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Resumen

En las ultimas décadas se ha producido una tendencia a la estabilizaciéon
en la mortalidad del cancer colorrectal (CCR) atribuido, en mayor parte, a la
disponibilidad de terapias mas efectivas y sensibles para la enfermedad tanto en
estadios tempranos como avanzados. Los programas de deteccién ayudan a
reducir la incidencia del CCR, pero casi una cuarta parte de los casos se
diagnostican en etapas avanzadas, con presencia de metastasis (CCRm). En CCRm
s6lo un 10-15% de los tumores tratados en primera linea con 5-Fluorouracilo (5-
FU) responden de forma satisfactoria. Hoy en dia, se sigue sin saber exactamente
la causa de la quimioresistencia de los tratamientos de primera linea, provocando
una recafda principalmente de los pacientes con inestabilidad de microsatélites
(MSI), reduciendo su tasa de supervivencia. En los tltimos afios, la llegada de las
inmunoterapias ha demostrado ser muy prometedora para mejorar la

supervivencia de los pacientes de CCR con genotipo MSI.

En los tumores colorrectales avanzados, la MSI representa alrededor del
3-5% de los casos, asociandose a un mal prondéstico y a un factor predictivo de la
falta de respuesta a la quimioterapia basada en 5-FU. Por tanto, la presencia de
MSI aporta informacién importante para decidir la administraciéon de terapias
adyuvantes ya que se considera unicamente un factor de buen prondstico en
enfermedad localizada, pero no en enfermedad metastasica. Por otro lado, la
presencia de mutaciones en el gen BRAF se da de forma mayoritaria en este tipo
de tumores, siendo la supervivencia global (SG) muy inferior para estos pacientes
en comparacién con los que no presentan la mutacién. Las alteraciones de este
gen se considera un factor de mal pronéstico en CCRm, siendo tema de debate en

enfermedad localizada.

Asi, en este contexto, es importante profundizar en el conocimiento de
los mecanismos de resistencia a las diferentes terapias en este subgrupo de
tumores inestables. Para lo cual, en este estudio se ha combinado la generaciéon
de modelos preclinicos avanzados, como son el uso de sistemas in vivo
(orthoxenografts) o PDOX (Patient Derived Orthotopic Xenografts) con la
generaciéon de modelos in vitro de organoides tumorales (tumoroides). Ambos

modelos reproducen con éxito las caracteristicas histopatolégicas y genéticas de
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los tumores primarios de los pacientes de los que proceden. El establecimiento de
un pequefio biobanco de tumoroides ha permitido evaluar la efectividad de una
libreria de 42 compuestos entre los que se encuentran, ademdas de los
quimioterapicos 5-FU, oxaliplatino e irinotecan, inhibidores de las principales
vias involucradas en el desarrollo del cancer: EGFR/HER-2, VEGFR/FGFR/PDGFR,
ALK, BRAF, MEK, entre otros. De todos ellos, para los tratamientos que se
obtuvieron resultados significativos se evalué su efectividad terapéutica in vivo
en los modelos orthoxenografts. Una alta correlaciéon positiva se ha observado
entre los dos sistemas. La combinacion de la terapia dirigida con los farmacos
resultantes, y la terapia estdndar basada en 5-FU e irinotecan, ofrece buenos

resultados en estos pacientes, independientemente de su estado de MSI.

Nuestro estudio de una forma global, y a pesar de la gran heterogeneidad
caracteristica de las muestras de CCRm/MSI, puede abrir nuevas perspectivas
sobre la administracién de otras terapias en estos pacientes y su posible
integraciéon en la medicina personalizada con el uso coordinado de

tumoroides/PDOX.
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Introduccion

1.1. EPIDEMIOLOGIA Y ESTADIAJE

El cancer colorrectal (CCR) es la tercera causa mas frecuente de cancer
en el mundo y la segunda causa de mortalidad por cancer. En 2020, se estim6 que
ocurrieron mas de 1.9 millones de nuevos casos, y se reportaron 935.000
muertes, lo que representa aproximadamente uno de cada 10 casos de cancer y
muertes en todo el mundo, segin la Organizacién Mundial de la Salud (OMS). En
cuanto a la prevalencia por sexo, el CCR es el segundo cancer mas comun
diagnosticado en mujeres y el tercero en hombres, siendo la incidencia y
mortalidad en mujeres aproximadamente un 25% mas bajas que en hombres.
Estas tasas también varian geograficamente, con incidencias cuatro veces mas
elevadas en los paises desarrollados en comparacién con los paises en vias de
desarrollo (Figura 2). Sin embargo, esta variacién no es tal cuando se trata de
mortalidad, ya que es muy superior en los paises que se encuentran en vias de

desarrollo [1].

~Mama (11.7%) india (2.6%) IDH bajo (1.5%)
IDH medio

_Pulmén (11.4%) (5.1%)
OTROS _ China
(46%) (21.8%)

IDH
_ Colorrectal muy alto
1.931.590 (10%) (37.3%)

_Préstata (7.3%) IDH alto

__Estomago (5.6%) (31.9%)

Cuello atero , | 9
(3.1%) Higado (4.7%)

Figura 2. Incidencia del CCR. Nimero de casos estimados de CCR en 2020 en ambos
sexos y todos los rangos de edad. A la izquierda el nimero total de casos con relacién a
todos los tipos de canceres y a la derecha, la distribucion de la incidencia del CCR respecto
al Indice de Desarrollo Humano (IDH). GLOBOCAN 2020.

En las dltimas décadas se ha producido una tendencia a la estabilizacién
y disminucién en la mortalidad del CCR, dandose principalmente en los paises
altamente desarrollados. Esto se ha atribuido en mayor parte a los programas de
screening poblacionales a nivel nacional, la estandarizacién de la atencién

preoperatoria y postoperatoria, mejores técnicas quirurgicas y a la disponibilidad

23



Introduccion

de terapias cada vez mas efectivas y sensibles, tanto para la enfermedad en
estadio temprano como avanzado [2], [3]. A pesar de la aparicion de los
programas de screening para la deteccion precoz del CCR, casi una cuarta parte de
los casos se siguen diagnosticando en etapas avanzadas, con presencia de
metastasis, y el 20-25% de los casos restantes pueden desarrollarlas durante el
transcurso de la enfermedad. Hecho éste que resulta en dificultades en el control
quirdrgico curativo de la enfermedad, aumentando la mortalidad de los pacientes.
Mientras que la tasa de supervivencia a 5 afios para el CCR es de
aproximadamente del 64%, esta cae drasticamente al 12% para el cancer

colorrectal metastasico (CCRm) [4].

En los estudios epidemioldgicos, la presencia tanto de factores de riesgo
hereditarios como ambientales tienen un papel relevante en el desarrollo del
cancer colorrectal. Los antecedentes familiares son un factor de riesgo
importante para esta enfermedad donde parecen intervenir en aproximadamente
el 10-20% de todos los pacientes de CCR [5]-[7]. Sin embargo, el riesgo es
variable encontrando aumentos de riesgo relativo hasta 2,25 veces para los
individuos con un familiar de primer grado con CCR o de 3,87 cuando el familiar
es diagnosticado antes de los 45 afios [8]. Un subgrupo de en torno al 5-10% de
los pacientes de CCR estd afectado por los sindromes de cancer colorrectal
hereditario. Los sindromes hereditarios de pueden subdividirse en sindromes
no polipdsicos (CCRHNP) (sindrome de Lynch y cancer colorrectal familiar) y
sindromes polipdsicos. Los sindromes de poliposis son mas faciles de reconocer,
ya que el médico ve alertado por el nimero de pdlipos, es el ejemplo de la
poliposis adenomatosa familiar (FAP). Este sindrome estd causado por
mutaciones en el gen de la poliposis adenomatosa coli (APC), que controla la
actividad de la via de sefalizacién Wnt. Por otro lado, el sindrome de Lynch (no
polipésico) se puede pasar por alto con cierta frecuencia, ya que estos pacientes
tienen pocos adenomas y estos se parecen morfolégicamente a lesiones
esporadicas. Otro de los factores relevantes en el desarrollo del CCR, son los
cambios hacia un estilo de vida mas sedentario que llevan a una disminucién de la

actividad fisica y, por consiguiente, una mayor prevalencia de exceso de peso
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corporal asocidndose con un mayor riesgo de padecer CCR. Por ultimo, factores
de riesgo adicionales como el consumo excesivo de alcohol, el tabaquismo, el
consumo de carne roja y/o procesados, el sexo masculino y la edad podrian

contribuir a la incidencia de la enfermedad en la poblacién mundial [9].

A pesar de los miltiples avances que se han hecho en las bases
moleculares de la enfermedad, la deteccién temprana sigue siendo el enfoque
mas efectivo en los casos de CCR. Tras el diagndstico, los tumores se estratifican
en funcién de la propagacion del cancer en el paciente, para determinar su
gravedad asignandoles un estadio (I-IV). El estadio describe como de avanzado
esta y ayuda a saber qué grave es, asi como la mejor manera de tratarlo. El
estadiaje en base al TNM (Tumor / No6dulo / Metastasis) del American joint
Committee on Cancer (AJCC) continuia siendo hoy en dia el estandar clinico para
obtener informacién sobre el prondstico y manejo de los pacientes (Tabla 1).
Método que se basa en tres puntos: El tamafio del tumor (T), la propagacion a los
noédulos linfaticos adyacentes (N) y la propagacién (metastasis) a sitios distantes
(M). Sin embargo, a pesar de que dos pacientes con CCR se encuentren en la
misma etapa de la enfermedad, exhiben una variabilidad considerable en el
resultado clinico que, probablemente, esté relacionado con la heterogeneidad del
tumor a nivel molecular. Por lo tanto, este estadiaje del CCR no analiza ninglin
aspecto molecular del tumor, haciendo que el sistema actual TNM presente
limitaciones para considerarse como la Unica herramienta para las decisiones
terapéuticas [10], [11]. Una correcta clasificacion molecular de CCR puede
identificar subgrupos de pacientes con riesgo variable de recurrencia y
mortalidad, y para quién los enfoques terapéuticos personalizados pueden ser
beneficiosos. Por eso, en los tltimos afios se han establecido diferentes métodos y
modelos de clasificacion para el CCR agregando informacién molecular a la clinica

basada en TNM que se explicardn con posterioridad.
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Tabla 1. Estadiaje del CCR con la clasificacion basada en el sistema TNM. T, tumor. N.
noédulo linfatico. M, metastasis. Tis, tumor in situ.

Estadio T N M Descripcion

Carcinoma in situ. Las células tumorales se
0 . encuentran situadas en la parte mas superficial
Tis NO MO S

de la mucosa y en ningtn caso la traspasa. No
afecta a ganglios linfaticos.

El tumor afecta a la pared del colon o recto sin
I T1-2 NO MO traspasar la capa muscular. No existe afectacion
de ganglios linfaticos.

I1A T3 NO MO El tumor ha infiltrado todas las capas de la pared
del colon o recto. No se aprecia afectacion
IIB T4 NO MO ganglionar.

I1TA T1-2 N1 MO

El cancer ha invadido los rganos més préximos

[0 us R Ly y afecta a los ganglios linfaticos.

ITIC T1-4 N2 MO

El cancer se ha diseminado afectando a 6rganos
IV T1-4 NO-2 M1 alejados del colon o recto como higado, pulmén o
huesos.

1.2. BIOLOGIA MOLECULAR

El CCR es una enfermedad altamente heterogénea y compleja a nivel
clinico y molecular. Se trata de una enfermedad multifactorial que ocurre debido
a alteraciones genéticas y epigenéticas secuenciales y acumulativas, que incluyen
genes supresores tumorales, genes reguladores del ciclo celular y la via de
reparacion de errores de emparejamiento (MMR) del ADN. El modelo clasico
de progresién tumoral del CCR es el descrito por Fearon y Vogelstein en 1989
[12], [13]. La mayoria de los canceres colorrectales son adenocarcinomas, que se

desarrollan a partir de células epiteliales glandulares de las criptas del colon y
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recto. Este modelo propone que los tumores de CCR malignos (carcinomas)
evolucionan de tumores benignos preexistentes (adenomas) de forma gradual, es
decir a partir de lesiones menos agresivas dan lugar a neoplasmas mas letales.
Proceso que ocurre por la acumulaciéon secuencial alteraciones genéticas
(mutaciones, pérdidas de alélicas...) y epigenéticas y, suele tardar de 10-15 afios
en producirse. En determinados contextos (p. ej. en pacientes con sindrome de

Lynch) este proceso puede progresar de una forma mas rapida [7].

La mutacion que inicia todo este proceso carcinogénico generalmente
ocurre en el gen supresor tumoral APC, lo que conduce a una acumulacién de f3-
catenina en el nucleo de las células, dando lugar a la activacién constitutiva de la
via de sefializaciéon Wnt. Esta via estd alterada en mas del 90% de los CCR,
incluyendo tanto la inactivacion bialélica del gen APC, asi como la activacién de
CTNNBI1 (B-catenina). Cambios que conducen a la acumulacién nuclear de (-
catenina y a una proliferacion celular incontrolada. La via de sefializacién de Wnt
contiene genes implicados en la tumorogénesis y la invasiéon celular. Las
alteraciones posteriores en otros genes, entre las que se encuentran las
mutaciones en KRAS, SMAD4, SMAD2/3, BRAF, PI3KCA y TP53, contribuyen a la
transicion hacia carcinoma, y por tanto a la ganancia de agresividad tumoral
(Figura 3) [14]. Este modelo de progresion tumoral sugiere que la genética (p. ej.
mutaciones en APC) y los cambios epigenéticos (p. ej. metilaciéon del ADN) se
acumulan con el tiempo, y es la acumulacién secuencial de estos cambios, que
ocurren en un orden preferencial, pero no invariable, lo que se asocia con la
evolucién de las neoplasias de colon [15]. Otra caracteristica relevante de este
modelo de progresion es que se requieren al menos de cuatro a cinco mutaciones
para la formacidn de un tumor maligno. Mutaciones que alteran la funcién de las
proteinas, siendo activadoras cuando afectan a oncogenes e inactivadoras en el
caso de genes supresores tumorales. Estas mutaciones incluyen cambios en el
ciclo celular y en la reparaciéon del ADN. Sin embargo, este concepto de
mutaciones "secuenciales” ha sido cuestionado por la observacién de que los
tumores individuales muestran una gran heterogeneidad en sus patrones de

alteraciones genéticas, cambios epigenéticos y expresién génica. Por lo que hoy
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en dia se cree mas que es la acumulaciéon y la cooperacién funcional entre los
cambios genéticos y epigenéticos, en vez del orden de aparicidn, lo que realmente

impulsa la carcinogénesis [16].

KRAS PIK3CA .
fmmm Y ToR—— NRAS ---. SMAD4 —-- TP53 —----2'\
: Via Wnt BRAF ERBB2 TGFBR2 >
et CTNBB1 ------" ERBBZ *==+ LOWASH === BAX ======. 4

L 2

Poélipos

Hiperproliferacion
PEIPIOY Adenomatosos

Estadio I/1l Estadio Il Estadio IV

Metastasis

®— Nédulo
- ¥
linfatico

Figura 3. Modelo de progresion tumoral de Fearon y Vogelstein. Este modelo
molecular de la carcinogénesis y la progresion tumoral del CRC estd basado en la
acumulacidon secuencial de eventos genéticos que se asocian a la transicion de adenomas a
carcinoma. LOH, pérdida de heterocigosidad.

1.2.1. Carcinogénesis

Existen tres vias moleculares principales en la carcinogénesis colorrectal:
inestabilidad cromosémica (CIN) [17], inestabilidad de microsatélites (MSI) [18]
y fenotipo metilador de islas CpG (CIMP) [19].

El mas comun es la existencia de CIN, presente en aproximadamente el
70-80% de los casos de CCR. Esta via se caracteriza por la presencia de
desequilibrios en el nimero y en alteraciones en la estructura de los cromosomas.
Esto da lugar a tumores con aneuploidias, reordenamientos cromos6émicos y/o
con pérdida de heterocigosidad (LOH) en los loci de oncogenes y genes
supresores de tumores. Los mecanismos que subyacen a la CIN incluyen
alteraciones en la segregaciéon cromosémica, disfunciéon de los telémeros y
respuesta al dafio del ADN, que afectan a genes criticos implicados en el
mantenimiento de la correcta funcién celular, como APC, KRAS, BRAF y TP53,
entre otros [17], [20]. Estas mutaciones son las que se describen en la secuencia

adenoma-carcinoma descrita por Vogelstein cuyos pasos finales incluye la
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alteracion cromosémica y la inactivacion del gen supresor de tumores TP53. Las
vias mas relevantes desde el punto de vista clinico afectadas en los tumores CIN

son las vias de Wnt y de las proteinas quinasas activadas por mitégeno (MAPK).

El segundo mecanismo ocurre por una Inestabilidad epigenética de la
metilacion del ADN, también llamado fenotipo metilador de islas CpG (CIMP). La
principal caracteristica de los tumores CIMP es la hipermetilacién generalizada
de numerosos loci de islas CpG de los promotores de los oncogenes, lo que
conduce a un silenciamiento genético y a una pérdida de expresion proteica. Los
tumores CIMP se identificaron inicialmente en el 30% al 35% de los CCR, pero el
andlisis de la metilacién del ADN de los promotores especificos de CIMP reveld

que la via tnicamente representa el 17% de los CCR [21], [22].

Por tltimo, el tercero es la inestabilidad de microsatélites (MSI) o
deficiencia del sistema de reparacion de errores de apareamiento del ADN
(dMMR) que ocurre en aproximadamente en el 15% de los pacientes. La MSI
puede ser el resultado de la mutacién de uno de los genes de reparacion del
sistema MMR, como son MLH1, MSH2, MSH6 o PMS2, o del silenciamiento génico
por hipermetilaciéon del promotor de MLHI. Dentro de los tumores con MSI
encontramos el sindrome de Lynch. El sindrome de Lynch se asocia con
mutaciones en la linea germinal de uno de los genes MMR, y aumenta el riesgo de
padecer CCR de forma temprana a lo largo de la vida hasta cerca del 80%.
También pueden producirse tumores MSI esporadicos debido a la metilacién de
la secuencia promotora rica en CpG de MLHI. Los tumores MSI con
hipermetilacién representan tres cuartas partes de los CCR hipermutados,
mientras que una cuarta parte eran portadores de mutaciones somaticas en los

genes MMR o en la ADN-polimerasa.

Las caracteristicas que puedan definir estos grupos no son unicas.
Aunque las vias CIN y MSI suelen ser excluyentes, la via CIMP se solapa

sustancialmente con la via MSI.
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1.2.2. Clasificacion CMS

Debido a la poca informacién molecular que puede aportar el estadiaje
TNM, en 2014 se consensud un nuevo sistema de estratificacion generando
nuevos subgrupos de CCR basados en una clasificacién molecular: consenso de
subtipos moleculares (Consensus Molecular Subtypes - CMSs). Esta clasificaciéon
fue elaborada por el CRC Subtyping Consortium (CRCSC) y se hizo para integrar en
los algoritmos de estratificacion de los patrones expresion de genes existentes
entre los subtipos de CCR. A partir de datos de transcriptémica, el
comportamiento clinico y las caracteristicas bioldgicas clave, se traté de integrar
y confrontar todas las demas fuentes de datos disponibles (mutacidn, nimero de
copias, metilaciéon, microARN, protedmica) y evaluar si la asignacién del subtipo

correlacionaba con el estado del paciente [3], [23].

La clasificacion de los casos de CCR, de acuerdo los criterios del CMS
basados en la expresion génica, define cuatro subgrupos clinica y moleculares y
clinicamente distintos, y representa un marco de estratificaciéon bioldgica con
gran potencial en el desarrollo de biomarcadores: el subgrupo CMS1 (MSI inmune
- 14%) con inestabilidad de microsatélites y los subgrupos CMS2 (can6nico -
37%), CMS3 (metabdlico - 13%) y CMS4 (mesenquimal - 23%) con inestabilidad

cromosdmica (Figura 4).

