OMS, 2021; SEOM,
2022).
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Figura 1.- Probabilidad de desarrollar un cancer (excluidos los tumores cutaneos no melanoma) por edad y

sexos en Espafia el afio 2021 (figura tomada de SEOM, 2022).

1.1.2. Relevancia del estudio del cancer

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo, habiéndose
estimado en 10 millones los fallecimientos en 2020 como consecuencia de esta enfermedad
(Arayay Paizano, 2021; OMS, 2021). Por este motivo, su investigacion ha cobrado cada vez
mayor relevancia y su estudio ha dado lugar a grandes avances cientificos, generando

conocimientos utiles para los campos de la Biologia y la Medicina (Andonegui, 2006). Estos



avances han permitido aumentar la tasa de supervivencia de los pacientes, sin embargo, es
necesario seguir desarrollando nuevas técnicas de diagnostico temprano y nuevos
tratamientos efectivos para cada tipo de cancer. El diagnostico temprano aumenta la tasa de
supervivencia porque es mas probable que el tratamiento resulte efectivo, ademas, es mas

barato (OMS, 2021).

La investigacion cientifica del cancer genera conocimientos interdisciplinares, por
ejemplo, investigar los mecanismos de division celular ha ayudado a lograr grandes avances
en las terapias de regeneracion de tejidos, otra de las ventajas del estudio de esta enfermedad
es conocer por qué las células diferenciadas no son capaces de volver a proliferar. Cabe
destacar que el estudio del cancer ha permitido conocer nuevas vias de sefializacion

relacionadas con el desarrollo del cancer (Andonegui, 2006).
1.1.3. Importancia de la deteccion temprana

El sistema inmunoldgico es capaz de eliminar el tumor en los estados incipientes, sin
embargo, la capacidad de evadir este sistema da lugar al desarrollo del tumor. Existen
diferentes mecanismos para inhibir el proceso antitumoral. Las células cancerigenas evaden
al sistema inmunoldgico mediante la supresion de la accion de las células T al impedir el
reconocimiento de los antigenos cancerigenos especificos ¢ inhibiendo la respuesta de los

linfocitos citotoxicos CD8 positivos (Fin et al., 2012).
1.2. Cancer de ovario

El cancer de ovario es el 7° cancer més frecuente entre las mujeres en todo el mundo
(Reid et al., 2016; Araya y Paizano, 2021). Diversos estudios asocian los factores genéticos
y hormonales como causantes de esta enfermedad, por lo que es de gran importancia evaluar
el riesgo de padecer esta patologia mediante el estudio de dichos factores. Ademads, esta
enfermedad afecta a cualquier edad, sin embargo, es mas frecuente en mujeres mayores de
55 afos porque durante la menopausia los ovarios dejan de producir ovocitos (Araya y

Paizano, 2021).

Este cancer presenta una alta tasa de mortalidad. De hecho, es el cancer ginecologico
mas letal. Esto se debe a que en etapas tempranas la paciente no presenta sintomas, en la

mayoria de los casos, dificultando el diagnostico a tiempo. Entre los sintomas frecuentes en



etapas avanzadas se encuentran: dolor de espalda, cansancio, dolor/distension abdominal,

constipacion o problemas urinarios (Araya y Paizano, 2021).

Se reconoce al cancer de ovario como el céncer ginecoldgico mas letal,
entendiéndose que solo alrededor del 45% de las mujeres con esta enfermedad sobrevive
durante cinco afios a partir de la fecha de diagndstico. Los factores genéticos y hormonales,
por ejemplo, las mutaciones de la linea germinal en BRCA (genes supresores que se encargan
de reparar el dafio del ADN y desempeiian una funcién importante en la transcripcion)
causan el 90% de los casos y estas pueden heredarse. Son genes que suprimen tumores, que
se encargan de reparar el dafio del ADN y la regulacién transcripcional (Jasin, 2002; Zhang
et al., 2018). La supervivencia en la ultima década ha aumentado debido a que se ha
duplicado el diagndstico temprano, incluso en pacientes sin sintomas, como consecuencia
de la combinacion de analisis o el cribado entre el marcador temporal CA-125 y estudios de

imagen (Zhang et al., 2018; Araya y Paizano, 2021).
1.3. Quimioterapia

La quimioterapia detiene o ralentiza el crecimiento de las células tumorales y se usa
para curar, detener o ralentizar el crecimiento de las células cancerigenas o una vez superado
el cancer, disminuir las posibilidades de padecer esta enfermedad de nuevo. También puede
usarse para aliviar los sintomas, disminuyendo el tamafio de los tumores que causan dolor y
otros problemas. Una de sus desventajas es que perjudica a las células sanas del cuerpo, ya
que destruye o ralentiza su crecimiento (Instituto Nacional del Cancer, 2015). La resistencia
a la quimioterapia es la mayor causa de muerte por cancer de ovario (Xu et al., 2020). Un
hito historico del siglo XX que ha revolucionado el tratamiento del cancer fue el
descubrimiento por Barnett Rosenberg en 1960 de un fairmaco con actividad anticancerigena
que contiene platino denominado cisplatino. Desde este hito, el uso de compuestos
inorganicos para el tratamiento de enfermedades ha recibido gran aceptacion (Rosenberg et

al., 1965; Chabner, 2010; Crabb y Moore, 2010; Toloza, 2016).
1.3.1. Cisplatino como quimioterapéutico

El cisplatino es el principal quimioterapéutico empleado para tratar el cancer de
ovario (Toloza, 2016; Xu et al., 2020). Este farmaco inhibe la sintesis de ADN mediante la
alteracion de su estructura, produciendo enlaces cruzados en el interior y entre las cadenas

que conforman el ADN (Figura 2). Otra de las funciones es inhibir en menor medida la



sintesis de ARN y proteinas. Ademas, se caracteriza por amplificar la inmunogenicidad
tumoral, teniendo cualidades inmunosupresoras, radiosensibilizantes y antibacterianas. Este
agente citotoxico se une a todas las bases que conforman el ADN, principalmente en la

posicion N-7 de guanina y adenina (AEP, 2020).

A pesar de ser uno de los tratamientos contra el cancer lider en la industria
farmacéutica, tiene efectos secundarios graves como lesiones renales y neurolédgicas, por lo
que es necesario emplearlo en dosis bajas. Otra problematica es que las células tumorales
son capaces de desarrollar resistencia al cisplatino. Por estos motivos, se evidencia la
necesidad de buscar otros sistemas de administracion u otros firmacos que actien de manera

especifica en el tumor (Toloza, 2016).

ADN ADN con Cisplatine

Figura 2.- Modificaciones estructurales del ADN en presencia del cisplatino (figura tomada de Toloza, 2016)

1.4. Inmunoterapia

La inmunoterapia es un tratamiento que emplea el propio sistema inmunitario del
paciente para atacar a las células cancerigenas. Fisiologicamente, el sistema inmune del
cuerpo humano tiene la funcion de identificar y eliminar las células anormales. Por ello, la
inmunoterapia trata de curar el cancer ayudando a detectar y matar las células cancerigenas
(Xu et al., 2020). Los tratamientos capaces de reconocer de forma especifica las células
tumorales, como la inmunoterapia, presentan grandes ventajas en cuanto a seguridad frente
a otros tratamientos no especificos, como lo seria la quimioterapia (Chamarro et al., 2014;

Somovilla-Crespo et al., 2018).

