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1 Resumen/Resum/Abstract

1.1 Resumen

El cancer gastrico (CG) constituye la tercera causa de muerte por cancer en todo el mundo.
Actualmente, en la préctica clinica la eleccion del tratamiento en funcion de las alteraciones
genéticas presentes en los pacientes (medicina personalizada) puede no resultar eficaz, debido
a que a veces es complicado asociar la respuesta a determinados tratamientos con las
alteraciones que presenta el tumor. Con el fin de abordar este handicap, resulta esencial generar
modelos experimentales que sean un reflejo del tumor del propio paciente. Las limitaciones de
los sistemas convencionales han dado paso a una nueva tecnologia basada en organoides. Esta
nueva tecnologia permite generar, a partir de la biopsia de un paciente, organoides tanto de
tejido tumoral como de normal paciente-especificos. Sabiendo que los organoides resultan un
modelo experimental prometedor capaz de mantener el fenotipo, el perfil genético y las
funciones propias de los tumores humanos de forma personalizada, resulta clave definir la
metodologia asociada a su correcta generacion, la cual varia seglin el tipo de tumor. En
concreto, para la generacion de organoides de tejido gastrico tumoral encontramos en la
bibliografia procedimientos muy diversos, por tanto, se requiere establecer una metodologia
para su correcta y eficiente generacion, asi como verificar que tanto molecular como
morfoldgicamente son un reflejo del tejido tumoral del paciente. Otro de los puntos de interés
es el estudio del microambiente tumoral ya que parece claro que juega un papel clave en la
progresion tumoral y en la respuesta a tratamiento. Por ello se ha abordado la puesta a punto
del andlisis por citometria de los diferentes tipos celulares que componen el tejido tumoral. En
el presente trabajo se ha conseguido la puesta a punto del establecimiento eficiente de cultivos
de organoides a partir de tejido géstrico tumoral y normal pareados, que era el objetivo principal
planteado, con una tasa de éxito del 77%. Se han definido, ademas, diferentes pardmetros como
el tiempo de digestion enzimatica del tejido, densidad celular 6ptima a plaquear en el Matrigel
y concentracion de Matrigel adecuada. Por otro lado, los resultados de secuenciaciéon muestran
que los organoides establecidos recapitulan en un 98% el perfil genético del tejido tumoral del
cual proceden. Ademas, se ha puesto a punto el protocolo adecuado para el analisis morfologico
de los organoides mediante histoquimica y la caracterizacion del tejido tumoral mediante
citometria de flujo, la cual indica la presencia de diferentes poblaciones celulares (células
linfocitarias y macrofagos infiltrados) y marcadores tumorales. Finalmente, todo ello ha
permitido crear una organoidoteca de cancer gastrico de interés para la comunidad cientifica.

Palabras clave: Cancer Gastrico, Cultivos 3D, Organoides, Microambiente tumoral



1.2 Resum

El cancer gastric (CG) constitueix la tercera causa de mort per cancer a tot el mon. Actualment,
a la practica clinica l'elecci6 del tractament en funci6 de les alteracions genétiques presents en
els pacients (medicina personalitzada) pot no resultar eficag, a causa que de vegades és
complicat associar la resposta a determinats tractaments amb les alteracions que presenta el
tumor. Per tal d'abordar aquest handicap, resulta essencial generar models experimentals que
siguin un reflex del tumor del propi pacient. Les limitacions dels sistemes convencionals han
donat pas a una nova tecnologia basada en organoides. Aquesta nova tecnologia permet
generar, a partir de la biopsia d'un pacient, organoides tant de teixit tumoral com de normal
pacient-especifics. Sabent que els organoides resulten un model experimental prometedor
capac¢ de mantenir el fenotip, el perfil genétic i les funcions propies dels tumors humans de
forma personalitzada, resulta clau definir la metodologia associada a la seva correcta generacio,
la qual varia segons el tipus de tumor. En concret, per a la generacié d'organoides de teixit
gastric tumoral trobem en la bibliografia procediments molt diversos, per tant es requereix
establir una metodologia per a la seva correcta i eficient generacio, aixi com verificar que tant
molecular com morfologicament son un reflex del teixit tumoral del pacient. Un altre dels punts
d'interes és 1'estudi del microambient tumoral ja que sembla clar que juga un paper clau en la
progressio tumoral i en la resposta a tractament. Per aixo s'ha abordat la posada a punt de
l'analisi per citometria dels diferents tipus cel-lulars que composen el teixit tumoral. En el
present treball s'ha aconseguit la posada a punt de I'establiment eficient de cultius d’organoides
a partir de teixit gastric tumoral i normal apariat, que era I'objectiu principal plantejat, amb una
taxa d'éxit del 77%. S'han definit, a més, diferents parametres com el temps de digestid
enzimatica del teixit, densitat cel-lular optima a plaquetjar al Matrigel i concentracio de
Matrigel adequada. D'altra banda, els resultats de seqilienciacid6 mostren que els organoides
establerts recapitulen en un 98% el perfil genétic del teixit tumoral del qual procedeixen. A
més, s'ha posat a punt el protocol adequat per a 1'analisi morfologic dels organoides mitjancant
histoquimica i la caracteritzaci6 del teixit tumoral mitjancant citometria de flux, la qual indica
la preséncia de diferents poblacions cel-lulars (c¢l-lules limfocitaries i macrofags infiltrats) i
marcadors tumorals. Finalment, tot aix0 ha permes crear una organoidoteca de cancer gastric
d'interés per a la comunitat cientifica.

Paraules clau: Cancer Gastric, Cultius 3D, Organoides, Microambient tumoral



1.3 Abstract

Gastric cancer (CG) is the third leading cause of death from cancer worldwide. Currently, in
clinical practice the choice of treatment based on genetic alterations present in patients
(personalized medicine) may not be effective, because it is sometimes complicated to associate
the response to certain treatments with the alterations that the tumor presents. In order to
address this handicap, it is essential to generate experimental models that are a reflection of the
patient's own tumor. The limitations of conventional systems have given way to a new
technology based on organoids. This new technology allows to generate, from the biopsy of a
patient, patient-specific organoids of both tumor and normal tissue. Knowing that organoids
are a promising experimental model capable of maintaining the phenotype, the genetic profile
and the functions of human tumors in a personalized way, it is key to define the methodology
associated with its correct generation, which varies according to the type of tumor. Specifically,
for the generation of organoids of tumor gastric tissue we find in the literature very diverse
procedures, therefore it is necessary to establish a methodology for its correct and efficient
generation, as well as to verify that both molecularly and morphologically they are a reflection
of the tumor tissue of the patient. Another point of interest is the study of the tumor
microenvironment since it seems clear that it plays a key role in tumor progression and response
to treatment. Therefore, the development of cytometric analysis of the different cell types that
make up the tumor tissue has been addressed. In the present work, the establishment of efficient
establishment of organoid cultures from tumoral and normal paired gastric tissue was achieved,
which was the main objective, with a success rate of 77%. In addition, different parameters
have been defined, such as the enzymatic digestion time of the tissue, optimal cell density to
be plated in the Matrigel and adequate Matrigel concentration. On the other hand, the
sequencing results show that the established organoids recapitulate in 98% the genetic profile
of the tumor tissue from which they come. In addition, the appropriate protocol for the
morphological analysis of the organoids has been prepared by histochemistry and the
characterization of the tumor tissue by means of flow cytometry, which indicates the presence
of different cell populations (lymphocyte cells and infiltrated macrophages) and tumor
markers. Finally, all this has allowed the creation of an organoid library of gastric cancer of
interest to the scientific community.

Keywords: Gastric cancer, 3D culture, Organoids, Tumor microenvironment



2 Introduccion

2.1 Cancer Gastrico

El cancer gastrico (CG) es el quinto tumor maligno mas frecuente y constituye la tercera causa
de muerte por cancer en ambos sexos en todo el mundo (Figura 1), con una tasa de
supervivencia a 5 afios de solo el 29%. Ademas, durante el afio 2018 el CG ha sido responsable
de 783.000 muertes (segiin la Organizacion Mundial de Salud, OMS). En Espafia, en el afio
2015, se diagnosticaron aproximadamente 8500 casos nuevos, afectando dos veces mas a
hombres que a mujeres. Adicionalmente, el riesgo de desarrollarlo aumenta a partir de los 50
afios y es maximo en la séptima década de la vida (1) (2).

Number of new cases in 2018, both sexes, all ages Number of deaths in 2018, both sexes, all ages

Lung
2093876 (11.6%) Lung

1761007 (18.4%)

Breast Other cancers
2088849 (11.6%) 3422417 (35.8%)
Other cancers
7 753 946 (42.9%) Colorectum

1849 518 (10.2%) 880792 (9.2%)

Prostate Prostate Stomach
1276 106 (7.1%) 358 989 (3.8%) 782 685 (8.2%)
Cervix uteri Stomach Pancreas Liver
569 847 (3.2%) 1033701 (5.7%) 432 242 (4.5%) 781 631 (8.2%)

Oesophagus Liver Oesophagus Breast
572 034 (3.2%) 841 080 (4.7%) 508 585 (5.3%) 626 679 (6.6%)

Colorectum

Total: 18 078 957 cases Total: 9 555 027 deaths

Figura 1. Numero de casos y nimero de muertes en 2018 (ambos sexos, todas las edades).

Existen dos clasificaciones histologicas que son las mas aceptadas, la clasificacion de Lauren
(1965) y la clasificaciéon de la OMS (2010). Por un lado, la OMS establece cuatro tipos
diferentes de adenocarcinoma gastrico: tubular, papilar, mucinoso y de células en anillo de
sello (3). Por otro lado, la clasificaciéon de Lauren, la mas utilizada, diferencia tres tipos:
intestinal, difuso y mixto (4).

También existe una clasificacion molecular propuesta por el Atlas del Genoma del Cancer (The
Cancer Genome Atlas, TCGA) (2014) generada a partir del andlisis de 295 tumores gastricos
de pacientes no tratados previamente. En ella se clasifica el adenocarcinoma gastrico en cuatro
subtipos moleculares diferentes (5):
I.  Subtipo positivo para el virus de Epstein-Barr (EBV) con mutaciones frecuentes en el
gen PIK3CA vy silenciamiento en CDKN2A.
II.  Subtipo con inestabilidad en microsatélite (MSI) asociado a tumores con elevada tasa
mutacional.
II.  Subtipo con genoma estable (GS) se relaciona con histologia difusa y mutaciones en
los genes RHOA y CDHI.
IV. Subtipo con inestabilidad cromosémica (CIN) asociado a histologia difusa y
mutaciones en TP53.



Ademas del andlisis molecular se llevé a cabo una evaluacion de las caracteristicas clinicas e
histologicas de cada subtipo molecular con el fin de mejorar la caracterizacion de cada subtipo,
como se puede observar en la Figura 2 y Tabla 1 (5).

| Cardia _
\~

CIN
 Intestinal histology
® TP53 mutation
* RTK-RAS activation

EBV
* PIK3CA mutation
* PD-L.1/2 overexpression
e EBV-CIMP
* CDKNZ2A silencing
* Immune cell signalling

MSI
e Hypermutation
e Gastric-CIMP
* MLH1 silencing
* Mitotic pathways

GS
* Diffuse histology
* CDH1, RHOA mutations
* CLDN18-ARHGAP fusion
e Cell adhesion

Figura 2. Imagen resumen de la clasificacion propuesta por el TCGA.

Tabla 1. Principales caracteristicas diferenciales entre los subtipos moleculares de Céancer
Gastrico descritos por TCGA.

EBV MSI GS CIN
Frecuencia 9% 22% 20% 50%
Género/Edad Hombres Mujeres Edades
Edades avanzadas tempranas
Localizacion Fundus y Unién
cuerpo gastroesofagica,
cardias
Tipo Difuso Intestinal

Histologico

El cancer gastrico suele diagnosticarse en estadios avanzados de la enfermedad en el 75% de
los pacientes debido a la falta de signos clinicos, por lo cual ya presentan un estadio avanzado
y no curable de ésta (6).