El subgrupo CMS1 abarca la extensa mayoria de los casos que presentan
MSI, con un fenotipo hipermutado e hipermetilado en islas CpG (CIMP). Los
tumores que se pueden clasificar dentro de este grupo se localizan
mayoritariamente en la parte proximal o izquierda del colon, con mayor
frecuencia en mujeres, mostrando un patrén histolégico de tipo difuso o
mucinoso. Estdn caracterizados a su vez por una expresion elevada de genes
asociados con la infiltracién inmune, principalmente de Tul y células T
citotéxicas, mostrando una fuerte activacién de las vias de evasion
inmunolégicas. Signos de una pronunciada respuesta inmunitaria que se
atribuyen a la generacién de novo de multiples secuencias peptidicas y epitopos

inmunogénicos, consecuencia directa de la deficiencia de sistemas de reparacion
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propia de los casos de MSI [24]. Por ultimo, los pacientes con tumores CMS1
presentan tasas de supervivencia muy bajas después de la recidiva. Esta
caracteristica puede correlacionar con la alta presencia de mutaciones en el gen

BRAF en este subgrupo y su mal prognosis cuando muestran también MSI.

El subgrupo CMS2 se caracteriza por la presencia de una firma de
expresion génica epitelial y una fuerte sobrerregulacion de las vias Wnt y Myc,
implicadas en la carcinogénesis del CCR. También muestran una mayor expresion
de los oncogenes del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR),
ERBBZ2 (también conocido como HERZ), el factor de crecimiento insulinico tipo 2
(IGF2), el sustrato del receptor de insulina 2 (IRS2) y el factor de transcripcion del
factor nuclear de los hepatocitos 4a (HNF4A), asi como de las ciclinas. A
diferencia del anterior, los tumores del subgrupo CMS2 se detectan mas
frecuentemente en el colén distal o derecho y presentan tasas de supervivencia
bastante elevadas tras la recidiva. Del mismo modo, tienen mas ganancia en el
numero de copias de oncogenes y pérdidas de genes supresores de tumores que

los otros subtipos, por lo que muestran altos niveles de CIN.

Los tumores CMS3 tienen un perfil distintivo en comparacién con otros
grupos CIN, ya que se detectan menos alteraciones en el nimero de copias. De
hecho, hasta un 30% de las muestras de tumores CMS3 presentan MSI, fenotipo
hipermutado y niveles medios de hipermetilacién génica. A nivel molecular, este
subgrupo de tumores estd enriquecido con frecuencia por mutaciones
activadoras del oncogén KRAS, en consonancia con una reprogramacion de las

vias metabdlicas, incluidas la glutaminélisis y la lipogénesis.

Por ultimo, el subgrupo tumoral CMS4 se caracteriza por la activacién
de vias relacionadas con la transicién epitelio-mesénquima (EMT), como el factor
de crecimiento transformante beta (TGF-[3) e integrinas, y muestran una marcada
sobreexpresién de proteinas implicadas en la remodelacién de la matriz
extracelular y la angiogénesis. Esta caracteristica deriva de la gran infiltracion de

células estromales como fibroblastos asociados a cancer (CAFs). También cabe
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destacar que este tipo de tumores tienden a diagnosticarse mas en etapas

avanzadas de la enfermedad y mostrando una peor SG [3], [23], [25]-[27].
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Figura 4. Resumen de las caracteristicas de los grupos de clasificacion CMS. Los
tumores con MSI, en su mayoria el subtipo CMS1, tienen un patrén distintivo asociado a la
hipermutacién y la hipermetilaciéon, mientras que los tumores con CIN, en su mayoria
CMS2-4, se desarrollan segtin el modelo tradicional propuesto por Vogelstein. Adaptada de
Fessler, E. y Medema, |. P. Trends Cancer 2, 505-518 (2016) [28]
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Esta nueva clasificacion ha representado un paso adelante hacia una
mejor comprension de la biologia del CCR desarrollandose un conocimiento mas

"z

profundo gracias a la integracién con datos "6micos" y nuevos tratamientos.

1.3. BIOMARCADORES DE RESPUESTA Y RESISTENCIA AL
TRATAMIENTO

Con los recientes avances en la comprensiéon de los mecanismos
moleculares del desarrollo, diseminacion y resistencia a la quimioterapia y la
radioterapia en el cancer, ahora es mas sencillo seleccionar la estrategia mas
adecuada para el tratamiento del CCR. Los estudios clinicos prospectivos y
retrospectivos abren la puerta a la utilizaciéon de biomarcadores en la practica
clinica para ayudar a seleccionar los mejores farmacos, tanto los tratamientos
estandares, como el 5-Fluorouracilo (5-FU), el oxaliplatino (0OXA) o irinotecan
(IRI), como los farmacos dirigidos a dianas terapéuticas de nueva generacion:
cetuximab, panitumumab o bevacizumab, entre otros. Estos biomarcadores son la
presencia o ausencia de MSI o mutaciones en los genes BRAF, KRAS, NRAS, PIK3CA
y TP53. Por consiguiente, es altamente recomendable combinar la deteccién de
estas mutaciones con el estado de MSI para asi poder ofrecer un mejor
tratamiento a los pacientes con CCR en estadio II, IIl y IV [29]. Adema4s, Las
pruebas RAS/RAF y las pruebas MMR/MSI se analizan como parte de paneles de
secuenciacion next-generation mas grandes, lo que permite examinar otras

alteraciones de potencial interés.
1.3.1. Inestabilidad de Microsatélites

Los microsatélites corresponden a secuencias de ADN distribuidas por el
genoma, presentes en regiones codificantes o no codificantes, con una estructura
repetitiva, es decir, la repeticion, un numero variable de veces, de un solo
nucleétido o de di-, tri- o tetra-nucleétidos. Debido a su longitud y a la presencia
de repeticiones en tdndem, estas estructuras son especialmente propensas a
sufrir errores durante la replicacién del ADN en caso de tener deficiencias del

sistema MMR. Normalmente, durante la replicacién del ADN, los errores de
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emparejamiento de pares de bases se corrigen, pero un proceso defectuoso, como
consecuencia de la existencia de alteraciones en alguno de estos genes, puede dar
lugar a mutaciones de insercién o delecidn en los microsatélites, produciéndose
la inestabilidad. Siendo de particular relevancia funcional las mutaciones que se
dan en los microsatélites situados en las regiones codificantes de los genes,
siendo la acumulacién de estos fallos los que predisponen a la aparicién de

tumores malignos [27], [30].

El estado de estabilidad de los microsatélites puede utilizarse como
marcador pronostico en pacientes con CCR, especialmente en los casos en estadio
I1 y Il localmente avanzado. Varios estudios han investigado la relacién entre la
presencia de MSI y la supervivencia en pacientes con CCR y han demostrado que
los CCR esporadicos con MSI suelen tener un pronoéstico favorable, sobre todo en
los tumores en estadio temprano [31], [32]. Por ello, actualmente la OMS clasifica
el CCR de tipo mucinoso con MSI alto (MSI-H) como un factor un buen pronéstico
para la enfermedad, mas que un factor predictivo [33]. Ademas, en la actualidad,
el estado de MSI-H se utiliza para identificar a los pacientes para las pruebas del
sindrome de Lynch, para seleccionar a los pacientes con CCR en estadio II de alto
riesgo con caracteristicas adversas para el tratamiento adyuvante y para
seleccionar casos de CCR en estadio IV para la inmunoterapia. A pesar de todo
ello su utilidad como un robusto biomarcador clinico de supervivencia no ha sido
ampliamente adoptada en la practica clinica a la hora de guiar el prondstico en el

CCR [27].

Las pruebas de MSI se llevan a cabo en el ADN extraido del tejido tumoral
y se evallla analizando los loci de los microsatélites, ya sean repeticiones de
mononucleétidos o una combinacion de repeticiones de di- y mononucleétidos.
Existen dos paneles en clinica para el andlisis de la estabilidad de los
microsatélites. El primer panel de referencia, denominado panel Bethesda,
consta de dos loci mononucleotidicos (BAT-25 y BAT-26) y tres loci
dinucleotidicos (D2S123, D5S346 y D17S250). Dado que las repeticiones de
dinucledtidos son menos sensibles que las repeticiones de mononucleétidos para

la deteccion de MS], siempre se requiere disponer de ADN no tumoral para poder
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comparar. Al utilizar el panel Bethesda, los tumores con inestabilidad en dos o
mas de estos loci se consideran MSI-H y los tumores sin inestabilidad en ninguno
de los cinco Ioci se consideran MSS (estabilidad de microsatélites). El segundo es
el panel pentaplex, que consiste en el analisis de las siguientes cinco
repeticiones mononucleotidicas de consenso: BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 y
NR-27 o MONO-27. La naturaleza casi monomorfica de estos microsatélites
facilita su andlisis; tienen varias repeticiones y su tamafio es muy homogéneo en
la poblacién caucasica. Utilizando un panel pentaplex, un tumor se considerara
MSI si al menos tres de los cinco marcadores son inestables. Un tumor sin
inestabilidad, o con un marcador inestable, se clasifica como MSS. Este panel se
ha convertido en el nuevo gold estandar, en la mayoria de las recomendaciones
internacionales para las pruebas MSI; al contrario que el panel Bethesda, no
requiere disponer de un tejido no tumoral para la determinacién de MSI en el
CCR. Ambos paneles de deteccién de MSI se basan en la amplificacién simultanea
de cinco marcadores en una PCR multiplex donde los productos generados tras la
amplificacién migran en la electroforesis capilar, lo que permite la distribucién de

los marcadores en funcién de su tamano [30].

El andlisis de la presencia de MSI también puede ser testado por
inmunohistoquimica (IHQ) para las 4 principales proteinas MMR (MLH1, MSH2,
PMS2 y MSH®6). Si todas las proteinas se expresan correctamente en el nicleo, el
tumor se considera MSS. La pérdida de la expresion de una o dos proteinas indica
que existe dMMR, que estd altamente correlacionada con la MSI. Como
MLH1/PMS2 y MSH2/MSH6 forman pares funcionales, y MLH1 y MSH2 son
necesarios para estabilizar el complejo, cuando se pierden MLH1 o MSH2,
también se pierden PMS2 o MSH6. El patrén mas comun de deficiencia de MMR es
la pérdida de MLH1/PMS2 por defecto de MLH1. S6lo un pequefio porcentaje de
los tumores con pérdida de MLH1 se debe al sindrome de Lynch, es decir, a una
mutacion en la linea germinal, mientras que la mayoria de ellos son el resultado
del silenciamiento epigenético de la expresion de MLH1 debido a la

hipermetilacion del promotor.
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1.3.2. Mutaciones en KRAS/NRAS

KRAS y NRAS son miembros de la familia de oncogenes Ras, pequefias
GTPasas importantes en la sefializacion RAS/MAPK. La activacion de esta via
conduce al crecimiento celular, la progresién del ciclo celular, la migracién y la
supervivencia celular. Las mutaciones en KRAS se encuentran en
aproximadamente el 40% de todos los casos de CCR, y se localizan con mayor
frecuencia en los exones 2 (codén 12, 13) y en menor medida (2-5%) en los
exones 3 y 4. Por otro lado, las mutaciones en NRAS se encuentran sélo en el 2-
5% de todos los casos de CCR y son mutuamente excluyentes con las mutaciones

en KRAS [34], [35].

La via de sefializacién a través de EGFR desempefia un papel importante
en el CCR. Se ha demostrado que los anticuerpos monoclonales anti-EGFR se unen
al dominio extracelular del receptor bloqueando la sefializacién descendente, es
decir, la via RAS/RAF/MEK/ERK, aportando un beneficio clinico importante en
los pacientes con CCR metastasico [36]. Sin embargo, si una molécula de la via de
sefializacién estd mutada, el anticuerpo anti-EGFR no puede bloquear la via, lo
que provoca resistencia. Las mutaciones de RAS conducen a una actividad GTPasa
defectuosa, lo que ocasiona una hiperactivacién de la cascada de sefializacién
dando como resultado una actividad incontrolada que afecta a las proteinas RAF
y las MAPK. Las mutaciones activadoras de KRAS afectan con mayor frecuencia al
ex6n 2 [37]. Las primeras pruebas del papel de la mutacién del exén 2 de KRAS se
obtuvieron en pequeias series retrospectivas [38] y se confirmaron en analisis
post hoc de ensayos aleatorios de fase 11l [39]. En 2008 la FDA (Administracion de
Alimentos y Medicamentos) y la EMA (Agencia Europea del Medicamento)
restringieron el uso de los anticuerpos anti-EGFR solo a pacientes con exén 2 “wt”
o inalterado para KRAS. Afios posteriores, tras la finalizaciéon en ensayo PRIME
[40], que comparaba el uso de 5-FU+OXA (FOLFOX) en combinaciéon o sin
panitumumab en pacientes con CCRm, se observd un efecto perjudicial de la
adicién de panitumumab a la quimioterapia en los pacientes portadores de
mutaciones del gen RAS. A partir de estos resultados, las agencias reguladoras

restringieron el uso de los anti-EFGR a los pacientes sin mutaciones en KRAS [41].
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Por ello, en la actualidad se recomienda la realizacion de pruebas mutacionales
para los genes de la via de sefializacion del EGFR, ya que proporcionan
informacion clinica como predictores negativos del beneficio de las terapias con
anticuerpos monoclonales anti-EGFR en CCR [42]. El analisis mutacional debe
incluir el estudio de los codones 12 y 13 del ex6n 2, 59 y 61 del ex6n 3,y 117 y
146 del ex6n 4 de KRAS 'y NRAS.

1.3.3. Mutaciones en BRAF

El gen BRAF codifica para una proteina serina/treonina quinasa
cumpliendo un papel fundamental en la via de sefializacién mediada por EGFR. La
proteina es activada por KRAS y es capaz de controlar el crecimiento, la
proliferacién y la diferenciacion celular a través de la activacién de la via de las
MAPK, pero también puede influir en la apoptosis, la migracién celular y la
supervivencia. Debido a que se encuentra justo debajo de RAS en la via, las
mutaciones en BRAF se detectan casi exclusivamente en el tipo salvaje (wt) de
KRAS, siendo mutualmente excluyentes. La mutacion BRAF (V600E), que afecta 8-
10% de los pacientes con CCRm, genera una proteina constitutivamente activa
haciendo que persista la sefializacién intracelular sin la necesidad de un efector
(Figura 5). Los pacientes de CCR que presentan esta mutacién tienen un peor
prondstico y una relativa resistencia a la quimioterapia y, tras la progresidn, estos
pacientes se deterioran clinicamente con rapidez, lo que hace que muchos de
ellos no puedan recibir una terapia de segunda linea [43]. Como consecuencia,
BRAF ha ido adquiriendo un estatus destacado como factor prondstico negativo
en el entorno metastasico, donde los pacientes con mutacion BRAF muestran una

mediana de SG inferior a 12 meses [44], [45].
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Figura 5. Efecto de la mutaciéon BRAF (V600E) en la via de las MAPK. La presencia de la
mutacidn activadora V600E, provoca una alteracién en la proteina que hace que la via de
sefializacién se mantenga constitutivamente activa sin necesidad de la unién de un ligando
a los receptores tirosina quinasa (RTK).

Los datos publicados sugieren que existe un solapamiento significativo
entre la presencia de la mutacion BRAF (V600E) y la presencia de MSI en tumores
esporadicos de CCR. En un estudio poblacional sobre el CCR, la mutacion BRAF
(V600E) se ha asociado fuertemente con tumores hipermutados, frecuentemente
exhibiendo un fenotipo CIMP o de MSI [46]. Ademas, los tumores con presencia
de mutaciones en este gen tienen caracteristicas clinicas especificas similares a
las ya mencionadas en el subgrupo CMS1 (MSI/dMMR). En un ensayo realizado
con 1253 pacientes, donde el 52% de los casos MSI-H eran portadores de la
mutacién V600E, arrojaron resultados que sugieren que la presencia de esta
mutacion puede disminuir el buen prondéstico que ofrece el estado MSI-H en el
CCR. Sin embargo, no esta claro que esta relacién se mantenga en los casos

avanzados de CCR, en el que los estudios han obtenido resultados contradictorios
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[47], [48]. Como se detallara en el siguiente apartado, en el entorno adyuvante, el
papel prondstico de la mutacién BRAF sigue siendo controvertido, debido a esta

fuerte asociacién con el genotipo MSI.

1.4. TRATAMIENTO
1.4.1. Cirugia

Por lo general, el tratamiento ideal del CCR es llegar a lograr la
extirpaciéon completa del tumor y de las metastasis [7]. Asi, la calidad de la
reseccion, la calidad de la estadificacion y la seleccidn del tratamiento son hechos
cruciales para que el tratamiento resulte eficaz. En general, la cirugia ofrece tasas
de supervivencia a 5 afios que varian del 44-95%, segun el estadio en el que se
encuentra la enfermedad [49]. Sin embargo, a pesar de la implementacién de
diferentes programas de cribado del CCR, casi una cuarta parte de los pacientes
se diagnostican en un estadio ya avanzado con presencia de metastasis. Para
aquellos pacientes con lesiones no resecables, el objetivo llegar a conseguir una
maxima reduccién del tumor, siendo la radioterapia y la quimioterapia las
principales estrategias para controlar la enfermedad en dichos pacientes [50],

[51].
1.4.2. Quimioterapia

A pesar de los avances en la terapia, la supervivencia a los 5 afios sigue
siendo demasiado baja. Una razdn esencial por la que el tratamiento fracasa es la
presencia de resistencia innata o adquirida (en el 90% de los pacientes con
cancer metastasico), que sigue siendo uno de los mayores retos en el tratamiento
a largo plazo del CCRm [52]. Por tanto, la seleccion del tratamiento 6ptimo de
primera linea constituye una base crucial de la via terapéutica para los pacientes
con CCRm. En los ultimos afios, han surgido muchas combinaciones de farmacos
como posibles opciones para la terapia de primera linea y la seleccién del
régimen mas adecuado representa un reto para los oncdlogos médicos. La

quimioterapia citotéxica estdndar sigue siendo el pilar del tratamiento del CCRm;
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sin embargo, la creciente apreciaciéon de los subtipos moleculares del CCR ha

dado lugar a recientes avances en la forma de tratar esta enfermedad [43].

El 5-FU es la molécula quimioterapéutica por excelencia que se utiliza
actualmente en el tratamiento del CCR. El 5-FU, al ser un analogo del uracilo
(FAUTP), se transporta facilmente al interior de las células, donde la timidilato
sintasa (TS) lo convierte en varios metabolitos activos que pueden interferir en la
sintesis de nucledtidos, y en consecuencia en la sintesis y funcién del ADN y el
ARN por la incorporacién de estas moléculas en las células [53]. El 5-FU forma
pares de bases no compatibles, por lo que la incorporacién errénea de los FAUTP
en las bases del ADN puede desencadenar la activacidn de las vias de reparacién
MMR para favorecer su eliminaciéon. Como terapia adyuvante (postoperatoria), la
quimioterapia actual para el CCR basada el 5-FU mejora la supervivencia, de
forma general, en pacientes en estadios III tras la reseccion del tumor, mientras
que su papel sigue siendo debatido para la enfermedad en estadio II [54]. Al
tratamiento con 5-FU se afade con frecuencia la leucovorina (LV; acido folinico),
un agente que mejora la unién del metabolito activo del compuesto a la TS [55].
La resistencia al 5-FU puede venir dada por diferentes mecanismos que adn
siguen sin estar claros en los tumores CCR MSI. Los tumores MSI presentan
deficiencias en el sistema de reparacién (dMMR), por lo que el dafio, al no ser
reconocido, no puede ser reparado y se perpetiia. También, se ha descrito que
algunas células del CCR se vuelven resistentes al 5-FU debido a una modificacién
de la unioén de la proteina p53 [56]. Por otro lado, los niveles intrinsecos elevados
de TS también se han relacionado con la resistencia al 5-FU in vitro, in vivo y en
pacientes, asi como alteraciones epigenéticas y genéticas en la glucégeno sintasa
quinasa 3 (GSK3), la via de sefializacion p38 MAPK y del factor de crecimiento

transformador-3 (TGF-f) y en el microambiente tumoral [52].

