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TiTULO

Desarrollo de organoides tumorales de ultima generacion derivados de pacientes con cancer de
pulmdn no microcitico.

RESUMEN

INTRODUCCION: El cancer constituye la principal causa de mortalidad en paises desarrollados.
A pesar de los avances en los Ultimos afos en investigacidn, el cancer de pulmdn sigue siendo el
cancer con la mayor tasa de mortalidad a nivel mundial. En este contexto, los organoides
tumorales derivados de pacientes (PDTOs) se proponen como un potencial modelo in vitro para
el estudio de la carcinogénesis, desarrollo, evolucidon y mecanismos de resistencia a farmacos
en este tipo de céncer.

OBIJETIVO: El principal objetivo del presente estudio es establecer PDTOs a partir de tejido
tumoral de pacientes con cancer de pulmdn no microcitico (CPNM) para su validacién como
modelo preclinico de estudio.

MATERIAL Y METODOS: Se han incluido 12 muestras de tejido tumoral resecado de pacientes
diagnosticados con CPNM recogidas por el Consorcio Hospital General Universitario de Valencia
(CHGUV). Se ha evaluado el crecimiento de los organoides en distintos medios de cultivo, la
expresion de marcadores mediante inmunofluorescencia y la deteccién de mutaciones mediante
Next Generation Sequencing (NGS). Adicionalmente, se ha estudiado el efecto del Cisplatino, un
quimioterapico, sobre un cultivo de PDTO. Por ultimo, se han testado matrices sintéticas para el
desarrollo de organoides como alternativa al Matrigel.

RESULTADOS: El 41 % de las muestras recogidas lograron establecerse como PDTOs. La
caracterizacion por inmunofluorescencia reveld que los PDTOs conservan los marcadores
histolégicos del tumor del que provienen. Sin embargo, mediante secuenciacidn se observan
cambios en las alteraciones génicas entre el tumor y su correspondiente PDTO a lo largo de las
generaciones. La viabilidad del cultivo de PDTO testado con Cisplatino no se vio afectada en
ninguna de las concentraciones evaluadas. Por ultimo, ninguna de las matrices sintéticas logré
mantener el cultivo de organoides a lo largo del tiempo.

CONCLUSIONES: Este estudio ha demostrado la importancia de la optimizacion del cultivo
(medio de cultivo, matriz extracelular) para el desarrollo y mantenimiento de PDTOs a partir de
tejido tumoral de pacientes con CPNM. No obstante, futuros estudios son requeridos para
ratificar los PDTOs como plataforma de estudio preclinica.

PALABRAS CLAVE

Cancer de pulmdn no microcitico, cultivo, organoides tumorales derivados de paciente, matriz,
modelo in vitro.



TITLE

Development of next-generation tumor organoids derived from non-small cell lung cancer
patients.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Cancer is the leading cause of mortality in developed countries. Despite recent
advances in research, lung cancer remains the cancer with the highest mortality rate worldwide.
In this context, patient-derived tumor organoids (PDTOs) are proposed as a potential in vitro
model for studying carcinogenesis, development, progression, and drug resistance mechanisms
in this type of cancer.

OBJECTIVE: The main objective of this study is to establish PDTOs from tumor tissue of patients
with non-small cell lung cancer (NSCLC) to validate them as a preclinical study model.

MATERIALS AND METHODS: 12 samples of resected tumor tissue from patients diagnosed with
NSCLC were collected by Consorcio Hospital General Universitario de Valencia (CHGUV). The
growth of the organoids in different culture media, the expression of markers by
immunofluorescence, and the detection of mutations by Next Generation Sequencing (NGS)
were evaluated. Additionally, the effect of Cisplatin, a chemotherapeutic agent, on a PDTO
culture was studied. Finally, synthetic matrices were tested for organoid development as an
alternative to Matrigel.

RESULTS: 41 % of the collected samples were successfully established as PDTOs. Characterization
by immunofluorescence revealed that the PDTOs retained the histological markers of the original
tumor. However, sequencing showed changes in gene alterations between the tumor and its
corresponding PDTO over generations. The viability of the PDTO culture tested with Cisplatin was
not affected at any of the evaluated concentrations. Lastly, none of the synthetic matrices was
able to maintain the organoid culture over time.

CONCLUSIONS: This study has demonstrated the importance of optimizing the culture conditions
(culture medium, extracellular matrix) for the development and maintenance of PDTOs from
patient tumor tissue with NSCLC. However, further studies are required to confirm PDTOs as a
preclinical study platform.

KEYWORDS

Non-small cell lung cancer, culture, patient-derived tumor organoids, matrix, in vitro model.
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RELACION DEL TRABAJO CON LOS OBIJETIVOS DE DESARROLLO
SOSTENIBLE DE LA AGENDA 2030.

El presente trabajo estad altamente relacionado con el ODS 3: Salud y bienestar, y el ODS 17:
Alianzas para lograr los objetivos. Ademas, el trabajo esta relacionado, aunque en menor
medida, con el ODS 9: Industria, innovacion e infraestructura (Anexo 1).
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1. INTRODUCCION
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1.1. CANCER DE PULMON
1.1.1. Epidemiologia y factores de riesgo

El cdncer de pulmdn se encuentra entre los cuatro tipos de cancer mas prevalentes en la
sociedad actual. En el afio 2022, fue el cancer diagnosticado con mayor frecuencia con una
incidencia del 12,4 % (2.480.675) y una mortalidad del 18,7 % (1.817.469) para ambos sexos
(Bray et al., 2024), representando la primera causa de muerte por cancer en hombres y la
segunda en mujeres (Figura 1).

Males Females
Lung

Colorectum -+
Liver -
Breast -
Stomach
Oesophagus
Pancreas -
Prostate 4
Cervix uteri §
Leukaemia 4
Brain CNS 4
NHL

Ovary
Bladder -

Lip, oral cavity A

ASR (World) per 100 000

Figura 1. Tasa de mortalidad de los principales tipos de cancer en todo el mundo en hombres y mujeres
por 100.000 habitantes en el afio 2022 (GLOBOCAN, 2022). En el eje Y se representan los tipos tumorales
y en el eje X el nimero de casos por 100.000 habitantes/afio mundialmente. ASR: Age-Standardized Rate.

La principal causa de desarrollo de cdncer de pulmén es el tabaquismao. El exceso de riesgo entre
los fumadores continuos en relacion con el de los que nunca han fumado es del orden de 20 a
50 veces. Aunque el riesgo relativo disminuye en los exfumadores y el efecto favorable de dejar
de fumar es evidente, es probable que el exceso de riesgo a lo largo de la vida persista en aquellas
personas que han dejado de fumar hace mucho tiempo (Malhotra et al., 2016). Distintos
estudios han demostrado que mutaciones en el codén 12 del gen KRAS conducen al desarrollo
de la enfermedad en fumadores (Akhtar & Bansal, 2017). En cambio, las mutaciones de EGFR
(como Ex19del y Leu858Arg) se asociaron con el cancer de pulmdn frecuentemente en no
fumadores (Kusnierczyk, 2023).

Por otro lado, un historial familiar positivo en cancer de pulmdén aumenta 1,7 veces el riesgo de
aparicion de la enfermedad. Si los antecedentes se encuentran entre familiares de primer grado,
el riesgo aumenta de 2 a 4 veces, incluso cuando se controla el historial de tabaquismo (Thandra
et al., 2021). Estudios genéticos centrados en la identificacion de mutaciones y polimorfismos de
un solo nucledtido (SNP) mostraron que las variaciones en 5p15.33, 6p21.33 y 15g25.1 influyen
en el riesgo de cdncer en las poblaciones europeas, en 22q12 y el locus 15q15.2 se han asociado
altamente con un mayor riesgo de cancer de pulmén y la variacion 9p21.3 es un determinante

1
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de riesgo importante en el cancer de pulmén de células escamosas (Akhtar & Bansal, 2017).
También se ha visto que el riesgo de cancer de pulmdén aumenta en el marco del sindrome de Li-
Fraumeni, caracterizado por una mutaciéon germinal en el gen supresor de tumores TP53
(Malhotra et al., 2016).

1.1.2. Subtipos histolégicos y moleculares

Desde el punto de vista histolégico, el cdncer de pulmdn se divide principalmente en dos
grandes grupos, el cancer de pulmadn de células pequefias (CPCP) también conocido como cancer
de pulmdn microcitico (CPM) y el cancer de pulmén de células no pequefias (CPCNP) o cancer
de pulmén no microcitico (CPNM) (Nooreldeen & Bach, 2021).

El CPCP es un cancer agresivo de origen neuroendocrino fuertemente asociado con el
tabaquismo e identificado en el 25% de los pacientes diagnosticados con cancer de pulmén. Se
caracteriza por un tiempo de duplicacidn rapido y metastasis temprana. En consecuencia, el 60-
70% de los pacientes presentan enfermedad en estadio avanzado en el momento del diagndstico
(Thirusangu & Vigneshwaran, 2020).

El 85% restante de los pacientes son diagnosticados como CPNM siendo el 75% diagnosticado
en etapas avanzadas, cuando la cirugia no es posible (Herreros-Pomares et al., 2019). A su vez,
el CPNM se divide en adenocarcinoma (ADC), carcinoma de células escamosas (CCE), y carcinoma
de células grandes. El adenocarcinoma es el tipo mas comun de CPNM vy representa
aproximadamente el 40% de los canceres de pulmén (Duma et al., 2019).

Ademas de la clasificacidn histoldgica, el cdncer de pulmdn también se ha clasificado segun
subtipos moleculares. Los subtipos moleculares principales incluyen mutaciones en el gen o en
la via del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), asi como en los genes KRAS y
ALK. Los subtipos secundarios incluyen sobreexpresion o mutaciones en c-MET, deleciones o
metilaciones en PTEN, sobreexpresion de VEGFR, traslocacién en ROS1, alteraciones
epigenéticas y alteraciones del /IGF (Akhtar & Bansal, 2017), sobreexpresion de HER2, mutaciones
en NTRKy amplificacidn y alteraciones en PIK3CA (Grodzka et al., 2023; West et al. 2012).

1.1.3. Diagnostico y manejo clinico

Histéricamente, las Unicas pruebas diagndsticas disponibles para detectar el cancer de
pulmdn en sus primeras etapas eran la radiografia de torax y la citologia del esputo. Sin embargo,
los resultados de estos dos métodos fracasaron en los ensayos clinicos y no pudieron demostrar
su eficacia como herramientas de deteccién masiva (Nooreldeen & Bach, 2021). Actualmente, la
biopsia se ha vuelto indispensable para el diagndstico del cancer de pulmdén mediante la
confirmacion de la presencia de células cancerosas de pulmadn, asi como para la seleccién del
tratamiento adecuado mediante pruebas genéticas moleculares (Park et al., 2020).

La evaluacion inicial generalmente se realiza con una radiografia de tdérax, una tomografia
computarizada y/o una tomografia por emisién de positrones. La identificacidon precisa de
subtipos histoldgicos especificos debe realizarse en muestras de tejido recolectadas de diversas
maneras, como broncoscopia, aspiracidon con aguja transbronquial, aspiracidn transtoracica con
aguja fina o biopsia central entre otras. La diferenciacidon general entre los subtipos se basa en
las caracteristicas morfoldgicas de las muestras tumorales tefiidas con hematoxilina y eosina
(Suti¢ et al., 2021). Los CPNM con formacién de gldndulas (esto incluye caracteristicas
histoldgicas relacionadas, como crecimiento papilar o lepidico) en la tincién de rutina y/o
produccidon de mucina (que incluye la mucina identificada con tinciones de mucina en tumores
de patron sélido) se clasifican como ADC. Los CPNM con queratinizacion y/o puentes
intercelulares en la tincidn de rutina se clasifican como CCE (Cagle et al., 2016).
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Ademas del tejido tumoral, la biopsia liquida se ha convertido en una valiosa fuente de material
con fines diagndsticos en cancer, pues tiene un mayor potencial para la deteccidon temprana del
cancer que las biopsias de tejido y promover la terapia individualizada, asi como para analizar
biomarcadores predictivos (Wang et al., 2024). Es una forma minimamente invasiva de obtener
facilmente muestras de fluido bioldgico de los pacientes, como es la sangre, orina, ascitis, liquido
pleural..., por lo que se presenta como un tipo de muestra alternativa cuando la muestra de
tejido tumoral no estd disponible, es inapropiada o es dificil de obtener (llié & Hofman, 2016).
Es una potencial herramienta para sortear la heterogeneidad del tumor e identificar pacientes
candidatos que puedan responder a la terapia, monitorizar dinamicamente el efecto del
tratamiento y revelar mecanismos de resistencia (Li et al., 2022).

1.2. MODELOS 3D IN VITRO

Convencionalmente, los sistemas de cultivos celulares 2D han proporcionado una
herramienta para investigar las bases moleculares de la biologia tumoral y promover el
desarrollo preclinico de muchos farmacos contra el cancer a lo largo de los afos (Fontana et al.,
2021). Sin embargo, los cultivos de células cancerosas en monocapa exhiben una morfologia
celular anormal, que difiere de las células in vivo, influyendo en muchos procesos celulares,
incluida la proliferacion, diferenciacion, apoptosis y expresion de genes y proteinas (Edmondson
et al., 2014). Mds importante aun, los cultivos 2D carecen de aspectos fisioldgicos clave del
microambiente tumoral (TME), como son las interacciones célula-célula y célula-matriz, la
migracion e invasion celular y los gradientes de oxigeno, nutrientes y estimulos externos (Xin et
al., 2019).

Por todo ello, es crucial el desarrollo de modelos 3D en la investigacion del cancer, capaces de
imitar el complejo microambiente de los tumores in vivo, incluida la morfologia y topografia del
tumor, la regulacidn positiva de proteinas proangiogénicas, la dispersién de factores bioldgicos
y quimicos, las interacciones célula-célula y célula-matriz, gradientes de oxigeno y nutrientes, y
una composicién de matriz extracelular (ECM) mas realista (Abuwatfa et al., 2024).

Entre los modelos 3D, los esferoides y organoides representan los modelos mds versatiles y
prometedores debido a que son capaces de recapitular la heterogeneidad y fisiopatologia de los
canceres humanos (Zanoni et al., 2020).

Los esferoides son agregados de células que se cultivan en condiciones no adherentes y forman
una estructura tridimensional, pero carecen de organizacion compleja y especializacion
funcional y, a menudo, tienen una poblacién celular homogénea. En cambio, los organoides son
estructuras tridimensionales de células que pueden autoorganizarse asemejandose a drganos
especificos utilizando hidrogeles como andamios para apoyar el crecimiento, la proliferacion y la
diferenciaciéon celular (Kaur et al., 2021). Estos modelos tridimensionales exhiben una
organizaciéon celular compleja, una orientacién espacial y una funcidn similar a la del tejido in
vivo, compuesto por multiples tipos de células, y pueden usarse para estudiar el desarrollo de
organos, el modelado de enfermedades y el cribado de farmacos (Silva-Pedrosa et al., 2023).

