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RESuMEN

Objetivo. Desarrollar un modelo animal de neuroblastoma (NB)
que posibilite estudios relacionados con la inmunidad tumoral.

Material y métodos. Se utilizaron dos tipos de células NB. La linea
36769 procedia del ratén TH-MYCN+en el que la sobreexpresién del
gen MYCN estd gobernada por el promotor de la tirosin hidroxilasa de
rata. La linea 4040 procedia de ratones TH-M'YCN+/ALK*, que ademds
expresan una mutacién activadora del gen ALK.

De cada tipo celular se implantaron 1x10° neurosferas en rato-
nes 129/SVJ (mismo fondo genetico que los donantes, n=8), mediante
inyeccion ortotépica en glandula suprarrenal izquierda por abordaje
intraperitoneal, a través de laparotomia transversa supraumbilical. Se
realiz6 seguimiento clinico diario postquirdrgico de los animales hasta
su sacrificio a las 4 semanas.

La presencia de tumor se confirmé macroscépicamente. La pieza
tumoral se extirpd y se procesé para estudios de inmunidad celular y
mediadores moleculares de tolerancia. Se investigo la existencia de me-
tdstasis por citometria de flujo en bazo, médula 6sea y sangre periférica.

Resultados. 1) En todos los ratones trasplantados se generé NB
ortotopico. 2) La pieza tumoral se encontrd infiltrada por diversas sub-
poblaciones inmunes, con inmunofenotipo efector, regulador y supresor,
similar a la situacion descrita en los NB humanos. Ademds, los media-
dores moleculares del microambiente apuntan a un estado de tolerancia
protumoral.

Conclusiones. La implantacién ortotépica de neurosferas NB en
ratones singénicos nos ha permitido generar un modelo de NB en el que
ha sido posible estudiar la inmunidad tumoral.
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ESTABLISHMENT OF A PRECLINICAL NEUROBLASTOMA MODEL IN
IMMUNOCOMPETENT MICE

ABSTRACT

Aim. To develop a NB animal model which makes possible studies
related to tumor immunity.

Materials and methods. Two types of NB cells were used. Cell line
36769 was derived from TH-MYCN*+ mouse in which overexpression of
the MYCN gene is governed by rat tyrosine hydroxylase promotor. Cell
line 4040 was derived from TH-MYCN/ALK mice, which in addition
express an activating mutation of ALK gene.

For each cell type, 1x109 neurospheres were implanted in 129/SVJ
mice (with the same genetic background as donors, n=8), via orthotopic
injection in the left suprarenal gland by intraperitoneal approach, through
a transverse supraumbilical laparotomy.

Daily postsurgical clinical follow-up of the animals was done until
they were sacrificed at four weeks.

The tumor presence was macroscopically confirmed. The tumoral
sample was excised and was processed for cellular immunity and mo-
lecular tolerance mediator’s studies.

The existence of metastasis was investigated by flow cytometry in
the spleen, bone marrow and peripheral blood.

Results. 1) Orthotopic Neuroblastoma was generated in all the
transplanted mice. 2) The tumors were infiltrated by several immune
subpopulations, with effector, regulatory and suppressor inmunophe-
notype. This was similar to the inmunophenotype described in human
NB. Furthermore, the molecular mediators of the environment point to
a state of protumoral tolerance.

Conclusion. The orthotopic implantation of NB neurospheres in
syngeneic mice has allowed us to generate a NB model in which it has
been possible to study the tumor immunity.

Key Worbs: Neuroblastoma; Preclinical model; Transgenic; Syngeneic
graft; Immunotherapy.

INTRODUCCION

El neuroblastoma (NB) es el tumor sélido extracraneal
mads frecuente en la poblacion pedidtrica. Su tratamiento su-
pone un reto para onc6logos y cirujanos pedidtricos ya que,
a pesar de los avances en las terapias de quimioterapia, ra-
dioterapia y trasplante de médula dsea, no se han conseguido
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mejoras en la supervivencia en la dltima década, siendo su
mortalidad atin cercana al 50% en los grupos de alto riesgot!-2.

