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| — Resumen

La Fibrosis Quistica (FQ) es una enfermedad autosémica recesiva que ocurre cuando existen
variantes patogénicas bialélicas en el gen Cystic Fibrosis Transembrane Regulator (CFTR), y que
codifica por una proteina con el mismo nombre. La proteina CFTR se encuentra en las células
epiteliales del organismo y funciona, preferentemente, como transportadora de iones Cl'y HCOgz
. Presenta un papel regulador especialmente importante en los epitelios respiratorio y pancreético,
tejidos en donde se observa una elevada afectacion cuando hay disrupcién de la funcion de CFTR.
Actualmente, se han descrito alrededor de 2100 variantes identificadas como causantes de la
enfermedad y que se clasifican en siete grupos, I-VII, dependiendo del defecto que producen en
la proteina CFTR. Un avance importante en el tratamiento de la enfermedad fue el descubrimiento
hace pocos afios de unas pequefias moléculas, llamadas moduladoras, capaces de reparar algunos
de los defectos iniciales de la proteina CFTR. Varias de estas moléculas han sido aprobadas por
las agencias del medicamento estadounidenses y europeas para tratar a pacientes FQ-CFTR que
presenten determinados genotipos. Para valorar la funcionalidad de CFTR antes y después del
tratamiento con moduladores, es necesaria la realizacién de ensayos funcionales in vitro en
muestras de pacientes. Entre los estudios funcionales, los méas destacados se realizan en
organoides intestinales, provenientes de epitelio rectal, y en modelos in vitro derivados de células
del sistema respiratorio. Para el desarrollo de esta tesis doctoral, se optd por establecer y validar
ensayos en células epiteliales nasales y asi, poder mimetizar la funcion CFTR en el sistema
respiratorio. Para ello, se optimizd el ensayo funcional en el cultivo de las nasoesferas, estructuras
tridimensionales formadas de manera facil y rapida a partir de epitelio nasal humano. Después de
la modificacion y mejora del protocolo original del ensayo funcional en nasoesferas, esta
metodologia muestra la capacidad para representar respuestas del epitelio respiratorio in vitro.
También se describen nuevas maneras de analizar las nasoesferas para categorizar mejor las
respuestas de CFTR en wild type (WT)-CFTR (n=7) y en FQ-CFTR (n=7). Se describe por
primera vez, la correlacion, en muestras del mismo paciente, entre los resultados del estudio
funcional en nasoesferas con los resultados del ensayo funcional en organoides intestinales (n=3).
Para finalizar, se ampli6 el ensayo funcional en nasoesferas con diez pacientes FQ-CFTR, que
presentan variedad de genotipos, con y sin incubacion de farmacos moduladores. En esta tesis
doctoral, se concluye gue el ensayo funcional en nasoesferas puede utilizarse como biomarcador
de la funcionalidad de CFTR a nivel respiratorio. Este estudio se puede llevar a cabo como ensayo
inicial o herramienta complementaria de otros estudios mas complejos e invasivos como los

ensayos en organoides intestinales.
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| — Resumen

Cystic fibrosis (CF) is an autosomal recessive disease that occurs when there are biallelic
pathogenic variants in the Cystic Fibrosis Transembrane Regulator gene and codifies for a protein
with the same name. CFTR protein is located in the epithelial cells and it acts as a Cl- and HCOs’
transporter. It presents an important regulatory role in the respiratory epithelia and pancreas.
Currently, around 2,100 variants have been described and they are grouped into seven classes,
depending on the caused CFTR defect. An important advance in the treatment of the disease was
the discovery of small molecules, called modulators, capable of repairing some of the initial
defects of the CFTR protein. Some of these molecules have been approved as a clinical treatment
only for specific CFTR genotypes by the American and European drug agencies. To asses CFTR
functionality, before and after modulator treatment, is relevant to perform functional in vitro
assays in patient-derived cells. Among the existent functional assays, the most remarkable are the
assays using intestinal organoids, from the rectal epithelium, and respiratory cell models. For this
thesis, a functional assay using a nasal model was chosen in order to mimic the respiratory CFTR
responses. Nasopheroids are three-dimensional structures easily and rapidly formed from nasal
epithelial human cells and, during this thesis, it has been demonstrated its capacity to represent
respiratory in vitro responses. The description of new ways to analyze nasospheroids are also
described to better categorize CFTR responses in wild type (WT)-CFTR (n = 7) and FQ-CFTR
(n =7) groups. For the first time, the correlation between the results of the functional assay in the
nasospheroids with those obtained in intestinal organoids from the same individuals (n=3) was
described. Finally, the functional assay in nasosheporids was expanded with ten CF patients,
presenting a variety of genotypes, with and without modulators. In the present doctoral thesis, it
is concluded that the functional assay in nasospheroids can be used as a biomarker of CFTR
functionality at the respiratory level. This study can be carried out as an initial test or a

complementary tool for other studies.
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1. ELGENCFTR

La Fibrosis Quistica (FQ) es una enfermedad con patrén de herencia autosémico recesivo causada
por dos variantes patogénicas bi-alélicas en el gen Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator
(CFTR). Este gen fue identificado como causante de la enfermedad en el afio 1989 [1] en el
Hospital Sick Children de Toronto (Canadd) gracias a la técnica de la clonacion molecular y
aislamiento del &cido desoxirribonucleico (ADN). EI gen se localiza en el brazo largo (q) del
cromosoma 7, y consiste de 27 exones y codifica por una proteina que lleva el mismo nombre,
CFTR. Esta, pertenece a la familia de proteinas transportadoras dependientes de adenosin
trifosfato (ATP), llamadas “transportadoras ABC” (del inglés ATP-binding cassette). Este grupo
de proteinas se encuentran en multiples organismos eucariotas y procariotas y tienen como
funcidn el transporte de solutos a través de membranas celulares. Se han detectado transcritos de
acido ribonucleico (ARN) de CFTR en diversos tejidos epiteliales del organismo: pancreas,
epitelio nasal, bronquial y glandulas submucosas de los bronquios, intestino, glandulas

sudoriparas, e higado [1] (ver seccién 4).

La proteina CFTR sintetizada presenta 1480 aminoécidos y un peso molecular de 170 kDa.
Después de la sintesis de wild type (WT)-CFTR en el reticulo endoplasmatico (RE), se transporta
hacia la membrana plasmaética por el complejo de Golgi. Finalmente, la proteina funcional se
inserta en la superficie apical de las células epiteliales, donde actta principalmente como canal
transportador de ClI'y HCO3" [2, 3]. Al igual que las otras proteinas transportadoras de la familia
ABC, su estructura tridimensional posee dos dominios transmembrana (transmembrane domain,
TMD) y dos dominios citosolicos de unién a nucleétidos (nucleotide-binding domain, NBD) [1,
4, 5]. Los dos dominios transmembrana, TMD1 y TMD2, poseen una estructura idéntica entre
ellos, con 6 hélices transmembrana y se encuentran unidos por el dominio regulador R (Figura
1). CFTR es la Unica proteina de la familia ABC que posee un dominio citoplasmatico R, que
controla la apertura y cierre del canal transportador [6, 7]. Para la apertura del canal CFTR, es
necesario que las proteinas kinasas A (PKA) y C (PKC) fosforilen el dominio R. Este dominio,
se disociara del compuesto NBD1, dejando accesible los sitios de union de ATP encontrados en
NBD [8, 9]. La unién ATP-NBD permite la dimerizacion de NBD1 y NBD2, que a su vez, da
lugar a un cambio conformacional de las estructuras intracelulares TMD, dejando asi abierto el
canal para el transporte de CI- [10]. El cierre del canal empieza por la hidrolisis de ATP y posterior
desestabilizacion del dimero NBD [11].
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Figura 1. Estructuray disposicién en la membrana de la proteina CFTR. Extraida de Lopes-Pacheco
et al 2016 [12].

2. TEJIDO EPITELIAL: COMPOSICION Y CARACTERISTICAS

Los tejidos epiteliales estdn compuestos por una o varias capas de células conectadas que cubren
una superficie 0o una cavidad. La caracteristica mas remarcable del tejido epitelial es su

polarizacién; la membrana apical esta en contacto con la zona externa o lumen, mientras que la

membrana basolateral es la que estd en contacto con el intersticio. Cada membrana expresa

distintas proteinas dependiendo de su funcién; la membrana apical funciona como barrera fisica
y quimica a agentes externos que potencialmente pueden ser patégenos o tdéxicos mientras que la
membrana basolateral, se encarga de la asimilacion y captacion de nutrientes, iones y oxigeno de

la sangre.

El epitelio se conforma de células epiteliales unidas entre si mediante un entramado de proteinas
de union. Estas, generan una barrera bioguimica entre las membranas apical y basolateral,
manteniendo la polarizacion epitelial e impidiendo el libre flujo de sustancias [13]. Estos
complejos proteicos forman las estructuras denominadas uniones estrechas o tigh junctions,
uniones adherentes o zénula adherens, desmosoma o0 macula adherens y uniones comunicantes o
gap junctions. En el epitelio, encontramos dos tipos de transporte de solutos: el transporte
paracelular y el transcelular. El transporte paracelular, que ocurre entre las células, es un
transporte pasivo controlado por gradiente electroquimico y la permeabilidad celular. No requiere
de energia, ya que la difusion se produce a través de un gradiente de concentracion, ni tampoco

de proteinas transportadoras. En cambio, el transporte transcelular (a través de la célula), puede
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ser activo (dependiente de ATP) o pasivo (por difusion) (Figura 2.A). La absorcion y secrecion
de solutos, funciones basicas del tejido epitelial, ocurren mediante ambos tipos de transporte. Por
lo general, la absorcidn de sales (Figura 2.B), depende del transporte activo transepitelial de Na*,
que ocurre desde la zona apical hacia la basolateral, por el transportador de Na* ENaC (de sus
siglas en inglés, epithelial sodium channel). Cuando llega a la membrana basolateral, la absorcion
de Na*es dirigida por el intercambiador de Na*/K*- El transporte de H,O y CI" hacia el intersticio
se realiza mediante transporte pasivo paracelular y transcelular (facilitado por las proteinas
transportadoras acuaporinas, AQP). Por otro lado, la secrecion de sales en el epitelio (Figura
2.C), esté regulada por el transporte activo transepitelial de Cl- hacia el lumen. Participan
numerosos canales insertados en la membrana apical, predominantemente el CFTR. Los canales
SLC26 y ANO1, se expresan sélo en algunos tejidos epiteliales y los transportadores CFTR y
ANOL1 también participan en el transporte de HCO3". En la membrana basolateral, el transporte
de CI ocurre mediado por el intercambiador de Na*/K*/Cl-, denominado NKCC1. El transporte
de H,O y Na* hacia el lumen se realiza mediante transporte pasivo paracelular y transcelular
(mediante AQP).

A. EPITHELIUM B. ABSORPTION C. SECRETION
Cl
2 49
=~ it -
\ [ Cf channel i
] (Ar:oaxngfcm) u

I} I
Waste
products

Figura 2. Caracteristicas de las células epiteliales: polarizacion, uniones celulares y transporte de
iones y H20. (A) Las células epiteliales presentan una membrana polarizada: la membrana apical, que se
encuentra en contacto con el exterior o lumen, y la membrana basal o basolateral, en contacto con el torrente
sanguineo, de donde se captaran nutrientes y se desecharan los productos de desecho. Para mantener la
polarizacion epitelial, entre las células encontramos las uniones estrechas o tigh junctions (“TJ”) y las
uniones comunicantes o gap junctions (“GJ”), entra otras. Estas permiten el transporte paracelular (entre
dos células), un transporte pasivo mediante difusién que no requiere de energia. También encontramos el
transporte transcelular (a través de la célula), que puede ser activo (mediante transportadores e
intercambiadores de iones) o pasivo. El epitelio se encarga de la absorcion y secrecion de nutrientes e iones;
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la absorcion (B) ocurre desde el exterior hacia el interior, y esta dominada por el transporte de Na*, y la
secrecién (C), ocurre en sentido contrario, desde el intersticio hacia el lumen, y estd regulada
principalmente por CI-. EI CFTR, insertado en la membrana apical, actlia como principal transportador de
iones CI hacia el lumen. El transporte de H,O ocurre en ambas direcciones de manera pasiva, por difusion,
o0 con la ayuda de las proteinas transportadoras acuaporinas (“AQP”). Figura extraida de Saint-Criq et al
2017 [14].

3. LOCALIZACION Y FUNCION WT-CFTR

Cbmo se ha descrito en la seccion 1, la proteina CFTR se expresa en los tejidos epiteliales del
organismo, por lo que estd involucrada en la funcion de todas las glandulas exocrinas
(sudoriparas, respiratorias, pancreas, higado y via biliar, intestino y sistema reproductor) [15]. Sin
embargo, presentan un papel regulador especialmente importante en los tejidos dénde hay mayor

expresion de ARNm-CFTR, los epitelios respiratorio y pancreatico.

En el sistema respiratorio, el canal CFTR regula la composicion del liquido de superficie de las
vias aéreas (LSVA). Este, se encuentra por encima de la membrana apical, formando una capa de
unos 10 um de grosor y se compone de la secrecion mucosa y del liquido periciliar (Figura 3).
La capa LSVA en su conjunto actia como barrera bioquimica para evitar la entrada de bacterias
y sustancias nocivas al torrente sanguineo [16]; las particulas tdxicas quedan atrapadas en el
mucus del LSVA, impidiendo su entrada a tejidos mas profundos. El aclaramiento mucociliar, el
proceso por el que el LSVA se limpia y se remueve, depende del movimiento ciliar (mediante los

cilios de las células ciliadas) y la hidratacion epitelial, regulada por CFTR [17].

Secrecion mucosa [ Células basales

Liquido periciliar

LSVA

{ ‘..' Células caliciformes
. . Células columnares
ciliadas/no ciliadas

Figura 3. Tipos celulares del epitelio respiratorio. El epitelio respiratorio se encuentra formado,
principalmente por células columnares, ciliadas o no ciliadas. Las células columnares son las que dan sostén
al epitelio, permiten la absorcidn de nutrientes y actian como barrera protectora de agentes externos. Las
celulas ciliadas, mediante el movimiento de sus cilios, se encargan de la limpieza de bacterias y particulas
potencialmente nocivas que quedan atrapadas en el LSVA. También encontramos células no columnares,
que presentan distintas funciones. Las células caliciformes son las productoras del mucus de la capa de
LSVA, que impedira la entrada de patégenos externos. Y las células basales, sostén del epitelio respiratorio,
son células pluripotenciales con capacidad de diferenciarse a caliciformes y ciliadas. Figura de elaboracion
propia.
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Algunos estudios indican que el canal CFTR también participaria en la regulacién de la actividad
de otras proteinas transportadoras de iones. Por ejemplo, regula los canales SLC26 (canal de CI
), CaCCs (canal de Ca*) y canales de Na+ para mantener la hidratacion epitelial y el aclaramiento

de las vias respiratorias [18].

El pancreas es uno de los 6rganos con mayor expresion de CFTR. El pancreas exocrino, se encarga
de la secrecidn pancreética, necesaria para regular la digestion enzimatica. La proteina CFTR se
expresa en las células ductales del pancreas exocrino y regula la secrecién de Na* y HCO3". La
concentracién de HCO3 es esencial para obtener un pH alcalino en las secreciones pancreaticas

y controlar la neutralizacion de las enzimas digestivas del pancreas.

La proteina CFTR al localizarse en diferentes tejidos, su disfuncién da lugar a una sintomatologia

muy amplia (seccion 4 y Tabla 1).

4. MANIFESTACIONES CLINICAS DE FQ

4.1 Enfermedad respiratoria

La presentacion clinica de los pacientes con FQ suele ser multiorganica, siendo la afectacién
pulmonar la principal causa de morbilidad y mortalidad. La barrera paracelular formada por las
tigh junctions se ve alterada en las células que expresan las variantes patogénicas de CFTR [19].
Esto, permite el acceso de particulas potencialmente dafiinas hacia el intersticio. La disfuncion
del transporte de iones y agua junto con la disfuncién de la barrera paracelular, deriva, en primera
instancia, en la deshidratacion del tejido epitelial y a la alteracion en la composicion del LSVA
[20, 21]. Esto, conlleva a la reduccion de actividad microbiana y dificultad en la limpieza
mucociliar. La alteracion en el aclaramiento del LSVA, da lugar a la acumulacion de secreciones
en las vias respiratorias, que gquedan obstruidas. Se crea un ambiente favorable a recurrentes
infecciones pulmonares por microorganismos (Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus
aureus los mas comunes). Las infecciones, producen una respuesta inflamatoria excesiva [22, 23]
caracterizada por una elevada presencia de neutréfilos. La cronificacion de la inflamacion,
infeccion y obstruccion da lugar a una enfermedad pulmonar crénica con dafios en la integridad
del tejido respiratorio, multiples bronquiectasias e insuficiencia pulmonar que deriva en fallo

respiratorio irreversible [16] (Figura 4a).

4.2 Insuficiencia pancreatica
La insuficiencia pancreética (IP) es la segunda caracteristica fenotipica méas recurrente entre
pacientes con FQ. En el pancreas, como ya se ha mencionado, la proteina CFTR se encuentra en

las células ductales proximales regulando el intercambio i6nico CI/HCO3". Ya en la etapa
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neonatal, se observan desordenes derivados de la desregulacion de CFTR en el pancreas [24]. La
disfuncion de CFTR produce una secrecion pancreatica con elevada concentracion de proteinas,
gue acaban depositandose en los conductos pancredticos y obstruyéndolos. La actividad
enzimatica queda disrumpida, generando malabsorcion y problemas gastrointestinales y
nutricionales. El parénquima acinar se destruye y se sustituye por tejido fibroso. Todas estas

alteraciones acaban resultando en IP irreversible (Figura 4b).

a Pérdida de Disrupcion de Infecciones Enfermedad
transporte ﬂClﬂl‘ﬂllll.e.ntO pulmonares Daiio puhnqnar
iones cloro mucociliar recurrentes estructural cronica
I 1 I 1 |
> Fallo
| | | | respiratorio
Deshidratacion Acumulacion Inflamacion Bronquiectasias  Insuficiencia
tejido moco y permanente pulmonar
respiratorio obstruccion vias cronica
areas
b Fallo Alta concentracion o .
intercambio de proteinas en el Obstruccion Sustitucion del tejido

ionico jugo pancreatico pancreatica por epitelio fibroso
I I I |
> Insuficiencia
I I I pancreatica
Desregulacion Depositos Destruccion Falta de
composicion del proteicos tejido acinar actividad
jugo pancratico enzimatica

Figura 4. Resumen y evolucion de las enfermedades respiratoria y pancreatica en pacientes FQ.
Figura adaptada de Nelson L Turcios et al 2020 [16].

4.3 Otras afectaciones

Debido a la amplia expresion de la proteina CFTR en el organismo, diversos tejidos, sistemas y
6rganos también se ven afectados cuando se disrumpe la actividad de CFTR (Tabla 1). Entre las
disfunciones observadas, cabe destacar el ileo meconial, una obstruccién intestinal que puede
derivar en necrosis o perforacion en casos graves y se presenta en el 15-20% de los casos de FQ
[25]; malabsorcion de nutrientes, que causa déficits nutricionales en pacientes FQ; ausencia
congenita de vasos deferentes en varones, que provoca infertilidad, y diabetes derivada de FQ,

cuya frecuencia se ve aumentada en pacientes de edad més adulta.

Tejido, sistema o 6rgano Disfuncion
. ileo meconial, malabsorcién de nutrientes, inflamacion
Intestino . . L. e . .
intestinal, disbiosis, prolapso rectal, obstruccion distal intestinal
Pancreas endocrino Diabetes derivada de FQ
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Cirrosis biliar, circulacion entereopatica alterada, calculos

Higado biliares

Huesos Osteoporosis, osteoartropatia hipertrofica

Ausencia de vasos deferentes (masculino)

Sistema reproductor . . .
P Anormalidades en el mucus cervical (femenino)

RiféN Calculos urinarios

Reabsorcion de iones interrumpida - pérdida elevada de Na* y

Glandulas sudoriparas . .,
P CI en sudor = deshidratacion

Tabla 1. Resumen de alteraciones en el organismo debidas a la disfuncionalidad de CFTR. Tabla de
elaboracién propia; con referencias [26-29].

5. GENES Y FACTORES AMBIENTALES MODIFICADORES DE LA
ENFERMEDAD DE FQ

La variabilidad fenotipica observada en pacientes FQ, sugiere la presencia de factores
modificadores de la enfermedad. Se calcula que la gravedad de la enfermedad pulmonar, principal
caracteristica de la FQ, podria verse influida en un 50% por genes modificadores [30, 31]
relacionados con la respuesta inmune y/o factores inflamatorios como el factor de crecimiento
transformante f (TGFB) o la interleucina 8 (IL-8) [32]. Otras caracteristicas fenotipicas
secundarias en la FQ, como la insuficiencia pancreatica exocrina, diabetes, obstruccion intestinal
o factores nutricionales, también se verian afectados por genes modificadores [33, 34], factores

epigenéticos y ambientales [35-38].

6. DIAGNOSTICO DE FQ

En la actualidad, la mayoria de paises aplican el programa de cribado neonatal para la FQ y, por
lo tanto, los nifios afectos son diagnosticados en una fase casi siempre asintomatica. El estudio,
se inicia con la determinacion de la tripsina inmunoreactiva (TIR) en una muestra de sangre del

talén a los 2 — 3 dias de vida. El estudio genético de variantes patogénicas y el analisis de los

valores de proteina asociada pancreatica (PAP), son los estudios iniciales complementarios a TIR.
Dependiendo de la poblacion y del protocolo, se establecen diferentes estrategias diagndsticas:
TIR/TIR/ADN; TIR/ADN o TIR/PAP/ADN. Si el resultado es positivo, se deriva al recién nacido
a la unidad de FQ para realizar la prueba del sudor. La prueba del sudor se basa en la
determinacion de la concentracién de Cl-en sudor y es el “patron de oro” del diagndstico de la

FQ. La prueba se clasifica como “normal” (CI" < 30 mmol/l), “valor intermedio” (Cl- = 30 — 59
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mmol/l) o “positiva” (ClI" > 60 mmol/l). Aquellos pacientes en los que persisten valores
intermedios, deben ser estudiados cuidadosamente, incluyendo un estudio genético ampliado y la
repeticion de la prueba del sudor a los 6 meses. En aquellos paises o regiones que no disponen
del programa de cribado, la presentacion de una infeccion respiratoria y/o heumonias recurrentes
y/o desnutricion, es lo que deriva en sospecha de FQ. La mayor parte de los casos, suelen

diagnosticarse en los primeros afios de vida [39].

7. VARIANTES PATOGENICAS EN EL GEN CFTR

Hasta el presente, se han descrito alrededor de 2100 variantes patogénicas a lo largo de todo el
gen CFTR [40]. La mayoria de variantes causantes de la enfermedad son variantes puntuales que

afectan a un solo nucleétido (91%): (i) variantes con cambio de sentido, missense, (cambio en una

de las bases que produce un codén y aminoacidos distintos al esperado), (ii) variantes de parada,

nonsense, (se introduce un codén de terminacion prematuro), (iii) deleciones/inserciones con

cambio de pauta de lectura, frameshit, o (iv) sin cambio de pauta, in-frame, (v) cambios que

afectan al procesamiento del ARN, splicing y (vi) variantes que producen la pérdida de un

aminoacido. También encontramos grandes inserciones/deleciones que pueden abarcar mas de

un exon (2.6% de los casos) y, en un porcentaje muy reducido (0,8%), variantes patogénicas en
el promotor del gen CFTR [41, 42].

7.1 Clasificacion de las variantes segun el defecto que producen en la proteina CFTR

Las variantes patogénicas en CFTR se han clasificado dependiendo del defecto que produzcan en
la proteina CFTR. Asi pues, encontramos 7 grupos, I-VII. Las variantes de clase | presentan un
codén de terminacion (o STOP) prematuro (Premature Termination Codon, PTC) (11%
pacientes) [40], por lo que la proteina CFTR producida es muy inestable y se degrada, o ésta es
ausente. También se incluyen dentro de la clase | las inserciones y deleciones que cambian la
pauta de lectura causando ausencia total de proteina. Algunos autores subclasifican las variantes
de clase | en lay Ib. la serian las grandes deleciones del gen CFTR, por lo que no encontramos
ARNmM. Mas recientemente, esta clase se ha clasificado cémo VII (ver mas abajo). La clase Ib
(frecuentemente clasificada simplemente como clase 1), son las variantes sin sentido que
presentan un codén STOP prematuro [43]. Las variantes de clase Il, son aquellas en dénde el
procesamiento y plegamiento de la proteina es defectuoso. La mayoria de los péptidos anormales
son retenidos en el RE, reconocidos como aberrantes por los sistemas de calidad de control de la
propia célula y degradados por el sistema ubiquitina-proteosoma [44-46]. Dentro de esta clase,
encontramos la variante patogénica mas frecuente en FQ, F508del (50 — 78% de los alelos FQ).
Las variantes de clase Ill generan proteinas maduras que se transportan hacia la membrana
plasmatica, pero con alteraciones en los dominios NBD o R. Estas alteraciones producen desde

una leve reduccién de la apertura del canal hasta una pérdida grave de funcion. Las variantes de
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clase IV presentan una proteina con alteraciones en la conductancia [47, 48]. La clase V da lugar
una produccion disminuida de proteina funcional debido a un splicing alternativo en CFTR o
anormalidades splicing [49, 50]. Las variantes de clase VI provocan una proteina funcional, pero
con una conformacion inestable [51], por lo que son rapidamente degradas por endocitosis [52].
En la clase VI se observan menores cantidades de proteina en la superficie celular [51, 52]. Por
Gltimo, las variantes clasificadas como clase VII son las que presentan grandes deleciones en el
gen CFTR.

Las variantes de clases I, Il, 111 y VI se asocian a fenotipos clinicamente graves, con insuficiencia
pancreatica y enfermedad pulmonar. Por ello, también se denominan variantes de funcién minima.
Por otro lado, las variantes de clase IV, V' y VI permiten el transporte residual de Cl" y se asocian
a fenotipos FQ maés leves, con suficiencia pancreatica. También se denominan variantes de
funcion residual [41, 53] .

7.2 Clasificacion de las variantes segun theratype

En los dltimos afios, ha aparecido una categorizacion alternativa a los grupos I-VII: la
clasificacion de las variantes CFTR por theratype, es decir, dependiente de la respuesta funcional
y bioguimica hacia los farmacos moduladores (ver seccién 8.2). Mediante los theratypes, se
pueden clasificar variantes complejas, evaluar respuestas farmacolégicas de variantes
minoritarias o desconocidas y comparar respuestas a farmacos moduladores de variantes CFTR

de manera individualizadas [54, 55].

8. TERAPIAS PARA FQ

8.1 Terapias clasicas para FQ

La FQ ha sido histéricamente una enfermedad sin tratamiento especifico. Las terapias
tradicionales han ido dirigidas a tratar las consecuencias derivadas de la disfuncionalidad de la
proteina CFTR. Asi pues, los tratamientos clasicos se han centrado en aumentar el aclaramiento
mucociliar y controlar las recurrentes infecciones pulmonares entre otros. Agentes mucoliticos,
broncodilatadores, compuestos anti-microbianos, antinflamatorios, soporte nutricional y técnicas
de fisioterapia respiratoria han sido utilizados para tratar la sintomatologia clasica del paciente
con FQ. A pesar de que la FQ continta siendo una enfermedad incurable, los tratamientos y la
creacion de unidades de FQ con equipos multisistémicos especializados, fundamentalmente en
paises desarrollados, han proporcionado un incremento significativo de la esperanza y la calidad

de vida en pacientes FQ [56].
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8.2 Farmacos moduladores del CFTR

Para abordar el defecto principal de la enfermedad FQ, nuevas estrategias terapéuticas se han
desarrollado en los Gltimos 10 afos. La mas eficaz hasta la fecha, ha sido el uso de farmacos
moduladores, dirigidos a restablecer los defectos iniciales de la proteina CFTR. Estas pequefas

moléculas quimicas pueden clasificarse segun su actuacién sobre la proteina CFTR (Figura 6).

Potenciadores
Estabilizadores

Agentes read-through
Amplificadores

Figura 6. Clasificacion de los moduladores segun la actuacion que presentan hacia la proteina CFTR:
promover la traduccion o translacién de proteina (agentes read-through y amplificadores), favorecer
modificaciones post-translacionales y/o el trafico proteico (correctores) y mejorar la conductancia y/o la
estabilidad conformacional en la membrana plasmatica (potenciadores y estabilizadores). Modificado [57].

A continuacidn, se detallan los moduladores que han demostrado, en la préctica clinica, una
disminucién de los valores de ClI- en sudor, mejoras en la funcion respiratoria, una reduccion del
nimero de exacerbaciones respiratorias, un incremento en el indice de masa corporal y, como
consecuencia, una mejor calidad de vida. Estas moléculas han sido aprobadas por las agencias
Food and Drug Administration (FDA) (Estados Unidos) y European Medicines Agency (EMA)
(Europa), pero sélo para determinados genotipos de FQ. La aplicacion de estas moléculas en la

practica clinica ha supuesto reducir la gravedad clinica y ralentizar el progreso de la enfermedad.

8.2.1 Potenciadores

El primer grupo de moduladores, son moléculas potenciadoras de la conductancia. Estas,
incrementan la probabilidad de apertura del canal (Po) CFTR y la conductancia de cada uno de
ellos. Las moléculas potenciadoras van dirigidas a reparar los defectos de apertura (gating) y de

regulacion (clases 1y 1V).