Varios estudios de referencia, en los que se incluye el ensayo clinico
MOSAIC [57], establecieron que la adicién de los regimenes combinados con el
OXA, el IRI y la capecitabina (CAP) mejoran la supervivencia en los pacientes en
estadio Il y III [58]. Aunque hay estudios que sostienen que la terapia de primera

linea con monoterapia no es inferior a los regimenes combinados en términos de
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SG [59], [60]. Los regimenes de terapia combinada FOLFOX (5-FU+0XA), FOXFIRI
(5-FU+IRI), CAPOX (CAP+0XA), y CAPIRI (CAP+IRI) siguen siendo los enfoques
principales en el tratamiento de primera linea del CCR, llegando a elevar la SG
hasta 20 meses, especialmente en casos metastasicos. El oxaliplatino es un agente
alquilante que previene la replicaciéon del ADN y la transcripcién, ya que actia
como agente intercalante formando enlaces cruzados entre las bases del ADN. Se
ha descrito que su administracién amplifica la sensibilidad de los tumores cuando
se combina con el 5-FU, en comparaciéon con el uso de estos compuestos de

manera individual, en el tratamiento de adyuvancia en CCR [61].

La quimioterapia esta asociada a ciertas limitaciones, como la toxicidad
sistémica existente, la resistencia innata y adquirida, asi como la baja
selectividad. La quimioterapia adyuvante se recomienda después de la reseccion
tumoral para todos los pacientes con cancer de colon en estadio III. Alrededor del
20% de los pacientes que padecen CCR en estadio II y III presentan un fenotipo
dMMR/MSI y estan asociados con un mejor prondstico que los tumores MSS. En
consecuencia, en vista de un buen pronéstico en estadio Il y la alta tasa de
curaciéon mediante cirugia, los casos de CCR dMMR/MSI en estadio II no se
benefician de la quimioterapia adyuvante con fluoropirimidina [62], [63]. Para los
CCR dMMR/MSI en estadio II de alto riesgo con enfermedad localizada con
criterios de prondstico muy pobres, la quimioterapia adyuvante basada en

oxaliplatino debe analizarse caso por caso.

Resultados de ensayos clinicos en fase III, y estudios prospectivos
muestran resultados contradictorios respecto al valor predictivo del estado MMR
y la quimioterapia basada en 5-FU [64]. En algunos estudios se observo un
beneficio de supervivencia después del tratamiento con 5-FU en pacientes con
MMR positivo, mientras que la dMMR no se asocié con un beneficio de
supervivencia después del tratamiento con 5-FU. Por tanto, el tipo de
inestabilidad genémica influencia el resultado clinico de los afectados con CCR
esporadico debido a que existen diferencias entre las tasas de supervivencia de
pacientes con tumores MSI y MSS [65]-[67]. En los casos metastasicos,

dMMR/MSI representa solo alrededor del 3-5% de los CCRm y se ha asociado con
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mal prondstico y quimiorresistencia al tratamiento estandar. En estadios
avanzados de CCRm s6lo un 10-15% de los tumores tratados en primera linea con
5-FU responden de forma satisfactoria [68]. La administracién combinada de
fluoroprimidinas e irinorecan se ha observado que aumenta la supervivencia
libre de enfermedad, y la supervivencia global en estos casos de CCRm. De aqui la
necesidad de tomar decisiones terapéuticas en el contexto de las caracteristicas

moleculares de los tumores [69]-[71].

La terapia estandar para el cancer colorrectal metastasico suele incluir
una base de quimioterapia, ya explicada, asociada con un compuesto biolégico.
Las fluoropirimidinas, el oxaliplatino y el irinotecan forman la columna vertebral
de la quimioterapia en varias iteraciones de regimenes de dos o tres fairmacos.
Los compuestos bioldgicos, como los anticuerpos anti-VEGF o anti-EGFR, se
afiaden al régimen de quimioterapia en funcidn de factores especificos del tumor

y del paciente.
1.4.3. Agentes bioldgicos

Las terapias dirigidas o targeted therapies con agentes bioldgicos son una
herramienta muy potente que permite actuar sobre las células cancerosas
inhibiendo directamente funciones bdasicas como la proliferacién, la
diferenciacion y la migracién celular. El microambiente tumoral, incluidos los
vasos sanguineos locales y las células inmunitarias, también puede ser alterado
por los fAirmacos dirigidos para impedir el crecimiento del tumor y provocar un
ataque inmunitario mas fuerte y localizado. Las moléculas pequenas, son actores
principales en estas terapias dirigidas. Estas moléculas pequefias pueden
penetrar en las células, actuando en su mayoria dentro de ellas para inactivar
enzimas especificas seleccionadas, interfiriendo asi en el crecimiento de las
células tumorales e incluso desencadenando la apoptosis. Ademas, en el caso de
que las dianas estuvieran situadas fuera de las células, como los receptores de la
superficie celular, los anticuerpos monoclonales o los anticuerpos terapéuticos
pueden reconocer las células y unirse para regular directamente la progresion del

ciclo celular y la muerte [50].
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Centrandonos en el cancer de colon, estan los anticuerpos monoclonales
dirigidos contra dianas claves de la carcinogénesis colorrectal avanzada como el
factor de crecimiento endotelial (VEGF) o el EGFR. Un ejemplo de cada uno de
ellos son el bevacizumab (anticuerpo monoclonal anti-VEGF) y el cetuximab
(anticuerpo monoclonal anti-EGFR), que fueron los primeros agentes biolégicos
aprobados por la FDA para el cancer colorrectal metastasico en 2004. La terapia
basada en estos agentes bioldgicos se usa en estadios avanzados de CCR, y suele
combinarse con la quimioterapia. Por ejemplo, diferentes estudios han
demostrado que la adicién de bevacizumab a otros tratamientos de quimioterapia
mejora la supervivencia libre de progresiéon (PFS), pero no necesariamente la SG
[72], [73]. Otros agentes anti-VEGF aprobados para su uso en pacientes con
cancer colorrectal metastasico son el aflibercept (es un receptor sefiuelo soluble
que se une y secuestra al VEGF-A, VEGF-B y PIGF con una mayor afinidad que los
receptores enddgenos) y el ramucirumab [74]. Al igual que los tratamientos anti-
VEGF, los anticuerpos anti-EGFR como el cetuximab o el panitumumab también
han demostrado aumentar la PFS en pacientes con CCR metastasico en

combinacién con 5-FU+0XA o IRI [75], [76].

1.4.3.1. Inhibidores de EGFR

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es un
receptor de superficie transmembrana ampliamente distribuido en varios tipos
celulares que estd sobre expresado en muchos tumores malignos. EGFR
pertenece a la familia ErbB/HER (receptor del factor de crecimiento epidérmico
humano), que consta de cuatro miembros: ErbB1 (EGFR/HER1), ErbB2
(Neu/HER2), ErbB3 (HER3) y ErbB4 (HER4). La activacién del EGFR
desencadena varias vias de sefializacion que median en la proliferaciéon y
crecimiento celular o el metabolismo, desempefiando papeles vitales en el inicio y
la progresién del cancer. Una vez se ha unido el ligando al dominio extracelular
de EGFR, da lugar la activacién de las vias RAS/RAF/MEK/ERK vy
PI3K/AKT/mTOR.

Los métodos dirigidos a la via del EGFR comprenden tipicamente

anticuerpos monoclonales anti-EGFR e inhibidores de la tirosina quinasa (TK)
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dirigidos a las quinasas intracelulares. Uno de estos farmacos es el mencionado
cetuximab. El cetuximab mostré un gran potencial en la mejora de la PFS en
pacientes con baja respuesta a la terapia con IRI como Unico agente. Ademas, otro
estudio demostrd que el tratamiento con cetuximab prolongaba la SG y la PFS en
pacientes con CCR cuando el tratamiento previo con fluoropirimidinas, IRl y OXA
fallaba o estaba contraindicado. Las combinaciones de cetuximab con otras
quimioterapias existentes también mostraron resultados prometedores [76]. La
eficacia del panitumumab contra el CCR también fue evaluada en el ensayo
PRIME cuando se compard el régimen FOLFOX en combinacién con panitumumab
o con FOLFOX solo, donde el régimen combinado logr6é una mejor PFS y SG [40].
Los inhibidores del EGFR, como el cetuximab y el panitumumab han sido objeto
de una amplia investigacion clinica y han demostrado beneficio en la primera
linea en combinacién con quimioterapia y en lineas posteriores a través de

multiples investigaciones.

Las mutaciones de KRAS/NRAS y BRAF conducen a la resistencia primaria
a la inhibicién del EGFR, ademas de otras multiples alteraciones [35]. A diferencia
de las mutaciones en RAS, las mutaciones en BRAF, que comprenden sobre todo la
alteracién V600E, se han encontrado en el 5-10% de los casos de CCRm y
provocan la activacién de MAP quinasas independientemente del estado del Ras.
Es por ello por lo que los pacientes con mutaciones en BRAF muestren resistencia
a este tipo de terapias haciendo que su analisis sea relevante para el tratamiento
correcto de la enfermedad [77]. Las mutaciones de BRAF ocurren de forma
independiente de las mutaciones oncogén KRAS y estdn estrechamente
relacionadas con una baja respuesta anti-EGFR, por tanto, las directrices actuales
recomiendan utilizar cetuximab y panitumumab en los pacientes confirmados sin
mutaciones en estos genes. Otros agentes bioldgicos dirigidos contra EGFR, o la
via relacionada con el EGFR, se estan investigando para el tratamiento del CCRm
en combinacién con regimenes basados en IRI, OXA y 5-FU (erlotinib, gefitinib y
sunitinib) [78]. Estos agentes, se diferencian de las terapias basadas en

anticuerpos en que entran en las células tumorales e interfieren directamente en
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los dominios TK intracelulares del receptor, compitiendo por el sitio de unién al

ATP [79].

1.4.3.2. Inhibidores de BRAF

Debido a la alta frecuencia de la presencia de la mutacién V600E del gen
BRAF en CCR, sobre todo en pacientes con MSI, causante de resistencia a terapias
contra EGFR ha hecho que diversos estudios hayan buscado terapias alternativas.
Unos pocos estudios investigaron el bloqueo de BRAF o de BRAF/MEK utilizando
vemurafenib o dabrafenib o mediante inhibidores selectivos de BRAF junto al
trametinib. Sin embargo, este inhibidor selectivo de MEK no consiguié mejorar la
PFS ni la SG de los pacientes con CCRm, a pesar de que la actividad MAPK
descendente se inhibié tras la administracién del farmaco. Algunos autores han
sugerido que el bloqueo de BRAF/MEK podria desencadenar una reactivacién de
retroalimentacion del EGFR, que pasaria por alto la activacién de la MAPK a
través del RAS [80]. Las investigaciones preclinicas indicaron que una
combinacién de inhibidores de BRAF y un inhibidor de la via ascendente podria
ser superior a la inhibicién de BRAF por si sola en términos de control del
crecimiento tumoral con mutacién de BRAF [80], [81]. Al igual que pasaba con los
inhibidores de EGFR, el vemurafenib también se ha tratado en combinacién con
quimioterapia (IRI) e incluso en una triple combinacién con cetuximab. Se
observaron resultados de supervivencia y tasas de respuesta prometedores en los
ensayos en los que se utilizé esta triple combinacién para pacientes con CCR con
mutacion de BRAF [82]. Los regimenes de segunda o tercera linea para el
tratamiento del CCRm con mutacién BRAF (V600E) pueden incluir agentes anti-
EGFR combinados con vemurafenib + IRI o dabrafenib + trametinib o encorafenib

+ binimetinib.

1.4.3.3. Inhibidores de la angiogénesis

La angiogénesis, un proceso fisioldgico por el que se forman nuevos
vasos o se reforman los ya existentes, desempefia un papel vital en el inicio, el
crecimiento y la metastasis de los tumores donde tanto VEGF como su receptor

(VEGFR) son los principales responsables de dicho proceso. Sin embargo, existen
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otros factores involucrados en la angiogénesis como el receptor del factor de
crecimiento de fibroblastos (FGFR) y el receptor del factor de crecimiento
derivado de las plaquetas (PDGFR). Los niveles de VEGF y la actividad del VEGFR
son elevados en pacientes con CCR y otros canceres y se considera que estan
relacionados con un mal pronéstico [83]. La regulacion del VEGF es compleja en
el CCR donde las mutaciones de KRAS y TP53, entre otros factores, podrian
contribuir a la alteracién de la actividad del VEGF-VEGFR, lo que provocaria el
crecimiento y la migracion del cancer [50]. Los efectos proangiogénicos del VEGF-
VEGFR son importantes tanto en enfermedad localizada donde apoya la
progresién tumoral y la migracion del tumor como en los sitios metastasicos; por
lo tanto, la terapia anti-VEGF/VEGFR podria desarrollarse para atacar ambos
pasos en la metastasis del tumor. Los primeros ensayos basados en la terapia
antiangiogénica para el CCR confirmaron la superioridad de la quimioterapia (IRI,
5-FU y leucovorina) junto con bevacizumab sobre la quimioterapia en solitario. El
bevacizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado dirigido contra VEGF-A
que mejora tanto la PFS como la SG en el CCRm haciendo que la FDA aprobara su
uso como agente dirigido al VEGF para el CCRm, a pesar de que varios ensayos
que investigaban el bevacizumab junto a regimenes de quimioterapia en
monoterapia o FOLFOX/FOXFIRI sélo mostraron una mejora significativa parcial
en la SG o la PFS [84]. Se ha observado resistencia al anti-VEGF en varios tipos de
cancer, incluido el CCR, lo que puede explicarse por la activacion de otras vias de
seflalizacién y la excrecién alternativa de proteinas relacionadas con la

angiogénesis.

Ademas del bevacizumab, otros nuevos agentes estan surgiendo y
algunos de ellos ya han sido aprobados para el tratamiento en segunda linea; es el
ejemplo del aflibercept o el ramucirumab. Otra opcién de tratamiento cada vez
mas extendida en otros canceres, pero ain con poca relevancia en CCR, son los
inhibidores de receptores de tirosina quinasa (RTKs) que, aparte de bloquear
VEGFR, también pueden inhibir otras dianas como FGFR, PDGFR y BRAF. El tinico
aprobado para el CCRm en la clinica es el regorafenib. El regorafenib es un

inhibidor oral de multiquinasas que es activo contra varias RTK angiogénicas
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(VEGFR-1-3), RTK oncogénicas (c-KIT, RET), RTK estromales (PDGFR-B, FGFR1) y
quinasas de sefializacion intracelular (c-RAF/RAF-1, BRAF, BRAF (V600E)) [85].
En 2012, el regorafenib fue aprobado por la FDA el tratamiento de pacientes con
CCRm que han progresado con las quimioterapias estandar, detectandose en los

ensayos clinicos beneficios en la SG y la PFS [86].
1.4.4. Inmunoterapia

Los tumores malignos que albergan diversas alteraciones genéticas y
epigenéticas pueden ser identificados y obliterados por el sistema inmunitario
del huésped mediante la expresion de antigenos anormales. Sin embargo, en
varios tipos de cancer se ha detectado con frecuencia un escape inmunitario de
las células cancerosas haciendo que no sean detectadas por el reconocimiento y la
respuesta inmunitaria del huésped [87]. La secrecion de factores
inmunosupresores, como el TGF-B y la IL-6, el reclutamiento de células
inmunosupresoras o la pérdida de inmunogenicidad mediante la regulacion a la
baja del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC-1) podrian contribuir a
este escape inmunitario. Otra explicacién importante es la inactivacién y el
agotamiento de las células T relacionadas con el tumor a través de la activacion
de los receptores coinhibitorios, los llamados receptores de punto de control o
checkpoint inmunitario, en la superficie de las células T, que incluyen la muerte
programada-1 (PD-1) y el antigeno linfocitico T citotéxico 4 (CTLA-4). La
activacion de PD-1 conduce a la inhibicién de las vias descendentes, como la via
PI3K/AKT, lo que da lugar a la anulacién de la proliferaciéon de las células T. Al
igual que otros canceres enriquecidos con mutaciones, las lesiones metastasicas
del CCR expresan niveles més altos de PD-L1 que las lesiones primarias, lo que
sienta las bases para interferir en la respuesta inmunitaria del huésped. Merecen
una especial atencion los tumores de CCR del subgrupo CMS1 (dMMR/MSI), ya
que presentan expresion elevada de genes asociados con la infiltracién inmune,
principalmente de Tul y células T citotdxicas, mostrando una fuerte activacion de
las vias de evasién inmunolégicas. Esto provocé que en los primeros estudios con

CCRm diera como resultado que s6lo una pequefia proporciéon de pacientes con
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CCR, los recién mencionados, respondian a la terapia de puntos de control

inmunitarios [88].

Los inhibidores de puntos de control inmunitarios, como los anti-PD1
o PDL1, son un campo emergente para la terapia oncolégica. En 2015, se
demostré que los pacientes con tumores MSI/dMMR se beneficiaban del bloqueo
de los puntos de control inmunitarios con pembrolizumab [89]. Basdndose en
este y otros estudios del mismo grupo, la FDA aprob6 el pembrolizumab para los
tumores sdlidos MSI-H no resecables o metastasicos en 2017. Los casos de CCR
MSI/dMMR se caracterizan por una alta carga mutacional tumoral (fenotipo
hipermutado), con neoantigenos altamente inmunogénicos que surgen de
mutaciones de tipo frameshift. Estos tumores estan asociados con una regulaciéon
positiva de los puntos de control inmunes (PD-1, PD-L1, CTLA-4, LAG-3, IDO, etc.)
que protege a las células cancerosas MSI de su microambiente inmunitario hostil.
El nivolumab, otro anticuerpo monoclonal humanizado contra el PD-1, obtuvo la
aprobaciéon de la FDA para el CCRm dMMR o MSI-H en 2017. La terapia
combinada con nivolumab e ipilimumab (anti-CTLA-4) ayudé a los pacientes con
CCR dMMR o MSI-H que habian recibido previamente quimioterapia a alcanzar
una PSF del 71% y una SG del 85% a 1 afio [90]. Estas pruebas hicieron que el
régimen de doblete con nivolumab e ipilimumab obtuviera la aprobacién de la

FDA como terapia para pacientes con CCRm refractario a la quimioterapia.

A medida que estos nuevos agentes avanzan en las fases de desarrollo
clinico, los nuevos marcadores predictivos especificos de estos agentes pueden
ser importantes para seleccionar de forma 6ptima a los pacientes con mas
probabilidades de beneficiarse de ellos. En este sentido, los estados MSI y dMMR
han surgido como biomarcadores predictivos importantes para la eficacia de los
inhibidores de los puntos de control inmunitario (ICIs) especialmente para

pacientes con CCRm [71], [91].
1.4.5. Terapia multiple de dosis bajas (MLD)

Como se ha podido comprobar, en los casos de CCR avanzado, la terapia

combinada de quimioterapia FOLFOX o FOLFIRI junto a tratamientos en primera
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y segunda linea con agentes biolégicos contra EGFR, VEGF/R, BRAF, MEK, c-MET,
CHK1 y ALK muestran una mayor respuesta, en contextos generales de PFS y SG,
que su uso como agentes Unicos. Esto puede ocasionar un mayor niimero de
efectos adversos asociados a la toxicidad de cada uno de los fAirmacos. Ademas,
los ultimos estudios apuntan a que la resistencia a los farmacos dirigidos contra
el cancer es el resultado de la presion selectiva ejercida por una dosis elevada del
farmaco. Para evitar todas las posibles contraindicaciones, un estudio de 2020
dirigido por René Bernards, PhD, y en colaboracién con investigadores del
ICO/IDIBELL, sugiri6 que la utilizacién de lo que denominan la “Multiple low dose
therapy” (MLD) [92]. El concepto se basa en que la inhibicién parcial de multiples
componentes en la misma via de sefializacién oncogénica puede sumarse a la
inhibiciéon completa de la via, al tiempo que disminuye la presion selectiva sobre
cada componente para adquirir una mutacién de resistencia. En el estudio
demuestran que en el cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC) con
mutacién en EGFR, tan sélo utilizando un 20% de las dosis efectivas individuales
de cada farmaco es suficiente para bloquear completamente la sefializacion
MAPK y la proliferacién celular cuando se utiliza combinaciones de inhibidores
con 3 agentes (RAF + MEK + ERK) o 4 (EGFR + RAF + MEK + ERK). Todo ello sin
que las células de NSCLC mutadas lleguen a desarrollar ninguin tipo resistencia ni
detectar toxicidad elevada en los experimentos con ratones. Estos datos apoyan
la idea de que la terapia MLD podria aportar un beneficio clinico, incluso para

aquellos que han adquirido resistencia a la terapia con inhibidores del EGFR.