Entre las estrategias terapéuticas se encuentra la biopsia endoscépica de estomago y la cirugia.
La reseccion endoscopica de la mucosa es la técnica de eleccion para los adenocarcinomas
precoces, no ulcerados y con un didmetro < 2 cm. Por otro lado, la cirugia es la estrategia de
eleccion para los pacientes con cancer gastrico con tumores de > 2cm, donde la cirugia ofrece
la Gnica probabilidad realista de curar el cancer de estomago. El objetivo principal de estas
intervenciones es la extirpacion del cancer primario y el drenaje linfatico, segun el tipo y la



etapa del CG. Destacar que los pacientes pueden someterse a una extirpacion total
(gastrectomia total) o parcial del estdbmago (gastrectomia parcial) segiin la localizacion del
tumor y el estadio de la enfermedad (7).

Los tratamientos adyuvantes suelen administrarse antes o después de la operacion quirargica.
El objetivo de las terapias adyuvantes antes de la intervencion es reducir el tamafio del tumor
y facilitar su extirpacion quirargica. El objetivo cuando se administran tras la cirugia es
eliminar posibles células malignas residentes.

Las terapias adyuvantes convencionales para el cancer consisten en el uso de farmacos
quimioterapéuticos. En cancer gastrico los mas utilizados son las fluoropirimidinas (es decir,
S-fluoruracil (5-FU), capecitabine, S-1), compuestos de platino (es decir, cisplatino,
oxaliplatino), docetaxel y epirubicina (8). Hay que mencionar que dichos tratamientos
quimioterapéuticos han demostrado su eficacia en algunos pacientes, pero no en otros. Por ello
surgid la necesidad de encontrar tratamientos individualizados contra el CG, siendo las
alteraciones genéticas (caracteristicas moleculares) las nuevas dianas para los tratamientos
(farmacogenomica). De ese modo los pacientes son tratados con terapias dirigidas contra las
alteraciones moleculares especificas que impulsan sus tumores.

Por tanto, la medicina de precision u oncologia de precision tiene como objetivo identificar las
alteraciones moleculares especificas del paciente presentes en los tumores para determinar los
tratamientos que resulten en un beneficio clinico. Actualmente, las Unicas terapias dirigidas
empleadas en la préctica clinica para cancer gastrico son trastuzumab, un anticuerpo
monoclonal que inhibe la sefializacion del receptor del factor de crecimiento epidérmico HER2
y el anticuerpo ramucirumab contra el factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF)

9) (10).

Sin embargo, la eleccion del tratamiento en funcidn de las alteraciones genéticas presentes en
los pacientes puede no resultar eficaz, debido a la heterogeneidad individual e incluso a la
heterogeneidad intratumoral (11). Otro factor para tener en cuenta es el microambiente
heterogéneo asociado al tumor. Toda esta heterogeneidad afecta a la respuesta al tratamiento y
los resultados clinicos. Asi pues, algunos tumores que inicialmente responden al tratamiento
consiguen evolucionar y adquirir nuevas alteraciones que les permite evadir el tratamiento, y
con ello, adquirir resistencia farmacologica. Por todo ello, surge la necesidad de encontrar
modelos de laboratorio paciente-especificos que puedan captar esta heterogeneidad individual,
intratumoral y microambiental, que permitan ademas correlacionar genotipo con fenotipo y
respuesta a tratamiento.

2.2 Sistemas modelos para el estudio de cancer

Con el fin de abordar este handicap, resulta esencial generar modelos experimentales del tumor
in vitro e in vivo derivados del paciente para testar directamente la sensibilidad de las células
tumorales del paciente a diversos medicamentos o compuestos. Ademas, estos modelos pueden
ayudar a establecer una asociacion entre alteraciones moleculares presentes y la respuesta a un



tratamiento concreto. Con esa finalidad se han propuesto diferentes sistemas modelo de
tumores que incluyen: lineas celulares de cancer, modelos xenografts, modelos singénicos,
ratones inmunosuprimidos a los cuales se les trasplantan células tumorales derivadas del
paciente (Patient-derived xenografts, PDXs) y los modelos de tumores en cultivos 3D,
conocidos como organoides tumorales.

2.2.1 Modelos in vitro

2.2.1.1 Lineas celulares

Los cultivos bidimensionales (2D) de células cancerigenas in vitro suponen un modelo con
gran potencial (alto rendimiento) para el screening de farmacos, puesto que son faciles de
cultivar y manipular (12). Ademas, este modelo de cultivo 2D puede conservarse a largo plazo,
generando un reservorio de material bioldgico disponible para futuros usos. Sin embargo, este
sistema presenta algunas limitaciones ya que no representa la arquitectura tisular y la
heterogeneidad celular presente en los tumores de origen. Esto se debe a que las células
estromales no estan presentes, tampoco las interacciones entre las células y la matriz
extracelular (MEC) (13). Tampoco estan presentes las células del sistema inmune,
imposibilitando por tanto el estudio de las interacciones entre las células tumorales y las
inmunitarias. Otra caracteristica es su tendencia a adquirir mutaciones, convirtiéndose en un
modelo poco estable genéticamente (14).

2.2.2 Modelos in vivo

2.2.2.1 Modelos xenografts de lineas celulares

Los modelos xenografis se generan por inyeccion via subcutdnea de lineas celulares humanas
en un ratén inmunodeficiente. Esta técnica es facil de realizar y la formacion de tumores suele
ser rapida. Ademads, este sistema permite recapitular las alteraciones gendmicas del tumor
humano. Sin embargo, no mimetiza completamente la heterogeneidad tumoral y las
caracteristicas histologicas. Adicionalmente, el sistema requiere un raton inmunodeficiente por
tanto no se puede estudiar el papel del sistema inmune en el proceso del cancer. Por otro lado,
la inyeccion de células tumorales en el tejido subcutdneo representa un microentorno muy
diferente al de su origen (15).

2.2.2.2 Modelos de raton singénicos

Los modelos de ratones singénicos son aloinjertos, pues se trasplantan lineas celulares de
cancer de ratdon o tumores solidos en una nueva cepa de raton inmunocompetente. Dicho
trasplante no es rechazado por el sistema inmunitario del raton huésped porque proceden de la
misma especie. Por lo tanto, los ratones singénicos representan valiosos modelos preclinicos
para estudios de inmunologia oncologica.

Una ventaja notable del modelo singénico es que permite estudiar el papel del microambiente
tumoral. Asi mismo, muchos modelos singénicos han sido caracterizados gendmica e



inmunologicamente. Ademas, resulta un modelo facil de manejar y adecuado para estudios de
administracién de farmacos.

Una desventaja importante es que el tejido de raton trasplantado no representa la complejidad
de los tumores humanos. Muchos modelos singénicos se generan a partir de modelos inducidos
por carcindgenos y conllevan alteraciones genéticas que no recapitulan completamente los
tumores humanos de la misma histologia. Otra limitacion es el nimero relativamente bajo de
lineas celulares disponibles; que no representan todos los tipos de tumores. Por ello, no resulta
un modelo disponible para todos los tipos de cancer (15).

2.2.2.3 Patient-derived xenografts

Los modelos basados en Patient-derived xenografis (PDXs) se generan mediante el trasplante
de células tumorales de un paciente a un raton inmunodeficiente subcutdneamente o de forma
ortotopica. Los modelos de PDX pueden recapitular las interacciones de las células tumorales
con las células estromales que lo rodean y la MEC, pero no las interacciones con el sistema
inmunologico. Esto se debe a la falta del componente inmunitario en este sistema,
convirtiéndolo en un modelo inapropiado para estudios de inmunoterapia (16). Por otro lado,
existe la limitacion en la tasa de éxito del trasplante y generacion del modelo. Por ejemplo, en
el cancer de mama hormonosensible, la tasa de éxito del trasplante es muy baja en comparacion
con el cancer de mama triple negativo (17). El tiempo es otro factor limitante puesto que la
generacion de un modelo exitoso requiere de 4 a 8 meses, lo que conlleva un retraso en la
busqueda del tratamiento eficaz para un determinado paciente (16). Ademas, la mayoria de los
PDXs generados derivan de tumores invasivos o metastasicos, puesto que la generacion a partir
de tumores no metastasicos resulta un fracaso (18). Todo ello, implica un modelo complejo de
manipular, lo cual limita su aplicacion en estudios de alto rendimiento. Ademas, la
conservacion a largo plazo de PDXs no es posible, dificultando la creacion de un reservorio
para futuros estudios.

Las limitaciones de los sistemas convencionales han dado paso a una nueva tecnologia basada
en la generacion de organoides. Esta técnica de cultivo en 3D permite una amplia gama de
posibilidades para la investigacion de la enfermedad pues reproduce los distintos tipos celulares
presentes en el tumor, asi como mimetiza la arquitectura tisular y las interacciones célula-célula
y célula-MEC. Son desarrollos tecnoldgicos interesantes por su relevancia fisioldgica, su
capacidad de reproducir diferenciacion celular, el potencial de escalado como plataforma de
alto rendimiento de cribado de farmacos e identificacion de perfiles de biomarcadores. Por todo
ello, los organoides estan generando expectativas en el mundo clinico.

2.2.3 Organoides: Nuevo horizonte en el estudio del cancer

Los organoides fueron elegidos método del afio 2017 en la revista Nature Methods por su
fascinante potencial como herramienta para investigar la biologia y las enfermedades humanas.
Ademas, los organoides representan la Unica herramienta experimental capaz de generar
modelos personalizados de las enfermedades (19).



2.2.3.1 Definicion

Actualmente no existe una definicion consenso que defina los organoides. Pero se puede decir
que los organoides son cultivos celulares embebidos en matriz extracelular generando
estructuras 3D. Se pueden generar en el laboratorio a partir de diversas fuentes: células madre
embrionarias (Embryonic stem cells, ESC), células madre adultas (Adult stem cells, AdSC),
células pluripotentes inducidas (induced pluripotent stem cell, iPSC) y fragmentos de tejido
(20). Este sistema se asemeja al tejido del cual proceden en cuanto a estructura y funcion.
Presentan tres caracteristicas principales: se componen de multiples tipos celulares (i), las
células se organizan de forma similar al tejido primario (ii) y mimetizan las funciones que
realizan los tejidos de los cuales proceden (iii) (21).

2.2.3.2 Antecedentes

Los primeros experimentos innovadores en el campo del cultivo en 3D se realizaron utilizando
células madre Lgr5+ (Intestinal Stem Cells, ISC), células que expresan el receptor 5 acoplado
a proteina G y se localizan en las criptas intestinales (22) (23). Este estudio demostrd que las
ISC podrian utilizarse para generar epitelios estables, casi fisiologicos, cuando se suministran
factores de crecimiento y proteinas similares a las presentes en el nicho de las células madre
endogenas. El gran avance incluye Matrigel rico en laminina (reemplaza la matriz extracelular)
y medios de cultivo suplementados con factores de crecimiento destinados a favorecer el
crecimiento de las criptas intestinales y el mantenimiento de las ISCs. Los principales factores
de crecimiento son Noggin, factor de crecimiento epidérmico (EGF) y R-spondin. Ademas de
estos factores de crecimiento, el inhibidor de Rho-quinasa Y-27632 es necesario para el cultivo
de células individuales, pues inhibe la muerte por anoikis en células disociadas. Con todo ello,
este método de cultivo en 3D consiguid reflejar la diversidad celular presente en el tejido
intestinal, asi como las estructuras de la cripta y las vellosidades propias del epitelio intestinal.

2.2.3.3 Organoides como sistema modelo de cancer

En concreto los organoides como sistema modelo de céncer representan una herramienta
intermedia entre las lineas celulares de cancer (in vitro) y los xenografts (in vivo) (24). Una
ventaja del uso de esta tecnologia es la capacidad de generar organoides derivados del paciente,
tanto del tejido tumoral como del normal procedentes de biopsias del paciente, o de células
madre pluripotentes (25). Ademads, los organoides tumorales mantienen el fenotipo, el perfil
genético y las funciones propias de los tumores, representando un modelo prometedor para
conocer la biologia del cancer (26).