En el intento de mejorar su supervivencia, se hace necesa-
rio el desarrollo de modelos preclinicos de NB, que permitan
la investigacion de aspectos citogenéticos y moleculares, que
ayuden a esclarecer su origen, asi como al desarrollo de nue-
vas terapias avanzadas®-9.

En este trabajo se describe el establecimiento de un mo-
delo murino de trasplante de NB en un animal inmunocom-
petente. Dicho modelo posibilita estudios relacionados con
la inmunidad tumoral, un campo de vital importancia en la
investigacion y el desarrollo de tratamientos futuros de inmu-
noterapia y viroterapia oncolitica en dicho tumor.

MATERIAL Y METODOS

Animales: se usaron ratones comprados al repositorio
del National Cancer Institute (Frederick, Maryland, EEUU),
mantenidos en el Animalario del CIEMAT (Registro Nimero
28079-21 A), cumpliendo con todas las recomendaciones y las
leyes espafiolas y europeas (FELASA: Federacion Europea
de Asociaciones de Laboratorio de Animales en la Ciencia).

Se trasplantaron células de NB procedentes de dos lineas
celulares de ratones con NB, en 8 ratones wild type (WT) 129/
SJV, del mismo fondo genético que los donantes.

La primera linea celular: 36769 (n= 4), procedia de ra-
tones con NB: TH-MYCN+, en el que la sobreexpresion del
gen MYCN estd gobernada por el promotor de la tirosina
hidroxilasa de rata.

La segunda linea celular: 4040 (n=4), se obtuvo de rato-
nes, con NB, TH-MYCN+/ALK*, que ademds expresan una
mutacién activadora del gen ALK.

Ambas lineas fueron cedidas por el Doctor Louis Chesler,
del Royal Marsden, Londres.

Las células fueron transducidas con un vector lentiviral
EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein) con el fin de
transformarlas en células flourescentes que permitiera loca-
lizarlas por citometria de flujo en orgdnos periféricos y poder
determinar la existencia o no de metéstasis.

Las neuroesferas de NB de cada linea celular se culti-
varon en medio DMEM:F12 (1:1), suplementado con B27
sin vitamina A (Gibco), mFGF (murine Fibroblastic Grow
Factor: 40 ng/ml, R&D Systems), mEGF (murine Epidermic
Grow Factor: 20 ng/ml, R&D Systems) y 1% penicilina-
estreptomicina (Gibco). Las células se mantuvieron a niveles
de subconfluencia con renovacion del medio cada 3-4 dias.

El procedimiento quirtdrgico se realizd bajo anestesia ge-
neral mediante inyeccién subcutdnea de ketamina (50 ng/g),
utilizando atipamezol (2,5 ng/g) como reversor anestésico
postquirtrgico.

De cada tipo celular, se implantaron 1x10° neurosferas en
los ratones WT 129/SJV mediante inyeccidn ortotdpica en la
gldndula suprarrenal izquierda, por abordaje intraperitoneal a
través de laparotomia transversa supraumbilical. Para el acce-
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so a la region retroperitoneal y zona suprarrenal, se exteriorizd
la cdmara géstrica y asas de intestino delgado, y se desplazo el
bazo hacia la linea media. Se utilizaron suturas absorbibles de
7/0 para la ligadura de sangrados capilares puntiformes en el
mesenterio o en la pared abdominal. Tras la confirmacién de
una adecuada hemostasia, se procedio al cierre de la cavidad
abdominal por planos, con suturas absorbibles de 6/0 y 5/0.
Se realiz6 una sutura intradérmica con material absorbible de
5/0 para el cierre del plano cutdneo.

Se hizo seguimiento clinico diario postquirdrgico de todos
los animales hasta su sacrificio a las 4 semanas de la inyec-
cidn, realizdndose posteriormente la necropsia mediante el
mismo abordaje quirdrgico intraabdominal al descrito en el
proceso del implante, en todos los casos.