A pesar de todos los avances en el tratamiento contra el cadncer
colorrectal avanzado, se sigue sin saber exactamente la causa de la
quimioresistencia a los tratamientos de primera linea que se usan actualmente en
la clinica. La presencia de MSI aporta informacién importante para la
administracién de terapias adyuvantes, mientras que el estado mutacional de
BRAF se asocia con el pronéstico de la enfermedad, pero su valor predictivo de la
resistencia contra terapias anti-EGFR permanece en entredicho [9]. Asi, en todo
este contexto, es importante profundizar en el conocimiento de los mecanismos

de resistencia a las terapias de este subgrupo de tumores inestables. Para lo cual

49



Introduccion

es muy relevante la generacion de modelos preclinicos avanzados tanto in vivo
como son los Patient Derived Orthotopic Xenografts (PDOX) u orthoxenografts, asi

como la generacion de modelos in vitro tridimensionales de organoides.

1.5. MODELOS DE ESTUDIO

Disponer de buenos modelos preclinicos, tanto in vitro como in vivo, es
importante a la hora de seleccionar y luego evaluar potenciales tratamientos. El
desarrollo de farmacos implica una serie de fases preclinicas donde evaluar la
efectividad, en las que se incluyen la utilizacion de modelos celulares in vitro y
modelos de animales in vivo, antes de recibir las aprobaciones de las agencias

regulatorias para iniciar las fases clinicas.
1.5.1. Modelos in vitro

Histdéricamente, uno de los modelos principales y mas utilizados para el
cribado de farmacos contra el cancer han sido el uso de lineas celulares
cancerosas establecidas en cultivo bidimensional (2D). Dichas lineas celulares
establecidas suelen obtenerse facilmente de los bancos de células y pueden
mantenerse mediante un método de cultivo estandarizado. Dado que las células
tienen su origen en el tejido humano, proporcionan una gran fidelidad y permiten
realizar varios tipos de andlisis relevantes para la enfermedad humana con un
bajo coste de mantenimiento. Ademas, su preparacién en grandes cantidades con
una calidad uniforme es necesaria para el cribado de farmacos de alto
rendimiento. Este modelo permite imitar/replicar el comportamiento de las
células tumorales en cultivo como: agregacion, migracién, formacién de colonias,
capacidad de respuesta a la terapéutica, e incluso medir la producciéon de
mensajeros intercelulares. También es posible evaluar pardmetros como el estrés
oxidativo, la viabilidad y la apoptosis, el andlisis del ciclo celular y la
determinacién de antigenos de superficie [93]. Sin embargo, muchos
inconvenientes dificultan el uso de estos modelos para su uso clinico. Uno de ellos
es que presentan una morfologia aplanada y redes de sefalizacion alteradas en

comparacion con las células cancerosas del tejido tumoral in vivo, lo que afecta de
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forma no deseada a su respuesta a los farmacos. De la misma manera, los cultivos
de lineas celulares en 2D no reproducen la interaccién célula tumoral/entorno
por lo que muestran su incapacidad para simular algunos aspectos presentes en
sistemas mas complejos, como el sistema inmunitario, el microambiente tumoral
y los compartimentos estromales [94]. Asimismo, puede presentarse una falta de
heterogeneidad genética de los tumores originales después de muchos pases de
las lineas celulares, provocando una pérdida de las caracteristicas del tumor
parental [95]. A pesar de estos inconvenientes, el cultivo celular en 2D es un

modelo muy utilizado y es un gran complemento de otros modelos.

Las caracteristicas de las células se ven afectadas en gran medida por la
arquitectura de la poblacién celular, por ejemplo, el contacto célula-célula, el
contacto célula-matriz y la polaridad. Estas propiedades no se ven bien reflejadas

en el cultivo tradicional bidimensional.

Para intentar mejorar estas condiciones ofrecidas por los cultivos en
monocapa, en las ultimas décadas surge la tecnologia de los cultivos en tres
dimensiones (3D) y se convierte en una potente herramienta para la
investigacion oncoldgica. En un cultivo de tipo 3D el oxigeno y los nutrientes se
difunden a lo largo de un gradiente de concentraciéon hacia el interior de la
arquitectura 3D. Por ello, se estd aceptando ampliamente que los cultivos
celulares en 3D reflejan mejor las caracteristicas fisiolégicas de las células en

comparacién con los cultivos en 2D [96].

La arquitectura 3D mas sencilla es un agregado esférico de células,
denominado esferoide. Algunas lineas celulares convencionales en 2D pueden ser
inducidas a formar esferoides simplemente sembrandolas en placas de fondo
redondo tratadas para que la superficie tenga una baja adherencia y potenciar asi
la unién célula-célula. También existen sistemas relativamente faciles para el
cultivo de células en 3D que incluyen matrices de colageno o laminina para la
formacion de estructuras mas complejas. Estos “andamios” bioldgicos o sintéticos
proporcionan anclaje a las células para poder estructurarse como lo harian en la

matriz extracelular en el tejido humano original, dando lugar a arquitecturas 3D
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llamadas organoides [97]-[99]. Los organoides se definen como "una estructura
tridimensional desarrollada o cultivada a partir de células madre y compuesta
por tipos celulares especificos de 6érganos que se autoorganizan espacialmente
por clasificacion celular y linaje de forma similar a la de un organismo in vivo"
[100], [101]. Los organoides pueden desarrollarse a partir de células madre
embrionarias, células madre pluripotentes inducidas (iPSC), células madre
somaticas y células cancerosas en un sistema de cultivo 3D especifico [102]. El
cultivo de organoides se ha logrado establecer con éxito para multiples tipos de
6rganos incluyendo el colon [103], higado [104], pancreas [105], prostata [106] y
utero, ademas de células cancerosas de los mismos. El establecimiento de
organoides consiste en el uso de una membrana basal o Matrigel® como
sustitutos de la matriz extracelular y un medio de cultivo especifico. Los
componentes del medio de cultivo incluyen principalmente medio de cultivo
advanced Dulbecco’s Modified Eagle's Medium (ADMEM)/F-12, primocina y
factores potenciadores como GlutaMAX, HEPES, B-27, N-2, hEGF, FGF10, FGF7,
Wnt3A, Noggin, R-spondina-1, gastrina, prostaglandina E2, nicotinamida, N-
acetilcisteina, Y27632 (inhibidor de Rock), A 83-01 (inhibidor de Alk) y SB
202190 (inhibidor de p38). Estos factores pueden variar minimamente

dependiendo del 6rgano de origen de las células cultivadas.

Basandose en estos avances en los sistemas de cultivo, el cultivo en 3D de
células cancerosas primarias en forma de esferoides u organoides es ahora un
modelo practico de enfermedad ampliamente aceptado. En comparacién con las
lineas celulares cultivadas en 2D o 3D, los organoides cancerosos primarios
tienen la ventaja de conservar las caracteristicas de las células cancerosas del
tejido original de los pacientes, incluyendo su morfologia diferenciada y sus
respuestas a los farmacos. Es por ello por lo que los organoides derivados del
paciente (PDO) de CCR predicen, entre otras cosas, respuestas mas exactas a la
quimioterapia y, por lo tanto, ofrecen un enorme potencial para la evaluacion de
la eficacia y la toxicidad de los farmacos, asi como para investigar los mecanismos

detras del beneficio limitado del tratamiento [100], [107].

52



Introduccion

La tecnologia de los organoides ha sido ampliamente aceptada en los
ultimos afios, ya que estos cultivos en 3D recapitulan fielmente el genotipo, el
fenotipo y los comportamientos celulares de los tejidos madre. Por lo que esta
poderosa e incipiente tecnologia pretende tender un puente entre los modelos
convencionales 2D in vitro y los modelos in vivo, y tienen un gran potencial para

el desarrollo de futuras aplicaciones clinicas [108].
1.5.2. Modelos in vivo

Los ratones son unos de los mejores modelos para estudiar el cancer ya
que su genética y su fisiologia son muy parecidas a las de los humanos. Un
modelo animal ideal de CCR debe permitir el desarrollo de tumores de forma
local, debe replicar todas las etapas de la evolucién del CCR, permitir la
evaluacién de la progresiéon de la enfermedad con métodos radiolégicos y
endoscdpicos, comprender las toxicidades relacionadas con los procedimientos
terapéuticos. Ademas, ha de ser manejable a nivel de laboratorio y ha de ser
replicable [109]. A lo largo del tiempo se han desarrollado multiples modelos de
CCR en ratones, desde los modelos generados por exposicion a diferentes agentes
carcindgenos (ej. uso cronico de sulfato sdédico de dextrano, que recrea las
condiciones de una enfermedad intestinal inflamatoria), asi como multiples
modelos transgénicos y knock out. Muchos de estos modelos, a pesar de su
utilidad para estudiar los primeros pasos de la carcinogénesis tumoral, son
extremadamente limitados porque tienen un bajo desarrollo tumoral, ya que sélo
una fraccién de los ratones que experimentaron esas condiciones desarrollaron
tumores, y cuando éstos se desarrollan, revelan una amplia variabilidad en la

localizacion, difusién y diferenciacién [110].

En vez de generar un tumor murino de CCR, otras aproximaciones
experimentales se basan en la implantacion y perpetuacion del tumor de CCR del
paciente en los ratones. Aproximaciones que van desde la inyeccién directa de
células tumorales en la cavidad peritoneal, la implantacién de los tumores
humanos para generar los Patient Derived Xenografts (PDX) en el tejido

subcutaneo del ratdn, hasta la inyeccion/implantacion de las células tumorales
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humanas en el colon del ratéon, generando asi los Patient Derived Orthotopic
Xenografts (PDOX). [94]. Los modelos que se generan en ratones pueden tener
diferentes grados de inmunosupresién [111]. El modelo de xenoinjerto
subcutaneo permite la deteccién de células madre cancerosas, pero carece de la
relacion directa con la invasion local y las metastasis, por lo que también falla a la
hora de simular la interaccién entre el tumor y el microambiente original del que
procede. A pesar de ello, este tipo de modelo ha tenido un gran éxito, y hoy en dia
es ampliamente utilizado por investigadores de todo el mundo para inducir el
CCR en ratones para el estudio de la carcinogénesis y, principalmente, para

evaluar la respuesta farmacoldgica.

En los PDOX el tumor o las células tumorales del propio paciente, se
implantan o inyectan directamente en la posicion anatémica de interés [93],
[112], [113]. Los modelos PDOX permiten una fuerte preservacion de la
arquitectura tumoral y estromal, con un alto grado de fidelidad al tumor donante
tanto microscépica, genética y funcional. Modelos que aumentan la posibilidad de
diseminacion metastasica a distancia en comparaciéon con los modelos
subcutaneos siendo estos modelos los mas similares para reproducir las
caracteristicas del cancer en humanos [114]. A pesar de todas las caracteristicas
favorables, el modelo presenta algunas limitaciones importantes: las muestras
suelen tomarse de pacientes con tumores muy avanzados, y de pacientes que ya
habian sido sometidos a ciclos de quimioterapia y la heterogeneidad
intratumoral, ya que dependiendo del trozo implantado puede haber diferencias

en las células cancerosas y, por tanto, en el modo de desarrollarse.

No obstante, cada modelo animal tiene sus pros y sus contras y, en
algunos casos, es necesaria la asociacién de mas de un modelo de CCR para dar
una respuesta mas precisa a las necesidades de la clinica y de cada paciente. El
modelo debe elegirse en funcién de las expectativas y el objetivo del estudio,

maximizando asf su potencial.

54



PREMISAS E
HIPOTESIS






Premisas e hipdtesis

PREMISAS

En las ultimas décadas se ha producido un enorme avance en el conocimiento
de las bases moleculares que subyacen, tanto a la génesis, como a la evolucién

de los tumores colorrectales.

Estudios que ademas han permitido establecer una nueva clasificacién de los
tumores colorrectales, integrando en los sistemas de clasificaciéon sus

caracteristicas moleculares (definidos como CMS1, 2, 3 y 4).

La integracion en los algoritmos de diagnéstico del conocimiento de las
caracteristicas mutacionales de un tumor ya sea mediante el estudio de
paneles de genes o de genes individuales (K-, N-, H-RAS, PI3KCA, BRAF, EGFR,
etc.), ha abierto la puerta a individualizar/personalizar el tratamiento de los

pacientes.

En paralelo a estos conocimientos, ha habido un impresionante desarrollo
farmacolégico de nuevos inhibidores o terapias dirigidas, mas especificas que
la quimioterapia convencional, y que tienen como diana muchas de las
proteinas celulares relevantes para el desarrollo de un tumor. Y ya en los
ultimos afios, la llegada de la inmunoterapia (Immune Check Point inhibitors,
ICIs) ha cambiado totalmente el panorama terapéutico para muchos tipos

tumorales.

Pero a pesar de todos estos avances, en el cancer colorrectal no se han
traducido en grandes novedades terapéuticas, siendo los regimenes FOLFOX
(5-FU+oxaliplatino) y FOLFIRI (5-FU+Irinotecan) la base del tratamiento de

una gran mayoria de los tumores colorrectales.

La incorporacién de algunas terapias dirigidas a los esquemas clasicos ha
representado una mejora notable en algunos subgrupos de pacientes
(anticuerpos anti-EGFR, bevacizumab, aflibercept, vemurafenib, MEKinh.,
etc.). Sin embargo, todavia hay un amplio recorrido que hacer a la hora de

mejorar el tratamiento de otros muchos grupos de pacientes.
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HIPOTESIS

La generacion de Patient Derived Orthotopic Xenografts (PDOX) u
orthoxenografts a partir de biopsias frescas obtenidas de los tumores de los
pacientes, e implantados en el ciego de ratones inmunosuprimidos, nos ha de
permitir derivar a partir de estos PDOX los tumoroides (PDOXT) in vitro. Siendo
los tumoroides, sistemas mas sencillos donde evaluar e identificar de una forma

eficiente potenciales nuevas aproximaciones terapéuticas.

Pensamos que generar estos binomios PDOX/tumoroides (PDOXT) para
tumores concretos nos ha de permitir avanzar a la hora de identificar potenciales
terapias efectivas que ayuden a mejorar el tratamiento del subgrupo de pacientes

de CCR con MSI.
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Objetivos

El objetivo global de esta tesis es usar el sistema PDOX/tumoroides para

identificar y validar alguna nueva aproximacion terapéutica que pueda ser util

para mejorar el tratamiento de los pacientes afectos de cancer colorrectal con

fenotipo MSI.

Objetivos especificos de esta tesis:

1.

Generacion y caracterizaciéon de Patient Derived Orthotopic Xenografts
(PDOX)/orthoxenografts) a partir de biopsias en fresco de tumores de
pacientes con cancer colorrectal que presenten inestabilidad de
microsatélites (MSI), con o sin mutacion en el gen BRAF. Modelos preclinicos
que se generaran tras la implantacién ortotépica (en el ciego o higado) de

ratones atimicos o inmunosuprimidos.

Generacion y caracterizacion de tumoroides o PDOXT (modelos 3D) in vitro
a partir de los PDOX/orthoxenografts generados y perpetuados en ratdn.
Tumoroides que se usaran para evaluar la efectividad terapéutica de una

pequefia libreria de unos 50 fairmacos seleccionados.

Evaluaciéon preclinica in vivo, en varios PDOX/orthoxenografts, de la
efectividad terapéutica de los mejores farmacos o combinaciones

identificadas en los estudios de cribado realizados con los tumoroides.
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Materiales y métodos

2.1. PACIENTES

Entre inicios del 2018 y mediados de 2022 se incluyeron en la tesis 12
pacientes con adenocarcinoma colorrectal avanzado diagnosticados en el
Hospital Universitario de Bellvitge (HUB) y el Hospital de San Joan Despi Moises
Broggi. Todos los pacientes recibieron tratamiento previo con una
fluoropirimidina en combinacién con irinotecdn u oxaliplatino y en el ambito
adyuvante o de la enfermedad avanzada. Los pacientes en enfermedad avanzada
también recibieron tratamientos con bevacizumab, cetuximab, encorafenib,
binimetinib, aflibercept o panitumumab. No se ha podido acceder a toda la
informacion clinica deseada. Principalmente, a todos los pacientes no se les
realiz6 el mismo tipo de pruebas o los resultados de dichas pruebas fueron

aportadas por los pacientes y realizadas en clinicas privadas.

Para facilitar el desarrollo del estudio, se generé un circuito
interconectado de recogida y procesamiento de muestras en el servicio de
Anatomia Patolégica (AP) del hospital, en el que trabajan de forma conjunta
oncdlogos y patdlogos del Instituto Catalan de Oncologia (ICO) e investigadores
de nuestro grupo. Piezas quirdrgicas colorrectales, de origen primario o
metastasico, fueron recogidas siguiendo con todas las recomendaciones del
Comité Etico del Hospital de procedencia. Todos los pacientes firmaron su
correspondiente consentimiento informado previa recoleccién. Los tumores se
recolectaron en medio de recogida Eagle modificado de Dulbecco suplementado
con GlutaMAX (DMEM, GIBCO Ref. 31966047), 10% de suero bovino fetal (FBS,
GIBCO Ref. 10099-141) y 5% de Penicilina-estreptomicina (P/E, Merck Ref.
P0781-100ML). Las muestras fueron codificadas conforme la fecha de llegada al

laboratorio (P01-10).
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2.2. GENERACION DE MODELOS ORTHOXENOGRAFTS

2.2.1. Animales y condiciones

Todos los estudios con animales de experimentacién se llevaron a cabo
en el Estabulario del Instituto de Investigacién Biomédica de Bellvitge (IDIBELL)
(unidad 1155 de la AAALAC) y fueron aprobados por el Comité de Etica para la
Experimentacién Animal del propio IDIBELL y la Generalitat de Catalunya. Se
realizaron siguiendo las directivas europeas sobre el uso ético de roedores para
la investigacion animal (aprobacion DARP #4899) y bajo el marco del Real

Decreto 1386/2018 (Espaia).

Los ratones utilizados para la generacién de los modelos ortotépicos
fueron ratones atimicos machos de 4-6 semanas de la cepa nu/nu (Charles River).
Estos se alojaron en jaulas ventiladas individualmente en condicién libre de
patégenos (SPF) a temperatura constante (+20-25 °C) y con una humedad del
60%. Los animales estaban sometidos a un ciclo circadiano artificial de 12 horas
de luz/oscuridad y recibian una dieta de alimento balanceado comercial para
roedores y agua ad libitum. Todos los experimentos se realizaron dentro de una

cabina de flujo laminar vertical.

2.2.2. Generacion de los modelos orthoxenografts a partir de biopsias

humanas de CCR

Para generar los modelos orthoxenografts (PDOX), los tumores
recolectados se implantan quirdrgicamente en el ciego de los ratones. Previa
anestesia con isoflurano inhalado, las piezas tumorales de 6 mm3, se implantan en
el colon de los animales usando el hilo de sutura Prolene 7.0. El crecimiento de los
tumores se monitoriza por palpacién. Una vez confirmado el crecimiento, los
tumores se recolectan y se cortan en pequefios fragmentos para su
reimplantaciéon en 2 o mas ratones con el fin de garantizar la perpetuacién de
estos a lo largo de los pases consecutivos. Se practica la eutanasia cuando la
supervivencia del animal se ve comprometida, asi como cuando los tumores

alcanzan un volumen de 1000 mm?3.
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Para los experimentos in vivo se realiza un pase intermedio de expansion
de los tumores seleccionados, donde estos se implantan ortotépicamente a 4-5
ratones con el fin de disponer de suficiente cantidad del tumor a testar. En una
segunda fase, los tumores asi obtenidos se reimplantan de manera ortotépica en
30-40 ratones, garantizando la presencia de un minimo de 4 animales por

condicién experimental durante los ensayos in vivo con los fArmacos escogidos.
2.2.3. Recoleccién de tumores y érganos

A los ratones se les practica la eutanasia por dislocacién cervical y se
recogen los tumores y otros érganos para su posterior analisis. Los tumores que
crecen adheridos al colon se fragmentan en varias partes dependiendo del
tamanio final de la muestra. Una parte del tumor y el resto de los drganos se fijan
con formaldehido (pH 7.4) al 4% toda la noche (overnight u O/N) para ser
incluidos en parafina y realizar estudios histolégicos. Las otras partes del tumor
se congelan directamente en tubos criogénicos Nunc™ (VWR International Ref.