2.2.3.4 Generacion de organoides tumorales

Los métodos de generacion y mantenimiento de organoides tumorales derivados de paciente
varian segun el tipo de tumor. Por ello, se precisa desarrollar una técnica estandar y robusta
para la generacion y cultivo de organoides especifica segin el tipo. Generalmente el
establecimiento y generacion de los organoides se inicia con una digestion mecénica y
enzimatica del tejido tumoral, seguido de la inmersion de las células disgregadas en una matriz
3D biomimética (principalmente Matrigel). Posteriormente se afiade el medio de cultivo



suplementado con los factores de crecimiento y las moléculas inhibidoras que simulan el nicho
natural de estas células en el tejido in vivo, y que son necesarias para su correcta generacion.

2.2.3.5 Caracteristicas de organoides tumorales

En la actualidad se han establecido con éxito organoides para multiples tipos de céncer,
incluido el cancer de estdbmago (27), el cancer colorrectal (28), el cancer de higado (29), el
cancer de pancreas (30), cancer de prostata (31) y cancer de mama (32).

Con el tiempo se han desarrollado mas estudios relacionados con el cultivo de organoides y
actualmente se puede decir que los organoides son capaces de reproducir el tejido canceroso
de origen de forma precisa, ya que es capaz de preservar la morfologia y la heterogeneidad
celular del tumor original. De ese modo, Broutier et al. gener6 organoides de cancer de higado
de tres de los subtipos mds comunes: carcinoma hepatocelular, colangiocarcinoma y la
combinacion de ambos. Demostrd que los organoides conservan la arquitectura histologica, la
expresion genética y el pérfil gendmico del tumor original, lo cual permite la discriminacién
entre los diferentes tejidos y subtipos tumorales (29).

Otra caracteristica de este modelo es la posibilidad de co-cultivar diferentes tipos de células,
tumorales y no tumorales, como células del sistema inmune, para explorar la relacion funcional
entre ellas. De ese modo, Weeber et al. demostraron que los co-cultivos de organoides
tumorales junto linfocitos de sangre periférica permiten la obtencion de células T de sangre
periférica reactivas a tumor de pacientes con cancer colorrectal (mismatch repair-deficient) y
cancer de pulmon (célula no pequena) (33). Otro aspecto importante consiste en que los
organoides poseen todas las alteraciones genéticas presentes en el tejido tumoral,
convirtiéndolos en un modelo genético preciso para el cancer. Ademas, los cultivos en 3D
inducen la formacion de capas concéntricas con diferentes fenotipos, simulando la situacion in
vivo, donde la parte interna del tumor dispone de menor vascularizacion, y por ello menor
acceso a nutrientes. Asi pues, los organoides imitan la misma situacion que tiene lugar dentro
del tumor, donde no tienen acceso las sustancias quimicas, convirtiendo a los organoides en un
modelo adecuado para estudios de eficacia de farmacos (34).

2.2.3.6 Aplicaciones del cultivo de organoides

La aplicacioén del cultivo de organoides dentro de la oncologia de precision alin se encuentra
en una etapa temprana y se necesitan mas optimizaciones y estandarizaciones. Sin embargo,
resultan una herramienta prometedora como sistema modelo de cancer humano debido a las
caracteristicas anteriormente mencionadas (a). Ademads, esta tecnologia tiene un gran potencial
en diversas aplicaciones: estudios de perfiles genéticos presentes en los organoides tumorales
y los no tumorales, para la identificacién de nuevas terapias dirigidas (b); screening de
farmacos antitumorales incluidas las pruebas de eficacia (c) y los ensayos de toxicidad
farmacologica (d). Ademads, pueden tener gran potencial en el campo de la medicina
regenerativa (e). También, pueden ser crioconservados a largo plazo generando una
organoidoteca de interés para futuros estudios de medicina basica y medicina traslacional (f)
(Figura 3) (35).
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Figura 3. Esquema de las principales aplicaciones de los organoides.

El estudio realizado por Huang et al. aplico esta herramienta en miniatura para realizar pruebas
de eficacia a drogas. En su trabajo, se generaron organoides ductales pancreaticos y les
indujeron mutaciones para modelar con éxito el adenocarcinoma ductal pancreético. Luego
utilizaron estos organoides para probar la eficacia terapéutica de un inhibidor de la histona
metiltransferasa (30).

En cuanto a la generacion de organoidotecas podemos mencionar el estudio de Van de
Wetering et al. en el cual se establecieron cultivos de organoides tumorales de 20 pacientes con
carcinoma colorrectal con representacion de la mayoria de los subtipos genéticos de la
enfermedad generando un biobanco vivo (36).

En el campo de la medicina regenerativa, los organoides también proporcionan una alternativa
para el trasplante de células y 6rganos completos al proporcionar tejido autdlogo. Takasato et
al. ya han logrado un trasplante exitoso de organoides renales en ratones adultos, allanando el
camino para un futuro prometedor para el trasplante de organoides (37).

2.2.3.7 Limitaciones de organoides tumorales

Una limitacion de los organoides es la ausencia de vascularizacion, que pueden resolverse
mediante biorreactores giratorios que proporcionan un mejor intercambio de nutrientes. La
vascularizacion también se puede lograr mediante el cultivo con células endoteliales que
pueden generar redes de tipo vascular. Otra limitacidon para los cultivos de organoides es la
presencia limitada de componentes del estroma, incluidos los componentes inmunes. Sin
embargo, esto puede superarse mediante co-cultivos de estos organoides con células del
sistema inmunitario entre otras (20).
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2.2.3.8 Microambiente tumoral

El estudio y la caracterizacion del microambiente tumoral puede tener una gran relevancia ya
que se ha demostrado que determinados tipos celulares que cohabitan en el tumor pueden
intervenir en la progresion tumoral y en la respuesta terapéutica (38). Sin embargo, actualmente
no existen muchos estudios de microambiente tumoral en los cuales se utilicen organoides.
Aunque, hallazgos recientes demuestran que los co-cultivos de organoides con células del
microambiente tumoral (fibroblastos, células endoteliales vasculares, células del sistema
inmune) proporcionan un nuevo método para caracterizar algunos aspectos de dicho
microentorno.

En ese sentido, encontramos los co-cultivos de organoides con fibroblastos asociados a cancer
(Cancer Associated Fibroblast, CAF). Este sistema identifico diferentes vias bioquimicas
asociadas a los diferentes subtipos de CAFs. Sin embargo, este método de co-cultivo atn se
estd desarrollando y uno de los desafios que plantea es determinar si pueden utilizarse para
predecir la respuesta terapéutica ex vivo (39).

Por otro lado, encontramos el cultivo de organoides con linfocitos de sangre periférica
procedente del mismo paciente, con el fin de generar clones de células T CD8+ citotoxicas
contra las células neoplésicas presentes en el mismo paciente, para la transferencia celular
adoptiva (33).

Uno de los retos planteados en nuestro laboratorio es poner a punto el co-cultivo de organoides
derivados de tejido gastrico tumoral con otros tipos celulares presentes en su microambiente
(macrofagos, fibroblastos, linfocitos, etc..). Para ello, el primer paso fundamental es poner a
punto el establecimiento Optimo de organoides tumorales y, por otro lado, y no menos
importante, la caracterizacion de la composicion celular que coexiste en estos tumores.

2.3 Organoides como modelo de estudio para cancer gastrico

La tecnologia organoide en cancer gastrico ha sido aplicada en diversos estudios con éxito. En
el trabajo desarrollado por Seidlitz et al. (40) se establecieron 20 cultivos de organoides de
cancer gastrico primario y se seleccionaron 4 para un andlisis mas detallado. Los organoides
seleccionados fueron capaces de recopilar las principales caracteristicas de los tumores de los
cuales procedian, en cuanto a arquitectura y expresion de marcadores tipicos de cancer gastrico,
como el antigeno carcinoembrionario (carcinoembryonal antigen, CEA), la cadherina 17
(cadherin 17, Cadh17), la citoqueratina 7 (cytokeratin 7, CK7) y la reaccion acida periddica
de Schiff (periodic acid Schiff, PAS). Luego los 4 organoides seleccionados se expusieron a
quimioterapia clasica mostrando diferencias en la respuesta. Estas diferencias en la sensibilidad
a los farmacos vienen marcadas por el patron mutacional que presentan. De ese modo, los
organoides son modelos para probar el efecto de un determinado farmaco dirigido para un
paciente individual.
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El estudio disefiado por Steele et al. (41) permitid establecer organoides de cancer gastrico de
tejido tumoral y normal. Se observé una elevada expresion de CK7 y CK20, marcadores de
prondstico de cancer gastrico, en los organoides tumorales. La citoqueratina es un filamento
intermedio que se expresa en las células epiteliales y tiene un papel importante como
componente del citoesqueleto en el mantenimiento de la morfologia celular. El gen CK
(citoqueratina) tiene 20 subtipos, y la expresion de CK depende principalmente del tipo de
células epiteliales y del grado de diferenciacion. Dichos organoides generados mostraron
potencial para predecir las respuestas tumorales in vivo. El efecto de las terapias en los
organoides se correlacion6 con los resultados del tratamiento in vivo. Por ello, el estudio sugiere
que los organoides derivados del paciente serdn utiles para desarrollar terapias
individualizadas.

En el estudio realizado por Vlachogiannis G, et al. (27) se establecieron organoides de cancer
gastrico procedentes de pacientes en estadios avanzados (metastasis). En el trabajo los
organoides generados permitieron predecir la respuesta de los cénceres metastasicos a la
terapia.

Por tanto, sabiendo que los organoides resultan un modelo experimental prometedor
capaz de reproducir las caracteristicas principales de los tumores humanos de forma
personalizada, resulta clave definir la metodologia asociada a su correcta generacion. De
hecho, los métodos de generacion y mantenimiento de organoides tumorales derivados del
paciente varian segun el tipo de tumor. Por ello, se precisa desarrollar una técnica estandar y
robusta para la generacion y cultivo de organoides segun el tipo tumoral. En este trabajo en
concreto, se pretende generar organoides de cancer gastrico derivados del paciente, tanto
del tejido tumoral como del normal procedentes de biopsias. En la bibliografia se
encuentran procedimientos muy diversos para tejido gastrico, por ello resulta necesario definir
en nuestro laboratorio los procedimientos de establecimiento y generacion eficiente de cultivos
de organoides a partir de tejido en fresco gastrico tumoral y normal pareados.
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3 Objetivos

El presente trabajo tiene, por consiguiente, los siguientes objetivos:

1.

La puesta a punto de generacion eficiente de cultivos de organoides de cancer gastrico
a partir de tejido gastrico en fresco tumoral y normal. Para ello, sera necesario:

1.1.  Establecer el tiempo 6ptimo de digestion enzimatica.

1.2.  Establecer la densidad celular 6ptima necesaria para el cultivo primario.

1.3.  Establecer el porcentaje de Matrigel 6ptimo para la formacion del cultivo 3D.
Realizar la caracterizacion genética de los organoides generados y de los tejidos de los
que proceden.

Puesta a punto del andlisis poblacional por citometria de flujo del tejido tumoral y
peritumoral del cual procede cada organoide.

Iniciar la generacion de una organoidoteca de cancer gastrico de interés para futuros
estudios biomédicos.
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4 Materiales y Métodos

4.1 Materiales

4.1.1 Muestras

4.1.1.1 Disefo y tamafio muestral

Se trata de un estudio prospectivo en el cual se incluyen pacientes procedentes del Hospital
Clinico Universitario de Valencia con cancer géstrico, quienes por practica clinica habitual son
subsidiarios de gastrectomia o biopsia endoscOpica como estrategia terapéutica. El
establecimiento de organoides se realiza con tejido gastrico en fresco procedente del tumor
primario y del tejido normal en el momento de la gastrectomia o de la gastroscopia. El tamafio
muestral es de 10 casos: 8 tumorales y 2 normales.

