G UNIVERSITAT N\
Wellhs) POLITECNICA —
v/ DE VALENCIA SEngioyes pomamice eV Netors

UNIVERSITAT POLITECNICA DE VALENCIA
Escuela Técnica Superior de Ingenieria Agronémica
y del Medio Natural

Mecanismos reguladores de adquisicion de plasticidad
tumoral: papel de los macrofagos asociados a tumor

Trabajo Fin de Grado

Grado en Biotecnologia

AUTOR/A: Duro Vizcaino, Alba
Tutor/a: Murguia Ibafiez, José Ramon
Cotutor/a externo: RODRIGUEZ VITA, JUAN

CURSO ACADEMICO: 2021/2022



Autora: Alba Duro Vizcaino
Tutor: José Ramoén Murguia lbafiez
Cotutor externo: Juan Rodriguez Vita

Valencia, julio de 2022

Titulo: Mecanismos reguladores de adquisicion de plasticidad tumoral: papel de los
macrofagos asociados a tumor

Resumen:

El cdncer ginecoldgico con peor prondstico es el cancer de ovario. Esto es debido a que,
cuando las mujeres son diagnosticadas con cdncer de ovario, una gran parte ya presenta
metdstasis. Esta metdstasis es resultado de la plasticidad tumoral, que se define como la
capacidad que presentan las células tumorales para adaptarse a las circunstancias
ambientales. Por este motivo, ademas, los tratamientos convencionales dejan de dar efecto
con el paso del tiempo, debido a que generan resistencias frente a las quimioterapias. Esta
plasticidad es adquirida, entre otros factores, gracias a los macroéfagos asociados al tumor
(TAMs). En este proyecto se estudiaran los mecanismos que regulan dicha plasticidad en las
células de cancer de ovario y cémo contribuyen los TAMs durante su adquisicién. Para ello,
se usaran cultivos primarios de macrdfagos procedentes de ratones transgénicos. Con los
cultivos, se estudiara el efecto de rutas de sefializacién que, segln los datos preliminares,
estdn relacionadas con el proceso de adquisicién de la plasticidad, estudiando los cambios
producidos al someter a los macréfagos a microambientes generados por células tumorales.
Asi, la finalidad del proyecto sera comprender la accion de los TAMs y los mecanismos
implicados en la adquisicidn de la plasticidad tumoral, que es un factor clave en el desarrollo
de la metastasis.

Palabras clave: Macrofagos asociados a tumor; Cancer de ovario; Plasticidad celular;
Semaforinas; Metastasis



Author: Alba Duro Vizcaino
Tutor: José Ramoén Murguia lbafiez
External tutor: Juan Rodriguez Vita

Valencia, July 2022
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Summary:

The gynecological cancer with the worst prognosis is ovary cancer. The main reason is that a
great part of women present metastasis in the peritoneum by the time they are diagnosed.
This metastasis is the result of tumor plasticity, defined as the cells’ capacity of adapting to
different environmental circumstances. This is also the reason why conventional treatments
become less effective over time, due to the appearance of resistances to chemotherapies.
The interaction with tumor-associated macrophages (TAMs) is one of the components that
help acquiring said plasticity. In this project, the mechanisms that regulate tumor plasticity in
ovary cancer and how do TAMs contribute to its acquisition will be studied. For this purpose,
primary cultures from transgenic mice will be used. With said cultures, the signaling pathways
that, according to the preliminary data, are related to the acquisition of tumor plasticity, will
be studied. This will be done evaluating the changes in the macrophages when cultured with
tumorous environments generated by tumorous cells. Thus, the goal of this project is to
understand the action of TAMs and the mechanisms involved in tumor plasticity acquisition,
which is a key process in the development of metastasis.

Keywords: Tumor-associated macrophages; Ovary cancer; Cell plasticity; Semaphorin;
Metastasis



indice de contenidos

N Y o Yo [N Tolol [ o TSSOSO PP TR PRRPRRRTN 1
1.1. Macrofagos Y SUS POIAriZACIONES ....uviiecuiiieeeiiie ettt e et e e et e e e e e e et e e e s s sbeeeeennbaeeesnnreeas 1
1.2. Microambiente tumoral y matriz extracelular .........coovviiieiiiiiiieee e 2
1.3. Macréfagos asociados a tumor y su efecto en el TME ......oooiviiieeee et 2
1.4. Cancer de ovario epitelial y metastasis peritoneal..........ccceccveeeeciiiie e 4
1.5. Adenocarcinoma pancredtico dUCal.........cocuiiii i 6
B ST S (0T [T Ty 1] T o 1Yot o PSSR 6

B @ ] oY 11 4 1o 1SRRI 6

Y YT g P LTV 4 g 1] o o [ 1SRRI 7
3.0, LIN@AS COIUIAIES ...ttt ettt h e sttt et b e b e sbe e sat e et e e beesbeesheesaneea 7
3.2. Generacidn de medios CONAICIONAUOS ....cccueeruiiiiiiiiiiieiee ettt s 7
3.3. Cultivo de J774 en medios coONdiCIONAAOS. .......eoviiiiiiiirieiie ettt 7
3.4. Extraccidon y cuantificacion de RNA .....cooo ittt e e et e e e s snte e e e snraeeeenes 8
3.5, SINEESIS A CDINA ...t ettt e s bttt e s bt e e st et e s abeesabe e s bbeesabee s bt e esabeesabeeenans 9
3.6. PCR cuantitativa @ tiemMPO rEal .....cccuiiei ettt et e e e e e e 9
3.7. ANAIISIS @STATISTICO. .eiutiitietieitieite ettt ettt n 10

AL RESUIATOS ..ttt ettt et b e bt e h e e a bttt e bt e sh e e ehe e et et e e b e neenaes 11
4.1. Observacién morfoldgica de las células tras cultivarse en medios condicionados................... 11
4.2. Analisis de expresion de MRINA ......ooo e e e e s e e e e b e e e e sbee e e essbaeeesenreeas 11

4.2.1. Genes iNdUCIAOS POI IFN-Y coiiuiiiie ittt ettt et e e e et e e e s saae e e e ssataeeseenrneeeennes 11
4.2.2. Genes iNAUCIAOS POI IL-Z...oci ittt e st e e e et e e e eeate e e e eeataeeseeseaeaeennes 13
4.2.3. Gen indUCido POr IFN-Y € [L-Z..coee ettt e e e e e e st e e e e e e e s sanrrareaeeeeeenas 14
4.2.4. Variabilidad de 105 reSUItados .......cocueeiieiiiiieeeeeeeeee e e 15
D DSCUSION ..ttt ettt ettt ettt a e et ettt e bt e e bt e e b et sae e e ab e e st e et e e eheesae e eabe st e e bt et e e nbeeabeeebe e et e entean 15