1.2.1. Organoides Tumorales Derivados de Pacientes

En cuanto a los organoides, destacan los organoides tumorales derivados de paciente
(PDTOs). Son cultivos derivados de tejido de pacientes obtenidos a través de muestras resecadas
quirdrgicamente, biopsias de tejidos o células tumorales circulantes que pueden crecer hasta
convertirse en organoides tumorales después de su inclusidon en una matriz extracelular en 3D
(Foo et al., 2022). Se han convertido en un modelo favorable para predecir el tratamiento contra
el cancer, puesto que mantienen mejor las caracteristicas genéticas y fenotipicas clave de su
tumor parental (Gronholm et al., 2021) entre otras, tal y como se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Caracteristicas que recapitulan los organoides tumorales derivados de pacientes (Bae et al.,
2022).

Varios estudios prominentes han mostrado que los PDTOs son capaces de predecir la respuesta
de los medicamentos en pacientes, impulsando el uso de estos como una herramienta de
medicina de precisidon. No obstante, es importante tener en cuenta la variabilidad del organoide
intra e interpaciente, incluidas las diferencias de tamano, las heterogeneidades celulares y la
dindmica de respuesta temporal para el cribado de farmacos. Por ello, actualmente surgen
enfoques basados en imagenes para desenredar las complejidades que influyen en la respuesta
a los medicamentos. La imagen de células vivas mediante microscopia confocal junto con
técnicas de andlisis de datos puede capturar una amplia gama de parametros que se pueden
utilizar para determinar el comportamiento celular y la eficacia de los medicamentos en PDTOs
(Wang et al., 2021).

Sin embargo, una de las limitaciones que destaca en el establecimiento y aplicacion de PDTOs es
gue generalmente no son capaces de preservar las células no cancerosas presentes en el TME.
Las células estromales, como los fibroblastos asociados con el cancer (CAFs), también son un
componente crucial del TME y generalmente se pierden al cultivar PDTOs a largo plazo. Para
superar esta limitacion, se han desarrollado diferentes estrategias de cocultivo para incorporar
estos componentes del TME en los PDTOs. Estas estrategias se pueden agrupar en métodos
holisticos y métodos de reconstitucién (Podaza et al., 2022). En el enfoque holistico, se cultiva
una suspension de células tumorales en una interfase aire-liquido que incluye todos los tipos de
células tumorales, células inmunes enddgenas y fibroblastos (Yang et al., 2021). En cambio, el
método de reconstitucidn se basa en establecer los cultivos de cada componente por separado
y luego combinarlos para ensayos posteriores (Podaza et al., 2022).

1.2.1.1. Matrices extracelulares tridimensionales

El Matrigel® es reconocido como el biomaterial por excelencia para la expansion de
organoides. Es un extracto de membrana basal, purificado del sarcoma de raton Engelbreth-
Holm-Swarm (EHS) (Heo et al., 2022) compuesto principalmente de laminina y colageno IV (Kaur
et al.,, 2021). Sin embargo, el uso de Matrigel® u otro extracto de matriz de origen animal
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compuestos por factores de crecimiento indefinidos resultan en una variabilidad en sus
propiedades bioquimicas indeseable entre diferentes lotes. Como consecuencia, se ve reflejada
la falta de reproducibilidad en experimentos de cultivo celular (Kaur et al., 2021) asi como una
carencia en la uniformidad de los organoides, lo que convierte los PDTOs en una plataforma
inadecuada para la deteccién de farmacos a gran escala o la evaluacion de alto rendimiento
(Shariati et al., 2021).

En consecuencia, se han realizado esfuerzos para desarrollar matrices sintéticas o semisintéticas
en las que todos los componentes estén bien definidos y puedan afinarse para lograr
propiedades deseables, como los andamios de hidrogel a base de polietilenglicol (PEG) (Podaza
et al., 2022), y sus derivados, como acido poli(lactico-co-glicdlico) (PLGA), poli-L-lactida (PLLA),
poli(alcohol vinilico) (PVA), poli(e-caprolactona) (PCL), poliacrilamida (PAM), acido poliacrilico
(PAA), poli(metacrilato de 2-hidroxietilo) (PHEMA) y poliuretano (PU) (Kaur et al., 2021). Estos
hidrogeles a base de PEG poseen interesantes propiedades fisicoquimicas, como su rigidez
ajustable, que puede variar en seis 6rdenes de magnitud. Son biolégicamente inertes debido a
su caracter hidréfilo, que evita la union inespecifica a las proteinas, pero han demostrado que
encapsulan con éxito células manteniendo la viabilidad celular (Pérez del Rio et al., 2020).
Ademas, pueden combinarse con proteinas de sefializacidon, como pequefias moléculas de unién
a integrinas o péptidos bioactivos mediante reticulacién quimica/enzimatica para promover el
crecimiento de células madre y organoides (Kaur et al., 2021).
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En el campo actual de la investigacidn en cancer de pulmdn, los organoides derivados de
pacientes se han propuesto como una potencial herramienta para el estudio del cdncer. Por
tanto, el desarrollo y la optimizacidn de nuevos modelos tridimensionales de pacientes
derivados de tumores (PDTOs) que recapitulen la biologia del tumor lograran: (i) servir como una
herramienta innovadora que pueda transferirse a otro tipo de tumores, (ii) permitir la creacién
de un extenso repositorio de 3D-PDTOs para estudios preclinicos y (iii) ayudar a impulsar la
traslacién a la clinica de enfoques terapéuticos mas personalizados.

El objetivo principal del presente estudio es optimizar el establecimiento de organoides
tumorales derivados de pacientes con cancer de pulmdén no microcitico como plataforma
preclinica de estudio. Para ello, los objetivos secundarios propuestos son:

1. Evaluar diferentes medios de cultivo para optimizar el establecimiento de PDTOs de larga
duracion.

2. Evaluar y optimizar el uso de matrices extracelulares sintéticas para el desarrollo de PDTOs.
3. Caracterizar los organoides establecidos y comprobar si recapitulan adecuadamente las
caracteristicas moleculares del tumor parental, mediante técnicas de inmunofluorescencia

y secuenciacion masiva.

4. Evaluar el uso de PDTOs como plataformas preclinicas de cribado farmacolégico.
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3.1. MUESTRAS

En este trabajo se han incluido muestras de tejido tumoral resecado de pacientes del
Consorcio Hospital General Universitario de Valencia (CHGUV) con diagndstico clinico e
histolégico de cancer de pulmdén no microcitico (CPNM) en estadios I-1V (8vo TNM, ISALC) que
no hayan recibido tratamiento previo. En todos los casos, el patélogo es responsable de la
seleccidn de las porciones tumorales utilizadas con fines de investigacidn. Las muestras incluidas
en el estudio cuentan con datos clinicos asociados. Todas las muestras cuentan con el
consentimiento informado correspondiente aprobado por el comité ético institucional (Anexo
2). Nuestro trabajo sigue rigurosamente los principios éticos establecidos por la Normativa de
Helsinki en investigacién médica, garantizando el respeto absoluto a los derechos y la seguridad
de los participantes.

Las muestras quirurgicas de CPNM se reciben en el laboratorio con una frecuencia media de 1,5
muestras por semana. La muestra se recoge en Advanced DMEM/F12 (Thermo Fisher Scientific)
suplementado con 1 % de antibidtico (penicilina y estreptomicina) (Thermo Fisher Scientific) y
se transporta en hielo hasta el laboratorio. El tejido tumoral se corta con ayuda de un bisturi en
piezas de 1 mm? aproximadamente y es criopreservado en suero bovino fetal (FBS) (Thermo
Fisher Scientific) al 10 % de DMSO (Merck) hasta su posterior procesado.

3.2. ESTABLECIMIENTO DE PDTOs

El tejido criopreservado (en FBS y DMSO al 10 %) se descongela y recoge con la ayuda de una
pipeta, y se incuba a 37 °C durante 2 horas en medio de disgregacion compuesto por Advanced
DMEM/F12 suplementado con 1 mg/mL de colagenasa (Thermo Fisher Scientific), 1 mg/mL de
dispasa (Thermo Fisher Scientific), DNAsa al 0,001 % (Merck), penicilina/estreptomicina al 1% e
inhibidor de ROCK (Selleckchem) a una concentracién final de 10 uM. La incubacién se mantiene
en agitacion intermitente para conseguir individualizar las células de la muestra tumoral. A
continuacidn, se filtra el medio con las células disgregadas a través de un filtro de 70 um que
retiene los trozos de tejido y se neutralizan las enzimas de disgregacién con medio libre de suero.
Posteriormente se centrifuga 5 minutos a 1.000 rpm y se evalla la viabilidad con azul de tripano
(Thermo Fisher Scientific).

Las células disgregadas fueron sembradas en Matrigel® (Corning) en 12 pocillos de una placa de
96 pocillos de superficie de ultra baja adherencia y de fondo redondo (Thermo Fischer Scientific).
Se sembrd una densidad de 50.000 células/pocillo con una relacion 1:3 de medio:Matrigel®.
Posteriormente, se incubd la placa durante 30 minutos a 37 °C para que tenga lugar la gelificacion
del Matrigel® y, una vez gelificado, se afiadieron 200 uL de medio de organoides a cada pocilloy
se mantuvo el cultivo celulara 37 °Cy 5 % de CO; a lo largo del estudio.

3.2.1. Composicion de los medios de organoides

Las células disgregadas fueron sembradas en Matrigel® bajo las mismas condiciones en tres
medios distintos denominados en este trabajo como Clasico, AO Condicionado y AO Completo,
para la formacidn de organoides. Los tres medios tienen como medio de cultivo base el Advanced
DMEM/F12 suplementado con 1% de penicilina/estreptomicina y 1% de L-Glutamina (Thermo
Fisher Scientific).

En funcién del medio de cultivo a emplear, este medio base es complementado con diferentes
factores tal y como se detalla en el Anexo 3. La composicidn de los medios AO Completo y AO
Condicionado es idéntica, con la excepcidn de la concentracidon de Noggin y R-spondinl. En el
medio AO Completo se adicionan Noggin y R-spondina purificadas y adquiridas comercialmente
mientras que, en el medio AO Condicionado dichas proteinas se obtienen a partir de células
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modificadas genéticamente que producen estas proteinas y las liberan al medio de cultivo
(HEK293-mNoggin-Fc; 293T-RSPOmCherry, cedidas amablemente por el laboratorio del Dr. Hans
Clevers y el Dr. Luis Paz-Ares, respectivamente). El medio de cultivo en el que estan presentes
dichas proteinas es utilizado para suplementar el medio de cultivo de organoides AO
condicionado.

3.3. MANTENIMIENTO Y CRIOPRESERVACION DE LOS PDTOs

Una vez generado el cultivo tridimensional, se debe cambiar el medio 2 veces por semana
quitando 100 uL de medio y afiadiendo 100 pL de medio fresco de organoides. El indicador de
pH nos puede orientar acerca de cuando se necesita realizar el cambio de medio, ya que el color
rojo vira a amarillento a causa de la acidificacidon del medio por accidn del metabolismo celular.
A su vez, cada dia hay que observar al microscopio cada pocillo y comprobar que los organoides
estan creciendo correctamente y que no hay ningun tipo de contaminacion.

- Mantenimiento: Los PDTOs establecidos se han mantenido mediante pases de cultivo
celular alo largo del tiempo. Para ello, se elimina el medio de los pocillos, se afiaden 100
uL/pocillo de Cell Recovery Solution (Corning) y se recoge todo en un mismo tubo. Se
incuba en hielo durante 30 minutos y, posteriormente, se afiade medio Advanced
DMEM/F12 y se centrifuga a 0,6 G durante 5 minutos. A continuacidn, se resuspende el
pellet en 300 pL de TrypLE™ Express 1x (Thermo Fisher Scientific) y se incuba a 37 °C
durante 10 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se neutraliza la accion del
TrypLE™ Express 1X con 700 uL de medio de cultivo, se centrifuga a 0,4 G durante 5
minutos y se resuspenden las células con el medio de organoides y el Matrigel® con una
relacion 1:3 de medio:Matrigel®. Por ultimo, se deposita una gota de 20 plL de Matrigel®
con las células en el fondo del pocillo de la placa de ultra baja adherencia de fondo
redondo y, después de incubar la placa durante 30 minutos a 37 °C, se afiaden 200 puL
de medio de organoides y se mantiene el cultivo celular a 37 °Cy 5 % de CO..

- Criopreservacion: Con el fin de tener un reservorio o coleccion privada de PDTOs
establecidos, estos han sido criopreservados a lo largo de los diferentes pases de cultivo.
Los organoides se disgregan y se congelan en célula Unica. Los pasos a seguir son
idénticos a los descritos previamente para realizar el pase de organoides hasta la
neutralizacion del TrypLE™ Express 1X. Una vez neutralizado, se recogen las células y se
realiza un contaje celular con la cdmara de Neubauer. Posteriormente, se centrifugan a
0,4 G durante 5 minutos y se congelan en 1 mL de FBS (Thermo Fisher Scientific) con
DMSO al 10 % (Merck) por vial. Son almacenados en el congelador a -80 °C y pasadas 24
horas, los viales se transfieren a un tanque de Nitrégeno Liquido.

3.4. MATRICES SINTETICAS

En el presente trabajo se han desarrollado matrices sintéticas compuestas por PEG y heparina
(Bulk, IOPAL80) en colaboracién con el ICMAB (IP: Dra. Judith Guasch). Ademas, con el objetivo
de incrementar la adhesidn celular, se afiadié el péptido arginina-glicina-acido aspartico (RGD) a
cada matriz, obteniendo como resultado otras dos matrices denominadas Bulk + RGD, IOPAL80
+ RGD.

Se ha evaluado la capacidad de formacidn de organoides en estas matrices utilizando un cultivo
primario derivado de paciente con CPNM (CP435) y un organoide derivado de paciente (PDTO
626). En el caso del cultivo primario, se sembraron 10.000 células/pocillo en una placa de 96
pocillos de ultra baja adherencia de fondo plano que contenia las matrices sintéticas. Por lo que
respecta al PDTO, los organoides en Matrigel® fueron disgregados tal y como se describié en el
punto 3.3, y las células fueron sembradas a una densidad de 7.500 células/pocillo.
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Posteriormente, en ambos casos se incubd la placa durante 30 minutos a 37 °C con el objetivo
de que las células penetren por los poros de las matrices y, posteriormente, se afiadieron 100 pL
de medio de organoides a cada pocillo y se mantuvo el cultivo celulara 37 °Cy5 % de COz a lo
largo del estudio.