479-6841) y se mantienen a -80 °C para estudios genéticos y moleculares.
2.2.4. |Inclusion en parafina

Los tejidos se fijan en formaldehido al 4% O/N. Al dia siguiente, se
enjuagan con agua del grifo y se deshidratan mediante una bateria de alcoholes: 1
hora (h) en etanol al 70%, 2 h en etanol al 96% en dos pasos, nuevamente etanol
96% O/N, 4h etanol absoluto en tres pasos y, finalmente 1 h 30 min en xileno.
Finalmente, los tejidos se dejan embeber en parafina liquida a +65 °C O/N y, al dia

siguiente se incluyen en bloques.
2.2.5. Tincién con hematoxilina-eosina (H&E)

Los bloques de parafina se cortan en secciones de 3 um de grosor
utilizando un micrétomo (ThermoScientific) y se depositan en portaobjetos STAR
FROST® tratados (deltalab Ref. A100018). Las secciones se desparafinan e
hidratan sometiéndolas a una bateria compuesta por 4 xilenos (10 min cada uno),
3 etanoles absolutos, 3 etanoles al 96%, 1 etanol al 70%, 1 etanol al 50% y, agua

destilada (H20d) (5 min cada uno).
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A continuacidn, los tejidos se tifien durante 10 min en hematoxilina de
Harris y se enjuagan en agua del grifo para eliminar el exceso de tincion. El viraje
de la hematoxilina se hace usando consecutivamente HCI al 1% y agua amoniacal
al 2%. Finalmente, las secciones se contratifien en eosina 0.25% durante 1 min, se
deshidratan en una serie de alcoholes (2 etanoles al 96%, 2 etanoles absolutos y
hasta 4 xilenos; 3 minutos en cada uno de ellos). Y, se montan usando

cubreobjetos y medio de montaje DPX (Merck).

2.2.6. Extraccidon de componentes celulares

2.2.6.1. Extraccién de ADN de tejido congelado

Con una cuchilla estéril se cortan y se digieren mecanicamente un
fragmento de tejido congelado en una placa de Petri. La extraccion del ADN
comienza sumergiendo y homogeneizando la muestra en una soluciéon de
digestion compuesta por: 600 pL de 10-10-0,15 TEN (10 mM Tris-acetato pH 7.5,
10 mM Aacido etilendiaminotetraacético (EDTA) y 0.15 M NaCl), 12 pL de
proteinasa K (20 mg/ml) y 48 uL de dodecilsulfato sédico (SDS) al 10%. Tras
incubar la muestra a +56 °C durante 3 h en agitacion, se afiaden 600 pL de 10-10-
0.65 TEN (10 mM Tris-acetato pH 7.5, 10 mM EDTA y 0.65 M NaCl) y el mismo
volumen de alcohol fenol-cloroformo-isoamilo. Se agita vigorosamente hasta que
se mezclen todas las fases y se centrifuga 10 min a 12000 r.p.m. (revoluciones por
minuto). La fase acuosa se conserva y se precipita el ADN afiadiendo un 10% de
acetato de sodio 3 M a pH 5.2 y dos volimenes de etanol absoluto. En caso de
observarse agregado de ADN éste se recupera, se hacen varios lavados con etanol
70% y finalmente se resuspende en H:0d. En caso de no observar agregado
debido a la baja cantidad de ADN obtenido se deja precipitar O/N a -20 °C. Al dia
siguiente las muestras se centrifugan (5 min 12000 r.p.m.) para recuperar todo el

ADN y, se lavan con etanol 70% y se resuspenden en H20d.

2.2.6.2. Extraccién de ADN de tejido en parafina

Cuando se esta intentado establecer las lineas tumorales en los
orthoxenografts es esencial la no pérdida del tumor, por lo que de ciertos pases se

prioriza la implantacién del tejido en varios ratones y no tanto guardar
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fragmentos para su congelaciéon. En los casos en los que haya poco material
disponible, después de implantar el resto del tumor, se prima la inclusién en
parafina. De aquellas muestras de las que no se tiene material bioldgico
congelado, se realiza la extraccion de ADN de los tejidos embebidos en bloques de

parafina.

Primero, se realizan entre 3-5 cortes de los bloques en el micrétomo de
unos 10 um de grosor y se introducen en un tubo Eppendorf. Para la extraccién se
usa el kit “QlAamp DNA FFPE Tissue Kit” (QUIAGEN Ref. 56404). Este kit esta
especialmente disefiado para purificar el ADN de secciones de tejido fijadas con
formaldehido e incluidas en parafina. El kit utiliza condiciones especiales de lisis
para liberar el ADN de las secciones de tejido y para superar los efectos
inhibidores causados por el entrecruzamiento de los acidos nucleicos con el

formaldehido.

Cuando se disponga de los cortes en los tubos de 1,5 mL o 2 mL, se afiade
320 pL de la solucién de desparafinizacién (QUIAGEN Ref. 19093), se agita
enérgicamente durante 10 s y se realiza una breve centrifugacién para concentrar
la muestra en el fondo del tubo. Posteriormente, se incuba la muestra a +56 °C
durante 3 min, y luego se deja enfriar a temperatura ambiente (T.A.). Se afiaden
180 pL del tampén ATL y se mezcla mediante vortex. Tras una centrifugacién de 1
min a 10000 r.p.m., se afiaden 20 pL de proteinasa K a la fase inferior y clara
pipeteando suavemente pipeteando. En este punto se incuba la muestra a +56 °C
durante 1 h (o hasta que la muestra se haya lisado completamente); y
posteriormente a +90 °C durante otra hora para la inactivacién de la proteinasa
K. Es de importancia saber que tiempos de incubacién mas largos o temperaturas
de incubacién mas elevadas pueden dar lugar a una mayor fragmentaciéon del
ADN. A continuacidn, se recupera la muestra que se encuentra en la parte inferior
del tubo y se transfiere el contenido a uno limpio y se afhaden 200 pL de tampdn
AL a la muestra mezclandola bien mediante un vértex. Se afaden 200 pL de

etanol (96-100%) y se mezcla nuevamente.
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En este punto se transfiere con cuidado todo el lisado a la columna
QIAamp MinElute (en un tubo de recogida de 2 mL) sin mojar el borde y se
centrifuga a 8000 r.p.m. durante 1 min. Pasamos la columna QlAamp MinElute a
un tubo de recogida limpio de 2 mL y se desecha el tubo de recogida que contiene
el fluido. Si el lisado no ha pasado completamente a través de la membrana
después de la centrifugacion, se centrifuga de nuevo a mayor velocidad hasta que
la columna esté vacia. Después, se abre cuidadosamente la columna y se afhaden
500 pL de tampén AW1, sin mojar el borde. La muestra se centrifuga nuevamente
a 8000 r.p.m. por 1 min y repetimos el cambio de columna a un tubo de recogida
limpio de 2 mL. El proceso se realiza otra vez, pero con 500 pL del tampén AW2.
Se centrifuga a maxima velocidad (14000 r.p.m.) durante 3 min para secar la
membrana completamente y transferimos la columna a un tubo de

microcentrifuga limpio de 1.5 mL.

Para finalizar, se abre con cuidado la tapa de la columna y se aplica en el
centro de la membrana 20-100 pL de H20d atemperada a 56 °C para facilitar la
elucion del ADN, se incuba a T.A. durante 5 min y se centrifuga a maxima

velocidad durante 1 min.

2.2.6.3. Cuantificacion de ADN

La cuantificacion del ADN se efectia sometiendo el ADN a luz ultravioleta
a una longitud de onda de 260 nandémetros (nm) haciendo uso de un
espectrofotometro NanoDrop™ 2000 (ThermoScientific Ref. ND-2000) y su
software operativo. Una vez obtenido los valores, el ADN de todas las muestras

fue diluido en H20d hasta tener una concentracion final de 100 ng/pL.

2.2.6.4. Extraccidon de proteinas de tejido congelado

Con una cuchilla estéril se corta un fragmento de tejido congelado en una
placa de Petri sobre hielo. Para la digestién quimica, se sumerge el fragmento en
500 pL de una mezcla compuesta por tampoén de extraccion y de lisis RIPA (50
mM Tris-HCI pH 7.5, NaCl de 150 mM, 1% NP-40, SDS al 0,10% y desoxicolato de
sodio al 0.5%) suplementado con inhibidores de fosfatasas y proteasas (Merck)

1x se disgrega mecdnicamente con la ayuda de un TissueLyser II (QUIAGEN Ref.
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85300) y se incuba en hielo durante 30 min. Una vez pasado este tiempo, se
centrifuga a 13000 r.p.m. durante 15 min en frio (+4 °C). El lisado de proteinas se

dispone en la parte del sobrenadante, el cual se recoge y se guarda a -80 °C.

2.2.6.5. Cuantificacion del lisado de proteinas

Para cuantificar los lisados de proteinas se utiliza el kit colorimétrico
Pierce BCA Protein Assay (ThermoScientific Ref. 23225). En primer lugar, se
realiza una curva estandar de concentraciones crecientes de 0 a 2 mg/mL
diluyendo la albiimina de suero bovino (BSA) en tampdn RIPA. Las muestras de
interés se diluyen también a 1:20. A continuacion, se cargan 10 pL de la curva
estandar y de las muestras de interés en una placa de 96 pocillos de fondo plano.
Para proseguir, se afiaden 200 pL del reactivo de trabajo BCA (50:1, reactivo A:B)
a cada pocillo y se mezcla cuidadosamente para evitar la apariciéon de burbujas.
La placa se incuba durante 30 min. a +37 °C. La absorbancia se mide a 560 nm de
longitud de onda por espectrofotometria (Power Wave XS, BIO-TEK) utilizando el
software KCJrWin. La concentracién de proteinas se calcula por extrapolaciéon en

la curva estandar en el software “Microsoft Excel”.

2.2.7. Analisis moleculares

2.2.7.1. Inmunohistoquimica

Para determinar la expresion y la localizacién de las proteinas en los
tumores, se cortan bloques embebidos en parafina en secciones de 3-5 um de
grosor. Para fijar el tejido se incuban durante 10 min a +80 °C. Se desparafinan
mediante una bateria de 4 xilenos (10 min cada uno), 3 etanoles absolutos, 3
etanoles al 96%, 1 etanol al 70% y 1 etanol al 50% (5 min cada uno). Se finaliza la
rehidratacién de las secciones en H20d. A continuacién, es necesario recuperar
los antigenos enmascarados durante el proceso de fijacion. El
desenmascaramiento de los antigenos se lleva a cabo calentando los tejidos
fijados durante 15 min a +110 °C en una solucién de desenmascaramiento
antigénico dependiendo del anticuerpo (Citric Acid Based, pH 6, Vector

Laboratories Ref. H-3300; o Dako Target Retrieval Solution, pH 9, Dako Ref.
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S2367) utilizando una olla a presion (Decloaking Chamber™ NxGen, Biocare

Medical).

La actividad de la peroxidasa enddgena se bloquea incubando las
secciones histolégicas durante 15 min en una solucién de H202 al 3% con 30% de
metanol. A continuacion, se sumergen durante 10 min en PBS-T (solucién salina
tamponada con fosfato 0.05% TWEEN® 20, pH 7.4) para permeabilizar las
membranas celulares. Después, se bloquean las uniones inespecificas incubando
las muestras con suero de cabra al 5% en PBS-T durante 1 h a T.A. en una cdmara
himeda. Se afiade el anticuerpo primario deseado con la dilucién adecuada sobre
las muestras y se mantiene O/N a +4 °C (Tabla 2).

Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados para la deteccion de proteinas por
inmunohistoquimica.

Anticuerpo Referencia Especie | Dilucién Marca
Ki67 [SP6] ab21700 Conejo | Prediluido abcam
ALK (D5F3®) . Cell Signaling
XP® 3633 Conejo 1/50 technology
p-ALK (Tyr1640) PA5-104565 Conejo 1/40 Invitrogen

Al segundo dia, las muestras se atemperan durante 30 minutos a T.A. y
posteriormente se lavan con PBS-T durante 10 min dos veces. Para continuar, se
incuban las secciones con los anticuerpos secundarios anti-ratén o anti-conejo
EnVision+ System-HRP (Dako Ref. K4001 o K4003, respectivamente) durante 1 h a
T.A. en la cdAmara hiimeda. Pasado este tiempo, los tejidos se lavan primero con
PBS-T 10 min tres veces. Los anticuerpos se detectan tras el revelado con el
sustrato cromogénico DAB+ (EnVision™ Kit, Dako Ref. K3468), con una incubacién
entre los 30 s alos 10 min a T.A., segin el anticuerpo y la muestra de tejido, hasta
la aparicién de un precipitado marrén. Finalmente, las secciones se enjuagan en

agua del grifo para detener la reaccion.

Para observar las células, las secciones se contratifien con hematoxilina y

se enjuagan en agua del grifo para eliminar el exceso de tincidn. Posteriormente,
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se deshidratan en una bateria de alcoholes compuesta por: 1 etanol al 70%, 3
etanoles al 96%, 3 etanoles absoluto (estos pasos a 5 min) y 4 xilenos (10 min).
Finalmente, las muestras se montan usando cubreobjetos y medio de montaje

DPX (Merck).

Los tejidos se visualizaron con el microscopio Nikon Eclipse 80i y se
tomaron imagenes con una cadmara digital Nikon DS-Ril utilizando el software
NIS-Elements BR 3.2 (64 bits). Los andlisis se llevaron a cabo con el software

Image].

2.3. CULTIVO DE ORGANOIDES TUMORALES (TUMOROIDES)

2.3.1. Generacion de tumoroides a partir de PDOX

Tras practicar la eutanasia al ratén, una vez extraido el tumor, se
sumerge en una solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco 1x (DPBS,
GIBCO Ref. 14190-169) suplementado con 5% de P/E durante 30 min a T.A. Tras
este periodo, se realizan un par de lavados con DPBS para eliminar el antibiético.
A continuacidn, se hace uso del Tumor Dissociation Kit, human (Miltenyi Biotec
Ref. 130-095-929) para disgregar los tumores y obtener las células individuales.
El kit de disociacion de tumores ha sido desarrollado para la 6ptima disgregacion
de una amplia gama de tipos de tumores, como el cancer de mama, pancreas,

proéstata, colon y el adenocarcinoma de pulmoén, entre otros.

Primero, para facilitar la digestiéon de la muestra, se corta el tumor en
pequeiios fragmentos de aproximadamente 0.5 cm de diametro con la ayuda de
un escalpelo estéril. Posteriormente, se prepara la mezcla de enzimas afiadiendo
los siguientes componentes en un tubo gentleMACS C (Miltenyi Biotec Ref. 130-
093-237) segtn la Tabla 3.
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Tabla 3. Preparacion mezcla enzimatica del “Tumor Dissociation Kit, human”. Las
letras H, R y A corresponden a la nomenclatura de la casa comercial.

Tamaiio de la

Mezcla enzimatica
muestra tumoral

i 2.2 mL 100 pL 50 uL 12.5 uL
DUy DMEM enzima H enzima R enzima A
0.2-1.0 4.7 mL 200 pL 100 uL 25 uL
U8 DMEM enzima H enzima R enzima A

El tejido a digerir se transfiere al tubo gentleMACS C que contiene la
mezcla de enzimas preparadas y se coloca del revés en el soporte del Disociador
gentleMACS (Miltenyi Biotec Ref. 130-093-235). Tras la finalizacion del
programa, se incuba la muestra durante 30 min a +37 °C bajo una continua
rotacion. Una vez finalizado el tiempo, se vuelve a colocar el tubo C boca abajo en
el soporte del disociador y posteriormente se incuba 30 min a +37 °C en rotacion.
Finalmente, se coloca el tubo C boca abajo en el soporte del disociador por ultima

vez y se ejecuta el programa.

Tras un breve paso de centrifugacién (1000 r.p.m. por 5 min)
para recoger el material biolégico en el fondo del tubo, se resuspende la muestra
con 5 mL de DMEM suplementado con 10% de FBS, inactivado previamente
calentdndolo a +55 °C durante 30 min, y 1% de P/S. Seguidamente, se pasa la
suspension celular a través de un filtro con una malla porosa de 70 um (Corning
Ref. 352350) colocado en un tubo de 50 mL. Después, se lava el filtro con otros 20
mL de DMEM y se sedimenta la suspensién celular por centrifugaciéon a 1000
r.p.m. durante 7 min. Para terminar, se aspira el sobrenadante completamente y
se resuspende con 1 mL de DMEM/F-12+++ (Tabla 6). En este momento la muestra

esta lista para ser cultivada.

Se preparan las diluciones adecuadas de la suspension celular en funciéon
del pellet de células que obtuvimos antes de resuspender la muestra. Siempre se
suelen hacer 3 diluciones para sembrar. Las diluciones mas comunes son 1/5,

1/10 y 1/20. Sin embargo, si existe mucha cantidad de pellet se pueden hacer
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mas diluidas: 1/20, 1/40 y hasta 1/80 o 1/160. Para hacer todas las diluciones se
parte de 1 mL y seguimos la Tabla 4.

Tabla 4. Diluciones recomendadas para sembrar la suspension celular.

Dilucion Volumen de Centrifugar Sembrar
muestra

1/5 400 pL 1000 r.p.m. 2 pocillos

1/10 200 pL 1000 r.p.m. 2 pocillos

1/20 100 pL 1000 r.p.m. 2 pocillos

1/40 50 pL No necesario 2 pocillos

1/80 25 uL No necesario 2 pocillos

Una vez preparadas las diluciones, se afnaden 100 uL de Matrigel®
(Corning Ref. 356231) (50 pL por cada pocillo) en el tubo Eppendorf y se
homogeniza suavemente la suspension con una punta de pipeta de 200 pL con
filtro con el tubo en contacto permanente con hielo. Es de extrema importancia
que se haga con suma delicadeza para evitar generar burbujas. Para sembrar, se
coloca una gota justo en el medio del pocillo de una placa de 24 pocillos con fondo
plano (Merck/TPP, Z707791-126EA) y se deja reposar la placa 1-2 min a T.A.
para que se comience a solidificar el Matrigel®. Por ultimo, se incuba la placa 10-
20 min a +37 °C para que la gota se solidifique totalmente y se afiaden 450 pL de
Medio Completo (Tabla 7) dejandolo caer suavemente por la pared del pocillo.
Mantenemos la placa en un incubador a +37 °C en aire humidificado con un

contenido de COz del 5%.
2.3.2. Mantenimiento de lineas de tumoroides

Para el mantenimiento del cultivo de tumoroides se necesita disponer de
medio DMEM/F-12++* y Medio Completo. Estos medios requieren una serie de
factores que estdn listados en la Tabla 5. Por otro lado, la preparacién de los
medios se realiza siguiendo los volimenes indicados en la Tabla 6 para el medio
DMEM/F-12++ y la Tabla 7 para el Medio Completo. El medio completo puede

conservarse un maximo de 2 semanas a +4 °C. El medio de cultivo de los
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tumoroides se refresca cada 72 h para mantener siempre una concentraciéon
adecuada de los factores necesarios para su establecimiento y crecimiento. El
medio se elimina con una pipeta de vidrio y se afiaden 450 pL de Medio Completo
fresco previamente atemperado, manteniendo intacto la gota de Matrigel®. El
crecimiento del cultivo de tumoroides se monitoriza al microscopio.

Tabla 5. Lista de factores y reactivos para el cultivo de tumoroides. hEGF, Factor de
crecimiento epidérmico humano

FACTORES MARCA REFERENCIA
DMEM/F-12 Biological Industries 01-170-1A
L-Glutamina Merck G7513-100ML
Primocina Invivogen ant-pm-1
Suplemento B-27 GIBCO 0080085SA
Suplemento N-2 Life Technologies 17502048
Noggin PeproTech 120-10C
R-Spondina-1 PeproTech 120-38
hEGF Merck E9644-.5MG
Y-27632 dihidrocloruro Merck Y0503-5MG
Nicotinamida Merck 72340-250G
N-Acetil-L-cisteina Merck A7250-25G
A83-01 Merck SML0788-5MG
SB 202190 Merck S7067-5MG
Prostaglandina E2 Tocris Bioscience 2296
Gastrina I Tocris Bioscience 3006
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Tabla 6. Voliumenes de los factores necesarios para preparar el medio DMEM/F-

12+++, U, unidades.