VX-770 (lvacaftor)
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Dentro del grupo de las moléculas potenciadoras, se selecciond VX-770 por su selectividad in
vitro y su perfil farmacocinético en células bronquiales primarias en cultivo [58]. La molécula
VX-770 (lvacaftor) actla sobre los TMDs de CFTR (ver seccion 1) para ayudar a estabilizar la
configuracion de la proteina durante su apertura [58-60]. A pesar de que se desconocen los detalles
del mecanismo de actuacién de esta molécula, se ha descrito que actiia modulando las transiciones
entre la conformacién abierta y cerrada, e induce la apertura del canal CFTR de manera
independiente de ATP [59, 61].

Después de su éxito en los ensayos clinicos-fase 111 (NCT01117012) [62], donde se observaron
mejoras en la funcidn respiratoria, en los valores de la prueba del sudor y en el peso corporal en
pacientes respecto al grupo placebo, Ivacaftor se aprobé por la FDA 'y la EMA (KALYDECO®)
en 2012 para pacientes con al menos una mutacion G155D (clase I11) (2 — 5% del total) [63, 64].

Afios después, se describié que otras variantes de clase Il también podrian beneficiarse del
tratamiento con KALYDECO® [65, 66]. Actualmente, la EMA aprueba el uso de este farmaco
para pacientes a partir de los 4 meses de edad y que presenten una de las siguientes variantes de
clase Ill: G551D, G1244E, G1349D, G178R, G551S, S1251N, S1255P, S549N o S549R.
También esta aprobado su uso en pacientes mayores de 18 afios que presentan la variante
patogénica de clase IV, R117H [67] (Tabla 2).

8.2.2 Correctores
El segundo grupo de moduladores, son las moléculas correctoras, capaces de restablecer
parcialmente el procesamiento y transporte de la proteina CFTR hacia la membrana apical de las

células epiteliales. Van dirigidas a reparar los defectos de plegamiento de CFTR (clase 11).

VX-809 (Lumacaftor)

La molécula correctora VX-809 (Lumacaftor), descrita en el afio 2011, restaura los defectos de

CFTR producidos por variantes como F508del (clase 1), que representa el 50 — 78% alelos de
FQ, segun las poblaciones [68]. Algunos estudios sugieren que VX-809 actuaria como una
chaperona, uniéndose a la proteina F508del-CFTR para promover su correcto plegamiento y
procesamiento en el RE y posterior trafico hacia la superficie celular. A pesar de los prometedores
resultados in vitro, los beneficios observados en ensayo clinico-fase Il (NCT00865904) de

Lumacaftor para tratar a pacientes F508del/F508del, fueron minimos [69].

Para complementar el efecto de VX-809, se probd la terapia combinada con VX-770. La sinergia
de ambos moduladores hizo incrementar tanto la cantidad como la funcionalidad de la proteina
F508del-CFTR en la membrana plasmatica [70, 71]. Con la terapia combinada se obtuvieron
mejores valores en la funcidn respiratoria evidenciado por el aumento del flujo espiratorio forzado

en un segundo (forced expiratory volume per 1 second, FEV1), menor numero de exacerbaciones
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pulmonares y disminucidn de los valores de concentracién de ClI- en la prueba del sudor respecto
el grupo placebo (ensayos clinicos-fase 111, NCT01807923 y NCT01807949) [72, 73].

La terapia de VX-809 + VX-770 fue aprobada en el 2015 por la FDA [74] y la EMA [75] con el
nombre de ORKAMBI®, para pacientes con genotipo F508del/F508del. Actualmente, la EMA
aprueba el uso de ORKAMBI® para pacientes > 2 afios (Tabla 2).

VX-661 (Tezacaftor)
Posteriormente, se observo la efectividad de otra molécula correctora, VX-661 (Tezacaftor) que

presentaba mayor eficacia y menores efectos adversos que VX-809. Se comprobd que la
combinacion de esta molécula correctora, VX-661, con el potenciador VX-770, mejoraba la
funcién pulmonar, la calidad de vida y reducia las exacerbaciones pulmonares y los valores de la
prueba del sudor de los pacientes tratados respecto al grupo placebo en ensayo clinico-fase 11l
[76]. A partir de los resultados observados, la terapia combinada de VX-661y VX-770 se aprobd
en el afio 2018, con el nombre de SYMDEKO®, por la FDA [77] y, SYMKEVI®, por la EMA
[78], para pacientes F508del/F508del y heterocigotos para F508del y una variante con funcién
residual [76]. Actualmente, la EMA tiene aprobado SYMKEVI® para pacientes > 6 afios. (Tabla
2).

V X-445 (Elexacaftor) y VX-659 (Bamocaftor)

Progresando en la identificacion de correctores mas potentes, se evaluaron los Ilamados

correctores de “siguiente generacién™: VX-445 (Elexacaftor) y VX-659 (Bamocaftor). Estos
presentan un mecanismo de accion y sitio de unién a CFTR distintos a los correctores de primera
generacion VX-809 y VX-661. Un estudio in vitro [79] demostr6 que la combinacion de
correctores de primera y segunda generacion aumentaba el procesamiento, trafico y expresion de

proteina F508del-CFTR en comparacion a la administracion de un solo corrector [80].

Para potenciar ain mas el efecto de la combinacion de correctores, se afiadié también el
potenciador VX-770. Asi pues, se realizaron distintos ensayos clinicos con la triple terapia, VX-
770 + VX-661 + corrector de segunda generacién (VX-445 o VX-659) en pacientes
F508del/F508del y F508del/funcién minima [80-82]. En ambos estudios con la triple terapia hubo
un aumento significativo del FEV1 respecto al grupo placebo (+10%), una mejora significativa en
el cuestionario de sintomas respiratorios, un aumento en el indice de masa corporal y menos
exacerbaciones respiratorias (- 40%). Ademas, se observo una disminucién de la concentracion
de CI" en sudor hasta alcanzar valores intermedios [81]. Finalmente, se escogio VX-445
Elexacaftor, por presentar menos interacciones con otros farmacos. Estos resultados, fueron
confirmados en el posterior ensayo clinico-fase 11, con pacientes F508del/funcion minima [83].
Actualmente, la triple terapia esta aprobada por la FDA, con nombre TRIKAFTA® [84], para

pacientes > 6 afios con al menos una variante F508del independientemente de cudl sea la otra
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variante. La triple combinacion de moduladores también fue aprobada por la EMA, con nombre
KAFTRIO®, para tratar a pacientes > 12 afios que presenten al menos una variante F508del,
independientemente de cuél sea la otra variante [85] (Tabla 2). Actualmente, KAFTRIO® no

tiene precio de reembolso en Espafia.

Terapia aprobada Clase a tratar y edades Ano .
(compuesto) aprobacion
Clase I11; G155D en combinacion con G551D, G1244E,
KALYDECO®  G1349D, G178R, G551S, S1251N, S1255P, S549N o 2012
(VX-770) S549R // > 4 meses
Clase 1V; minimo la variante R117H // > 18 afios
(vgilgsﬁ QA/EI;@?O) Clase I1I; homocigotos para F508del // > 2 afios 2015
Clase Il combinada; F508del homocigotas o en
combinacion con variante de funcion residual
SYMKEVI® (P67L, R117C, L206W, R352Q, A455E, 2018
(VX-661+VX-770) D579G, 711+3A—G, S945L, S977F, R1070W, D1152
H, 2789+5G—A, 3272 26 A—G, 0 3849+10kbC—T) //
> 6 anos
(\SQZZ;{SS Clase 11 combinada; F508del homocigotas o en 2020

., . - N
661+VX-770) combinacion con otra variante // > 12 afios

Tabla 2. Resumen de los moduladores aprobados por la EMA para uso clinico en pacientes FQ con
determinados genotipos de CFTR. Tabla de elaboracién propia.

A pesar de la investigacion de otros compuestos farmacoldgicos, las Unicas moléculas aprobadas
por la FDA 'y EMA para su uso clinico han sido los moduladores descritos en el apartado anterior.
Cabe destacar que, con la aparicion de los compuestos moduladores y su aplicacién como
tratamiento farmacoldgico para reparar los defectos de la proteina CFTR, se estima un aumento
muy significativo de la esperanza y calidad de vida para los proximos afios en los paises

desarrollados.

A pesar de estos avances en el tratamiento para la FQ, aln hay grupos de pacientes sin
posibilidades terapéuticas disponibles. Estos, son los pacientes que presentan variantes de clase |

(o clase Ib) y clase VII (o clase la), clase V y clase VI.

8.2.3 Agentes read-through
Los agentes read-through son compuestos moduladores que van dirigidos a tratar las variantes
patogénicas de clase | (5 —10% de los pacientes). Estas variantes producen una proteina truncada,

que muchas veces es degradada por el mecanismo de regulacion nonsense mediated decay (NMD)
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[86]. Estos compuestos permiten la incorporacion de un aminoécido en el sitio donde existe un
coddn stop prematuro y permiten continuar con la sintesis de la proteina. Inicialmente, este efecto
se observd con los antibidticos aminoglucésidos y actualmente existen distintos compuestos

sintéticos con efecto mas especifico.

PTC-124

Entre los agentes read-through encontramos el agente ribosomal peptidil transferasa 124, mas
conocido como PTC-124. Este farmaco se presenta como opcidn terapéutica para distintas
enfermedades genéticas con variantes con codones de terminacion prematuros [87] cémo la
fibrosis quistica, mucopolisacaridosis | [88], distrofia muscular de Duchenne [89, 90] o
enfermedad de Miyoshi [91].

Si nos fijamos en el PTC-124 como tratamiento terapéutico para la FQ, inicialmente se
comunicaron buenos resultados en modelos experimentales (en ratén [92] y en células nasales
obtenidas de pacientes [93]) para la mutacion de clase | mas comdn, G542X. Sin embargo, PTC-
124 mostr6é beneficios menos claros en ensayos clinicos en fase Ill: no todos los pacientes
presentaron mejoras significativas de los valores FEV1% ni en la prueba del sudor [93-95]. Debido
a la heterogeneidad en los resultados presentados de los ensayos clinicos de fase Ill, el uso
terapéutico de PTC-124 ATALUREN®, no esta aprobado para la FQ [94]. Sin embargo, la EMA
si aprobd su uso en pacientes con distrofia muscular de Duchenne (TRANSLARNA®) [96-98].

ELX-02

ELX-02 es un nuevo compuesto con efecto read-through que, al igual que PTC-124, interactia
con el ribosoma para poder producir proteina CFTR completa en los casos dénde se presenten
variantes de clase | [99]. Un estudio reciente muestra la capacidad de ELX-02 en aumentar la
sintesis de ARNmM-CFTR y restablecer la funcionalidad de CFTR en células G542X-CFTR
derivadas de pacientes [100]. Actualmente, este compuesto se encuentra en ensayo clinico-fase Il
(NCT04126473, NCT04135495).

8.2.4 Amplificadores

Estos compuestos moduladores son capaces de estabilizar el ARNm-CFTR, incrementando asi la
eficiencia de translacion de proteina. Como resultado, se obtiene un aumento en la produccion de
CFTR [101, 102]. Los amplificadores van dirigidos al tratamiento de las variantes patogénicas de
clase V pero podrian combinarse con otros moduladores para tratar otras clases de variantes. Se
ha mostrado que el compuesto PTI-428 (Nesolicaftor) aumenta la produccién de proteina CFTR
in vitro [101] y potencia el efecto de los otros moduladores, VX-809 y VX-770, en mutaciones
de clase 11 [103].
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8.2.5 Estabilizadores

Los farmacos estabilizadores se unen a la proteina CFTR para estabilizar su conformacion, y
evitar su endocitosis, proceso que ocurre cuando las proteinas presentan una conformacion
inestable. Van dirigidos a tratar las variantes de clase VI. Entre los estabilizadores, N91115
(Cavosonstat) demostrd6 aumentar la maduracion de CFTR y mejorar su estabilidad en la
membrana en diversos estudios in vitro [104]. Ninguna de las terapias con estabilizadores ha

progresado por el momento hacia ensayos clinicos.

8.3 Terapias avanzadas en desarrollo

8.3.1 Terapia génica

Para el grupo de pacientes que presentan ausencia total de ARNm-CFTR (clase VII), varios
estudios se han centrado en la introduccion de ADN, para suplir al gen defectuoso. Para la
introduccidn génica, se han probado distintos sistemas de vectores [105-107], siendo la terapia
con vectores antivirales la Unica que ha llegado a ensayo clinico (fase 11b, NCT01621867) [108,
109]. A pesar de las grandes expectativas generadas por los resultados obtenidos in vitro, los
beneficios observados en la funcién respiratoria en los ensayos clinicos hasta el momento, han
sido modestos [110]. Los mayores obstaculos de la terapia génica son, primero, la liberacion del
producto génico en las células epiteliales del sistema respiratorio debido a que las secreciones
mucosas, las respuestas inmunes pulmonares y el aclaramiento mucociliar se presentan como
barreras dificiles de superar. Segundo, los vectores antivirales utilizados en los ensayos clinicos
no presentan tropismo pulmonar, por lo que requieren de una envoltura de proteinas para facilitar
la transferencia génica al pulmén [109]. Y aunque, de liposomas y nanoparticulas, que han

demostrado una administracién segura pero poco eficiente en la liberacion de acidos nucleicos.

8.3.2 Edicion génica

Otra opcion que se esta investigando para tratar a pacientes con FQ es la edicién génica de CFTR;
mientras que la terapia génica consiste en la incorporacion de un gen normal para sustituir la
funcion del gen defectuoso, la edicién génica implica la reparacion del gen endégeno defectuoso,
a nivel de ADN. La técnica de CRISPR/Cas9 se ha mostrado eficaz en producir proteina CFTR
funcional, en un modelo celular derivado de células de pacientes [111, 112] y en células
pluripotenciales inducidas (induced pluripotent stem cells, iPSCs) [113-115]. A pesar de los
resultados obtenidos in vitro, esta terapia es aun experimental y no esta exenta de riesgos que

deben tenerse en cuenta al transferir dicha experimentacion a los pacientes.

9. MODELOS CELULARES IN VITRO PARA EL ESTUDIO DE LA
FUNCIONALIDAD DE CFTR
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El rango de respuesta farmacoldgica a los moduladores observado entre pacientes, incluso entre
aquellos que comparten variantes de la misma clase funcional, puede ser diferente [62, 116-119];
la eficacia farmacoldgica puede variar segun factores genéticos y ambientales. Los perfiles
farmacocinéticos/farmacodindmicos que dependen de la edad, la dieta y el peso en cada paciente
también parecen influir en las respuestas farmacoldgicas [120]. Para poder estudiar las respuestas
funcionales de CFTR a los distintos farmacos moduladores, actuales o en desarrollo, es
conveniente establecer pruebas in vitro para valorar la eficacia farmacoldgica en cada paciente.
También estos estudios son de especial relevancia en pacientes sin opcién terapéutica actual
disponible. Se espera, en los proximos afios, la aparicion de nuevas propuestas terapéuticas que
se deberan validar en modelos experimentales. Dado el alto coste que suponen las terapias con
moduladores, es necesario establecer pruebas in vitro previas que avalen la terapia en aquellos
pacientes sin indicacion de acuerdo a su genotipo. Todos estos contextos, conllevan la necesidad
de aplicar modelos celulares para evaluar la funcion de CFTR de manera més personalizada.

Para ello, en los ultimos afos se han desarrollado varios ensayos funcionales de CFTR utilizando
células derivadas de pacientes. Entre ellos, cabe destacar el cultivo de “mini” 6rganos intestinales,

organoides, y los distintos modelos con células del sistema respiratorio.

9.1 Organoides intestinales

En el afio 2009, se establecio por primera vez el cultivo primario de organoides intestinales a
partir de biopsias rectales humanas. Los organoides son estructuras tridimensionales que crecen
en cultivo a partir de células pluripotenciales y que mimetizan la misma estructura y funcién que
un 6rgano vivo. Para desarrollar organoides intestinales in vitro, se deben aislar las células
pluripotenciales Lgr5+ encontradas en las Ilamadas criptas intestinales o de Lieberkhun. Una vez
se aislan y se siembran en cultivo, se autoorganizan y producen las células proliferativas
indiferenciadas que, a su vez, se desarrollan en tres tipos celulares intestinales diferenciadas:
enterocitos, células caliciformes y enteroendocrinas [121] (Figura 7). Las células caliciformes,
productoras de moco, protegen e hidratan el epitelio. Las células enteroendocrinas producen
hormonas intestinales encargadas de la digestion y la absorcion de alimentos. Los enterocitos
participan en la absorcién de nutrientes y en el transporte de agua y electrolitos hacia la luz

intestinal.
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Figura 7. Estructura y composicion del tejido epitelial intestinal. El epitelio intestinal presenta
capacidad de auto-renovacion gracias a las células pluripotenciales Lgr5+. Estas células, se encuentran en
las criptas intestinales, entre células de Paneth, secretoras de sustancias antimicrobianas. Las células
pluripotenciales Lgr5+ dan lugar a células proliferativas indiferenciadas. Estas, se dividen y se diferencian
en células intestinales completamente diferenciadas: células caliciformes, células enteroendocrinas y
enterocitos [122]. Figura de elaboracion propia.

Una vez se ha establecido el cultivo de organoides intestinales, se debe mantener con medios
condicionados, necesarios para el continuo desarrollo y crecimiento de las criptas. Los medios
condicionados son necesarios en los cultivos de células madre y son aquellos que presentan
metabolitos, factores de crecimiento y proteinas de la matriz extracelular secretados por el cultivo
de lineas celulares enriquecidas. Para el cultivo de los organoides intestinales, son necesarios
medios condicionados producidos con sefiales Wnt+, R-spondin 1 y Noggin. Wnt+ es
imprescindible para la proliferacion de las criptas intestinales. R-spondin 1, agonista de Wnt+,
induce hiperplasia de las criptas in vivo y Noggin induce la expansion del nimero de criptas. Se
ha demostrado que estos cultivos pueden mantenerse durante 1 afio y medio sin perder las
caracteristicas de pluripotencialidad. Adicionalmente, se necesita el uso de una matriz rica en

laminina (Matrigel), como soporte del crecimiento de los organoides.

En el afio 2013, se observé que los organoides intestinales pueden utilizarse para estudiar la
funcionalidad de la proteina CFTR [123]. Al incubar los organoides con el compuesto forskolina,
que aumenta los niveles de adenosin monofosfato ciclico (AMPc), se activa el transporte de CI
por la proteina WT-CFTR. Al presentar la membrana apical hacia la zona interior de los

organoides, cuando el canal CFTR se estimula con forskolina, el transporte de CI- se realiza hacia
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el interior, hinchando los organoides. Por ello, este ensayo se conoce en inglés como forskolin

induced swealling (FIS).

Se observo que los organoides intestinales derivados de pacientes FQ presentan un FIS mucho
menor que los WT-CFTR después de 60 minutos de incubacidn con forskolina. Y méas importante,
cuando los organoides de pacientes con FQ son incubados con distintos compuestos moduladores,
la funcion de la proteina CFTR mutada se ve restaurada [123, 124].

Posteriormente, otros articulos cientificos validaron el ensayo FIS en organoides intestinales para
estudiar la funcionalidad de la proteina CFTR. Entre ellos, un articulo demuestra la correlacion
entre el ensayo FIS y la concentracion de Cl-en sudor [125]. En el mismo articulo, se observa que
los organoides de pacientes que presentan valores bajos en el ensayo FIS, presentan mayor
afectacioén de la enfermedad (insuficiencia pancreatica frecuente y menor capacidad pulmonar).
Asi pues, este estudio postula que los valores FIS pueden servir como un factor adicional para

clasificar a los pacientes segun su gravedad clinica.

También se ha podido correlacionar la respuesta clinica a moduladores con los valores del ensayo
FIS [126]. Estos resultados demuestran que el ensayo FIS puede predecir la respuesta a

moduladores en pacientes con FQ y valorar la eficacia de nuevos farmacos en fase preclinica.

A pesar de las dificultades que conlleva su cultivo (ya sea larga duracion, coste elevado y gran
especializacion técnica entre otros), el ensayo FIS en organoides intestinales primarios es el

estudio funcional de CFTR maés validado y aceptado hasta la fecha [127].

9.2 Modelos respiratorios

Con el fin de estudiar la funcion de CFTR especificamente en el epitelio respiratorio, se han
estudiado modelos in vitro a partir de células pulmonares, traqueao-bronquiales y nasales [128]
(Tabla 3). Sachs y colaboradores establecieron organoides del sistema respiratorio a partir de
células pluripotenciales del tejido pulmonar [129]. Estos, pueden utilizarse para el estudio de
CFTR mediante el ensayo FIS [130]. Debido a la dificultad en la obtencion de la muestra, es una

técnica poco utilizada. Por otro lado, el cultivo en air liquid interface (ALI) de células bronquiales

induce la polaridad epitelial y permite estudios de funcionalidad de CFTR mediante analisis
electrofisioldgico; las técnicas de patch clamp y Ussing chamber permiten analizar el intercambio
ibnico entre membranas epiteliales de células cultivadas en ALI [131, 132]. Las células
bronquiales pueden obtenerse mediante técnicas invasivas: biopsias, raspados bronquiales o
lavados bronquio alveolares (broncoalveolar lavage, BAL). Por ultimo, encontramos los modelos
con células nasales. Estas, son las de méas facil procesamiento dado que se obtienen mediante un
raspado o curetaje nasal, realizado sin anestesia ni preparacion previa del paciente. A partir de

células epiteliales nasales, se ha establecido el cultivo en ALI para realizar estudios
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electrofisiolégicos [133, 134] y la formacion de esferas, llamadas nasoesferas, las cuales son
estimuladas con forskolina para activar el canal de CFTR. Las nasoesferas son células epiteliales
nasales que se unen entre si in vitro, de manera esporadica o inducida, y presentan fluidos en su
interior. Para la formacion inducida de esferas, primero se expanden las células primarias nasales
mediante co-cultivo con fibroblastos irradiados, hasta su confluencia. Se recogen las células
nasales y se cultivan en Matrigel para inducir la agregacion de forma esférica, con la membrana
apical orientada hacia el interior. Este protocolo, requiere de un proceso de ~ 20 dias antes de
realizar el ensayo funcional de CFTR con forskolina [135, 136]. Por otro lado, la formacién
esférica esporadica se produce al cultivar células nasales primarias sin disrumpir la lamina
epitelial. Estas nasoesferas, al contrario que las anteriores, presentan su zona apical orientada
hacia el exterior. Este modelo in vitro, publicado por primera vez en el 2017 [137] presenta la
ventaja que en tan solo siete dias se puede realizar el estudio funcional de CFTR con forskolina.
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Tabla 3. Resumen de los modelos in vitro con células primarias humanas para el estudio de la funcién

de CFTR en el epitelio respiratorio. *Articulo propio. Tabla de elaboracion propia.
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111 — Hipdtesis y Objetivos

HIPOTESIS

El estudio funcional en nasoesferas de pacientes con FQ puede resultar valido para evaluar la
funcionalidad de CFTR a nivel respiratorio. Este ensayo, permitiria analizar la respuesta
farmacoldgica de moduladores de CFTR de manera personalizada, obteniendo resultados
similares a otro método previamente validado, los organoides intestinales. Los biomarcadores
celulares obtenidos del estudio funcional en nasoesferas, podrian ser utilizados como herramienta

inicial y/o complementaria a otros estudios funcionales de CFTR méas complejos e invasivos.

OBJETIVOS

Objetivo 1. Validar el estudio funcional en nasoesferas como método biomarcador de la

funcionalidad de CFTR y de la respuesta a farmacos moduladores en pacientes con FQ.
Obijetivo 2. Determinar la expresion de la proteina CFTR en nasoesferas.

Objetivo 3. Comparar los resultados obtenidos en los ensayos funcionales en nasoesferas y en

organoides intestinales, en muestras de los mismos pacientes con FQ.

Objetivo 4. Analizar la respuesta a distintos moduladores en el estudio funcional de nasoesferas

de pacientes con FQ con diversos genotipos.
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1. PACIENTES E INDIVIDUOS CONTROLES INCLUIDOS EN LOS ESTUDIOS
Y ASPECTOS ETICOS

Todo el material biolégico se obtuvo en la Unitat de Fibrosis Quistica (UFQ) del Hospital
Universitari Vall d’Hebron (HUVH) y fueron procesadas en el Vall Hebron Institut de Recerca
(VHIR), en el caso de células nasales, o en el Vall Hebron Institut d> Oncologia (VHIO), en el
caso de biopsias rectales, en colaboracion con el grupo de Stem Cells. Los protocolos fueron
aprobados por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Universitari Vall d’Hebron
(PR(AMI)291/2017). Todos los pacientes o representantes legales de los pacientes, en caso de ser

menores de 18 afos, firmaron consentimientos informados.

Los genotipos y caracteristicas clinicas principales de los pacientes incluidos en el apartado de
Resultados, se describen en la Tabla 4 (al final de Material y Métodos). En total se han estudiado
7 individuos controles y 18 pacientes con FQ.

2. NASOESFERAS

El protocolo de obtencion, cultivo y tincion de células nasales, originalmente descrito por
Guimbellot et al 2017 [137] fue modificado y expandido en el trabajo de tesis y publicado en
Calucho M et al 2021 [141] (adjuntado en Anexos).

2.1 Extraccion células epiteliales nasales humanas

Se realizan dos raspados por orificio nasal con curetas ASL, Arlington Probe. Las muestras se
recogen en tubos Falcon de 15 ml en medio completo: Bronchial Epithelial Complete Medium
(BEpiCM, ScienceCell Research Laboratories) + 5 UM Y-27632 inhibidor ROCK (StemCell
72304) + 1 uM A83-01 (Sigma-Aldrich SML0788) + 1 uM DMH-1 (Selleckchem S7146).

2.2 Cultivo de nasoesferas a partir de células epiteliales nasales humanas
Para que se desprendan las células epiteliales nasales recogidas, las curetas se agitan dentro del
tubo de recogida y se centrifuga (400 x g, 4° C, 5 minutos). A partir de aqui, las nasoesferas son

cultivadas en dos condiciones distintas, a las que Ilamaremos condicién 1 (C1) y condicion 2 (C2).

Para la C1, después de centrifugar, se descarta el sobrenadante y se siembra el pellet (~ 60 pl —
120 pl) en placas estandar de 24 pocillos. La placa se incuba a 37° C sin afiadir mas medio.
Pasadas dos horas, se afiade el medio de cultivo con volumen final de 750 pl/pocillo de placa de
24 pocillos. Para la C2, el pellet obtenido se resuspende en Matrigel (Matrigel Corning® Growth
Factor-Reduced) (1:1) y se siembra en pequefias gotas en una placa de 24 pocillos estandar

calentada previamente (37° C; > 24 horas). Se afiade medio (750 ul/pocillo). Las nasoesferas en
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ambas condiciones C1y C2, se cultivan durante 7 — 10 dias antes de proceder a la realizacién de
cualquier estudio: tincion (sin fijar), inmunofluorescencia (IF) (fijadas) o ensayo funcional de
CFTR.

El medio completo se deja los primeros tres dias de cultivo. En el caso de nasoesferas FQ-CFTR,
el medio de los tres primeros dias se suplementa con antibiéticos (1:1000 gentamicina, 1:1000
fungizone). Los cambios de medio se realizan con BEpiCM (volumen final 750 — 800 pl) cada
tres dias. Para realizar los cambios de medio, las células, en suspension (C1), se recogen en un
tubo Eppendorf de 1,5 ml y centrifugan (400 x g, 5 minutos). El pellet se recoge y se siembra en
pocillos de una placa de 24 pocillos. Para C2, se aspira el medio y se afiade medio nuevo.

2.3 Tincion de nasoesferas para observar estructura y tipos celulares

Materiales
Reactivos Casa Comercial Referencia
Cell Mask Orange ThermoFisher C10045
DRAQ5 Biostatus DR50200
Calcein green BD Bioscience 564061
Live cell imaging solution ThermoFisher A14291DJ
Protocolo

Las nasoesferas en C1y C2, sin fijar, se marcan con Cell Mask Orange para observar la membrana
plasmatica y los cilios; DRAQ5 marcador de ndcleos; y calcein green para marcar las células

vivas.

o Cell Mask Orange plasma membrane: modificacion del protocolo de la casa comercial: se
preparan 1x de Cell Mask Orange en Live cell imaging solution precalentado. Se incuba 5 —
10 minutos a 37° C.

o DRAQS5: se incuba 15 — 30 minutos a 37° C, dilucion 1 M.

o Calcein green: se incuba 15 minutos a 37° C, dilucion 2 — 8 uM.

Se realiza la tincion in vivo, observacion en microscopio confocal Zeiss LSM908. Las imagenes

se capturan a distintos objetivos.

2.4 Inmunofluorescencia en nasoesferas para detectar proteina CFTR
Se ha adaptado el protocolo para la inmunofluorescencia (IF) de Dekkers et al 2019 [142].
Descrito en Calucho M et al 2021 [141] (adjuntado en el Anexo).

Para realizar tincion de inmunofluorescencia en nasoesferas, se recogen nasoesferas cultivadas en

C1, alos 8 — 10 dias posteriores al inicio del cultivo.
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Materiales
Reactivos Casa Comercial Referencia
Bronchial Epithelial Cell Medium (BEpiCM) — kit ScienCell Research 3211
Paraformaldehyde (PFA) en polvo Sigma-Aldrich P6148-500g
Sodium hydroxide (NaOH) pellets (10M) Sigma-Aldrich 567530
Hydrochloric acid (HCI) (10M) Ajax FineChem 256.2.5L-PL
BSA (109) Sigma-Aldrich A3059
PBS (Dulbecco’s phosphate-buffered saline, 1x) Gibco 14190144
Tween 20 (100ml) Sigma-Aldrich P7949
Triton X100 Sigma-Aldrich T8532
Fructose (100g) Sigma-Aldrich F0127
UtraPure Glycerol ThermoFisher 15514011
DAPI (10mg) (RT) ThermoFisher D1306
Anticuerpos Casa Comercial Referencia
Primario Human CFTR R Domain Antibody R&D Systems MAB1660-SP

. Alexa Fluor 488 AffiniPure Goat Anti- | Jackson Immuno

Secundario Mouse IgG (H+L) Research 115-545-003

Preparaciones
- PFA al 4%

- D-PBS-BSA (1% (wt/vol)

- PBT (0.1% (vol/vol) (PBS+Tween)

- OWB (Organoid washing buffer) = 1 ml de Triton X-100 + 2 g de BSA + 1 L de D-PBS
- Fructose-glycerol clearing solution > 60% (vol/vol) glicerol y 2.5M fructosa.