Diversos estudios han demostrado que una serie de receptores localizados en la

membrana de las células son capaces de inhibir o activar la actividad citotoxica de los



linfocitos T. Estos receptores actiian como puntos de control y tienen la capacidad de regular
la actividad de los linfocitos T frente a proteinas endogenas, como a infecciones cronicas y
antigenos tumorales (Pardoll, 2012). EI uso de anticuerpos monoclonales como
moduladores de los puntos de control (activacion o inhibicion de los receptores reguladores
de la actividad citotoxica de las células T) ha aumentado la tasa de supervivencia de los
pacientes. Por este motivo, la inmunoterapia como tratamiento antitumoral ha adquirido gran
protagonismo en los ltimos afios. Los farmacos con capacidad inhibitoria como Ipilimumab
[Licencia de aplicacion biologica (BLA): 125377] (anticuerpo monoclonal anti CTLA-4),
Pembrolizumab [BLA: 125514] y Nivolumab [BLA: 125554] (anticuerpos monoclonales
anti —PD1), que han sido aprobados por la FDA (U.S. Food and Drug administration, 2022),
han aportado grandes beneficios a la industria farmacéutica, por lo que en la actualidad hay
una fuerte inversion en el desarrollo de proyectos que buscan conocer nuevos puntos de
regulacion en la respuesta inmune tumoral como diana terapéutica en los tratamientos

antitumorales.

1.4.1. El receptor de quimiocinas 9 (CCR9) como diana inmunoterapéutica

Los receptores de quimiocinas son proteinas de membrana con 7 dominios
transmembrana asociados a proteinas G. La unidn de las quimiocinas con sus receptores
puede inducir un aumento del calcio intracelular, el reensamblaje del citoesqueleto y
promover la activacion de la integrina, todo lo cual produce efectos quimiotacticos, de este
modo participan en una gran variedad de fendémenos fisiologicos y patologicos, como el
crecimiento y desarrollo celular, las lesiones tisulares, la reacciéon inflamatoria, la

angiogénesis y la tumorigénesis (Schulz et al., 2016).

Las quimiocinas son una clase de moléculas pequefias en la superfamilia de las
citoquinas que son producidas por las células endoteliales y otras células parenquimales.
Generalmente consisten en 70-125 aminoacidos, tienen una estructura molecular similar y
tienen un peso molecular de unos 6-14 kDa. Las quimiocinas estdn compuestas
principalmente por tres componentes: un extremo N-terminal extracelular, tres bucles

extracelulares y un extremo C-terminal (Xu et al., 2020).

El receptor de quimiocinas 9 (CCR9) es expresado en las células linfoides, en el timo,
en el intestino delgado, linfocitos T de memoria circulantes, células plasmaticas secretoras
de inmunoglobulina A y células dendriticas (Zabel et al., 1999), pertenece a la familia de los

receptores de B-quimiocinas y consiste en un transcrito A, de 369 aminoacidos y 42 kDa, y



un transcrito B, de 357 aminoacidos y 40.8 kDa (Tu et al., 2016). Mientras que su ligando,
la quimiocina 25 (CCL25), es expresada de forma selectiva por las células dendriticas
medulares y por las células epiteliales corticales en el timo y en el epitelio del intestino
delgado en condiciones normales (Chen et al., 2020), es un miembro de la subfamilia de
quimiocinas CC y consiste en un isotipo 1, de 150 aminoacidos y 16.6 kDa, un isotipo 2, de

84 aminoacidos y 9.5 kDa, y un isotipo 3, de 149 aminoacidos y 16.5 kDa (Tu et al., 2016).

Se observd que la interaccion CCL25/CCR9 es esencial para el “homing” de los
progenitores de los linfocitos T CCR9" en el timo, para desarrollo y mantenimiento de la
composicion de células inmunes presentes en el intestino, donde la mayoria de los linfocitos
expresan CCRY9, y es un componente critico de la respuesta antiinflamatoria tisular,

incluyendo el intestino delgado y el higado (Chen et al., 2020).

Los linfocitos T CCR9" tienen un mayor potencial de ser activados y de producir
citoquinas proinflamatorias y los linfocitos T “helper” CCR9" pueden promover la
expansion y supervivencia de los linfocitos T CD8" (citotoxicos). El fenotipo, mas activo,
de los linfocitos T CCRY", tanto in vivo como in vitro, parece indicar que median una

respuesta antitumoral mas fuerte que el resto (Chen et al., 2020).

La correlacion entre un aumento de los linfocitos T CCR9/CD8" y la supervivencia
prolongada en pacientes con melanoma implica que esos linfocitos T pueden mediar
respuestas antitumorales mas fuertes que el resto de los linfocitos T (Jacquelot et al., 2016).
Por otra parte, se ha demostrado que la presencia de CCL25 intratumoral promueve la
infiltracion de linfocitos CCR9* (Chen et al., 2020). Todo lo cual sustenta el hecho de que
el tratamiento con anticuerpos que reconocen y neutralizan CCL25 acelera el crecimiento de

tumores, seglin se ha probado en un modelo tumoral que expresa CCL25 en raton (Jacquelot

etal., 2016).

CCR9 es expresado en multiples canceres y ejerce un potente efecto
inmunorregulador en los linfocitos T, reduciendo la sefializacion STAT (es la ruta encargada
de comunicar al nucleo las sefiales quimicas externas para comenzar la transcripcion). Como
resultado disminuye la secrecion de citoquinas por parte de los linfocitos “T-helper” vy,
consecuentemente, su capacidad citotoxica. Ademas, inhibir la expresion de CCR9 en las
células tumorales ayuda a la inmunoterapia de cancer humano mediado por linfocitos T. El

silenciamiento de CCR9 en las células tumorales aumenta la lisis celular mediada por



linfocitos T citotoxicos, lo cual se ve revertido ante una sobreexpresion de CCR9

(Khandelwal et al., 2015)

Las quimiocinas, aparte de otras funciones, regulan las habilidades migratorias e
invasoras de las células cancerigenas. Muchos estudios han confirmado que CCR9 y su
exclusivo ligando, CCL25, estan sobreexpresados en gran variedad de tumores malignos y
estan asociados con la proliferacion tumoral, la apoptosis, la metastasis y la resistencia a

farmacos (Xu et al., 2020).

o La proliferacion es un proceso caracterizado por el aumento de la division
celular que conduce a un aumento del numero de células (Alberts et al., 2003). La
proliferacion ilimitada es una cualidad Unica de los tumores y tiende a causar
enormes dafnos en las cé¢lulas y tejidos adyacentes. Se ha demostrado que la
interaccion CCL25/CCRO facilita la proliferacion de las células cancerigenas en el
pancreas. La sobreexpresion de CCRY en el carcinoma hepatocelular provoca un
aumento de la division celular aumentando la proliferacion del carcinoma. Ademas,
la presencia de CCL25 facilita la proliferaciéon del carcinoma nasofaringeo. Sin
embargo, si silenciamos CCR9Y, este efecto se ve suprimido (Xu et al., 2020).