Se valord la existencia de tumor mediante estudio anaté-
mico macroscopico de la cavidad abdominal.

Se realizo extirpacion de la gldndula suprarrenal izquierda,
y parte de la pieza tumoral se fij6 en formaldehido (10%) y se
incluy6 en parafina, para la posterior tinciéon con hematoxilina-
eosina (HE) para el estudio anatomopatoldgico microscépico
en microscopio de luz.

El resto del tumor se procesé para la deteccion del infiltra-
do leucocitario (CD45+) y estudio de las subpoblaciones linfo-
citarias mediante la realizacion de citometria de flujo (FACS
Canto II, Beckton Dickinson) y para el estudio de la expresion
génica de mediadores moleculares del microambiente tumoral:
CTLA-4y PD-1, mediante qRT-PCR ( “quantitative Real Time
Polymerase Chain Reaction”).

Por ultimo, se realizd citometria de flujo (FACS Canto II,
Beckton Dickinson) en bazo, médula 6sea y sangre periférica
para la investigacion de metdstasis.

RESULTADOS

En todos los casos (n=8) se consigui6 el implante celular
sobre la glandula suprarrenal izquierda por abordaje intrape-
ritoneal, mediante laparotomia transversa izquierda en 6/8
animales, y ampliada a linea media en los 2/8 casos restantes.

En todos los procedimientos se observo la existencia de
un “habdn” sobre la gldndula suprarrenal durante la inyeccidn,
sin objetivarse extravasaciones a cavidad abdominal, por lo
que no se requirieron inyecciones adicionales en ningdn caso.
No se observaron complicaciones hemorragicas, ni lesiones
de 6rganos vecinos durante los implantes suprarrenales. Los
8 ratones sobrevivieron al trasplante ortotdpico de células de
neuroblastoma. No se constatd ningin caso de hemorragia
intraabdominal, como complicacién postoperatoria, confir-
mandose un curso postoperatorio favorable en todos los ani-
males, durante las 4 semanas de seguimiento.

En el momento del sacrificio, se confirmé un buen estado
clinico de los ratones, y en ningtin caso se palpé tumoracion
abdominal o en el dorso, en la zona lumbar. La herida quirtr-
gica presentaba buen aspecto, sin signos de infeccion, y con
reabsorcion de la sutura en 7/8 casos. En un raton se observo

Establecimiento de un modelo preclinico de neuroblastoma en ratones inmunocompetentes 67



NB SSRR

(x 1.000)
250

200

SSC-A

100

pitalasailaisplanaalasaal

50

CD45 AmCyan-A

Figura 1. Imagen que muestra la cuantificacion de las subpoblaciones
inmunitarias CD45, mediante citometria de flujo. Disgregado celular
tumoral procedente de tumor suprarrenal izquierdo extraido de un raton
del grupo 4040 TH-MYCN*/ALK*.
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Figura 2. Grifico en el que se representan los niveles de expresion
génica de las moléculas CTLA-4 y PD-1 del microambiente tumoral,
mediante cuantificacion con qRTPCR. Se demuestra expresion génica
de CTLA-4 en la linea 4040-THMYCN+/ALK*, y del receptor PD-1 en
ambas lineas celulares: 4040-THMYCN+ALK+y 36769-THMYCN*.

una pequefa dehiscencia superficial en el margen lateral de
la incisién, con un adecuado cierre de los planos profundos
de la pared abdominal.

En todos los casos se confirmé macroscépicamente la
existencia de tumor en la gldndula suprarrenal izquierda, ob-
servando masas de mayores dimensiones y més vasculariza-
das en el grupo en el que se implant6 la linea celular 4040;
evidencidndose extension retroperitoneal hasta la linea media
en 3 de ellos.

No se evidenciaron lesiones sospechosas de NB en ningtin
otro 6rgano abdominal en el estudio anatdmico macroscépico.