3.4.1. Evaluacion de la viabilidad celular

Con el fin de evaluar la viabilidad de los organoides en las matrices sintéticas, se realizd un
marcaje con Calceina y Yoduro de Propidio (Calceina/Pl). Para llevarlo a cabo, se retira el medio
del pocillo y se afiade Calceina (Abcam) a 2 uM y Yoduro de Propidio (Abcam) a 4 uM en PBS 1X.
Se deja incubar la placa durante 30 minutos a temperatura ambiente y, posteriormente, se
observa la fluorescencia bajo el microscopio confocal.

Para el cultivo primario, este ensayo se llevd a cabo a las 48 horas, 7 dias y 14 dias posteriores a
la siembra de las células en las matrices. En cambio, para la evaluacién de la viabilidad del cultivo
del PDTO, este ensayo se realizd pasados los 5 dias de cultivo.

3.4.2. Disgregacion de las matrices sintéticas

La disgregacién de las matrices sintéticas, tanto para el cultivo primario como para el PDTO,
se llevd a cabo con heparinasa (Iduron). Para ello, se retira el medio de los pocillos, se anade
heparinasa a una concentracion de 0,025 Ul en PBS 1X para disgregar las matrices de Bulk y Bulk
+ RGD y se deja incubar a 37 °C durante 30 minutos en agitacién contante a 300 rpm. Para
disgregar las matrices IOPAL80 y IOPAL80 + RGD, se afiade heparinasa a una concentracion de
0,05 Ul en PBS 1X y se incuba durante 45 minutos bajo las mismas condiciones mencionadas
previamente.

Por otro lado, en el caso del experimento realizado con el PDTO 626, se evalud la disgregacidon
mediante la adicion de Cell Recovery Solution. Para ello se retira el medio de los pocillos y se
afiaden 100 pL por pocillo de Cell Recovery Solution, se deja incubar en frio y se estudia como
se degrada la matriz en el tiempo a través de su observacion al microscopio. Cada cierto tiempo,
se lleva a cabo una disgregacion mecanica mediante pipeteo para incrementar el rendimiento
del proceso.

3.5. CARACTERIZACION DEL TUMOR PRIMARIO

La descripcion histoldgica y caracterizacién inmunohistoquimica de las biopsias de los
tumores primarios, obtenidas a partir de reseccion quirudrgica, fueron realizadas por el Servicio
de Anatomia Patoldgica del Hospital General Universitario de Valencia (HGUV), utilizando el
microscopio Olympus BX53.

3.6. CARACTERIZACION DE LOS ORGANOIDES
3.6.1. Inmunofluorescencia

El primer paso es fijar los organoides con PFA al 4 % (Thermo Fisher Scientific) en PBS 1X, a
pH 7,4 durante 10 minutos a temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo se lava 3
veces con PBS 1Xy se trata con TritonX-100 al 0,5 % (Thermo Fisher Scientific) en PBS 1X durante
10 minutos, con el objetivo de permeabilizar los organoides y permitir la entrada de los
anticuerpos al citoplasma. Volver a lavar 3 veces con PBS 1X e incubar con la solucién de bloqueo
que contiene FBS al 1 % en PBS 1X durante 1 hora a temperatura ambiente, para evitar uniones
inespecificas de los anticuerpos. Una vez transcurrido el tiempo, se afiaden los anticuerpos
primarios expuestos en la Tabla 1A y se deja incubar toda la noche a 4 °C en camara humeda.

Al dia siguiente, se centrifuga a 0,5 G durante 5 minutos y se lava con PBS 1X. Seguidamente se
afiaden los anticuerpos secundarios que se muestran en la Tabla 1B, en solucion de bloqueo y se
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incuban 1 hora a temperatura ambiente. Es importante realizar este paso y todos los siguientes
en oscuridad, ya que los anticuerpos secundarios son sensibles a la luz. A continuacién, se afade
DAPI (Thermo Fisher Scientific) a una dilucidn 1:1000 de DAPI:PBS 1X y se deja incubar durante
5 minutos a temperatura ambiente. Tras lavar y centrifugar, los organoides se resuspenden en
50 uL de medio de montaje y se agrega una gota sobre el portaobjetos. Se coloca el cubreobjetos
boca abajo con cuidado sobre el medio de montaje. Una vez seco, se procede a la observacion
de la muestra al microscopio.

Tabla 1. Anticuerpos empleados para la inmunofluorescencia. (A) Anticuerpos primarios; (B) Anticuerpos
secundarios.

A. Anticuerpos primarios

Epitopo Clon Proveedor Referencia | Huésped | Dilucion
TTF1 D2ES8 CELL SIGNALING #12373 Conejo 1:50
Pan-Citoqueratina AE1/AE3 ABCAM ab80826 Ratoén 1:50
P40 EPR17863-47 ABCAM ab203826 Conejo 1:100
Vimentina EPR3776 ABCAM ab92547 Raton 1:250

B. Anticuerpos secundarios

Epitopo Conjugado Proveedor Referencia | Huésped | Dilucion
IgG de Conejo Alexa Fluor 488 | THERMO FISHER | A-11034 Cabra 1:200
IgG de Ratén Alexa Fluor 647 | THERMO FISHER | A-31571 Burro 1:200

3.6.2. Next Generation Sequencing
3.6.2.1. Extraccion de ADN

Se extrajo el ADN del tejido tumoral conservado a -80 °C con RNA later y de sus
correspondientes PDTOs establecidos tempranamente (pase 0, PO) asi como en pases mas
tardios (P4, P5, P6), siguiendo el protocolo del fabricante del kit QlIAamp DNA mini kit (QIAGEN).
Brevemente, en el caso del tejido primario, para lisar la muestra, el tejido se disgrega
mecdanicamente con ULTRA-TURRAX (Thermo Fisher Scientific) y 80 ul de PBS. Posteriormente
se afiaden 100 pL de ATL (tampdn de lisis usado en la purificacién de ADN) y 20 uL de Proteinasa
K. La muestra se deja a 56 °C en el termobloque hasta conseguir la disgregacion del tejido
(aproximadamente 2 horas). Una vez el tejido ha sido disgregado, se afladen otros 200 pL de AL
y se vuelve a llevar al termobloque a 70 °C durante 10 minutos. En el caso de los PDTOs, se le
afiaden 200 uL de PBS, 20 uL de proteasa y 200 pL de AL (un tampdn de lisis) y se dejan en el
termobloque a 56 °C durante 10 minutos para conseguir la disgregacién de las células del
organoide. A partir de este punto, el procedimiento para ambos es el mismo. Se afiaden las
muestras a las columnas, se centrifuga y se descarta el tubo colector. Se realizan lavados con
Buffer AW1 y AW2. Se centrifuga y se descarta el tubo colector. Finalmente, para eluir las
muestras, se utilizara agua libre de nucleasas, empleando 50 puL para eluir el ADN proveniente
del tejido tumoral y 25 pL para eluir el ADN proveniente de los cultivos celulares. La
cuantificacion del ADN obtenido se realizé mediante Qubit dsDNA BR assay (Thermo Fisher
Scientific) de acuerdo con las instrucciones del fabricante del kit.

3.6.2.2. Preparacion de librerias y secuenciacion

Una vez extraido el ADN, se procede a la preparacion de las librerias para cada una de las
muestras. Para ello se hace uso del panel de secuenciacién Oncomine Comprehensive Assay Plus
(Thermo Fisher), siguiendo el protocolo del fabricante descrito en Oncomine Comprehensive
Assay Plus User Guide. Brevemente, para la preparacion de las librerias se amplifican por PCR
las regiones diana disefiadas en el panel seleccionado y los fragmentos resultantes se preparan
para ser secuenciados. En primer lugar, se hace una digestion parcial del ADN vy se ligan los
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adaptadores o barcodes para poder diferenciar de qué muestra proviene cada secuencia. Una
vez amplificadas y purificadas, se cuantifica la concentracién de cada una de las librerias
mediante RT-qPCR (LightcyclerR 480 Il (Roche)). Seguidamente se prepara el “pool” de librerias
que incluye todas las muestras a secuenciar en una carrera. Se procede a colocar los reactivos
necesarios en el lon Chef™ Instrument (Thermo Fisher Scientific). Se instalan los chips
correspondientes en el secuenciador y se afiaden las librerias diluidas y ya combinadas en el
tubo de muestras de librerias. La secuenciacion se lleva a cabo mediante la plataforma de
secuenciacion lon Torrent S5 (Thermo Fisher Scientific). Esta tecnologia se basa en un chip
semiconductor capaz de detectar iones H" cada vez que se incorpore un nucleétido en el ADN
molde.

|”

3.6.2.3. Analisis de datos

Para el analisis de resultados de las muestras procesadas en NGS, se utilizan dos softwares
proporcionados por la propia plataforma de secuenciacién. En primer lugar, el analisis primario
se realiza automaticamente mediante el uso del software Torrent Suite™ (Thermofisher
Scientific). Este incluye la llamada de bases, la alineacidn de lecturas, el filtrado y recorte de
lecturas, y el mapeo al genoma de referencia hg19-GRCh37. Se revisd la calidad de las carreras,
considerandose como satisfactoria cuando se obtuvieron mas del 60% de lecturas utiles y la
media de longitud de lectura fuera > 60 pares de bases (pb).

Posteriormente, se ha llevado a cabo una comparacién de las frecuencias de las variantes
alélicas (VAF) de las variantes detectadas entre el tejido tumoral y los correspondientes PDTOs
establecidos. Para ello, se descargan los resultados de los andlisis en un archivo TSV. Con ayuda
del Excel, se filtraron las variantes, en este caso se seleccionaron las variantes de un solo
nucledtido (SNVs), y se compararon los porcentajes de las frecuencias de las variantes alélicas
(VAF) obtenidas para cada uno de los genes, tanto en la secuenciacion del tejido tumoral como
en pases tempranos (P0) y tardios (P4, P5, P6) de los PDTOs. Ademas, se ha realizado un analisis
de impacto de variantes mediante el uso del software lon Reporter™, el cual proporciona una
representacién visual del impacto que tienen las variantes detectadas en la secuencia de los
genes, asi como en la secuencia, estructura y funcién de las proteinas afectadas. Los datos se
han representado en forma de mapa de calor.

3.7. CRIBADO FARMACOLOGICO

Para la realizacion del cribado farmacoldgico, los PDTOs establecidos en Matrigel® fueron
disgregados y se sembraron y embebieron de nuevo en Matrigel® a una densidad de 7.500
células/pocillo en una placa de 96 pocillos de ultra baja adherencia y de fondo redondo, tal y
como se describié en el apartado 3.3. A los 7 dias post-siembra, se afiadieron los distintos
antineopldsicos. Como controles experimentales se han usado células tratadas con el vehiculo
DMF (Merck) y células tratadas con Doxorrubicina (Merck) como control interno de toxicidad a
concentraciones crecientes de 0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM y 10 uM, con su vehiculo DMSO (Merck).
El compuesto seleccionado a testar fue el Cisplatino (Selleckchem) y se evalué a concentraciones
crecientes de 1 uM, 5 uM, 10 uM y 20 uM. Se realizaron quintuplicados técnicos. Transcurridas
las 72 horas, se realizd el ensayo de viabilidad celular. En paralelo, se realizd6 el mismo
experimento, a diferencia de que en este caso los PDTOs recibieron una redosis a las 72 horas
después de haber sido tratados por primera vez, y se evalué su viabilidad transcurridos 6 dias
desde la primera dosis.
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1 2 3 4 5 6
ID 609 7500 cells | 1D 609 7500 cells | 1D 609 7500 cells ID 609 7500 cells | 1D 609 7500 cells | 1D 609 7500 cells
DOXO0 0.1uM DOXO 0.1uM DOXO 0.1uM DOXO 0.1uM DOXO 0.5uM DOXO 0.5uM
1D 609 7500 cells | 1D 609 7500 cells 1D 609 7500 cells D 609 7500 1D 609 7500 celis | 1D 609 7500 cells
CIS 1pM CIS 5uM CIS 10uM 0 DOXO 0.5uM DOXO 0.5uM
ID 609 7500 cells | 1D 609 7500 cells | 1D 609 7500 cells [RENeRE 1D 609 7500 cells | 1D 609 7500 celis
CiS 1uM CiS 5uM CIS 10uM 0 _DOXO 1uM DOXO 1
ID 609 7500 cells | 1D 609 7500 cells | 1D 609 7500 cells D 609 7500 ID 609 7500 cells | 1D 609 7500 celis
CIS 1pM CIS 5uM CIS 10uM 0 DOXO DOXO
1D 609 7500 cells | 1D 609 7500 cells 1D 609 7500 cells D 60 CO D 60 00 D 609 7500
CIS 1pyM CIS SuM CIS 10uM 0 DOXO 10 DOXO 10
ID 609 7500 cells | ID 609 7500 cells 1D 609 7500 cells D 609 7500 D 609 7500 D 609 7500
CIS 1uM CIS 5uMm CIS 10uM 0 DOXO 10 DOXO 10
1D 609 DMF 0.1% 1D 609 DMF 0.1% 1D 609 DMF 0.1% D609 D 00 D609 D 00 D609 D 00
| 1D 609 SOLO CELLS | ID 609 SOLO CELLS | ID 609 SOLO CELLS MEDIO MEDIO MEDIO
PDTO 609

Figura 3. Diseiio experimental para evaluar la citotoxicidad de cisplatino en PDTOs del paciente con ID
609. DMF: Dimetilformamida; DMSO: Dimetilsulféxido; DOXO: Doxorrubicina; CIS: Cisplatino.

3.7.1. Ensayo de viabilidad celular

La viabilidad celular de los PDTOs se analizé pasadas las 72 horas y 6 dias de exposicidn a los
compuestos seleccionados, mediante CellTiter-Glo 3D (Promega). Este ensayo determina la
cantidad de células viables en cultivo cuantificando ATP, lo que indica la presencia de células
metabdlicamente activas. Para ello, se induce la lisis celular y se genera una sefial luminiscente
proporcional a la cantidad de ATP presente. De esta manera, la cantidad de ATP es directamente
proporcional al numero de células viables presentes en el cultivo. Este ensayo de viabilidad
celular se lleva a cabo siguiendo el protocolo descrito por el fabricante de CellTiter-Glo® 3D
Viability Assay Protocol. Brevemente, consiste en eliminar 100 uL de medio de cada pocillo,
afadir 100 pL del reactivo y traspasar el sobrenadante a una placa multipocillo de paredes
opacas y fondo plano (Thermo Fisher Scientific). Posteriormente se incuba durante 5 minutos a
22 °C en agitacion a 300 rpm para inducir la lisis celular, seguido de otros 25 minutos a
temperatura ambiente para que se estabilice la sefial de luminiscencia. La lectura de la placa
tratada se lleva a cabo por triplicado y se hace la media de las lecturas obtenidas para cada uno
de los pocillos.