o La apoptosis es un proceso fisiologico de muerte celular programada llevado
a cabo por aquellas células que ya no son necesarias en organismos multicelulares.
Puede desencadenarse tanto por factores internos, como por sefiales extracelulares
(Alberts et al., 2003). La evidencia nos indica que generalmente CCL25/CCRY tiene
un efecto antiapoptotico en las células cancerigenas (Xu et al., 2020). La activacion
de CCRY produce un amplio rango de actividades antiapoptoticas en las células
hematopoyéticas leucémicas (Youn et al., 2001). Inhibir la interaccion CCL25/CCR9
en las células cancerigenas de pulmoén provoca el aumento de la apoptosis de las
mismas. Ademas, se observé que la interaccion CCL25/CCR9 provoca un aumento
en la expresion de proteinas antiapoptodticas y un descenso de las apoptoéticas (Li et
al., 2015).

o La metastasis es una de las propiedades de las células tumorales malignas,
que tras acumular una gran cantidad de mutaciones adquieren la capacidad de
transferir cancer de un 6rgano a otro (Alberts et al., 2003). Se ha demostrado que la
expresion de CCR9 esta asociada con la metastasis en érganos especificos. En varios

tipos de carcinoma de ovario se ha observado un aumento de CCR9 con respecto a



los niveles en ovarios sanos (Xu et al., 2020). Lo cual esta relacionado con su
capacidad migratoria e invasiva hacia 6rganos con gradientes superiores de CCL25.
Siendo el intestino, cuyas células son una fuente de CCL25, un sitio muy comun para
la migracion metastatica de células de carcinoma de ovario. Por ultimo, la quimiocina
CCL25, de manera dependiente a su receptor CCR9Y, estimula la produccion de
colagenasas incrementando la capacidad metastatica del cancer de ovario (Johnson
etal., 2010).

. La resistencia a cisplatino en los carcinomas de ovario esta relacionada con
la interaccion entre CCL25/CCRY, ya que esta reprime la apoptosis inducida por el

quimioterapéutico (Johnson et al., 2010).

1.4.2. Anticuerpos 91R y 92R como inmunoterapéuticos

91R es un anticuerpo monoclonal de inmunoglobulina G2b procedente de raton que
reconoce de forma especifica el receptor de quimiocinas CCR9 humano. Se ha comprobado
que 91R ejerce una relacion competitiva con CCL25 por el sitio de reconocimiento
especifico de CCRY, disminuyendo el efecto ejercido por CCL25. El anticuerpo 91R induce
citotoxicidad a través de dos vias: la via citotoxica dependiente de complemento y la via
citotoxica dependiente de anticuerpo cuyas células efectoras son las “natural killers” (NKs).
Los tumores leucémicos humanos, injertados en ratéon y tratados con 91R, presentan un
aumento de la necrosis y la apoptosis, y una reduccion de la angiogénesis y la proliferacion

(Chamorro et al., 2014).

92R es un anticuerpo monoclonal de inmunoglobulina G2a de ratoén creado usando
la isoforma A del CCR9 humano como inmunogeno. Se ha demostrado que 92R se une con
gran afinidad al dominio N-terminal de la CCR9 humana, compitiendo con 91R por la uniéon
con el receptor. Las diferencias entre 91R y 92R fueron corroboradas in vivo, resultando mas
eficaz 92R a la hora de tratar tumores leucémicos humanos CCR9" injertados en raton. Estas
diferencias pueden deberse tanto a la diferencia en el paratopo de los anticuerpos, como al
uso de diferentes isoformas de la inmunoglobulina, siendo inmunoglobulina G2b para el
anticuerpo 91R e inmunoglobulina G2a para el anticuerpo 92R (Somovilla-Crespo et al.,

2018).



1.4.3. Anticuerpo SRB1 como inmunoterapéutico

SRBI1 es un anticuerpo humanizado que reconoce de forma especifica el receptor de
quimiocinas humano CCRY que ha sido desarrollado por la empresa “SunRock Biopharma”
a partir de los anticuerpos monoclonales murinos empleados en el estudio de Chamorro et
al. (2014). Este anticuerpo ha sido optimizado mediante mutagénesis dirigida para aumentar
su capacidad de reconocer a CCR9 y su capacidad de desencadenar la ruta citotoxica
dependiente de anticuerpo tanto de NKs como de linfocitos T (resultados sin publicar de

SunRock Biopharma).
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2. Objetivos

En la lucha contra el cancer uno de los objetivos principales es parar e incluso reducir
el crecimiento de los tumores malignos, salvando asi la vida del paciente. Para ello es crucial
el desarrollo de farmacos, tratamientos y operaciones que ademas de combatir el cancer,
reduzcan en todo lo posible los efectos secundarios. La inmunoterapia logra esto al
desarrollar anticuerpos especificos de dianas terapéuticas contra el cancer, que son capaces,
no solo de desencadenar la respuesta inmune del propio organismo, sino de guiarla para
provocar la lisis de las células que conformarian el tumor, reduciendo al minimo los efectos

secundarios derivados del uso de esta técnica.

El objetivo del presente Trabajo Fin de Master es el estudio del efecto de un
anticuerpo anti-CCR9 (SRB1) como inmunoterapéutico ante el cdncer de ovario. Para ello

se realizaron los siguientes experimentos:

. Cuantificacion de la eficacia de un método de aislamiento de linfocitos T
CDS8", de cara a futuros experimentos.

o Estudio de la expresion de CCRY, para conocer qué lineas celulares seran mas
susceptibles al inmunoterapéutico y en qué condiciones.

o Estudio del efecto de SRB1 in vitro, empleando como modelo de

experimentacion las lineas celulares A2780 WT y A2780 Cis.

El plan de trabajo que se ha seguido para llevar a cabo estos objetivos se muestra en

la tabla 1:

MES PLAN DE TRABAJO
Aprendizaje de técnicas
Octubre 2021 (Western Blot, citometria, microscopia y

cultivo celular)

Busqueda de bibliografia y disefio
experimental

Realizacion de los experimentos y

obtencion de datos
Analisis de datos y redaccion del Trabajo
Fin de Master
Preparacion del Trabajo Fin de Méster para
su defensa

Noviembre 2021

Noviembre - Enero 2021-2022

Enero - Febrero 2022

Febrero 2022

Tabla 1.- Esquema representativo de la organizacion del presente Trabajo Fin de Master.
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3. Material y métodos
3.1. Lineas celulares

Para la realizacion del estudio se utilizaron 4 lineas celulares diferentes, HEK293
pCl-neo (linea celular inmortalizada de rifion de embrion humano transfectada con el
plasmido pCl-neo) [suministrada por “SunRock Biopharma”], HEK293 CCR9 (en este caso,
el plasmido tiene un inserto para expresar la proteina CCR9) [suministrada por “SunRock
Biopharma™], A2780 WT (linea celular de cancer de ovario) [suministrada por “Merck Life
Science”] y A2780 Cis (linea celular de cancer de ovario resistente a cisplatino)
[suministrada por “Merck Life Science”]. Las lineas fueron cultivadas a 37° C, oscuridad,
aireacion constante y medio de cultivo especifico, medio comercial “RPMI-1640" con el
anadido de un 10% de suero fetal bovino, 2 mM de L-Glutamina, 100 unidades/mL de
Penicilina y 100 pg/mL de Estreptomicina para las lineas A2780 y medio comercial DMEM
con los mismos afadidos para las lineas HEK293. La resistencia al cisplatino en la linea
A2780 Cis fue mantenida realizando un tratamiento de 48 h con cisplatino 1 pM cada 3
pases del cultivo y las células transfectadas de la linea HEK293 CCR9 fueron mantenidas

mediante seleccion positiva cultivandola con Geneticina 10 pg/mL.
3.2. Estudio de la expresion de CCR9