FACTORES

DMEM/F-12
P/S
L-Glutamina

Primocina

VOLUMEN

50 mL
500 pL
500 pL
100 uL

[STOCK]

1x

100 U/mL

100x

50 mg/mL

[FINAL]

1x
1U/mL
1x
100 pg/mL

Tabla 7. Volimenes de los factores necesarios para preparar el Medio Completo.
Entre paréntesis, la dilucién del reactivo tras la reconstituciéon. NAM, Nicotinamida. NAC,
N-Acetil-L-cisteina. PEG2, Prostaglandina E2.

MEDIO COMPLETO

FACTORES [STOCK] [FINAL]
5mL 40 mL
B-27 100 pL I | 800 pL 50x 1x
N-2 50 pL | 400 pL 100x 1x
Noggin 5puL 40 pL 100 pg/mL 100 ng/mL
R-Spondina-1 5uL 40 pL 100 pg/mL 100 ng/mL
hEGF 0,5 pL W 4 pL 500 pg/mL 50 ng/mL
Y-27632 1,25 pL . 10 pL 40 mM 10 uM
NAM 100 uL . / 800 pL 500 mM 10 mM
NAC 10 pL 80 pL 500 mM 1 mM
A 83-01(1/10) 2,5 pL / 20 pL 1 mM 500 nM
SB 202190 1 pL V 8 uL 15 mM 3uM
PGE2 (1/1000) 1pL 8 uL 50 uM 10 nM
Gastrina1(1/10) 1 uL 8 uL =50 uM ~10 nM
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2.3.3. Pase del cultivo de tumoroides

Cuando el cultivo de tumoroides alcanza una densidad elevada se debe
realizar un pase y la ampliacion del cultivo. En primer lugar, se resuspende el
Matrigel® con puntas de filtro de 1 mL mezclando el Matrigel® con el medio,
evitando la formacién de burbujas. Una vez homogeneizado, se transfiere a un
tubo Eppendorf de 1.5 mL. Para realizar una disgregaciéon mecanica de la matriz,
se pasa la suspension celular entre 4-6 veces por una aguja hipodérmica de 30G y
se centrifuga a 1000 r.p.m. durante 5 min. Se descartar el sobrenadante dejando
aproximadamente 50 pL y se resuspende el sedimento celular. A continuacidn, se
realizan las diluciones adecuadas, dependiendo de la densidad y la tasa de
crecimiento observada en cada linea de tumoroides. Normalmente se pasa de 1
pocillo a 2-4 pocillos. Se afiaden 50 pL de Matrigel® por pocillo que se desea
sembrar colocando una gota justo en el medio del pocillo de la placa de 24. Se
deja reposar la placa 1-2 min a T.A. y se incuba 10-20 min a +37 °Cy 5% de COa.
Finalmente, se afiaden 450 pL de Medio Completo dejandolo caer suavemente por
la pared del pocillo. Mantenemos la placa a +37 °C en aire humidificado con 5%

de CO2.
2.3.4. Obtencion de células individuales de cultivos de tumoroides

Si se desea plaquear un ndmero concreto de células por pocillo es
necesario digerir el Matrigel® y romper las estructuras tridimensionales
formadas por las células. Para ello, se comienza lavando los pocillos con DPBS +
5% P/S. Si se puede eliminar el medio sin despegar la gota de Matrigel®, se
descarta y se afiaden directamente 400ul del DPBS. Si la gota de Matrigel® esta
en mal estado, es necesario resuspender el Matrigel® con el medio, traspasar la
suspensién a un tubo Eppendorf de 1,5 mL, centrifugar a 1000 r.p.m. por 5 min y
eliminar el sobrenadante. Ahora se puede resuspender la muestra con 1 mL de
DPBS + 5% P/S frio. Si se desea, se pueden juntar varios pocillos en un tubo
Eppendorf (maximo 3 pocillos). Pasados 5 min de incubacién, centrifugar por 5

min a 1000 r.p.m. y, posteriormente, eliminar todo el DPBS que se pueda.
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Para la disgregacion de la muestra, ésta se resuspende en un volumen de
150 pL de Tripsina-EDTA (0,05%) (GIBCO Ref. 25300062) por contenido de
pocillo que se haya introducido previamente en el tubo. Si se obtiene un pellet
demasiado grande se puede aumentar un poco mas el volumen de tripsina. Se
incuba a +37 °C durante 15 min. Pasado este tiempo, se afiade el doble de
volumen de medio DMEM/F-12 + 10% FBS que tripsina se haya utilizado. Tras
una centrifugaciéon de 5 min a 500 r.p.m. se resuspende la muestra con 1 mL de
DMEM/F-12++. Para una correcta disgregacion, se pasa la suspension celular
entre 3-4 veces por una aguja hipodérmica de 30G. Para finalizar, se realiza el

recuento de células en cdmaras de Neubauer con azul de tripano.

Una vez determinado el nimero de células por mL de solucién se
siembran las células con Matrigel®. Dependiendo de si se quiere sembrar en
placas de 24 o de 96 el nimero de células varia de media entre 15000 y 4000,
respectivamente Para realizar los calculos se necesita saber cuantos pocillos se
desea sembrar y el nimero de células que se quiere por pocillo. Para calcular el
volumen final hay que tener en cuenta que el volumen de Matrigel® tiene que
representar como minimo un 75% del volumen total. Si se desea utilizar placas de
24 pocillos, sembrar 50 pL/pozo, si es en placa de 96 pocillos sembrar 10
uL/pozo. Una vez depositada la gota en el centro del pocillo, se deja reposar la
placa a T.A. y se incuba 10 min a +37 °C con 5% COz2. Finalmente, se afiaden 450
uL (24 pocillos) o 100 pL (96 pocillos) de Medio Completo previamente
atemperado y se mantiene la placa en un incubador a +37 °C en aire humidificado

con 5% de COa.
2.3.5. Criopreservacion y descongelacion de tumoroides

Para la criopreservacion de tumoroides, se elimina primero el medio de
cultivo del pocillo y se afladen 400 pL de DPBS frio. Se resuspende y homogeneiza
la muestra hasta que la gota no sea visible. Tras un paso de centrifugaciéon a 1000
r.p.m. por 5 min, se elimina el sobrenadante y se afiade y resuspende el
sedimento con 1 mL de medio de congelacién compuesto por FBS con 10% de

dimetilsulféxido (DMSO). Este volumen se transfiere un criovial y se guarda a -80
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°C durante 24 h en un recipiente Mr. Frosty™ (-1 °C/min, ThermoScientific).
Transcurrido este periodo, el criovial se almacena en un tanque de nitrégeno

liquido.

Para la descongelacidn, el criovial se descongela parcialmente durante 1-
2 min en un bafio a +37 °C. A continuacion, la suspension se transfiere a un tubo
Falcon de 15 mL con 5 mL de medio DMEM/F-12++ y se centrifuga a 1000 r.p.m.
por 5 min. Una vez eliminado el sobrenadante, el sedimento se resuspende en 50
uL de Medio Completo y se afladen 150 pL de Matrigel®, y se plaquea una gota en
el centro de un pocillo de una placa de 24 pocillos. La placa se incuba en la estufa
a +37 °C para que el Matrigel® solidifique y se afiaden 450 pL del medio

correspondiente, previamente atemperado a +37 °C.

2.3.6. Identificacion y separacion de poblaciones humanas y murinas de

un cultivo de tumoroides proveniente de PDOX

2.3.6.1. Extraccion de ADN de precipitado celular

Antes de empezar con la extraccion del ADN, se debe tener un
precipitado o pellet celular de la muestra con la que se pretende trabajar. Para
ello, se sigue el protocolo explicado en el apartado 2.3.4 hasta la centrifugacion
posterior a la disgregacidon con tripsina. Una vez obtenido el pellet celular se

puede congelar a -80 °C hasta el inicio del protocolo de extraccién.

La extraccién del ADN de pellet celular se realiza del mismo modo que en
el apartado 2 pero esta vez con menos volumen al contar con menos muestra. Se
comienza homogeneizando el pellet con 250 pL de 10-10-0,15 TEN, 3 pL de
proteinasa K (20 mg/ml) y 15 pL de SDS al 10%. Tras incubar la muestra a +56 °C
durante 2h en agitacién, se afiaden 250 pL de 10-10-0.65 TEN y el mismo
volumen de alcohol fenol-cloroformo-isoamilo. De aqui en adelante sigue el
mismo protocolo que en el apartado mencionado. La cuantificaciéon del ADN de

las muestras se realiza segln se explica en el apartado 2.2.6.3.
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2.3.6.2. Separacion de poblaciones celulares humana y murina

Durante la fase de crecimiento in vivo, el tejido xenoinjertado se
vasculariza y es infiltrado por células de origen murino, incluyendo
subpoblaciones heterogéneas de linfocitos, fibroblastos y células endoteliales.
Ademadas, el cultivo de células tumorales humanas se ve frecuentemente
obstaculizado por los fibroblastos murinos que sobrecrecen las células objetivo.
Por ello, se hace uso del Mouse Cell Depletion Kit (Miltenyi Biotec Ref. 130-104-
694) que ha sido disefiado para el enriquecimiento de células humanas intactas

tras el xenotransplante.

Seguimos el protocolo explicado en el apartado 2.3.4 hasta la
determinacién del ndmero de células que hay en la suspension. Una vez
preparada la muestra se comienza con el marcaje magnético. Para ello se
centrifuga la suspension celular a 600 r.p.m. durante 10 min y se aspira el
sobrenadante completamente. A continuacion, se resuspende el pellet de células
afiadiendo, por cada 2x10° de células tumorales o 107 células totales (incluidos
los glébulos rojos), 80 pL de tampoén frio (DPBS y 0,5% BSA) y 20 pL del cdctel de
eliminacién de células de ratéon. Tras mezclar bien la solucidn, se incuba durante
15 min en el frigorifico (+2-8 °C). Finalizada la incubacidn, se ajusta el volumen a

500 pL utilizando el tampédn.

Llegados a este punto, se procede a la separacién magnética. Se coloca la
columna LS (Miltenyi Biotec Ref. 130-042-401) en el campo magnético de un
Separador MACS (Miltenyi Biotec Ref. 130-042-302) y se prepara la columna
enjuagandola con 3 mL de tampon frio. Se pueden procesar hasta 1x107 células
tumorales o hasta 5x107 células totales en una columna LS. En este momento, se
aplica la suspensién celular en la columna. Una vez comience a efluir el volumen,
se recoger el flujo que contiene células no marcadas, que representan el
enriquecimiento de las células tumorales. Se lava la columna con 2x1 mL de
tampoén y se sigue recogiendo las células no marcadas que pasan, que siguen
siendo las células tumorales humanas enriquecidas. Ya obtenidas las células
humanas, se procede a la recoleccion de las células de ratén. Se retira la columna

del separador y se coloca en un tubo de 10 mL. Para extraerlas, se pipetea 3 mL
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de tampodn en la columna e inmediatamente, se efluyen las células de raton

marcadas magnéticamente, empujando firmemente el émbolo en la columna.

Los tubos obtenidos, tanto de las células tumorales humanas como las
células murinas, se centrifugan 5 min a 600 r.p.m. y se realizan lavados con PBS
para eliminar posibles restos de los componentes del kit. Se realiza un contaje de
las células tumorales humanas con azul de tripano y, en este momento, estan

listas para ser sembradas.

2.3.6.3. Identificacion de las poblaciones humanas y murinas por

citometria

Las células de carcinoma de colon humano positivas para EpCAM se
aislaron de una poblacion celular heterogénea utilizando el kit de deplecion de
células de ratén, por una columna LS, después de que el tejido fuera disociado
utilizando el Kit de disociacién de tumores humanos. Para comprobar que la
separacion se habia realizado correctamente, se analizaron las muestras por
citometria de flujo usando un citometro Gallios™ (Beckman Coulter). Se usé el
anticuerpo anti-humano CD326 (EpCAM)-PE (Miltenyi Biotec Ref. 130-113-826)
para la deteccion de células humanas y el Labeling Check Reagent-APC (Milteny
Biotec Ref. 130-122-219) para las células de ratén. Los datos se recogieron y

analizaron usando el software Kaluza (Beckman Coulter).

2.3.6.4. Identificacidon de las poblaciones humanas y murinas por PCR

Una vez extraido (2.3) y cuantificado (2.2.6.3) el ADN de las células
tumorales humanas y murinas, se realizaron experimentos de PCR con cebadores
especificos de las especies Homo sapiens (MW506798.1 Homo sapiens haplogroup
Ulalal mitochondrion, complete genome) y Mus musculus (KY018919.1 Mus
musculus mitochondrion, complete genome) para la identificacion de las
poblaciones celulares (Tabla 8). Como controles positivos se utilizaron muestras

extraidas de tejido de ratén y de tejido humano.
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Tabla 8. Cebadores para la identificacion de las poblaciones humanas y murinas. pb,
pares de bases.

Cebadores Secuencia Tamaiio
HUMAN_FW 5’ - GGTGCAGCCGCTATTAAAGG - 3’

448 pb
HUMAN_RV 5’ - CGTCAGCGAAGGGTTGTAGT - 3’
MOUSE_FW 5’ - CATAGCCTGGCAGACGAACA - 3’

397 pb
MOUSE_RV 5" - GGACTGGAATGCTGGTTGGT - 3’

Las reacciones se realizaron de forma independiente con los cebadores
humanos y murinos en un volumen final de 30 pL con 0.2 uM de cada cebador con
el resto de los componentes necesarios: 1.25 U de la polimerasa de Thermus
aquaticus (Taq, 5 U/uL, Invitrogen), 2.5 mM de MgzCl, 0.2 mM de dNTPs, tamp6n
1x y H20d. Ademas, se afiadieron 100 ng de ADN y la reaccién se llevé a cabo
utilizando un termociclador SimpliAmp™ (Applied Biosystems). Las condiciones
de la PCR fueron las siguientes: +95 °C durante 5 min; 30 ciclos de +95 °C durante
30 s, +60 °C durante 30 s y +72 °C durante 30 s; y +72 °C durante 7 min. Los
productos finales fueron separados electroforéticamente en un gel de TBE (Tris,
borato y EDTA) con agarosa al 2% y visualizadas usando una tincidn de gel de
ADN SYBR Safe (Invitrogen Ref. S33102). Este protocolo sera el estandar para la

identificacién de las poblaciones y no la citometria de flujo.
2.3.7. Inclusidny tinciéon con H&E de los tumoroides

Debido al pequefio tamafio de los organoides, a la hora de hacer su
inclusién en bloques de parafina, se hace necesario la encapsulaciéon de estos
usando la matriz en gel Histogel® (Epredia Ref. HG-4000-012), ampliamente
usada en el servicio de anatomia patologia durante la inclusién de pequeiias

biopsias.

Para preparar los tumoroides, se elimina el medio de un minimo de dos
pocillos y se recogen las esferas con 500 pL de DPBS frio en un tubo Falcon de 15

mL. Los pocillos se lavan con 500 pL adicionales de DPBS frio y se recogen en el
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mismo tubo. Se centrifuga la muestra a 1000 r.p.m. durante 5 min a +4 °C y se
elimina el sobrenadante. Posteriormente, se afiade 1 mL de formaldehido al 4%,
se resuspende y se incuba 1 h a T.A. A continuacidn, se calienta una alicuota de
Histogel® en un termobloque, precalentado a 80 °C, durante 1-2 min, o hasta que
estuviese liquido. El tubo con los tumoroides fijados se centrifuga a 1000 r.p.m.
durante 5 min y se desecha el sobrenadante. La alicuota de Histogel se atempera
durante 1 min y se afiaden lentamente entre 2-4 gotas de Histogel sobre el
sedimento de esferas utilizando una punta de pipeta de 1 mL con filtro.
Inmediatamente, tras resuspender la muestra con sumo cuidado, la suspension se
transfiere a un molde desechable Tissue-Tek® Cryomold® (Sakura Ref. SA62534-
10) y se coloca sobre una placa fria para su solidificacién. Posteriormente, el
bloque de Histogel se extrae del molde, se transfiriere a un casete de histologia y
se comienza con la inclusion siguiendo las instrucciones indicadas en el apartado
2.2.4. Finalmente, se enfria y se corta el bloque en secciones de 3 pm en un
microtomo y se montan en cristales portaobjetos; estos portaobjetos se secan a
+37 °C durante toda la noche y al dia siguiente se realiza la tincién con H&E

(apartado 2.2.5).

2.4. CULTIVO DE LINEAS CELULARES EN MONOCAPA

2.4.1. Generacion de lineas celulares en monocapa a partir de tumoroides

Tras la disgregaciéon de los tumoroides y la obtencién de células
individuales (apartado 2.3.4), el volumen de la suspension celular no utilizado se
siembra en placas de Petri tratadas (TPP, Ref. 93100) y se afiaden 13 mL de
DMEM suplementado con 20% de FBS y 1% de P/S. Se mantienen las placas en un
incubador a +37 °C en aire humidificado con un contenido de COz del 5% y se va

observando su crecimiento por microscopia.
2.4.2. Pase y mantenimiento de las lineas celulares

El medio de cultivo se refresca cada 3-5 dias para mantener siempre unas

condiciones adecuadas de crecimiento. El medio se elimina con una pipeta de
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vidrio, se realizan lavados con 5 mL de DPBS y se afiaden aproximadamente 13

mL de medio fresco DMEM + 10% FBS + 1% P/S previamente atemperado.

Cuando exista una confluencia alta de células en los cultivos, se realizan
los pases para ampliar la muestra. Las células adheridas a la placa se desprenden
por incubacién con tripsina-EDTA 0.05% precalentada a +37 °C durante 1-2 min.
A continuacioén, se inactiva la tripsina utilizando DMEM suplementado con 10%
de FBS. Las células se centrifugan durante 5 min a 1000 r.p.m., se resuspenden
con un medio fresco nuevo y se siembran en un nimero variable de placas de

Petri dependiendo del tamafio del precipitado celular.
2.4.3. Test de contaminacién por micoplasma

Todas las lineas celulares fueron sometidas a pruebas rutinarias de
contaminacién por micoplasma mediante PCR (Tabla 9). Para ello se recogieron
los medios de las células incubadas en exceso y en ausencia de antibidticos

durante al menos 5 dias. Todas las pruebas fueron negativas.

Tabla 9. Cebadores para la deteccion de la contaminacién por micoplasma.

Cebadores Secuencia
MICO-1 5’- GGCGAATGGGTGAGTAACACG - 3’
MICO-2 5’- CGGATAACGCTTGCGACTATG - 3’

2.5. CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y GENETICA DE
TUMOROIDES Y TEJIDOS TUMORALES

2.5.1. Analisis de microscopia

El crecimiento de las células en monocapa y los tumoroides se
monitorizaron por microscopia y se tomaron fotografias con distintos aumentos a
lo largo de los pases para comprobar su morfologia. A su vez, se tomaron
fotografias del efecto de los tratamientos tras la administracién de los

compuestos.
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Por otor lado, también se visualizaron microscépicamente los tejidos y
tumores obtenidos a partir de los orthoxenografts y los tumoroides tras la tincién
con H&E. Se tomaron fotografias de dichas muestras para su posterior evaluacién

histolégica por parte del patélogo.
2.5.2. Anadlisis de inestabilidad de microsatélites

Para evaluar el grado de inestabilidad de las muestras tumorales se
analizaron 5 microsatélites BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 y NR-27. Los cambios
en la longitud de las repeticiones de mononucleétidos de estos se evaluaron por
amplificacién de PCR a partir del ADN extraido de las muestras de tejido y de los
cultivos de tumoroides. Los cebadores que se utilizaron para los experimentos de

PCR son los siguientes (Tabla 10):

Tabla 10. Cebadores para la amplificacion de los microsatélites. pb, pares de bases.