Para calcular el porcentaje de viabilidad celular en cada pocillo, se realiza el cociente entre el
valor de luminiscencia obtenido para cada pocillo que ha sido tratado (X) y el valor obtenido por
el vehiculo del farmaco (X venicuo) (DMF en el caso de Cisplatino y DMSO en el caso de
Doxorrubicina), restandole a cada uno de ellos el valor de luminiscencia obtenido del medio sin
células (X medio) (Ecuacion 1). Los resultados obtenidos se han representado mediante un grafico
de barras elaborado con GraphPad Prism v10.2.3.

(X—Xmedio)
(Xvehiculo—Xmedio)

% viabilidad = * 100

(Ecuacion 1)
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4. RESULTADOS
4.1. CARACTERISTICAS CLiNICO-PATOLOGICAS DE LOS PACIENTES

Para el presente trabajo se han procesado 12 muestras de tejido tumoral de pacientes con
diagndstico de cdncer de pulmdn no microcitico. Las caracteristicas clinico-patoldgicas de los
pacientes y las caracteristicas moleculares de su respectivo tejido tumoral quedan recogidas en
el Anexo 4. Todos los pacientes diagnosticados de CPNM se encuentran en un rango de edad de
entre 60 y 74 afios, siendo la mayoria de ellos hombres.

De las 12 muestras recogidas, 2 fueron excluidas por presentar origen histolégico urotelial e
intestinal (ID 540, ID 633). Las 10 muestras restantes fueron procesadas para el establecimiento
del cultivo celular de organoides. No obstante, se observé contaminacién por bacterias en el 50
% de las muestras, por lo que fueron retiradas del presente estudio.

Finalmente fueron incluidas y se establecieron en organoides 5 de las 12 muestras recogidas (ID
554,571, 609, 626 y 615). Sin embargo, los resultados para el paciente con ID 615 son todavia
preliminares y no se detallaran en el presente trabajo. El 60 % de las muestras establecidas
presentaban histologia de adenocarcinoma pulmonar (Figura 4A), y provenian en su mayoria de
pacientes fumadores (Figura 4B).

A) Histologia pulmonar B) Habito tabaquico

Adenocarcinoma Carcinoma escamoso ®m Fumador m Exfumador (<15 afios) B No disponible

Figura 4. Representacion grafica del porcentaje de pacientes diagnosticados con cancer de pulmén no
microcitico incluidos en el presente estudio segtin la (A) Histologia pulmonar y el (B) Habito tabaquico.

4.2. ESTABLECIMIENTO Y MANTENIMIENTO DE LOS PDTOs

El principal objetivo de este trabajo es optimizar el establecimiento de los organoides
derivados de pacientes de cdncer de pulmdén no microcitico. Para ello, se evalud el
establecimiento y crecimiento de organoides a largo plazo en tres medios de cultivos distintos,
denominados clasico, AO completo y AO condicionado.

En primer lugar, el PDTO del paciente 554 muestra un crecimiento similar en los pases mas
tempranos (PO y P3) en los tres medios de cultivo. Sin embargo, en el pase 4 (P4) se observa una
menor densidad celular en el medio clasico y en el medio AO completo, con respecto al medio
AO condicionado. En los siguientes pases, hay una parada de crecimiento de los organoides en
los medios clasico y AO completo. En cambio, el medio AO condicionado es capaz de mantener
el cultivo de PDTOs hasta el pase 9 (ultimo hasta el momento). Los organoides presentan una
morfologia esférica y logran alcanzar las 200 um, indicando una gran eficacia de mantenimiento
de los PDTOs.
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PDTO 554
CLASICO AO COMPLETO AO CONDICIONADO

Dia 4 (PO)

Dia 50 (P3)

Dia 78 (P4)

Dia 189 (P9) Parada crecimiento Parada crecimiento

Figura 5. Seguimiento a lo largo del cultivo celular del PDTO del paciente con ID 554 en distintos medios
de cultivo. PDTO: organoide tumoral derivado de paciente; AO: airway organoid; P: numero de pase.
Escala de medida: 200 um.

Resultados similares se observan en los primeros pases del cultivo del paciente 571
observandose un menor nimero de organoides en la condicion de medio cldsico a partir del
cuarto pase. Solo los medios de cultivos AO completo y condicionado son capaces de mantener
los organoides a lo largo del tiempo.
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PDTO 571
CLASICO AO COMPLETO AO CONDICIONADO

Dia 7 (PO)

Dia 28 (P3)

Dia 46 (P4)

Parada crecimiento

Dia 81 (P5)

Figura 6. Seguimiento a lo largo del cultivo celular del PDTO del paciente con ID 571 en distintos medios
de cultivo. PDTO: organoide tumoral derivado de paciente; AO: airway organoid; P: numero de pase.
Escala de medida: 200 um.

Con respecto al PDTO 609, al igual que hemos observado en los otros PDTOs, tiene una tasa de
crecimiento similar en el pase 0 en los tres medios de cultivo. No obstante, ya en el pase 2 (P2)
el medio clasico no permitié el avance del PDTO. En el pase 3 (P3), los organoides en medio AO
completo también cesaron su crecimiento, dejando al medio AO condicionado como el Unico
capaz de formar organoides en pases mas tardios, con una morfologia esférica y con una gran
densidad celular.
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PDTO 609
CLASICO AO COMPLETO AO CONDICIONADO
— - ’ o rmag 2 7 R N
- 5 - = $ ‘:m - Q"ﬁ\}:‘.
Dia 7 (PO)
Dia 34 (P1)
Dia 55 (PZ) Parada crecimiento
Dia 102 (P3) Parada crecimiento Parada crecimiento

Figura 7. Seguimiento a lo largo del cultivo celular del PDTO del paciente con ID 609 en distintos medios
de cultivo. PDTO: organoide tumoral derivado de paciente; AO: airway organoid; P: nimero de pase.
Escala de medida: 200 um.

Por ultimo, el paciente 626 tiene un comportamiento muy similar al paciente 609. En los pases
tempranos (PO y P1) los organoides crecieron en los tres medios sin apenas ninguna diferencia,
ni en cuanto a morfologia ni en cuanto a nimero de organoides. Sin embargo, en el pase 1 se
observé una diferencia de crecimiento notable entre la densidad de organoides de los medios
AO completo y el AO condicionado con respecto al clasico, que fue incapaz de hacer crecer los
PDTOs mas alla del segundo pase (P2). Finalmente, solo el medio AO condicionado permitio el
crecimiento de los organoides en pases tardios, observdndose muy buena densidad celular.
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PDTO 626
CLASICO AO COMPLETO AO CONDICIONADO
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Figura 8. Seguimiento a lo largo del cultivo celular del PDTO del paciente con ID 626 en distintos medios
de cultivo. PDTO: organoide tumoral derivado de paciente; AO: airway organoid; P: nimero de pase.
Escala de medida: 200 um.

4.3. DESARROLLO DE ORGANOIDES EN LAS MATRICES SINTETICAS

Uno de los objetivos especificos de este estudio es evaluar y optimizar el uso de matrices
extracelulares sintéticas para el desarrollo de PDTOs. Estas matrices sintéticas se proponen como
una alternativa al Matrigel® para el desarrollo de organoides en el estudio del cancer.

En primer lugar, y con el objetivo de optimizar y estandarizar el uso de las matrices sintéticas, se
decidid evaluar la capacidad de formacién de organoides de un cultivo primario establecido a
partir de tejido tumoral de un paciente con CPNM (CP435). Se evalué la capacidad de formar
organoides, su crecimiento y viabilidad en las diferentes matrices sintéticas (descritas en 3.
Materiales y métodos) en comparacion con Matrigel®.

Como se observa en la Figura 9, el CP435 es capaz de crecer en todas las matrices, dando lugar
a la formacién de organoides esféricos y de aproximadamente 100 um de tamafio a los 7 dias.
Destaca también el mayor tamafio y elevado numero de organoides a los 14 dias en las matrices
de BULK y IOPALS8O (sin y con RGD) en comparacion con el cultivo en Matrigel®.
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CP 435

BULK+RGD

@@

MATRIGEL _IOPAL8O IOPAL80+RGD
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Figura 9. Imagenes de microscopia en campo claro a lo largo del crecimiento del cultivo primario del
paciente con ID 435 en las distintas matrices, a las 48 horas, 7 dias y 14 dias. Escala de medida: 200 um.

Posteriormente, se evalud la viabilidad celular mediante tincién con Calceina y Yoduro de
propidio. Se observd una elevada viabilidad celular independientemente de la matriz en la que
se cultivo el CP435 (Figura 10). Resalta también, tal y como se ha comentado previamente, el
crecimiento exponencial que sufren las células en el proceso de formacién de organoides, tanto
en tamafio como en cantidad, que se ve reflejado sobre todo en la matriz de IOPAL80 (sin y con
RGD). En el cultivo en Matrigel®, los organoides presentan una morfologia regular, uniforme y
esférica y con un tamaiio menor en comparacion con las matrices sintéticas de Bulk y Bulk + RGD
en las cuales se presentan con estructura redondeadas que tienden a agregarse tal y como se
refleja a los 14 dias del cultivo. En el caso de IOPAL80 y IOPAL80 + RGD, los organoides parecen
mantener un mayor grado de separacion entre ellos y presentan una apariencia mas esférica en
comparacién con Bulk.

CP 435

MATRIGEL BULK+RGD IOPAL80 + RGD

48 horas

Figura 10. Imagenes de microscopia confocal de la tincién Calceina/Pl para evaluar la viabilidad del
cultivo primario derivado del paciente con ID 435 en las distintas matrices, a las 48 horas, 7 dias y 14
dias. Tincién con Calceina (verde) y PI (rojo). Escala de medida: 200 um.
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Una vez evaluada la capacidad de formacidon de organoides de un cultivo primario en las matrices
sintéticas, el siguiente paso es mantener el cultivo en el tiempo y por tanto realizar pases de los
organoides establecidos. Para conseguirlo, debemos ser capaces de disgregar la matriz y
recuperar los organoides para resembrarlos. Para ello, se evalud la efectividad de la enzima
heparinasa para disgregar la matriz.

La disgregacion con heparinasa de las matrices sintéticas del cultivo de organoides a partir del
CP435 resulté ser efectiva para las matrices de Bulk quedando los organoides libres de matriz
(Figura 11A). Por el contrario, en el caso de IOPAL80 y Bulk + RGD se observaron restos de matriz
después de la disgregacién (Figura 11By 11C).

30 min 37 °C 300 rpm
A) BULK Heparinasa 0.025 Ul

30 min 37 °C 300 rpm
Heparinasa 0.025 Ul

Matrizremanente

45 min 37 °C 300 rpm )
Heparinasa 0.05 Ul Matrzremanente

n

Figura 11. Imagenes del proceso de disgreacion de las matrices sintéticas. Imagenes de microscopia de
los organoides establecidos a partir del cultivo primario derivado del paciente con ID 435 antes de la
disgregacion y fotografias de la matriz remanente observada después de la disgregacion de las matrices
sintéticas con heparinasa. (A) Bulk; (B) Bulk + RGD; (C) IOPALS0.

A continuacién, se decidié sembrar los organoides recuperados de las matrices disgregadas en
nuevas matrices para evaluar su crecimiento tras realizar un pase del cultivo. Tal y como se
observa en la Figura 21, los organoides resembrados continuaron su crecimiento y expansion en
las matrices de Bulk y Bulk + RGD. Se observa a los 13 dias un mayor tamaiio de los organoides
con respecto al dia 2 de cultivo (Figura 12A, B). Por otro lado, se observan crecimiento en los
organoides sembrados en las matrices de IOPAL 80 (Figura 12C).
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BULK+RGD

Dia2

Figura 12. Imagenes de microscopia del crecimiento del cultivo primario del paciente con ID 435 en las
distintas matrices tras resembrar los organoides obtenidos por la disgregacion con heparinasa
(imagenes tomadas a dia 2 y dia 13 post disgregacion). (A) Bulk; (B) Bulk + RGD; (C) IOPAL80. Escala de
medida: 200 pm.

Una vez evaluada la capacidad de formacién de organoides de un cultivo primario, se decidié
evaluar la viabilidad, crecimiento y mantenimiento en las matrices sintéticas de un PDTO
establecido previamente en Matrigel® (PDTO 626). Para ello, el PDTO pase 6 del paciente con ID
626 establecido en Matrigel® y descrito anteriormente en el presente trabajo, se sembro en las
diferentes matrices sintéticas y paralelamente en Matrigel®. Como se observa en la Figura 13, el
crecimiento de los PDTOs resulté ser ligeramente mayor en cuanto a tamafio de organoides en
todas las matrices sintéticas en comparacion con los organoides crecidos en Matrigel®. No
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obstante, los organoides se muestran con una morfologia mas amorfa y desestructurada en
comparacién con el Matrigel® donde su estructura se presenta con una forma esférica y con un
aspecto mucho mas compacto.

MATRIGEL

I0PAL80

I0PAL80
+RGD

Figura 13. Imagenes de microscopia del cultivo de los PDTOs del paciente con ID 626 en las distintas
matrices, 24 horas después de sembrar las células. Escala de medida: 200 um.

Ademas de la morfologia y el crecimiento, se evalué también la viabilidad celular de los PDTOs
en estas matrices. Tal y como se observa en la Figura 14A, el marcaje es totalmente verde para
el Matrigel®, lo que indica que esta matriz es capaz de mantener las células vivas y permitir el
crecimiento de los PDTOs a lo largo del tiempo. En cambio, a los 5 dias de cultivo observamos en
las matrices a base de PEG que las células se tifien de rojo, indicando muerte celular (Figura 14B,
C, D, E). La tincién de color rojo aparece en la mayoria de los casos, en el mismo sitio donde hay
tincién verde, lo que indica que en un mismo organoide hay tanto células vivas como células
muertas.
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A) MATRIGEL

E) IOPAL 80
+RGD §

C) BULK + RGD |

Figura 14. Evaluacion de la viabilidad de los PDTOs para el paciente ID 626 en Matrigel® y en matrices
PEG a los 5 dias de cultivo. Tincion con Calceina (verde) y Yoduro de propidio (rojo) en las matrices: (A)
Matrigel®; (B) Bulk; (C) Bulk + RGD; (D) IOPAL8O0; (E) IOPAL80 + RGD. Escala de medida: 100 pum.

Una vez crecido el cultivo de PDTOs en estas matrices sintéticas, aun observando una elevada
muerte celular en comparacion con el Matrigel®, se decidié evaluar la eficacia de disgregacion
de las matrices mediante heparinasa en estos cultivos. Transcurridas 3 horas de incubaciéon con
heparinasa, se observa la disgregacidon de la matriz en los pocillos de BULK+RGD (Figura 15A, B),

lo cual no sucede en los pocillo de IOPAL80+RGD (Figura 15C, D).
B) BULK + RGD

C) IOPAL80
L .