Los estudios anatomopatoldgicos microscdpicos confirma-
ron la existencia de neuroblastoma en todas las piezas tumora-
les extirpadas, consistentes en infiltraciones de neuroblastos en
distinto grado de diferenciacidn neuronal con escaso estroma
schwanniano y alto indice de cariorrexis.

La citometria de flujo demostré infiltracion leucocitaria
tumoral en todos los tumores. La figura 1 muestra un ejemplo
de la cuantificacion del infiltrado inmune de los tumores.

Se detectd un nimero infimo de células tumorales en mé-
dula ésea y sangre periférica en todos los ratones trasplanta-
dos, y en bazo, en 2/4 de los animales del grupo 4040-TH-
MYCN-.

Se detectaron niveles de expresion génica de PD-1 en
todos los tumores, y de CTLA-4 en los generados a partir de
la linea celular 4040; como muestra la figura 2.

DISCUSION

El NB, uno de los tumores mds frecuentes entre la pobla-
cién pedidtrica, cuenta atin con una mortalidad inaceptable
en los casos metastdsicos, a pesar de la aplicacion de nuevos
protocolos de quimioterapia, radioterapia o trasplante de mé-
dula ésea. La constatacion de la aparicion de “tolerancias” a
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estos tratamientos, o la elevada toxicidad de los mismos en
muchos casos, crea la necesidad del desarrollo de terapias in-
novadoras complementarias, con otros mecanismos de accion,
muy especificos, que minimicen estos riesgos. En este sentido,
los tratamientos de inmunoterapia, basados en la activacion
de la respuesta inmune antitumoral del paciente, han sido ya
probados con éxito en muchos tumores en adultos@+7.

En busqueda de estas nuevas terapias oncoldgicas en el
NB, es necesario el desarrollo de modelos experimentales
que permitan la investigacion de aspectos genéticos, inmu-
nitarios o moleculares, involucrados en la etiopatogenia del
tumor, asi como el estudio de posibles cambios a estos niveles
ante la aplicacion de tratamientos en las fases preclinicas del
desarrollo de nuevos farmacos de futura aplicacién en los
pacientes9.

En este sentido, se dividen en dos grupos principales los
modelos animales de NB utilizados en la actualidad: los mo-
delos genéticos y los modelos de trasplante de células de
neuroblastoma.

Dentro del primer grupo, se ha desarrollado ampliamente
en los dltimos 15 afios el modelo TH-MYCN: modelo murino
transgénico de NB, que reproduce las caracteristicas gené-
ticas y clinicas del NB de alto riesgo con amplificacién de
N-MYC, del humano-!. Consiste en la obtencion de ratones
transgénicos TH-MYCN* en los que la expresion del oncogén
n-MYCN estd controlada por el promotor del gen de la tirosina-
hidroxilasa de la rata, con expresion selectiva en las células
precursoras neuronales de origen simpaticoadrenal. Son ratones
con tumores espontdneos, de localizacion en los ganglios de la
cadena simpadtica paraespinal o periadrenal, pero con escasa
tendencia a la diseminacion metastdsica. Histologicamente,
se corresponden con tumores con escaso estroma schwannia-
no y alto indice mitdtico, caracteristicas compartidas con los
pacientes con NB metastaticos con amplificacién de n-MYC,
y con los tumores obtenidos en estos animales.
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Figura 3. Imagen que
muestra necropsia de
ratén perteneciente al
grupo 4040 TH-MYCN+/
ALK*. El asterisco (*)
sefiala el tumor retro-
peritoneal originado a
partir de la implantacién
suprarrenal izquierda de
1x10¢ neurosferas de la
linea celular 4040 TH-
MYCN+/ALK*.

La principal ventaja de este modelo es la generacién de
tumores de forma espontdnea, en un microambiente tisular y
tumoral “adecuado” por asentarse en las localizaciones habi-
tuales, y lo mds importante, en un huésped inmunocompetente,
lo que permite la investigacidn de aspectos inmunitarios en
el tumor o su microambiente('>13).