5.1. TAMs pueden ser inducidos a expresar genes asociados a los fenotipos M1y M2 en el TME. 15

5.2. Los macroéfagos se sobreactivan en medios condicionados de KPC........cceevvevvieeeeiiieeeccineeenn. 16
5.3. EI TME es un factor determinante para la activacion de TAMs en el PDAC.........cccccveeeeeunennn. 16
5.4. HAPLN1 potencia el fenotipo pro-tumoral €N PDAC...........oeeeciiieeeciiiee et e 16
5.5. El medio condicionado de ID8 no sobreactiva a los macréfagos .......cceeeeveeeeecciieeecciieee e, 17
6. CONCIUSIONES ..ttt ettt et ettt sttt et e bt e s b e e s bt e sat e s bt e bt e b e e bt e smeeemeeenneenneen 18

21 o] Lo Y- N - ol = Yo I- [ RSP 19



Indice de tablas y figuras

Tabla 1. Secuencias de cebadores de los genes estudiados

Figura 1. Gradiente de polarizacion de los macréfagos

Figura 2. Actividades pro-tumorales de los macréfagos asociados a tumor en el
microambiente tumoral

Figura 3. Metastasis en el cancer de ovario epitelial

Figura 4. Observacién morfoldgica de células J774 tras 24h en cultivo con medios
condicionados (CM) de ID8, KPC, y KPC HAPLN1.

Figura 5. Graficas de expresién de mRNA de los genes Cxcl9 y iNOS

Figura 6. Grafica de expresion de mRNA de Argl

Figura 7. Grafica de expresion de mRNA de MCP1 en tratamiento con IFN-y e IL-4



Listado de abreviaturas

Argl: Arginasal

BMDMs: macréfagos derivados de la médula ésea
CAF: fibroblasto asociado a cancer

CM: medio condicionado

CSF-1: factor estimulante de colonias 1

DMEM: Dubelco’s Modified Eagle Medium

ECM: matriz extracelular

EGF: factor de crecimiento epitelial

EOC: cancer de ovario epitelial

FALCs: grupos linfoides asociados a grasa

FBS: suero fetal bovino

HA: acido hialurénico

HAPLNL1: proteina de enlace de hialuronano y proteoglicano-1
IFN-y: interferon gamma

IL-4: interleucina 4

IL-6: interleucina 6

IL-10: interleucina 10

IL-12: interleucina 12

IL-13: interleucina 13

IL-23: interleucina 23

iNOS: 6xido nitrico sintasa

LPS: lipopolisacarido

LPS: lipopolisacarido

MMPs: metaloproteasas de matriz

NO: 6xido nitrico

PDAC: adenocarcinoma pancreatico ductal
PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas
ROS: especies reactivas de oxigeno

SD: desviacién estandar

TAM: macrofago asociado a tumor

TGF-B: factor de crecimiento transformante beta
TME: microambiente tumoral

TRMs: macrofagos residentes en tejidos

VEGF: factor de crecimiento vascular endotelial



1. Introduccion

1.1. Macrofagos y sus polarizaciones

Los macrdéfagos son células inmunitarias que juegan un papel crucial en la inmunidad tanto
innata como adaptativa, y destacan por su heterogeneidad tanto fenotipica como funcional.
Dentro de su amplio rango de funciones, se encuentran fagocitosis, presentacion antigénica,
citotoxicidad antimicrobiana, secrecion de citocinas y componentes del complemento, entre
otras. Ademas, estas funciones tienen caracteristicas opuestas, pudiendo ser
proinflamatorias o antinflamatorias; o de destruccién y reparacién de tejidos (Pan et al.,
2020). En una visidn simplicista, los macréfagos se dividen en dos extremos de polarizacién
fenotipica dependiendo de qué tipo de estas funciones estan realizando. Estos dos extremos
definen el paradigma M1/M2, en el que los macréfagos M1 tienen una funcion
proinflamatoria y antiinfecciosa; y los macréfagos M2 tienen una funcién antinflamatoria y
pro-tumoral (Schweer et al., 2022). Sin embargo, no son extremos completamente
independientes entre si, sino que se trata de un gradiente de varios estados intermedios entre
los extremos M1 y M2, y los macrdfagos pueden ser inducidos a adoptar estos estados
mediante estimulos externos (Figura 1) (Boutilier & Elsawa, 2021). El extremo M1 es inducido
por varios factores, entre los que se encuentran lipopolisacarido (LPS) y varias citocinas, entre
las que se destaca IFN-y. Por otra parte, el fenotipo M2 se induce por exposicién a otros
factores, como citocinas TGF-$, IL-10 o IL-13, destacando IL-4 (Schweer et al., 2022).

M1 < > M2

+LPS,IFN-y  +IL-4,IL-10, IL-13, TGF-B

Figura 1. Gradiente de polarizacion de los macréfagos. Entre los extremos M1 y M2, los macréfagos
pueden tener varios estados de polarizacién, pudiendo expresar caracteristicas propias de ambos
fenotipos a diferentes niveles. Los macréfagos son también células muy plasticas, capaces de moverse
por este gradiente en funcidn de los estimulos que reciben del entorno: con estimulo de LPS o IFN-y,
entre otros, se polarizan hacia M1; con estimulo de IL-4, IL-10, IL-13 o TGF-B, entre otros, polarizan
hacia M2. Figura creada con BioRender.com

Las diferencias entre ambas polarizaciones radican en su expresién génica y en su
metabolismo. Por ejemplo, los M1 expresan oxido nitrico sintasa (iNOS) y producen éxido
nitrico (NO), especies reactivas de oxigeno (ROS), citocinas proinflamatorias como IL-6, I1L-12
o IL-23; o quimiocinas como Cxcl9 o Cxcl10. Por otra parte, el fenotipo M2 expresa, entre



otros, arginasa-1 (Argl) y CCL17, y sobreexpresa el receptor de manosa CD206, que suele
usarse como marcador de este tipo de macréfagos (Wu et al., 2020).