Para estudiar la expresion de CCR9 en las distintas lineas y condiciones se empleo la
técnica de western blot, que sirve para medir la concentracion de proteinas de forma relativa
y por comparacion, siguiendo el procedimiento descrito por Mahmood y Yang (2012). En
un gel de acrilamida 12% cargan las muestras de interés, previamente preparadas con 50 pg
de proteina y aplicandoles un shock térmico de 5 min a 95 °C, y se hace correr durante 2h
aplicando una corriente de 25 mA por gel. Tras esto se traspasan las proteinas a una
membrana de PVDF con poros de 0,45 um para su inmovilizacion. Para ello se emplean
papeles de filtro empapados en tampones de isopropanol 20% y concentraciones crecientes
de tris base, colocandolos en un “Semi-Dry Blotter” de la siguiente manera: anodo, 6 filtros
con Tris Base 25 mM y é4cido aminocaproico 40 mM, gel de la electroforesis, membrana de
PVDF, 3 filtros con Tris Base 25 mM, 6 filtros con Tris Base 250 mM y el catodo. Se cierra
el “Semi-Dry Blotter” y se somete a una corriente de 44 mA durante 1h 30 min. Se fija con
tampon de bloqueo (2,5 g de leche en polvo disuelta en 50 mL de Tris Base 25 mM, NaCl
150 mM y Tween 20 al 0,05% (TNT 0,05%)) durante 4 horas. Esta membrana es incubada
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con anticuerpo primario anti-CCR9 de conejo (0,961 pg/mL, disuelto en Tris Base 25 mM,
NaCl 150 mM y Tween 20 al 1% (TNT 1%)) toda la noche, y posteriormente con anticuerpo
secundario anti-rabbit de cabra (anticuerpo especifico que reconoce el anticuerpo de conejo)
conjugado con una peroxidasa (dilucion 1:5000 [GE Healthcare, NA941V], disuelto en TNT
0,05%) durante 1 hora. Finalmente se empled una pelicula radiografica para captar la luz

emitida por las peroxidasas y se rebeld para leer el western blot.

Se empled como senal de referencia la proteina GAPDH, la cual es cominmente
empleada en el western blot por su expresion constante (Taylor y Posch, 2014). Para su
lectura se repiti6 el proceso empleando como anticuerpo primario anti-GAPDH de raton
(0,133 pg/mL, disuelto en TNT 1%) y anticuerpo secundario anti-mouse de burro
(anticuerpo especifico que reconoce el anticuerpo de raton) conjugado con una peroxidasa
(dilucién 1:5000 [GE Healthcare, NA931VS], disuelto en TNT 0,05%) ambas incubaciones

de una hora.

El estudio de la modulacion de la expresion de CCR9 se realizd mediante tres

aproximaciones diferentes, cuyas condiciones fueron las siguientes:

° Determinacién de la expresion de CCR9 en condiciones de hipoxia: se

comprobd si la concentracion de oxigeno afectaba a la expresion de CCR9, ya que
la concentracion de oxigeno de la zona interior de un tumor es mucho menor por la
falta de capilares sanguineos. Ademas, se determin6 la dependencia del ligando
CCL25 en la expresion del receptor CCR9, tanto en A2780 WT como en A2780 Cis.
Para ello, se realizaron 4 condiciones por linea celular, cada uno con un tratamiento
distinto, combinando normoxia/hipoxia (0,2% de oxigeno) con presencia/ausencia
de CCL25 100 ng/mL, dicho tratamiento se mantuvo durante 24h.

° Influencia de la densidad celular sobre la expresion del receptor CCR9: se

comprob¢ si la densidad celular afectaba a la expresion de CCR9, para ver si esta
aumentaba a medida que lo hacia el tamafio del tumor, en las lineas celulares A2780
WT, A2780 Cis, HEK293 pCl-neo y HEK293 CCRY. Para ello, se realizaron 2
condiciones por linea celular (0.2 x 10° cels/mL y 1 x 10° cels/mL), manteniendo las
células en cultivo durante 24h.

° Determinacién de la expresion de CCR9 en presencia del quimioterapico

cisplatino: se comprobd si la presencia de cisplatino en el medio de cultivo afectaba

a la expresion de CCR9 como mecanismo generador de resistencia, debido a que la
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interaccion CCL25/CCR9 esté relacionada con la resistencia al quimioterapéutico
(Johnson et al., 2010), tanto en A2780 WT como en A2780 Cis con diferentes
tiempos de incubacion. Para ello, se realizaron 6 condiciones por linea celular, cada
una con un tratamiento distinto, combinando presencia/ausencia de cisplatino 1,5 uM

con tres tiempos de incubacion distintos, 24/48/72 horas.

3.3. Valoracion del efecto inmunoterapéutico de SRB1 mediado por NKs

Esta valoracion serd llevada a cabo sobre las lineas A2780 WT y A2780 Cis. Ambas
seran tefidas con un fluoroforo verde, mediante un kit comercial de PKH67 (SIGMA-
ALDRICH, 2012), para poder identificarlas y visualizarlas durante todo el experimento, y
con 7-AAD para realizar un seguimiento de la mortalidad celular. En una placa de 24 pocillos
se siembran en 5 cultivos distintos: células tumorales (WT y A2780 Cis), efectoras (NKs)
solas y co-cultivo de células tumorales + NKs (Figura 3) [se siembran de 6500 células
tumorales y 20 veces mas NKs por pocillo]. Cada uno de estos cultivos sera sometido a 4
tratamientos distintos: control, SRB1 10 pg/mL, SRB1 40 pg/mL e isotipo de SRB1 10
pg/mL, empleando 20 de los 24 pocillos (Figura 3). En adiccion, se suplementara el medio

con interleucina 2 humana para activar las NKs (Chamarro et al., 2014).

A2780 Cis AZIR0 Cis

o
) 4

v
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A2780 Cis NK + SRBI

(10 pg/mL)

&
A 4

A2780 Cis
+ SRB1

(40 pg/mL)

NK + SRBI
(40 pg/mL)

A Q.4
> O

NK + SRB1
Isotipo

Figura 3.- Representacion de la distribucion empleada para los cultivos y los tratamientos en una placa de 24
pocillos. En esta distribucion hay un cultivo en cada columna y un tratamiento en cada fila, dando lugar a 20

pocillos diferentes entre si.
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Pasadas 2 horas de la siembra y justo después de anadir el tratamiento, esta placa se
observara al microscopio de fluorescencia (Microscopio: Leica DMI6000B Widefield) y se
haran 5 capturas de diferentes posiciones de cada pocillo cada 15 min, empleando el

programa “Las X Widefield”, lo que nos permitird su posterior analisis.
3.3.1. Anélisis de datos

Tras realizar el experimento por triplicado, se empled el programa “Las X Widefield”
para el visualizado de las imagenes, en las cuales se contd el nimero de células tumorales,

totales y muertas, cada 2 horas hasta las 10 horas.