Figura 15. Imagenes de microscopia del cultivo de PDTO del paciente con ID 626 en las matrices sintéticas
tras la disgregacion con heparinasa. (A) Bulk; (B) Bulk + RGD; (C) IOPAL80; (D) IOPAL80 + RGD. Fotos
tomadas a 20X.

En cuanto a la disgregacidn de las matrices con Cell Recovery Solution, se pueden observar
organoides libres sin matriz, aunque en un nimero muy reducido (Figura 16A, B) en las matrices
de Bulk y Bulk + RGD. De igual manera, esta no se mostré efectiva en IOPAL80 y IOPAL80 + RGD,

22



4. RESULTADOS

ya que la matriz sigue presente en gran medida y envolviendo los organoides una vez han
transcurrido 5 horas de incubacion en hielo (Figura 16C, D).

A) BULK B) BULK + RGD

C) I0PALS0 D) IOPALS0 + RGD

Figura 16. Imagenes de microscopia del cultivo de PDTO del paciente con ID 626 en las matrices sintéticas
tras la disgregacion con Cell Recovery Solution. (A) Bulk; (B) Bulk + RGD; (C) IOPAL8O0; (D) IOPAL80 + RGD.
Fotos tomadas a 20X.

4.4. RECAPITULACION DE LAS CARACTERISTICAS MOLECULARES DEL
TUMOR PARENTAL

Un factor crucial para el éxito de los organoides como modelo de estudio in vitro es su
capacidad para replicar fielmente el tumor primario en términos histoldgicos, protedmicos,
epigenéticos y genéticos. Para comparar los PDTOs establecidos con el tumor parental, se ha
analizado la expresidn de varios marcadores histoldgicos mediante inmunofluorescenciay se han
identificado alteraciones genéticas mediante secuenciacién masiva.

4.4.1. Estudio de los marcadores histoldgicos

La histologia del tumor desempefia un papel esencial para un buen diagndstico. Entre los
marcadores mads utilizados se encuentran P40 para carcinoma escamoso y TTF1 para
adenocarcinoma. Tal y como se observa en la Figura 17, los tumores incluidos en el presente
trabajo con histologia de adenocarcinoma presentaron expresion positiva de TTF1 mientras que
los tumores con histologia escamosa (ID 554, ID 609) presentaron positividad para el marcador
P40. En los casos ID 571 e ID 626 no se dispone de datos de los marcadores de subtipo
histoldgico.
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ID 554

et
555 “"\-":';g
P e N

P40

Figura 17. Caracterizacion histoldgica de los tumores primarios de los pacientes con cancer de pulmoén
no microcitico. Inmunohistoquimica para la deteccidon de P40 (marcados de histologia escamosa) y TTF1
(marcador de adenocarcinoma) en las muestras ID 554, ID571 e ID 609. Fotos tomadas a 20X utilizando el
microscopio Olympus BX53.

Para evaluar que los PDTOs son un potencial modelo in vitro capaz de recapitular los rasgos
histoldgicos del tumor parental del que provienen, se analizé la expresién de los marcadores
histolégicos P40 y TTF1 mediante inmunofluorescencia y se corroboraron los resultados junto
con los obtenidos mediante inmunohistoquimica por el Servicio de Anatomia Patoldgica del
CHGUV. Cabe destacar que los organoides establecidos del paciente con ID 571 cesaron su
crecimiento en el pase 5 y no se obtuvo cantidad suficiente de organoides para realizar las
correspondientes inmunofluorescencias.

Tal y como se observa en la Figura 18, los PDTOs que provenian de tejido tumoral con histologia
escamosa resultaron positivos para P40 y negativos para TTF1 (ID 554 e ID 609), en concordancia
con los resultados observados en el tejido tumoral. En el caso del PDTO para el paciente con ID
626, diagnosticado como adenocarcinoma en tejido, se observé una clara positividad para P40y
una ligera tincién para TTF1, indicando probablemente un origen adenoescamoso.

También se analizé mediante inmunofluorescencia la expresidn de los marcadores Vimentina y
Pan Citoqueratina (Pan CK) en los PDTOs, que indican un origen mesenquimal y epitelial,
respectivamente. Los PDTOs de todos los pacientes (ID 554, ID 609 e ID 626) presentaron
positividad para Pan CK, resaltando la composicidon de células epiteliales en el cultivo celular.
Ademas, el paciente con ID 626 fue el Unico en mostrar también una ligera positividad para
Vimentina en la superficie de los organoides, indicando la presencia de células mesenquimales.

24



4. RESULTADOS

A)
DAPI P40 Pan CK Merge Brightfield

Vimentina Brightfield

ID 554 (P9)

DAPI P40 Vimentina Merge Brightfield

Brightfield

ID 609 (P3)

DAPI P40 Vimentina Merge Brightfield

DAPI TTF1 Pan CK Merge Brightfield

ID 626 (P4)

Figura 18. Caracterizacion por inmunofluorescencia de los organoides tumorales derivados de pacientes
con cancer de pulmdén no microcitico. Tincién con DAPI (tincidn nuclear), P40, TTF1, Vimentina y Pan CK.
(A) PDTO del paciente con ID 554 pase 9; (B) PDTO del paciente con ID 609 pase 3; (C) PDTO del paciente
con ID 626 pase 4. PDTO: organoide tumoral derivado de paciente. P: nimero de pase; CK: Citoqueratina.
Escala de medida: 100 um.
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4.4.2. Estudio de las alteraciones genéticas

Para que los organoides puedan presentarse como una potente herramienta en la medicina
de precisidn, es de vital importancia que recapitulen las caracteristicas del tumor primario del
cual provienen (tumor parental). Para ello, se han identificado las alteraciones génicas presentes
en los organoides establecidos en pases tempranos (< P4), pases mas avanzados (> P4) y su tejido
tumoral de origen (Tabla 2).

Tabla 2. Muestras de PDTOs y de tejido tumoral del cual derivan secuenciadas utilizando Oncomine
Comprenhensive Assay Plus. PDTO: organoide tumoral derivado de paciente.

Identificacidn del Paciente
554 571 609 626
Tumor primario | Tumor primario | Tumor primario | Tumor primario
Muestra PDTO Pase O PDTO Pase O PDTO Pase 0 PDTO Pase 0
PDTO Pase 6 - PDTO Pase 4 PDTO Pase 5

En primer lugar, se analizaron los parametros de calidad de la secuenciacion. Se observd una
distribucién uniforme de las lon Spheres Particules (ISP) en el chip, con una densidad del 90 %
(Figura 19A). Ademas, todas las carreras de secuenciacidn obtuvieron mas del 74 % de lecturas
utiles (Figura 19B), lo cual es imprescindible para un buen rendimiento de la secuenciacion. Por
ultimo, las lecturas tienen un tamafio medio de 128 pares de bases (pb) (Figura 19C), con un 99
% de bases alineadas (Figura 19D).
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Read Length 170,040,561 99%
Aligned Bases
1%
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Reads
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Position in Read Q

Count %

Total Reads 170,040,561

o 50 100 150 200 250
Read Length

Aligned Reads 169,157,054 99.5%

Q Unaligned Reads 883,507 05%

Figura 19. Analisis de los parametros de calidad llevados a cabo por el lon Suite Software. (A) Anilisis de
la densidad de las particulas ISP empleadas para la secuenciacion; (B) Lecturas utiles totales de la
secuenciacion y analisis de las lecturas eliminadas; (C) Longitud media de las lecturas (pb); (D) Porcentaje
del nimero de bases alineadas de todas las lecturas. ISP: lon Spheres Particles; pb: pares de bases.
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Los resultados obtenidos se analizaron por paciente con el objetivo de evaluar si los organoides
establecidos son capaces de recapitular las alteraciones genéticas de los tumores primarios. Para
ello, se compard la similitud entre las muestras segun las variantes halladas y su impacto
bioldgico mediante un mapa de calor. Ademas, se comparo el porcentaje de las frecuencias de
las variantes alélicas obtenidas entre las diferentes condiciones.

Para el paciente 554 se observa que las mutaciones presentes en el tumor primario se mantienen
al establecer el PDTO. Sin embargo, en el pase 6 algunas de estas mutaciones se pierden, como
es el caso del gen de la tiopurina metiltransferasa (TPMT) (Figura 20A). Este gen codifica para
una enzima capaz de metabolizar fdrmacos de tipo tiopurinas cuya accidén se basa en inhibir el
sistema inmunoldgico. Se pierde también la mutacién en el gen MSH3 que codifica para una
proteina que participa en el sistema de reparacién de emparejamientos erréneos del ADN.
Ademas, en algunas variantes encontradas en genes como PIK3CA, PTEN, TP53 cabe destacar la
variacién en el porcentaje de VAF a lo largo del cultivo celular (Figura 20B).
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B 554 TUMOR | 554 PDTO PO | 554 PDTO P6
Genes Cambio nucleotidico Cambio de aminoacido % MAF % MAF % MAF
PIK3CA c.3140A>G p.His1047Arg 46.20 20.40 78.60
FGFR3 c.746C>G p.Ser249Cys 20.10 5.90 24.66
PTEN c.208C>G p.Leu70Val 18.76 6.80 50.70
PALB2 c.728C>G p.Thr243Ser 8.35 3.65 20.36
TP53 c.273G>A p.Trp91Ter 20.17 5.64 89.26
BRCA1 c.598G>A p.Gly200Arg 26.45 10.65 61.20

Figura 20. Analisis de las alteraciones génicas del paciente con ID 554 presentes en el tejido tumoral, en
el PDTO PO y PDTO P6. A) Mapa de calor de la agrupacion de las muestras segun las variantes detectadas
y el impacto bioldgico de las mismas. (B) Descripcion de las variantes detectas y el porcentaje de frecuencia
de la variante alélica en los PDTOs establecidos y su tumor parental. PDTO: organoide tumoral derivado
de paciente; P: nUmero de pase, VAF: Frecuencia de la variante alélica.

Como se puede observar en el paciente 571 con histologia de adenocarcinoma la secuenciacion
del tejido tumoral detecta mutaciones en distintos genes que no se encuentran posteriormente
en el pase 0 del PDTO, como son TP53, FANCI, ATM, RB1, SOX9 y EP300. Sin embargo, otras
mutaciones fueron adquiridas al establecer el PDTO, como es la de los genes MAP3K4, FAM135B
y NF2 (Figura 21A y B). El gen MAP3K4 codifica para una proteina quinasa que actua en las vias
de sefializacién celular de procesos clave (proliferacion celular, respuesta al estrés...).
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571 TUMOR|571 PDTO PO
Genes | Cambio nucleotidico | Cambio de aminoacido % VAF % VAF
DPYD c.496A>G p.Metl166Val 41.86 50.68
MRPS27 C.83A>G p.Tyr28Cys 38.10
ATM €.349T>A p.Cys117Ser 26.95
ARID2 €.2809C>T p.GIn937Ter 3.65
RB1 c.1727C>A p.Ser576Ter 39.52
NQO1 ¢.559C>T p.Prol187Ser 99.60 99.65
SOX9 c.988A>T p.Ser330Cys 10.00
EP300 c.4195G>T p.Asp1399Tyr 45.39
FAM135B c.1012G>A p.Glu338Lys 5.05
NF2 ¢.1202A>G p.Lys401Arg 10.80

Figura 21. Andlisis de las alteraciones génicas del paciente con ID 571 presentes en el tejido tumoral y
en el PDTO PO. (A) Mapa de calor de la agrupacién de las muestras segun las variantes detectadas y el
impacto bioldgico de las mismas. (B) Descripcion de las variantes detectas y el porcentaje de frecuencia
de la variante alélica en los PDTOs establecidos y su tumor parental. PDTO: organoide tumoral derivado
de paciente; P: nimero de pase. VAF: Frecuencia de la variante alélica.

El paciente ID 609 diagnosticado de carcinoma escamoso mantiene todas las mutaciones al
establecer el PDTO (P0), sin embargo, pierde la gran mayoria de estas en el pase 4. Por otro lado,
se adquieren mutaciones al establecer el PDTO (P0O) como la del gen NOTCH1, o en pases mas
tardios (P4) como la del gen KDR (Figura 22A y B).

28



4. RESULTADOS

A
unknowr nonsense E...-ﬁn.i'i
Variant Impact
TUMORAL PDTO PO PDTO P4
ID 609 ID 609 ID 609
) .
r 4
: TGFBR1
[l ka2
| EPHAZ
T uspax
( REM10
Leraco
T
1t TENM1
[Lkom
L MSH3
r EMO
HCN1
FAT1
oR2T4
ARIDIE
HLA-A
PPL
RADS1B
TP53
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RASA1
DNMT3A
DHFR
B
TUMOR 609|609 PDTO P0(609 PDTO P4
Genes | Cambio nucleotidico | Cambio de aminoécido % VAF % VAF % VAF
COL11A1 C.2414G>A p.Gly805Asp 37.63 9.48
OR2T4 €.830T>C p.Leu277Pro 33.72 10.30
KDR €.3223G>T p.Glul075Ter 40.02 6.96
FAT1 ¢.15G>C p.LeuS5Phe 61.05 12.10
HCN1 €.2370G>T p.GIn790His 28.10 9.43
ARID1B €.5792C>T p.Prol1931Leu 20.40 43.25 51.40
SMO €.1435G>A p.Glu479Lys 66.22 10.60
PTEN €.389G>A p.Arg130GIn 62.76 15.30
TBX3 €.2024C>T p.Ala675Val 33.10 11.32
RAD51B €.928C>T p.Leu310Phe 39.70 11.90
PPL €.3436G>A p.Alall46Thr 21.61 43.33
TP53 c.4217>C p.Cys141Arg 62.95 13.60
TENM1 c.97G>T p.Gly33Ter 73.86 21.92
EP300 C.4142A>G p.Tyr1381Cys 4.15
EPHA2 €.62C>G p.Ala21Gly 2.91
RASA1 €.2791A>C p.lle931leu 2.90
TGFBR1 c.1411A>G p.Met471Val 3.90
KMT2D €.7600A>G p.Met2534Val 4.60
PPL €.3436G>A p.Alal146Thr 51.70
USPaxX €.556A>G p.lle186Val 2.73