1.2. Microambiente tumoral y matriz extracelular

En un contexto tumoral, los macréfagos pasan a denominarse macréfagos asociados a tumor
(TAM), y su polarizacidn esta fuertemente influenciada por el microambiente tumoral (TME).
EI TME se refiere a la estructura de tejido tumoral y sus células del estroma, incluyendo células
inmunes, componentes vasculares y todos los componentes que forman la matriz extracelular
(ECM), y resulta crucial para la progresion de un tumor y la metastasis (Schweer et al., 2022).
En esta matriz, la proteina de enlace de hialuronano y proteoglicano-1 (HAPLN1) es un
componente altamente expresado en muchos tejidos. HAPLN1 es una proteina perteneciente
a la familia de proteinas de enlace, y su funcidén consiste en estabilizar agregados de acido
hialurénico (HA) y de otros proteoglicanos de la ECM (lvanova et al., 2009), como el versicano,
gue se sobreexpresa en tumores soélidos y promueve su crecimiento mejorando la
proliferaciéon de las células tumorales, la angiogénesis o estimulando macrdéfagos (Pappas et
al., 2019). En ausencia de HAPLN1, los agregados de estos proteoglicanos son mas pequeiios
y menos estables. El HA es una molécula abundante en muchos tumores, en ECM tumorales
y en orina de pacientes con cancer (lvanova et al., 2009). Esta molécula puede promover la
metdstasis tumoral por sus efectos en la estructura de la ECM e interactuando con la
superficie celular, permitiendo a las células tumorales migrar (Boregowda et al., 2006). Un
TME rico en HA puede regular interacciones entre las células tumorales y su matriz, teniendo
un efecto significativo sobre la iniciacion del tumor; y pueden acelerar el reclutamiento de
células inflamatorias, como macréfagos, otorgando al tumor citocinas y quimiocinas utiles
para el crecimiento tumoral y la angiogénesis (Ilvanova et al., 2009). Ademas, en los TME se
ha observado también sobreexpresién de proteinas que interactian con HA, como HAPLN1,
que estd relacionada con el crecimiento tumoral mediante regulacién del ciclo celular,
transcripcidon génica o modulacion de sefializacion celular(Bourguignon et al., 2007).

1.3. Macrofagos asociados a tumor y su efecto en el TME

Dentro del TME, los TAMSs pueden ser reclutados mediante diversos mecanismos (Schweer et
al., 2022). El origen mas comun de los TAMs en el TME son monocitos reclutados de los vasos
sanguineos, que migran respondiendo a las sefiales de dafio tisular. Por esta razén, estos
TAMs se definen como originados de la médula dsea. Ademads de estos, hay estudios que han
revelado la presencia de un grupo de macréfagos residente en tejidos (TRMs) desde la fase
embrionaria. Estos macréfagos pueden infiltrarse en los tejidos tumorales, y su reclutamiento
parece estar controlado por procesos inflamatorios, exhibiendo caracteristicas especificas de
cada tejido (Wu et al., 2020).

En este contexto tumoral, la polarizacion de los macrdfagos cobra gran importancia. Aunque
los TAMs ya no se definen como macréfagos M1 o M2, pueden mostrar fenotipos similares a
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estos. Los TAMs que muestran caracteristicas tipicas de M1 tienen efectos antitumorales,
siendo capaces de identificar a las células tumorales y distinguirlas de las células no
tumorales. Estos TAMs tienen dos tipos de actividad antitumoral: por citotoxicidad o mediada
por anticuerpos. La actividad citotdxica se ejerce directamente por el macréfago, y es un
proceso lento que involucra multiples mecanismos. Uno de ellos viene dado por la produccién
de ROS y NO caracteristica de estos macroéfagos, dado que son compuestos téxicos para las
células tumorales. La actividad mediada por anticuerpos es mds rdpida, y requiere la
participacién de anticuerpos antitumorales. En el TME, sin embargo, los TAMs se
reprograman hacia un fenotipo mas similar al de macréfagos M2, adquiriendo actividades
pro-tumorales (Martinez et al., 2006; Schweer et al., 2022). Los mecanismos concretos
mediante los cuales sucede la polarizacion de los TAMs hacia este fenotipo no son conocidos,
aunque se han hecho estudios que relacionan la sefializacidon por IL-4 con el crecimiento
tumoral en un modelo de adenocarcinoma mamario de ratén (DeNardo et al., 2009), y una
dependencia por parte de los TAMs del factor estimulante de colonias 1 (CSF-1) (Paulus et al.,
2006).

La actividad pro-tumoral de los TAMs consta de varios factores (Figura 2). Son capaces de
segregar moléculas sefalizadoras y vesiculas extracelulares, que contienen factores de
crecimiento, quimiocinas y citocinas que estimulan la supervivencia y proliferacién tumorales,
como factor de crecimiento epitelial (EGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), entre otros (Chen et al., 2019; Pan
et al., 2020).

Los TAMs son capaces de aumentar la resistencia de las células tumorales frente a
guimioterapia y radioterapia, segregando IL-6, que ha mostrado activar diferentes rutas
metabdlicas en diferentes tipos de cdncer que otorgan resistencia a la apoptosis en los
tumores (Chen et al., 2019). Otra actividad pro-tumoral observada en los TAMs es promover
la angiogénesis. En un tumor, la vascularizacién es un factor importante para su crecimiento
debido al aumento de oxigenacién que supone. La angiogénesis viene dada por la secrecion
de VEGF vy otros factores de crecimiento por parte de los TAMs. De hecho, se han realizado
estudios en los que la angiogénesis disminuye al reducir la cantidad de TAMs mediante
inhibicién de CSF-1 (Strachan et al., 2013).

Por otra parte, el TME juega un papel clave en la metastasis y migracion del tumor, y los TAMs,
al ser el principal componente del microambiente, influyen en su desarrollo. Los TAMs
pueden facilitar la invasién de células tumorales secretando catepsinas, metaloproteinasas
de matriz (MMPs) o serin proteasas, que promueven la metastasis mediante diversos
mecanismos en diferentes tipos de cancer (Chen et al., 2019; Pan et al., 2020). Finalmente,
los TAMSs también tienen actividad inmunosupresora, derivada de las propias caracteristicas
del fenotipo M2, que segrega una serie de quimiocinas y citocinas que reducen la activacion
de células inmunes (Chen et al., 2019).
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Figura 2. Actividades pro-tumorales de los TAMs en el TME: promocion de angiogénesis, proliferacion
tumoral y metdstasis, quimiorresistencia e inmunosupresion. Fuente: Schweer et al., 2022.

La actividad de los TAMs tiene un gran impacto en algunos tipos de cancer. En este proyecto
es deinterés la funcién de los TAMs en dos canceres abdominales: el cancer de ovario epitelial
(EOC) y el adenocarcinoma pancreatico ductal (PDAC).

1.4. Cancer de ovario epitelial y metastasis peritoneal

El cancer de ovario epitelial es uno de los mas letales, debido a que se suele diagnosticar
cuando ya se encuentra en un estado muy avanzado y ha entrado en metdstasis. La
supervivencia a 5 afios de las pacientes se encuentra alrededor de un 40% y, ademas, en
muchos casos el tumor adquiere resistencia a la quimioterapia, lo que supone la principal
causa para un mal prondstico. Se ha comprobado que las células de cancer de ovario son
capaces de reclutar macrofagos e inducir su diferenciacion al fenotipo pro-tumoral. Ademas,
el TME de este cancer consta de células neopldsicas, fibroblastos, matriz extracelular y
diferentes tipos de células inmunes, entre las que los TAMs ocupan alrededor de un 30% de
las células de este entorno (Colvin, 2014).