Protocolo

>> DIA 1: FIJACION E INCUBACION ANTICUERPO PRIMARIO:

- Las nasoesferas en suspension se transfieren a un tubo Eppendorf de 1,5 ml.

- Se centrifugan a 400 x g durante 5 minutos, 4°C.

- Para fijar las nasoesferas, se descarta el sobrenadante y se resuspende el pellet con PFA y se
incuba 45 minutos, 4°C.

- Se centrifuga a 400g durante 5 minutos, 4°C.

- Se descarta el sobrenadante y se afiade 1 ml de PBT frio

- Se incuba durante 10 minutos, 4°C.

- Se centrifuga a 400 x g durante 5 minutos, 4°C.

- Descartar el sobrenadante.

- El pellet se resuspende en 400 ul OWB frio y se incuba durante 15 minutos, 4°C.

- Se centrifuga a 400 x g durante 5 minutos, 4°C.
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- Se descarta el sobrenadante y se afiade el anticuerpo primario 1:15 Human CFTR R Domain
(MAB1660) (volumen final=60 pl). Se incuba toda la noche a 4° C en agitacion continua en un
pocillo de una placa de 96 pocillos.

>> DIA 2: INCUBACION ANTICUERPO SECUNDARIO Y MONTAJE:

- Se recoge el volumen del pocillo y se transfiere a un tubo Eppendorf de 1,5 ml.

- Se realizan 3 lavados con OWB vy se centrifuga 400 x g durante 5 minutos a 4° C.

- Tras centrifugar por tercera vez, las nasoesferas se incuban 3 horas 4° C y en agitacion con el
anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 a 1:500 en un pocillo de una placa de 96 pocillos.

- Se realizan 3 lavados con OWB

- Se incuba con DAPI 1:1000, 5 minutos a temperatura ambiente

- Se realizan 3 lavados con OWB

- Se procede al montaje con el medio fructosa-glicerol y utilizando una placa de 8 pocillos (u-
slide 8 Well, ibidi)

Captacion de imagenes por microscopia confocal para estudiar la expresion de CFTR en

nasoesferas

Para poder analizar de manera detallada la estructura tridimensional de las nasoesferas, se
captaron varios cortes en el eje Z (“z-stacks”) de cada nasoesfera, dependiendo del tamafio. De
esta manera, se intentd obtener una imagen lo mas completa posible de cada una de ellas. En total,

se captan de 145 a 371 z-stacks.

2.5 Ensayo funcional en nasoesferas mediante microscopia in vivo

Descripcion en Calucho M et al 2021 [141] (adjuntado en Anexo).

Materiales
Reactivos Casa Comercial Referencia
Bronchial Eplthellal Cell Medium (BEpiCM) — ScienCell Research 3911
Complete kit
VX-809 SelleckChem S1565
VX-770 SelleckChem S1144
VX-661 SelleckChem S7059
VX-445 SelleckChem S8851
PTC-124 SelleckChem S6003
DMSO ThermoFisher D12345
Forskolina Sigma-Aldrich F3917
Amiloride Sigma-Aldrich A7410
IBMX Sigma-Aldrich 15879
CFTR inhibitor-172 Sigma-Aldrich 219670

Protocolo
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Las nasoesferas se mantienen en cultivo durante 8 — 10 dias, cuando estan completamente
formadas, se procede al estudio de funcionalidad CFTR mediante microscopia in vivo. El dia
anterior del estudio de imagen, se siembran las esferas en una placa de 24 pocillos apta para
microscopia (u-Plate 24 Well Black, ibidi): se recogen las células en C1y C2, se centrifugan (400
X g, 5 minutos) y el pellet se resuspende 1:1 en Matrigel (Corning® Growth Factor-Reduced).
Cuando el Matrigel se ha solidificado (37° C, 10 minutos), se afiade el medio BEpiCM (volumen
final=550 pul). Los farmacos correctores (VX-809, VX-661 y VX-445; 5 uM) y el compuesto
read-through PTC-124 (10 uM), se incuban 24 horas antes del estudio, en medio BEpiCM.

El dia del experimento in vivo, se preparan los deméas compuestos que seran utilizados: DMSO (~
0.1% del volumen total) como control negativo, forskolina 10 uM, amiloride 100 pM, IBMX 10
UM para activar el canal CFTR (condicién que llamaremos “FSK”), el farmaco potenciador VX-
770 5 uM, inhibidor de CFTR-172 10 uM (3 horas incubacién antes del experimento funcional).
Siempre se realizan dos réplicas por cada condicién. Por separado, se prepara una dilucion de 2 -
8 UM de calcein green (volumen final=50 pl), que se incubara con las nasoesferas 15 — 30 minutos

antes del experimento, 37° C.

El volumen final en cada pocillo serd 800 pl=550 ul afiadidos el dia anterior + 100 pl dilucién

calcein green + 150 pl farmacos incubados el mismo dia.

El incubador del microscopio que controla la temperatura, humedad y CO,, debe precalentarse
una hora antes del experimento. Las condiciones para el estudio funcional in vivo son: 37° C, 55%
humedad y 5% CO..

La placa se inserta en la platina del microscopio confocal, y se seleccionan manualmente los
campos que se quieren fotografiar. Se capturaron imagenes de cinco z-stacks consecutivos (a 6
um distancia entre ellos). Se realiza un primer ciclo de captura de imagenes de los nasoesferas en
estado basal (t=0) y a continuacidn, se afiade DMSO, forskolina, y VX-770 sin sacar ni mover la
placa del microscopio. Se captan imagenes de los campos previamente seleccionados cada 10
minutos hasta llegar a 1 — 2 horas. Se utilizé un objetivo de 10 x 0,4. Las imagenes se capturaron
en campo claro y emision fluorescente / calcein green (excitacion de 488 nm y emision de 500-
530 nm) (Figura 8). Se captaron imagenes cada 10 minutos hasta 1 o 2 horas. Las imagenes se

obtuvieron a 512 x 512, 8 bits. La apertura del diafragma o pinhole se fijé en 33,4.

Para la captacion de imégenes in vivo de nasoesferas derivadas de pacientes, se han utilizado
varios microscopios durante el transcurso de esta tesis doctoral. Actualmente, se utiliza el
microscopio confocal Zeiss LSM980. Las caracteristicas necesarias para poder realizar este
experimento son que el microscopio posea un incubador con control de temperatura, CO; y
humedad, una platina motorizada, soporte para placas de 24 pocillos, poder seleccionar y guardar

distintos campos y captacion de campos automatica y programada.
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Figura 8. Captacion de imégenes de nasoesferas mediante microscopia confocal durante el ensayo
funcional de CFTR. Se captan imagenes del cultivo de nasoesferas mediante microscopia confocal durante
el ensayo funcional. Las nasoesferas son incubadas 15 minutos antes del experimento con calcein green,
para marcar células vivas. Una vez en el microscopio, la misma imagen de nasoesferas se capta en campo
claro o brigthfield (a) y en emision fluorescente (b). Las imagenes captadas se utilizaran, posteriormente,
para realizar el analisis de imagen.

Andlisis de las imagenes

Para el analisis de las imagenes, se utiliza el software ImageJ/FIJ1-64 [143]. Primero, se realiza
una proyeccion de los cinco z-stacks capturados. Las areas externas e internas de las nasoesferas
se calculan de manera manual mediante la herramienta Hand tool. Se toman las medidas de las
areas en todas las imagenes captadas (cada 10 minutos) a lo largo de las horas de estudio. Con
todas las éareas calculadas (um ?), las areas a t=0 se normalizaron a 1y los valores siguientes, se

calcularon respecto a su valor basal (t=0 minutos) [141] (Figura 9).
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Figura 9. Analisis de imagenes del ensayo funcional de CFTR en nasoesferas de paciente
F508del/F508del. Posteriormente a la captacion de imagenes, se procede al andlisis de los tamarfios de las
nasoesferas mediante el software ImageJ/FIJI. Se muestran imagenes en campo claro o brightfield a t=0
(condicion basal), t=60 minutos y t=120 minutos. Las nasoesferas F508del/F508del se incubaron con el
control negativo, DMSO, con forskolina, amiloride e IBMX (“FSK”) para activar los canales CFTR, y FSK
méas moduladores VX-770+VX-809, para restablecer la funcién CFTR. Se puede observar la reduccién de
tamafio de las nasoesferas F508del/F508del tratadas con la combinacion de moduladores VX-770+VX-809,
at=60y at=120 min.

3. ORGANOIDES INTESTINALES

3.1 Obtencidn de biopsias rectales

Previo a la obtencidn, se aplica un micro enema para limpiar la zona. Las biopsias rectales se
realizaron por personal médico del Departamento de Cirugia Pediatrica, Hospital Universitari
Vall d’Hebron (HUVH), Barcelona. El tejido se obtiene a partir de biopsias rectales obtenidas
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mediante succién, en un procedimiento indoloro y sin anestesia que dura aproximadamente 10

minutos.

Los pacientes deben esperar 30 — 60 minutos después de la obtencidon de la muestra para observar
si hay algun efecto secundario a la extraccion de la biopsia (ej. pequefio sangrado rectal). Los

pacientes sometidos a esta técnica no presentaron ningln efecto adverso.

Se obtienen 4 — 5 biopsias por paciente de unos ~ 3 mm de didmetro y se guardan en un tubo

Falcon de 50 ml con D-PBS sin Ca* Mg* y 1% Penicilina-estreptomicina, a 4° C.

3.2 Cultivo de organoides intestinales

Este protocolo se realiz6 en colaboracidn con el grupo Stem Cells del VHIO. Para realizar el
cultivo primario de organoides intestinales, se siguen protocolos publicados anteriormente [121,
142, 144] con algunas modificaciones. Si bien las muestras son de biopsia rectal, el cultivo celular

se llama comUnmente organoides intestinales.

Materiales
Reactivos Casa Comercial Referencia
Advanced DMEM/F-12 ThermoFisher 12634010
Penicilina-estreptomicina ThermoFisher 15140122
Amphotericin B (Fungizone) ThermoFisher 15290018
Kanamycin Sulfate Gibco 15160-047
Gentamicina ThermoFisher 15750037
Nystatin Sigma-Aldrich N4014
Na;HPO4 Fluka 71644
KH2PO4 Sigma-Aldrich P0662
NaCl Sigma-Aldrich $9888
KCI Sigma-Aldrich P3911
Sucrosa Sigma-Aldrich 84100
D-Sorbitol Sigma-Aldrich 240850
NaOH Sigma-Aldrich S2770
DL-dihiothreitol (DTT) Fisher Scientific 10699530
EDTA ThermoFisher AM9260G
D-PBS (1X) w/o Ca+ Mg+ ThermoFisher 14190144
Primocin Invivogen ant-pm-2
Matrigel Basement Membrane Matrix LDEV-free Corning 354234
Normocin Invivogen ant-rp-1
Y-27632, inhibidor ROCK Stem Cell 72304
CHIR9902, inhibidor GSK-3 Merck SML1046
Cell recovery solution Corning 354253

Preparaciones
- Desmed (en DMEM/F-12): Penicilina-estreptomicina 40X, fungizona 25X, kanamycin 100X,

gentamicina 1000X y nystatin 1000X. Guardar a 4° C.
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- Chelation solution (en agua destilada): 5.6 mM Na2HPO4, 8.0 mM KH,PO,, 96.2 mM NaCl,
1.6 mM KCI, 43.4 mM sucrosa, 54.9 mM D-Sorbitol. Ajustamos el pH a 7 con NaOH. Guardar
a4°C.DTT 0.5 mMy EDTA 2mM se afiaden justo antes del uso de Chelation buffer.

- Medio Basal (en Advanced DMEM/F-12): Penicilina-estreptomicina, HEPES 10mM,
Glutamax.

- Medio completo de cultivo de organoides de colon, HISC (en Advanced DMEM/F-12)*: 30%
medio condicionado Wnt+ (realizado con linea celular LIWnt3A, ATCC), 15 % medio
condicionado R-spondin 1 (realizado con la linea celular 293TrspolmCh, ATCC), 7.5% medio
condicionado Noggin (realizado con la linea celular 293tnogginmCh, ATCC), suplementado
con B27, N2, b-acetilcisteina, nicotinamida, EGF humano, [Leul5]-Gastrina I, prostaglandina
E2, A83-01, SB202190 y Primocin. El medio completo HISC fue cedido por el grupo Stem Cells
del VHIO, con los que se realizé una colaboracién para realizar los cultivos de organoides

intestinales y se realizé siguiendo protocolos previamente publicados [121, 123].

Protocolo

Las biopsias rectales se recogen en un tubo Falcon de 50 ml con 4 ml de D-PBS + 1% penicilina-
estreptomicina. Se lavan varias veces en D-PBS + 1% Primocin y se dejan O/N 4° C en medio
Desmed para evitar contaminaciones. Al dia siguiente, se procede a la extraccion de las criptas
intestinales. La biopsia se trocea y se incuban los pequefios fragmentos en chelation buffer
suplementado con DTT y EDTA (30 minutos, 4° C). El tejido se centrifuga (800 rpm, 3 minutos)
y se descarta el sobrenadante. Se rellena el tubo con nuevo chelation buffer suplementado con
EDTA vy se agita el tubo para poder extraen las criptas de las biopsias. El sobrenadante se recoge
en un tubo previamente humedecido con medio Medio Basal. El proceso de extraccion de criptas
se repite (X 2). Los sobrenadantes se centrifugan 1400 rpm 4 minutos 4° C (x 2). Se descarta el
sobrenadante y el pellet se resuspende con Matrigel (1:1) antes de sembrar pequefias gotas (7 —
10 ul) en una placa de 24 pocillos calentada a 37° C durante minimo 24 horas antes. Se incuba 10
minutos 37° C para dejar solidificar el Matrigel y se afiade medio HISC. Los primeros dias se

suplementa el medio con 1:250 primocin o normocin. Se cambia el medio cada 2 — 3 dias.

Aproximadamente cada 7 — 10 dias, el Matrigel se debe renovar asi que se realizan los pases. Para
el pase de organoides, afiadimos Cell recovery solution hasta recubrir el pocillo y dejamos 30
minutos 4° C para que se disocie el Matrigel. Pasado el tiempo de incubacion, se recogen los
organoides con el Matrigel en un tubo de 15 ml previamente humedecido con Basal Media y se
centrifuga 1400 4 minutos 4° C. Es importante que estos pasos se realicen a temperatura de 4° C
para evitar la solidificacion del Matrigel. Después de la centrifugacion, el sobrenadante se
descarta y los organoides son disrumpidos manualmente. Se vuelve a centrifugar y el pellet es

resuspendido con Matrigel (1:1) previo a su siembra en pequefias gotas (7 — 10 pl) en una placa
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de 6 pocillos previamente calentada. Se incuba 10 minutos 37° C para dejar solidificar el Matrigel

y se afiade medio HISC.

Cuando se establecen los organoides a partir de biopsias o se realiza un pase, el medio HISC debe
suplementarse con 10 UM Y-127 Y-27632 inhibidor ROCK y 10 pl CHIR9902 inhibidor GSK-3

los 2 — 3 primeros dias.

3.3 Experimento de imagen in vivo de organoides intestinales para probar diversos farmacos
Protocolo

Para realizar el experimento de andlisis in vivo, los organoides deben estar en cultivo minimo 3
semanas, y haberse realizado entre dos y cuatro pases Antes del experimento (24 — 48 h), se
siembran los organoides en una placa de 96 pocillos apta para microscopia (5X o0 10X aumentos).
Para ello, se sigue el protocolo de pases. En cada pocillo, se siembran organoides disrumpidos y
resuspendidos con Matrigel 1:1 en gotas de 4 ul. Los farmacos correctores (VX-809, VX-661 y
VX-445; 3 uM) se incuban 24 h antes del experimento de microscopia en HISC (volumen
final=50 pl). Los compuestos read-through para mutaciones de clase | sin sentido (PTC-124 10

M), se incuban 48 o0 24 horas antes en HISC (volumen final=50 pl).

El dia del experimento in vivo, se preparan los demas compuestos: DMSO (~ 0.1% del volumen
total), forskolina (0.002, 0.128, 0.8, 2, 5 uM) y el farmaco potenciador VX-770 3 uM. Siempre
se realizan dos réplicas por cada condicién. 15 minutos antes del experimento, los organoides se

incuban a 37° C con 2 uM de calcein green.

El volumen final por cada pocillo sera 105 pl (50 pl afiadidos el dia anterior + 5 ul dilucién

calcein green + 50 pl farmacos incubados el mismo dia).

El incubador del microscopio que controla la temperatura, humedad y CO, debe precalentarse
una hora antes del experimento in vivo. Las condiciones para el estudio funcional in vivo son; 37°
C, 55% humedad y 5% CO..

La placa se inserta en la platina del microscopio confocal, y se seleccionan los campos que se
quieren fotografiar. Se suelen captar dos iméagenes por pocillo, a dos z-stacks distintos. Se realiza
un primer ciclo de captura de imégenes de los organoides en estado basal (t=0) y a continuacion
afiaden los farmacos que se incuban el mismo dia (DMSO, forskolina y VX-770) sin sacar ni
mover la placa del microscopio. Se utilizé un objetivo de 2.5X. Las imagenes se capturaron en
campo claro y emisién fluorescente / calcein green (excitacion de 488 nm y emisién de 500-530
nm) (Figura 10). Se captan imégenes de los campos previamente seleccionados cada 10 minutos

hasta las 2 o 3 horas.
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Figura 10. Captacion de imégenes de organoides intestinales mediante microscopia multidimensional
widefield durante el ensayo funcional de CFTR. La misma imagen de los organoides intestinales se capta
en campo claro o brigthfield (a) y en emision fluorescente. Las imagenes captadas se utilizaran,
posteriormente, para realizar el analisis de imagen.

Para la captacion de imagenes in vivo de organoides de colon derivados de pacientes, se han
utilizado varios microscopios durante el transcurso de esta tesis. Actualmente, se utiliza el
microscopio multidimensional widefield Thunder Imager 3D cell culture de Leica. Las
caracteristicas necesarias para poder realizar este experimento son que el microscopio posea un
incubador con control de temperatura, CO, y humedad, una platina motorizada, soporte para
placas de 96 pocillos, poder seleccionar y guardar distintos campos y captacién de campos
automatica y programada. Adicionalmente, es muy recomendable poseer de un objetivo pequefio
(4X 0 5X).

Andlisis de las imagenes

Para el analisis de las imagenes, se utiliza el software ImageJ/FIJI-64 [143]. Las areas de los
organoides se calculan de manera manual con la herramienta Freehand del programa o con la
ayuda de la macro en formato abierto [145]. Se toman las medidas de las areas en todas las
imagenes captadas (cada 10 minutos) a lo largo del tiempo hasta 1 — 3 horas. Con las areas
calculadas (um 2), las areas a t=0 se normalizaron a 100 y los valores siguientes, se calcularon

respecto a su valor basal (t=0 minutos) [123] (Figura 11).

Concentraciones de forskolina

La forskolina es un compuesto que aumenta in vitro los niveles de AMPc. Se utiliza para activar
los canales de CFTR en cultivo celular. En el estudio funcional con organoides intestinales, se

utilizan varias concentraciones de forskolina; 0,002; 0,128; 0,8; 2; y 5 uM. La concentracion de

47



IV — Material y Métodos

0,128 uM se utiliza para analizar la activacion de CFTR después de la incubacion con farmacos
que restauran la funcionalidad de CFTR [124]. La concentracién de 0,8 UM sirve para observar
si hay funcion residual de CFTR [125]. Se suele observar en los genotipos con al menos una
variante que producen una enfermedad FQ mas moderada, llamadas variantes de funcién residual.
La concentracion de 5 UM se utiliza para probar farmacos de restauracion de la actividad del
CFTR que sean experimentales, es decir, que no se hayan probado previamente in vitro o que se
desconozca qué accion producird [100, 146]. Las concentraciones pueden utilizarse para realizar

una curva de funcionalidad de CFTR dosis-dependiente.
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Figura 11. Andlisis de imagenes del ensayo funcional de CFTR en organoides intestinales de paciente
F508del/L206W. Posteriormente a la captacion de imagenes, se procede al andlisis de los tamafios de los
organoides intestinales mediante el software ImageJ/FI1JI-64. Se muestran imégenes captadas en campo
claro o brightfield a t=0 (condicién basal), t=60 minutos y t=120 minutos. Los organoides intestinales
F508del/L206W se incubaron con el control negativo, DMSO, con forskolina a distintas concentraciones
(aqui, se muestra a 0.128 uM) para activar los canales CFTR, y con forskolina mas moduladores, VX-
770+VX-661, para restablecer la funcion de CFTR. Se puede observar el incremento de tamafio de los
organoides intestinales F508del/L206W tratados con la combinacion de moduladores, a t=60 y a t=120 min.
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4. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico para valorar los resultados de los ensayos funcionales en nasoesferas y
organoides intestinales se realiza mediante el software GraphPad Prism 6 [147]. Todos los anélisis
se calculan de manera automatica mediante este programa. Las areas bajo la curva (area under
the curve, AUC) se realizan con base Y=0 en nasoesferas. En el analisis de organoides, se aplica
una base Y=100, y se incluyen los “picos” que Se encuentran por debajo del valor basal, 100. De
las AUC calculadas, se escogen las “total area” de las nasoesferas y las “net area” de los

organoides intestinales.

Para la validacion del ensayo estadistico de las nasoesferas, se disefi6 un modelo con los datos
obtenidos después del analisis de imagen. Este modelo se realizé con los datos logaritmicamente
transformados. El andlisis estadistico se realiz6 mediante los softwares SASv.9.4y Rv3.1.2. Este
estudio se realiz6 en colaboracion del Servicio de Estadistica Aplicada de la Universitat
Autonoma de Barcelona, UAB. Los detalles del modelo logaritmico y los resultados estadisticos
pueden consultarse en el articulo Calucho M et al 2021 [141] (adjuntado en Anexo). Al obtener
las mismas conclusiones estadisticas que con el programa GraphPad, se opt6 por utilizar esta
segunda metodologia, ampliamente utilizada por la comunidad cientifica para el andlisis

estadistico de resultados.

Todos los ensayos estadisticos de comparacion entre una condicién y otra se realizan mediante t-
test (pareado y no pareado), excepto cuando se especifica otro al largo de la seccion de
Resultados. Un p-valor < 0.05 se considera significativo. En la seccion de Resultados, el rango

de significancia se muestra mediante asteriscos:

* p=0.01 — 0.05
o p=0.001 — 0.01
ok p=0.0001 — 0.001

ok p<0.0001
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Tabla 4. Informacion y caracteristicas clinicas de todos pacientes incluidos a lo largo del apartado de
Resultados. Las variantes se describen con la nomenclatura tradicional, legacy. Los sujetos FQ1 y FQ2
comparten el mismo genotipo, pero no estan emparentados. Los sujetos FQ4 y FQ18 comparten el mismo
genotipo y estan emparentados. H = Hombre, M = Mujer. s.d. = sin determinar, después de andlisis
realizados por secuenciaciéon masiva. s.c. = sin clasificar. La columna “in vitro” muestra las técnicas
realizadas con las células de los pacientes; N = ensayo funcional en nasoesferas, IF = inmunofluorescencia
en nasoesferas, O = ensayo funcional en organoides. Ttm = tratamiento farmacoldgico in vivo. Edad = edad
del paciente en el momento de la extraccion de la muestra. SP = Suficiencia pancreatica. FEV1 = fuerza
expiracion por segundo. TS = test del sudor. BQ = bronquiectasias. ColC = colonizacion crénica. ¥ =
canonical splicing. P = terapia de uso compasivo.
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1. VALIDACION DE LAS NASOESFERAS PARA EL ESTUDIO DE LA
FUNCIONALIDAD DE CFTRY LA RESPUESTA A MODULADORES EN FQ

1.1. Formacion e inmovilizacién de las nasoesferas para el estudio de imagen in vivo

Primero, se validd la formacion de las nasoesferas WT-CFTR a partir de células epiteliales nasales
obtenidas mediante curetaje nasal. Se sembraron un total de 5— 7 x 10* células, sin resuspenderlas,
y al cabo de unas horas se observo la formacion de agregados celulares. Tres dias después de
cultivar en medio sin suero, estos clusters de células desarrollaron de manera espontanea cientos
de nasoesferas con la parte apical orientada hacia el exterior y expresando proteina CFTR

(Figuras 12, 13).

DAPI CFIR Merge Brightfield
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Figura 12. Deteccién de CFTR en nasoesferas en suspension mediante inmunofluorescencia. Después
de 7 — 8 dias de cultivo celular, las nasoesferas WT-CFTR se fijaron mediante paraformaldehido para
realizar la inmunofluorescencia, siguiendo el protocolo de Material y Métodos. En la Figura (a) se utilizd
DAPI para la deteccidn de nacleos (en azul) y el anticuerpo primario anti-CFTR (MAB1660-SP; R&D
Systems) para la deteccion de la proteina CFTR, en verde. (b) EI mismo protocolo se utilizé para el control
negativo, pero sin la incubacion del anticuerpo primario anti-CFTR. Los paneles de la derecha muestran
las imégenes de las mismas nasoesferas pero capturadas en campo claro o brightfield. Todas las imagenes
muestran un solo z-stack y se captaron mediante microscopia confocal (Zeiss LSM 980). Barras de escala:
20 pm.
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Figura 13. Nasoesferas WT-CFTR resuspendidas en Matrigel bajo las condiciones C1y C2 presentan
cilios hacia el exterior. El panel de la izquierda presenta imagenes de nasoesferas WT-CFTR no fijadas,
enla Cl (a) y en C2 (b) y tefiidas con Cell Mask Orange (rojo; cilios y membrana plasmatica) y calcein
green (verde; células vivas). El panel de la derecha presenta imagenes captadas en campo claro en la C1
(a) y en C2 (b). Todas las imagenes muestran un solo z-stack y se captaron mediante microscopia confocal
(Zeiss LSM 980). Escala: 20 um.

Debido a que las nasoesferas crecen en suspension, se inmovilizaron en Matrigel antes de realizar
el estudio funcional in vivo. El Matrigel es un compuesto liquido a 4° C pero que se solidifica a
37° C. Asi, se evitaban los movimientos de las células durante los estudios de microscopia in vivo
y se establece un seguimiento mas riguroso. Para determinar la influencia del Matrigel en el
estudio funcional de CFTR, se utilizaron dos tiempos de exposicion al Matrigel distintos: en la
condicion 1 (C1), las nasoesferas se resuspenden en Matrigel el dia antes del experimento in vivo
y en la condicién 2, C2, las esferas crecen inmersas en Matrigel desde el inicio del cultivo (detalles

en Material y Métodos).

Para determinar la influencia del Matrigel en el estudio funcional de CFTR, se estimulé la
activacion del canal mediante forskolina e IBMX. También se afiadié amiloride para inhibir el

transporte mediante los canales de Na*, ENaC (detalles en Material y Métodos). Esta condicion
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(forskolina, IBMX y amiloride) la denominamos “FSK”. Después de la activacion de CFTR
mediante FSK, se analizaron las areas de las nasoesferas por imagen in vivo. EI CFTR en las
nasoesferas, se encuentra orientado hacia el exterior, de manera que al activar el canal WT-CFTR
mediante FSK, el transporte de Cl ~ ocurre desde el interior de la esfera hacia el exterior,

produciendo una disminucion del area de las nasoesferas.

Las nasoesferas C1 y C2 presentan los siguientes tamafios: (media + desviacion estandar, SD):
7,911.351 + 6,774.84 pm? (n=162 para C1) y 5,956.277 + 5,432.514 um? (n=125 para C2)
(***p=0.0003 t-test). EI numero méximo de esferas estudiadas por muestra fue 55 (media por
experimento + SD=21.310 + 16.112). Los cambios en las &reas externas (cross-sectional areas,
CRA\) de las nasoeferas se calcularon relativas a t=0 (reduccién fraccional o fraction reduction,
FR) (detalles en Material y Métodos). Después de 60 minutos de administracion del compuesto
FSK, se analizd la FR de 80 nasoesferas en C1y 98 en C2, sin observarse diferencias significativas
entre ambas condiciones (p=0.1563; t-test pareado) (Figura 14a). Las pendientes o slopes
obtenidas de ambas condiciones, tampoco mostraron diferencias significativas (p=0.1297 t-test;
t=60 minutos). También se calculé el area bajo la curva (area under the curve, AUC) para cada
nasoesfera a partir de los valores normalizados (FR=1 en t=0) (detalles en Material y Métodos)
y se confirmd que no existen diferencias significativas entre las condiciones C1 y C2 después de
la administracién de FSK (p=0.5205; t=60 minutes; t-test). Para confirmar que el Matrigel no
interfiere en el transporte de CFTR, se estimularon con FSK nasoesferas en suspensién sin
Matrigel y se compararan sus respuestas con las obtenidas de las condiciones C1 y C2. No se
observaron diferencias significativas entre las respuestas estudiadas (suspension vs C1 p=0.9839,

suspensién vs C2 p=0.5138; t-test).