A continuacidn, estos datos fueron relativizados expresandolos en porcentaje de
células tumorales muertas sobre el total de células cancerigenas y restando la mortalidad
basal (a tiempo 0) de todos los tiempos medidos, para asi eliminar del analisis las células ya
muertas al principio del experimento y observar tinicamente el efecto de los tratamientos. Se
empleo el programa “Excel” para el tratamiento de los datos, que posteriormente se
importaron en el programa “GraphPad Prism 9 para el andlisis estadistico. Se realizaron los
siguientes analisis: (1) prueba “ANOVA” fijando como significativo un p-valor < 0.05, para
comprobar que las diferencias de mortalidad de un tratamiento a diferentes horas no son
estadisticamente iguales a 0; (2) prueba “Tukey” fijando como significativo un p-valor <
0.05, para comprobar si existen diferencias significativas entre los distintos tratamientos a la
misma hora, mediante comparaciones dos a dos, y finalmente; (3) regresion lineal, para
obtener la pendiente de la recta de crecimiento de la mortalidad respecto al tiempo, sobre la
que se ha inferido el efecto de los tratamientos con anticuerpos, del tratamiento con NKs y

del efecto sinérgico de los anticuerpos con las NKs.

Estos efectos fueron calculados restandole a la pendiente de la regresion lineal de
cada tratamiento la pendiente de la regresion lineal del control (células tumorales sin
anticuerpos ni NKs). El efecto sinérgico de los anticuerpos con las NKs se calcul6 restandole
al efecto del tratamiento conjunto el efecto de los otros dos tratamientos individuales,
entendiendo que la diferencia entre la suma de ambos tratamientos y el tratamiento conjunto

se debe a una sinergia entre ambos tratamientos.
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3.4. Determinacion de linfocitos T CD8*

Para la determinacion de la pureza del aislamiento de linfocitos T CD8" se empleo la
técnica de citometria. En primer lugar, tras la aprobacion por parte de un comité ético, se
extrajo sangre de un donante sano en tubos con citrato de sodio como anticoagulante, ficoll
para la separacion en fases y gel que ayuda a esta separacion. Antes de que pasasen 2 horas
desde la extraccidon sanguinea estos tubos se centrifugaron 15 min a 1500G sin frenado en la
centrifuga para no dafiar las células, lo cual alarga el proceso 15 min. Con esto, la sangre
queda separada en tres fases, la superior y la inferior son el plasma y los eritrocitos
respectivamente, que seran desechadas, y entre ambas se encuentra una fase de células
mononucleares de la sangre periférica, que fueron cuidadosamente separadas (Figura 4). De
estas células se obtuvieron los linfocitos T CD8" empleando un kit comercial basado en
seleccion negativa (“CD8" T Cell Isolation Kit” de la marca “Miltenyi Biotec™), se dejaron
atrapadas las células que no nos interesaban en una columna magnética cuya seleccion se
realiza por anticuerpos y la unidon con un componente magnético, gracias a la

complementariedad de la biotina (Miltenyi Biotec, 2020).

Figura 4.- Distintas etapas de la separacion de la sangre en fases. (A) Tubo en el que se extraera la sangre,
preparado con citrato de sodio, en la parte superior, gel para ayudar a la separacion, en el medio, y ficoll en la
parte inferior. (B) Tubo tras la extraccion de la sangre, en la que esta se encuentra mezclada con el citrato de
sodio para evitar la coagulacion. (C) Tubo con sangre tras ser centrifugado, en el cual se distinguen las distintas

fases: (C.1) plasma, (C.2) células mononucleares de la sangre periférica y (C.3) eritrocitos.
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Tras este procedimiento se obtuvo una muestra rica en linfocitos T CD8".Para
determinar la pureza de la muestra se analiz6 por citometria siguiendo las indicaciones del
fabricante del kit de seleccion (Miltenyi Biotec). Para ello, se realizaron varias tinciones de
30 min con los anticuerpos y sus isotipos conjugados a fluordforos: ficoeritrina (PE)
conjugada con anti-CD3 (2,5 pug/mL; su isotipo 1,25 pg/mL), fluoresceina-5-isotiocianato
(FITC) conjugada con anti-CDS8 (10 pg/mL; su isotipo 10 pg/mL) y aloficocianina (APC)
conjugada con CD56 (2,5 ug/mL; su isotipo 2,5 ug/mL). Los linfocitos T CD8" daran
positivo en CD3 y CD8 y negativo en CD56. Estos receptores fueron escogidos de forma
especifica para poder discernir nuestras células de interés. La viabilidad fue medida mediante
una tincion de 10 min con 7 -AAD (0,5 p/mL), un fluoréforo rojo que se une al ADN,
particularmente a las regiones ricas en guanina y citosina, de tal manera que solo emitira
fluorescencia cuando las células lisen. Finalmente, los datos fueron analizados con el
programa informatico “FlowJo”. Para este analisis se seleccion6 el grupo de células cuyo
tamafio y complejidad se corresponde con los linfocitos T CD8" y en las muestras control,
tefiidas con fluor6foros conjugados a anticuerpos isotipo, el 99% de las células se marcaron
como negativas para la tincion y se extrapold esa seleccion a la muestra tefiida con los

fluoroforos conjugados con anticuerpos especificos para la visualizacion de los resultados.
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4. Resultados
4.1. Efecto ambiental sobre la expresion de CCR9

4.1.1. Efecto de la concentracion de oxigeno y la presencia de ligando CCL25 sobre la

expresion de CCR9

Con el objetivo de observar el efecto que tiene un medio hipdxico, como seria el
interior de un tumor canceroso, y la presencia de ligando CCL25 sobre la expresion de CCR9
en dos lineas celulares de cancer de ovario (A2780 WT y A2780 Cis), se realizd un western
blot (Figura 5). Como se puede observar, la linea celular A2780 Cis presenta una mayor
concentracion de CCR9 que la linea A2780 WT. Con respecto a la concentracion de
oxigeno, la prueba parece indicar que aumenta la expresion de CCR9 en hipoxia en la linea
celular A2780 Cis, mientras que en la linea celular A2780 WT, se observa una mayor
expresion en normoxia, pero esta es minima y no se puede asegurar que sea representativa.
Para finalizar, la presencia de ligando CCL25 en el medio no presentd ninguna diferencia
apreciable en ninguna de las dos lineas celulares, independientemente de la concentracion

de oxigeno.
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Figura 5.- Muestra de un resultado representativo de cuatro pruebas independientes de western blot en las que
se leyd la expresion de CCR9, como proteina de interés, y GAPDH, como proteina control, en las lineas
celulares A2780 WT y A2780 Cis para diferentes condiciones, tanto de concentracion de oxigeno como de

presencia o ausencia de ligando CCL25 en el medio de cultivo.
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4.1.2. Efecto de la densidad celular sobre la expresion de CCR9