El TME del cancer de ovario tiene una particularidad: las células tumorales migran hacia el
peritoneo en etapas tempranas de la enfermedad, y, debido a la ausencia de barreras fisicas,
las células tumorales pueden viajar por toda la cavidad abdominal transportadas por el liquido
peritoneal, moviéndose hacia el omento, el peritoneo parietal y visceral, y hacia otros 6rganos
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adyacentes (Nowak & Klink, 2020). Por esta via, denominada ruta transceldmica, se presenta
una de las formas mds agresivas del cancer de ovario, el carcinoma ovarico seroso de alto
grado, que se caracteriza por esta metdstasis peritoneal y la formacién de ascitis maligna. Esta
ascitis es una acumulacién de liquido peritoneal. La ascitis maligna derivada del cancer de
ovario se presenta como células aisladas que flotan en el liquido peritoneal o como esferoides
multicelulares, que contienen células tumorales, mesoteliales e inmunes, adipocitos,
fibroblastos, vesiculas extracelulares, citocinas, factores de crecimiento y mediadores
lipidicos (Figura 3). La formacion exacta de la ascitis maligna no se conoce, pero la molécula
mas determinante en el proceso parece ser el VEGF (Etzerodt et al., 2020; Nowak & Klink,
2020; Xia et al., 2020). Otros estudios muestran la implicacién de otras moléculas, como E-
cadherinas y TGF-B (Uno et al., 2022), ademas de la implicacion de los fibroblastos asociados
a cancer (CAFs) (Gao et al., 2019).

|. Disgregacion de
células tumorales

Ill. Adhesion a
mesotelio peritoneal

Figura 3. Metastasis en cancer de ovario epitelial. Las células tumorales se disgregan del epitelio
ovarico y viajan por la cavidad peritoneal, pudiendo formar esferoides multicelulares formados por
células tumorales, linfocitos, macréfagos, fibroblastos, adipocitos, citocinas, acido hialurénico y otros
componentes. Estas formaciones celulares son capaces de adherirse al mesotelio del peritoneo. Figura
adaptada de Dhaliwal & Shepherd, 2022, con BioRender.com



En el peritoneo, sin embargo, no hay sangre, ganglios linfaticos o matriz que pueda nutrir a
las células tumorales que han migrado a esta zona. Para sobrevivir, necesitan el apoyo de los
TAMs. Mediante la secreciéon de EGF e IL-6, los TAMs permiten la supervivencia y
diseminacién de las células tumorales (Nowak & Klink, 2020). La metastasis peritoneal sucede
principalmente en el omento. Este drgano contiene grupos linfoides asociados a grasa
(FALCs), que contribuyen a la inmunidad peritoneal e intestinal. La densidad de macréfagos
en el omento aumenta proporcionalmente con la gravedad del cancer, con las células
tumorales colonizando principalmente las zonas cercanas a los FALCs, donde reside la mayor
cantidad de macrdéfagos (Etzerodt et al., 2020).

1.5. Adenocarcinoma pancreatico ductal

En el caso del adenocarcinoma pancredtico ductal, este tipo de cancer estd caracterizado por
tener un estroma fibroso y que sufre mucha infiltracidon de células mieloides, entre las cuales
los macréfagos son las mds abundante (Yang et al., 2021; Zhu et al., 2017). En el TME de este
cancer se encuentran fibroblastos, células inmunes y células endoteliales embebidas en la
ECM. En esta ECM se presenta también HA en cantidades abundantes. Este estroma fibroso,
junto a la infiltracidon de TAMs, hacen del TME del PDAC un espacio protegido frente a agentes
citotéxicos que limita el acceso de linfocitos T y promueve el crecimiento tumoral
(Provenzano et al., 2012). En el PDAC, al igual que en EOC, se presenta metdstasis peritoneal
y formacion de ascitis que puede causar obstruccién intestinal, empeorando las posibilidades
de que un tratamiento por quimioterapia sea efectivo (Takahara et al., 2015; Yamada et al.,
2021).

1.6. Estudios del proyecto

En este proyecto se analiza la relacion entre macréfagos y el TME de EOC y PDAC. Para ello,
se cultivan los macréfagos en medios condicionados (CM) provenientes de células tumorales
de ambos tipos de cancer, ademds de una linea celular de PDAC modificada para la
sobreexpresién de HAPLN1 para visualizar también su importancia y efecto sobre los
macrofagos. Los macrdfagos serdn inducidos a adoptar el fenotipo M1 o M2 mediante las
citocinas IFN-y e IL-4 respectivamente, y de esa forma se evalla también la plasticidad de
estos macrdéfagos para adoptar un fenotipo u otro. La reaccién de los macréfagos frente a los
medios condicionados se evalla mediante un andlisis de expresién de mRNA de genes
caracteristicos de ambas polarizaciones de macroéfagos: iNOS y Cxcl9 para la polarizacion M1,
Argly CD206 para la polarizacion M2, y MCP1 para ambas polarizaciones; usando CpH como
gen control.

2. Objetivos

El objetivo principal de este proyecto es analizar los cambios producidos en la expresion
génica de macrofagos que puedan estar relacionados con su transicion a fenotipos pro-



tumorales propios de los TAMs al entrar en contacto con medios condicionados por células
tumorales provenientes de EOCy PDAC.

3. Materiales y métodos

3.1. Lineas celulares

La linea celular de macréfagos utilizada para los experimentos fue J774, una linea de
macréfagos de raton. Para generar los medios condicionados de células tumorales, se
utilizaron células de las lineas celulares ID8 y KPC. La linea celular KPC son células de PDAC,
generadas a partir de tumores primarios de ratones KPC (Kras®120/*, p53R172H/+  E|asCreER/+)
(Yang et al., 2019). Para estudiar el efecto de HAPLN1, se usé una linea celular de KPC
transformada para obtener una sobreexpresién de HAPLN1. Por otra parte, la linea celular
ID8 son células de la superficie epitelial ovarica de ratén, capaces de formar tumores extensos
en la cavidad peritoneal y en ratones con sistemas inmunes intactos, haciendo de esta linea
celular un buen modelo para estudiar interacciones inmunes en el desarrollo del cancer de
ovario (Roby et al., 2000).

Todas las lineas celulares se cultivaron en medio DMEM, con 4.5 g/L de glucosa al 10% FBS,
suplementados con piruvato, penicilina y estreptomicina e incubadas a 372C.

3.2. Generacion de medios condicionados

Se generaron medios condicionados de los tres tipos de células tumorales de interés: KPC,
KPC HAPLN1 e ID8. Para obtener estos medios, se debe poner un nimero concreto de células
en cultivo: para KPCy KPC HAPLN1 se cultivaron 8-108 células por placa, con cuatro placas de
15 cm de didmetro de cada tipo celular. En el caso de ID8, se cultivaron 5-10° células por placa,
con cuatro placas. Se dejaron todas las placas en cultivo con medio DMEM 4.5 g/L de glucosa
aun 4% de FBS en incubador a 372C durante tres dias. Al cuarto dia, se recogieron los medios.
Para ello, primero se recogieron los medios de cultivo en tubos falcon y se centrifugaron para
precipitar las células muertas, y posteriormente se recogié el sobrenadante con una jeringa
pasandolo por un filtro de 0.22 micras para obtener finalmente los medios condicionados de
las distintas células tumorales. Una vez recogidos en alicuotas, se conservaron a -209C.