A partir de aqui, se combinaron los resultados de las nasoesferas en C1 y C2. Se analizaron las
diferencias entre la condicién control, DMSO, y la incubacién con FSK. Un total de 288
nasoesferas de siete pacientes WT-CFTR fueron analizadas: 110 con DMSO y 178 en presencia
de FSK. Se observaron diferencias significativas entre la administracién de vehiculo y FSK a
partir del minuto 10 (después de la administracion de los compuestos). Esta diferencia continué
hasta el minuto 60 (FR, AUC y slopes ****p< 0.0001 t-test) (Figura 14b). También se observé
que la disminucion de CRA se revierte cuando se incuba el inhibidor de CFTR (Figura 14c),
demostrando que el transporte observado después de la incubacion con FSK es dependiente de
CFTR.
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Figura 14. Respuesta de las nasoesferas WT-CFTR después de la incubacion con FSK, DMSO o
inhibidor de CFTR utilizando condiciones diferentes de cultivo. (a) Las nasoesferas de siete pacientes
WT-CFTR fueron cultivadas en las condiciones C1 o C2. Después del estudio funcional, primero se
calcularon las areas de las nasoesferas en condiciones basales, t=0. La reduccién de las nasoesferas respecto
al tamafio en condiciones basales se calcul6 a lo largo del tiempo hasta 60 minutos (detalles en Materiales
y Métodos). No se observaron diferencias significativas entre las C1 y C2 (incubadas con FSK o con
DMSO) (p=0.1563; t-test). Las barras representan el error estandar de la media (SEM). (b) Al no encontrar
diferencias significativas entre los resultados obtenidos entre las C1 y C2, los resultados de ambas
condiciones, se combinaron. Las diferencias entre los estimulos FSK y DMSO se detectaron desde el
minuto 10 y fueron observandose a lo largo del tiempo hasta t=60 min. Las barras representan SEM. (C)
Las nasoesferas WT-CFTR de C1 fueron incubadas con el inhibidor de CFTR y se siguieron durante 60
minutos mediante microscopia in vivo. Se observaron diferencias significativas entre la condicién FSK y la
inhibicion de CFTR (*p=0.0313 t-test). Las barras representan SEM.

1.2. Tiempo y variabilidad en la respuesta de activacion del CFTR en nasoesferas WT

Se observd que las nasoesferas WT-CFTR presentaban respuestas a FSK variables: para
clasificarlas entre respondedoras y no respondedoras a FSK se utilizaron los valores FR (t=60
minutos). Asi pues, las nasoesferas que presentaban FR> 1 fueron consideradas no respondedoras
mientras que las esferas que presentaban valores FR< 1 se definieron como respondedoras. Se
determiné que ~ 80% de las esferas estudiadas (135/173) eran respondedoras a FSK (Figura 15).
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Figura 15. Distribucion de la respuesta de FSK en las nasoesferas WT-CFTR. (a) Las nasoesferas WT-
CFTR presentaron variabilidad en los valores FR después de la activacion de CFTR mediante FSK. Los
puntos negros muestran la distribucion gaussiana de los valores FR. El eje Y de la derecha muestra la
frecuencia (%) de los rangos FR. Cada columna representa un intervalo de 0.1 de las FR obtenidas. La linea
discontinua representa la media de respuesta a FSK de las nasoesferas WT-CFTR (FR=0.803). (b)
Distribucion de nasoesferas en respondedoras y no respondedoras a FSK en funcion de su FR en t=60
minutos. Se estableciéo FR< 1 para respondedores y FR> 1 para no respondedores.

Las nasoesferas respondedoras, se subclasificaron en muy respondedoras o poco respondedoras
segun los valores FR. Asi pues, después la activacion de CFTR mediante FSK (t=60 min), las
esferas que presentaban un area por debajo de la media de WT-CFTR (FR< 0.803), se
consideraron muy respondedoras (67/135; 49,63%). Las esferas que se redujeron < 20% de su
area inicial, se clasificaron como poco respondedoras (68/135; 50,37%). Cuando se estudiaron las
nasoesferas de las condiciones C1y C2 por separado, las esferas de C2 presentaban un porcentaje

algo superior de no respondedoras (~ 30%) frente a las esferas en C1 (~20%).

1.3.Potencialmente todas las esferas son adecuadas para el estudio funcional
independientemente de su &rea basal y condicion de cultivo

Se quiso determinar si el grado de respuesta de esferas WT-CFTR a FSK podia verse influenciado
por el tamafo basal de las nasoesferas. Las &reas iniciales que se observaron en las nasoesferas
fueron muy variables con un rango desde los 350 a 53807 um? (media + SD=7076.762 +
6304.907). La base de datos se windsorizd para obtener un test de correlacién mas ajustado. Esto
es, los valores extremos de los tamafios iniciales de las nasoesferas se ajustaron de la siguiente
manera: 5% de los valores en la parte superior y 5% de la parte inferior fueron remplazados por
el méximo o minimo de los valores del extremo més proximo. Después, se realizd la prueba de
correlacion Spearman. Para este analisis, se excluyeron las esferas no respondedoras. Después de
estudiar 138 nasoesferas, no se encontré correlacion significativa entre los valores FR (=60
minutos) y los valores de las &reas iniciales (r=-0.1216, p=0.1537). Se calcularon también las
AUC de cada nasoesfera (t=60 minutos) y tampoco se observd correlacion entre estos los valores
y las areas basales (r=-0.1632, p=0.0550) (Figura 16).
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Figura 16. Analisis de correlacién entre el tamafio de las nasoesferas y el grado de respuesta después
de 60 minutos de incubacion con FSK. (a) Las nasoesferas presentaban variabilidad de sus tamafios
basales. (b) Para analizar si el tamafio basal influia en la respuesta a FSK, se compararon las areas basales
con las respuestas a FSK (valores AUC a t=60 min). Se excluyeron las nasoesferas catalogadas como no
respondedoras (FR> 1 a t=60 min). No se observé correlacion entre ambos parametros (tamafio inicial y
respuesta a FSK). EI mismo resultado se obtuvo después de comparar las areas basales con los valores
obtenidos de FR t=60 min (r=-0.1216, p=0.1537) y con las pendientes o slopes (r=0.04124, p=0.6298). Se
combinaron los valores de nasoesferas cultivadas en C1 y C2.

1.4. Analisis de areas internas como nuevo indicador eficaz para estudiar la funcionalidad
de CFTR
Se exploraron andlisis alternativos al estudio de las CRA para una mejor evaluacion de la
funcionalidad de CFTR. Se observo que las nasoesferas respondedoras transportaban el fluido
interno hacia el exterior, dejando el area interna de reservorio de fluidos (inner fluid reservoir
areas, IFRA) totalmente vacia en algunos casos. Asi pues, se cuantificaron las IFRA después de
la estimulacion de FSK (t=60 minutos). Las nasoesferas respondedoras de IFRA (FR< 1 a t=60
min), representan casi el 90% de las analizadas (n=114/128). Comparando CRA y IFRA, se
observa una mayor reduccién de las areas IFRA: CRA (t=60 minutos)=0.805; IFRA (t=60
minutos)=0.473 (FR t-test pareado *p=0.0313; AUC ***p< 0.0001 t-test no pareado) (Figura
17a). Después, se estudid si las IFRA eran més sensibles que las CRA para el anélisis de la
funcionalidad de CFTR y poder diferenciar entre sujetos FQ-CFTR y WT-CFTR. Primero, no se
encontraron diferencias significativas en las areas basales IFRA entre sujetos WT-CFTR y FQ-
CFTR (Figura 17b) (p=0.6459; t-test). Después del tratamiento con FSK, las areas IFRA
facilitaron el reconocimiento de las diferencias entre el grupo WT-CFTR y FQ-CFTR

(*p=0.0313; t-test pareado) (pendientes o slopes: p<0.0001 t-test; t=60 minutos) (Figura 17c).
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Figura 17. Analisis de las areas externas (CRA) e internas (IFRA) en los grupos WT-CFTR y FQ-
CFTR. (a) Se incubaron las nasoesferas WT-CFTR con FSK 0 DMSO y posteriormente, se analizaron las
areas externas, CRA, e internas, IFRA. Los valores obtenidos de CRA e IFRA difieren estadisticamente
entre si (FSK CRA vs FSK IFRA *p=0.0313; t-test). Las barras representan SEM. (b) No se observaron
diferencias de tamarfio basal entre las nasoesferas del grupo WT-CFTR y el grupo FQ (CRA p=0.2443,
IFRA p=0,6459; t-test). Las barras representan la SD. (c) Después del tratamiento con FSK, se observa que
el analisis IFRA es més sensible para diferenciar entre el grupo WT-CFTR y el grupo FQ-CFTR (CRA
p=0.0625, IFRA *p=0.0313; t-test). Las barras representan SEM. Las nasoesferas WT-CFTR en C1y C2
se combinaron. Todas las nasoesferas de FQ se cultivaron en la condicion 1.

Dentro del grupo de pacientes FQ (n=7), se observaron diferentes respuestas a la FSK (Tabla 4).
Por ejemplo, dos pacientes no emparentados (FQl1 y FQZ2) que comparten genotipo
(F508del/2183AA>G) mostraron diferencias en la funcionalidad de CFTR después de la
estimulacién con FSK; el paciente FQ1 presenta una enfermedad pulmonar grave en la evaluacion
clinica (Tabla 4, en Material y Métodos) y mostré muy poca reduccion de sus nasoesferas en
comparacion a las muestras del paciente FQ2, quien presenta una enfermedad pulmonar moderada
(Figura 18, Tabla 4).
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el (sme) Earmim C:cis;]:ize;c;?n Respuest?navrir:;)oduladores
FQ1 (M) F508del/2183AA>G I/l ++
FQ2 (F) F508del/2183AA>G I/l +
FQ3 (M) F508del/3849+10KbC>T /v ++*
FQ4 (M) L227R/L227R s.d. -
FQ5 (F) G542X/R117H-7H /v -
FQ6 (M) F508del/F508del I ++
FQ7 (M) F508del/1812-1G>A /¥ -

Tabla 5. Resumen de la respuesta in vitro a moduladores de los pacientes FQ. La Gltima columna
resume la respuesta funcional in vitro a los moduladores (VX-770+VX-809 y VX-770+VX-661) después
de los anélisis FR y AUC en IFRA t=60 min. Las respuestas se categorizaron de acuerdo con las diferencias
estadisticas encontradas entre el tratamiento con FSK vs VX: ++ respuesta notable = observada en ambos
valores de FR y AUC; + respuesta moderada = diferencias significativas en los valores de FR 0 AUC; - sin
respuesta = sin diferencias significativas. * Solo respondedor a VX-770+VX-661. ¥ Splicing canénico

1.5.Respuestas diferenciales de nasoesferas de pacientes FQ después de tratamientos
combinados de moduladores

Por Gltimo, para evaluar la restauracion farmacolégica de CFTR en los siete pacientes con FQ, se

probaron distintas combinaciones farmacoldgicas de moduladores: VX-770+VX-809 y/o VX-

770+VX-661. Todas las nasoesferas de pacientes con FQ se cultivaron en la condiciéon C1. Se

analizaron las FR y las AUC de las CRA e IFRA. Algunos pacientes respondieron in vitro a los

moduladores. Otros, presentaron valores similares entre las condiciones de FSK y los tratamientos

con moduladores (Figura 18, Tabla 5).
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Figura 18. Las areas internas de reservorio de liquidos, IFRA, son mas sensibles para categorizar
entre respuestas WT-CFTR y FQ después de la incubacion con FSK. Las areas CRA e IFRA se
estudiaron en sujetos WT-CFTR y FQ-CFTR después de 60 minutos de incubacién con FSK. Cada sujeto
FQ esta representado por un color diferente. Todos las nasoesferas FQ se cultivaron en la C1. (a) El valor
medio obtenido de la condicion DMSO en nasoesferas FQ-CFTR (CRA e IFRA) (t=60) esta representado
por la linea de puntos discontinua. Los pacientes no relacionados FQ1 y FQ2, comparten el mismo genotipo
(F508del/2183AA>G) y mostraron respuestas a FSK significativamente distintas (****p<0,0001) en el
analisis IFRA. Cada columna representa el valor medio obtenido de FR. Las barras representan SEM. Los
valores obtenidos del andlisis AUC después de la evaluacion de IFRA (b) y CRA (c) se determinaron
mediante GraphPad Prism (Y=0) en t = 60 minutos. (b, ) Los puntos representan los valores medios de
AUC de nasoesferas incubadas con FSK. Los cuadrados vacios representan los valores medios de AUC de
nasoesferas tratadas con VX-770+VX-809. Los triangulos invertidos muestran valores medios de AUC
nasoesferas tratadas con VX-770+VX-661. Las barras representan la desviacion estandar (SD). Se muestran
diferencias significativas (p<0,05) entre nasoesferas tratadas con los moduladores y tratados con FSK.

2. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE CFTR EN NASOESFERAS

2.1. Deteccion mediante inmunofluorescencia de la expresion de proteina CFTR en la zona
apical de las células epiteliales que forman nasoesferas de distintos tamafios

Para analizar la distribucién de la proteina CFTR en distintas nasoesferas de un mismo individuo,
se obtuvieron células epiteliales WT-CFTR (n=1) y FQ-CFTR (n=5). Del grupo FQ, se
seleccionaron dos pacientes F508del/F508del (FQ8, FQ10), dos pacientes que presentan la
variante F508del combinada con una de funcidn residual (L206W) (FQ11, FQ12) y un ultimo
paciente que presenta dos variantes de clase | (G542X/K688X) (FQ16). La informacién y las
caracteristicas clinicas de los pacientes se encuentran en la Tabla 4, en Material y Métodos. Se
recogieron las células epiteliales nasales de estos seis individuos y se cultivaron las nasoesferas
en suspension. Al cabo de 7 — 10 dias, se recogieron las esferas para proceder al protocolo de
inmunofluorescencia (IF) (detalles en Material y Métodos). En resumen, se detectaron los
nucleos mediante tincion con DAPI y la expresién de CFTR mediante un anticuerpo anti-human
CFTR. La captacion de imagenes por microscopia confocal se realiz6 como se detalla en la

seccion de Material y Métodos.

Primero, se analizaron el nimero de células que conforman las distintas nasoesferas. El contaje
de celulas por nasoesfera se realizd gracias a la tincion de los ndcleos por DAPI. De los seis
individuos estudiados, se observdé un rango muy amplio de ndcleos que conforman una
nasoesfera: entre 6 y 113. El promedio de células es de 29,24+20,96 (mediatSD). Al comparar
los nimeros de ndcleos de las nasoesferas WT-CFTR con los pacientes FQ-CFTR, sélo se
encontraron diferencias significativas entre el individuo WT-CFTR y FQ8 (F508del/F508del)
(test ANOVA, *p<0.05; t-test) (Figura 19a).
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Posteriormente, se procedié a la deteccion de proteina CFTR mediante IF con un anticuerpo
primario contra el dominio R, especifico de CFTR. Mediante el anlisis de los distintos z-stacks,
se pudo observar la expresién de CFTR en la zona apical de las células epiteliales nasales que
forman una nasoesfera. Primero, se estudio la expresion apical de CFTR en distintas nasoesferas
(n=9) del mismo paciente WT-CFTR (Figura 19d). Se cuantificd el nimero de células CFTR
positivas en la zona apical respecto el nimero total de células que forman una nasoesfera. Se
determind que la expresion apical de CFTR por cada nasoesfera WT-CFTR era variable,
presentando un rango entre 25 y 100 %. La expresién media de CFTR en la zona apical por
nasoesfera fue del 64.9% (Figura 19b).

2.2. Expresion diferenciada de proteina CFTR en la zona apical de nasoesferas FQ vs WT
Seguidamente, se realizaron IF en las nasoesferas de los cinco pacientes con FQ para detectar
expresion de CFTR en la zona apical (Figura 19e).

Se analizé el nimero de células que fueron positivas por el marcaje de CFTR en la parte apical.
Las nasoesferas del paciente FQ16 (G542X/K668X) son las que presentaron menor porcentaje de
CFTR, siendo este practicamente nulo (Figura 19b). La expresion de CFTR en estas nasoesferas
fue un 56% menor que lo observado en WT-CFTR. Los pacientes F508del/F508del presentaron
una expresion del 15.95% (FQ8) y 24.78% (FQ10) (Figura 19b). Los dos pacientes con genotipo
F508del/L206W, presentaron una expresion de CFTR del 27.52% (FQ11) y 19,68% (FQ12)
(Figura 19b). La diferencia observada entre la expresion media del grupo F508del/F508del
(20.36%; n=14 nasoesferas) y el grupo F508del/L206W (24,61%; n=35 nasoesferas), no fue
significativa (p=0.6574; t-test) (Figura 19c). La expresion de CFTR en nasoesferas WT-CFTR
se determind significativamente distinta a todos los grupos FQ-CFTR (F508del/F508del,
F508del/L206W y G542X/K668X) (test ANOVA) (Figura 19c).
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Figura 19. Expresion de la proteina CFTR en la zona apical de nasoesferas WT y FQ. Para estudiar la
expresion de la proteina CFTR en la zona apical de nasoesferas mediante inmunofluorescencia (IF), se
estudian seis individuos: WT-CFTR (n=1), F505del/F508del (n=2), F508del/L206W (n=2) vy
G542X/K668X (n=1). (a) Se analizd el nimero de células que conformaban las distintas nasoesferas
estudiadas de estos seis pacientes. Cada simbolo representa una nasoesfera. Las barras verticales presentan
la desviacién estandar (SD) y las barras horizontales, muestran la media por paciente. Se analizo6 la
expresion de CFTR en la zona apical de las nasoesferas analizando cada z-stack. (c) Los resultados del
gréfico (b), se agrupan en WT, F508del/F508del (n=2) (“F/F”), F508del/L206W (n=2) (“F/L206W”) y
G542X/K668X (“I/T). El nlmero de asteriscos muestra el nivel de significacion (ver Material y Métodos).
n.s.: no significativo. Las imagenes (d, e) son una representacion de las IF de WT-CFTR (d) y de FQ11
(F508del/F508del) (e). Ambas, muestran imagenes de un z-stack, captadas después de IF para deteccion de
CFTR (verde) y nucleos (azul) y se captaron mediante el microscopio confocal Zeiss LSM 980.

En resumen, de los tres grupos de pacientes (F508del/F508del, F508del/L206W y
G542X/K668X), los que mas expresaban CFTR apical fue el grupo que combina la variante
F508del, con una variante de funcion residual (L206W). Los de expresion intermedia eran los

pacientes F508del/F508del, mientras que el paciente homocigoto para clase 1, G542X/K668X,
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fue el que presentaba menor expresion de CFTR en la zona apical de las células epiteliales del

sistema respiratorio.

3. CORRELACION ENTRE LOS ENSAYOS FUNCIONALES EN
NASOESFERAS Y ORGANOIDES INTESTINALES DE PACIENTES CON
FQ CON DISTINTOS GENOTIPOS

NOTA: los valores p exactos se pueden consultar en Anexo resultados.

3.1.Comparacion de la funcion basal de CFTR en nasoesferas y organoides intestinales de
pacientes con FQ
Para determinar la efectividad del estudio funcional de nasoesferas, se compararon los resultados
con el estudio funcional en organoides intestinales, dado que éste Gltimo es un ensayo
ampliamente aceptado y validado como biomarcador para estudiar la funcién de CFTR [124, 127,
148]. Se escogieron tres pacientes diagnosticados de FQ, de los que se obtuvo muestra de epitelio
nasal y biopsia rectal para el cultivo de nasoesferas y organoides intestinales respectivamente.
Los pacientes FQ8 (F508del/F508del) y FQ16 (G542X/K688X) presentan genotipos de funcién
minima y el paciente FQ11, de funcion residual (F508del/L206W). La informacion y las
caracteristicas clinicas de los pacientes se encuentran en la Tabla 4, en Material y Métodos. Se
decidi6 realizar en ambos estudios funcionales hasta los 120 minutos, y observar posibles

diferencias entre las respuestas a t=60 min vs a t=120 min.

Primero, se analiz6 si los pacientes presentaban funcién residual del CFTR in vitro. En las
nasoesferas, se realizé el estudio funcional con forskolina siguiendo el protocolo publicado [141].
Las imagenes de microscopia fueron analizadas y se estudiaron los cambios en las areas externas
(CRA) e internas (IFRA) de las nasoesferas. A partir de estos valores, se calcularon las areas bajo
la curva (area under the curve, AUC) de CRA e IFRA (detalles en Material y Métodos).

Para observar la funcidn basal de CFTR, se compararon las areas de la condicién FSK con las del
control negativo, DMSO, a t=60 minutos y t=120 minutos. Los andlisis de las CRA mostraron
que no habia funcion residual de CFTR en las nasoesferas de los pacientes F508del/F508del y
G542X/K668X (Figura 20a,b). En cambio, las nasoesferas del paciente FQ11 (F508del/L206W),
mostraron funcionalidad de CFTR al ser estimuladas con FSK. Estos cambios, se observaron
después del analisis de las IFRA (t=60 y t=120 min) (Figura 20c,d), confirmando que el estudio

de las IFRA puede ser més sensible que el de las CRA.
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Figura 20. Estudio de la funcionalidad basal de CFTR en las nasoesferas de tres pacientes con FQ.
Se estudi6 la funcionalidad basal de CFTR en las nasoesferas de tres pacientes (FQ8, FQ11 y FQ16) que
presentan genotipos distintos (F508del/F508del, F508del/L206W y G542X/K668X respectivamente). Cada
paciente se representa con un color diferente. Como control negativo se utiliz6 DMSO. Se realiz6 el anélisis
de las areas externas CRA (@) y las éareas internas IFRA (c). Los valores p significativos mostrados se han
comparado con el control negativo correspondiente. S6lo se muestran los valores con p significativa. (b, d)
A partir de las CRA e IFRA, se muestran las AUC calculadas a t=120. EI nimero de asteriscos muestra el
nivel de significacion (ver Material y Métodos). Las barras de los gréaficos de columnas muestran las SD.
n.s.: no significativo. Los p-valor exactos a t=60 y a t=120 se pueden consultar en Anexo resultados.

En paralelo, se establecieron los organoides intestinales de estos tres mismos pacientes a partir de
biopsias rectales, siguiendo protocolos previamente descritos. Después de un minimo de tres
semanas de cultivo, se procedi6 al ensayo funcional FIS (detalles en Material y Métodos).
Debido a la disposicion de la membrana apical, el transporte de CI- en los organoides se realiza
desde el exterior hacia el interior, al contrario que en las nasoesferas. Este fendbmeno se conoce
en inglés como forskolin induced swealling, FIS. Para el ensayo funcional no se afiadié amiloride,
como se hace en las nasoesferas, ya que en el epitelio intestinal no hay canales de Na*. Como
control negativo se utilizd6 DMSO. Igual que en las nasoesferas, el ensayo funcional se realizd

durante 120 minutos y se captaron iméagenes de los organoides cada 10 minutos.

Los organoides intestinales de los tres pacientes, FQ8, FQ11y FQ16, se incubaron con forskolina
a distintas concentraciones (0.020, 0.128, 0.8, 2 y 5 uM) (Figura 21a,b). La concentracion de
0.128 uM marca la funcionalidad del canal CFTR y 0.8 uM se utiliz6 para discernir entre funcion

CFTR residual y minima (detalles en Materiales y Métodos).
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Se confirmaron los resultados observados previamente en las nasoesferas. Los pacientes FQ8 y
FQ16 no presentaron funcionalidad de CFTR después de la incubacion con forskolina, comparado
con DMSO (Figura 21c). En cambio, los organoides del paciente FQ11 (F508del/L206W)
presentaron diferencias significativas entre las condiciones DMSO vy forskolina (0.128 uM y
0.8uM), indicando funcion residual del CFTR (Figura 21c). Esta diferencia no se observo a t=60
min (ver Anexos Resultados), indicando que las dos horas de estudio pueden dar una informacion

mas detallada sobre la funcionalidad de CFTR, igual que las IFRA en nasoesferas.
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Figura 21. Estudio de la funcionalidad de CFTR basal en los organoides intestinales de tres pacientes
con FQ. Se estudid la funcionalidad basal de CFTR en los organoides de los pacientes FQ8, FQ11y FQ16
que presentan genotipos distintos: F508del/F508del (“F/F”), F508del/L206W (“F/L”) y G542X/K668X
(“I/T”) respectivamente. (a) Los organoides de los tres pacientes se incubaron con forskolina a distintas
concentraciones (0.020, 0.128, 0.8, 2 y 5 pM) para estimular la apertura del canal CFTR in vitro. Como
control negativo se utiliz6 DMSO. Cada gréafico del bloque (a) presenta los resultados de los organoides de
un paciente. El t=0 representa la condicidn basal de las areas de los organoides. Seguidamente, los farmacos
se incuban y se captan iméagenes, a partir de t=10 min hasta t=120 min. La funcionalidad residual de CFTR
en el ensayo FIS viene definida por la concentracion de 0.8 UM de forskolina (tridngulo rojo, a). (b) Se
muestran los resultados de los organoides de los tres pacientes (cada uno con un color diferente; FQ8 color
negro, FQ11 azul y FQ16 naranja) con las condiciones de DMSO, forskolina 0.128 pM y forskolina 0.8
MM. (c) A partir de estos resultados, se obtienen las AUC, representadas a t=120. Las barras de los graficos
de columnas muestran las SD. El nimero de asteriscos muestra el nivel de significacion (ver Material y
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Métodos). n.s.: no significativo. Los p-valor exactos a t=60 y a t=120 se pueden consultar en Anexo
resultados.

3.2.Estudio de la funcionalidad de CFTR después de la incubacion con farmacos
moduladores en nasoesferas y organoides intestinales

Después de observar la funcionalidad basal de CFTR, se incubaron las nasoesferas y los

organoides intestinales de los tres pacientes con las siguientes combinaciones de farmacos

moduladores:

Paciente Genotipo CFTR Tratamientos probados in vitro
FQ8 F508del/F508del VX-770+VX-809,
VX-770+VX-661,
FQ11 F508del/L206W

VX-T70+VX-661+VX-445 (“TRI”)
PTC-124 (“PTC”), VX-770, TR,

FQ16 G542X/KE8EX PTC+VX-770, PTC+TRI

Primero, se analizaron las respuestas de los genotipos F508del/F508del y F508del/L206W. Las
nasoesferas de ambos pacientes, reestablecieron significativamente la funcionalidad de CFTR
después de la incubacion con los tres tratamientos investigados (t-test significativo en t=60 min y
t=120 min, en todos los andlisis realizados) (Figura 22). Cabe destacar la respuesta significativa
(en FR-CRA, FR-IFRA y AUC-IFRA) del genotipo F508del/L206W a VX-770+VX-809, un
farmaco (ORKAMBI®) no aprobado para pacientes heterocigotos para F508del (Figura 22c,d).
Las respuestas obtenidas después de la incubacién con VX-770+VX-809 y VX-770+VX-661,
farmaco (SYMKEVI®) si aprobado para este genotipo, fueron similares (ver Anexo Resultados).
Posteriormente, se estudié si la incubacion de las nasoesferas FQ8 y FQ11 con la triple terapia,
TRI, producia mas funcionalidad de CFTR in vitro respecto a las otras dos condiciones de
moduladores. Ambos pacientes, no presentaron diferencias significativas entre las respuestas a

TRI y las otras dos condiciones de moduladores (ver Anexo Resultados).
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Figura 22. Estudio de la funcionalidad de CFTR después de la incubacion con farmacos moduladores
en nasoesferas de pacientes que presentan al menos una variante F508del. Se estudié la funcionalidad
del CFTR en las nasoesferas de los pacientes FQ8 F508del/F508del y F11 F508del/L206W después de la
incubacién con las siguientes combinaciones farmacolégicas: VX-770+VX-809, VX-770+VX-661y VX-
770+VX-661+VX-445 (“TRI”). Como control negativo se utilizé DMSO. (a, c) Se estudiaron las areas
normalizadas externas CRA e internas IFRA de las nasoesferas de los pacientes FQ8 F508del/F508del y
FQ11 F508del/L206W. Los valores p significativos mostrados se han comparado con condicién basal FSK.
(b, d) A partir de las areas normalizadas, se calcularon las AUC, representadas a t=120. Las barras de los
gréaficos en columna representan las SD. El nimero de asteriscos muestra el nivel de significacion (ver
Material y Métodos). n.s.: no significativo. Los p-valor exactos a t=60 y t=120 se pueden consultar en
Anexo resultados.

Los ensayos funcionales en los organoides FQ8 y FQ11, confirmaron los resultados observados
en las nasoesferas; todos los analisis de ambos pacientes (a t=60 min y a t=120 min) muestran
una respuesta significativa a los tres tratamientos con los farmacos VX (Figura 23). Sin embargo,
los anélisis de las CRA en los organoides FQ8 F508del/F508del incubados con VX-770+VX-809
y VX-770+VX-661, mostraron diferencias significativas a t=120 pero no a t=60 (ver Anexo
Resultados), indicando que, en casos donde no se observa respuesta a los 60 minutos, prolongar
el ensayo a dos horas podria ser Util para caracterizar mejor las respuestas. Finalmente, se
estudiaron las respuestas de ambos pacientes a TRI, respecto a las otras combinaciones probadas
y ninguno de los genotipos presentd diferencias significativas (AUC, t=120 min) (ver Anexo

Resultados).
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Figura 23. Estudio de la funcionalidad de CFTR después de la incubacion con farmacos moduladores
en organoides intestinales de pacientes que presentan al menos una variante F508del. Se estudid la
funcionalidad del CFTR en los organoides intestinales de los pacientes FQ8 F508del/F508del y FQ11
F508del/L206W después de la incubacidn con las siguientes combinaciones farmacolégicas: VX-770+VX-
809, VX-770+VX-661y VX-770+VX-661+VX-445 (“TRI”). Como control negativo se utilizo DMSO. (a,
c) Se estudiaron las areas normalizadas de los organoides intestinales de los pacientes F508del/F508del y
F508del/L206W. Los valores p significativos mostrados se han comparado con condicién basal FSK. (b,
d) A partir de las &reas, se calcularon las AUC, representadas a t=120. Las barras de los gréficos en columna
representan las SD. El nUmero de asteriscos muestra el nivel de significacién (ver Material y Métodos).
Los p-valor exactos a t=60 y a t=120 se pueden consultar en Anexo resultados.