Con el objetivo de estudiar que efecto tiene la densidad celular sobre la expresion de
CCRO en 4 lineas celulares (A2780 WT, A2780 Cis, HEK293 pCI-neo y HEK293 CCRY9),
se realizo un western blot (Figura 6). Como se puede observar, la linea celular con menor
expresion de CCRY es la A2780 WT seguida de HEK293 pClI-neo, mientras que en el resto
de las lineas no se aprecian diferencias. Con respecto a la densidad celular, en la linea A2780
WT se observa una mayor expresion, aunque muy baja, de CCR9 a mayor densidad celular.
En las lineas A2780 Cis y HEK293 pCl-neo se observa una clara mayor expresion de CCR9
a mayor densidad celular. En tltimo lugar, en la linea HEK293 CCR9 no se observa una

clara diferencia en la expresion de CCR9Y a diferente densidad celular.
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Figura 6.- Muestra de un resultado representativo de tres pruebas independientes de western blot en las que se
leyo la expresion de CCR9, como proteina de interés, y GAPDH, como proteina control, en las lineas celulares
A2780 WT, A2780 Cis, HEK293 pCl-neo y HEK293 CCRY para diferentes concentraciones celulares, 10°
celulas/mL y 0,2 x 10° celulas/mL.

4.1.3. Efecto de la presencia de cisplatino sobre la expresion de CCR9

Con el objetivo de estudiar el efecto que tiene la presencia de cisplatino sobre la
expresion de CCR9 en dos lineas celulares de cancer de ovario (A2780 WT y A2780 Cis),
se realizaron un western blot (Figura 7). Como se puede observar, en todas las condiciones

la linea A2780 Cis presenta una mayor expresion de CCR9 que la linea A2780 WT. Los
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resultados obtenidos de analizar la expresion de CCR9 en presencia de cisplatino en el
medio, son que no se observa ninguna diferencia en ninguna de las lineas con respecto a la

ausencia del quimioterapéutico, independientemente de la duracion del tratamiento.
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Figura 7.- Muestra de un resultado representativo de tres pruebas independientes de western blot en las que se
ley6 la expresion de CCR9, como proteina de interés, y GAPDH, como proteina control, en las lineas celulares
A2780 WT y A2780 Cis para las condiciones de presencia o ausencia de cisplatino en el medio durante

24/48/72 horas.

4.2. Pureza del aislamiento de linfocitos T CD8*

Con el objetivo de analizar la eficacia del sistema de aislamiento de linfocitos T CD8"
mediante seleccion negativa del kit comercial de la marca “Miltenyi Biotec”, con el
proposito de emplearlo en futuros experimentos, se realizé un andlisis por citometria de un
cultivo enriquecido en linfocitos T CD8+ a los dos dias de su obtencion con este kit. Como
podemos observar en la figura 8, las tinciones fueron realizadas con anticuerpos anti-CD3,
anti-CD8 y anti-CD356, de los cuales solo los dos primeros se uniran a los linfocitos T CD8".
En la figura 8 A, podemos observar que 33 % de las células son positivas para CD3 y CD8
(Cuadrante 2), mientras que en la figura 8 B, se ve que del 81,18 % de células son positivas
para CD3 (Cuadrantes 6 y 7) el 76,9 % son negativas a CD56 (Cuadrante 7). Con la
extrapolacion de estos resultados obtenemos que el porcentaje de células positivas para CDS8
y CD3 y a su vez negativas para CD56, el cual se corresponde con los linfocitos T CD8",

equivale aun 31,26 % de las células en la muestra.
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Figura 8.- Resultado de un andlisis por citometria de un cultivo enriquecido de linfocitos T CD8" o citotdxicos
obtenidos mediante seleccion negativa en células mononucleares de la sangre periférica separada de la sangre
de donantes sanos, realizado con el programa “FlowJo”. (A) Se represento la distribucion de las células vivas
(7-AAD negativas) en funcion de la fluorescencia emitida por PE conjugada con el anticuerpo especifico anti-
CD3 vy la fluorescencia emitida por FITC conjugada con el anticuerpo especifico anti-CDS8, siendo las células
situadas en los cuadrantes Q2 y Q3 positivas en CD3 y las situadas en los cuadrantes Q1 y Q2 positivas en
CD8. (B) Se represento la distribucion de las células vivas (7-AAD negativas) en funcion de la fluorescencia
emitida por PE conjugada con el anticuerpo especifico anti-CDS8 y la fluorescencia emitida por APC conjugada
con el anticuerpo especifico anti-CD56, siendo las células situadas en los cuadrantes Q6 y Q7 positivas en CD3
y las situadas en los cuadrantes Q5 y Q6 positivas en CD56. En ambas graficas aparece indicado el porcentaje

de células que se encuentran en cada cuadrante.

4.3. Efecto inmunoterapéutico de SRB1

Con el objetivo de analizar la eficacia del anticuerpo anti CCR9, SRB1 como
inmunoterapéutico, se realizaron 3 experimentos con las lineas celulares A2780 WT y
A2780 Cis. En estos experimentos se cultivaron las células tumorales con y sin NKs
sometiéndolas a diferentes concentraciones del anticuerpo SRB1 y a un isotipo del mismo
(Figuras 9, 10, 11 y 12), con el fin de determinar la existencia de un efecto sinérgico entre
este anticuerpo y el efecto de las NKs, ademés de poder comparar como varia este efecto

entre ambas lineas celulares.

21



4.3.1. Efecto inmunoterapéutico de SRB1 sobre la linea A2780 WT

A2780-WT

100

— A2780-WT (Control)
A2780-WT + Isotipo

— A2780-WT + SRB1 10 ug/mL

— A2780-WT + SRB1 40 ug/mL

50

Mortalidad (%)

Tiempo (h)

Figura 9.- Mortalidad en funcion del tiempo, expresada en porcentaje, promediada de tres experimentos con
la linea celular de cancer de ovario A2780 WT. Se representa en negro el cultivo de la linea A2780 WT sin
tratamiento, en gris este cultivo con un isotipo de SRB1, en rojo con SRB1 a la concentracion de 10 ug/mL y

en verde cuando la concentracion es de 40 ug/mL. Error estandar representado como medida de dispersion.