Entre las limitaciones mds destacadas se encuentran: la
escasa localizacion adrenal, la escasa tendencia metastasica
o la baja ratio de generacién tumoral, con una penetrancia
variable segun los fondos genéticos.

En el intento de obviar estas desventajas, han surgido re-
cientemente los modelos de trasplante de lineas celulares de
NB, que permiten la generacién de tumores en un menor perfo-
do de tiempo, con mayor nimero de animales, al no depender
de la generacion espontdnea del tumor. Dentro de este grupo,
se han desarrollado distintas opciones en funcién del origen de
la linea celular: células de NB humano, o de origen animal; o
segtin la localizacién del implante: sobre la gldndula adrenal
(trasplante ortotdpico), a nivel subcutdneo (trasplante ectopi-
co0) o infusién de células tumorales en sangre periférical4 1.

De todas estas modalidades, la mds ventajosa parece la
del trasplante singénico (células de la misma especie animal
y mismo fondo genético) al aplicarse sobre animales inmuno-
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competentes. También la modalidad orfotdpica que, aunque
de mayor dificultad técnica, permite la generacién de tumores
de localizacién adrenal y, por lo tanto, en un microambiente
tumoral y tisular apropiados, tal y como se ha demostrado
en distintos estudios en los que se han observado tumores de
mayores dimensiones, mds vascularizados y con diferentes
subpoblaciones leucocitarias a los ectdpicos de localizacion
subcutdnea®10),

Con este trabajo, hemos podido desarrollar este modelo
de trasplante singénico de NB (ratones donantes y receptores
de mismo fondo genético: 129/SVI) y ortotdpico (implante
en gldndula adrenal), de células procedentes del modelo mu-
rino transgénico TH-MYCN. Hemos podido generar asi los
tumores de mayor interés, en las condiciones mds deseables
en el contexto experimental: NB con amplificacién n-MYC,
y por lo tanto los mds agresivos, suprarrenales, y asentados en
huéspedes inmunocompetentes. Estas condiciones nos han per-
mitido el estudio de la infiltracién leucocitaria, de la expresion
de moléculas participantes de la respuesta inmune antitumoral,
o de la interaccién entre el tumor y su microambiente®10.1215.17),

Se pudieron vencer los aspectos de mayor dificultad, como
el cultivo y expansion in vitro de neurosferas de neuroblas-
toma siguiendo los protocolos seguidos por otros autores en
publicaciones recientes, y que fueron exitosos también en
nuestro caso, permitiendo el implante de 1x10° células tumo-
rales en cada animal, segin se describe en los mismos (18 19,

En cuanto al procedimiento quirdrgico, se han descrito dis-
tintos abordajes: retroperitoneal, intraperitoneal o punciones
ecoguiadas, segun la experiencia de cada grupo. En nuestro
caso, se optd por el abordaje intraperitoneal mediante laparo-
tomia transversa, lo que nos permitié una adecuada y segura
accesibilidad, con la consecucidn de implante celular sobre
la glandula suprarrenal, sin complicaciones hemorrdgicas, ni
dafo de 6rganos vecinos, y con una buena recuperacion post-
quirdrgica en todos los animales.

En relacion al estudio de las piezas tumorales, se compro-
b6 que las caracteristicas histoldgicas correspondian a las de
los tumores metastticos humanos con amplificacién n-myc,
y a los descritos en el modelo transgénico THMYCN: con
una elevada infiltracién neurobldstica, escaso estroma y alto
indice mittico!!13),

El estudio celular y molecular de los neuroblastomas, se
focalizé en la valoracion de existencia de poblaciones celu-
lares inmunes (CD45+*) mediante citometria de flujo, y en la
expresion de moléculas reconocidas como reguladoras del
sistema inmune antitumoral (CTLA-4 y PD-1), mediante
qRTPCR, siguiendo el segundo objetivo de nuestro estudio,
en relacion a la investigacion de la inmunidad tumoral(1017:20),