El tercer paciente estudiado, FQ16, tenia genotipo clase I/clase I. En las nasoesferas del paciente
FQ16, solo se observaron diferencias después de la incubacion con la combinacion PTC+TRI,
después del analisis de las IFRA (t=60 min y t=120 min) (Figura 24c, d).
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Figura 24. Estudio de la funcionalidad de CFTR después de la incubacion con farmacos moduladores
en las nasoesferas del paciente FQ16 G542X/K668X. Se estudid la funcionalidad del CFTR en las
nasoesferas del paciente FQ16 G542X/K668X después de la incubacion con las siguientes combinaciones
farmacoldgicas: PTC, VX-770, TRI, PTC+VX-770 y PTC+TRI. Como control negativo se utiliz6 DMSO.
Se calcularon las areas normalizadas externas CRA (a) e internas, IFRA (c). (a, ¢) Los valores p
significativos mostrados se han comparado con condicion basal FSK. Sélo se muestran los valores con p
significativa. (b, d) A partir de las areas normalizadas, se calcularon las AUC, representadas a t=120, de
las areas CRA (b) e IFRA (d). Las barras de los graficos en columna representan las SD. El nimero de
asteriscos muestra el nivel de significacion (ver Material y Métodos). n.s.: no significativo. Los p-valor
exactos t=60 y t=120 se pueden consultar en Anexo resultados.

Para el ensayo FIS en los organoides de FQ16 G542X/K668X con moduladores, se utilizéd la
concentracion de forskolina de 5uM (detalles en Material y Métodos). Los organoides FQ16 no
presentaron diferencias significativas con ninguno de los moduladores probados (Figura 25a,b).
La condicién PTC+TRI también se prob6 en los organoides con PTC-124 incubado 48 horas antes
del estudio FIS, para estimular méas la accion de este agente. Tampoco se observaron diferencias

significativas entre esta condicion y forskolina (Figura 25c, d).
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Figura 25. Estudio de la funcionalidad de CFTR después de la incubacion con farmacos moduladores
en los organoides intestinales del paciente FQ16 G542X/K668X. Se estudid la funcionalidad del CFTR
en los organoides intestinales del paciente FQ16 G542X/K668X después de la incubacién con las siguientes
combinaciones farmacolégicas: PTC, VX-770, TRI, PTC+VX-770 y PTC+TRI. Como control negativo se
utiliz6 DMSO. (a) Primero, se calcularon las &reas normalizadas. Los moduladores se incubaron con 5 uM
de forskolina (estrella). Los valores p significativos mostrados se han comparado con condicién basal
forskolina. S6lo se muestran los valores con p significativa. En el grafico se muestran las condiciones de
moduladores incubadas con 0.128 uM de forskolina. (b) A partir de las areas normalizadas, se calcularon
las AUC, representadas a t=120. (c) Se probo¢ la condicion con PTC(48h)+TRI y se estudiaron las areas
normalizadas. (d) A partir de las areas normalizadas, se calcularon las AUC, representadas a t=120 min.
Las barras de los graficos en columna representan las SD. (b, d) Se muestran los resultados estadisticos
después de analisis ANOVA. n.s.: no significante. Los p-valor exactos a t=60 y a t=120 se pueden consultar
en Anexo resultados.

En resumen, las nasoesferas y los organoides intestinales de los pacientes con variantes de funcion
minima, F508del/F508del (FQ8) y G542X/K668X (FQ16), no mostraron funcion basal de CFTR
al ser estimulados con forskolina. En cambio, las nasoesferas y los organoides intestinales del
paciente FQ11, con la variante de funcion residual L206W, si mostraron funcién de CFTR in vitro
después de la incubacion con forskolina. Las combinaciones de moduladores probadas en las
nasoesferas y organoides intestinales de los pacientes FQ8 F508del/F508del y FQ11
F508del/L206W (VX-770+VX-809, VX-770+VX-661 y TRI) aumentaron la funcionalidad de
CFTR in vitro. Por otro lado, los tratamientos con PTC, VX-770, TRI y PTC+VX-770 no
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consiguieron corregir la funcionalidad de CFTR in vitro ni en las nasoesferas ni en los organoides
intestinales del paciente con genotipo G542X/K668X (FQ16). Sin embargo, el estudio de las
IFRA en nasoesferas de este paciente, mostrd respuesta significativa después de la incubacion
con PTC+TRI al compararla con FSK. Este resultado no se observé en los organoides intestinales

del mismo paciente.

3.3.Correlacion de los resultados del estudio funcional en nasoesferas con el estudio FIS en
organoides intestinales
Para confirmar que los resultados obtenidos a partir del estudio funcional en nasoesferas podrian
ser equivalentes con los del experimento FIS en organoides intestinales, se realizaron varias
correlaciones mediante el test de Spearman (t=120 minutos). Cabe recordar que las nasoesferas
presentan la membrana apical hacia el exterior, mientras que, en los organoides, se encuentra
orientada hacia el interior. Al activar el transporte mediante CFTR, las nasoesferas transportan el
flujo hacia fuera y reducen su perimetro. En cambio, los organoides intestinales, realizan el

transporte hacia la luz interna, aumentando su tamafio.

Primero, se contrastaron las areas externas e internas obtenidas de nasoesferas (FR-CRA y FR-
IFRA) con las areas CRA del estudio FIS en organoides (Figura 26a,b). A continuacién, se
enfrentaron las AUC obtenidas de CRA e IFRA de nasoesferas con las AUC-CRA de organoides
(Figura 26¢,d). Los estudios funcionales de nasoesferas y organoides intestinales utilizando las
muestras de los tres pacientes mostraron correlacion inversa significativa (r=-0.6659 *p=0.0113,
r=-0.7261 ***p=0.0042, r=-0.5604 ***p=0.00401) (Figura 26a,c,d). El andlisis de IFRA de
nasoesferas versus las areas CRA de organoides (Figura 26b), mostré una correlacion inversa
significativa (r=-0.6264, **p=0.0251) después de excluir los valores de nasoesferas y organoides
discordantes entre ellos, PTC+TRI en FQ16.
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Figura 26. Estudio de correlacion entre los valores obtenidos en los estudios funcionales de las
nasoesferas y FIS en organoides intestinales de tres pacientes FQ. Se compararon los diferentes
resultados obtenidos en los estudios funcionales en nasoesferas y FIS de organoides intestinales de los
pacientes FQ8 F508del/F508del, FQ11 F508del/L206W y FQ16 G542X/K668. Como se ha observado que
algunas respuestas significativas se observan mejor a t=120, se realizan las correlaciones a t=120. Los
analisis de correlacion se realizaron mediante el test de Spearman. (a) Primero, se compararon los valores
obtenidos del estudio de las &reas normalizadas nasoesferas (FR-CRA, eje X) y organoides (eje Y) a t=120.
(b) Se realiz6 la misma correlacion, pero con las FR-IFRA de nasoesferas (eje X). Cuando se extrajo del
andlisis de correlacion los valores discordantes obtenido en nasoesferas y organoides en la condicion
PTC+TRI G542X/K668, la correlacion fue significativa. (c, d) Para correlacionar las trayectorias de las
areas, se enfrentaron los valores de AUC de nasoesferas y organoides (t=120 min) (c, d).

4. ANALISIS DE LA RESTABLECIMIENTO FUNCIONAL DE CFTR
DESPUES DEL TRATAMIENTO CON MODULADORES EN
NASOESFERAS DE PACIENTES FQ CON DIFERENTES GENOTIPOS

NOTA: los valores p exactos se pueden consultar en Anexo resultados.

4.1.Restauracion de la funcionalidad de CFTR en nasoesferas de pacientes FQ con genotipo

F508del/F508del mediante moduladores
Se estudio la funcionalidad de CFTR y su correccion mediante moduladores en las nasoesferas

de tres pacientes homocigotos para la variante F508del, FQ8, FQ9 y FQ10. La informaciony las
caracteristicas clinicas de los pacientes se encuentran en la Tabla 4, en Material y Métodos.
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Después de 7 — 8 dias de cultivo de nasoesferas, se siguieron durante 120 minutos en microscopia
confocal, después de observar en el apartado 3 de Resultados que a t=120 minutos de estudio
pueden verse algunas diferencias de manera mas concisa que a t=60 minutos. Se captaron
iméagenes cada 10 minutos siguiendo el protocolo ya publicado [141]. Se estudiaron las siguientes
condiciones: control negativo (“DMSQ”), activacion del canal CFTR (“FSK”) y activacion del

CFTR en presencia de las siguientes combinaciones de moduladores:

Paciente Genotipo CFTR Tratamientos probados in vitro
Egz E:gggg:;i:g:gg: VX-T70+VX-809, VX-770+VX-661, VX-
770+VX-661+VX-445 (“TRI”)
FQ10 F508del/F508del

A partir de los datos extraidos, se calcul6 FR'y AUC en las CRA e IFRA. Como era esperado, las
nasoesferas F508del/F508del no presentaron diferencias significativas entre las condiciones FSK
vs DMSO (Figura 27). Después de la incubacion con las combinaciones farmacoldgicas
probadas, se restaur¢ la funcionalidad de CFTR in vitro. Se observaron diferencias significativas
entre el tratamiento con TRI vs VX-770+VX-809 pero no vs VX-770+VX-661 (AUC, ver en

Anexo Resultados).
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Figura 27. Restauracion de la funcionalidad de CFTR en nasoesferas de pacientes FQ con genotipo
F508del/F508del mediante moduladores. Se estudi6 la funcionalidad del CFTR en las nasoesferas de tres
pacientes con genotipo F508del/F508del (FQ8, FQ9 y FQ10) con y sin farmacos moduladores (VX-
770+VX-809, VX-770+VX-661 y VX-770+VX-661+VX-445 “TRI”). Como control negativo se utilizd
DMSO. En los graficos, se muestra la media de las respuestas de los tres pacientes. Las barras verticales
ensefian las SD. (a, b) Se analizaron las &reas externas e internas F508del/F508del. Los valores p
significativos mostrados se han comparado con la condicion basal FSK. Test ANOVA TRI vs VX-770+809
dio significativo en las AUC-CRA** (no mostrado en el grafico). (c) A partir de las areas normalizadas
CRA e IFRA, se calcularon las AUC a t=120 min. Las barras de los graficos en columna representan las
SD. El nimero de asteriscos muestra el nivel de significacion (ver Material y Métodos). n.s.: no
significativo. Los p-valor exactos se pueden consultar en Anexo resultados.

73



V — Resultados

4.2.Estudio de la respuesta de la funcionalidad de CFTR en nasoesferas de pacientes FQ
heterocigotos para F508del

Se estudiaron las nasoesferas de cinco pacientes heterocigotos para la variante F508del. La

segunda variante presentada era: L206W (n=2), 1677delTA (n=1), variante patogénica sin

determinar “s.d.” (n=1) o0 G542X clase | (n=1). La informacion y las caracteristicas clinicas de

los pacientes se encuentra en la Tabla 4, en Material y Métodos.

Primero, se estudio la funcionalidad basal del CFTR en los cinco pacientes, incubando las
nasoesferas con FSK. Después, se probaron distintas combinaciones de moduladores in vitro,
dependiendo de la segunda variante presentada:

Paciente Genotipo CFTR Tratamientos testados in vitro
FQ11 F508del/L206W VX704V X-809
FQ12 F508del/L206W ) Doy
VX-770+VX-661, VX-770+VX-661+VX-
FQ13 F508del/1667del TA ”
445 (“TRI”)
FQ14 F508del/s.d.
FQ15 F508del/G542X PTC-124 (“PTC”), VX-770, PTC+TRI

Las nasoesferas con el genotipo F508del/L206W (n=2), mostraron funcién residual del CFTR
cuando se compararon las condiciones FSK vs DMSO (IFRA) (Figura 28a,b). La incubacién con
las tres combinaciones farmacoldgicas probadas resulté en una reduccion del area de las
nasosferas significativa respecto a FSK (Figura 28a,b). No se observaron diferencias
significativas entre el tratamiento con TRI respecto a VX-770+VX-809 y VX-770+VX-661
(AUC, ver en Anexo Resultados).

El paciente FQ13, con la variante patogénica 1677delTA, no presento diferencias significativas
entre DMSO y FSK (Figura 28c,d). Las nasoesferas FQ13 recuperaron la funcionalidad de CFTR
in vitro después de la incubacion con VX-770+VX-661 y TRI pero no con VX-770+VX-809
(Figura 28c,d).

El paciente FQ14, que presenta una variante no determinada, no mostr6 funcionalidad después de
la incubacion con FSK comparado con el control negativo DMSO. Si mostré funcionalidad de
CFTR in vitro después de la incubacion con los farmacos moduladores (Figura 28e,f). Las
nasoesferas de este paciente incubadas con TRI, no presentaron reduccion significativa respecto

con las otras opciones terapéuticas con moduladores (AUC, ver en Anexo Resultados).

Por ultimo, el paciente con la variante patogénica de clase I, G542X (FQ15), no presentaba
funcionalidad de CFTR al comparar FSK vs DMSO (Figura 28). Las nasoesferas

F508del/G542X se redujeron de manera significativa s6lo después de la incubacion con
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PTC+TRI, respecto a la condicion FSK. No se mostraron diferencias significativas entre FSK 'y

las otras terapias testadas (Figura 28g,h).
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Figura 28. Andlisis de la funcionalidad de CFTR en nasoesferas de pacientes heterocigotos para
F508del después de la incubacion con moduladores. Se estudié la funcionalidad del CFTR en las
nasoesferas de pacientes heterocigotos para F508del: FQ11l y FQ12 F508del/L206W, FQ13
F508del/1677delTA, FQ14 F508del/variante no determinada, FQ15 F508del/G542X. Como control
negativo se utilizo DMSO. (a) Las barras verticales muestran la SD obtenida de la media de los dos
pacientes F508del/L206W. (a, c, e, g) Se muestran las areas CRA e internas IFRA de los pacientes. Todos
los valores p significativos mostrados en asteriscos se han comparado con condicion basal FSK. ###
muestran p-valor significativo entre FSK y DSMO. Sélo se muestran los valores con p significativa. (b, d,
f, h) A partir de las areas normalizadas CRA e IFRA, se calcularon las AUC a t=120 min. Las barras de los
gréaficos en columna representan las SD. El nimero de asteriscos muestra el nivel de significacion (ver
Material y Métodos). n.s.: no significativo. Los p-valor exactos se pueden consultar en Anexo resultados.
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4.3. Andlisis de la correccion de la funcion de CFTR mediante farmacos moduladores en
pacientes gue no presentan la variante F508del

Finalmente, se estudiaron dos pacientes con variantes patogénicas distintas a F508del. Dentro

del grupo encontramos los siguientes genotipos: W128X/W128X (n=1) y L227R/L227R (n=1).

La informacion y las caracteristicas clinicas de los pacientes se encuentran en la Tabla 4, en

Material y Métodos. Para este grupo de pacientes se probaron las siguientes combinaciones de

moduladores:

Paciente Genotipo CFTR Tratamientos testados in vitro
PTC-124 (“PTC”), VX-770, VX-770+VX-
FQ17 W128X/W128X 661+VX-445 (“TRI”), PTC+VX-770,
PTC+TRI

VX-770+VX-809, VX-770+VX-661, VX-
770+VX-661+VX-445 (“TRI”)

FQ18 L227R/L227R
El paciente FQ17 con genotipo W128X/W128X, no presentaba funcionalidad de CFTR después
de la incubacién con FSK, comparado con el control negativo DMSO (Figura 29a,b). No se
observé reduccidn significativa de las areas de las nasoesferas después de los tratamientos con
VX-770 y TRI (Figura29a,b). Las nasoesferas del paciente FQ17, presentaron funcionalidad de
CFTR después de la incubacién con PTC, PTC+VX-770 y PTC+TRI (Figura 29a,b). La
combinacion de VX-770 y VX-770+VX-661+VX-809 con PTC-124, no potencio el efecto de la
molécula PTC-124 (ver Anexo Resultados).

El paciente FQ18, con genotipo L227R/L227R, no presentd funcionalidad de CFTR después de
la incubacién con FSK, respecto a DMSO (Figura 29c,d). Ninguno de moduladores probados
hizo restablecer la funcionalidad de CFTR in vitro (Figura 29c,d). Esto concuerda con la
respuesta observada (t=60 min) del paciente con el que comparte genotipo, FQ4 (Figura 18;

Tabla 4), y que es su hermano.
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Figura 29. Andlisis de la funcionalidad de CFTR en nasoesferas de pacientes que no presentan la
variante F508del después de la incubacién con moduladores. Se estudio la funcionalidad del CFTR en
las nasoesferas de dos pacientes homocigotos para variante distinta a F508del: FQ17 W1282X/W1282X y
FQ18 L227R/L227R. Como control negativo se utilizo DMSO. (a, ¢) Se analizaron las areas externas CRA
e internas IFRA de los pacientes. Los valores p significativos mostrados se han comparado con condicién
basal FSK. Sélo se muestran los valores con p significativa. (b, d, f) A partir de las areas normalizadas
CRA e IFRA, se calcularon las AUC a t=120 min. Las barras de los graficos en columna representan las
SD. El nimero de asteriscos muestra el nivel de significacion (ver Material y Métodos). n.s.: no
significativo. Los p valor exactos se pueden consultar en Anexo resultados.

5. ANEXOS RESULTADOS

5.1. Resultados estadisticos de las Figuras de la seccion 3

Figura 20. Estudio de la funcionalidad basal de CFTR en las nasoesferas de tres pacientes
con FQ.

- FQ8, DMSO vs FSK. (a) CRA t=60 min : p=0.4375, t=120 min : p=0.6772. (b) CRA-AUC t=60
: min p=0.3915, t=120 min : p=0.6485. (c) IFRA t=60 min : p=0.0938, t=120 min p=0.9097. (d)
AUC-IFRA t=60 min : p=0.2504, t=120 min : p=0.2504.

- FQ11, DMSO vs FSK. (a) CRA t=60 min : p=0.4697, t=120 min : p=0.5625. (b) CRA-AUC
t=60 min : p=0.9275, t=120 min: p=0.2815. (c) IFRA t=60 min: *p=0.0313, t=120 min :
***p=0.0005. (d) AUC-IFRA t=60 min : ***p=0.0002, t=120 min : ***p=0.0007.
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- FQ16, DMSO vs FSK. (a) CRA t=60 min : p=0.0938, t=120 min : p=0.0938. (b) CRA-AUC
t=60 min: p=0.3958, t=120 min: p=0.3958. (¢) IFRA t=60 min: p=0.0938, t=120 min:
p=0.3804. (d) AUC-IFRA t=60 min : p=0.2500, t=120 min : p=0.7692.

Figura 21. Estudio de la funcionalidad de CFTR basal en los organoides intestinales de tres

pacientes con FQ.

- FQ8, DMSO vs forskolina. (¢) AUC-CRA t=60 min : forskolina 0.128 uM p>0.999 y forskolina
0.8 uM p=0.6667, t=120 min: forskolina 0.128 uM p=0.444 y forskolina 0.8 uM p=0.1250.

- FQ11, DMSO vs forskolina. (¢) AUC-CRA t=60 min: forskolina 0.128 uM p=0.3125,
forskolina 0.8 pM p=0.1563, t=120 min: forskolina 0.128 uM *p=0.00286 y forskolina 0.8 UM
*p=0.00286.

- FQ16, DMSO vs forskolina. (c) AUC-CRA t=60 min: forskolina 0.128 pM p<0.999 y forskolina
0.8 UM p<0.999, t=120 min: forskolina 0.128 uM p>0.999 y forskolina 0.8 uM p>0.999.

Figura 22. Estudio de la funcionalidad de CFTR después de la incubacién con farmacos
moduladores en las nasoesferas de los pacientes que presentan al menos una variante
F508del.

- FQ8, FSK vs moduladores. (a) FR-CRA t=60 min : VX-770+VX-809, VX-770+VX-661y TRI
vs FSK *p=0.0313, t=120 min: VX-770+VX-809, VX-770+VX-661 y TRI vs FSK
***p=0.0005. FR-IFRA t=60 min : VX-770+VX-809 *p=0.0313, VX-770+VX-661 *p=0.0313,
TRI *p=0.0313, t=120 min : VX-770+VX-809 ***p=0.0005, VX-770+VX-661 *p=0.0122,
TRI **p=0.0034. (b) AUC-CRA t=60 min: VX-770+VX-809 p=0.2023, VX-770+VX-661
*p=0.0238, TRI p=0.1167, t=120 min : VX-770+VX-809 *p=0.0192, VX-770+VX-661 y TRI
*p=0.0238. AUC-IFRA t=60 min: VX-770+VX-809 ***p=0.0004, VX-770+VX-661
***p=0.0003, TRI ***p=0.0007, t=120 min : VX-770+VX-809 ***p<0.0001, VX-770+VX-
661 **p=0.0012 y TRI *p=0.0480.

FQ8, VX-770+VX-809, VX-770+VX-661 y TRI, t=120 min (ANOVA). (b) AUC-CRA:
p=0.6337, AUC-IFRA : p=0.1178.

FQ11, FSK vs moduladores. (c) FR-CRA t=60 min : VX-770+VX-809 p=0.5625, VX-770+VX-
661 y TRI *p=0.313, t=120 min: VX-770+VX-809 *p=0.0463, VX-770+VX-809 y TRI
**p=0.0007. FR-IFRA t=60 min: VX-770+VX-809, VX-770+VX-809 y TRI *p=0.0313,
t=120 min: VX-770+VX-809, VX-770+VX-661 y TRI ***p=0.0005. (d) AUC-CRA t=60
min : *p=0.0179 VX-770+VX-809, *p=0.0448 VX-770+VX-661 y ***p=0.0078 TRI, t=120
min :VX-770+VX-809 p=0.6466, VX-770+VX-661 *p=0.0206, TRI *p=0.0314. (d) AUC-
IFRA t=60 min : VX-770+VX-809 *p=0.0446, VX-770+VX-661 *p=0.0402 y TRI *p=0.0357,
t=120 min : VX-770+VX-809 *p=0.0463, VX-770+VX-661 **p=0.0017, TRI **p=0.0070.
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- FQ11, VX-770+VX-809, VX-770+VX-661 y TRI, t=120 min (ANOVA). (d) AUC-CRA :
p=0.8973, AUC-IFRA : p=0.3247.

- FQ11, VX-770+VX-809 vs VX-770+VX-661, t=120 min. (d) AUC-CRA : p=0.5421, AUC-
IFRA : p=0.1193.

Figura 23. Estudio de la funcionalidad de CFTR después de la incubacién con farmacos
moduladores en los organoides intestinales de los pacientes que presentan al menos una
variante F508del.

- FQ8, forskolina vs moduladores. (a) CRA t=60 min: VX-770+VX-809 p=0.0625, VX-
770+VX-661 p=0.0625, TRI *p=0.0313, t=120 min: VX-770+VX-809 **p=0.024, VX-
770+VX-661 ***p=0.0010 y TRI ***p=0.0005. (b) AUC-CRA t=60 min :VX-770+VX-809,
VX-770+VX-661 y TRI *p=0.0286, t=120 min : VX-770+VX-809 *p=0.0357, VX-770+VX-
809 *p=0.0313, TRI *p=0.0357.

- FQ8, VX-770+VX-809, VX-770+VX-661 y TRI t=120 min (ANOVA). (b) AUC-CRA :
p=0.2778.

- FQ11, FSK vs moduladores. (c) CRA t=60 min : VX-770+VX-809, VX-770+VX-661 y TRI
*p=0.0313, VX-770+VX-809, VX-770+VX-661 y TRI ****p=0.0005. (d) AUC-CRA t=60
min :VX-770+VX-809 *p=0.0024, VX-770+VX-661 y TRI *p=0.0286, t=120 min: VX-
770+VX-809 *p=0.0286, VX-770+VX-661***p=0.0005 y TRI *p=0.0286.

- FQ11, VX-770+VX-809, VX-770+VX-661, t=120 min (ANOVA). (d) AUC-CRA : t=120 min
p=0.3217.

- FQ11, VX-770+VX-809 vs VX-770+VX-661, t=120 min. (d) AUC : p>0.999.

Figura 24. Estudio de la funcionalidad de CFTR después de la incubacién con farmacos

moduladores en las nasoesferas del paciente FQ16 G542X/K668X.

- FQ16, FSK vs moduladores. (a) FR-CRA t=60 min: PTC p=0.0938, PTC+TRI p=0.0938,
PTC+VX-770 p=0.0625, VX-770 p=0.0625 y TRI p=0.0625, t=120 min : PTC p=0.0938, VX-
770 ***p=0.0005 (algunos valores > FSK) TRI ***p=0.0005 (algunos valores > FSK),
PTC+VX-770 p= PTC+TRI P=0.3160). (b) AUC-CRA t=60 min: PTC p=0.8612, VX-770
p=0.2752, TRI p=0.0620, PTC+VX-770 p=0.1594, PTC+TRI p=0.6227, t=120 min: PTC
p=0.1131, VX-770 p=0.140, TRI p=0.0861, PTC+VX-770 p=0.0661, PTC+TRI p=0.6227. (c)
FR-IFRA t=60 min: PTC p=0.5625, VX-770 p=0.0625, TRI p=0.4375, PTC+VX-770
p=0.0938, PTC+TRI *p=0.0313, t=120 min: PTC p=0.3652, VX-770 p=0.5195, TRI p=0.2061,
PTC+VX-770 p=0.6377, PTC+TRI **p=0.0010. (d) AUC-IFRA t=60 min: PTC p=0.1799, VX-
770 p=0.1026, TRI p=0.9011, PTC+VX-770 p=0.5523, PTC+TRI *p=0.0454, t=120 min: PTC
p=0.1729, VX-770 p=0.2308, TRI p=0.7692, PTC+VX p=0.0104, PTC+TRI *p=0.0039.
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Figura 25. Estudio de la funcionalidad de CFTR después de la incubacion con farmacos

moduladores en los organoides intestinales del paciente FQ16 G542X/K668X.

- FQ16, forskolina y todas las combinaciones de moduladores (ANOVA). (a) CRA t=60 min:
p=0.2881, t=120 min: p=0.1233. (b) AUC-CRA t=60 min: p=0.1711, t=120 min: p=0.0614. (c)
CRA t=60 min : p=0.8438, t=120 min : p=0.3799. (d) AUC-CRA t=60 min y 120 min: p>0.999.

5.2. Resultados estadisticos de las Figuras de la seccion 4

Figura 27. Restauracion de la funcionalidad de CFTR en nasoesferas de pacientes FQ con
genotipo F508del/F508del mediante moduladores.

- F508del/F508del (n=3), FSK vs DMSO. (a) FR-CRA p=0.0640, (b) AUC-CRA p=0.0977,
AUC-IFRA p=0.7289.

- F508del/F508del (n=3), FSK vs moduladores. (a) FR-CRA VX-770+VX-809 ***p=0.0010,
VX-770+VX-661 ***p=0.0005, TRI ***p=0.0005. FR-IFRA VX-770+VX-809 *p=0.0137,
VX-770+VX-661 **p=0.0004, TRI **p<0.0001. ANOVA TRI vs VX-770+VX-809+VX-661
**p=0.0062. (b) AUC-CRA VX-770+VX-809 ****p<0.0001, VX-770+VX-661 **p=0.0375,
TRl  **p=0.0022. AUC-IFRA: VX-770+VX-809 ****p<(0.0001, VX-770+VX-661
***p=0.0004 y TRI *p=0.0137.

- F508del/F508del (n=3), VX-770+VX-809, VX-770+VX-661y TRI (ANOVA). (b) AUC-CRA
TRI vs VX-770+VX-809 ** TRI vs VX-770+VX-661 p=n.s.. AUC-IFRA p=0.9789.

Figura 28. Andlisis de la funcionalidad de CFTR en nasoesferas de pacientes heterocigotos
para F508del después de la incubaciéon con moduladores.

- F508del/L206W (n=2), FSK vs DMSO. (a) FR-CRA p=0.3804, FR-IFRA ***p=0.0005. (b)
AUC-CRA p=0.6457, AUC-IFRA p<0.0001.

- F508del/L206W (n=2), FSK vs moduladores. (a) FR-CRA VX-770+VX-809, VX-770+VX-661
y TRI ****p=0.0005. (b) AUC-CRA: VX-770+VX-809 ****p<0.0001, VX-770+VX-661
**p=0.023 TRI **p=0.0016. AUC-IFRA: VX-770+VX-809 *p=0.0252, VX-770+VX-661
*p=0.0163, TRI *p=0.0170.

- F508del/L206W (n=2), VX-770+VX-809, VX-770+VX-661 y TRI (ANOVA). (b) AUC-CRA
p=0.1644, AUC-IFRA p=0.8514.

- FQ13, FSK vs DMSO: (c) FR-CRA p=, FR-IFRA p=0.0918. (d) AUC-CRA p=0.6014, AUC-
IFRA p=0.4034.

- FQ13, FSK vs moduladores. (¢) FR-CRA: VX-770+VX-809 *p=0.0029 (algunos valores por
encima de FSK), VX-770+VX-661 ***p=0.0005 y TRI **p=0.0024. FR-IFRA VX-770+VX-
809 p>0.999, VX-770+VX-661 *p=0.0311, TRI **p=0.0093. (d) AUC-CRA: VX-770+VX-
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809 p=0.3933, VX-770+VX-661 *p=0.0457, TRI *p=0.0267. AUC-IFRA: VX-770+VX-809
p=0.8349, VX-770+VX-661 *p=0.0319, TRI *p=0.0396.