Figura 22. Analisis de las alteraciones génicas del paciente con ID 609 presentes en el tejido tumoral, en
el PDTO PO y PDTO P4. (A) Mapa de calor de la agrupacién de las muestras segun las variantes detectadas
y el impacto biolégico de las mismas. (B) Descripcidon de las variantes detectas y el porcentaje de frecuencia
de la variante alélica en los PDTOs establecidos y su tumor parental. PDTO: organoide tumoral derivado
de paciente; P: nUmero de pase. VAF: Frecuencia de la variante alélica.
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Por dltimo, en la secuenciacién del tumor primario del paciente con ID 626 se detectd una
mutacion en el gen KRAS y PBRM1 que no se conservaron una vez se establecié el PDTO (PO). El
gen KRAS codifica para una GTPasa de membrana que participa en la regulacién de vias de
sefializacién relacionadas con el crecimiento, proliferacidn, diferenciacion y apoptosis de células
tumorales. Aquellas alteraciones que se pierden en el pase 0 del PDTO se encontraban en un
bajo porcentaje de VAF en el tumor primario. Sin embargo, las mutaciones que tenian un alto
porcentaje en el tumor primario, como son en los genes CYPD26, TBX22, NQO1y TPMT, si que
se mantuvieron a lo largo del cultivo del PDTO (Figura 23Ay B).
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Genes Cambio nucleotidico | Cambio de aminoacido % VAF % VAF % VAF
PBRM!1 C.4381G>A p.Gly1461Arg 4.00
TPMT €.238G>C p.Ala80Pro 45.78 56.22 51.89
GPSM3,NOTCH4 ¢.-961G>C, ¢.5338G>C p.?, p.Val1780Leu 3.85
SEMA3A €.2208G>T p.Arg736Ser 3.55
KRAS ¢.35G>T p.Gly12Vval 4.31
NQO1 ¢.559C>T p.Prol187Ser 51.18 48.72 51.90
TP53 ¢.650T>G p.Val217Gly 3.70
CDK12 c.13G>C p.Glu5GIn 2.48
CYP2D6,L0C101929829 ¢.506-1G>A p.? 43.90 52.16 51.67
TBX22 c.916C>A p.Leu306lle 48.10 46.75 45.05
POLD1 ¢.1357G>T p.Gly453Cys 3.65

Figura 23. Analisis de las alteraciones génicas del paciente con ID 626 presentes en el tejido tumoral, en
el PDTO PO y PDTO P5. (A) Mapa de calor de la agrupacién de las muestras segun las variantes detectadas
y el impacto bioldgico de las mismas. (B) Descripcion de las variantes detectas y el porcentaje de frecuencia
de la variante alélica en los PDTOs establecidos y su tumor parental. PDTO: organoide tumoral derivado
de paciente; P: nimero de pase. VAF: Frecuencia de la variante alélica.
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4.5. CRIBADO FARMACOLOGICO

Los PDTOs se han descrito como potenciales modelos in vitro para el estudio del cribado de
farmacos, por lo que surge como una herramienta prometedora para evaluar la citotoxicidad de
nuevos compuestos, asi como para el desarrollo de tratamientos personalizados.

En el presente trabajo se evalud la citotoxicidad del Cisplatino en los organoides tumorales
derivados del paciente 609. A las 72 horas y 6 dias posteriores al tratamiento se tomaron
imagenes de microscopia para evaluar cambios en la morfologia de los PDTOs (Figura 24).

Se observa que no hay cambios resefiables en los pocillos tratados con Doxorrubicina (control
interno) a concentraciones de 0,1 uM, 0,5 uM y 1 uM. No obstante, en una concentracion
elevada de 10 uM de Doxorrubicina, se pierde la integridad estructural disipandose la forma
regular y los limites del organoide, ademds de mostrar una menor refringencia (Figura 24A).

Por lo que respecta al Cisplatino, no se observa afectacidn de la estructura del organoide en
ninguna de las concentraciones evaluadas. Sin embargo, al tratar las células por segunda vez con
Cisplatino a una concentracion de 20 uM, se observa que algunos organoides empiezan a verse
afectados por la accidon del compuesto citotdxico, perdiendo integridad en la superficie del
organoide (Figura 24B).
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Figura 24. Imagenes de microscopia de los PDTOs del paciente con ID 609 a las 72 horas y a los 6 dias
posteriores al tratamiento con los antineoplasicos. (A) Tratamiento con Doxorrubucina; (B) Tratamiento
con Cisplatino. Escala de medida: 200 um.

El porcentaje de viabilidad celular observada se ha cuantificado mediante CellTiter-Glo 3D assay.
Los PDTOs tratados con Cisplatino presentan un 100 % de viabilidad en todas las concentraciones
testadas (Figura 25A). En el caso del control interno positivo (Doxorrubicina) se observa una
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pérdida de la viabilidad celular a elevadas concentraciones de 20 uM (Figura 25B). Los resultados
obtenidos de los pocillos testados a concentraciones 0,1 uM y 0,5 uM no fueron valorables.
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Figura 25. Representacion grafica de los porcentajes de viabilidad celular del PDTO del paciente con ID
609 frente a las concentraciones de los antineoplasicos. (A) Tratamiento con Cisplatino; (B) Tratamiento
con Doxorrubicina. Hechas en GraphPad.
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La optimizacion del establecimiento de organoides derivados de pacientes es un importante
reto en el desarrollo de estos modelos in vitro para el estudio del cdncer de pulmodn. El ratio de
éxito del cultivo de PDTOs depende, en gran medida, de las condiciones de cultivo entre las que
se encuentra la composicion del medio de cultivo. En 2019, Kim y colaboradores desarrollaron
un medio de cultivo para establecer PDTOs de pacientes diagnosticados con cancer de pulmon,
que recibié el nombre de Minimum Basal Medium (MBM), denominado clasico en el presente
trabajo. Aunque este medio contenia menos reactivos y factores de crecimiento en comparacién
con otros medios para el desarrollo de organoides, lograron la expansion de los PDTOs durante
6 meses sin cambios en su morfologia. Ademas, resultd ser exitoso tanto para muestras que
provenian de tejidos resecados de cancer de pulmdn como para pequefias biopsias de tejido
(Kim et al., 2019).

Ese mismo afio, el laboratorio de Clevers propone un medio de cultivo de organoides alternativo
que recibe el nombre de airway organoid (AO) (Sachs et al., 2019). Este medio de cultivo, a
diferencia del MBM, contiene factores de crecimiento de fibroblastos (FGF7 y FGF10) el inhibidor
de proteinas morfogénicas dseas Noggin, que aumenta el nimero de células madre y bloquea
su diferenciacidn, asi como la R-spondinl que activa la sefializacién WNT (Lee et al., 2021). Bajo
las condiciones dptimas, los organoides se formaron en unos dias con una tasa de éxito del 94 %
(Sachs et al.,, 2019). En el presente estudio se ha demostrado que la tasa de éxito de
establecimiento de organoides a largo plazo es mayor en el medio AO que en el Clasico (MBM).
En concordancia con nuestros resultados, otros investigadores exponen que, utilizando el medio
AO desarrollado por el laboratorio de Hans Clevers, lograron generar 3 lineas tumorales de
pulmén para cultivo a largo plazo (> 13 meses) a partir de 41 casos de cancer de pulmén
(primario o metastasico) (Yokota et al., 2021).

Otro de los aspectos revisados en el presente trabajo es la importancia de la matriz extracelular
en el establecimiento de PDTOs. Para un buen crecimiento y mantenimiento de los organoides,
es crucial que la matriz empleada para el cultivo 3D sea capaz de recrear el microambiente
tumoral y replicar las interacciones célula-célula y célula-matriz, asi como proporcionar soporte
estructural a las células. Pese a que el Matrigel® ha sido y sigue siendo el estdndar en el
desarrollo de organoides, sus limitaciones estan impulsando el desarrollo de nuevas matrices
sintéticas. Estas matrices destacan por su composicion tanto quimica como fisica conociday libre
de componentes animales que les permite convertirse en una herramienta mas segura y
reproducible. En estas matrices, el PEG proporciona las propiedades estructurales y mecanicas
necesarias, mientras que la heparina se utiliza para anclar electrostaticamente biomoléculas
cargadas positivamente. En nuestro caso, probamos 2 tipos de hidrogeles PEG que difieren del
Matrigel® pues se forma el hidrogel previamente a la siembra celular. Todos los hidrogeles de
PEG se pueden ajustar para modular sus propiedades biomecanicas (es decir, rigidez, porosidad)
para parecerse a la ECM vy las caracteristicas clave de los diferentes modelos de cancer.
Adicionalmente, estas propiedades biomecanicas tienen un papel clave, no solo para permitir el
crecimiento de los organoides, sino también en el momento de disgregar la matriz sin afectar a
la viabilidad de los organoides. Tanto los hidrogeles a base de PEG como de fibrina deben
reticular quimica o enzimaticamente para lograr la gelificacidn, lo que complica la recuperacién
de organoides del hidrogel (Ye et al., 2020), tal y como se ha visto reflejado en el presente
estudio, y puede ser una desventaja para ciertas aplicaciones. Segun nuestros resultados, el
mismo método de disgregacién fue mucho mas efectivo para las matrices con el cultivo CP435,
que para el PDTO 626. Aungque no hay evidencias cientificas que lo respalden, se plantea la
hipétesis de que la gran densidad celular presente en el CP435 crecido en las matrices pueda
fomentar el proceso de disgregacion. Se considera que las células son capaces de secretar
heparinasa a lo largo del cultivo y por tanto consumir la matriz a lo largo de los dias. La baja
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densidad y viabilidad celular observada en el cultivo del PDTO 626 habria conllevado a los
resultados negativos en la disgregacion de la matriz.

Por otro lado, la presencia de péptidos RGD aumenta la adhesion celular a la matriz, aumenta la
interaccién entre la biomolécula y las matrices y reduce la apoptosis celular, ademds de disminuir
la rigidez y mejorar las propiedades eldsticas de cualquier matriz de hidrogel con el objetivo de
promover el crecimiento de organoides (Poudel et al., 2022). Sin embargo, no se han observado
diferencias significativas en el establecimiento de PDTOs en las matrices sin RGD en comparacion
con las matrices con RGD en el presente estudio.

Cabe destacar que, el cultivo de PDTOs en matrices sintéticas se encuentra aun en etapas
incipientes por lo que hay una escasez de estudios que comparen el uso de estas matrices como
sustitucion del Matrigel® en este contexto. Pese a ello, algunos estudios si se han centrado en el
desarrollo de otras matrices sintéticas en la investigacidon contra el cancer. Segun lo reportado
por Prince y colaboradores, consiguieron iniciar el cultivo de PDTO de cancer de mama ademas
de la realizacién de pases en un hidrogel preparado mediante la reaccién entre nanocristales de
celulosa modificados quimicamente y gelatina (Prince et al., 2022). Otros investigadores
desarrollaron hidrogeles basados en poliisocianopéptidos (PIC), para la expansion y
diferenciacién de organoides hepaticos humanos. Sin embargo, las imagenes de microscopia de
los organoides a los 7 dias después de la siembra de células Unicas mostraron que no habia
proliferacion de los organoides (Ye et al., 2020). Estos resultados, que concuerdan con los del
presente trabajo, muestran que dichas matrices no resultaron viables para el cultivo de PDTOs.

Se necesita por tanto ampliar los estudios con matrices sintéticas para confirmar nuestros
resultados y estandarizar un protocolo optimizado de establecimiento de PDTOs que permita el
crecimiento y mantenimiento a lo largo del tiempo de organoides tumorales derivados de
pacientes diagnosticados de cancer de pulmén.

Para que los PDTOs constituyan una plataforma de estudio del cancer prometedora, deben ser
capaces de conservar los marcadores histoldgicos y alteraciones génicas del tumor parenteral
del que provienen. La inmunohistoquimica del tejido tumoral primario junto con la
inmunofluorescencia de los PDTOs demostrd que estos son capaces de retener las caracteristicas
histopatoldgicas del tejido tumoral original. En concordancia con otros estudios, los PDTOs de
pacientes con ADC desarrollados en el presente trabajo expresan marcadores como TTF-1,
citoqueratina 7 (CK7) y napsina-A, mientras que los pacientes con CCE muestran expresion de
P40, p63 y CK5/6 (Kim et al., 2019 ; Wang et al., 2023).

Por otro lado, con el objetivo de estudiar y entender cdmo las mutaciones afectan al transcurso
de la enfermedad, se analizan los perfiles genéticos del tumor y de los organoides que hemos
logrado establecer y mantener en el tiempo.

En este sentido, varios grupos han correlacionado los perfiles de expresion génica de los PDTOs
establecidos con los del tumor parental. Kim et al. investigaron si sus organoides de cancer de
pulmdn son capaces de mantener las alteraciones genéticas de los tejidos que provienen durante
la expansion de PDTOs a largo plazo. Para comprobarlo secuenciaron el exoma completo (WES)
en PDTOs a pases tempranos (< P4) y pases avanzados (> P10). Observaron que las mutaciones
y las alteraciones del nimero de copias (CNV) detectadas en los tejidos y los organoides de pase
temprano se mantuvieron durante el cultivo a largo plazo. Ademas vieron que el nimero de
mutaciones aumento en pases posteriores, lo que puede sugerir una expansién subclonal (Kim
et al., 2019). Otros laboratorios, como es el caso de Chen et al., compararon también las
caracteristicas gendmicas de los tejidos tumorales originales y los PDTOs mediante WES y
obtuvieron como resultado que, centrandose en los 20 genes relacionados con el cancer de
pulmoén con mayor prevalencia, se mantenia una consistencia superior al 80 % entre tumor y
organoide en la mayoria de los casos (Chen et al., 2020). Estos resultados estan en concordancia
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con algunos de los pacientes estudiados en el presente trabajo (ID 554 e ID 615) que mantienen
las mutaciones a lo largo de los pases. No obstante, en algunos casos, se pierden o aparecen
nuevas mutaciones en genes, lo cual podria deberse a una seleccién clonal en la que algunas
subpoblaciones celulares tumorales con unas determinadas caracteristicas genéticas proliferan
en mayor medida que otras.

Es de gran importancia destacar la pérdida de la mutacién del gen KRAS al establecer el PDTO
del paciente con ID 626. Las mutaciones en KRAS se asocian con antecedentes de tabaquismo v,
mas concretamente, la mutacién KRAS G12V ocurre en aproximadamente el 21% de los
pacientes con CPNM mutado en KRAS (Gao & Shen, 2022). Esta alteracién presentaba un bajo
porcentaje de VAF en la muestra tumoral que podria deberse a la heterogeneidad intratumoral.
Puesto que para el establecimiento del cultivo de organoides se parte de una pequefia fraccion
del tumor, este podria presentar una representacion minoritaria de la poblacién celular mutada
en KRAS. Esto puede deberse a la presencia de un subclon celular con dicha mutacién que acaba
perdiéndose por un proceso de seleccién que permite el crecimiento de otros clones.