A2780-WT + NKs
100

— A2780-WT + NKs

A2780-WT + NKs + Isotipo
— A2780-WT + NKs + SRB1 10 ug/mL
— A2780-WT + NKs + SRB1 40 ug/mL

50

Mortalidad (%)

Tiempo (h)

Figura 10.- Mortalidad en funcion del tiempo, expresada en porcentaje, promediada de tres experimentos con
el co-cultivo de la linea celular de cancer de ovario A2780 WT y NKs. Se representa en negro el co-cultivo de
la linea A2780 WT con NKs, en gris este co-cultivo con un isotipo de SRBI, en rojo con SRBI a la

concentracion de 10 pg/mL y en verde cuando la concentracion es de 40 pg/mL. Error estandar representado

como medida de dispersion.
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Del andlisis de los resultados obtenidos para los cultivos de la linea A2780 WT

(Figura 9) y A2780 WT con NKs (Figura 10), se obtuvo que:

. Mediante una prueba “ANOVA” se comprobo que el incremento de la
mortalidad con el paso del tiempo es estadisticamente significativo para todos los
cultivos (p-valor < 0,001).
. Mediante una prueba “Tukey” se comprobo, mediante comparaciones dos a
dos, que no existen diferencias estadisticamente significativas entre los distintos
cultivos.
. Mediante una regresion lineal se obtuvo la pendiente de la recta de mortalidad
en funcion del tiempo, con esta se calcularon los efectos de los distintos tratamientos:
> Resultados regresion lineal: Control (Y = 8,345*X - 3,375; R? = 0,7081),
NKs (Y = 6,782*X - 1,058; R? = 0,9548), isotipo (Y = 8,486*X - 3,602; R?
= 0,6538), SRB1 10 pg/mL (Y = 8,158*X - 6,351; R? = 0,6779), SRB1 40
pg/mL (Y =7,516*X - 4,381; R? = 0,6687), NKs con isotipo (Y = 7,051*X -
1,290; R? = 0,8970), NKs con SRB1 10 pg/mL (Y = 8,008*X - 4,499; R? =
0,9410) y NKs con SRB1 40 pg/mL (Y = 8,422*X + 0,2108; R*> = 0,8973).
» Mortalidad en funcion del tiempo en el control: 8,345 % de células muertas
por hora (%/h).
» Efecto del tratamiento con NKs (-1,563 %/h), isotipo (0,141 %/h), SRB1 10
ug/mL (-0,187 %/h) y SRB1 40 pg/mL (-0,829 %/h).
» Efecto sinérgico de NKs con isotipo (0,128 %/h), NKs con SRB1 10 pg/mL
(1,413 %/h) y NKs con SRB1 40 pg/mL (2,469 %/h).
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4.3.2. Efecto inmunoterapéutico de SRB1 sobre la linea A2780 Cis

A2780-Cis
100

— A2780-Cis (Control)
A2780-Cis + Isotipo

— A2780-Cis + SRB1 10 ug/mL

— A2780-Cis + SRB1 40 ug/mL

Mortalidad (%)

Tiempo (h)

Figura 11.- Mortalidad en funcion del tiempo, expresada en porcentaje, promediada de tres experimentos con
la linea celular de cancer de ovario A2780 Cis. Se representa en negro el cultivo de la linea A2780 Cis sin
tratamiento, en gris este cultivo con un isotipo de SRB1, en rojo con SRB1 a la concentracion de 10 ug/mL y

en verde cuando la concentracion es de 40 ug/mL. Error estandar representado como medida de dispersion.

A2780-Cis + NKs
100~-

— A2780-Cis + NKs

A2780-Cis + NKs + Isotipo
— A2780-Cis + NKs + SRB1 10 ug/mL
— A2780-Cis + NKs + SRB1 40 ug/mL

Mortalidad (%)

0= T T

L] I 1
0 2 4 6 8 10
Tiempo (h)

Figura 12.- Mortalidad en funcion del tiempo, expresada en porcentaje, promediada de tres experimentos con
el co-cultivo de la linea celular de cancer de ovario A2780 Cis y NKs. Se representa en negro el co-cultivo de
la linea A2780 Cis con NKs, en gris este co-cultivo con un isotipo de SRBI, en rojo con SRBI a la

concentracion de 10 pg/mL y en verde cuando la concentracion es de 40 pg/mL. Error estandar representado

como medida de dispersion.
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Del andlisis de los resultados obtenidos para los cultivos de la linea A2780 Cis

(Figura 11) y A2780 Cis con NKs (Figura 12), se obtuvo que:

. Mediante una prueba “ANOVA” se comprobd que el incremento de la
mortalidad con el paso del tiempo es estadisticamente significativo para todos los
cultivos (p-valor <0,01).
. Mediante una prueba “Tukey” se comprobo, a través de comparaciones dos a
dos, que solo existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos con
y sin NKs tratados con SRB1 40 ug/mL a las 8h ((p-valor = 0,035) y 10 h (p-valor <
0,039).
J Mediante una regresion lineal se obtuvo la pendiente de la recta de mortalidad
en funcion del tiempo, con esta se calcularon los efectos de los distintos tratamientos:
> Resultados regresion lineal: Control (Y = 1,545*%X - 2,537; R? = 0,5740),
NKs (Y = 3,638*X + 3,950; R? = 0,3373), isotipo (Y = 1,390*X - 2,642; R?
=0,6512), SRBI1 10 pg/mL (Y = 1,963*X - 0,8390; R*> = 0,8522), SRB1 40
pg/mL (Y =0,9573*X - 1,688; R? = 0,5072), NKs con isotipo (Y = 2,365*X
+1,366; R? = 0,4895), NKs con SRB1 10 pg/mL (Y = 4,014*X + 5,785; R?
=0,4045) y NKs con SRB1 40 pg/mL (Y = 5,544*X + 3,252; R? = 0,8412).
» Mortalidad en funcion del tiempo en el control: 1,545 %/h.
» Efecto del tratamiento con NKs (2,093 %/h), isotipo (-0,155 %/h), SRB1 10
ug/mL (0,418 %/h) y SRB1 40 pg/mL (-0,588 %/h).
» Efecto sinérgico de NKs con isotipo (-1,118 %/h), NKs con SRB1 10 pg/mL
(-0,042 %/h) y NKs con SRB1 40 pg/mL (2,494 %/h).
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5. Discusion
5.1. Eficacia del aislamiento de linfocitos T CD8"

Los linfocitos T son producidos en el timo, y sometidos a una seleccion por las
células presentadoras de antigeno, para cerciorarse de que sus anticuerpos no reconocen
epitopos propios, antes de poder circular por la sangre (Male et al., 2006). Es por esto que
los linfocitos no sobreviven mucho tiempo, de forma natural, en un cultivo, ya que no tienden

a replicarse.

Los resultados obtenidos sobre el aislamiento de linfocitos T CD8" indicarian, con
un 31,26 % de linfocitos T CD8" presentes en la muestra, que el kit comercial, basado en
seleccion negativa, proporcionado por la marca “Miltenyi Biotec”, no es lo suficientemente
especifico. Imposibilitando la garantia de que, de emplearse en un experimento, la respuesta
observada sea mediada por linfocitos T CD8" y no por otro tipo célula mononuclear de la

sangre periférica.