FQ14, FSK vs DMSO. (e) FRA-CRA p=0.1726, FR-IFRA p= . (f) AUC-CRA p=0.7694. AUC-
IFRA p=0.0612.

FQ14, FSK vs moduladores: (¢) FR-CRA: VX-770+V/X-809 y VX-770+VX-661 ***p=0.0005,
TRI ***p=0.0010. FR-IFRA VX-770+V/X-809 *p=0.0161, \VX-770+V/X-661 **p=0.0015, TRI
***0=0,0005. (f) AUC-CRA VX-770+VX-809 p=0.3842, VX-770+VX-661 p=0.4637, TRI
p=0.5948. AUC-IFRA VX-770+VX-809 *p=0.0334, VX-770+VX-661 *p=0.0169, TRI
*3x0=0,0002.

FQ14, VX-770+VX-809, VX-770+VX-661 y TRl (ANOVA): (f) AUC-CRA p=0.5948. AUC-
IFRA p=0.1884.

FQ15, FSK vs DMSO. (g) FR-CRA p=0.7334. FR-IFRA p=0.8805. (h) AUC-CRA p=0.4531.
AUC-IFRA p=0.2633.

FQ15, FSK vs moduladores. (g) FR-CRA: PTC **p=0.0024, VX-770 p=0.0640, PTC+TRI
***p=0.0005. FR-IFRA PTC p=0.7773, VX-770 p=0.2625, PTC+TRI ***p=0.0005. (h) AUC-
CRA PTC p=0.3364, VX-770 p=0.2626, PTC+TRI *p=0.0168, AUC-IFRA PTC p=0.4762,
VX-770 p=0.2530, PTC+TRI *p=0.0168.

Figura 29. Analisis de la funcionalidad de CFTR en nasoesferas de pacientes que no
presentan la variante F508del después de la incubacion con moduladores.

- FQ17, FSK vs DMSO. (a) FR-CRA p= 0.1294. FR-IFRA p=0.1294. (b) AUC-CRA: p=0.200.
AUC-IFRA p=0.5348.

- FQ17, FSK vs moduladores. (a) FR-CRA: PTC **p=0.0015, VX-770 *p=0.0044 (algunos
valores > FSK), TRI p=0.0923, PTC+VX-770 ***p=0.0005, PTC+TRI **p=0.0068. FR-IFRA:
PTC ***p<0.0001, VX-770 *p=0.0026 (algunos valores > FSK), TRI *p=0.0049 (algunos
valores > FSK), PTC+VX-770 y PTC+TRI ***p=0.0005. (b) AUC-CRA: PTC **p=0.0012,
VX-770 p=0.9582, TRI p=0.8094, PTC+VX-770 *p=0.0191, PTC+TRI *p=0.0141. AUC-
IFRA: PTC ****p<0.0001, VX-770 p=0.3983, TRI p=0.1381, PTC+VX-770 *p=0.0295,
PTC+TRI **p=0.0016.

- FQ17, PTC, PTC+VX-770 y PTC+VX-770+VX-661+VX-445 (ANOVA). (b) AUC-CRA
p=0.7701. AUC-IFRA p=0.1074.

- FQ18, FSK vs DMSO. (¢) FR-CRA: p=0.1294. FR-IFRA p=0.1112. (d) AUC-CRA: p=0.8196,
AUC-IFRA: p=0.6667.
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- FQ18, FSK vs moduladores (ANOVA). (c) FR-CRA: p=0.7961. FR-IFRA: p=0.2731. (d) CRA-
AUC: p=0.2636. AUC-IFRA: p=0.667.
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Antecedentes y justificacion de este trabajo de tesis

La Fibrosis Quistica es una enfermedad multiorganica que presenta una extensa variedad de
genotipos y expresiones fenotipicas. La irrupcion de los farmacos moduladores, que reestablecen
parte de la funcionalidad de la proteina CFTR, ha supuesto una gran mejora en las perspectivas
actuales y futuras de la enfermedad. Algunas de las moléculas moduladoras, ya han sido
aprobadas, en monoterapia 0 en combinacion, por las agencias de medicamentos Food Drug
Administration, FDA y European Medicines Agency, EMA para ciertos genotipos CFTR (Tabla
2, en Introduccion). La implementacion de estas terapias en la practica clinica, ha hecho
incrementar de manera exponencial la esperanza y calidad de vida de los pacientes FQ.

Sin embargo, las respuestas farmacoldgicas no son iguales en todos los pacientes, inclusive en
aquellos con el mismo genotipo, como se demuestra tanto en publicaciones previas como con el

trabajo desarrollado en esta tesis.

El interés inicial de esta tesis doctoral fue poder disponer de un ensayo funcional de CFTR a partir
de células primarias de pacientes. Para mimetizar la respuesta del sistema respiratorio, se opto por
trabajar con células primarias obtenidas del epitelio respiratorio. De todas las células que
conforman este epitelio, las de mas fécil obtencién son las células nasales; se pueden obtener
mediante un pequefio raspado o curetaje nasal, método no invasivo e indoloro para el paciente.
Sin embargo, los ensayos funcionales ya establecidos con células nasales, los estudios
electrofisioldgicos, presentan dificultad, largos tiempos de cultivo (cultivo en air-liquid interface;
~ 50% probabilidades de éxito y = 30 dias de cultivo) [149, 150] y requieren de especializacion
técnica del equipamiento a utilizar [151-153]. Mientras se analizaban distintas opciones para
realizar estudios funcionales, en el afio 2017 se publicé un ensayo funcional en esferas formadas
in vitro a partir de células primarias nasales [137]. Este articulo, describia como el compuesto
forskolina activaba el transporte de CFTR en estas nasoesferas y producia un cambio
relativamente facil de cuantificar mediante analisis de imagen: la reduccién del tamafio de las
estructuras esféricas. Aunque previamente ya se habia descrito la formacion de esferas a partir de
células nasales [154], el articulo del 2017 [137] fue el primero en utilizar estas estructuras
tridimensionales para el estudio de funcionalidad de CFTR. A pesar de las ventajas presentadas
por este método (facil obtencién y cultivo, resultados rapidos), el estudio in vivo por microscopia
resultaba dificultoso; las nasoesferas crecian en suspension y estaban en continuo movimiento
durante la(s) hora(s) que duraba el ensayo. Esto hacia que fuera imposible hacer un seguimiento
de las esferas y por lo tanto, anulaba el estudio. Por otro lado, la n de estudio publicado en el
articulo del 2017 era baja y presentaban datos de sélo tres pacientes con FQ, todos con la variante

F508del. A partir de este contexto, se inici6 el camino para mejorar y validar el método,
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compararlo con los ya establecidos organoides intestinales e investigarlos en una poblacion més

amplia y heterogénea de pacientes FQ.
Discusidn segun los objetivos y resultados

De acuerdo con los objetivos propuestos para esta tesis, a continuacion, se va a elaborar la
discusion punto por punto de las cuatro secciones de los Resultados.

El objetivo 1/ fue modificar el protocolo de crecimiento de las nasoesferas y el posterior
ensayo funcional de CFTR. Para ello, exploramos la reproducibilidad del ensayo, estudiando
siete individuos WT-CFTR vy siete pacientes FQ con variedad fenotipica y genotipica (Tabla 4).
Se implementaron una serie de modificaciones y cambios del protocolo publicado originalmente
[137] con el objetivo de mejorar la precisién del protocolo y el posterior anélisis. Se
resuspendieron las nasoesferas en Matrigel con el objetivo de aumentar el ndmero de
observaciones (n) e incrementar el valor estadistico. En segundo lugar, se realizé un analisis mas
amplio de las imégenes de las nasoesferas obtenidas por microscopia, CRA e IFRA, parte externa

e interna respectivamente, que ayudoé a categorizar los resultados y las observaciones.

Se exploraron diversos ajustes técnicos utilizando nasoesferas de individuos WT-CFTR. Al
incorporar las nasoesferas en Matrigel, se evita el inconveniente de que las células en suspensién
se muevan y desaparezcan del foco durante los experimentos de imagen in vivo. Este ajuste
técnico, permitio el estudio in vitro de cientos de nasoesferas derivadas de células primarias y
formadas espontdneamente en cultivo celular. Al inmovilizar las nasoesferas para el ensayo in
vivo, aumentamos hasta 20 veces el nimero de células estudiadas previamente en el ensayo de
microscopia [137]. Esto permitié evaluar las respuestas a FSK de una manera mas categérica. A
continuacion, se caracterizaron las nasoesferas WT-CFTR como respondedoras o no
respondedoras, segun la reduccion fraccional (o fractional reduction, FR) que presentan después
de la incubacion con forskolina, amiloride e IBMX (condicion “FSK”). Se determiné que la media
de nasoesferas respondedoras a FSK es del 80% cuando se estudiaron las CRA y del casi 90%
después de analizar las IFRA. En nuestra experiencia, observamos que la proporciéon “no
respondedora” tiende a ser mayor en las nasoesferas C2 (~ 30%) en comparacion con las
nasoesferas C1 (~ 20%). Sin embargo, la respuesta a FSK no presentd diferencias significativas
al comparar ambos grupos (Figura 14a). Después de comparar ambos métodos y observando que
no hay diferencias en el estudio de la funcion CFTR, se decidié continuar con el protocolo C1.
En nuestra experiencia, es un protocolo mas Gtil durante el mantenimiento de las nasoesferas en

cultivo.

Otra observacion realizada fue la variabilidad de tamafos de nasoesferas. Nuestro estudio
determind que el tamafio no influia en la respuesta a FSK (Figura 16b). El estudio anterior [137]

planteo la hipotesis de que las nasoesferas de tamafios similares, podrian presentar respuestas a
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FSK similares. Segun nuestros resultados, ambos valores no se correlacionan y todas las esferas
serian potencialmente aceptables para el analisis. Las respuestas heterogéneas observadas en una
proporcion de nuestras nasoesferas podrian explicarse por diferentes niveles de expresion de

CFTR en nasoesferas del mismo individuo.

Se exploraron diversos analisis alternativos al descrito anteriormente de las areas externas o CRA
y se analizaron las éreas internas o IFRA como posible biomarcador dindmico de la funcién
CFTR. Se determin6 que las IFRA eran més sensibles que las CRA para discriminar entre las
respuestas WT-CFTR y FQ-CFTR (Figura 17c). En este modelo presentado, las nasoesferas
crecen con la parte apical orientada al exterior, reduciendo sus areas (CRA e IFRA) al activar el
transporte mediante CFTR. Un articulo [136] dénde se utilizaba el modelo de las nasoesferas con
orientacion inversa (membrana apical hacia el interior), también realizaba el analisis de las areas
internas para incrementar la sensibilidad del ensayo funcional. Previamente, Dekkers et al habian
establecido en organoides intestinales el andlisis de las partes internas para discernir entre los
fenotipos WT y CFTR en ensayos funcionales analogos de CFTR [124]. Si bien se habian descrito
diferencias en las estructuras de nasoesferas y de organoides intestinales entre los grupos WT y
FQ [124, 136], en nuestro estudio, no observamos disparidad estructural ni diferencias
significativas entre las areas basales WT-CFTR y FQ-CFTR (Figura 17b).

Cuando estudiamos la reduccidn de las areas de las nasoesferas de siete pacientes FQ, algunas
presentaban respuesta a FSK inducida por farmacos moduladores. Dos sujetos no emparentados
pero que compartian genotipo (FQ1 y FQ2, F508del/2183AA>G), mostraron diferentes
respuestas después de la estimulacion con FSK. Curiosamente, el paciente FQ1, que casi no
mostrd reduccion de sus nasoesferas, presentaba una enfermedad pulmonar mas grave que el
paciente FQ2 (Tabla 4). De hecho, el paciente FQ1 mostré los niveles mas bajos de activacion
de CFTR después de FSK de todo el grupo FQ estudiado (Figura 18a). Estas diferencias en la
funcionalidad de CFTR entre pacientes con el mismo genotipo se han observado en diversos
estudios de CFTR in vitro después del ensayo FIS utilizando organoides intestinales [21]. Estas
diferencias deben ser consideradas en el contexto de modificadores genéticos o ambientales [30,
31], que muestran la individualidad de cada paciente a la hora de establecer los tratamientos y su

eficacia.

En la parte final del blogue 1 de Resultados, se trataron nasoesferas de siete pacientes con FQ
con la combinacion VX-770+VX-809, aprobada por la FDA y la EMA, para pacientes con
genotipos CFTR especificos. Ademas, estudiamos a varios pacientes que posiblemente
respondian in vitro a la combinacion VX-770+VX-661, también aprobada por la FDA y la EMA,
para genotipos que presenten al menos una variante F508del. Un resultado interesante fue el del
paciente FQ3 (F508del/3849+10KbC>T), que mostr6 una respuesta significativa a VX-770+VX-

86



V1 — Discusién

661 (FR-CRA *p=0.0104, FR-IFRA **p=0.0047) pero no a VX-770+VX-809 (CRA p=0,2978,
IFRA p=0,5848) (Figura 18b,c, Tabla 5). Este resultado es consistente con la indicacion de
genotipo aprobada actualmente de VX-770+VX-661 (SYMKEVI®/SYMDEKO®) para

pacientes portadores de variantes como el paciente FQ3.

Para un analisis sistematico de la respuesta a los moduladores CFTR, se utilizaron tres variables
(FR, AUC y pendientes o slopes) y dos areas diferentes (CRA e IFRA). En comparacion con las
pendientes, el analisis AUC ofrece la ventaja de no asumir respuestas lineales. Los valores AUC
se utilizan habitualmente en ensayos in vitro de FQ con organoides intestinales. El calculo de las
AUC puede ser Gtil cuando se necesite comparar los resultados de una muestra determinada que
se puede obtener con ambos métodos (organoides y nasoesferas). En algunas muestras de FQ,
encontramos diferencias entre los resultados de CRA e IFRA. Por ejemplo, FQ6
F508del/F508del, un genotipo categorizado como respondedor a VX-770+VX-809
(ORKAMBI®), solo mostrd una respuesta significativa in vitro a esta combinacion de
moduladores en las trayectorias IFRA (Figura 18b,c). Asi pues, el estudio de las areas internas o
IFRA, que muestra un rango mas amplio de reduccion, puede resultar en una mejor categorizacion

en algunos Casos.

El paciente FQ3, con genotipo F508del/3849+10KbC>T, no mostrd diferencias significativas
entre la administracion de VX-770+VX-809 (FR-CRA p=0.2978, FR-IFRA p=0.5848) después
de 60 min de seguimiento. Si se observO una respuesta significativa en presencia de la
combinacion VX-770+VX-661 en comparacion con FSK (FR-CRA *p=0.0104, FR-IFRA
**p=0.0047) (Figura 18b,c).

En conclusidn, se realizaron una serie de modificaciones y mejoras para medir la funcionalidad
CFTR en nasoesferas. Este enfoque simple, asequible y no invasivo proporciona una evaluacion
de la funcién de CFTR en una semana. Los resultados indican que este método modificado se
puede utilizar como una herramienta inicial o complementaria para definir la funcién epitelial de

las vias respiratorias CFTR y predecir qué pacientes podran responder a la terapia moduladora.

2/ Para estudiar la expresion de CFTR en las nasoesferas, se realizaron estudios de
inmunofluorescencia en nasoesferas WT-CFTR y FQ-CFTR. Para ello, se utilizo el anticuerpo
anti-human CFTR, utilizado en otros articulos para IF en células nasales FQ y WT [155]. Este

anticuerpo, presenta la ventaja de estar comercialmente disponible.

Por primera vez, se ha descrito la expresion de CFTR en las nasoesferas. Se observo que la
expresion media de CFTR apical de las células que conforman una nasoesfera es ~ 60% de las

mismas. También se determina que la expresion de WT-CFTR en las nasoesferas de un mismo
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individuo, es desigual; mientras que hay esferas que presentaban ~ 90% de expresion, otras sélo
llegan al ~ 30% (Figura 19b). Ambos resultados van en consonancia con estudios previos
realizados en células de epitelio respiratorio. En ellos, se describidé que la expresion de CFTR
apical presenta un rango del 45 — 70% de las células totales del cultivo [155-157]. La expresion
desigual de CFTR en nasoesferas podria explicar que haya nasoesferas que responden més que
otras a la incubacion de FSK in vitro (bloque 1 de Resultados). EI motivo de la variabilidad de
expresion de CFTR a lo largo de las distintas nasoesferas de un paciente, se podria explicar porque
las nasoesferas son elementos artefactuales in vitro, que no mimetizan ninguna estructura in vivo.
Por otro lado, solo las células columnares expresan CFTR en el epitelio nasal (Figura 3, en
Introduccidn), por lo que es esperable que sélo un porcentaje de las células gque conforman las

nasoesferas, sean susceptibles de mostrar CFTR.

En esta tesis también se describe por primera vez la expresion apical de CFTR en nasoesferas FQ-
CFTR; determinamos que la expresion es significativamente menor que en WT-CFTR, en
consonancia a lo reportado en células nasales primarias [155, 158]. Las nasoesferas
F508del/F508del, presentaban una media de expresion de ~ 20 % (Figura 19b,c), parecido a los
datos reportados en epitelio nasal cultivado en monocapa [155, 156]. F508del es una variante de
funcién minima, que provoca defectos del plegamiento y transporte de la proteina CFTR. Sin
embargo, algunas proteinas consiguen transportarse e insertarse en la membrana plasmaética. Es
por ello, que solo se detecta expresion CFTR en la membrana apical [156], aungue sea de manera
reducida respecto a lo observado en nasoesferas WT-CFTR. Dentro del grupo FQ-CFTR, también
se observa que las nasoesferas de pacientes con la variante de funcion residual L206W, muestran
mas expresion en comparacion a variantes de funcién minima (Figura 19c). Por ultimo, se
demostro la expresion casi nula de CFTR en las nasoesferas con dos variantes STOP de clase I.
A pesar de que no se esperaba marcaje de CFTR en la zona apical, en alguna nasoesfera se observa

una célula con expresion de CFTR apical.

Los resultados del estudio de la expresion de CFTR en nasoesferas se relacionan con los genotipos
CFTR; se observa menor expresion de proteina CFTR en las nasoesferas de los pacientes con

genotipos mas graves en comparacion con genotipos de funcion residual y WT-CFTR.

3/ Una vez mejorado y validado el protocolo del ensayo funcional de CFTR en nasoesferas, se
quiso comprobar si los datos obtenidos de este estudio podian compararse con el ensayo
funcional FIS establecido en organoides intestinales. El ensayo FIS se establecio por primera
vez en el afio 2013[123] y desde entonces, se ha descrito en muchos articulos para determinar la
funcionalidad de CFTR con y sin farmacos moduladores [100, 124, 146, 159]. Con algunas

semejanzas al ensayo funcional de nasoesferas, la incubacion de FSK aumenta los niveles de
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AMPc en el cultivo y activa el transporte de ClI- mediado por WT-CFTR. La disposicion de la
membrana apical en organoides, hacia el interior, hace que el movimiento del Cl-se realice hacia
el interior de los organoides. Esto provoca el aumento de tamafio de los mismos (Figura 11,

Material y Métodos).

A pesar de estudios que correlacionan las respuestas respiratorias (valores FEV1%) con los
resultados obtenidos del ensayo FIS en organoides intestinales [126, 148, 160], estos podrian no
mimetizar de manera exacta la funcionalidad CFTR o la respuesta a moduladores del sistema
respiratorio. Sin embargo, debido a su amplia validacidn, el ensayo FIS en organoides intestinales
se ha erigido en estos ultimos afios como prueba in vitro estrella para el estudio de CFTR.

Por primera vez, en esta tesis se realizan ambos ensayos y se comparan las respuestas funcionales
de CFTR en nasoesferas y en organides intestinales de los mismos pacientes FQ. Para ello, se
seleccionaron tres pacientes con genotipos distintos; un paciente con el genotipo comun
F508del/F508del, otro paciente con un genotipo de funcidn residual, F508del/L206W, y un tercer
paciente con dos mutaciones STOP de clase |, G542X/K668X. Primero, se analizé si el estudio
de nasoesferas era capaz de discernir entre las distintas funcionalidades de CFTR, funcién minima
y funcidn residual. En organoides intestinales, ya se habia descrito la eficacia de este ensayo para
distinguir entre pacientes con y sin funcionalidad de CFTR [123, 124]. Nuestros resultados,
demostraron que el ensayo funcional en nasoesferas, mediante el andlisis de sus areas internas,
IFRA, podia discernir entre funcién residual y funcién minima en los pacientes estudiados. Tal y
como se postulaba en el primer bloque de resultados, estos datos confirmarian que el analisis
IFRA puede ser mas sensible para determinados estudios. Después, se procedio a estudiar la
respuesta de nasoesferas y organoides intestinales después de la incubacidon con moduladores. Las
combinaciones de moduladores se escogieron segun los genotipos presentados por los pacientes.
Para los genotipos con la variante F508del, se escogieron los dos farmacos aprobados por la FDA
y EMA para genotipos con  presencia de  F508del, VX-770+VX-661
(SYMKEVI®/SYMDEKO®) y VX-770+VX-661+VX-445 (KAFTRIO®/TRIKAFTA®).
También se prob6 el farmaco aprobado para pacientes F508del/F508del, ORKAMBI® (VX-
770+VX-809).

Las nasoesferas y organoides de los pacientes FQ8 F508del/F508del y FQ11 F508del/L206W
respondieron a los tres tratamientos probados. Después, se compararon las respuestas observadas
entre la triple terapia y las otras dos, VX-770+VX-809 y VX-770+VX-661, en nasoesferas y
organoides. En nuestros resultados, la triple terapia no aporté mas eficacia in vitro respecto a las
otras dos terapias (Figura 22 y 23). En cambio, el ensayo clinico en fase IlI de la triple terapia
KAFTRIO®/TRIKAFTA® demostrd6 mayor eficacia de ésta respecto a SYMKEVI®/
SYMDEKO® [82]. A pesar de que hay muy pocos estudios dénde se haya analizado la triple
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combinacion en células obtenidas de pacientes [161-163], en dos articulos, se describen pacientes
heterocigotos para F508del que no mostraron beneficios adicionales con TRI respecto a VX-
770+VX-661, después del ensayo FIS en organoides intestinales y en nasoesferas “apical-in” [82,
162, 163]. Esto podria implicar que (i) los ensayos funcionales in vitro pueden tener ciertas
limitaciones a la hora de establecer beneficios cuantitativos entre las distintas terapias in vivo o

(ii) la variabilidad de respuestas entre individuos.

Respecto las nasoesferas y organoides intestinales de FQ11 F508del/L206W, cabe destacar que
se observa la funcionalidad de CFTR in vitro después del tratamiento con VX-770+VX-809,
farmaco (ORKAMBI®) no aprobado para este genotipo [164]. Nuestros resultados en nasoesferas
y en organoides de FQ11 F508del/L206W, incluso muestran que la respuesta a VX-770+VX-809
fue parecida a la de VX-770+VX-661, terapia aprobada para F508del/L206W. Todos estos
resultados, indican que el genotipo F508del/L206W podria ser respondedor a ORKAMBI®. Este
hallazgo no habia sido descrito previamente. Solo un estudio electrofisiologico reporto la eficacia
de VX-770+VX-809 en F508del/L206W en el modelo celular bronquial CFBE4410- [165].

El tercer paciente del estudio de la correlacion, FQ16 que presenta dos variantes de clase I, no
presento respuesta in vitro a las combinaciones terapéuticas PTC-124, VX-770, PTC-124+VX-
770 0 VX-770+VX-661+VX-445. A pesar de que PTC-124/ATALUREN® es un farmaco
dirigido a tratar mutaciones STOP, no fue aprobado por la FDA ni la EMA después de los
resultados obtenidos en ensayos clinicos de fase 111 [94]. Sin embargo, algunos pacientes de estos
ensayos, habian presentado beneficios clinicos después de la administracion de ATALUREN®.
Por ello, se decidid probar su accion en las células in vitro del paciente FQ16. El resto de la
literatura previa no era tampoco concluyente. Un articulo describié la baja capacidad de
restablecer la funcion CFTR por el agente PTC-124 en organoides intestinales que presentaban al
menos una variante de clase | (F508del/clase I y clase I/frameshit) [146]. En cambio, dos ensayos
clinicos en fase Il con pacientes heterocigotos y homocigotos por variantes de clase |,
comunicaron aumentos en el transporte de Cl- dependiente de CFTR y de la expresion de proteina
CFTR en el epitelio nasal después del tratamiento con ATALUREN® [93, 166], siendo la variante
G542X la mas respondedora de todas las estudiadas [93]. Cabe destacar que no hay ningln
articulo que haya estudiado la eficacia del agente PTC-124 en el genotipo como el que presentaba
nuestro paciente FQ16, G542X/K668X.

También se probd la combinacién PTC-124+VX-770-VX-661-VX-445 para estudiar si los
farmacos “VX” podrian potenciar la accion del PTC-124. Las nasoesferas del paciente FQ16
respondieron significativamente a la combinacién PTC-124+VX-770+VX-661+VX-445 en
comparacion a FSK. Este resultado, se pudo observar sdlo después del analisis de las IFRA de las

nasoesferas (t=60 y t=120 min) (Figura 24c,d). Sin embargo, este efecto no se observo en los
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organoides intestinales del mismo paciente (Figura 25a,b), tampoco cuando el agente PTC-124
se incubd 48 horas para maximizar su efecto in vitro (Figura 25c¢,d). Esto podria deberse a
diferencias entre el epitelio respiratorio y epitelio intestinal. Sin embargo, el experimento con

PTC+TRI en nasoesferas deberia repetirse para confirmar este resultado.

Respecto a las horas de estudio mediante microscopia funcional, en el blogue 1 de Resultados,
las nasoesferas WT-CFTR y FQ-CFTR se estudiaron durante una hora y ya se mostraron
resultados concordes a lo esperado in vivo; observamos respuesta significativa del paciente FQ6
F508del/F508del a VX-770+VX-809 y del paciente FQ3 F508del/3849+10KbC>T a VX-
770+VX-661 (Figura 18a,b, Tabla 5). En la correlacion entre nasoesferas y organoides (bloque
3 de Resultados), se decidio realizar un seguimiento hasta los 120 minutos. El estudio funcional
FIS en organoides, se suele realizar durante 60 minutos [123, 160, 167]. Sin embargo, cada vez
mas, se estan llevando a cabo estudios funcionales de CFTR de mas larga duracion en modelos
celulares tridimensionales. Por ejemplo, un grupo de investigacion estadounidense publicé que el
seguimiento de 8 horas de nasoesferas “apical-in”, ayudaba a discernir mejor entre respuestas
basales de CFTR comparado con 1 hora de estudio [136]. En otro articulo, se utilizan
seguimientos de 2 horas de los organoides intestinales para determinar la eficacia de compuestos
farmacoldgicos muy experimentales, como el ELX-02 [100]. En nuestro caso, realizamos todos
los estudios estadisticos del blogue 3 de Resultados a 60 y a 120 minutos. Determinamos que los
ensayos funcionales en nasoesferas y en organoides intestinales podrian categorizar mejor las
respuestas farmacolégicas de CFTR después de las 2 horas de estudio. Por nuestra experiencia en
ensayos funcionales en nasoesferas y organoides intestinales, seguimientos de microscopia mas
largos a las 2 horas, podrian revertir los efectos de los tratamientos; algunas estructuras vuelven
a ensancharse (nasoesferas) o a empequefiecer (organoides) al cabo de unas horas seguidas de
estudio in vivo con farmacos (datos observacionales no reportados en el apartado de resultados).
Esto podria deberse al agotamiento del sustrato forskolina. En resumen, el seguimiento hasta las
2 horas de estudio pueden mejorar la sensibilidad en el ensayo FIS en organoides intestinales,

igual que las IFRA en nasoesferas.

Comparando entonces los resultados de los ensayos funcionales con forskolina en nasoesferas y
organoides intestinales derivados de pacientes con FQ se demuestra por primera vez la correlacion
entre ambos ensayos en un mismo paciente (Figura 26). Después de enfrentar cuatro pares de
datos (FR-CRA vs CRA, FR-IFRA vs CRA, AUC-CRA vs AUC-CRA y AUC-IFRA vs AUC-
CRA), todas muestran una correlacion inversa significativa. Esto es, cuando un valor disminuye
(reduccion de las areas en nasoesferas), el otro valor aumenta (aumento de las &reas de
organoides). El emparejamiento de las AUC-CRA en nasoesferas con AUC-CRA organoides, es
el que presentd mayor correlacion (r=-0.7261) (Figura 26c). A pesar de que anteriormente se

habian mostrado respuestas similares entre los organoides intestinales y estudios

91



V1 — Discusién

electrofisioldgicos en epitelio nasal [159], no hay ningln estudio publicado hasta la fecha que
compare el ensayo FIS en las nasoesferas (membrana apical orientada hacia fuera o dentro) con
el ensayo FIS en organoides. Después de determinar que ambos ensayos se correlacionan, a pesar
del resultado discordante obtenido con el tratamiento PTC-124+VX-770+VX-661+VX-445 en el
paciente FQ16, se pueden analizar las ventajas e inconvenientes de una técnica y otra (Tabla 6).
Esto, genera una oportunidad a los laboratorios de investigacion de FQ a decidir qué metodologia
puede ser mas beneficiosa para estudios de funcionalidad CFTR personalizados o la posibilidad

de complementacion entre uno y otro, especialmente cuando los resultados son dudosos.