3.3. Cultivo de J774 en medios condicionados

Con las células 1774 se realizé un experimento en el que se cultivaron las células en 12
condiciones diferentes: medio DMEM al 4% FBS, medio condicionado de KPC, medio
condicionado de KPC HAPLN1, y medio condicionado de ID8. De cada medio se tuvo una
condicidn sin estimular, una condicion estimulada con IFN-y y una condicion estimulada por
IL-4. De cada condicidn se hizo un duplicado. Posteriormente se repitid el mismo
experimento, utilizando medios condicionados recogidos en un dia diferente, y afiadiendo



una placa mas, con dos réplicas del experimento en medio DMEM y otras dos en medio
condicionado de ID8.

Se utilizaron placas multipocillo de 12 pocillos, realizando un conteo celular previo para
cultivar 5-10° células en cada pocillo. Una vez contadas las células y colocadas en los pocillos,
se dejaron en incubador a 372C con medio DMEM 4.5 g/L glucosa al 10% FBS, 1 mL por pocillo.

El dia después, se cambid el medio DMEM por los medios condicionados. Se retiré el medio
mediante aspiracion, y se afiadieron a los pocillos 0.5 mL de los diferentes medios ya
mencionados, llenando 3 pocillos por cada medio. Se dejaron las placas a 372C durante un
dia, y pasado ese tiempo se tomaron fotos desde un microscopio para observar el crecimiento
celular y la activacién de los macréfagos.

Posteriormente, se afiadieron los estimulos de IFN-y e IL-4. Se utilizaron ambas citocinas
recombinantes de ratén de Tebu Bio Spain. Cada citocina se afiadid a un pocillo de cada medio
de cultivo diferente, a una concentracién de 100 pg/mL para IFN-y y 20 ng/mL de IL-4. Una
vez afladido el estimulo de citocina, se dejaron las células a 372C durante 8 horas.

Pasado este tiempo, se retiraron los medios de cultivo de cada pocillo mediante aspiracion, y
se anadié 1 mL de TRI Reagent® (Sigma-Aldrich) a cada uno de los pocillos. Una vez las células
se encuentran con Trizol, se pueden congelar a -80°C hasta que se realice la extraccion de
RNA.

3.4. Extraccidon y cuantificacion de RNA

Para la extraccion de RNA, se siguid el protocolo de TRl Reagent® de Sigma Aldrich. Tras
descongelar las muestras, se dejaron 5 min a temperatura ambiente, y posteriormente se
recogio el trizol de los pocillos en eppendorfs, a los que se afiadieron 0.2 mL de cloroformo a
cada uno. Se agitaron las muestras, se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 8
min y se centrifugaron a 12000 rcf por 15 min a 42C. Tras la centrifugacion, se recogié la fase
acuosa superior, que se corresponde con la parte que contiene RNA. Con la fase acuosa
recogida en nuevos eppendorfs, se le afadieron 0.5 mL de 2-propanol y se agitaron,
dejandolos reposar posteriormente 5 min a temperatura ambiente. Tras ello, se volvid a
centrifugar a 12000 rcf durante 10 minutos, a 4°2C. Tras centrifugar, se elimind el
sobrenadante y se resuspendié el pellet en 1 mL de etanol al 70%. Tras agitar, se centrifugd a
7500 rcf, 5 min a 42C. Finalmente, se elimind el sobrenadante y se dejé secar el pellet
alrededor de 5 min, usando aspiracién a vacio para eliminar por completo las gotas de etanol
restantes. Los pellets, una vez secos, se resuspendieron en 14 L de agua destilada y se
conservaron a -802C hasta que se realizé la cuantificacion.



La cuantificacion del RNA extraido se realizd6 mediante ThermoSientific nanodrop
Spectrophotometrer. Se midié la absorbancia y se obtuvieron los ratios 280/260 y 260/230
para comprobar la pureza del RNA obtenido.

3.5. Sintesis de cDNA

Para la sintesis de cDNA se usaron los reactivos y protocolo de NZY First-Strand cDNA
Synthesis Flexible Pack. De los componentes que incluye el pack, se utilizaron como cebadores
el mix de cebadores de oligo(dT)12-18 y el mix de hexdmeros aleatorios, para aumentar la
sensibilidad de la sintesis y obtener todo el cDNA posible a partir del mRNA.

Antes de llevar a cabo la sintesis, se ajustaron las concentraciones del RNA extraido segun los
datos obtenidos en la cuantificacién para obtener la misma concentracidon en todas las
muestras, con una cantidad total de RNA entre 500 y 2000 ng. Se prepararon un total de 10
uL de RNA a la misma concentracion.

Siguiendo las concentraciones especificadas en el protocolo, para la sintesis de cDNA se
prepard un mix con 1 L de Oligo(dT)12-18, 2.5 puL de random hexamer mix, 1 puL de mix de
dNTPs, 2 uL de 10X reaction buffer, 1 pL de NZY inhibidor de ribonucleasa, y 1 uL de NZY
transcriptasa reversa. Al mix se le afladieron los 10 uL de RNA preparado. Se centrifugaron las
muestras brevemente, y se llevaron a un termociclador para incubarlas a 252C durante 10
min, luego a 502C 30 min y posteriormente a 852C durante 5 min para inactivar la reaccion.
Finalmente, se afiadié 1 uL de RNAsa H y se incubé a 372C durante 20 min para eliminar por
completo los restos de RNA. Las muestras de cDNA se conservaron a 49C hasta su futuro uso.

3.6. PCR cuantitativa a tiempo real

Para analizar los cambios en la expresion génica de las células J774 en el experimento se
realizaron PCRs cuantitativas a tiempo real (qPCR) a partir de las muestras de cDNA
sintetizadas. Se hicieron gPCRs comparativas, que se realizaron utilizando los reactivos de
Vazyme AceQ SYBR® qPCR Master Mix y el equipo Applied BioSystems StepOnePlus.

Primero se diluyeron las muestras de cDNA para obtener una concentracion final de 1.25
ng/uL, la necesaria para realizar la qPCR. Para cada reaccién se prepard un mix con 0.25 plL de
cebador forward (10 uM), otros 0.25 pL de cebador reverse (10 uM), 6 pL de mix SYBR Green,
y 1.5 uL de H;0. Para cada reaccion se utilizaron 4 uL de cDNA y 8 uL del mix, con un total de
12 uL por pocillo. Las reacciones de las qPCR se realizaron por duplicado o triplicado. El
programa de gPCR consistié en 5 min a 9529C, 40 ciclos de 10 segundos a 952C y 30 segundos
a 609C, y un paso final de obtencién de la curva de melting, pasando lentamente desde los
602C hasta 959C.