Los PDTOs son un modelo avanzado de estudio in vitro capaz de recrear las condiciones del
tumor in vivo y, como consecuencia, se obtiene una representacion de los resultados mas precisa
en comparacién con los cultivos tradicionales. Se proponen por tanto como una potente
herramienta de estudio para el testado de farmacos, asi como para predecir la respuesta del
paciente al tratamiento, la toxicidad y el desarrollo de resistencias.

La literatura cientifica refleja que las células cultivadas en 3D muestran una resistencia
notablemente mayor a la terapia de irradiacién y a fdrmacos quimioterapicos que los cultivos 2D
(Koch et al., 2021). En las ultimas décadas, la quimioterapia adyuvante basada en Cisplatino se
ha establecido como un tratamiento eficaz en el CPNM resecado (Rotolo et al.,, 2014). No
obstante, nuestros estudios no han mostrado el efecto esperado del Cisplatino en los PDTOs,
puesto que no se refleja una accidn citotdxica contra los organoides en cultivo. De la misma
manera, no se observa efecto de la Doxorrubicina hasta una concentracion de 10 uM. En este
caso no podemos afirmar que la Doxorrubicina actia sobre los PDTOs a partir de esta
concentracion debido a que el rango entre concentraciones testadas (1 uM y 10 uM) es amplio,
por lo que se deben evaluar concentraciones intermedias en los préximos experimentos.

En linea con nuestros resultados Chitcholtan y colaboradores observaron que el Cisplatino no
inducia apoptosis o necrosis en el modelo 3D de esferoides (Chitcholtan et al., 2012). De igual
manera, Ono et al. mostraron que el valor de concentracién inhibitoria media (IC50) para el
tratamiento con Cisplatino y Paclitaxel en lineas celulares de cancer de ovario cultivadas en 3D
en Matrigel eran significativamente mayores que los de células cultivadas en 2D (Ono et al.,
2022). Siguiendo el mismo patrdn, Sogawa et al. observaron que el Cisplatino redujo la viabilidad
celular en cultivos 2D, mientras que en cultivos 3D promovia el crecimiento tumoral de las células
metastasicas del cancer colorrectal (Sogawa et al., 2021). Por tanto, con los resultados obtenidos
en el presente trabajo junto con otros estudios, se deduce que la resistencia a antineoplasicos
se ve incrementada en estudios de modelos tridimensionales en comparacién con células en
monocapa. Se han derivado numerosas explicaciones al respecto, que la estructura
tridimensional se encuentre en estado quiescente, teniendo como consecuencia un menor
efecto de rotura del ADN por efecto del quimioterapico (Chitcholtan et al., 2012). De la misma
manera, la expresion de componentes de la ECM puede inducir resistencia a farmacos mediada
por adhesion celular (CAM-DR) formando una barrera fisica que disuelve o retrasa la
administracion del farmaco (Nowacka et al., 2021), asi como la hipoxia tumoral que conduce a
la activacién de genes implicados en la supervivencia celular y la sensibilidad a los farmacos
(Edmondson et al., 2014). No obstante, se requieren estudios futuros para determinar el
mecanismo por el cual los organoides presentan una alta resistencia a fdrmacos.

35



5. DISCUSION

En resumen, nuestros resultados mostraron que el medio de cultivo es un componente esencial
para el éxito del cultivo de PDTOs, siendo el AO condicionado el Unico medio que permitid el
crecimiento de todos los organoides a lo largo del tiempo (Figura 26A). El uso de matrices
sintéticas como alternativa al Matrigel® para el establecimiento de PDTOs en CPNM sigue siendo
un desafio, por lo que se requieren investigaciones futuras adicionales para optimizar su
aplicacién (Figura 26B). Se ha comprobado que los PDTOs conservan los marcadores histoldgicos
del tumor parental, aunque no las alteraciones génicas (Figura 26C). Por ultimo, el cribado
farmacolégico con Cisplatino no tuvo efecto citotdxico sobre los PDTOs (Figura 26D).

A. Evaluacion del medio de cultivo D. Cribado farmacolégico

en PDTOs v v
Parada de crecimiento s 7 00000000000 Cisplatino
bt Ratio éxito Ssesecese P
<P3 0%
<p5 25% *

Pledelo Jlo[olle) [ R1nlell No cesa el crecimiento 100%

AO condicionado clave para el éxito 100% viabilidad

B. Matrices sintéticas para cultivo de PDTO C. Recapitulacion de las caracteristicas moleculares
C1. Marcadores histoldgicos
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Optimizar matrices sintéticas
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Figura 26. Recapitulacion de los resultados obtenidos en el presente trabajo. PDTO: organoide tumoral
derivado de paciente; P: nimero de pase; CPNM: Cancer de pulmdn no microcitico. Hecha en Biorender.

El desarrollo de organoides tumorales derivados de pacientes se presenta como una
aproximacién emergente para el estudio oncoldgico, tal y como se ha detallado en el presente
estudio. El uso de PDTOs permite entender la biologia y progresién del tumor, ademas de
predecir el tratamiento dptimo para el paciente y las resistencias a fadrmacos. Cabe destacar que
la investigaciéon de PDTOs ha avanzado rapidamente en los Ultimos afios. Aun asi, es de vital
importancia el desarrollo de futuros estudios para estandarizar el cultivo de organoides y
maximizar el potencial de PDTOs en la investigacidn contra el cancer de pulmdn no microcitico.
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1.

Se ha demostrado que el medio de cultivo de organoides es clave para el éxito de
establecimiento y mantenimiento de PDTOs, siendo el medio AO condicionado el que
posee una mayor tasa de éxito.

No se ha conseguido mantener el cultivo de PDTO de CPNM en las matrices extracelulares
sintéticas.

Se ha demostrado que los PDTOs recapitulan la histologia del tumor parental del que
provienen. Sin embargo, se han detectado cambios en algunas alteraciones genéticas al
establecer los PDTOs con respecto a las alteraciones del tumor primario.

El uso de PDTOs como plataforma para el cribado de farmacos requiere de una mejora en
el protocolo establecido.
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ANEXOS

ANEXOS

ANEXO 1. RELACION DEL TRABAJO CON LOS OBJETIVOS DE DESARROLLO SOSTENIBLE
DE LA AGENDA 2030.
e Grado de relacidn del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS).

[_Alto | Medio | _Bajo__| Noprocede |
X

ODS 1. Fin de la pobreza
ODS 2. Hambre cero X
ODS 3. Salud y bienestar X

ODS 4. Educacion de calidad X
ODS 5. Igualdad de género X

ODS 6. Agua limpia y saneamiento X

ODS 7. Energia asequible y no
contaminante

ODS 8. Trabajo decente y
crecimiento econémico

ODS 9. Industria, innovacién e
infraestructuras

ODS 10. Reduccion de las
desigualdades

ODS 11. Ciudades y comunidades
sostenibles

ODS 12. Produccion y consumo
responsables

ODS 13. Accion por el clima

ODS 14. Vida submarina

ODS 15. Vida de ecosistemas
terrestres

ODS 16. Paz, justicia e instituciones
solidas

ODS 17. Alianzas para lograr
objetivos

X
X
X
X

>

X

e Descripcidon breve de la alineacion del TFG con los ODS, marcados en la tabla
anterior, con un grado alto.

El presente trabajo se encuentra estrechamente relacionado con el ODS 3: Salud y bienestar. Su
objetivo principal es garantizar una vida sana y promover el bienestar para todos en todas las
edades. Concretamente, este trabajo se relaciona con el objetivo 3.4 que plantea para el afo
2030 reducir en un tercio la mortalidad prematura por enfermedades no transmisibles mediante
la prevencion y el tratamiento y promover la salud mental y el bienestar, pues el cancer de
pulmdn no microcitico es una enfermedad no transmisible con la mayor tasa de incidencia y
mortalidad en la poblacién por céancer.

Por otro lado, el trabajo se relaciona también con el ODS 17: Alianzas para lograr objetivos. Para
la realizacion de este trabajo se ha colaborado con servicios del Hospital General Universitario
de Valencia, como son Anatomia Patoldgica, Oncologia y Cirugia Toracica. Ademas, se ha
colaborado con el laboratorio de la Dr. Judith Guasch (CSIC-ICMAB, Barcelona), el cual ha
disefado y proporcionado las matrices extracelulares sintéticas empleadas dentro del objetivo
2 del presente trabajo. Por ultimo, se ha colaborado con laboratorios externos (Dr. Luis Paz-Arez
y el Dr. Hans Clevers) para la obtencion de las lineas celulares productoras de los factores R-
spondina 1y Noggin, empleados para el desarrollo de PDTOs.
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ANEXO 2. DOCUMENTO INFORMADO AL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO INFORMADO
DE LOS PACIENTES DEL ESTUDIO

$ i
WOGATAL GEMERAL
UNMERSITAA FI
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DOCUMENTO DE INFORMACION AL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO INFORMADO

DOMNANTE:

ACERCA DE LA DONACION VOLUNTARIA DE MUESTRAS BIOLOGICAS PARA LINEAS DE INVESTIGACION BIOMEDICA
OBTENIDAS EN EL CURSO DE PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS, TERAPEUTICOS O DIAGNOSTICOS.

LINEA DE INVESTIGACION Oncologia Molecular

INVESTIGADOR PRINCIPAL Dr. Carlos Camps

TLF CONTACTO (despacho) | 963131800 Ext: 437461

EMAIL Camps_car@gva.es

CENTRO Servicio de Oncologia Médica (SOM) del Consorcio Hospital General Universitario de
Valencia (CHGUV) y Laboratorio de Oncologia Molecular de la Fundacion para la
Investigacion del Hospital General Universitario de Valencia [FIHGUV)

EQUIPO INVESTIGADOR Facultativos del 50M, personal de la Unidad de Investigacian Clinica del 50M, y del
|aboratorio de Oncologia Molecular, miembros de los servicios gquirdrgicos
imvolucrados (Cirugia Tordcica, Cirugia General), facultativos del servicio de Anatomia
Patoldgica.

1. DESCRIPCION GENERAL: La linea de investigacion de "Oncologia Molecular’ centra sus esfuerzos en la
comprension de la patogénesis de los eventos genéticos y moleculares implicados en el origen y la progresion del
cancer. Uno de los aspectos de mayor interés en esta linea de investigacidn es la bisgueda de biomarcadores que
puedan ser usados en la clinica y ayuden a la individualizacion del tratamiento del cancer.

PROPOSITO DE LA LINEA DE INVESTIGACION: Analizar en diferentes tipos de muestras, factores que puedan ser
importantes en el diagndstico, prondstico y en la respuesta del cancer a los tratamientos empleados, asi como en la
aparicion de efectos tdxicos asociados a dichos tratamientos. 5i bien la constitucion genética de los seres humanos es
muy similar, existen pequefias diferencias entre las personas que, en algunos casos podrian asociarse con el desarrollo
o evolucidn de diferentes enfermedades. Por otra parte, los tumores también presentan diferencias a nivel genético
que necesitan seguir siendo estudiadas. Por lo tanto, para poder llevar a cabo esta linea de investigacion, es necesario
disponer de muestras bioldgicas para poder realizar estos estudios genéticos. También es necesario recoger datos
sobre su historial médico para obtener informacidn que pudiera tener relevancia para nuestros estudios.

2. IDENTIFICACION Y DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO: Durante la intervencion quirlrgica o la prueba diagndstica
a la que va a ser sometido en las instalaciones del CHGUV se tomaran muestras de sus tejidos yfo sangre. El
procedimiento que se le propone consiste en donar voluntariamente una parte de la muestra biologica sobrante de
la intervencidn o prueba a una coleccion de muestras que se usara con fines de investigacion biomédica, sin que esto
suponga ningln riesgo afiadido para su salud ni comprometa el correcto diagndstico y tratamiento de su enfermedad.
También es posible que le recojamos muestras bioldgicas que no requieran un procedimiento invasivo, como orina
heces, saliva etc. o gque el procedimiento de obtencidn sea minimamente invasivo como una extraccion de sangre

Las muestras que done se almacenaran en una coleccidn de muestras que corresponden a una Linea de Investigacion
sobre Oncologia Molecular, que se encuentra en las instalaciones de la FIHGUV y que cumple con los requerimientos
establecidos en la normativa vigente.

Sus muestras solo podran ser utilizadas en proyectos de investigacion avalados cientificamente y que hayan sido
evaluados y aprobados por el CEIC, en los gue participen miembros del equipo investigador gue forma parte de esta
linea de investigacion.

3. OBJETIVO: El Centro Sanitario en el gue usted esta siendo atendido/tratado, dispone de investigadores gue desean
recoger y almacenar sus muestras bioldgicas para poder realizar proyectos de investigacion biomédica en el area de la
Oncologia. Los resultados de dichos proyectos de investigacion pueden derivar en el descubrimiento de nuewvos
métodos para el mejor diagndstico, prondstico y tratamientos.
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4. BENEFICIOS ESPERADOS: Por su participacion no percibira ninguna compensacion econdmica o de otro tipo por las
muestras donadas. Sin embargo, si las intervenciones que se pudieran realizar tuvieran éxito, podrian ayudar en el
futuro a pacientes gue tienen la misma enfermedad o padecen otras enfermedades similares.

Las muestras de los tejidos y/o sangre no serdn vendidas o distribuidas a terceros con fines comerciales.

La donacion de muestras no impedira que usted o su familia puedan hacer uso de ellas siempre que estén disponibles,
cuando por razones de salud puedan ser necesarias.

5. CONSECUENCIAS PREVISIBLES DE SU REALIZACION: Solo si usted lo desea, existe la posibilidad de que pueda ser
contactado en el futuro para completar o actualizar la informacién con la que contamos relacionada con su
enfermedad.

Es posible, que los estudios realizados sobres sus muestras aporten informacion relevante para su salud o la de sus
familiares. Tiene derecho tanto a ser informadoe como a que no se le informe de los datos obtenidos en la
investigacidn. A estos efectos se entenderd que no desea recibir tal informacidn salvo gue manifieste lo contrario,
utilizando para ello el formulario que v se adjunta al presente documento.

6. CONSECUENCIAS PREVISIBLES DE SU NO REALIZACION Y DERECHO DE REVOCACION DEL COMSENTIMIENTO. La
decision de donar muestras bicldgicas es totalmente voluntaria, pudiendo negarse a donarlas e incluso pudiendo
revocar su consentimiento en cualguier momenta, sin tener gque dar ninguna explicacidn y sin gue ello tenga ninguna
repercusion en la atencion médica gue recibe en el Centro.

Si decidiera revocar el consentimiento que ahora presta, la parte de las muestras que no 58 hayan utilizado en la
investigacidn, sera destruida o anonimizada. Tales efectos, no se extenderan a los datos resultantes de las
investigaciones que ya se han llevado a cabo una vez haya revocado su consentimiento.