Caracteristicas Nasoesferas Organoides
Invasiva No Si
Obtencion Preparacion previa No Si
muestra ;
. . Picor, estornudos, ~
Posibles efectos secundarios . Pequefio sangrado rectal
lagrimeo
Dificultad en establecer el
. + ++
cultivo

Cultivo Tlempo_y _dlflcultad de N ot

mantenimiento (pases)

Especializacion técnica
. + ++

requerida
Capacidad de pluripotencialidad Si, potencialmente Si
. . - Ilimitada (18 meses de
Numero de estructuras obtenidas Limitada ( .
cultivo)
Congelacion No Si
Coste € €€
Mimetizan estructura in vivo No Si
Ensayo funcional 1 semana 1 mes

Tabla 6. Tabla resumen de las ventajas e inconvenientes de nasoesferas y organoides intestinales. +:
reducido/a, ++: elevado/a. € : coste reducido, €€ : coste elevado.

De la Tabla 6, cabe destacar el potencial pluripotencial del cultivo de nasoesferas. Una vez las
nasoesferas se forman completamente (3 — 5 dias), muy pocas veces se observa un incremento del
nimero de esferas en cultivo. Sin embargo, encontramos células basales con capacidades
pluripotenciales que, bajo nuestra experiencia, se adhieren a la placa y se expanden cuando el
cultivo se mantiene varias semanas. Sin embargo, la limitacion en la cantidad de esferas que se
pueden obtener en un solo cultivo, comporta restricciones en estudio funcional; las condiciones
farmacoldgicas que se puedan probar en el ensayo dependeran de la cantidad de nasoesferas que
se formen. En cambio, los organoides intestinales pueden mantenerse en cultivo hasta un afio y
medio, segun est& descrito [121], aunque no tenemos experiencia manteniendo el cultivo tanto

tiempo. Poder obtener muchos organoides intestinales, presenta la ventaja de poder probar todas
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las condiciones farmacoldgicas que se desee. Por ello, esta técnica puede utilizarse en la

investigacion de medicamentos o drug screening [127].

Cabe comentar que las nasoesferas (orientadas apicalmente hacia el interior) también se pueden
cultivar a partir de una expansién previa de las células nasales en co-cultivo con fibroblastos
irradiados [136, 168]. Estas, pueden activar el canal CFTR mediante forskolina, produciendo el
fenémeno FIS parecido a lo observado en organoides intestinales. La Unica ventaja observada
respecto a nuestro protocolo de nasoesferas es la obtencion de mas estructuras esféricas gracias a
la expansion previa realizada en co-cultivo. Sin embargo, las células nasales en co-cultivo se
pueden expandir de manera limitada (2 — 3 pases maximo) antes de reconvertirlas en esferas. Esta
técnica, presenta algunas desventajas: tiempo de cultivo elevado comparado con nuestro

protocolo (= 1 mes), porcentaje de eficacia bajo y poca eficiencia en la congelacion.

4/ Para el estudio de pacientes FQ con distintos genotipos, se decidi6 optar por la técnica de
las nasoesferas para investigar la funcionalidad y respuesta a moduladores debido al rapido y facil
acceso a la muestra, la facilidad de la técnica, y la rapidez en la obtencién de resultados. En total
fueron diez pacientes FQ, 3 homocigotos para F508del, 2 con genotipo F508del/L206W, otros
tres pacientes heterocigotos para F508del y dos pacientes con otros genotipos.

Genotipo F508del/F508del

Primero, se confirmé que las nasoesferas de pacientes F508del/F508del (n=3) respondieran a los
moduladores VX-770+VX-809, VX-770+VX-661 y VX-770+VX-661+VX-445, discutido en el
punto 3/. Estos resultados, concuerdan con las aprobaciones de estas terapias (ORKAMBI®,
SYMKEVI®/SYMDEKO® y KAFTRIO®/TRIKAFTA®) por la FDA y la EMA para este
genotipo [74, 75, 77, 78, 84, 85] (ver Tabla 2, en Introduccion).

Genotipo F508del/L206W

En consonancia a lo discutido en el punto 3, el genotipo F508del/L206W (n=2, FQ10 y FQ11)
respondian a las tres combinaciones probadas (VX-770+VX-809, VX-770+VX-661 y VX-
770+VX-661+VX-445), indicando que el hallazgo presentado previamente en las nasoesferas y
organoides de FQ11, se deberia a que este genotipo podria ser respondedor a ORKAMBI®, a

pesar de no estar aprobado su uso clinico.

No hemos observado que la triple terapia presente mayores niveles de funcionalidad CFTR en los
genotipos F508del/F508del (n=3) (Figura 27b) y F508del/L206W (n=2) (Figura 28b) respecto
a las otras dos, VX-770 + VX-809/VX-661. Estos resultados van en consonancia a los descritos
en los organoides intestinales de los pacientes FQ8 F508del/F508del y FQ11 F508del/L206W
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(Figura 22 y 23). Solo se determinaron diferencias significativas entre la triple combinacion y
VX-770+VX-809 en las nasoesferas F508del/F508del (n=3) (ANOVA, AUC).

Heterocigotos F508del
Se estudiaron otros tres pacientes heterocigotos para F508del: FQ13 F508del/1667del TA, FQ14
F508del/variante s.d. y FQ15 F508del/G542X.

El paciente FQ13 respondi6 a los tratamientos VX-770+VX-661 y VX-770+VX-661+VX-445,
aprobados (SYMEKVI®/SYMDEKO y KAFTRIO®/TRIKAFTA®) para este genotipo por la
FDA y la EMA (resumen en Tabla 2, en Introduccion). No presentd respuesta después de la
incubacion con VX-770+VX-809 (OKAMBI®), tratamiento al que no pueden acceder pacientes
heterocigotos para F508del (Figura 28c,d). Estos resultados pueden confirmar la eficacia del

ensayo funcional de nasoesferas para predecir respuestas in vivo a farmacos moduladores.

El paciente FQ14, clinicamente FQ pero con una variante no encontrada en el otro alelo después
de estudios del gen completo, no presentaba inicialmente funcionalidad CFTR con FSK. Esta se
recuperd significativamente después de la incubacion con las tres combinaciones de moduladores
probados (VX-770+VX-809, VX-770+VX-661 y VX-770+VX-661+VX-445) (Figura 28e,f).
Aunque desconozcamos la segunda variante presentada por el paciente FQ8, la presencia de la
variante F508del hace que sea susceptible a la correccién de la funcion CFTR in vivo mediante
moduladores, tal y como se ha descrito en articulos recientes [169, 170].

Para el paciente F508del/G542X (FQ15), se probaron distintas combinaciones de moduladores:
PTC, VX-770, PTC-124+VX-770+VX-661+VX-445 (“PTC+TRI”). Las nasoesferas
respondieron de manera significativa solo al tratamiento con PTC combinado con los tres VX
(Figura 28g,h). La inefectividad del rescate de funcion CFTR por parte de PTC-124, concuerda
con un articulo publicado en organoides intestinales [146]. Debido a la presencia de la variante
F508del en combinacién a una variante de funcion minima clase | (G542X), el efecto observado
después de la incubacion PTC+TRI se deberia a la efectividad de TRI en el rescate de la proteina
CFTR. Sin embargo, no hay estudios publicados sobre la efectividad de la triple combinacion de
moduladores en células F508del/G542X.

Otros genotipos

Por ultimo, estudiamos dos pacientes que presentan variantes distintas a F508del. Primero,
probamos distintas combinaciones farmacologicas para el paciente FQ17 W1282X/W1282X,
genotipo sin tratamiento clinico aprobado: VX-770, PTC-124 solo y combinado con VX-
770+VX-661+VX-445 y con VX-770. Gracias al andlisis IFRA, observamos respuestas
significativas de la funcion de CFTR in vitro después de la incubacién con PTC-124, PTC-
124+VX-770y PTC-124+TRI. Algunos grupos de investigacion ya estudiaron la combinacion de

moduladores “VX” con PTC-124 para potenciar el rescate funcional de CFTR en la variante
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W1282X [171]. En el mismo articulo, hipotetizan que una triple terapia con moduladores podria
potenciar el efecto del PTC-124 en esta variante. En otro articulo, la combinacion de
ATALUREN®+VX-770 no produjo un incremento notable a nivel clinico en un paciente
W1282X/W1282X en comparacion a la administracion ATALUREN® en monoterapia [172]. En
nuestros resultados, no observamos un incremento de la actividad CFTR in vitro después de
combinar VX-770 y VX-770+VX-661+VX-445 con PTC-124 respecto a PTC-124 en
monoterapia (Figura 29a,b), indicando que la restauracion de la funcionalidad de CFTR
provendria del agente PTC-124. Un ensayo clinico fase Il, mostré que pacientes con variantes
STOP, entre ellas, W1282X, sin administracién inhalada de tobramacina (compuesto que
interfiere con los efectos in vitro e in vivo de PTC-124 [93, 94], presentaron beneficios clinicos
notables respecto el grupo placebo. A pesar de ser una variante de clase I, algunos estudios
evidencian la capacidad de esta variante de expresar proteina CFTR truncada en la membrana
plasmatica, lo que la haria mas susceptible a ser restaurada mediante agentes read-through [171].
Con todos estos resultados en conjunto, se remarca que la eficacia de agentes read-through en
monoterapia y en combinacion con otros moduladores para la variante W1282X, deberia
continuar estudiandose. Sin embargo, algunos de los efectos observados in vitro e in vivo resultan
prometedores como tratamiento para esta variante, la mas prevalente de la clase | en todo el
mundo (2.4%) [40].

Finalmente, no hemos observado restauracion funcional del genotipo L227R/L2227R, variante
no clasificada y presentada por dos pacientes relacionados (FQ4, FQ18), mediante ninguna de las
terapias probadas (VX-770+VX-809 y VX-770+VX-661) (Figura 18b,c, Figura 29c,d).

En conclusion, en esta tesis doctoral, se ha expuesto la validacion de la técnica de las nasoesferas
como método biomarcador de la funcionalidad de CFTR en epitelio respiratorio. Este ensayo
simple, asequible y no invasivo, proporciona una lectura de la funcion de CFTR en tan solo una
semana. En un futuro, se deberan realizar estudios a mas larga escala; con mas pacientes FQ-
CFTR vy otros genotipos. Este ensayo, correlacionado con el estudio FIS en organoides
intestinales, puede utilizarse como una herramienta inicial o complementaria, para determinar la
restauracién de CFTR in vitro mediante tratamientos, de manera personalizada para Fibrosis

Quistica.
Perspectivas futuras en FQ

Después de validar el ensayo funcional de CFTR en el cultivo de nasoesferas, existen al menos
tres contextos, actuales y futuros, en los que es y serd relevante el estudio de las respuestas

farmacoldgicas de CFTR previo a la aplicacion de tratamiento clinico.

- Los tratamientos actuales, se aplican segun la clase funcional (I-V1I) de las alteraciones del

CFTR. El primer contexto se aplica a los pacientes FQ-CFTR que presentan una variante
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CFETR desconacida o inclasificable y que, por este motivo, no tienen acceso a las opciones

terapéuticas aprobadas actualmente. Estudiar la funcionalidad basal de CFTR (funcién
residual o minima), permitiria predecir a qué clase funcional podria(n) pertenece(n) la(s)
variante(s) no encontrada(s) o sin clasificar. Asi mismo, podrian beneficiarse de estudios in
vitro que predigan las respuestas farmacologicas a moduladores ya aprobados.

- Por otro lado, la cantidad de investigaciones actuales para descubrir nuevas moléculas y
terapias avanzadas, hace prever en unos afios un contexto donde se implementaran nuevos
tratamientos. Estos tratamientos irdn dirigidos a: (i) pacientes que ya disponen de opcién
terapéutica, pero presentan minimos beneficios clinicos y (ii) pacientes sin opcién terapéutica
disponible, como los de clase I, donde no hay sintesis de proteina CFTR. Se ha comunicado
que algunas variantes de clase | serian mas susceptibles de responder a farmacos que otras de
la misma clase [173, 174]. Esto dependeria, en parte, de la cantidad de transcritos de ARNm-
CFTR producidos; a mayor cantidad, mas probable de responder a agentes read-through
[175]. Para ambos contextos, (i) y (ii), seria de utilidad disponer de estudios in vitro que
investiguen respuestas farmacoldgicas antes de aplicar los tratamientos clinicos. Asi, se
podria decidir el tratamiento clinico para cada paciente de una manera mas personalizada.

- Finalmente, desde el contexto de financiacién sanitaria, se prevé que el coste de los nuevos

tratamientos sea tan elevado como los actuales farmacos “VX”, debido a la complejidad de
las investigaciones y las politicas de mercado. Por ello, seria relevante estudiar las respuestas
farmacoldgicas in vitro para objetivar de manera mas eficiente la indicacién del inicio de un

tratamiento.

En resumen, para llevar a cabo las situaciones anteriormente explicadas, es importante contar de
un grupo de investigacion multidisciplinar experto, como el que se ha desarrollado en nuestro
Centro, que presente una conexion estrecha entre la Unidad de fibrosis quistica clinica y el
laboratorio de investigacion para estudiar los distintos pacientes con FQ. De esta forma, se
aseguraria la obtencién de biomarcadores in vitro con el fin de estudiar de manera individualizada
la funcionalidad basal de la proteina CFTR y evaluar qué tratamientos podrian restablecer la

funcion de la misma.
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Conclusiones respecto al Objetivo 1.

- Se han implementado cambios para mejorar el ensayo funcional de CFTR en nasoesferas
derivadas de células nasales de individuos WT-CFTR y FQ-CFTR. Estas mejoras, permiten
aumentar el tamafo de las muestras (n) y facilitar el estudio de imagen in vivo mediante
microscopia. Se ha validado este ensayo funcional para estudiar el restablecimiento funcional
de la proteina CFTR en células primarias del sistema respiratorio después de la incubacion con
farmacos moduladores.

- Las respuestas obtenidas de nasoesferas WT-CFTR después de la incubacion con FSK, nos
permiten clasificarlas en respondedoras o no respondedoras. Las nasoesferas WT-CFTR
respondedoras representan el ~80% del total.

- El nuevo andlisis de las areas internas, IFRA, de las nasoesferas para analizar la respuesta
funcional de la proteina CFTR, es en general mas sensible para detectar respuestas.

Conclusiones respecto al Objetivo 2.

- Se ha estudiado la expresion de CFTR en nasoesferas WT-CFTR y FQ-CFTR y se observa una
distribucion heterogénea en las nasoesferas formadas a partir de células epiteliales nasales del
mismo individuo.

- Se ha demostrado que la expresion de CFTR entre nasoesferas WT-CFTR y FQ-CFTR es
significativamente distinta, en consonancia con las diferencias de funcionalidad de CFTR entre
individuos WT-CFTR y FQ-CFTR. Asimismo, se observa una expresion reducida en los
pacientes con genotipos asociados a mayor gravedad clinica respecto a genotipos asociados con

funcion residual.
Conclusiones respecto al Objetivo 3.

- Por primera vez, se ha comparado y demostrado la correlacion entre las respuestas obtenidas en
los ensayos funcionales de CFTR en nasoesferas y en el ensayo FIS en organoides intestinales
con células primarias derivadas de tres pacientes FQ-CFTR con distintos genotipos.

- El ensayo de correlacién, demuestra que las nasoesferas pueden utilizarse para estudiar de
manera personalizada la funcionalidad CFTR basal y la restauracion de CFTR después de la

incubacién con farmacos moduladores.
Conclusiones respecto al Objetivo 4.

- Se ha ampliado el estudio funcional de CFTR en nasoesferas, estudiando diez pacientes FQ-
CFTR con genotipos diversos y se han determinado las respuestas a distintos farmacos

moduladores.
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- En conjunto, los resultados obtenidos indican que las nasoesferas pueden utilizarse como una
herramienta inicial o complementaria, para determinar la restauracion y funcionalidad de CFTR

in vitro mediante tratamientos de manera personalizada para pacientes con fibrosis quistica.
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Disponer de este ensayo funcional en nasoesferas, facil y rapido, permitiria su uso como
herramienta inicial para estudiar de funcionalidad de CFTR en pacientes con posibles tratamientos
que reparen la funcion CFTR o bien como complemento de alguna otra técnica o ensayo que

requiera de mas dificultad.

Ademas de la preparacion de dos publicaciones que contendréan los resultados de los puntos 3y 4
de la tesis, en el futuro, seria conveniente abordar las lineas de investigacion que quedan abiertas
después de este trabajo de investigacion:

- Ampliar los estudios de correlacion entre nasoesferas y organoides y determinar si ambos
ensayos se correlacionan después de estudiar muestras de pacientes con otros genotipos a los
estudiados en esta tesis.

- Ampliar el estudio funcional en nasoesferas a mas pacientes con otros genotipos y para el uso
de terapias actuales y futuras:

o Probar nuevas combinaciones con otros moduladores en estudio.

o Analizar el efecto de nuevos agentes en desarrollo, como el agente read-through ELX-02,
en una variedad de genotipos. Este nuevo modulador, parece restablecer la funcion de
CFTR en pacientes con algunas variantes de clase 1. Se puede probar en aquellos genotipos
gue no respondan a PTC-124 in vitro y determinar las diferencias de respuesta entre PTC-
124 y ELX-02.

o Analizar posibles nuevas moléculas, cuando estén disponibles para investigacion.
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Validation of nasospheroids

to assay CFTR functionality

and modulator responses in cystic
fibrosis

Maite Calucho?, Silvia Gartner®*, Paula Barranco?, Paula Fernandez-Alvarez'?,
Raquel Garcia Pérez* & Eduardo F. Tizzano%%5"¢

The availability of a simple, robust and non-invasive in vitro airway model would be useful to study
the functionality of the cystic fibrosis transmembrane regulator (CFTR) protein and to personalize
modulator therapy for cystic fibrosis (CF) patients. Our aim was to validate a CFTR functional study
using nasospheroids, a patient-derived nasal cell 3D-culture. We performed live-cell experiments

in nasospheroids obtained from wild-type individuals and CF patients with different genotypes and
phenotypes. We extended the existing method and expanded the analysis to upgrade measurements
of CFTR activity using forskolin-induced shrinking. We also tested modulator drugs in CF samples.
Immobilizing suspended-nasospheroids provided a high number of samples for live-cell imaging.
The diversity observed in basal sizes of nasospheroids did not affect the functional analysis of CFTR.
Statistical analysis with our method was simple, making this protocol easy to reproduce. Moreover,
we implemented the measurement of inner fluid reservoir areas to further differentiate CFTR
functionality. In summary, this rapid methodology is helpful to analyse response to modulators in CF
samples to allow individualized treatment for CF patients.

Cystic fibrosis (CF) is the most common lethal monogenic disease with an incidence of 1/3000-10,000 newborns.
It is caused by bi-allelic pathogenic variants in the cystic fibrosis transmembrane regulator (CFTR) gene and codi-
fies for an epithelial Cl~ channel !. More than 2000 pathogenic variants have been reported in the CFTR gene to
date but the F508del pathogenic variant is present in about 65% of mutant alleles worldwide %. CFTR pathogenic
variants are classified into seven types (I-VII) according to their effect on the CFTR protein (Supplementary
Table S1) °. In view of the wide diversity of genotypes, clinical severity is variable. However, the most common
and life-threatening manifestation is lung disease leading to respiratory failure.

The recent development of CFTR modulator drugs - correctors and potentiators — has been successful in
partially restoring the CFTR protein defect. Corrector molecules (VX-809 lumacaftor, VX-661 tezacaftor, and
VX-445 elexacaftor) partially restore the CFTR processing defects and the protein can reach the cell surface *°.
The VX-770 potentiator (ivacaftor) enhances the CFTR channel opening (Supplementary Table S1) . Modulator
drugs are now approved for several CFTR genotypes ’1°. Monotherapy with potentiator VX-770 (KALYDECO)
is addressed to class III and IV genotypes °. The combination lumacaftor with ivacaftor (ORKAMBI) has been
used satisfactorily to treat patients who are homozygous for F508del, a class II pathogenic variant !!. Tezacaftor
with ivacaftor (SYMDEKO/SYMKEVI) is indicated for patients who are F508del homozygous or F508del het-
erozygous with a residual function variant '>'>. More recently, a triple combination with two different correc-
tors (tezacaftor and elexacaftor) and potentiator ivacaftor (TRIKAFTA/KAFTRIO), has been approved to treat
F508del homozygous patients 114, or those who carry a single copy of the F508del genetic variant with a minimal
function variant '>16.

The advent of modulator therapy has undoubtedly advanced healthcare for CF patients. However, CFTR-drug
restoration is limited in some patients '8 and new pharmacological approaches are currently under investigation
to treat patients for whom no specific treatment is yet available, such as those with class I, VII or rare pathogenic
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Subject Age at sampling Pancreatic In vitro response to
(Gender) | Genotype Functional class procedure function FEV,% | Bronchiectasis | Chronic colonization | modulators

CF1 (M) F508del/2183AA>G 1I/1 15 Insufficiency 45 Yes SA-PA ++

CF2 (F) F508del/2183AA>G 1I/1 17 Insufficiency 85 Yes (mild) No +

CF3 (M) F508del/3849 + 10KbC>T | II/V 6 Sufficiency 110 No No ++*

CF4 (M) L227R/L227R Undetermined 19 Insufficiency 80 Yes MRSA

CF5 (F) G542X/R117H-7H /v 12 Sufficiency 116 No No

CF6 (M) F508del/F508del 11 18 Insufficiency 57 Yes SA-PA ++

CF7(M) | F508del/1812-1G>A ili/gl)(ca“"“ical splic- | ¢ Insufficiency | 86 Yes SA

Table 1. Patients’ clinical information and in vitro response to modulators. CF1 and CF2 subjects share

the same genotype but are unrelated. Pathogenic variants are indicated with their legacy names. Gender:

M (male) F (female); Chronic colonization: SA (Staphylococcus aureus), MRSA (methicillin resistant
Staphylococcus aureus), SA-PA (Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa). Last column describes
in vitro nasospheroid response to VX-770 + VX-809 and/or VX-770 + VX-661 assessing FR and AUC analysis
in IFRA after live-cell imaging assay (t=60 min). Responses were categorized according to the statistical
differences found between FSK and VX treatment: + + notable response = observed in both, FR and AUC
values; + moderate response = significant differences in FR or AUC values; — no response = no significant
differences. * Only responder to VX-770+ VX-661.

variants. It is therefore crucial to study CFTR function individually in order to predict responses to currently
approved or experimental drugs.

In this context, CFTR functional assays using in vitro patient-derived cells have emerged in recent years. The
most remarkable approach is the forskolin-induced swelling (FIS) assay in intestinal organoids . This in vitro
assay stratifies patients according to disease severity and predicts CFTR restoration after treatment '*-*2. However,
it requires invasive biopsy, time-consuming cell cultures, and highly skilled personnel. Additionally, this model
is derived from intestinal epithelium which may not be specific to study airway CFTR function. In an attempt to
solve this inconvenience, a variety of respiratory patient-derived cell models has been investigated 2*-*. Along
these lines, Guimbellot et al. ** developed a simple model of nasospheroids, a 3D nasal cell culture obtained by
means of a minimally invasive procedure. This nasal cell culture approach enables measurements of CFTR-fluid
transport by live-cell assay, and is therefore a potential tool to test the efficacy of modulator drugs in CF patients.
However, a standardized protocol is not yet well established and the approach has two main limitations: the
number of nasospheroids available for live-cell assay is low and the statistical analysis is complex.

Our aim was to validate the use of nasospheroids and enhance their reproducibility for implementation in
order to analyze CFTR function and to test CFTR modulator drugs. Moreover, we aimed to overcome some limi-
tations of the original protocol by implementing modifications in both the technique and the posterior analysis.

Methods

Participants. The study was conducted at the Cystic Fibrosis Unit and facilities at the Vall &’ Hebron Research
Institute at Hospital Vall d'Hebron (Barcelona, Spain). The protocol was approved by the local ethics commit-
tee (Comité Etico de Investigacion con Medicamentos y Comision de Proyectos de Investigacién del Hospital
Universitari Vall d'Hebron) (PR(AMI)291/2017) and all methods were performed in accordance with relevant
guidelines and regulations. Informed consent was signed by all participants, and their legal representative if
under-age. Seven healthy wild-type (WT) volunteers over 18 years of age and 7 CF patients aged 6-19 years
were recruited for this study. CF patients were diagnosed by positive neonatal screening, abnormal sweat chlo-
ride test and the presence of two pathogenic variants in the CFTR gene in all cases. CF patients were stable
and recruited in a routine follow—up, and they presented the following genotypes: F508del /2183AA>G (n=2),
G542X/R117H-7 T (n=1), F508del/3849+10kbC>T (n=1), L227R/L227R (n=1), F508del/F508del (n=1) and
F508del/1812-1G>A (n=1). Patients sharing genotype F508del/2183AA>G were unrelated. Pathogenic vari-
ants are indicated with their legacy names. Table 1 provides further information on patients’ demographic and
clinical characteristics.

Nasal epithelial cell sampling. Nasal epithelial cells were collected by skilled professionals in the Cystic
Fibrosis Unit of Hospital Vall d' Hebron using curettes (ASI Rhino-Probe, Arlington Scientific, Springville, UT).
Two nasal curettages were collected from each nostril and cells were placed in 5 ml complete culture medium.

Growth and expansion of nasal epithelial cells. We modified the original protocol from Guimbel-
lot et al. for expansion and maintenance of nasospheroids in three ways *°. First, the culture medium used
was bronchial epithelial cell medium (BEpiCM ScienceCell; Carlsbad, CA, USA) supplemented for 3 days with
0.33 nM EC23, 1 uM A83-01, 5 uM Y-27632 (72304 STEMCELL Technologies, Vancouver, Canada), and 1 uM
DMH-1. Second, nasospheroids were grown in standard 24-well plates. And third, nasospheroids were embed-
ded in Matrigel (Growth Factor Reduced and phenol-free, Corning, NY) under two conditions. In the standard
protocol or condition 1 (C1), nasospheroids were grown and maintained in suspension until 24 h before the
confocal live-cell imaging experiments. Cells were then collected in a 1.5 ml tube. After centrifugation (400 g,
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5 min, 4 °C), 5 pl-drops of pellet were plated in a heated (37 °C, 1 week) 24-well black plate (ibidi GmbH 82406,
Grifelfing, Germany). Pellet drops were resuspended 1:1 with Matrigel and incubated for 15 min (37 °C) to let
the Matrigel solidify before adding complete medium. For condition 2 (C2), fresh nasal epithelial cells were cen-
trifuged (400 g, 5 min, 4 °C) and the pellet was slowly resuspended in Matrigel (final concentration 1:1). Matrigel
drops were placed in standard 24-well plates. Cells were maintained until live-cell experiments were performed.
Twenty-four hours before these experiments, nasospheroids were collected, centrifuged and transferred to
24-well black plates. In vitro live-cell imaging was carried out between days 8 and 10 after cell collection.

Confocal live-cell microscopy image. Nasospheroids were labelled with 8 uM Calcein Green AM 15 min
before starting the confocal live-cell experiments. For CFTR activation, we administered 10 uM forskolin (FSK)
(F3917 Sigma-Aldrich; to increase cAMP levels), 100 uM amiloride (to inhibit epithelial sodium channel) and
100 uM 3-Isobutyl-1-methylaxanthine (IBMX) (to maintain intracellular cAMP levels)*°. Modulators (VX-770,
VX-809 and VX-661; S1144, S1565, S7059 Selleckchem) were tested at 5 uM and combined with FSK, Amiloride
and IBMX. Correctors VX-809 and VX-661 were incubated for 24 h before the live-cell analysis. The vehicle con-
trol used was dimethyl sulfoxide (DMSO) (final concentration < 1% in culture medium; without supplements).
CFTR inhibitor (CFTR;,;, - 172; Sigma-Aldrich 219670) was incubated for 3 h (10 uM).

Equipment and settings. Microscopy fields were manually chosen at basal conditions (before administer-
ing any compound). Five z-stacks at 6 um distance were taken sequentially. Images of the selected sections were
taken every 10 min (up to 60 min) using a Zeiss LSM780 confocal microscope. This microscope has a motorized
stage and a chamber controlling CO, (5%), humidity (55%) and temperature (37 °C); the chamber was preheated
for 1 h. A 10x0.4 NA objective was used. Images were captured in bright-field and fluorescent/calcein emission
(488 nm excitation and 500-530 nm emission). Images were obtained at 512 x 512, 8-bit. The confocal pinhole
was set to 33.4.

Image analysis. Areas of nasosopheroids were analyzed by Image]/FIJI*! using maximum intensity projec-
tion images. The contour of the nasospheroids was manually delineated using the freehand tool. IMAGE]J/FIJI
software automatically calculates the selected area. For inner areas, we delineated the area of the lumen using the
same tool. This delineation have been illustrated in previous reports 72,

GraphPad statistics. Statistical analysis tests based on the raw data were assessed using Prism statistical
software version 6 and 8 (GraphPad) **. Significance was considered at p <0.05.

Area under the curve (AUC) values were calculated from raw data and based on intestinal organoid studies
in CF research 7. Automatic AUC analysis (section “XY analyses”) were performed by GraphPad Prism software,
applying baseline Y=0.

Development of a specific mixed-level model for analysis of nasospheroids. The logarithmic
model was specifically designed for our data to analyze the area of WT nasospheroid according to “Stimulus”
(FSK and DMSO) and “Condition” of cell culture (C1 or C2) (Supplementary Table S2). We assessed a novel
mixed model for repeated measurements which were logarithmically transformed * (Supplementary Table S3).
Supplementary Table S2 shows the variables considered for the model. All variables were considered independ-
ent and each nasospheroid was considered an aleatory factor. The level of significance used in the statistical tests
was p<0.05. Several model structures were explored using the Akaike information criterion (AIC) adjusted
index. The initial model with logarithmic transformed measures showed an AIC value of - 445,479. To describe
quantitative variables we used the mean, standard deviation, maximum, and minimum values. To describe qual-
itative variables we analyzed the absolute and relative frequencies. Statistical analysis was carried out using SAS
v9.4 and R software v3.1.2. The individual component was incorporated as a random factor.