Se estudiaron los genes CpH, Argl, CD206, iNOS, Cxcl9 y MCP1. Los cebadores utilizados se
pueden ver en la tabla inferior (Tabla 1).

Gen Cebador Secuencia 5’ — 3'
CpH Fw TTAGAGTTGTCCACAGTCGGAGATG
Rev GGCAAATGCTGGACCAAACAC
Argl Fw CAGAAGAATGGAAGAGTCAG
Rev CAGATATGCAGGGAGTCACC
CD206 Fw ATGCCAAGTGGGAAAATCTG
Rev TGTAGCAGTGGCCTGCATAG
iNOS Fw CCCTCCTGATCTTGTGTTGGA
Rev CCACCCGAGCTCCTGGAAC
Cxcl9 Fw TTCCCCCTCTTTTGCTTTTT
Rev TCCTTTTGGGCATCATCTTC
MCP1 Fw GCCAGCTCTCTCTTCCTCCA
Rev CCAAGAAGCATGACAGGGAC

Tabla 1. Secuencias de cebadores de los genes estudiados

Se utilizé el gen CpH como control, por lo que los valores de Ct obtenidos para cada gen de
interés se normalizaron con los valores obtenidos para CpH. La cuantificacién relativa de la
expresion génica se calculé como 27 (Ct gen control - Ct gen de interés).

3.7. Analisis estadistico

Las graficas y andlisis estadisticos se realizaron mediante el software Graphpad Prism 9.0. Los
resultados se presentan como media + desviacion estandar (SD). Para comprobar si las
diferencias entre los resultados de las diversas condiciones eran estadisticamente
significativas, se realizé un test ANOVA de un factor seguido del test de comparaciones
multiples de Dunnet, con GraphPad Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com.
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4. Resultados

4.1. Observacion morfologica de las células tras cultivarse en medios condicionados

Figura 4. Observacion morfolégica de células 1774 tras 24h en cultivo con medios condicionados (CM) de
ID8, KPC, y KPC HAPLN1. A. sin CM, B. ID8 CM, C. KPC CM, D. KPC HAPLN1 CM; las imdagenes 1 muestran la
foto completa vista a un aumento 10X, las imagenes 2 corresponden a una visién ampliada de las mismas
con el fin de observar con mas detalle la morfologia celular.

En una primera observacion de las células tras 24h en cultivo con los CM (Figura 4), se observd
gue los macrofagos que habian crecido en medios condicionados por KPC y KPC HAPLN1 no
se encontraban en fase de expansion, sino que las células se estaban activando. Los
macrofagos activados presentan una morfologia mas amplia y alargada. En el caso de las
cultivadas con CM de KPC HAPLN1, se observa un mayor numero de macrofagos activados en
comparacion a las células crecidas con CM de KPC. Por otra parte, en las células crecidas con
CM de ID8 no se observa presencia de macréfagos activados, sino que se encuentran en fase
de expansion, al igual que las células control crecidas sin medios condicionados. Estos
resultados indican que el CM de células ID8 no surtid el efecto esperado, dado que los
macrofagos no parecen haber respondido al medio. Aun asi, estos resultados se confirmaron
con el andlisis de expresién de mRNA.

4.2. Andlisis de expresion de mRNA

En todos los genes estudiados, en las muestras tratadas con CM pero sin estimular por
citocinas no se obtuvieron valores de expresion significativamente mas elevados en
comparacion a las muestras control sin CM, por lo que se analizan los resultados de las
muestras estimuladas por IFN-y o IL-4 segun convenga.

4.2.1. Genes inducidos por IFN-y

En las células estimuladas por IFN-y se estudiaron los genes iNOS y Cxcl9 que se expresan
normalmente en macréfagos tras recibir este estimulo. En el caso de Cxcl9, en los controles
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estimulados con IFN-y hubo muestras en que los resultados indicados por la qPCR fueron
indeterminados, indicando que o bien no habia expresidén o bien estaban tan poco expresados
gue no llegaron a aparecer en 40 ciclos. Debido a esto, para analizar los resultados, los valores
de Cxcl9 se normalizaron con los valores del gen control de las muestras tratadas con KPC +
IFN-y. Para iNOS si que se obtuvo expresidn en las muestras control, y por tanto los valores
se normalizaron con las muestras control sin estimulo de IFN-y.
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Figura 5. Gréficas de expresion de mRNA de los genes Cxcl9 y iNOS. En el eje X se muestra la condicion
experimental; en el eje Y se muestran los niveles de expresion de mRNA. Los resultados estan
expuestos con la media de los valores y su desviaciéon estandar. Se muestran con asterisco las
diferencias significativas (p<0,05). (A) Expresidn de mRNA de Cxcl9 en muestras ID8 + IFN-y, KPC + IFN-
vy y KPC HAPLN1 + IFN-y; normalizados por KPC + IFN-y (B.1) Expresion de mRNA de iNOS de las
muestras control + IFN-y, ID8 + IFN-y y KPC + IFN-y; normalizada por control sin estimulo (B.2)
Expresion de mRNA de iNOS de las muestras KPC + IFN-y y KPC HAPLN1 + IFN-y; normalizadas por
control sin estimulo.

Para el gen Cxcl9 (Figura 5.A) se observa una mayor expresién en las células tratadas con CM
de KPC, teniendo diferencias significativas con los CM de ID8 y KPC HAPLN1, las cuales
muestran niveles de expresion similares entre ellas. Para este gen, dado que los controles
dieron valores indeterminados, los medios condicionados tienen un efecto estimulante. Este
efecto es mas destacado en el caso de KPC, en el que los macréfagos tuvieron una expresion
de Cxcl9 mucho mayor que en los otros medios condicionados. En el CM de KPC HAPLN1, la
expresion de Cxcl9 aumenta con respecto a los controles, pero es mas reducida en
comparacion al CM de KPC, indicando que HAPLN1 tiene un efecto reductor de la induccion
que proporciona el CM de KPC.
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En el caso de iNOS (Figura 5.B.1), el CM de ID8 no ha parecido tener un efecto sobre la
expresion, dado que presenta valores similares al control. En cambio, el CM de KPC muestra
un efecto notable de estimulacidon con respecto al control. La diferencia estadistica es
significativa, a pesar de la variabilidad de los valores obtenidos. Al analizar las diferencias
entre los CM de KCP y KPC HAPLN1 (Figura 5.B.2), en este caso se ve que los resultados son
muy similares, de forma que para la expresion de este gen HAPLN1 no tiene ningun efecto
aparente.