Este resultado ha podido verse influenciado por mantener las células en cultivo
durante dos dias, habiéndose replicado en el cultivo las células que no fueron bien
reconocidas por la seleccion negativa. Esto sumado a la incapacidad de replicarse sin la
presencia de un agente mitotico que los linfocitos T presentan cuando se intentan cultivar
(Rodriguez et al., 2003), explicaria un porcentaje tan bajo de linfocitos T CD8" en la
muestra. En contraposicion con los obtenidos en otros estudios, llegando a marcar una pureza

de linfocitos T CD8" superior al 95 % (Finney et al., 2004).
5.2. Efecto del microambiente sobre la expresion de CCR9

El crecimiento descontrolado de los tumores sélidos provoca una mala y baja
angiogénesis, esto da lugar a una heterogeneidad en el reparto de oxigeno del tumor. Es
comun que las células situadas en el centro de un tumor solido se encuentren en condiciones
de hipoxicas (Pogue et al., 2001). Bajo esta premisa y con la intencion de emular las
condiciones naturales de un tumor de ovario, se sometio a las lineas celulares A2780 WT y
A2780 Cis a condiciones de hipoxia durante 24h. Tras esto, se pudo observar como en la
linea A2780 Cis aumentaba la expresion de CCR9 (Figura 5). Lo cual apunta a que en los
tumores solidos de cancer de ovario resistente a cisplatino la concentracion de CCR9 es

mayor en las zonas mas internas del tumor.
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Con la misma intencion de simular las condiciones naturales en las que se encontraria
un tumor, se midio la cantidad de CCR9 expresada a diferentes densidades celulares por las
lineas A2780 WT, A2780 Cis, HEK293 pCIl-neo y HEK CCRO9. Bajo la premisa de que la
densidad celular aumenta al aumentar el tamafio del tumor, siendo su zona interna la mas
densa. Esta prueba mostro que, todas las lineas celulares tenian mayor expresion a mayor
densidad celular, salvo HEK CCR9 que presento la misma expresion independientemente
de la densidad celular (Figura 6), lo cual puede estar relacionado con que sean células
transfectadas para sobreexpresar este receptor. Esto indica que los tumores de ovario de
mayor tamafio y sobre todo en la zona interna, especialmente en los resistentes a cisplatino,

presenta una mayor expresion de CCRO.

Tras someter las lineas celulares A2780 WT y A2780 Cis a un cultivo con la
quimiocina CCL25, el ligando especifico de CCR9 (Chen et al., 2020), se observo que la
estimulacion de CCR9 no media en ningun mecanismo celular que induzca su expresion

(Figura 5).

La interaccion CCL25/CCR9 se ha demostrado que estd relacionada con la
resistencia tumoral al cisplatino (Johnson et al., 2010). Esto explica la evidencia de que la
linea celular A2780 resistente al cisplatino exprese no solo una mayor cantidad de CCR9
que la linea A2780 WT (Figuras 5, 6 y 7) sino que exprese CCR9 en la misma concentracion
que HEK293 CCRY, en condiciones 6ptimas (Figura 6), una linea celular transfectada para
expresar cantidades relativamente altas de CCR9 (Chamorro et al., 2014). Esto indicaria que
la mayor concentracion de CCR9 en el cancer de ovario resistente a cisplatino ejerce un
papel importante en su capacidad de tolerar el quimioterapéutico. Por otra parte, que el
cultivo de las lineas A2780 WT y A2780 Cis con cisplatino no haga aumentar la expresion
de CCRY (Figura 7) parece indicar que no hay ningiin mecanismo implicado en la expresion
de CCR9Y que se vea estimulado por la presencia de cisplatino en el medio. Por tltimo, que
la expresion de CCR9 no aumentase en la linea A2780 WT tras tres dias de exposicion a
cisplatino nos indica que no es tiempo suficiente para que una linea celular adquiera
resistencia, siendo el método habitual de conseguirlo, el cultivo intermitente con

concentraciones cada vez mayores de cisplatino (Godwin et al., 1992).
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5.3. Efecto inmunoterapéutico de SRB1

La interaccion CCL25/CCR9 ha sido descrita como un mecanismo celular que
facilita la proliferacion en tumores malignos (Xu et al., 2020), como un estimulante de la
expresion de proteinas antiapoptoticas y un inhibidor de la expresion de proteinas
apoptoticas, reduciendo la muerte celular en el cancer de pulméon CCR9* (Li et al., 2015) y
como un agente que genera resistencia al cisplatino, por medio de la inhibicion de la

apoptosis inducida por el quimioterapéutico, en ¢l cancer de ovario (Johnson et al., 2010).

La capacidad de CCR9 de inhibir la actividad citotoxica mediada por los linfocitos
T fue descrita por primera vez por Khandelwal et al., (2015), avalando a CCR9 como una
buena diana inmunoterapéutica. Junto con las pruebas realizadas por Chamorro et al. (2014)
y por Somovilla-Crespo et al. (2018), que demostraron que los anticuerpos monoclonales
91R y 92R, respectivamente, son eficaces para el tratamiento de tumores leucémicos
humanos injertados en raton, dieron pie a la creacion del anticuerpo monoclonal SRB1 como

inmunoterapéutico para el cancer de ovario CCR9".

Los resultados obtenidos de la prueba in vitro del inmunoterapéutico SRB1, sobre las
lineas de cultivo de cancer de ovario A2780 WT y A2780 Cis, indican un efecto dosis
dependiente que es estadisticamente significativo cuando las células A2780 Cis son tratadas
con dosis altas de anticuerpo (40 pg/mL). Al ser el unico resultado estadisticamente
significativo del experimento, corroboraria la hipotesis de que este inmunoterapéutico

presenta un mayor efecto en canceres con mayor concentracion de CCRO.

Los datos positivos para el efecto sinérgico de NKs y SRB1, a altas concentraciones,
no son estadisticamente significativos comparados con el control. Sin embargo,
experimentos similares, como los realizados por Chamorro et al. (2014) y por Somovilla-
Crespo et al. (2018), prueban la eficacia de inmunoterapéuticos similares en tumores
leucémicos humanos injertados en raton, lo que parece indicar que la falta de resultados
estadisticamente significativos del presente estudio se deba al poco poder estadistico
obtenido con el bajo numero de datos que se pudieron recoger. Los resultados del
experimento de Chamorro et al. (2014) se basan en el analisis de 5 experimentos de
citometria y los del experimento de Somovilla-Crespo et al. (2018) en 3 experimentos de
citometria. La cantidad de células que pueden analizarse por citometria es inalcanzable

mediante microscopia y conteo manual, pero se optd por este enfoque por la capacidad de
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analisis temporal que ofrece. Por lo que seria recomendable realizar mas experimentos para

validar los resultados.

Por tltimo, quiero mencionar que, el efecto negativo que parece tener la presencia de
NKs sobre la muerte de las células cancerigenas de la linea A2780 WT, reduciendo su
mortalidad, podria deberse a la ya alta mortalidad que esta linea presenta al exponerse a los
laseres que emplea el microscopio para estimular los fluoréforos. La presencia de NKs
reduciria la mortalidad al absorber parte de esta luz, reduciendo su incidencia sobre las

células tumorales.
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6. Conclusiones

Tras el analisis y discusion de los datos recadados en el presente Trabajo Fin de

Master se han podido obtener las siguientes concusiones:

1.- Son necesarios mas experimentos para determinar la eficacia del kit de

aislamiento de linfocitos T CD8" de la marca “Miltenyi Biotec™.

2.- La expresion de CCR9 en cancer de ovario es mayor en modelos de resistencia a

cisplatino, siendo ademas esta independiente de la presencia del quimioterapico.

3.- Condiciones como la elevada densidad celular y la hipoxia, indicadores del
microambiente tumoral presente en el cancer de ovario, estan directamente relacionadas con

la sobreexpresion del receptor CCRO.

4.- Los datos preliminares obtenidos en este trabajo apuntan a que, el
inmunoterapéutico SRB1 media en la via citotoxica dependiente de anticuerpo de las NKs,

aumentando la mortalidad de las células tumorales in vitro.
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