Results
Formation and embedding of nasospheroids for in vivo imaging analysis. We first validated the
formation of WT nasospheroids in cell cultures from epithelial nasal cells obtained by nasal curettage. A total
of 5-7x10* cells were seeded, without resuspension, and cell aggregates are formed a few hours later. Three
days after culture in a bronchial serum free-medium, these clusters developed hundreds of completely formed
nasospheroids with the apical surface facing outward and expressing CFTR protein (Supplementary Fig. S1).
Nasospheroid size depended on the number of agglutinated epithelial cells forming the spherical structure.
CFTR FSK/cAMP-stimulated transport was studied in nasospheroids by live-cell imaging to analyze shrinking
after CFTR activation *. Given that cells were growing in suspension, we embedded nasospheroids in Matrigel
to warrant stability and unambiguous follow-up during the live-cell imaging analysis. The maximum number
of nasospheroids analyzed per experiment and sample was 55 (mean per experiment+SD=21.310+16.112).
To rule out the influence of Matrigel in CFTR-dependent transport, we performed the experiments in two
different conditions: C1, where nasospheroids were embedded in Matrigel the day before live-cell imaging,
and C2, where spheres were grown embedded in Matrigel from the start (details in Methods) (Supplementary
Fig. S2, Supplementary Video S1 and S2). Nasospheroids grown in both conditions presented different mean sizes
(mean+SD): 7911.351 +6774.84 um? (n =162 for C1) and 5956.277 +5432.514 um? (n =125 for C2) (***p=0.0003
t-test). Changes in cross-sectional areas (CRA) of nasospheroids were calculated relative to t=0 (fractional
reduction, FR). After 60 min of FSK administration, we analyzed the FR of 80 nasospheroids in C1 and 98 in
C2, and we found no significant differences between the two conditions (p =0.1563; paired t-test) (Fig. 1a).
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Figure 1. Similar responses of WT nasospheroids using two conditions of exposure to Matrigel and differences
between incubation with FSK or DMSO. (a) Nasospheroids from seven WT patients were grown in two
conditions: the standard protocol or condition 1 (C1) (spheres formed in suspension and embedded in Matrigel
the day before live-cell imaging) and condition 2 (C2) (spheres in Matrigel for 7 days minimum) (see details

in Methods). The starting size of each nasospheroid was set at 1. At time point 0, nasopheroids were in basal
conditions. For CFTR activation (FSK), 10 uM forskolin plus IBMX and amiloride (for epithelial sodium
channel “ENaC” inhibition) were incubated (t=10; black arrow). For non-stimulated spheres, dimethyl
sulfoxide (DMSO) was administered. Size reduction in respect to basal size was calculated along time points

up to 60 min. No significant differences were found between conditions 1 and 2 (“FSK” incubation or non-
stimulated “DMSO”) (*p=0.1563; paired t-test). Dots and triangles represent the mean fractional reduction
(FR) at each time point. Bars represent standard deviation error (SEM). (b) Results from spheres grown under
conditions 1 and 2 were combined. Differences between stimulus DMSO and FSK were observed from t=10 and
increased over time (t-test by GraphPad Prism and by our newly developed logarithmic-transformed measures’
model) (t=10 min p=0.008, t=35 min p=0.0.0004, t=70 min p=0.0002). We also observed a reduction

peak when DMSO or FSK were added at time 10 (black arrow). This change could be due to a reaction of
nasospheroids to the addition of compounds. Bars represent standard deviation error (SEM). Graphic created
with GraphPad Prism version 6%.

Matrigel-embbeded nasospheroids (C1 and C2) presented similar FR mean values after FSK administration
(t=60) than suspended nasospheroids without Matrigel (Supplementary Fig. S3). The AUC was calculated for
each nasospheroid (see Methods) and confirmed no significant differences between C1 and C2 FSK-trajectories
(p=0.5205; t=60 min; t-test) (results of slopes are shown in Supplementary Information). FSK-induced shrink-
ing in nasospheroids was reverted when CFTR inhibitor was added (Supplementary Fig. S4). This indicates that
changes observed are depending on CFTR fluid transport.

Comparison of GraphPad Prism statistical results with a newly developed logarithmic
model. Statistical results were obtained by GraphPad Prism software that is widely used for scientist statisti-
cal experiments. However, we established a new model with logarithmically transformed measurements without
size-adjustments (see Methods) to validate results obtained with GraphPad Prism. We then compared results
obtained after studying WT nasospheroids by both C1 and C2 with different stimulation (vehicle administra-
tion DMSO or FSK). Results were in concordance. Statistical information and values written in Results were
conducted using GraphPad Prism software. Results obtained with the logarithmic model are included as Sup-
plementary Information. Whilst the logarithmic model allows detailed resolution in significance of the test (p
value), GraphPad Prism approximates the p value when the sample is large (more than 100 values)®.

Because we did not report statistical differences between C1 and C2 in FSK responses, we combined results
from both WT nasospheroids for the next studies.

Time and response variability after CFTR activation in WT nasospheroids. A total of 288
nasospheroids from seven non-CF patients were analyzed: 110 with DMSO and 178 in presence of FSK. Dif-
ferences between vehicle and FSK were observed at minute 10 after the administration of the compounds,
and response continued up to 60 min when experiments were completed (FR, and AUC ****p <0.0001 t-test)
(Fig. 1b) (results of slopes are shown in Supplementary Information). These differences increased over time
(t=10 min p=0.008, t=35 min p=0.0004, t =70 min p=0.0002) and were more clearly captured using the model
with logarithmically transformed measurements than with GraphPad Prism (see Methods).

Analysis of WT nasospheroids after CFTR activation by FSK differentiated responders and non-responders
according to shrinking (Fig. 2a). Classification was based on FR values at t=60 min: nasospheroids present-
ing FR > 1 were considered non-responders while those with FR<1 were defined as responders. From the 178
FSK-stimulated nasospheroids, we finally studied 173 from the seven WT subjects. We determined that =~ 80%
(135/173) were FSK-responders (Fig. 2b). We categorized responders depending on FR values. Nasospheroids
with an FR below the WT mean (FR <0.803) were considered high responders. Thus, we observed a reduction in
area > 20% of their initial size. Following this criterion, 67 of 135 (49.63%) responders were categorized as high
responders and 68/135 (50.37%) were classified as low responders (reduction <20% of its initial area). When
studying nasospheroids from C1 and C2 separately, C2 showed a slightly higher proportion of non-responders
(~30%) in comparison with C1 (~20%).
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Figure 2. Distribution of FSK responses in WT nasospheroids. (a) WT nasospheroids present variability in

FR values after 60 min FSK-incubation. Black dots show Gaussian distribution of FR values; right Y axis shows
the frequency (%) of FR ranges. Each column represents 0.1 FR interval ranging from 0.2 to 1.7. The dotted line
shows WT mean response to FSK (FR=0.803). (b) Distribution of nasospheroids according to their response
depending on their FR at t=60 min. FR<1 was set for responders and FR > 1 for non-responders. Graphic created
with GraphPad Prism version 6%.
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Figure 3. No correlation between basal size of nasospheroids and degree of response after 60 min

of FSK incubation. (a) Nasospheroids showed diversity basal sizes. (b) After excluding non-

responders nasospheroids (FR> 1 at t=60), we matched basal size with AUC values (after CRA analysis). After
60 min of FSK activation in WT nasospheroids, we observed no correlation between the two parameters (basal
size and FSK response). Similar results were observed after analysing FR (r= —0.1216, p=0.1537) and slopes
(results showing slopes of the same experiments are available in Supplementary Information). Results were a
combination from spheres grown in conditions 1 and 2. Image taken with confocal microscope LSM780 Zeiss,
scale bar created with Image]/FIJI *' and graphic created with GraphPad Prism version 6*.

Potentially all spheres are suitable for analysis independently of their baseline size and con-
dition. The degree of the FSK-response in WT may be influenced by the basal size of nasospheroids. The
starting size values of nasospheroids were highly variable (Fig. 3a), ranging from 350 to 53,807 um?* (mean+$
D =7076.762+6304.907). First, we windsorized the basal size’ values to obtain a more adjusted correlation test.
Basal size data was manually windsorized as follows: 5% of the top and 5% of the bottom data was replaced by
the maximum or minimum of the values to the nearest extreme. We then performed a Spearman correlation test.
In the analysis, we excluded the low proportion of non-responder nasospheroids. After studying 138 nasosphe-
roids, we found no significant correlation when pairing FR values (t=60 min) and basal sizes (r= -0.1216,
Pp=0.1537). We then calculated AUC for each nasospheroid (see Methods) (t=60 min) and showed no statistical
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Figure 4. Cross-sectional areas (CRA) and inner fluid reservoir areas (IFRA) analysis of WT nasospheroids
from different healthy WT subjects. Spheres were analyzed by live-cell imaging after DMSO or FSK incubation.
Dots and triangles show mean FR values up to 60 min. Bars represent SEM. Both CRA and IFRA results present
significant differences between the DMSO and the FSK stimulus. T-test also showed statistically different results
for CRA and IFRA (*p=0.0316; paired t-test). Calculated AUC also showed significant differences between CRA
and IFRA trajectories (****p <0.0001). Similar results were observed after analysing slopes (results showing
slopes of the same experiments are available in Supplementary Information). Results were a combination from
spheres grown in conditions 1 and 2. Graphic created with GraphPad Prism version 6%.

correlation between response and size (AUC r= —0.1632, p=0.0550) (Fig. 3b), (results of slopes are shown in
Supplementary Information).

Analysis of inner fluid reservoir areas as an effective indicator to study CFTR functional-
ity. When exploring alternative analysis to better evaluate nasospheroid behavior after CFTR stimulation, we
observed that responder nasospheroids transported fluid from the interior to the media bath, leaving the inner
fluid reservoir areas (IFRA) virtually empty in some cases. We then quantitated IFRA of WT nasospheroids after
FSK administration up to 60 min. IFRA responders (FR<1 at t=60 min), represent almost the 90% of the total
samples analyzed (n=114/128). A comparison between CRA and IFRA responses showed a higher percentage
of reduction in the inner parts: CRA (t=60 min)=0.805; IFRA (t=60 min)=0.473 (Fig. 4) (FR paired t-test
*p=0.0313; AUC ****p <0.0001 unpaired t-test) (results of slopes are shown in Supplementary Information).
Then, we investigated whether IFRA could be more sensitive than CRA to study CFTR functionality and to dif-
ferentiate CF subjects from the WT group. No basal-size significant differences in IFRA were observed when
comparing non-CF and CF nasospheroids (p=0.6459 t-test) (Supplementary Fig. S5a). After FSK treatment,
IFRA areas facilitated the recognition of differences between the WT group and CF subjects (*p=0.0313; paired
t-test) (Supplementary Fig. S5b). We also assessed the baseline luminal ratio (BLR) *, IFRA:CRA, and signifi-
cant differences were also observed between WT group and CF group (*p=0.0222 t-test).

Differences in FSK response were also observed between CF patients (n=7) with different genotypes (Table 1).
Two patients (CF1 and CF2) sharing the same CF genotype (F508del/2183AA>G) showed differences in CFTR
functionality after FSK stimulation (Fig. 5a). The CF1 patient had severe lung disease in clinical assessment
(Table 1) and showed almost no shrinkage in comparison with the sample from the CF2 patient, which had
milder lung disease (Fig. 5a, Supplementary Fig. S6).

Differential responses of nasospheroids from CF patients after combinatorial treatment of
CFTR modulators. To assess the pharmacological restoration of CFTR function in our seven CF subjects,
we tested several combinatorial regimens of FSK + CFTR modulators: VX-770+ VX-809 and VX-770+ VX-661.
All CF nasospheroids were grown in C1 conditions according to previous results seen in WT samples. After per-
forming three types of data analyses (FR, AUC and slopes) to examine CRA and IFRA we found that some patient
samples showed a drug-induced response while others presented similar values in both FSK and VX-treated
conditions (Fig. 5b, ¢, Fig. 6, Table 1, Supplementary Fig. S6). In patient CF6 (F508del/F508del) nasospheroids
decreased in size after treatment but a statistically significant VX-770+ VX-809 response was only seen after
IFRA assessment (FR values *p=0.0170, AUC *p =0.0105 in comparison to FSK-treated nasospheroids) (Fig. 5b,
Supplementary Fig. S6).

Discussion

Here, we validated and explored the reproducibility of a functional CFTR assay in nasospheroids *, studying
seven WT subjects and seven CF patients presenting a variety of genotypes and phenotypes. We performed a
series of modifications and changes aiming to improve the accuracy of the protocol and the following analysis.
First, we made technical adjustments to increase the number of observations (1) for statistical power. Second, we
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Figure 5. Inner fluid reservoir areas are more sensitive to categorize between healthy and CF responses

after FSK-incubation. Both CRA and IFRA areas were studied in WT and CF subjects after 60 min following
FSK-incubation. Each CF subject is represented by a different color. All CF nasospheroids were grown under
condition 1. (a) CRA and IFRA DMSO CF values (t=60) are represented by a dotted line. CF1 and CF2
unrelated patients share the same genotype (F508del/2183AA>G) but show significant different FSK responses
(****p<0.0001) in IFRA analysis. Columns of CF patients represent mean FR values. Bars represent SEM.
AUC values after IFRA (b) and CRA (c) assessment were determined by GraphPad Prism (baseline Y=0) at
t=60 min. Dots represent mean AUC values from FSK-incubated nasospheroids. Empty squares represent
mean AUC values of VX-770 + VX-809-treated nasospheroids. Inverted triangles show mean AUC values
from VX-770 + VX-661-treated nasospheroids. Bars represent standard deviation (SD). Significant differences
(p<0.05) within VX-treated and FSK-treated nasospheroids are shown. VX-incubation was always combined
with FSK, Amiloride and IBMX. Graphic created with GraphPad Prism version 6.

performed a wider analysis of nasospheroids (CRA and IFRA, outer and inner part respectively) which helped
to categorize the results and observations. And third, we implemented the use of a simple statistical analysis by
GraphPad Prism to examine nasospheroids responses. We found that the results of our mixed linear statistic
model (without size-adjustment) in comparison with those obtained by GraphPad Prism were the same for both
models. In view of this equivalence, the functional assay using nasospheroids could be a more accessible and
reproducible approach in research laboratories.

Technical adjustments were explored using WT nasospheroids. By embedding nasospheroids in Matrigel, we
avoided the inconvenience of suspension cells running outside the focus during live-cell imaging experiments
(t=60 min). This allowed the in vitro study of hundreds of nasospheroids formed in a multi-well plate. By immo-
bilizing the nasospheroids in culture, we increased number of cells by up to 20-fold during microscopy studies
%0, The overall responses were therefore evaluated more categorically. WT nasospheroids were then characterized
as responder or non-responder (classified depending on FR results). We determined that the overall frequency
of responders was around 80% for each experiment when studying CRA and almost 90% when analysing IFRA.
In our hands, we observed that the proportion of non-responders tends to be higher in C2 nasospheroids
(~30%) in comparison to C1 nasospheroids (~20%). Although we were not able to observe cilia facing inward
in the studied nasospheroids, we cannot discard that some cells could present apical-inside membranes after a
prolonged Matrigel-time exposure. However, mean FSK response was not different between both groups. For
simplicity, we have grown all CF nasospheroids in C1.

In our analysis, levels of responses were independent of the baseline size of nasospheroids. The previous
study *° hypothesized that nasospheroids with similar baseline sizes would show a similar degree of response and
should be investigated. According to our results, all spheres were potentially acceptable for analysis. Heterogene-
ous responses observed in a proportion of our cells might be explained by different CFTR expression levels in
nasospheroids of the same individual.

While exploring alternative analysis to CRA, we performed measurements of inner areas, which we found to
be more sensitive than the CRA to discriminate between WT and CF FSK-responses. In our model, nasospheres
grow with the luminal surface facing outward and shrink following CFTR activation. Brewington and colleagues
reported the analysis of inner areas in another nasal spheroid model that swell after FSK-stimulation **. Dekkers
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Figure 6. Pharmacological response in nasospheroids from patient CF3. (a,b) Patient CF3, presenting
F508del/3849 + 10KbC>T genotype, showed no significant differences between FSK and VX-770 + VX-809
administration (CRA p=0.2978, IFRA p=0.5848) after 60 min of follow-up while a significant response was
seen in presence of the VX-770+VX-661 combination in comparison with only FSK (CRA * p=0.0104, IFRA
**p=0.0047) (a,b). Bars represent SEM. VX-incubation was always combined with FSK, Amiloride and IBMX.
All CF nasospheroids were grown under condition 1. Image taken with confocal microscope LSM780 Zeiss,
scale bar created with Image]/FIJI *' and graphic created with GraphPad Prism version 6°.

et al. established the analysis of inner parts for analogous CFTR functional studies in intestinal organoids to
discern between WT and CFTR phenotypes '°. They reported that organoids from severe CF patients tended to
have a more cystic shape and smaller inner areas than those from patients with milder illness and WT subjects.
A recent report *? also showed differences in basal lumen size in nasal spheres (with inward apical orientation)
between CF and non-CF samples and reported that the BLR value (IFRA:CRA) can distinguish between the WT
group and CF group. In our study, we did not find any significant differences between basal inner areas of WT
group and CF group but our BLR values indeed showed significant differences. This suggests that BLR may be a
useful measure to differentiate CF from WT nasospheroids regardless of the culture condition.

When studying CF patients, we found that not all patient samples showed a drug-induced response, an
observation that has been previously reported **. Two CF subjects (CF1 and CF2) who shared the same genotype
(F508del/2183AA>G), showed different responses after FSK stimulation. Interestingly, patient CF1, who showed
almost no shrinking, had more severe pulmonary disease than patient CF2 (Table 1). In fact, patient CF1 showed
the lowest levels of CFTR activation after FSK (Fig. 5a). Differences in CFTR functionality among patients with
the same genotype have also been observed after FIS assay using intestinal organoids !. These differences should
be considered in the context of genomic background or the effect of modifier genes *.

Functional CFTR analysis by nasospheroids was also effective to determine the effect of in vitro treatment
using a combination of CFTR modulators. We treated nasospheroids from seven CF patients with the combina-
tion VX-770 + VX-809, approved by the FDA * and the EMA *, for patients with specific CFTR genotypes. In
addition, we studied several patients who were possibly in vitro responders to the VX-770 + VX-661 combination
also approved by FDA and EMA °**#_ An interesting example was patient CF3 (F508del/3849 + 10KbC>T), who
showed a significant response to VX-770+VX-661 (FR, *p=0.0104 CRA analysis; **p=0.0047 IFRA analysis)
but not to VX-770+VX-809 (FR, p=0.2978 CRA analysis; p=0.5848 IFRA analysis) (see Fig. 6). This result is
consistent with the current approved genotype indication of VX-770 + VX-661 (SYMDEKO/SYMKEVI) for
patients carrying variants such as our CF3 patient °. Correlations between in vitro results in treated nasospheroids
and in vivo clinical improvements might be necessary to predict individual responses.

For a systematic analysis of the response to CFTR modulators, we used three variables (FR, AUC and slopes)
and two different areas of study (CRA and IFRA). Results between the three variables were equivalent; showing
similarities when determining which patients present a significant drug-induced volume reduction. In compari-
son with slopes, AUC analysis offers the advantage of not assuming linear responses *. AUC values are commonly
used in analogous CF in vitro assays using intestinal organoids '” and may be of interest to compare results of a
given sample that can be obtained with both methods (organoids and nasospheroids).
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In some CF samples we found differences between the results of CRA and IFRA. For example, CF6 with
an F508del/F508del, a genotype that usually responds to VX-770 + VX-809 (ORKAMBI) *'~%, only showed an
in vitro significant response when analysing FR and AUC in IFRA trajectories. Thus, the study of inner areas,
which show a wider range of shrinking than CRA, may result in a more robust categorization of doubtful cases.

Future studies using nasospheroids may include an extended time for live-cell observations in some cases
with rare CF genotypes ***° and testing of recently approved modulator drugs, such TRIKAFTA/KAFTRIO “.

The present modifications of the protocol help to improve the applications of nasospheroids to perform
functional CFTR studies. This technique, however, is not without disadvantages. Differentiated nasal cells do not
duplicate once nasospheroids are fully formed. Thus, the number of structures obtained is limited. Additionally,
nasospheroids do not recapitulate in vivo structures, as they are an artificial product formed in culture. Very
recently, a more complex protocol using epithelial nasal cells was described as a potential tool to study CFTR 32
reinforcing the inherent value of nasal epithelium in the study of CF disease. Moreover, it has been showed that
in vitro nasal cells can recapitulate functional CFTR characteristics of in vitro bronchial cells for individualized
CFTR analysis »°. Nasal models present the advantage of enable the study of CFTR airway functionality in an
easily accessible sample, unlike bronchial epithelial models.

In conclusion, we present a series of modifications and improvements to measure CFTR functionality in
nasospheroids. This simple and affordable, non-invasive approach provides CFTR read-out within a week. Our
data indicates that this improved method can be used as an initial or complementary tool to define CFTR airway
epithelial function and to predict which patients will respond to modulator therapy.

Data availability
All data generated or analyzed during this study are included in this published article (and its Supplementary
Information files).
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Supplementary Results

Logarithmic Model

Supplementary Table S2 shows the variables included in the logarithmic model.
Applying the initial logarithmic model (see Supplementary Table S3), statistical
differences were found between stimulus FSK and DMSO (p=0.0047), and stimulus
through time “Stimulus:T” (p=0.0001). No statistical differences were found when
comparing measures of conditions C1 and C2 (p=0.4684) and neither “Condition:T”
(p=0.8892). Then, the variable “Condition” was eliminated from the initial model (see
Supplementary Table S2 and S3). When removed “Condition” from the model,
differences between “Stimulus” and “Stimulus:T” were maintained statistically different

(p=0.0053; p=0.0001).

When studying the logarithmically transformed relative growth (“Y2”) (see
Supplementary Table S3), statistical differences were found between “Stimulus” and
“Stimulus:T” (p=0.0009, 0.0216). No statistical differences were found between
“Condition” and “Condition: T (p=0.4456, p=0.5196). Then, variable “Condition” was
eliminated from the model (see Supplementary Table S3). Again, statistical
differences were observed between “Stimulus” and “Stimulus:T” (p=0.0008, p=0.0204)
and those increase over time (p=0.0087, t=10, p=0.0004 t=35 and p=0.0002 t=70).

Section “Formation and embedding of nasospheroids for in vivo imaging analysis”
Slopes were calculated for each nasospheroid and confirm no significant differences
between C1 and C2 FSK-trajectories (p=0.1297 t-test; t=60 minutes).

Section “Time and response variability after CFTR activation in WT nasospheroids”

We observed statistically differences in slopes between DMSO and forskolin

administration in WT nasospheroids (slopes p<0.0001 t-test; t=60 minutes).

Section “Potentially all spheres are suitable for analysis independently of their baseline
size”
We calculated slopes for each nasospheroid (t=60 minutes) and showed no statistical

correlation between response and basal size (r=0.04124, p=0.6298).

Section “Analysis of inner fluid reservoir areas as an effective indicator to study CFTR

functionality”



IFRA slopes after FSK in WT nasospheroids showed a higher reduction in comparison
with CRA analysis (p<0.0001 t-test; t=60 minutes).



Supplementary Table S1. Classification of CFTR pathogenic variants in classes | to VI,
their consequences in the CFTR protein and potential therapies.

CFTR mutation

Defect in CFTR protein Therapeutic strategy
class
Class I No protein synthesis. mMRNA is often degraded  Read-through compounds
Protein is retained in the endoplasmic reticulum Modulators (correctors and
Class Il

and is not transported to the apical membrane potentiators)

Impaired channel gating. Reduced channel
Class 111 Modulators (potentiators)
opening probability
Changes in protein structure producing low

Class IV Modulators (potentiators)
chloride conduction

Reduced levels of normal protein, often due to
Class V alternative splicing. Splicing produces both Modulators (correctors)
normal and aberrant CFTR
Protein instability in the apical membrane

Class VI Stabilizers
leading to rapid CFTR removal

Class VII Gene deletion. No CFTR production Gene therapy



Supplementary Table S2. This table shows the two main variables (explanatory and
response) and subvariables within the two groups that are included in the mixed-linear
logarithmic model used to study the area of WT nasospheroids. An explanatory variable

is a type of independent variable. A response variable is the focus of a question in the
experiment.

ID Individual
ID BLOC Consistent replication of a set of nasospheroids
ID nasospheroids Individual identification of nasospheroids
Explanatory
variables T Time points (t0, t10, t20, t30, t40, t50, t60)
stimulus Stimulus applied to each sample (DMSO or
FSK)
Cell culture condition (Condition 1 or
GOINlE Condition 2)
Measure The value of the measures (Um?)
v Values of the measure logarithmically
transformed: log(measure)
Response
LI Relative growth Ratio of measure between basal measure:
(MR) measure/initial measure
v?2 Logarithmic of MR: log(measure/initial
measure)



Supplementary Table S3. This table presents the logarithmic model with formulas and
variations used to study the area of WT nasospheroids. The logarithmic model was
specifically designed for our study to analyze the area of WT nasospheroids through time.
Several model structures were explored to analyze the variation of areas through time.

Statistical analysis was carried out using SAS v9.4 and R software v3.1.2.

mO <- Imer (Y ~ STIMULUS + COND + T + STIMULUS:T +
COND:T + (T|ID:BLOC), data)

Initial model

Initial model
mO <- Imer (Y “ STIMULUS + T + STIMULUS:T +

(T|ID:BLOC), data)

without variable
“COND”
mO1 <- Imer (Y2 ~ STIMULUS + COND + T + STIMULUS:T
+ COND:T + (T-1|ID) + (T|ID:BLOC), data[data$T>0,] )
Y2 model without m1l <- Imer (Y2~ STIMULUS + T + STIMULUS:T + (T-
variable “COND” 1|ID) + (T|ID:BLOC), data[data$T>0,] )

Y2 model



Supplementary Figure S1. Confocal microscopy images of CFTR detection in suspended
WT nasospheroids. After 7-8 days of cell culture, WT nasospheroids were fixed with
paraformaldehyde (PFA) (4°C, 45 min) 2. (a) Primary antibody Anti-CFTR (MAB1660-
SP; R&D Systems) was incubated O/N, 4°C at 1:10 concentration 2. Secondary antibody
used was Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG (115-545-003; Jackson Immuno
Research) diluted 1:500 and incubated 3 hours at 4°C. DAPI (D1306; ThermoFisher)
was used at 1:1000 to stain the nucleus. Cells were mounted in 8-wells chambers (iBidi)
with fructose-glycerol clearing solution 2. (b) The same protocol was followed for the
negative control but without incubation of primary antibody anti-CFTR. Images show

one z-stack and were taken by a confocal microscope. Scale bars: 20 pum.

DAPI CFTR Merge Brightfield

negative control




Supplementary Figure S2. WT nasospheroids embedded in Matrigel under C1 and C2
present cilia facing outside. Right panel shows non-fixed C1 (a) and C2 (b) WT
nasospheroids stained with Cell Mask Orange 1X (red; cilia and plasma membrane) and
Calcein Green AM 8 puM (green; live cells) * and left panel shows brightfield. Images

show one z-stack and were taken by a confocal microscope. Scale bars: 20 pm.




Supplementary Figure S3. WT nasospheroids in suspension present similar values than
WT nasospheroids embedded in Matrigel after FSK treatment. WT nasospheroids from
two WT individuals grown in suspension and never embedded in Matrigel. After 8 days
in culture, cells were collected, centrifuged (400 g, 5 min) and seeded in black 24 well
plates. Cells were incubated with FSK, IBMX and Amiloride as described in the article.
No significant differences were reported after 60 minutes of FSK treatment between
suspension nasospheroids and Matrigel-embbeded naosospheroids (C1 and C2)
(p=0.9839, p=0.5138; t-test).
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Supplementary Figure S4. WT nasospheroids revert shrinking when are treated with
FSK plus CFTR inhibitor. Nasospheroids from one healthy WT were grown in
suspension and embedded in Matrigel the day before the live-cell imaging (C1). WT
nasospheroids are shown to respond to FSK after 60 minutes of live-cell imaging
observations and shrinking is reverted when 10 uM CFTR inhibitor-172 was incubated
(3 hours) prior to FSK, Amiloride and IBMX (FSK vs CFTR inhibitor *p=0.0313 paired
t-test).! Bars represent SEM.
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Basal size (uUM2)
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Supplementary Figure S5. CRA and IFRA sizes in WT group and CF group. (a) No
basal-size differences were seen between nasospheroids from WT group and CF group
(CRA p=0.2443, IFRA p=0.6459; t-test). Columns represent mean basal sizes and bars
represent SD. (b) After FSK treatment, IFRA analysis is more sensitive to differ
between WT and CF group (CRA p=0.0625, IFRA *p=0.0313; paired t-test). Bars

represent SEM. All CF nasospheroids were grown under condition 1.
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Supplementary Figure S6. IFRA analysis in nasospheroids from seven CF subjects
treated with FSK alone and FSK+modulators (VX-770+VX-809 and VX-770+VX-661).
FR mean values every 10 minutes and over 60 minutes are represented by dots, squares
or triangles. VX-incubation was always combined with FSK, Amiloride and IBMX.
Bars represent SEM. All CF nasospheroids were grown under condition 1.
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Supplementary Video S1. WT nasospheroid embedded in Matrigel under C1 showing cilia
facing outside. Images were taken consecutively by a confocal microscope every one
second up to one minute. The video is created with ImageJ/FI1JI by combining all the

images at 7fps frame rate. Video shows one z-stack. Scale bar: 20 um.

Supplementary Video S2. WT nasospheroid embedded in Matrigel under C2 showing cilia
facing outside. Images were taken consecutively by a confocal microscope every one
second up to one minute. The video is created with ImageJ/FI1JI by combining all the

images at 7fps frame rate. Video shows one z-stack. Scale bar: 20 um.
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