7. RIESGOS. El procedimiento que se le propone no supone ningun riesgo afadido para su salud ni compromete el
correcto diagnostico y tratamiento de su enfermedad, puesto gue se trata de muestras sobrantes de la intervencidn,
muestras invasivas obtenidas durante los procedimientos de diagnostico, o muestras de sangre extra gue se han
obtenido para ser utilizadas en investigacion. En este Oltimo caso, la extraccion de sangre, apenas tiene efectos
secundarios, lo mas frecuente es |la aparicion de pequefios hematomas en la zona de puncion que desaparecen
transcurridos 1 o 2 dias. En el caso de las muestras que reguieren procedimientos mas complejos o invasivos, estos
solo se realizardn si forman parte del procedimiento habitual que debe realizarse para su correcto diagndstico o
tratamiento de su enfermedad.

8. PROTECCION DE DATOS PERSOMNALES ¥ CONFIDENCIALIDAD. Sus datos personales v de salud serdn incorporados y
tratados en una base de datos de la gue es responsable el Investigador del Proyecto, que debe estar inscripta en un
registro nacional dependiente del Instituto de Salud Carlos Il y que debe cumplir con todos los requisitos legales. Solo
el INVESTIGADOR RESPOMSABLE podra relacionar estos datos con usted, siendo responsable de custodiar el
documento de consentimiento y de garantizar el cumplimiento de su voluntad en relacién al uso de la muestra
biologica gue usted cede para investigacion. La informacidn sera procesada durante el analisis de los datos obtenidos
y aparecera en los informes y/o memorias de los proyectos derivados de |a Linea de Investigacidn, aungue en ningln
caso sera posible identificarle, asegurando en todo momento el cumplimiento de la Ley Organica 3/2018, de 5 de
diciembre, de Proteccion de Datos Personales y garantia de los derechos digitales.

La cesidn de muestras asi como de la informacion contenida en las bases de datos vinculadas a las mismas, solo se
realizara si forman parte de la linea de investigacidn en la cual participan miembros del equipo investigador,
realizandose un procedimiento de codificacidn previe, que consiste en desligar la informacion que le identifica
sustituyéndola por un cadigo.

Asimismo, el titular de los datos personales podra ejercitar los derechos de acceso, rectificacion, cancelacion y
oposicion al tratamiento de datos de caracter personal, incluir alguna restriccion sobre el uso de sus muestras, y
ejercer los derechos de revocacidn del consentimiento (en este ditimo caso, conforme al formulario gue figura en el
apartado 11) en los términos previstos en la normativa aplicable, dirigiendo al titular del centro el escrito
correspondiente firmado por Ud. y copia de un documento acreditativo de su identidad.
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9. DESTINO DE LAS MUESTRAS TRAS FINALIZACION DE LA LINEA DE INVESTIGACION. En el supuesto de finalizacion
de la linea de investigacion, es posible que existan muestras sobrantes. En relacion a las mismas, se le ofrecen las
siguientes opciones: a) la destruccién de la muestra sobrante, b) su utilizacidn en otros proyectos de investigacion
biomédica, para lo cual, se le ofrece la opcion de donar la muestra excedente al Biobanco del CHGUV (en el siguiente
apartado le explicamos de manera resumida en gue consiste un Biobanco y cudles son sus objetivos). En este caso,
deberd marcar esta opcidn en el consentimiento incluido en este documento. En dicho consentimiento usted podra
escoger si desea gue esta donacion se haga codificada de forma que usted pueda conocer si lo desea los resultados de
las investigaciones que se lleven a cabo, o anonimizada, si usted prefiere gue nunca nadie pueda recobrar la relacion
entre sus muestras y su persona.

10. BIOBANCO. DEFINICION ¥ OBIETIVOS. El Biobanco del CHGUY es un establecimiento publico, sin animo de lucro,
que acoge una coleccidn organizada de muestras bicldgicas. Estas muestras almacenadas en el Biobanco, tienen por
finalidad ser utilizadas en proyectos de investigacion biomédica que hayan sido aprobados por los comités ético y
cientifico a los gque esté adscrito el Biobanco. Los resultados de las investigaciones realizadas con estas muestras
pueden derivar en el descubrimiento de nuevos métodos para el mejor diagnostico de las enfermedades o en nuevas
formas de tratamientos de las mismas. Sus muestras seguiran almacenadas en el Biobanco hasta el fin de las
existencias si no existe una revocacion del presente consentimiento.
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11. DECLARACIOMES Y FIRMAS.

Declaracion del donante:

D./Dfia de afios de edad, con domicilio en
DRI ¥y n? de SIP
D./Dfia . de afos de edad, con domicllio en
, DNl en calidad de
representante (en caso de minoria legal o incapacidad) del paciente , con DNI
v n® de SIP
DECLARO

Que he sido informado por el profesional de salud abajo firmante:

#  Sobre las ventajas e inconvenientes del procedimiento

# Sobre el lugar de obtencidn, almacenamiento y proceso que sufrirdn los datos personales y las muestras.

#  Oue mis muestras y datos personales seran tratados de acuerdo a la legislacidn vigente.

#  Que en cualguier momento puedo revocar mi consentimiento y solicitar la eliminacidn o anonimizacidn de todos mis datos

personales y muestras que permanezcan almacenadas. Esta eliminacidn no se extenderia a los datos resultantes de las
investigaciones que ya se hubieran llevado a cabo

#  Que en cualguier momento, yo, mi representante legal, o tutor, de confermidad con lo establecida en el articulo 4, punto 5 de
la Ley 14,2007, de 3 de lulio, puedo solicitar informacidn sobre los datos gue se obtengan a partir del andlisis de las muestras
donadas.

#  QOue he comprendido la infermacidn recibida y he podido formular todas las preguntas gue he creido oportunas

CONSIENTO

F  Que el CHGUVY y la FIHGUV, a través de los miembros del equipo investigador de la Linea de Investigacidn: “Oncologia
Molecular”, utilicen mis datos y las muestras, incluyendo la informacién sobre mi salud, para investigaciones biomédicas
dentro del marco de la linea de investigacion antes mencionada, manteniendo siempre la confidencialidad de mis datos.

#  Libre y voluntariamente en la donacdidn voluntaria de: (marguese con una cruz lo gue proceda)

Mis tejidos excedentes Muestra de heces, orina o saliva
Muestra de sangre Muestras obtenidas en procedimientos gue sean necesario para el
diagndstica)

# Yo, mi representante legal o tutor, accedo [marguese si o no) a gue los miembros del equipo investigador puedan contactarme
en el futuro en el caso de que se estime oportuno afiadir nuevos datos a los recogidas.
51
Nao

#  Oue en el supuesto de finalizacion de la linea de investigacion, mis muestras sean (marquese con una cruz lo que proceda)
destruidas
cedidas al Biobanco del CHGUV y anonimizadas
cedidas al Biobanco del CHGUV codificada, junto a los datos clinicos asociados.

D. Dfia : FIRMA:

En ,a de de 20

DECLARACION DEL PROFESIONAL DE SALUD:
He infermado debidamente al donante:

MNombre facultativo: DHI Colegiado N®
FIRMA -

En ,a de de 20
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12. REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO.

Yo, D./Dfa , con DNI revoco el
consentimiento prestado en fecha de de 20 y no deseo proseguir la donacion
voluntaria, que doy con esta fecha por finalizada.

Fdo:

En , de de 20

Yo, D./Dha , can DMI ___ como
representante legal de D/ Diia , con DNI

revoco el consentimiento prestado en fecha de de 20 ¥y no
deseo proseguir la donacidn voluntaria, que doy con esta fecha por finalizada.

Fdo:
Em ,a de de 20
V.5_2022 5
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ANEXO 3. COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO PARA ORGANOIDES: (A) CLAsICO
(B) AO COMPLETO (C) AO CONDICIONADO. AO: Airway Organoid.

Concentracion

A) CLASICO Proveedor Concentracion Stock final
N-2 Thermo Fisher Scientific 100X 1X
B-27 Thermo Fisher Scientific 50X 1X
bFGF Thermo Fisher Scientific 20 pg/ml 20 ng/mL
EGF Thermo Fisher Scientific 50 pg/ml 50 ng/mL
Inhibidor Rock Selleckchem 10 mM 10 pM
B) AO Via de Concentracion Concentracion
o Proveedor .
COMPLETO senalizacion Stock final
Noggin Bloquea TGF-B Peprotech 100 pg/ml 100 ng/mll
. Activacion via
R-Spondina . Peprotech 500 pg/ml 500 ng/ml
Whnt/B-catenina
o . Thermo Fisher
B-27 Activa insulina o 50X 1X
Scientific
. ] Precursor de
Nicotinamida ] Merck 1M 10 mM
coenzimas
N-Acetilcisteina Antioxidante Merck 1M 1.25mM
FGF-7 Activa FGFR2b Peprotech 10 pg/ml 6.25 ng/ml
FGF-10 Activa FGFR2b Peprotech 50 pg/ml 25 ng/ml
A83-01 Bloquea TGF-B Tocris 500 pM 500 nM
Bloquea p38 .
$B202190 Biogen 1mM 1pM
MAPK
. Bloquea
Inhibidor Rock Selleckchem 10 mM 5pM
RhoA/ROCK
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C) AO Via de Concentracion Concentracion
Lo Proveedor .
CONDICIONADO senalizacién Stock final
Noggin Bloquea TGF- Peprotech 8 ng/ml 10%
RS di Activacién via p tech 500 pg/ml 10%
-Spondina eprotec m
P Wnt/B-catenina P He °
o ) Thermo Fisher
B-27 Activa insulina L 50X 1X
Scientific
L . Precursor de
Nicotinamida i Merck 1M 10 mM
coenzimas
N-Acetilcisteina Antioxidante Merck 1M 1.25 mM
FGF-7 Activa FGFR2b Peprotech 10 pg/ml 6.25 ng/ml
FGF-10 Activa FGFR2b Peprotech 50 pg/ml 25 ng/ml
A83-01 Bloquea TGF-B Tocris 500 pM 500 nM
Bloguea p38 .
$B202190 Biogen 1mM 1pM
MAPK
. Bloquea
Inhibidor Rock Selleckchem 10M 5 uM
RhoA/ROCK
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ANEXO 4. CARACTERISTICAS CLINICOPATOLOGICAS DE LA COHORTE Y SUS CORRESPONDIENTES BIOMARCADORES EN LAS MUESTRAS DE
TEJIDO TUMORAL. ND: no disponible; VAF%: valor porcentual de la frecuencia de la variante alélica; IHQ: Inmunohistoquimica.

I.D Sexo |Edad Ha’b|t? Histologia Estadio Estudio inmunohistoquimico AIteracno.r-les moleculares en
paciente tabaquico tejido tumoral
Fumador hasta
540 Hombre| 74 2019, >40 Urotelial ND CK7+, P40+, CK(2<(;}§5ATA3_’ PD-L1- No secuenciado
paquetes/afio ?
- 0, i -
554 Mujer | 62 Fumadora ,1 Carcinoma Escamoso A P40+, PD.L1+ (79/.0)' Cromogranina-, No secuenciado
paquete/dia Sinaptofisina-, TTF1-
F
570 Mujer | 69 .uma}dora 5 Adenocarcinoma 1B TTF-1+, P40-, PD-L1- (<1%) No se detectan mutaciones
cigarrillos/dia
Fumador 9
cigarrillos/dia Adenocarcinoma con patrén TTF-1+, P16+, CKAl/A?+’ PD_!'1.+ GNAS p.(Arg201His) (c.602G>A)
571 Hombre| 70 desde hace sSlido IB (90%), Cromogranina-, Sinaptofisina-, (NM_000516.6), VAF%: 4,4%
mas de 50 CD56-, P40-, CK5/6- - ol TR
afos
Adenocarcinoma
Ex fumador (predominante papilar KRAS p.(Gly12Val) (c.35G>T)
. , CK7+, TTF-1+, PD-L1+ (60%), P40-, (NM_033360.4), VAF%: 34,5%
592 Mujer | 64 | desde hace 15 (60%), con areas 1B
ARos micropapilares (30%) y CK20- ALK p.(Arg1212Ser) (c.3634C>A)
- (NM_004304.5), VAF%: 29,8%.
acinares (10%))
Adenocarcinoma
Ex fumador ) .
desde hace 3 (predominantemente acinar
599 Hombre| 64 semanas de 20 (80%) (con patroén cribiforme A TTF1+, P40-, PD-L1- (<1%) No se detectan mutaciones
. . , y comedonecrosis) y papilar
cigarrillos/dia 20%)
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ID Habi . . . . . .. Al i lecul
. Sexo |Edad a,blt? Histologia Estadio Estudio inmunohistoquimico terauo.rfes rofectrares en
paciente tabaquico tejido tumoral
F“rrc‘z?:;:e ! PTEN p.(Arg130GIn) (c.389G>A)
0/ . 0,
609 [Hombre| 62 | cigarrillos/dia Carcinoma Escamoso B PD-L1+ (20%) (NM_000314.8), VAF%: 44,6%
desde los 14 TP53 p.(Cys141Arg) (c.421T>C)
JFos (NM_000546.5), VAF%: 44,0%.
Adenocarci::\'f;:"ijo(m“c'nos° TTF-1+, CK7+, CK20+, CDX2-, KRAS p.(Gly12Val) (c.35G>T)
612 Mujer | 71 ND predominantemente papilar IB estrégenos-, progesterona-, P40-, (NM_033360.4), VAF%: 29,2%.
ATA3-, PD-L1- (<19 Fusion ALK.
90% con 10% micropapilar) G 3 (<1%) uston
Adenocarcinoma KRAS p.(Gly12Asp) (c.35G>A)
(predominantemente acinar (NM_033360.4), VAF%: 26,7%
1 H 2 ND 1A TTF-1+, PD-L1 %), P40- -
615 |Hombre| 6 (50%), s6lido (25%), i +(30%), P40 TP53 p.(Arg248Leu) (c.743G>T)
lepidico (20%), papilar (5%).) (NM_000546.5), VAF%: 20,73%.
Ex fumador . TTF-1+, CKAE1/AE3+, PD-L1+ (30%),
Adenocarcinoma TP53 p.(Arg181Pro) (c.542G>C)
EE| Hombre | 70 desdeNhace 3 predominantemente acinar VA P40-, PAX 8.' > 10.0 ! GAT.A.3 , (D36, (NM_000546.5), VAF%: 41,7%.
afios cromogranina-, sinaptofisina-, LCA-
KRAS p.(Gly12Asp) (c.35G>A)
Adenocarcinoma intestinal (NM_033360.4), VAF%: 11,6%
22 D B CDX2+, CK20+, TTF1-y P40-, CK7- .
6 Hombre| 63 N con areas mucinosas ! ! y PIK3CA p.(Glu545Lys) (c.1633G>A)
(NM_006218.4), VAF%: 4,6%.
626 Mujer | 60 ND Adenocarcinoma IVA ND ND
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