4.1.1.2 Poblacion

Las muestras proceden del Hospital Clinico Universitario de Valencia, HCUV. Los pacientes
que participan en el trabajo han sido debidamente informados y cuentan con el debido
Consentimiento Informado para la obtencidon y conservacion de las muestras bioldgicas en un
Biobanco hospitalario para que éstas puedan ser utilizadas en futuros estudios biomédicos. El
uso de muestras bioldgicas humanas en investigacion biomédica implica el cumplimiento de
una serie de requerimientos cientificos, técnicos y ético-legales regulados por la Ley de
Investigacion Biomédica, de 3 de julio, y por el Real Decreto 1716/2011, sobre biobancos. Este
trabajo se enmarca dentro del proyecto titulado “Protocolo de puesta a punto de la
caracterizacion del perfil inmune por inmunohistoquimica y crecimiento en organoides de
tumores gastricos a partir de piezas de gastrectomia” aprobado por el Comité Cientifico y por
el Comité Etico de investigacion Clinica (CEIC) del HCUV.

La obtencion de muestras de tejido gastrico en fresco requiere dos circuitos: las gastrectomias
a través de los Servicios de Cirugia/Anatomia Patologica, y las gastroscopias a través del
Servicio de Endoscopia. Durante la intervencion quirrgica (gastrectomia) se extirpa el tejido
en fresco y se envia al servicio de Anatomia Patoldgica. Una vez recepcionado por el patdlogo,
este identifica la pieza correspondiente a tejido tumoral (T) (Gastric Tumoral Tissue, GTT) y
la pieza correspondiente a tejido normal (N) (Gastric Normal Tissue, GNT), descartando zonas
de necrosis, fibrosis y grasa. Por otro lado, durante la realizacion de la gastroscopia el
endoscopista recoge como minimo 4 piezas de tejido tumoral y 4 piezas de tejido de la mucosa
normal. En ambos casos el personal médico informa al personal del laboratorio para recoger
las muestras y empezar a procesarlas. La metodologia a continuacion incluye la digestion del
tejido para la obtencion de células disociadas. Estas se destinan tanto a citometria de flujo,
como a la generacion de organoides mediante la inmersion en una matriz 3D, estableciendo
organoides de cancer gastrico normales y tumorales; GNO (Gastric Normal Organoids) y
GTO (Gastric Tumor Organoids), respectivamente. Adicionalmente se afade el medio de
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cultivo suplementado con factores que recapitulan las condiciones presentes en el nicho del
tejido in vivo (Figura 4).

Obtencion de tejido en

fresco: Digestion mecanica y

{

Gastrsctonila 6 enzimatica del tejido h
Gastroscopia f ' ‘: &
\ \ Citometria
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Figura 4. Circuito general de obtencién de muestras, generacion de organoides y
caracterizacion por citometria de flujo.

4.2 Métodos

4.2.1 Establecimiento de organoides

4.2.1.1 Procesamiento del tejido primario fuera de la cabina de seguridad bioldgica

Se recoge las muestras en un falcon de 50 mL con 1X de Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(PBS) (Biowest, cat. no. L0615-500) frio. Seguidamente se realizan de 15 a 20 lavados con 1X
PBS frio, hasta que el sobrenadante se vea claro. Tras los lavados se afiade la muestra en un
falcon con PBS suplementado con antibioticos: 2X Penicilina-Estreptomicina, P/E (Thermo
Fisher Scientific, cat. no. 15140122) y 2X Primocina (Invivogen, cat. no. ant-pm-1). Se deja
incubar 15 minutos a temperatura ambiente. (Hay que destacar que en este punto la muestra se
puede conservar toda la noche en nevera a 4°C y seguir con el protocolo al dia siguiente). Una
vez pasado el tiempo de incubacion del tejido con los antibidticos se procede a realizar 3
lavados con PBS sin antibidticos, dejando en el ultimo lavado aproximadamente 2 mL.

4.2.1.2 Procesamiento del tejido primario dentro de la cabina de seguridad biologica

Se transfiere el tejido a una placa Petri de 60 mm. Se corta con bisturi el tejido en fragmentos
y se recupera todo el material en un falcon de 15 mL antiadherente. (Destacar la importancia
de realizar los cortes del tejido con la mayor brevedad posible, para no comprometer la
viabilidad celular). Répidamente se afiade la enzima Liberase TL Research Grade (Roche,
cat.no. 05401020001) a una concentracion final de 0.3 U/mL para empezar con la digestion del
tejido. Adicionalmente, se anade 10 uM de factor Y-27632, ROCK inhibitor (Abmole, cat. no.
M1817), que evita la muerte por anoikis de las células epiteliales. Todo ello, se incuba a 37°C
durante un periodo de tiempo de 30 minutos. Durante la incubacion se resuspende el contenido
cada 15 minutos para facilitar la disgregacion mecanica. Tras la digestion enzimatica el tejido
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disgregado se filtra a través de un filtro estéril de 70 um (Fisher Scientific, cat. no. 22363548).
Se anade 1 mL de 1X PBS para recuperar posibles restos presentes en el filtro. Seguidamente,
se centrifuga la muestra filtrada a 500 x g durante 5 minutos a 4°C. Luego se descarta el
sobrenadante y se resuspendie la muestra en 1 mL de 1X ACK Lysing Buffer (Gibco, cat. no.
A1049201) para eliminar los eritrocitos presentes en ella, y se deja actuar durante 3-5 minutos.
Pasado ese tiempo la muestra se centrifuga a 500 x g durante 5 minutos a 4 °C. Luego se
descarta el sobrenadante y se resuspende la muestra en 1 mL de medio de cultivo DMEM/F12
medio con L-glutamina, HEPES y piruvato de sodio (GE Healthcare HyClone, cat.
n0.SH30261.01). Posteriormente se determina la concentracion de células viables empleando
el método de exclusion con Azul de Tripan (Sigma-Aldrich, cat. no. T8154) en el cual s6lo las
células muertas incorporan el colorante ya que estd comprometida la integridad de la membrana
plasmatica. Para realizar el recuento de células vivas se emplea la cdmara de Neubauer. Se
cogen 5 pL de la resuspension celular y 45 pLL de Azul de Tripan (dilucion 1:10) y se cargan
10 puL en la cdmara de Neubauer.

Para el contaje: (n° de células totales contadas) / (n® de cuadrantes contados). Esto se corrige
por el factor de la camara de Neubauer, x 10* cels/mL, y por el factor de dilucién x 10.

Tras ello, se resuspenden 200 000 células en 50 pL. de Matrigel (BD Biosciences, cat. no.
356231) al 50%. Rapidamente, se plaquean 50 puL en cada pocillo formando un domo en la
placa P24W de baja adherencia. Tras ello, se transfiere la placa al incubador, donde permanece
durante 25 minutos a 37°C y 5% COa.. Estas condiciones permiten que el Matrigel solidifique.
Posteriormente, se afiaden 500 pL de medio StemCell junto con 10 uM de factor Y-27632, a
37°C para que el Matrigel permanezca sélido. El medio StemCell se compone de IntestiCult
Organoid Growth Medium Componente A y Component B (StemCell Technologies, cat. no.
06010), 2X Penicilina-Estreptomicina y 150 uL/mL Primocina.

4.2.2 Cambio de medio de cultivo

Cada 2 dias se realiza el cambio de medio de cultivo. En el primer cambio de medio se afiade
500 pL de medio StemCell suplementado con 10 uM de factor Y-27632, a 37°C en cada pocillo.
La adiccion del Factor Y-27632 se realiza en el primer cambio de medio para impedir que las
células individuales mueran por anoikis. Por otro lado, en cambios de medio de cultivo
posteriores se afiaden 500 pL de medio StemCell a 37°C sin factor Y-27632, pues las células
presentan interacciones intercelulares y con la MEC, que impiden su apoptosis.

4.2.3 Pase de organoides

Para realizar el pase se elimina el medio de cultivo y se afiaden 500 puL de 1X TrypLE Express
Enzyme (Thermo Fisher Scientific, cat. no. 12605010) junto con 10 uM de factor Y-27632. Se
deja en el incubador durante 5 minutos. Se recupera todo el contenido del pocillo en un falcon
de 15 mL antiadherente y se afiaden aproximadamente 4 mL de Medio Basal frio para inactivar
la actividad enzimatica de la Tripsina. Este Medio Basal se compone de DMEM/F12, 2mM
GlutaMax (Thermo Fisher Scientific, cat. no. 35050038), 2X Penicilina-Estreptomicina; 150
puL/mL Primocina, 1X N2 supplement (Thermo Fisher Scientific, cat. no. 17502048)y 1X B27
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supplement (Thermo Fisher Scientific, cat. no. 12587010). Luego se centrifuga a 500 x g
durante 5 minutos a 4°C, se elimina el sobrenadante y se afiade una cantidad variable de Medio
Basal frio que va a depender de la cantidad de pocillos necesarios para ampliar el cultivo inicial.
Posteriormente se sigue el mismo procedimiento que en la generacion de organoides a partir
del contaje celular.

4.2.4 Criopreservacion de organoides

La conservacion de organoides a largo plazo requiere de su congelacion. Para ello, se elimina
el medio de cultivo y se anaden 500 pL de 1X TrypLE Express Enzyme junto con 10 uM de
factor Y-27632. Se deja en el incubador durante un periodo de tiempo de 2 a 5 minutos.
Seguidamente, se recupera todo el contenido del pocillo en un falcon de 15 mL antiadherente
y se afiaden aproximadamente 4 mL de Medio Basal. Luego se centrifuga a 500 x g durante 5
minutos a 4°C, y se elimina el sobrenadante. A continuacion, se afiade 500 pL de medio de
congelacion Bambanker Cell Freezing Media (NIPPON Genetics Europe, cat. no. BB02), se
resuspende la muestra y se recupera en un criotubo estéril. La criopreservacion del criotubo
con la muestra se realiza en un CoolCell (-1°C/min) durante 24 horas en los ultracongeladores
de -80°C. Pasado ese tiempo la muestra se deposita en el tanque de nitrégeno a una temperatura
aproximada de -196 °C.

4.2.5 Descongelacion de organoides

La descongelacion de organoides criopreservados a -196°C requiere de una descongelacion
parcial de la muestra a 37°C. Inmediatamente, se transfiere la muestra a un falcon de 15 mL
con 10 mL de Medio Basal frio, donde se produce la descongelacion completa. Una vez
descongelados los organoides en el Medio Basal frio se realiza una centrifugacion a 500 x g
durante 5 minutos, tras la cual se elimina el sobrenadante y se afiade una cantidad variable de
Medio Basal frio que va a depender de la cantidad de pocillos necesarios para cultivar segun la
carga de organoides presentes en el vial inicial. Posteriormente se sigue el mismo
procedimiento que en la generacion de organoides a partir del contaje celular.

4.2.6 Extraccion de ADN a partir tejido gastrico tumoral congelado

Para el aislamiento de ADN a partir de tejido congelado se emplea el kit comercial A//Prep
DNA/RNA Mini Kit (Qiagen, cat. no. 80204). A cada microtubo que contiene el tejido
congelado (20-30 mg) se le afiade 600 puL de tampén RLT Plus, 6 pL de B-mercaptoetanol y
una bola de acero inoxidable, Stainless Steel Beads 5 mm (Qiagen, cat. no. 69989). A
continuacion, se inicia la disrupcion y homogenizacion del tejido usando el TissueLyser LT
(Qiagen, cat. no. 69980) a 50 Hz durante 10 minutos. Seguidamente, se centrifugan los
microtubos durante 3 minutos a maxima velocidad (20 000 x g). Luego, se recupera el
sobrenadante y se pasa por una columna proporcionada por el kit y se siguen las instrucciones
detalladas en el manual del kit. Brevemente, la columna se centrifuga durante 30 segundos a
8.000 x g a temperatura ambiente, se realiza un lavado con 500 pL de tampon AWI y
seguidamente se realiza otro lavado con 500 pL de tampon AW2 mediante centrifugacion
durante 2 minutos a méaxima velocidad (20 000 x g). Finalmente, se eluye el ADN con 80 puL.
de tampon EB y se deja incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto, tras el cual se realiza
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una centrifugacion de 8.000 x g durante 1 minuto. El eluido es el ADN, que se almacena a -
20°C para su conservacion a largo plazo.