Este interés se basé en el hecho de que el conocimiento
de la respuesta inmunitaria en el neuroblastoma, mediante el
estudio de las poblaciones celulares del sistema inmune que
pueblan el tumor, es vital para el desarrollo de tratamientos
que potencian esta inmunidad antitumoral “natural”, como la
viroterapia oncolitica o la inmunoterapia adoptiva mediante
la infusion de TILS (tumor infiltrating limphocytes) , y que se
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incluyen dentro de las principales lineas actuales de investi-
gacion en el tratamiento del neuroblastoma®-521:22),

Por otro lado, la demostracién de la importancia del mi-
croambiente tumoral en el estado de esta respuesta inmune,
mediante la expresion de moléculas que modulan pasos cri-
ticos del ciclo inmune en el cdncer, ha promovido la investi-
gacion de tratamientos reguladores de la funcién de estos me-
diadores, como CTLA-4 que inhibe la activacion ( “priming”)
de los linfocitos T, o el receptor PD-1: que disminuye su
respuesta citotdxica en el tumor. Estas terapias denominadas
“check-point inhibitors”, se incluyen junto a la inmunoterapia,
en las denominadas “targeted therapies” (“terapias diana”),
que son objeto primordial de la investigacion actual en el
tratamiento del neuroblastoma o de otros tumores en nifios
y adultos©20:23.24),

La necesidad de investigaciones sobre el sistema inmuni-
tario en el NB, como en otros tumores pedidtricos, se justifica
ademds, por la peculiaridad de que las mutaciones o cambios
epigenéticos que influyen en su etiopatogenia y prondstico,
acontecen en un corto periodo de tiempo, en muchos casos
en la etapa intrauterina y, por lo tanto, en pacientes con un
sistema inmune atin “virgen”, a diferencia de lo que ocurre en
adultos en los que en el origen del cancer influyen mutaciones
ocurridas a lo largo de los afios, en el contexto de un sistema
inmunitario “sensibilizado” con multitud de antigenos. Ante
esta situacion, es probable que la funcién inmune o los facto-
res que la regulan, como los que influyen en su interaccién con
el microambiente del tumor, sean diferentes en los tumores
pedidtricos con respecto a los de adultos, y justifiquen en cierta
medida la distinta respuesta a las diferentes modalidades de
inmunoterapia en una u otra poblacién®.

Es importante sefialar también, en relacion al interés del
estudio del inmunofenotipo tumoral, la influencia de las ca-
racteristicas del infiltrado inmune tumoral en la respuesta a
ciertos tratamientos de inmunoterapia. Asi, se ha visto que los
tratamientos anti-PD-1 son eficaces solo en aquellos tumores
en los que hay una importante infiltracion de linfocitos T cito-
toxicos, demostrandose refractariedad a los mismos en los que
existe poca infiltracién de esta subpoblacidn linfocitaria©2).

Uno de los aspectos de discusion en los experimentos pu-
blicados sobre trasplante de lineas celulares de NB es precisa-
mente la distinta agresividad tumoral en cuanto al crecimiento
local y vascularizacion; o diferencias en el inmunofenotipo
y expresion molecular tumoral y de su microambiente, en
funcion del distinto tipo de linea celular tumoral®'4. En cierto
modo, hemos podido detectar a nivel anatémico estas dife-
rencias, ya que se evidenciaron neuroblastomas de mayores
dimensiones y més vascularizados, en los ratones trasplanta-
dos con la linea celular 4040 THMY CN+/ALK+?0,

Como conclusién, y basdndonos en nuestros resultados,
podemos concluir que la implantacién ortot6pica de neuros-
feras de NB en ratones singénicos inmunocompetentes nos ha
permitido generar un modelo de NB en el que ha sido posible
estudiar la inmunidad tumoral y mediadores moleculares del mi-
croambiente que apuntan a un estado de tolerancia protumoral.
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