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Breve descripcion del provecto

Los neurofibromas cutaneos, plexiformes y los tumores malignos de la vaina de los
nervios (MPNST) son las manifestaciones clinicas mas caracteristicas de la
Neurofibromatosis de tipo 1 (NF1), con un impacto muy importante en la calidad de
vida de los pacientes.

Este proyecto de investigacién pretende ampliar el abanico de modelos celulares de
estos tumores mediante la generacion y perpetuacién de organoides directamente
derivados de estos tumores, para desarrollar modelos que se denominan
tumoroides.

En nuestro laboratorio llevamos muchos afios generando modelos celulares de los
tumores del sistema nervioso periférico que se desarrollan en pacientes con NF1.
Por ejemplo, podemos cultivar células de Schwann o fibroblastos, directamente
después de disociar neurofibromas. Estos cultivos replican fielmente la identidad de
las células de los tumores, pero son perecederos, y los experimentos que podemos
realizar son limitados, segun la cantidad de células que podemos generar cada vez.
Como alternativa a este tipo de cultivos sin dejar de utilizar las células directamente
de estos tumores, proponemos la generacion de tumoroides de todos los tipos
tumorales.

Los tumoroides son cultivos tridimensionales (3D) derivados directamente de
células de tumores de pacientes. Se forman a partir de la expansion de células
precursoras existentes dentro de los tumores y van formando estructuras
multicelulares autoorganizadas que imitan la estructura y caracteristicas del tumor
original. Estos modelos se pueden perpetuar. El problema principal es encontrar las
condiciones de cultivo adecuadas para su formacion, expansion y perpetuacion. Esto
requiere del ensayo de multitud de condiciones de cultivo, en las que
sistematicamente se alteran los factores que se incluyen, para finalmente poder
hacer crecer estos tumoroides.
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Objetivos

El objetivo principal del proyecto propuesto es desarrollar y utilizar nuevos modelos
tumoroides 3D derivados directamente de tumores benignos y malignos del sistema nervioso
periférico asociados a la neurofibromatosis tipo 1 (NF1). Estos modelos ayudaran a
comprender mejor la formacidn tumoral y facilitardn la identificaciéon de nuevas estrategias
terapéuticas potenciales.

1) Poner a punto las condiciones de cultivo para la generacién de tumoroides
3D de neurofibromas

2) Poner a punto las condiciones de cultivo para la generacién de tumoroides
3D de tumores malignos de la vaina de los nervios periféricos (MPNST)

3) Realizar una prueba piloto de ensayo de fArmacos en los tumoroides
derivados

Metodologia

En este proyecto se propone la generacién de modelos tumoroides 3D a partir de PNFs,
ANNUBPs y MPNSTSs frescos o criopreservados.

Muestras. Utilizaremos pNFs humanos, ANNUBPs y tejido MPNST para establecer tumoroides
(coleccion registrada C.0002242 en el Registro Nacional de Biobancos de ISCIIl). Todos los
pacientes que proporcionaron muestras fueron informados y dieron su consentimiento. La
recogida de muestras y el IC fueron aprobados por el Comité de Revision Institucional HGTiP-
IGTP, que también revisara el proyecto.

Modelos tumoroides de PNF, ANNUBP y MPNST. Las muestras criopreservadas se digeriran (3)
y las células se colocaran en microplacas esferoides de 96 pozos en diferentes tipos de medios
que contienen distintos factores de crecimiento y otros componentes, y en Matrigel a diferentes
densidades. Probaremos, al menos: 1) condiciones descritas para neuroesferas SC de ratdn
derivadas de neurofibroma NF1(-/-) (4); 2) condiciones para organoides tumorales derivados de
NC (5); 3) condiciones para tumores mesenquimales (6; 7); 4) condiciones derivadas de
glioblastoma u otros organoides de células madre neuronales (8).

Los tumoroides se subcultivaran usando Tryple Select y se replacardn en medios organoides y
Matrigel. La viabilidad se evaluara utilizando el kit de viabilidad y muerte. Los tumoroides se
caracterizardn mediante inmunohistoquimica y se compararan con sus homélogos tumorales
primarios.
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Resultados esperados y posibles obstaculos

A pesar de que nadie ha conseguido generar tumoroides adecuados a partir de estos tumores,
nuestra larga experiencia en el crecimiento de células primarias a partir de ellos y los nuevos
datos recopilados recientemente por nuestro grupo, nos hacen esperar encontrar las
condiciones de cultivo adecuadas para cultivar tumoroides.

Si no crecen bien en las condiciones ensayadas, entonces ampliaremos la diversidad de medios
que contienen diferentes combinaciones de citocinas (criticas para la formacion de tumoroides)
o probaremos la estrategia descrita en (9).
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Molecular Medicine 14:e16001, (7) Gaebler et al. (2017) Front Oncol. 11; 7:203, (8) Gamboa et al. (2021)
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