4.2.7 Extraccion de ADN a partir de organoides

Para el aislamiento de ADN a partir de organoides se emplea el kit comercial QI4damp DNA
Micro Kit (Qiagen, cat. no. 56304) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, a
cada microtubo que contiene un sedimento de organoides procedentes de un pocillo de
densidad elevada, se le afiade 180 pL de tampon A7L y 20 pL de proteinasa K y se deja actuar
la enzima durante 4 horas a 56°C. Luego, se afiade 200 pL de tampon AL y se mezcla
homogéneamente. Posteriormente se afiade 200 pL de etanol 100%, se mezcla y se deja incubar
a temperatura ambiente durante 5 minutos. A continuacion, se transfiere el lisado a la columna
QIlAamp MinElute column (4 °C) y se centrifuga a 6.000 x g durante 1 minuto. Tras ello, se
realiza un lavado con 500 pL de tampén AW1 y otro lavado con 500 pL de tampon AW2. Se
realiza una ultima centrifugacion a maxima velocidad (20 000 x g) durante 3 minutos para
eliminar bien los restos de tampon. Finalmente, el ADN se eluye con 25 pL de agua milliQ
estéril, (Gibco, cat. no. 10977035) y se deja incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos,
tras los cuales se realiza una centrifugacion de méaxima velocidad (20 000 x g) durante 1
minuto. El eluido es ADN, que se almacena a -20°C para su conservacion a largo plazo.

4.2.8 Secuenciaciéon de ADN

Tras la extraccion del ADN aislado de organoides y de tejido se cuantifica la concentracion
total de ADN de doble cadena mediante fluorometria (QuantiFluor dsDNA, Promega, cat.no.
E2670). A continuacion, se destinan 100 ng de ADN para la secuenciacion mediante la
plataforma MiSeq System (Illumina, cat. no. SY-410-1003) (Unidad de Medicina de Precision-
Oncologia Translacional, IIS INCLIVA) después de enriquecer las muestras con KAPA
HyperPlus Library Preparation Kit (Roche, cat. no. 07962401001) con un disefio de sondas
customizado desarrollado en la propia unidad, siguiendo el protocolo SeqCap EZ HyperCap
Workflow. Ademas, esta Unidad de Medicina de Precision realiza el analisis bioinformatico de
los datos generados tras la secuenciacion.

4.2.9 Inclusién en parafina y tincion Hematoxilina-Eosina

Con la finalidad de mantener la estructura 3D de los organoides, estos se fijan con 4% de
paraformaldehido (Thermo Scientific, cat. no. 28908) durante 45 minutos a 4 °C. A
continuacion, se realizan tres lavados con PBS 1X frio mediante centrifugaciones de 1000 x g
durante 5 minutos. Tras el ultimo lavado se obtiene un sedimento, sobre el cual se afiaden
cuidadosamente 4-5 gotas de HistoGel (Thermo Scientific, cat. no. HG-4000-012) y se deja 5
minutos a -20 °C. Pasado ese tiempo el gel se solidifica y se realiza el montaje en los cassetes
de inclusiéon (Thermo Scientific, cat. no. B1000729TN). Luego se incluyen en parafina
mediante la procesadora ASP6025 Automated Vacuum Tissue Processor (Departamento de
Patologia, Hospital Clinico Universitario de Valencia, HCUV) segtn las instrucciones técnicas
del proveedor. La procesadora permite la deshidratacion de las muestras para su correcta
inclusion en parafina. Una vez finalizado el proceso las muestras se incluyen en un bloque para
poder ser cortadas en el microtomo en secciones de 5 um. Seguidamente, los cortes se tifien
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con Hematoxilina-Eosina (HE) mediante el equipo Dako ConverStainer (Departamento de
Patologia, Hospital Clinico Universitario de Valencia, HCUV) segtn las instrucciones técnicas
del proveedor.

4.2.10 Citometria de flujo

Como se ha mencionado anteriormente, tras la digestion del tejido para la obtencion de células
disociadas Figura 4, parte de éstas se destinan al analisis por citometria de flujo. El
procedimiento de preparacion de muestras para su caracterizacion mediante citometria requiere
de una serie de procedimientos técnicos previos. En primer lugar, se realiza el contaje de células
viables mediante incubacion con ioduro de propidio, a partir de 50 puL de células.
Seguidamente, se dispensan en 5 tubos eppendorfs 200 000 células/tubo, y se completa hasta
un volumen de 100 puL con Stainning Buffer (BD Horizon, cat. no. 554656). A continuacion,
se afiade 0,5 puL de Fixable Viability Stain 780 (BD Horizon, cat. no. 565388), se realiza un
vortex y se deja incubar en hielo y oscuridad durante 10-15 minutos. Pasado ese tiempo, se
realizan dos lavados con 250 pL y 500 pL de Staining Buffer respectivamente, mediante
centrifugaciones de 500 x g durante 5 minutos. Tras el ultimo lavado con Stainning Buffer se
descarta el sobrenadante, dejando los ultimos 100 pL del tubo. Se recogen estos 100 uL de cada
uno de los tubos eppendorf (X5) y se transfieren a tubos de citometria (X5). Detallar que el
protocolo de inmunomarcaje se realiza con 4 de ellos. El quinto tubo se destina directamente
al procedimiento de fijacion. Alternativamente, se dispensan 50 000 células en un tubo de
citometria destinado exclusivamente para fijacion.

El procedimiento de inmunomarcaje consiste en una primera exposicion de las células a 5 pLL
de 20X FC Block (BD Pharmingen, cat. no. 564220) durante 10-15 minutos en hielo y
oscuridad. Seguidamente se afiaden los anticuerpos presentes en cada panel, Tabla 2:

= Panel 1.1 (Linfocitos): 5 pL. de CD127 (Akralab, cat.no. 557938) y CD25 (Akralab,
cat.no. 562660). 2,5 uL. de CD3 (Akralab, cat.no. 566575), CD16 (Akralab, cat.no.
562293), CD14 (Akralab, cat.no.563079), CD8 (Akralab, cat.no. 563677), CD19
(Akralab, cat.no. 563325) y CD4 (Akralab, cat.no. 564724).

= Panel 2 (Macréfagos M1 y M2): 5 puL de CD45 (Akralab, cat.no.564105), CD64
(Akralab, cat.no. 561189) y CD163 (Akralab, cat.no. 563888). 2,5 uL de CD14
(Akralab, cat.no. 563079).

= Panel 3 (Células tumorales): 5 uL. de CD279 (Akralab, cat.no.564494), CD274
(Akralab, cat.no. 565188) y CD326 (Akralab, cat.no.563180). 20 uL. de CD309
(Akralab, cat.no.560494).

= Panel 4 (Cancer stem cells): 5 uL de CD45, CD24 (Akralab, cat.no. 562405), CD326,
CD133 (Akralab, cat.no. 747643), CD54 (Akralab, cat.no. 564078) y CD90 (Akralab,
cat.no. 563804). 20 uL. de CD44 (Akralab, cat.no. 559942).
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Tabla 2. Anticuerpos conjugados con su correspondiente fluordforo, poblacion celular
identificada por cada anticuerpo, longitudes de onda de excitacion y emision.

Y A
Anticuerpos Poblacion celular Excitacion  Emision
identificada Max Max
Anti-CD279- BB515 Linfocitos T 490 nm 515 nm
Anti-CD127-PE Linfocitos T reguladores 496 nm 578 nm
Anti-CD25-BV605 Linfocitos T reguladores 407 nm 602 nm
Anti-CD274-APC-R700 Células tumorales 652 nm 704 nm
Anti-CD3-BB700 Linfocitos T 485 nm 693 nm
Anti-CD16-PE-CF594 Natural Killer 496 nm 612 nm
Anti-CD14-BV510 Monocitos 405 nm 510 nm
Anti-CD8-BV711 Linfocitos T citotoxicos, 407 nm 711 nm
CD8+
Anti-CD19-BV786 Linfocitos B 407 nm 786 nm
Anti-CD4-BUV395 Linfocitos T CD4+ 348 nm 395 nm
Anti-CD45-PerCP-Cy Monocitos 482 nm 690 nm
Anti-CD64-APC Macréfagos 650 nm 660 nm
Anti-CD163-BV650 Macréfagos M2 407 nm 650 nm
Anti-CD309-PE Células endoteliales 496 nm 578 nm
Anti-CD24-PE-CF594 Linfocito B 496 nm 612 nm
Anti-CD44-APC Células tumorales 650 nm 660 nm
Anti-CD326-BV421 Células epiteliales 407 nm 421 nm
Anti-CD133-BV605 Células madre tumorales 407 nm 602 nm
Anti-CD54-BV711 Molécula de adhesion 407 nm 711 nm
intercelular
Anti-CD90-BUV395 Células tumorales 348 nm 395 nm

Tras la adicion de los anticuerpos se vortea el tubo y se incuba en hielo durante 30 minutos en
oscuridad. Luego se realiza la fijacion. El proceso de fijacion se realiza afiadiendo 200 pL de
Fixation Buffer (BD Cytofix, cat. no. 554655) en cada uno de los tubos (X6) y se deja incubar
durante 20 minutos en hielo. Pasado ese tiempo, se realiza un lavado afiadiendo 200 puL de 1X
PBS mediante una centrifugacion de 500 x g durante 5 minutos. Se elimina el sobrenadante, se
resuspende el sedimento celular con 300 uL de Stainning Buffer y se analiza en el citométro
BD LSRFortessa X-20 (Servicio de Citometria de la Universidad de Valencia, UV). El andlisis
de las diferentes poblaciones celulares se realiza con el software BDFACSDiva version 8.0.1.
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5 Resultados y discusion

5.1 Establecimiento de organoides de cancer gastrico

En la puesta a punto del cultivo de organoides procedentes de tejido tumoral y no tumoral de
pacientes con cancer gastrico se han establecido una serie de pardmetros Optimos en nuestro
laboratorio a partir de protocolos previos descritos en la bibliografia (26) (33) (40) (42). En
concreto, se han establecido el tiempo Optimo de digestion enzimatica, la densidad celular y el
porcentaje de Matrigel 6ptimos. Ademas, se ha introducido un tratamiento con tampdn de lisis
de eritrocitos para mejorar la eficiencia del cultivo de organoides. Adicionalmente, se ha
optimizado el procedimiento de pases, congelacion y descongelacion de organoides sin afectar
su proliferacion y crecimiento.

5.1.1 Tiempo Optimo de digestion enzimatica

Se decidio realizar una digestion enzimatica del tejido. Para ello, se utilizo la enzima liberasa
que consiste en una combinacion de enzimas colagenasas y proteasas capaces de disociar
tejidos de diversas fuentes. Las enzimas colagenasas son las isoformas I y II. Los sustratos de
las enzimas son proteinas de coldgeno (actividad colagenolitica) y proteinas no colagenas
(actividad proteolitica) que constituyen la matriz extracelular. Para una disociacion eficaz el
rango de temperatura Optimo para la actividad enzimatica es de +35°C a +37°C. Temperaturas
inferiores reducen la actividad enzimatica. Destacar que el tiempo Optimo de digestion
enzimatica no se detalla, por lo tanto, previamente a su utilizacion se requiere optimizar el
tiempo de exposicion del tejido a las enzimas para que el tejido se disgregue eficazmente sin
comprometer la viabilidad celular.