Cebadores Secuencia Tamaiio
BAT-25_FW 5’ - ACCAGGGAAGTGATCTGCCT - 3’
445 pb
BAT-25_RV 5’ - CAAAGAGACAGCAGTTGGAACA -3’
BAT-26_FW 5’ - TCATCACTGTCTGCGGTAATCA - 3’
363 pb
BAT-26_RV 5’ - GAACAAGTGAGACTCTGACT - 3’
NR-21_FW 5’ - GGTGAAGGGAAATCCAGGCT - 3’
372 pb
NR-21_RV 5’ - GCCTCCCTTTCTAAATGCGT - 3’
NR-24_FW 5’ - ATAAGCCAGAACCCAGCACC -3’
709 pb
NR-24_RV 5’ - TCCAGACAGCCTTTCAGAACC - 3’
NR-27_FW 5" - GGGCTGTTACCGCTGAGAAT - 3’
453 pb
NR-27_RV 5’ - TTCAACAGCAGAGACCTTGTCA - 3’

Las reacciones se realizaron en un volumen final de 30 pL con 0.2 pm de
cada cebador y 100 ng de ADN utilizando un termociclador SimpliAmp™ (Applied
Biosystems). El resto de los componentes de la mezcla son los mismos que en el

apartado 2.3.6.4. Las condiciones de las PCRs fueron las siguientes:

86



Materiales y métodos

Tabla 11. Condiciones de las PCR para la amplificacion de los microsatélites. min,
minutos. s, segundos

Cebadores Condiciones

+95 °C - 5 min; 40 ciclos de +95°C-30s, +55 °C -

BAT25_ FWy BAT25_RV 30sy+72°C-30s;y+72 °C - 10 min.

BAT26_FW y BAT26_RV
NR21_FWy NR21_RV
NR27_FW y NR27_RV

495 °C - 5 min; 35 ciclos de +95°C-30s, +58 °C -
30sy+72°C-30s;y+72°C- 10 min.

+95 °C - 5 min; 35 ciclos de +95°C - 45 s, 60 °C -

NR24_FWy NR24_RV 455y +72°C- 45 s;y +72 °C - 10 min.

Los productos finales fueron separados electroforéticamente en un gel de

TBE con agarosa al 2% y visualizadas con SYBR Safe.

Para poder secuenciar las muestras en un servicio de secuenciacién
externo (StabVida, Portugal), primero se tienen que purificar los productos
obtenidos de las PCRs. Para tal fin, se hace uso del kit de limpieza de productos de
PCR ExoSAP-IT™ (Applied Biosystems Ref. 78201.1.ML). Este kit se utiliza para la
limpieza enzimatica del producto PCR amplificado hidrolizando el exceso de
cebadores y nucleétidos. Unicamente se tiene que mezclar 5 pL del producto
posterior a la PCR con 2 pL de ExoSAP- IT™ para obtener un volumen de reaccién
combinado de 7 pL. Incubar a +37 °C durante 15 min para degradar los cebadores
y nucleétidos restantes e incubar nuevamente a +80 °C durante 15 min para
inactivar el reactivo ExoSAP-IT™. Los productos de PCR tratados pueden

almacenarse a -20 °C hasta que se necesiten.

El andlisis de microsatélites se llevo a cabo tras la secuenciaciéon Sanger y
la recepciéon y anadlisis de los resultados en el software SnapGene

(www.snapgene.com).
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2.5.3. Analisis genético de mutaciones

Las secuencias de los genes BRAF (ex6n 15) y KRAS (ex6n 2) se evaluaron
por amplificaciéon de PCR a partir del ADN extraido de las muestras de tejido y de
los cultivos de tumoroides para la deteccién de las mutaciones mas frecuentes en
estos genes. Los cebadores y las condiciones de las PCRs que se utilizaron se
exponen en la Tabla 12 y Tabla 13:

Tabla 12. Cebadores para la amplificacién de los genes BRAF y KRAS. pb, pares de
bases.

Diana Secuencia Tamaiio
BRAF_FW 5 - ATGAGATCTACTGTTTTCCTT - 3’
244 pb
BRAF_RV 5’ - AGTTGAGACCTTCAATGACT - 3’
KRAS_FW 5" - GGTGGAGTATTTGATAGTGTA - 3’
243 pb
KRAS_RV 5’ - ATGGTCCTGCACCAGTAATATGCA - 3’

Tabla 13. Condiciones de las PCR para la amplificacion de los genes BRAF y KRAS.
min, minutos. s, segundos.

Cebadores Condiciones

+95 °C - 5 min; 40 ciclos de +95°C-45s, +58 °C -

BRAF_FWy BRAF_RV 455y +72°C- 45s;y +72 °C - 10 min.

+95 °C - 5 min; 40 ciclos de +95°C-45s, +53 °C -

KRAS_FWy KRAS_RV 455y +72°C- 45 s;y +72 °C - 10 min.

Los productos finales fueron separados electroforéticamente en un gel de

TBE con agarosa al 2% y visualizadas con SYBR Safe.

La purificacién de los productos de PCR, el envio de las muestras para
secuenciar por Sanger y la recepciéon y analisis de los resultados se hizo del

mismo modo que se detalla en el final del apartado anterior (2.5.2).
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2.6. GENERACION DE LA LIBRERIA DE FARMACOS

La lista de 42 farmacos se elaboré tras una extensa busqueda
bibliografica de articulos de investigaciéon y ensayos clinicos de pacientes que
padecen CCR, asi como informacién clinica de interés aportada por los oncélogos
de nuestro grupo. Adicionalmente, se han incluido otros farmacos que no tienen
aparente relevancia en el tratamiento de esta enfermedad, pero si en otros tipos
de cancer, teniendo en comun vias de sefalizacién afectadas. Todos los farmacos,
menos el 5-FU, OXA e IR], han sido disueltos con DMSO a una concentracion final

de 10 mM (Tabla 14).
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Tabla 14. Biblioteca de farmacos elaborada para los experimentos en tumoroides.
Los diferentes colores agrupan a fairmacos que actiian sobre la misma via molecular. nd, no

hay datos.

FARMACO

INHIBICION

QUIMIOTERAPIA ESTANDAR

5-Fluorouracilo

Sintesis de AND/ARN

Oxaliplatino (NSC 266046)

Sintesis de ADN por la formacién de aductos

Irinotecan (CPT-11)

Topoisomerasa I

Capecitabine (RO 09-1978)

tumor-selective fluoropyrimidine carbamate

REPARACION ADN
CCT245737 CHEK2
Prexasertib HCI (LY2606368) CHEK1/2
AZD0156 ATM quinasa
Adavosertib (MK-1775) Weel
Olaparib (AZD2281) PARP1/2
Niraparib (MK-4827) PARP1/2
CICLO CELULAR
Ribociclib (LEE011) CDK4 y CDK6
Palbociclib (PD-0332991) CDK4 y CDK6
RECEPTORES ErbB
Erlotinib (0SI-774) EGFR

Osimertinib (AZD9291)

EGFR (mutante selectivo)

Gefitinib (ZD1839)

EGFR (Tyr1173, Tyr992, Tyr1173)

Afatinib (BIBW2992)

EGFR, HER2, ErbB3 y ErbB4

Lapatinib (GW-572016) EGFR y HER2
MEK

Selumetinib (AZD6244) MEK1/2

Binimetinib (MEK162) MEK1/2

Trametinib (GSK1120212) MEK1/2
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ALK

Crizotinib (PF-02341066)

ALKy c-Met

Brigatinib (AP26113)

ALKy ROS1

Ceritinib (LDK378)

ALK (+ IGF-1R, InsR, STK22D y FLT3)

RECEPTORES MULTIQUINASAS (RTK)

Dovitinib (TKI-258)

RTK (FLT3/c-Kit, FGFR1/3 y VEGFR1-4)

Sunitinib (SU11248)

RTK (VEGFR1-3 y PDGFRB y c-KIT)

Pazopanib (GW786034)

RTK (VEGFR1-3, PDGFRa/B y Kit)

Regorafenib (BAY 73-4506)

RTK (VEGFR1-3, PDGFR, Kit, RET, RAF-1 y BRAF)

Sorafenib (BAY 43-9006)

RTK (PDGFR-B, VEGFR2, c-KIT, RAF-1 y BRAF)

Nintedanib (BIBF 1120)

RTK (VEGFR1-3, FGFR1-3 y PDGFRa/p)

Lenvatinib (E7080)

RTK (VEGFR2-3, FGFR1-4, PDGFR, KIT y RET)

OTROS INHIBIDORES

Barasertib (AZD1152-HQPA)

Aurora B

Perifosine (KRX-0401)

AKT

Vemurafenib (PLX4032)

BRAF (V600E)

Defactinib (VS-6063)

FAK

DL-Threo-PDMP

glucosiltransferasa

Bafilomicyn A1 (Baf-A1) H*-ATPasa
Dactolisib (BEZ235) PI3Ky mTOR
LGK-974 PORCN
LB-100 PP2A
SHP099 SPH2

Galunisertib (LY2157299)

TGFf receptor I (TBRI)

STF-62247

VHL
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2.7. EXPERIMENTOS IN VITRO

2.7.1. Ensayos de viabilidad celular contra farmacos

En este estudio se han utilizado ensayos de viabilidad para analizar la
respuesta a los farmacos (Tabla 14) de las diferentes lineas de tumoroides. Los
tumoroides se disgregan mediante tripsinizaciéon hasta la obtencién de células
individuales como se ha descrito en el apartado 2.3.4. A continuacién, tras un
contaje con azul de tripano en una cdmara Neubauer, se siembran entre 2000-
4000 células con un 80% de Matrigel® en un volumen final de 10 uL por pocillo
en placas de 96 de fondo plano. Ademas, se afiaden 100 pL de Medio Completo
por pocillo. El cultivo se mantiene durante 7 dias en incubacién a +37 °C para
permitir la formacién de nuevos tumoroides antes del tratamiento con los

farmacos (Figura 6).
ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR

£
21T\
Cultivo 3D Células 2000-4000 células . )
< Placas 24w individuales Placas 96w /

B m— z.g;yw-* @G n 1 w 0®® W)
: Establecimiento ® @
Digestion y expansion
PDOX mecanica y PDOXT
quimica

Miltenyi Biotec

Medio
DMEM/F-12 +++

Matrigel® Ensayo

CellTiter-Blue®

Figura 6. Esquema para la generacion de tumoroides y la elaboracion de los ensayos
de viabilidad celular. Una vez disgregado el tumor proveniente de los modelos PDOX, las
células se cultivan en placas de 24 pocillos embebidas en Matrigel®. Una vez establecida y
expandida la linea, se disgrega el Matrigel® para la obtencién de células individuales. Tras
su contaje, se siembran en placas de 96 pocillos con matrigel durante 7 dias. Pasado este
tiempo, se tratan los tumoroides con los farmacos deseados con una curva de
concentracion creciente. A las 72h de tratamiento, se realiza el ensayo CellTiter Blue®.
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Para el tratamiento de los tumoroides con la libreria de farmacos
generada, se retira el medio de cultivo de cada pocillo y se afiaden 100 pL de
Medio Completo suplementado con la droga de estudio a diferentes
concentraciones durante 72 horas. Las concentraciones utilizadas para generar la
curva de viabilidad se ven reflejadas en la Tabla 15.

Tabla 15. Farmacos utilizados y las concentraciones empleadas en los ensayos de
viabilidad celular.

Farmacos Concentraciones

3.125uM, 6.25 uM, 12.5 pM, 25 pM, 50 pM, 100

5-FU, OXA e IRI UM y 200 uM

Resto de farmacos de la

libreria 1uM, 10 puM, 30 uM y 60 puM

Al finalizar el tiempo del ensayo, se evalua la viabilidad celular mediante
el kit de CellTiter-Blue® (Promega Ref. G8081). Se afiaden 20 pL por pocillo del
reactivo y se incuban las placas a +37 °C con 5% de CO2 durante 2 h. Acabado el
tiempo, se cuantifica la fluorescencia utilizando un lector de placas VICTOR™ X5

2030 (PerkinElmer).

En todos los experimentos se realizaron tres réplicas experimentales
independientes, con un minimo de triplicado biolégico en cada una de las
diferentes concentraciones. En todos los ensayos se incluyeron pocillos control de
tumoroides “tratados” con Medio Completo y el vehiculo en el que esta disuelto

cada farmaco (DMSO a una concentracién maxima de 1%).

Los datos recogidos se normalizan con los pocillos control (sin
tratamiento), dando a estos el valor del 100% de la viabilidad y restando la
fluorescencia base de los pocillos con Medio Completo sin el reactivo CellTiter-
Blue®. Las medidas normalizadas se analizaron mediante el software
GraphPadPrism V8.0.1 (GraphPad Software, San Diego, California USA,

www.graphpad.com).
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2.8. EXPERIMENTOS IN VIVO

2.8.1. Experimento de terapia combinada en tumores PDOX008 vy

PDOX010

Los tumores PDOX008 y PDOX010 se expandieron de forma ortotépica
en el ciego de ratones atimicos para realizar pruebas de farmacos in vivo. Cuando
los tumores eran detectables por palpaciéon (5-6 semanas), los animales se
adscribieron aleatoriamente a los distintos grupos de tratamiento, asegurando la
presencia de un minimo de 4-5 ratones por condiciéon experimental. También se
incluyé en cada experimento un grupo control que sélo recibieron el vehiculo
como tratamiento. Todos los farmacos fueron administrados por via oral
siguiendo las dosis y dias de suministro expuestos en la Tabla 16 para los
tumores PDOX008 y la Tabla 17 para los tumores PDOX010. Los compuestos

fueron resuspendidos siguiendo las instrucciones del fabricante para cada caso.

Los fAirmacos 5-FU e IRI siempre se probaron en combinacién tanto entre
ellos mismos como con el crizotinib (CRIZO), gefitinib (GEF) y prexasertib
(PREX). En el caso de los ratones con implantacion ortotépica de los tumores
PDOXO008 se tratd, ademdas de las combinaciones mencionadas, en monoterapia
con los fAirmacos CRIZO, GEFIT y PREX.

Tabla 16. Esquema de los experimentos en orthoxenografts con tumores
implantados de la muestra PDOXTO008.

PDOX008
Farmaco Dosis Administracion
5-FU 50 mg/Kg Dos dosis
Irinotecan 20 mg/Kg Dos a la semana
Crizotinib 50 mg/Kg Diario
Gefitinib 50 mg/Kg Diario
Prexasertib 10 mg/Kg Tres ala semana
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Tabla 17. Esquema de los experimentos en orthoxenografts con tumores
implantados de la muestra PDOXTO010.

PD0X010
Farmaco Dosis Administracion
5-FU 50 mg/Kg Dos dosis
Irinotecan 20 mg/Kg Dos a la semana
Oxaliplatino 8 mg/Kg Una dosis
Crizotinib 50 mg/Kg Diario
Gefitinib 50 mg/Kg Diario
Prexasertib 10 mg/Kg Tres a la semana

Tras 21 dias de tratamiento, se practic6 la eutanasia a los ratones y se

recogieron, fotografiaron, midieron y pesaron los tumores.
2.8.2. Experimento de monoterapia en tumores PDOX008 (PDOX008_MT)

Finalizado y analizado los resultados del experimento anterior (2.8), se
realiz6 un segundo experimento con el tumor PDOX008 para realizar pruebas de
mas farmacos in vivo Unicamente en monoterapia. Tras 3 semanas de
crecimiento, los animales se adscribieron aleatoriamente a los distintos grupos de
tratamiento. Todos los farmacos fueron administrados por via oral siguiendo las
dosis y dias de suministro expuestos en la Tabla 18. Los compuestos fueron
resuspendidos siguiendo las instrucciones del fabricante para cada caso.

Tabla 18. Esquema de los experimentos con monoterapia en orthoxenografts con
tumores implantados de la muestra PDOXT008.

PDOXTO008_MT

Farmaco Dosis Administracién
Vemurafenib 50 mg/Kg Diario
Sorafenib 54 mg/Kg Diario
Lapatinib 100 mg/Kg Diario
Ceritinib 40 mg/Kg Diario
Regorafenib 30 mg/Kg Diario
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Tras 17 dias de tratamiento, se practicé la eutanasia a los ratones y se

recogieron, fotografiaron, midieron y pesaron los tumores.

2.8.3. Recoleccion de tumores y organos y determinacion de la carga

tumoral.

Una vez llegados al punto final de la experimentacién animal, los tumores
y los érganos (pulmén e higado) se recolectaron siguiendo las instrucciones del

apartado 2.2.3, asi como la inclusién en parafina de los tejidos (2.2.4).

El tamafo del tumor (mm3) se midi6 en el momento de la eutanasia con
un calibre o pie de rey. La masa del tumor (g) se determind con una balanza de

precisidn.

2.9. ANALISIS ESTADISTICOS

Los parametros estadisticos, incluido el numero de eventos
cuantificados, la media y la desviacidn estandar (SD) y la significacion estadistica,
se indican en las figuras o en los pies de figura. En la mayoria de los casos, debido
al pequefio tamafio de la muestra y a la falta de distribucién normal, se utiliz6é una
prueba no paramétrica adecuada para cada situacidn. El andlisis estadistico se ha
realizado con el software GraphPadPrism V8.0.1 (GraphPad Software, San Diego,
California EE. UU., www.graphpad.com). La significacién estadistica se defini6

como un valor p inferior a 0.05 (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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3.1. LOS ORGANOIDES TUMORALES CONSERVAN LA IDENTIDAD
GENETICA E HISTOPATOLOGICA DE LOS TUMORES IN VIVO.

3.1.1. Informacion clinica

Todos los casos recibidos proceden de pacientes con CCR que mostraron
resistencias a tratamientos en primera linea con regimenes basados en FOLFOX o
FOLIRI, principalmente en estadio IV. Las muestras proceden de pieza quirdrgica
o de biopsias que se obtuvieron principalmente del colon. En algunos casos, las
biopsias provenian de metastasis hepaticas (P004), asi como de metastasis
cerebral (P002, 7 y 10). A parte de los tratamientos de quimioterapia, algunos
pacientes también recibieron tratamientos en segunda y, en ocasiones, en tercera
linea con diferentes agentes biolégicos aprobados para el CCR. Pacientes que
fueron tratados en el Hospital de Bellvitge; Instituto Catalan de Oncologia (ICO), y
Hospital Moises Brogi. La informacién de interés recopilada para esta tesis se

muestra en la Tabla 19.
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Tabla 19. Informacidn clinicopatolégica de interés de las muestras recibidas. wt,

nativo.
ID MSI KRAS/BRAF Secuencia tratamientos Otros datos
POO1 MSI-H KRAS (G12D) 1. FOLFOX adyuvante Implante
BRAF desconocido 2. FOLFIRI-Aflibercept peritoneal
1. FOLFOX Metastasis
P002 MSS KRAS (A146P/T/V) 2 FOLFIRI cerebral
P003 MSS BRAF (V600E) 1. FOLFOX Implante
peritoneal
1. CAPOX adyuvante Metastasis
P004 | MSI-H | BRAF (V600E/D) S hepatica
KRAS (WT) Implante
P005 MSS BRAF (WT) 1. FOLFOX peritoneal
1. FOLFOX Metastasis
P006 | MSI-H BRAF (V600E) ey hepatica
KRAS (G12D) 1. FOLFOX Metéastasis
P007 MSS BRAF desconocido 2. Bevacizumab cerebral
1. FOLFOX
P08 MSS BRAF (V600E) 2. Epc.oraf(.en'lb-Cetummab- ImPlante
Binimetinib peritoneal
3. FOLFIRI-Aflibercept
P009 | MSI-H BRAF (V600E) 1. FOLFIRI Implante
peritoneal
KRAS (WT) ) Metastasis
P010 MSI-H BRAF (WT) 1. FOLFOX-Panitumumab cerebral
3.1.2. Generacion y caracterizacidon de los modelos in vivo

Durante el periodo de esta tesis hemos podido implantar un total de 12

casos de cancer colorrectal esporadico, obteniendo una tasa de implantacidn para

los PDOX del 83% (10/12 casos). Los tumores/biopsias de los pacientes fueron

todas implantadas en ratones atimicos o inmunosuprimidos de forma ortotépica

en el ciego, al igual que los casos metastasicos. De forma adicional a los casos de

estudio de esta tesis, he generado otros 5 modelos de CCR a partir de tumor

primario que estdn siendo ttiles en el grupo: i) tres de ellos se han tratado de

forma iterativa con 5-FU in vivo en el ratén para generar tumores resistentes a la
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quimioterapia; ii) los dos restantes se generaron a partir de muestras de
pacientes de CCR y genotipo MSI y con mutaciones de linea germinal en los genes

MLH1y PMS2.