4.2.2. Genes inducidos por IL-4

En el caso de las células estimuladas por IL-4, se analizaron los genes Argl y CD206. Para Arg1,
al igual que ocurrié con Cxcl9, los valores para las muestras control fueron indeterminados,
de modo que se normalizaron los datos de este gen usando las muestras tratadas con CM de
KPC + IL-4.

Arg1

|

D
1

Expresiéon de mRNA
(normalizado a KPC + IL-4)
T

Figura 6. Grafica de expresion de mRNA de Argl. En el eje X se muestra la condicién experimental; en
el eje Y se muestran los niveles de expresion de mRNA normalizados por KPC + IL-4. Los resultados se
muestran con la media de los valores y su desviacion estandar. Se muestran con dos asteriscos las
diferencias significativas (p<0,01).

Para Argl (Figura 6), se observa una expresién mucho mayor en el CM de KPC HAPLN1, siendo
significativamente muy diferente con respecto a KPC. Esto implica que para este gen HAPLN1
tiene un gran efecto estimulante. Entre los valores con CM de ID8 y KPC, aunque se ven
superiores en KPC, estas diferencias no son estadisticamente significativas, y para confirmarlo
seria necesario aumentar el nimero de experimentos.
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En el caso de CD206, se obtuvieron resultados de expresion elevada en las muestras control.
Sin embargo, en las muestras tratadas con medios condicionados hubo valores de Ct muy
bajos e incluso indeterminados. Esto puede deberse a multiples factores. El mas probable es
gue los medios condicionados pueden haber afectado a la cinética de expresion de CD206, la
cual habria alcanzado su pico de expresién mucho antes de las 8 horas en las que se realiz6 el
experimento y, a la hora de recoger las muestras, CD206 ya no estaria expresandose. Para
comprobar esta hipodtesis, seria necesario repetir el experimento recogiendo las muestras a
horas diferentes tras la estimulacién por IL-4 y comprobar de nuevo los niveles de expresion
de los genes estudiados. Otras opciones menos probables consisten en que la expresion de
CD206, frente a la exposicidn a los medios condicionados, se vea reducida en condiciones in
vitro, de forma que las células estarian favoreciendo la expresion de otros genes que no se
han estudiado en este proyecto; y otra posibilidad es que los medios condicionados puedan
estar inhibiendo por completo la expresién de CD206 debido a algun factor desconocido.

4.2.3. Gen inducido por IFN-y e IL-4
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Figura 7. Grdfica de expresion de mRNA de MCP1 en tratamiento con IFN-y e IL-4. En el eje X se
muestra la condicion experimental; en el eje Y se muestran los niveles de expresion de mRNA. Los
resultados mostrados con la media de los valores y su desviacidn estandar. (A) Expresion de mRNA de
MCP1 en las muestras de las muestras control + IFN-y, ID8 + IFN-y, KPC + IFN-y y KPC HAPLN1 + IFN-y;
normalizadas por control + IFN-y (B) Expresién de mRNA de MCP1 de las muestras control + IL-4, ID8
+ IL-4, KPC + IL-4 y KPC HAPLN1 + IL-4; normalizadas por control + IL-4

MCP1 es un gen que se puede expresar tanto frente a la estimulacion por IFN-y como por IL-
4. Se observa en ambos casos una tendencia a una mayor expresion con los CM de KPCy KPC
HAPLN1, mientras que en ID8 se observa una menor expresion. Sin embargo, debido a la
variabilidad de los resultados, las diferencias no son significativas (Figura 7).
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4.2.4. Variabilidad de los resultados

En general, se puede observar en todos los genes estudiados mucha variabilidad de las
muestras. Esto surge debido a que, de los dos experimentos realizados, en uno de ellos se
obtuvieron valores de expresion de mRNA mas elevados. Esta diferencia puede surgir debido
a que los CM utilizados en cada experimento fueron recogidos en dias diferentes, de forma
gue pudo haber alguna diferencia entre ambos, y que en uno de los experimentos los CM no
resultasen tan eficaces y la expresion no aumentase tanto como en el otro experimento
realizado. Debido a esto, seria necesario realizar otra réplica del experimento para confirmar
los resultados.

5. Discusion

5.1. TAMs pueden ser inducidos a expresar genes asociados a los fenotipos M1y M2
en el TME

En los resultados obtenidos, se muestra que ha habido expresion de mRNA tanto en los
macroéfagos tratados con IFN-y como en los tratados por IL-4. Al estimular con IFN-y se
muestra alta expresion de Cxcl9 y de iNOS, dos genes caracteristicos del fenotipo M1;
mientras que al estimular con IL-4 se obtuvo expresién de Argl y CD206, caracteristicos de
M2. Observando mads de cerca los resultados de MCP1, este es un caso mas particular. Este
gen normalmente tiene una mayor expresién bajo induccién a M1, y puede también
contribuir a la polarizaciéon de los macréfagos hacia este fenotipo (Carson et al., 2017). Sin
embargo, también se ha asociado la expresion de MCP1 al fenotipo M2. En los resultados
obtenidos, MCP1 se expresa bajo estimulo tanto de IFN-y como de IL-4 con unos valores
similares. Dado que genes caracteristicos de ambos fenotipos han podido ser inducidos, esto
podria implicar que los TAMs son células con una alta plasticidad que, dentro del ambiente
condicionado por células tumorales, son capaces de cambiar sus caracteristicas fenotipicas si
se someten a un estimulo adecuado.

Otros estudios han mostrado que la polarizacién de macréfagos hacia un fenotipo u otro no
se trata de dos estados independientes entre ellos, sino que muestran varios grados de
polarizacién (Boutilier & Elsawa, 2021; Orecchioni et al., 2019). De hecho, debido a esto, se
han reportado casos en que los macréfagos expresan simultdneamente genes asociados al
fenotipo M1 o al fenotipo M2 (Kratochvill et al., 2015).

Con todo esto en cuenta, los resultados indican que los TAMs o bien son capaces de co-

expresar genes asociados a M1y M2, caso en el cual se encontrarian en un punto intermedio
entre M1y M2; o bien son susceptibles a cambiar entre fenotipos.
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5.2. Los macréfagos se sobreactivan en medios condicionados de KPC

Los macréfagos estudiados han mostrado un alto grado de activacion en el CM de KPC. Dado
gue en un contexto tumoral in vivo los macréfagos adquieren caracteristicas pro-tumorales,
la sobre activacién de los mismos resulta beneficiosa para el tumor y por tanto las células
tumorales estarian potenciando este fendmeno.

De la misma forma en que la sobreactivacién de los macréfagos beneficia al tumor, esta
podria volverse en su contra si los TAMs expresasen sus caracteristicas antitumorales. Dado
gue los macrdfagos han mostrado ser células con una alta plasticidad, la reprogramacién de
los TAMs hacia un fenotipo M1 podria ser objeto de terapias para el tratamiento contra el
EOC y PDAC.