Para ello, se han evaluado diferentes tiempos de exposicion enzimatica, 30 y 60 minutos, a
partir de la misma pieza de tejido gastrico tumoral. Pasado el tiempo de digestion se contaron
las células vivas y muertas mediante el método de exclusion con azul de tripan, en el cual las
células muertas incorporan el colorante (tienen comprometida la integridad de la membrana
plasmatica) y se tifien de azul. Asi pues, no se observé pérdida de viabilidad de las muestras en
ambas condiciones.

En la Figura 5 se observan imdgenes tomadas de 6 pocilllos distintos bajo las mismas
condiciones de plaqueo 200.000 células/pocillo incluidas en Matrigel al 50%. En la parte
superior de la figura se muestran los cultivos procedentes de 30 minutos de digestion, y en la
parte inferior los cultivos procedentes de digestion de 60 minutos. Tras 5 dias de plaqueo no se
observan diferencias en cuanto a densidad de los organoides establecidos tras un tiempo de
digestion de 30 o 60 minutos.

Este resultado ha permitido establecer un tiempo de digestion del tejido con liberasa de 30
minutos, como Optimo y suficiente para la generacion de un cultivo de organoides viable.
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30 minutos

60 minutos

Figura 5. Tiempo de digestion enzimatica. 30 minutos (figuras superiores) y 60 minutos
(figuras inferiores). Aumento 10X.

5.1.2 Densidad celular y porcentaje de Matrigel 6ptimos

Los organoides generalmente se cultivan en una matriz 3D que sirve como soporte (scaffold)
biomimético, y la composicion de esta matriz tiene efectos significativos en la arquitectura
celular y el comportamiento de los organoides. La matriz mas utilizada para los cultivos de
organoides son los geles de Matrigel. Esta es una matriz extracelular (MEC) secretada por
células de sarcoma de raton Engelbreth-Holm-Swarm. Matrigel contiene laminina, entactina,
colageno IV y proteoglicanos (similar a la membrana basal), asi como algunos factores de
crecimiento, como el TGF-f y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) (43). Los
componentes de la MEC se acoplan a las integrinas de las células para mantener la identidad y
la polarizacion celular (44). Sin embargo, dada la diversidad de protocolos encontrada en la
bibliografia resulta necesario establecer estos parametros, densidad celular y porcentaje de
Matrigel, en nuestro laboratorio.

Asi pues, con el objetivo de definir estos parametros para la correcta generacion de organoides
derivados de tejido gastrico fresco tumoral y no tumoral, se plaquean (50 pL/pocillo) en placas
de 24 pocillos diferentes condiciones de densidad celular y porcentaje de Matrigel. En la
Figura 6 se muestran imagenes de los organoides obtenidos el dia 1 y el dia 5 de crecimiento,
con las diferentes condiciones de cultivo. Se observa integridad en el Matrigel, asi como un
crecimiento de los organoides tras el paso de los dias de cultivo en la condiciéon A y B. Sin
embargo, las condiciones C y D no resultan dptimas para el cultivo de organoides, pues se
observa una densidad de organoides reducida en el dia 1 y tras 5 dias de cultivo muchos de
ellos no crecen o incluso no estan presentes.

Este resultado ha permitido establecer en el procedimiento de generacion de organoides una
densidad celular 6ptima entre 4 000 células y 8 000 células/uL de Matrigel. Simultaneamente,
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se ha establecido una proporcion de Matrigel del 50% como 6ptima y eficiente para el cultivo
de organoides derivados de tejido gastrico.

(200.000 células/ SO0pL pocillo)  (400.000 células/ SOuL pocillo)  (2.000.000 células/ 250pL pocillo)  (400.000 células/ 50pL pocillo)
4 000 células/pL 8 000 células/pL 8 000 células/pL 8 000 células/pL
Matrigel 50% Matrigel 50% Matrigel 5% Matrigel 25%

A

Dial

Dia5

Figura 6. Densidad celular y porcentaje de Matrigel. 4 000 células/uL de Matrigel al 50%
A); 8 000 células/uL. de Matrigel al 50% B); 8 000 células/uL de Matrigel al 5% C); 8 000
células/uL. de Matrigel al 25% D). Dia 1 de crecimiento (figuras superiores); Dia 5 de
crecimiento (Figuras inferiores). Aumento 20X.

5.1.3 Tratamiento con tampodn de lisis eritrocitaria

En el apartado anterior se demuestra que tras la puesta a punto de una serie de parametros se
ha conseguido el cultivo de organoides a partir de tejido gastrico. Sin embargo, como se puede
observar en la Figura 7, estos cultivos presentan una gran cantidad de células eritrocitarias que
interfieren en el crecimiento y en su visualizacion a través del microscopio. Por ese motivo,
resulta necesario eliminar la presencia de los eritrocitos en el cultivo de organoides.

Con ese fin, el siguiente ensayo permite optimizar la generacion de organoides derivados de
muestras de gastroscopias y gastrectomias, ambas con elevada carga de eritrocitaria. Para ello,
las muestras se someten a un tratamiento de lisis mediante la adicion de 1X ACK Lysing Buffer
durante 5 minutos. El tampon ACK (Amoniaco-Cloruro-Potasio) permite la lisis especifica de
eritrocitos sin comprometer al resto de células presentes en la muestra.

Para poder evaluar la efectividad del tratamiento del tampon de lisis, a la vez que demostrar
que dicho tratamiento no perjudica el rendimiento de generacion de organoides, la misma
muestra GTO3 se proceso en dos condiciones distintas, con y sin tratamiento ACK, figura 7.
En la figura se puede observar en el pocillo establecido a partir de muestras no sometidas al
tratamiento de lisis eritrocitaria, una alta carga de eritrocitos en el cultivo que dificultan la
correcta discriminacion de los organoides. En cambio, se puede observar en el pocillo
establecido a partir de muestras expuestas al tratamiento de lisis, la escasa presencia de los

24



eritrocitos en el cultivo de organoides. Ademads, los organoides que se establecen tras ser
sometidos al tampodn de lisis muestran viabilidad 6ptima y un tamafio mayor que los organoides
no tratados.

Con todo ello, se ha establecido, que las muestras destinadas a la generacion de organoides
pueden someterse a un tratamiento con ACK lysing Buffer durante 5 minutos sin comprometer
la viabilidad y eficiencia del cultivo.

GTO3
Dia 6

- ACK

Figura 7. Tratamiento con tampodn de lisis eritrocitaria. Sin tratamiento ACK (- ACK). Con
tratamiento ACK (+ ACK). Aumento 10X

5.2 Crecimiento de los organoides de cancer gastrico

En la Figura 8 se observa un crecimiento gradual de los organoides en cultivo. El primer dia
tras su generacion ya se observan algunos organoides de pequefio tamafio. Después de 6 dias
de cultivo se pueden apreciar diversos organoides de mayor tamafio si los comparamos con los
organoides a dia 1. Tras 10 dias de cultivo nos encontramos ante una situacion de confluencia
de organoides, donde podemos observar una alta densidad de organoides de gran tamafio. Este
resulta el momento idoneo para la realizacion de pases, con la finalidad de expandir los
organoides. En ese sentido, destacar que se ha establecido un procedimiento 6ptimo de
generacion de pases (véase instrucciones en Materiales y Métodos) que ha permitido ampliar
el cultivo de organoides de forma eficiente durante mas de 30 dias desde el establecimiento.

GTO3

Figura 8. Crecimiento de organoides durante los primeros dias tras su establecimiento.
Crecimiento dia 1, dia 6 y dia 10. GTO 3= Gastric Tumor Organoid 3. Aumento 10X.
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Por otro lado, mencionar la importancia del medio de cultivo para el correcto establecimiento
y crecimiento de los organoides. En nuestro protocolo se ha empleado un medio de cultivo
comercial. Se trata del medio StemCell (IntestiCult Organoid Growth Medium) suplementado
con 2X de antibioticos, el cual dispone de los componentes necesarios para el crecimiento y
proliferacion de organoides derivados de tejido gastrico, como se puede observar en la Figura
8.

Adicionalmente, es necesario sefalar la importancia de la adiccion del Factor Y-27632 (Rho
kinase inhibitor) en el medio de cultivo en tres momentos criticos: durante el establecimiento
de organoides 1) el primer cambio de medio de estos ii) y tras la realizacion de un pase para
amplificar el cultivo iii). Esto se debe a que el Factor Y-27632 impide que las células
individuales mueran por anoikis. Puesto que este factor inhibe la muerte celular programada
por la pérdida de anclaje de las células tanto a la MEC, como por la falta de uniones célula-
célula. Ademads, esta molécula inhibidora promueve la proliferacion de células epiteliales
tumorales in vitro a largo plazo (21).

Por otro lado, en cambios de medio de cultivo diferentes a los indicados anteriormente, se afiade
el medio StemCell sin factor Y-27632, puesto que pasados unos dias de cultivo las células se
anclan a la MEC (Matrigel) y mantienen interacciones intercelulares.

5.3 Establecimiento del protocolo 6ptimo de congelacion-
descongelacion

En este trabajo se han establecido los procedimientos 0ptimos de congelacion y descongelacion
de organoides (véase instrucciones en Materiales y Métodos). Ambos procedimientos resultan
eficientes tras su aplicabilidad, puesto que no afectan el crecimiento, la proliferacion y las
caracteristicas fenotipicas del cultivo de organoides. De ese modo, en la Figura 9 se puede
observar un cultivo de organoides (GTO2) en dos momentos distintos, pre-congelacion y
descongelacion. Se observan organoides que alcanzan un tamafio similar al momento previo a
la congelacion, indicativo de que el cultivo es viable y capaz de crecer tras el ciclo de
descongelacion. Ademas, la morfologia no resulta afectada tras el ciclo de congelacion-
descongelacion, pues se conservan las estructuras quisticas.
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Figura 9. Imagenes microscopicas de los organoides en el momento previo de la congelacion
y tras la descongelacion. Figuras izquierdas: dia 14 de cultivo de GTO2 (momento previo a la
congelacion). Figuras derechas: dia 4 de cultivo de GTO2 (tras la descongelacion). GTO2=
Gastric Tumor Organoid 2. Aumento X10.

5.4 Organoides establecidos tras la puesta a punto

La puesta a punto del procedimiento estandarizado y optimizado de establecimiento de
organoides (véase instrucciones en Materiales y Métodos) derivados de tejido géstrico se ha
realizado en 13 casos, y ha permitido la generacion eficiente en 10 de ellos, lo cual indica una
tasa de €xito en el establecimiento de organoides del 77%. Asi pues, se han generado 10
organoides (ver Tabla 3) derivados de tejido gastrico tumoral (Gastric Tumor Organoids,
GTO) o no tumoral (Gastric Normal Organoids, GNO) a partir del tejido fresco del propio
paciente, tanto tumoral (Gastric Tumor Tissue, GTT) como no tumoral (Gastric Normal
Tissue, GNT). Ademas, del tejido tumoral procedente de diferentes regiones tumorales (P1 y
P2).
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Identificacion Identificacion Clasif. Clasif. Procedencia de la

Tejido Organoide Lauren TCGA muestra
GTT1 GTOl Mixto MSI - Gastrectomia
GTT2 GTO2 Intestinal MSI - Gastroscopia
GTT3 GTO3 Intestinal MSI + Gastrectomia
GTT7 GTO7 Difuso MSI - Gastroscopia
GTS8 P1 GTOS8 P1 Mixto MSI - Gastrectomia
GTS8 P2 GTOS P2 Mixto MSI - Gastrectomia
GNTS GNO8 - - Gastrectomia
GTT9 P1 GTO9 P1 Intestinal HER2 + Gastrectomia
GTT9 P2 GTO9 P2 Intestinal HER2 + Gastrectomia
GNT9 GNO9 - - Gastrectomia

Tabla 3. Identificacion tejido origen. Identificacion de los organoides establecidos.
Clasificacion segun los criterios de Lauren y segiin TCGA. Fuente de procedencia de la muestra
de tejido gastrico. GTO= Gastric Tumor Organoids. GNO= Gastric Tumor Organoids. GTT=
Gastric Tumor Tissue. GNT= Gastric Normal Tissue. P1= region tumoral 1. P2= region
tumoral 2.