5.3. El TME es un factor determinante para la activacion de TAMs en el PDAC

En las muestras Unicamente tratadas con los CM de KPC, sin estimulo de citocinas, se observo
la activacion de macréfagos morfolégicamente, pero esto no se tradujo de igual forma al
analizar la expresion de mRNA de los genes estudiados, en los cuales apenas hubo un
aumento de expresion. Sin embargo, al combinarse el CM con los estimulos por citocinas, se
observa un aumento considerable de la expresion. Los macréfagos reaccionan inicialmente
ante la composicién de los medios, mostrandose activos, y, al ser inducidos posteriormente
con IFN-y e IL-4 muestran una alta expresion de los genes mas caracteristicos. Por tanto, es la
combinacién de estos dos factores la que consigue la sobreactivacién de los macréfagos.

En este modelo in vitro, los CM solo contienen los factores secretados por las propias células
tumorales. En un contexto tumoral in vivo, en el TME se encuentran muchos mas
componentes y tipos celulares que interactian entre ellos y con las células tumorales.
Traduciendo los resultados in vitro a las condiciones in vivo, el TME seria un factor
determinante en la activacion de los TAMs y en la expresién de sus genes pro-tumorales mas
caracteristicos.

En este modelo se ha comprobado que los macréofagos pueden expresar genes asociados
tanto a M1 como a M2 al recibir los estimulos adecuados. En vista de que los CMs por si
mismos no aumentaron significativamente la activacién de los macréfagos hacia ninguno de
los dos fenotipos, los factores mas determinantes para la transicion de los TAMs hacia la
expresion de genes pro-tumorales deben encontrarse también en el TME y en su relacién e
interacciones con las células tumorales.

5.4. HAPLN1 potencia el fenotipo pro-tumoral en PDAC

El HA es uno de los componentes con mayor impacto en la ECM, y promueve la progresion
del tumor (Boregowda et al., 2006; Schweer et al., 2022). Dada la interaccion entre HAPLN1 y
HA, esta molécula puede estar relacionada de igual forma con la progresién del PDAC.
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Ademas, segun la informacion previa de la que disponia el laboratorio, en los CM de KPC
HAPLN1 se encuentra una mayor concentracién de HA.

Se han observado efectos variables de HAPLN1 sobre la expresion de los genes analizados. En
Cxcl9, HAPLN1 ha influido negativamente en su expresién. Al ser Cxcl9 un gen caracteristico
de un fenotipo antitumoral, que HAPLN1 reduzca su expresion relaciona a la molécula con un
efecto pro-tumoral. En el caso de iNOS, también caracteristico de un fenotipo antitumoral,
no causa diferencias significativas con el CM de KPC, indicando un efecto neutral de HAPLN1
sobre este gen. Sobre MCP1 también tiene un efecto neutral, al no causar diferencias
significativas con respecto al CM de KPC.

En el caso de Argl se observa la mayor diferencia provocada por HAPLN1. Argl es inducido
por IL-4 y por tanto proviene de un fenotipo mas orientado a funcionalidad pro-tumoral. El
aumento significativo que produce HAPLN1 sobre este gen implica de nuevo que HAPLN1
tiene una accién pro-tumoral.

Por tanto, en este modelo in vitro utilizando medios condicionados, HAPLN1 tiene un efecto
directo sobre los macréfagos y potencia la activacion de las caracteristicas pro-tumorales de
estas células y, ademads, es capaz de inhibir algunas caracteristicas antitumorales de los
mismos.

5.5. El medio condicionado de ID8 no sobreactiva a los macrofagos

En los resultados obtenidos, el CM de ID8 no ha mostrado una sobreactivacion de los
macrofagos en comparacion con el control. La excepcidn es la expresién de Cxcl9, inducido
por IFN-y, en el que el CM ID8 muestra valores mas préximos al CM de KPC HAPLN1. Sin
embargo, en todos los demds genes estudiados, ID8 muestra valores de expresién mucho mas
reducidos que en el CM de KPC y mds similares al control sin CM.

Sin embargo, estos resultados no se corresponden con la informacidn previa disponible de la
reaccion de los macréfagos al entrar en contacto con un CM de ID8. En estudios previos, se
observd una sobreexpresion de Argl y una baja expresion de iNOS, indicando que un CM de
ID8 induce un fenotipo mas préoximo a M2 en los macréfagos (Goossens et al., 2019). En otro
estudio se comprobd que las células ID8 crecidas en CM de TAMs proliferan a mayor velocidad
(Liuetal., 2017), por lo que existe una relacion entre las células ID8 y los macréfagos. En este
caso no se ha presentado esta induccidn, por lo que se presentan dos posibilidades: que el
CM generado en este modelo no induzca cambios fenotipicos en los macréfagos debido a sus
componentes, o que el CM no haya funcionado. En el primer caso, el estudio previo
mencionado utilizaba macréfagos derivados de la médula 6sea (BMDMs) de ratones. Es
posible que las células J774 no respondan de igual forma que los BMDMs y por ello hayan
surgido estas diferencias. Dado que las 1774 si que responden al CM de KPC, esta opcidn
parece menos probable.
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En cuanto a la segunda posibilidad, que los CM no hayan funcionado, puede deberse a
multiples factores. El experimento se realizd6 dos veces, en la segunda ocasién con mas
duplicados muestras con medios condicionados de ID8, y los CM utilizados en cada
experimento se recogieron en dias diferentes. A pesar de ello, los resultados entre ambos
coincidian en los bajos niveles de expresion. Los CM de ID8 se generaron de la misma forma
que los CM de KPC y KPC HAPLN1, con la Unica diferencia de que para ID8 se cultivaron
inicialmente menos células debido a su crecimiento mas acelerado. El problema puede
encontrarse en este apartado: las células ID8 crecen a un ritmo muy acelerado, y es posible
qgue el CM recogido de ellas estuviera mds gastado y tuviera mas carencias nutricionales, de
forma que los macréfagos cultivados en ellas no tuvieron la capacidad de activarse
correctamente.

6. Conclusiones

En este proyecto, se han evaluado los cambios de expresion génica producidos en macréfagos
al entrar en contacto con medios condicionados provenientes de células tumorales y al ser
estimulados por citocinas. Los ambientes tumorales, junto a la estimulacién externa por
citocinas, provocan una sobreactivacién de los macréfagos, los cuales han mostrado ser
capaces de adoptar tanto caracteristicas antitumorales como pro-tumorales en este
ambiente, estando este ultimo fenotipo potenciado por la accion de HAPLN1.

En conclusién, en este modelo in vitro las células tumorales producen factores que
contribuyen a la sobreactivacion de los macréfagos en un microambiente tumoral, pero no
suponen un factor determinante en cuanto al fenotipo expresado por los mismos, el cual
depende de las interacciones entre los macréfagos, los componentes y células del TME, y las
propias células tumorales.
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