Ademas, interesa sefialar los organoides que no llegaron a establecerse i), o bien una vez
establecidos no consiguieron progresar, crecer y proliferar ii). Como ejemplo, encontramos
GHOS (Gastric Healthy Organoid 5) un organoide que no llego a establecerse, debido a la
naturaleza del tejido fresco de origen. Dichas muestras procedian de un donante sano (no afecto
de CG) sometido a una reduccion de estdbmago. En este caso, durante la correcta realizacion
del procedimiento establecido no se obtuvieron células. Esto se debe seguramente a la pieza de
origen, la cual era en su mayoria tejido graso. Otro caso, son los organoides GTO6 y GNOG6,
los cuales no llegaron a establecerse, pues el diagnostico final del paciente resulto ser un
linfoma y no céncer gastrico, con lo cual se decidid no incluirlo en el trabajo.

Por otro lado, como ejemplo de un organoides que no progresaron encontramos los organoides

GTO4, GNO4. En ambos casos, el cultivo de organoides presentaba una contaminacioén
bacteriana que impedia su crecimiento y proliferacion.

5.5 Caracteristicas morfoldgicas de los organoides establecidos
5.5.1 Fenotipos morfoldgicos de los organoides establecidos

Los tejidos gastricos tumorales (a partir de los cuales se han generado organoides) son
diagnosticados histologicamente en el servicio de anatomia patologica del HCUV. De ese
modo, se determina el subtipo histologico de la pieza de tejido a partir de la cual se inicia el
procedimiento de establecimiento de organoides.
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Una vez optimizados los procedimientos de generacion de organoides de cancer gastrico, como
los realizados en este trabajo (véase anteriormente), se ha conseguido establecer cultivos de los
diferentes subtipos histologicos: mixto, intestinal y difuso. De ese modo, se muestra una
poblacion muy representativa de la enfermedad, puesto que refleja cada uno de los tipos
asociados a cancer gastrico. Observamos en la Figura 10 que los organoides procedentes de
tipo de tumor géstrico mixto, GTO1, forma estructuras muy irregulares y heterogéneas entre
si. El tipo intestinal, GTO2, forma estructuras cisticas con un lumen central y una capa epitelial
fina. El tipo intestinal con MSI, muestra una morfologia compacta sin lumen. El tipo difuso,
GTO7, forma estructuras en racimo, donde se puede observar la agrupacion no ordenada de
diversas células. Ademas, no se observa un lumen central. Los diversos fenotipos morfologicos
se correlacionan con los obtenidos en los estudios realizados por Seidlitz, T. et al. (40) y Yan
et al. (42). Todo ello, indica que los organoides se han establecido correctamente y son capaces
de adquirir morfologias diversas, las cuales vienen definidas segln las alteraciones moleculares
que posean. Por lo tanto, las diferencias fenotipicas indican genotipos moleculares distintos.

20X 20X 20X 20X
GTO1 GTO2 GTO3 GTO7
(Mixto) (Intestinal) (Intestinal/MSI) (Difuso)
R\ B .
R
T NG s e =
“«‘ «,/ : B & BT Sl ’
=¢ St s ¥ o, ¢ ?15:'37 o= AR

de GTOs. Iméagenes
microscopicas representativas de los diferentes tipos de organoides generados a partir de tejido
gastrico tumoral de los diferentes subtipos histoldgicos: Mixto, Intestinal, Intestinal/MSI,
Difuso. Aumento 20X. GTO= Gastric Tumor Organoid.

Figura 10. Diferencias morfologicas de los diferentes tipos

Por otro lado, la identificacion de organoides vivos la realizamos en base a sus caracteristicas
morfoldgicas. En la figura se muestran dos organoides con perfiles morfoldgicos distintos. El
organoide A representa un organoide viable, en cambio el organoide B representa un organoide
no viable. Un organoide viable lo podemos identificar gracias a la presencia de un borde
definido (sistema cerrado) que representa la integridad epitelial, células ordenadas y
correctamente empaquetadas formando, segun el subtipo, una region luminal, como se muestra
en la Figura 11A. Por otro lado, podemos identificar un organoide no viable ante la ausencia
de un borde definido, células desordenadas mas pequefias, sin formas identificables y regiones
oscuras, como se representa en la Figura 11B.
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Figura 11. Imagen de un organoide viable (A) versus un organoide no viable (B). Aumento
10X.

5.5.2 Fenotipo glandular de los organoides establecidos

Los fenotipos morfologicos que adquieren los organoides de cancer gastrico establecidos son
similares a los presentes en la estructura histologica de la mucosa géstrica. En la Figura 12 se
observa un lumen central rodeado de ramificaciones. En la base de dichas ramificaciones se
localizan las células madre LGR5+ (elevada expresion de Wnt) intercaladas con las células
principales y células mucosas. Por ello, los organoides establecidos representan un fenotipo
relevante fisiologicamente pues reflejan in vitro las caracteristicas del epitelio in vivo. Esto se
debe a que las células adquieren una identidad y una polaridad apical-basal, que permite la
disposicion organizada de las células.

Chief cell
(PGC)

Gland mucus —-;g
cell (MUCS6) E

Pit mucus cellé
(MUC5AC) £/

Figura 12. Esquema de una glandula gastrica e imagen de un organoide de cancer gastrico.
Aumento 20X.

[=

5.6 Esquema de trabajo tras el establecimiento de un organoide

Una vez establecidos los organoides tumorales (GTO) y no tumorales (GNO) de cancer gastrico
(Tabla 3) se realizan multiples andlisis con el fin de caracterizarlos esquematizados en la
Figura 13. En concreto, en este trabajo se ha incluido GTO7 en parafina para realizar el estudio
morfoldgico mediante tincion con Hematoxilina-Eosina (HE). Por otro lado, se ha aislado el
ADN de GTO1 y GTO7. Se ha secuenciado el ADN de GTO1 para conocer su pérfil genético.
Este resultado se ha comparado con el dato obtenido de la secuenciacion del tejido primario
del cual procede, GTT1. Ademas, se ha aislado ADN de GTT3, GTT8 P1 y GTTS8 P2 que esta
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siendo secuenciado y analizado. Los resultados obtenidos de cada andlisis se detallan en los
siguientes puntos de resultados. Ademas, los organoides generados se criopreservan a largo
plazo en el biobanco, generando una organoidoteca

4
f
4
i
GAT AAATCTGGTCTTATTTCC s
d
)

Extraccion de ADN Secuenciacion Organoide “ Tejido primario
GTO GTT

Inclusién en parafina

(TITITTIT]

Cultivo de organoides

R d e

\ 4

Generacion Liquid N,

Organoidoteca Biobanco

Figura 13. Flujo de trabajo realizado a partir del cultivo de organoides: aislamiento de ADN
para secuenciacion; inclusion de organoides en parafina para estudio morfologico mediante
tincion con HE: generacion de una organoidoteca en el tanque de nitrogeno. Analisis de los
datos para establecer la correlacion existente entre los organoides generados y el tejido primario
del cual proceden.

5.7 Analisis morfoldgico mediante histoquimica

Para el correcto estudio morfologico de los organoides mediante Hematoxilina-Eosina, resulta
necesario el establecimiento de un procedimiento eficiente de inclusion en parafina de dichos
organoides para su posterior tincion. En este sentido, el trabajo ha establecido un procedimiento
optimo (véase en Materiales y Métodos) que permite realizar de forma correcta y eficiente la
técnica histoldgica. Uno de los pasos mas relevantes es la utilizacion de HistoGel, pues se trata
de un gel que resulta especialmente util en muestras de tejido pequeno dificiles de procesar:
muestras citologicas, aspirados de médula 6sea, etc. De ese modo, ha resultado apropiada su
aplicacién en muestras de organoides, caracterizadas por una baja cantidad de células en
suspension. El gel favorece la encapsulacion y conservacion de dichos organoides durante el
procesamiento histolégico.

En este trabajo se ha realizado el procedimiento histoquimico mediante tincion con HE a partir
de GTO7 de tipologia histologica difusa. En la figura 14 se observa la existencia de diversas
células (nucleo azul) agrupadas en forma de racimos, al igual que se observa en el microscopio,
y correlacionan con el subtipo histologico difuso de CG, diagnosticado previamente por el
servicio de Anatomia Patoldgica. De ese modo, el procedimiento de inclusion en parafina de
organoides y posterior tinciéon con HE, resulta 6ptimo y correcto.
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Figura 14. Estudio morfolégico mediante HE. Figuras izquierdas: imagenes microscopicas del
cultivo de GTO7. Figuras derechas: imagenes histologicas de GTO7. Aumento 10X; 20X y
40X.

5.8 Analisis genético: Organoide versus Tejido primario

En este trabajo, se ha extraido el ADN total de muestras de tejido géstrico tumoral congelado
(GTT1, GTT3, GTTS8 P1, GTT8 P2) utilizando el kit comercial AllPrep DNA/RNA Mini Kit a
partir de 20-30 mg de tejido. Alternativamente, se extrajo el ADN total del cultivo de
organoides GTO1 y GTO7 mediante el kit comercial Ql4damp DNA Micro Kit. En este caso se
ha establecido que la cantidad minima de organoides de partida para obtener suficiente ADN y
de calidad para secuenciacion es 1 pocillo de 24w confluente. Los valores de pureza para cada
una de las muestras, asi como los valores de concentracion del ADN se han analizado con el
equipo Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington DE, USA), y aparecen
detallados en la Tabla 4.

Tabla 4. Valores de concentracion y relaciones de absorbancias 260nm/280nm—260nm/230nm
de cada una de las muestras.
ID [ADN] A A
muestra (ng/ pl) 260/280 260/230

GTT1 592,6 1,88 1,99
GTT3 272,6 1,88 2,21

GTTS8 P1 70,6 1,85 1,59
GTT8 P2 516,22 1,89 2,22
GTO1 59.1 1,86 2,07

GTO7 319.9 2,00 2,24

ID Muestra= identificacion de la muestra; [ADN] = concentracion de ADN; GTT= Gastric
Tumor Tissue; GTO= Gastric Tumor Organoids).
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Las relaciones de absorbancia A260/280 y A260/230 indican el grado de pureza de las muestras
de ADN. Puesto que en una solucién de ADN (longitud de absorbancia de 260 nm) podemos
encontrar presentes sustancias contaminantes que absorben a longitudes de onda, 280 y 230
nm. Asi pues, las proteinas absorben a 280 nm, el fenol a 270 nm. Por otro lado, las sales
caotropicas, el fenol y los hidratos de carbono absorben a 230 nm. Con todo ello, se consideran
muestras de alta pureza valores de A260/280 dentro del rango 1,8-2 y valores de A260/230
dentro del rango 2-2,2. De ese modo, nuestras muestras presentan una pureza de ADN 6ptima
y adecuada (sin presencia de contaminantes en la solucion de ADN) que interfieran en la
realizacion de técnicas moleculares posteriores.

A continuacion, las muestras de ADN procedentes de las muestras GTO1 y GTT1 se enviaron
a la Unidad de Medicina de Precision-Oncologia Translacional del IIS INCLIVA, donde se
destinan 100 ng totales de ADN de doble cadena para la preparacion de librerias, proceso tras
el cual se realiza la secuenciacion por sintesis empleando el equipo MiSeq System de Illumina
y posteriormente se realiza el andlisis bioinformatico. Se realiza la secuenciacion de un panel
de genes (OncoSpot) que incluye 4 genes completos (PTEN, P53, BRCA1, BRCA2) y 83 genes
hotspots de cancer especificos de tumores solidos, entre los que se incluyen genes con una
elevada frecuencia de mutacion en tumores gastrointestinales como son PIK3CA, CDHI,
TP53, etc. Ademas, incluye més de 800 variaciones.

Los datos obtenidos del andlisis de secuenciacion indican que todos los cambios presentes en
el tejido tumoral se mantienen en el organoide. El organoide GTO1 presenta una frecuencia
alélica similar o igual a la presente en el tejido del cual procede, GTT1, Figura 15. De ese
modo, las frecuencias alélicas son las mismas en todas las posiciones exdnicas estudiadas.
Ademas, existe una concordancia del 98% entre todas las variantes exonicas, Figura 16. Estos
resultados indican la estrecha asociacion en la secuencia de ADN, entre el organoide y el tejido
primario, pues estan relacionadas. Por tanto, el organoide consigue recapitular el perfil genético
del tumor original, tal y como se indica en el trabajo realizado por Yan et al. (42). En concreto,
en el presente trabajo GTO1 consigue reproducir en un 98% el perfil genético de GTTI.

Con todo ello, los organoides generados prometen ser un buen modelo genético para el estudio
de la enfermedad, ya que permiten reproducir el perfil genético presente en el tejido tumoral
primario del cual proceden. Por ello, los organoides representa una herramienta con alto
potencial para la identificacion de terapias dirigidas paciente-especificas, a la vez que permite
predecir su eficacia.
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Figura 15. Comparacion genética Organoide versus Tejido. Eje Y: Porcentaje de
variacion. Eje X: Cambios en la secuencia aminoacidica. Azul: Organoide (GTO1). Naranja:

Tejido Primario (GTT1).
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Figura 16. Relacion genética Organoide versus Tejido. Ejes Y e X indican el porcentaje de
variacion. La recta representa los valores de variacion de GTO1. Los puntos de dispersion
representan los valores de variacion de GTT1. R?>= Coeficiente de determinacion.

5.9 Andlisis poblacional del tejido primario por citometria de flujo

La caracterizacion del tejido tumoral mediante citometria de flujo requiere la utilizacion de
diferentes anticuerpos capaces de identificar los diferentes tipos celulares presentes en la
muestra de tejido. En nuestro laboratorio y en colaboracion con el servicio de citometria de la
UCIM, se han disefiado 4 paneles de anticuerpos distintos destinados a reconocer poblaciones
celulares de diferente naturaleza presentes en el tejido gastrico tumoral y tejido normal
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disgregado. De ese modo, el panel 1 identifica poblaciones linfocitarias, el panel 2 identifica
macrofagos, el panel 3 identifica marcadores de células tumorales y el panel 4 células
madre/troncales tumorales.

Resulta interesante sefialar que previamente a la realizacion del andlisis poblacional mediante
citometria de flujo es necesario realizar una puesta a punto de cada uno de los paneles de forma
individualizada. Para ello, se ajustan y se establecen diferentes parametros como la titulacion
de los anticuerpos, la compensacion y los controles FMOs (Fluorescence Minus One). La
titulacion de los anticuerpos permite determinar la concentracion de anticuerpo apropiada para
emplear la técnica de inmunofenotipacion. La compensacion permite corregir el solapamiento
entre los espectros de emision de los fluorocromos empleados para evitar resultados erroneos.
El control FMO contienen todos los anticuerpos menos 1 (control negativo) para garantizar la
correcta identificacion del anticuerpo de interés. Por lo tanto, una vez se ha realizado la puesta
a punto de cada uno de los paneles de interés, ya se puede realizar de forma correcta y fiable el
analisis.

En este trabajo se han puesto a punto todos los paneles. Sin embargo, el analisis poblacional se
ha realizado con los paneles que identifican linfocitos, macrofagos y marcadores tumorales, a
partir de muestras de tejido géstrico tumoral.

De forma descriptiva, el analisis poblacional del panel de linfocitos determina un 30.8% de
células vivas presentes en la muestra de tejido gastrico tumoral determinado mediante marcaje
con ioduro de propidio. Dentro de las células vivas el 5.8% son monocitos (CD14+); el 78%
son c¢lulas CD14-, dentro de las cuales un 91.6% son neutréfilos (CD14- CD16+); y el 5.1%
son linfocitos T CDI14-. A su vez, esta poblaciéon de linfocitos (CD14-) se compone de
linfocitos T CD3+ (CD14- CD3+) en un 26%, dentro de la cual encontramos linfocitos T CD8+
citotoxicos (CD14- CD3+ CD8+ CD4-) en un 25.5%, linfocitos T CD4+ helper (CD14- CD3+
CD4+ CDS8-) en un 22.7% y linfocitos T reguladores (CD14- CD3+ CD25+ CD127-) en un
19.1%. Ademas, se determina un 1.2% de linfocitos B (CD14- CD19+ CD3-) y un 15.1% de
células Natural Killer (CD14- CD3- CD16+).

Por tanto, la puesta a punto del panel de células linfocitarias ha resultado un éxito, pues todos
los anticuerpos presentes en el panel se detectan correctamente. Ademas, tras realizar el analisis
se puede decir que en el tejido géstrico tumoral encontramos linfocitos T CD8+, CD4+,
linfocitos T reguladores (CD127- CD25+), linfocitos B (CD3- CD19+). Ademés de contener
monocitos (CD14+), Natural Killer (CD16+ CD3-) y neutréfilos (CD14- CD16+), Figura 17.
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Figura 17. Caracterizacion de las poblaciones linfocitarias presentes en el tumor. Dot-
plots de los diferentes anticuerpos analizados. SSC= Side Scatter. NEUTROS= neutroéfilos.
LINFOS TREG= linfocitos T reguladores. LINFB= linfocito B. NK=Natural Killer.

El andlisis del panel de macréfagos, a partir de una pieza de tejido gastrico tumoral disgregado,
ha permitido identificar un 5.6% de monocitos (CD45+ CD14+), dentro de los cuales un 73.7%
son macrofagos (CD45+ CD14+ CD64+). A su vez, los macrofagos M2 (CD45+ CD14+
CD64+ CD163+) representan el 83.2% del total de macréfagos. Este subtipo M2 ejerce una
respuesta antinflamatoria, inmunosupresora y protumoral.

Por tanto, la puesta a punto del panel de macréfagos ha resultado un éxito, pues todos los
anticuerpos se detectan correctamente en el analisis. Ademas, tras el analisis se puede decir que
la pieza gastrica tumoral presenta macrofagos (CD45+ CD14+ CD64+) y se puede definir el
porcentaje especifico (83.2%) del subtipo M2 (CD45+ CD14+ CD64+ CD163+) pues dispone
de la molécula CD163+ que identifica especificamente macréfagos de tipo M2. Sin embargo,
no se pueden identificar los macrofagos M1, puesto que en la actualidad no se dispone de un
marcador especifico para este subtipo. La caracterizacion indica que el tejido tumoral contiene
monocitos, macrofagos en general y macrofagos de tipo M2 especificamente, Figura 18.
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Figura 18. Caracterizacion de los macroéfagos presentes en el tumor. Dot-plots de los
diferentes anticuerpos analizados. SSC= Side Scatter.

El andlisis del panel de marcadores tumorales, a partir de una muestra de tejido géstrico tumoral
disociado, ha permitido determinar un 42.3% de células viables presentes en la muestra. Dentro
de las células vivas un 65.7% son células CD309+CD326+, un 4.9% son células CD274+
CD326+ y un 12.3% son CD279+ CD326+.

Por tanto, la puesta a punto del panel de marcadores tumorales ha resultado un éxito, pues todos
los anticuerpos se detectan correctamente en el anélisis. Ademas, tras el andlisis poblacional se
puede decir que la biopsia gastrica tumoral presenta células epiteliales (CD326+), células que
expresan el receptor inmunosupresor de la respuesta celular T citotoxica CD279+ (PD-1),
células que expresan la molécula transmembrana CD274+ (PD-L1) y células endoteliales
(CD309), Figura 19. El marcador CD274+ (PD-L1), es una molécula transmembrana,
sobreexpresada en células tumorales, que reconoce el receptor CD279+ (PD-1), expresado en
linfocitos T citotoxico. De esa forma, la célula tumoral inhibe la accion del linfocito citotoxico.
Por otro lado, CD326+ también se conoce como EpCAM (Epithelial Cell Adhesion Molecule),
esta moélecula se expresa en epitelios y carcinomas. Ademas, EpCAM tiene un potencial
oncogénico pues participa en la tumorogénesis y metastasis de los carcinomas. El marcador
CD309+ o VEGFR2 juega un papel importante en la regulacion de la angiogénesis, la
vasculogénesis y la permeabilidad vascular. En el tumor, VEGFR2 promueve la angiogénesis
tumoral.
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Figura 19. Caracterizacion de marcadores tumorales presentes en el tumor. Dot-plots de
los diferentes anticuerpos analizados.

5.10 Creacion de una organoidoteca de cancer gastrico

En la actualidad, existe una coleccion de organoides localizada en Hubrecht Institute (Paises
Bajos) fundada por el Dr. Hans Clevers, pionero en el campo. Dicha organizacion sin &nimo
de lucro HUB (www.hub4organoids.eu) dispone de una coleccion de organoides
representativos de diversas enfermedades (intestinales, pulmonares y metabdlicas) a

disposicion de los investigadores. También dispone de cultivos de organoides modelo de
cancer, incluidos los organoides tumorales de cancer de pulmén, de mama, tumores
colorrectales, pancreaticos e intestinales. Sin embargo, en su catidlogo de disponibilidad de
muestras no se incluyen los organoides de cancer géstrico, pese a la importancia de éste para
la comunidad cientifica.

En este sentido, la realizacion de este trabajo ha permitido la generacion de una organoidoteca
de céancer gastrico que contiene un amplio repertorio de casos. En concreto incluye 2 cultivos
de organoides normales y 8 cultivos de organoides tumorales de cancer gastrico. La coleccion
resulta de gran interés pues se compone de los diferentes subtipos histoloégicos conocidos en
CG, dispone de diferentes subtipos moleculares y estadios de la enfermedad, asi como incluye
organoides no tumorales. La organoidoteca resulta Unica pues dispone de organoides del
subtipo MSI+, un caso poco frecuente que se describe en pocos estudios (40). Ademas, incluye
diferentes regiones tumorales procedentes del mismo paciente (P1 y P2), lo cual permitird
estudiar la heterogeneidad intratumoral en el futuro.

Resulta importante sefalar que las consideraciones y los aspectos éticos de los organoides no
se han explorado en profundidad, puesto que se trata de una técnica muy novedosa. Una
revision, publicada en Science (45), resume el estado actual de la investigacion en organoides
y evalta algunas de las implicaciones éticas de su utilizacion en investigacion y en la practica
clinica. Los organoides son a todos los efectos muestras bioldégicas humanas, por lo que se
pueden conservar en el biobanco, siempre que se informe convenientemente al donante y este
consienta en ello. Por ello, se considera el consentimiento informado de los donantes un punto
clave para la correcta utilizaciéon de material bioldgico tan sensible y potencial como los
organoides. En ese sentido, se le debe explicar al donante que se van a generar organoides y
estos se van a conservar a largo plazo de forma anonimizada, para garantizar la
confidencialidad del donante original.
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6 Conclusiones

1.

El presente trabajo ha permitido establecer los parametros Optimos de generacion

eficiente de organoides de cancer gastrico a partir de tejido en fresco tumoral y normal,

entre los cuales definimos:

1.1.  Un tiempo de digestion enzimatica de 30 minutos resulta 6ptimo y suficiente
para la generacion eficiente de un cultivo de organoides.

1.2.  Una densidad celular de entre 4.000 células y 8.000 células/uL de Matrigel
resulta la densidad 6ptima para el correcto establecimiento de organoides.

1.3.  Una concentraciéon de Matrigel del 50% resulta 6ptima para un establecimiento
eficiente de organoides.

La caracterizacion genética indica que los organoides establecidos recapitulan en un

alto grado el perfil genético del tejido tumoral del paciente del cual proceden.

El analisis poblacional tras la puesta a punto de la citometria de flujo indica que los

paneles se han disefiado correctamente y que el protocolo de disgregacion enzimatica

del tejido y el procedimiento de marcaje posterior son Optimos.

La realizacion del presente trabajo ha permitido crear una coleccion de organoides de

cancer gastrico de interés para la comunidad cientifica.
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