Una vez implantados los tumores/biopsias, los modelos orthoxenografts
mayoritariamente simularon el comportamiento biolégico del tumor en el
paciente, respecto a su patrén de diseminacién. En la imagen se observa un caso
de un PDOX derivado a partir de una metdastasis hepatica de un paciente,
implantado en el ciego del raton (Figura 7A) y que ha diseminado a higado
(Figura 7B) y ha generado también implantes peritoneales (Figura 7C). Al
sacrifico, en todos los modelos tanto el tumor primario, las metastasis
macroscopicas y otros érganos como el higado, pulmén y diafragma se recogieron
y se incluyeron en formol para generar los bloques de parafina, para realizar

futuros estudios de histologia.

A

Figura 7. Metastasis en orthoxenografts. Los modelos orthoxenografts permiten la
dispersion del tumor al igual que ocurre en los pacientes de CCR en estadio IV. A parte del
tumor primario implantado en el colon (A), aparecen implantes hepaticos (B) y
peritoneales (C).

Los estudios histolégicos comparativos del tumor primario y del PDOX
fueron compatibles con la observada en los tumores de los pacientes de los que
derivaron, cosa ya ampliamente demostrado en otros estudios. Algunos PDOX
generados presentaban caracteristicas mucinosas inherentes al subgrupo CMS1
de CCR. Caracteristicas que se mantuvieron en el primer implante como en pases
sucesivos (Figura 8, Figura 9 y Figura 10). De los tumores mostrados, los

PDOX004 (Figura 9B), PDOX006 y PDOX007 (Figura 10A y B) los podemos
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clasificar como adenocarcinomas mucinosos, siendo PDOX006 un tumor de bajo
grado con un componente de células en anillo de sello (<5%), mientras que el
tumor PDOX007 es de alto grado. Hablamos de tumores de bajo grado cuando el
tejido tumoral se parece al tejido sano y contiene diferentes agrupaciones de
células. Otros tumores, como los PDOX001 y PDOX009 (alto grado), no muestran
un patrén histolégico claro, por lo que los clasificamos como son
adenocarcinomas no especificado (not otherwise specified, NOS). Por ultimo, a
pesar de que la presencia de linfocitos es caracteristica de los tejidos del
subgrupo CMS1, ninguno de los tumores presenta un infiltrado linfocitario
significativo. Este resultado es esperable ya que todas las biopsias fueron

implantadas en ratones inmunosuprimidos.
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Figura 8. Patrones histolégicos de las muestras de CCR PDOX001 y PDOX002. El colon
en su estado nativo (A) muestra una estructura muy clara en la que se aprecian las criptas
de las vellosidades a diferencia de los tumores PDOX001 (B) y PDOX002 (C) sin un patrén
estructural claro.
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Figura 9. Patrones histologicos de las muestras de CCR PD0OX003, PDOX004 y
PDOXO005. El tumor PDOX004 (B) presenta una histologia altamente mucinosa en
comparacién con PDOX003 (A) con una estructura compacta y PDOX005 (C).
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Figura 10. Patrones histoldgicos de las muestras de CCR PD0OX006, PDOX007 y
PDOX008. Los tumores PDOX006 (A) y PDOX007 (B) tienen un alto grado de

diferenciacion histoldgica de tipo mucinoso a diferencia de PDOX008 (C).
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Figura 11. Patrones histolégicos de las muestras de CCR PDOX009 y PDOX010.

Evaluamos si las mutaciones observadas en los tumores de los pacientes
también se detectaban en sus correspondientes modelos orthoxenografts. Para
ello, analizamos los exones 15 y 2 de los genes BRAF y KRAS, respectivamente, asi
como la presencia o ausencia de MSI mediante secuenciacion Sanger de un panel
de 5 microsatélites (BAT-26, BAT-25, NR-21, NR-24 y NR-27) tras la extraccion
del ADN del tejido tumoral crecido in vivo. Los resultados muestran que, para
todas las muestras, las mutaciones detectadas en los tumores de los pacientes se
perpetdan a lo largo de diferentes pases en los orthoxenografts. Asimismo, se
conserva la inestabilidad en los tumores desarrollados en el modelo murino

respecto a la encontrada en los pacientes (Tabla 20).
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Tabla 20. Resultados de la caracterizacién genética de los tumores en
orthoxenografts. Los tumores crecidos en ratones mantienen las mismas mutaciones y
estado de MSI que los pacientes de los que provenia. *el paciente presenta una mutacion
KRAS (A146P/T/V). wt, salvaje.

Paciente Muestra BRAF KRAS MSI
P001 PD0X001 wt G12D MSI-H
P002 PD0X002 wt wt* MSS
P003 PDOX003 | V600E wt MSS
P004 PD0OX004 | V600E wt MSI-H
P005 PD0X005 wt wt MSS
P006 PD0OX006 | V600E wt MSI-H
P007 PDOX007 wt G12D MSS
P008 PDOX008 | V600E wt MSS
P009 PD0OX009 | V600E wt MSI-H
P010 PD0X010 wt wt MSI-H

3.1.3. Generacion y caracterizacion de los modelos in vitro

En los estudios publicados en los que se hace uso de los organoides como
herramienta principal de investigacién, la generaciéon de las lineas se realiza
directamente a partir de la muestra del tumor primario obtenida del paciente. Sin
embargo, aqui testamos otra estrategia en la que partimos de los tumores
generados en los modelos orthoxenografts como fuente para la generacién de los
organoides, lo que nos permiti6é generar modelos in vivo e in vitro a partir de una

pequeia biopsia tumoral.

Al disgregar el tumor obtuvimos una suspension de células compuestas
por las propias células tumorales y las células del estroma, que en nuestro caso
eran murinas, que se incluyeron inicialmente todas en el cultivo in vitro. Estas
células murinas son principalmente fibroblastos del microambiente tumoral o de

otros tejidos del ratén de donde se implanté la muestra, como el colon o el
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higado, que tienen un crecimiento muy rapido y que podrian desplazar a las
poblaciones celulares de interés. Una vez establecido el cultivo, comprobamos
mediante experimentos de PCR con cebadores especificos que discriminan el
ADN humano/murino, si las células de los cultivos obtenidos eran las células
tumorales humanas o murinas (Figura 12). Los resultados demostraron que, a
pesar de que la mayoria de tumoroides eran derivados de células humanas, se
detectaba la presencia de células de ratéon en los cultivos celulares
tridimensionales. No pudimos, discernir si estos eran restos celulares que
permanecian en cultivo de forma inerte o células que lograron formar estructuras

complejas consiguiendo dividirse.
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Figura 12. PCR Humano/ratén. Contaminacién de células de ratdon presente en los
cultivos de organoides en tres de las lineas establecidas. En la parte superior la prueba con
los cebadores de humano (H) y en la inferior con los de ratén (M). iPDOXT, ICO Patient
Derived Orthotopic Xenografts Tumoroids.

Dado que en nuestros cultivos existia la presencia de ambas poblaciones,
se decidi6 realizar una separacion de las poblaciones humanas y murinas. Otro de
los objetivos previstos con la separacién es contar con un cultivo enriquecido de
células tumorales para aseguramos que cualquier estudio, tanto farmacolégico
como genético, que podamos realizar cuente con la certeza de estar observando
la respuesta o analizando Uinicamente las células tumorales. Una vez finalizado el

protocolo de separacion celular, se comprob6 el resultado por citometria de flujo.
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Antes de realizar la separacidn, y como se evidenci6 en los experimentos de PCR
previos, se detecté sefial de ambos fluorocromos reflejando la existencia de
células de ambas especies (Figura 13A). Una vez filtradas las células y tras el
analisis de los resultados de la citometria de flujo se consigue la separacion total

de las poblaciones celulares humanas (Figura 13B) y murinas (Figura 13C).
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Figura 13. Analisis de los resultados de citometria de flujo. Antes de la deplecion de las
células murinas (A) se aprecian ambas poblaciones celulares. El uso del kit nos permite
seleccionar y separar las células humanas (B) del conjunto de las células de ratén (C).

Asi, una vez deplecionadas las células murinas y obtenidas Uinicamente
las células humanas, se procedié a establecer los cultivos de tumoroides en 3D
con Matrigel® como matriz extracelular. Con protocolos desarrollados en
nuestro grupo se consiguieron generar un total de seis lineas de cultivos de
tumoroides o iPDOXT (ICO Patient Derived Orthotopic Xenografts Tumoroids) a
partir de las 10 muestras iniciales, dando como resultado una tasa de éxito del
60%: iPDOXT001, iPDOXT002, iPDOXT004, iPDOXT008, iPDOXT009 e
iPDOXTO010. En los 4 cultivos restantes no fue posible establecer estos cultivos
porque las células no crecieron o lo hicieron muy lentamente sin conseguir

establecerse.
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Tabla 21. Informacién y correlacion de las identificaciones en los pacientes,
orthoxenografts y tumoroides. ID, identificacién. wt, nativo. ne, no establecido.

PACIENTE PDOX TUMOROIDES
ID Alteraciones ID Alteraciones ID Pase
KRAS (G12D) KRAS (G12D)
P001 BRAF? PDOX001 BRAF (WT) iPDOXTO001 >10
MSI-H MSI-H
P002 MO LA PD0OX002 SO B [ iPDOXTO002 >10
MSS MSS
BRAF (V600E) BRAF (V600E)
P003 MSS PD0X003 MSS ne ne
BRAF (V600E/D) BRAF (V600E) .
P004 MSI-H PDOX004 MSI-H iPDOXTO004 5
KRAS/BRAF (WT) KRAS/BRAF (WT)
P005 MSS PDOX005 MSS ne ne
BRAF (V600E) BRAF (V600E)
P006 MSI-H PDOX006 MSI-H ne ne
KRAS(G12D) KRAS (G12D)
P007 BRAF? PDOX007 BRAF (WT) ne ne
MSS MSS
P008 LA (VE00E) PDOX008 BT (ELE) iPDOXTO008 >10
MSS MSS
BRAF (V600E) BRAF (V600E) .
P009 MSI-H PD0X009 MSI-H iPDOXTO009 2
KRAS/BRAF (WT) KRAS/BRAF (WT) | .
P010 MSI-H PDOX010 MSI-H iPDOXTO010 6

Es importante resaltar que en los organoides obtenidos, no se observo

una morfologia similar entre ellos, sino que cada uno present6 una estructura 3D

de crecimiento especifica que varié desde estructuras quisticas de paredes finas

hasta organoides compactos carentes de lumen. Se realizé una evaluacién

microscopica de las estructuras por si su comportamiento espacial tuviera un

impacto sobre los resultados de los analisis posteriores.
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3.1.3.1. Arquitectura de los organoides

iPDOXTO001

Para estudiar si la arquitectura de los tumoroides cambia en funcion del
lugar de implantacién, en el caso del tumoroides iPDOXT001 se parti6 para su
generacion, de los tumores generados por implantaciéon subcutinea (TSC) como
ortotépica en el colon del raton (ORT). Una vez disgregados los tumores,
seleccionadas las células humanas y establecida la linea celular en 3D, se pueden
apreciar diferencias entre las lineas generadas a partir de los tumores crecidos en
las dos localizaciones (Figura 14). En el cultivo proveniente del tumor
subcutaneo, Unicamente se observé un tipo de estructura compacta rellena de
células con un nacleo mas oscuro. Por otro lado, en el cultivo derivado del tumor
ortotdpico se detectan dos arquitecturas claramente diferenciadas: la primera es
la misma que se pudo apreciar en el caso del TSC, mientras que la segunda esta
formada por una capa fina de células epiteliales en el exterior y vacias en su
interior. Esto puede ser indicativo de una mayor heterogeneidad en el tumor
ortotépico, indicando posiblemente la existencia de diferentes poblaciones
celulares humanas dentro del mismo cultivo. Desafortunadamente, tras una
sucesiéon de 2 pases, Unicamente se consiguié mantener viable la linea de
tumoroides proveniente del tumor subcutaneo y, por tanto, sera la que se usara

para los posteriores experimentos.
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iPDOXT001_ORT

iPDOXTO001_TSC

5 el

Figura 14. Estructura de los tumoroides iPDOXT001. Fotografia de microscopia de
los tumoroides embebidos en matrigel en cultivo. Las muestras provenientes del
tumor iPDOX001 implantado ortotépicamente generan dos estructuras diferentes de
tumoroides (superior) mientras que las del tumor subcutineo sélo una (inferior). ORT,
ortotépico. TSC, tumor subcutaneo.

iPDOXT002

En la linea de tumoroides iPDOXT002 se detect6 otra arquitectura
diferente a las dos anteriores (Figura 15). En este caso se observaron tumoroides
con lumen, pero con una capa mas gruesa de células epiteliales en la parte
externa. Ademas, de forma anecddtica, en diversos pases algunas de estas

estructuras formaban agregaciones de tumoroides, crecian aglomeradas.
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iPDOXT002

Figura 15. Estructura de los tumoroides iPDOXT002. Fotografia de microscopia de
los tumoroides embebidos en matrigel en cultivo. La arquitectura de los tumoroides
iPDOXT002 presenta una capa gruesa de células con lumen en su interior. En la imagen
inferior izquierda se forma un aglomerado de tumoroides para formar una unica
estructura tridimensional.

iPDOXT004

El caso de la linea de tumoroides iPDOXT004 llama particularmente la
atencioén (Figura 16). La arquitectura de estos tumoroides se asemeja mucho a la
encontrada en la linea iPDOXT002, sin embargo, la superficie de algunas esferas
se comienza a doblar sobre si misma formando unas vellosidades internas que se
asemejan a las que se pueden encontrar en los organoides de colon normal [115].
La formaciéon de estos organoides es minoritaria en comparaciéon con la
arquitectura mas simple, compuesta por una capa externa gruesa, y vacias en su

interior, debido a que requieren mas tiempo de cultivo para que se formen.
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iPDOXT004

Figura 16. Estructura de los tumoroides iPDOXT004. Fotografia de microscopia de
los tumoroides embebidos en matrigel en cultivo. La aparicion de vellosidades internas
y arquitecturas mas complejas es caracteristica de la linea de tumoroides iPDOXT005
(superior e inferior izquierda). A pesar de ello, estos tumoroides no son representativos
del global de la linea celular (inferior derecha).

iPDOXTO008

La estructura tridimensional que muestran las células de este tumor en
cultivo es muy similar a la que podemos encontrar en la linea PDOXT002. Esta

linea es de las que mejor nos crecieron a lo largo de toda la tesis.

Figura 17. Estructura de los tumoroides iPDOXT008. Fotografia de microscopia de
los tumoroides embebidos en matrigel en cultivo. La arquitectura de los tumoroides
iPDOXTO008 presenta una capa gruesa de células con lumen en su interior.
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iPDOXTO009

El establecimiento de esta linea fue dificil, pues las células mostraban una
baja capacidad de divisién celular, llevando a una expansién lenta, llegando
incluso a degradarse el matrigel antes de que hubiera una confluencia suficiente
para realizar un pase. Asimismo, la arquitectura del cultivo 3D obtenida fue de
una esfera maciza de células presentaba un ndcleo mas oscuro mucho mas
acuciado que el que encontramos en la linea iPDOXTO001 (Figura 18), lo que se
correspondia con una baja viabilidad celular observada por contaje automatico
con azul de tripano. Por ello, esta linea no se incluy6 en los experimentos de

cribado farmacolégico.

iPDOXTO009

Figura 18. Estructura de los tumoroides iPDOXT009. Fotografia de microscopia de
los tumoroides embebidos en matrigel en cultivo. Esta linea de tumoroides presenta
una estructura compacta de células con un nucleo necrético mas oscuro. Poca
concentracion de tumoroides en los cultivos.

iPDOXT010

Por ultimo, la muestra iPDOXT010 cuenta con unas estructuras muy
similares a las encontradas en la iPDOXT001 compuestas por tumoroides
compactos rellenos de células (Figura 19). Fue llamativo que algunos tumoroides
del cultivo formaron pequefias extensiones generando estructuras con aspectos
mas tubulares o alargados en lugar de esferas como se observé en los cultivos 3D

de los otros tumores.
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iPDOXT010

Figura 19. Estructura de los tumoroides iPDOXT010. Fotografia de microscopia de
los tumoroides embebidos en matrigel en cultivo.

3.1.3.2. Caracterizacion genética de las lineas celulares establecidas

Una vez extraido y aislado el ADN de todas las lineas de tumoroides
establecidas en cultivo, al igual que se hizo con las muestras obtenidas del ratdn,
se secuenciaron los mismos fragmentos de los genes BRAF y KRAS y el panel de 5
microsatélites antes mencionado (Tabla 22). Se observd que los cultivos celulares
de tumoroides mantuvieron las mismas caracteristicas genéticas que los modelos
orthoxenografts correspondientes y, por consiguiente, de los tumores de los

pacientes de los que derivaron.

En las lineas de tumoroides encontramos tres con mutaciones V600E en
BRAF (iPDOXT004, 8 y 9) (50%) y una con una mutacién G12D en el gen KRAS
(iPDOXT001) (#20%). En cuanto al estado de inestabilidad de microsatélites, 4 de
las 6 lineas establecidas (=*70%) cuentan con marcadores que indiquen la
presencia de inestabilidad: una de ellas con la mutacién en KRAS detectada
(iPDOXT001), dos con una mutacién en BRAF (iPDOXT004 e iPDOXT009) y la

ultima sin mutaciones.
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Tabla 22. Resultados de la caracterizacién genética de los tumoroides. wt, salvaje.

Pase
Paciente PDOX Tumoroides BRAF KRAS MSI extraccion

ADN
P001 PD0OX001 | iPDOXTO001 wt G12D MSI-H 2,5y 14
P002 PD0X002 | iPDOXT002 wt wt MSS 2y12
P004 PD0OX004 | iPDOXT004 V600E wt MSI-H 1
P008 PD0OX008 | iPDOXT008 V600E wt MSS 2y6
P009 PD0X009 | iPDOXT009 V600E wt MSI-H 1
P010 PD0X010 | iPDOXT010 wt wt MSI-H 2

3.1.3.3. Generacion de cultivos 2D

A pesar de que el objetivo principal de la tesis es la utilizacion de los
modelos orthoxenografts y de tumoroides como herramientas para un cribado
farmacolégico en el CCR, decidimos establecer, siempre que fuera posible, lineas
celulares en monocapa de los mismos tumores. Este abordaje adicional nos
permiti6 observar paralelamente el comportamiento de las células tumorales en
cultivos 2D tradicionales, y asi, si fuera necesario en un futuro, poder realizar
estudios farmacolégicos comparativos entre los cultivos 2D y 3D. Ademas, debido
a las caracteristicas de quimiorresistencia de las muestras, su establecimiento
para futuros estudios es de suma utilidad, independientemente de su uso o no en
esta tesis. De los seis cultivos iPDOXT establecidos, se han podido desarrollar 4
lineas en cultivo 2D: iPDOX001, iPD0X002, iPDOX008 e iPDOX010. Las lineas
celulares que se han conseguido generar provienen siempre de la disgregacion de
los cultivos de tumoroides y no de los tumores crecidos en los ratones. La
disposiciéon de las células observada en los cultivos en monocapa se asemeja
bastante a los cultivos de tumoroides (Figura 20), encontrando acumulaciones de
células en las lineas derivadas de iPDOXTO001 e iPDOXTO008, zonas menos
diferenciadas y con espacios vacios como ocurria en iPDOXT002 y estructuras

mas tubulares o alargadas similares a las presentes en iPDOXT010.
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iPDOXT001

iPDOXT002

iPDOXT008

iPDOXTO010

Figura 20. Comparacion de los cultivos 3D y los 2D. Las estructuras celulares no se ven
alteradas, en términos generales, entre los cultivos 3D (izq.) y los 2D (drcha.) derivadas de
la misma muestra.

Adicionalmente, como control de nuestros experimentos farmacoldgicos,
se ha hecho uso de las lineas celulares establecidas de cancer de colon sensibles a

la quimioterapia HT-29 y HCT-116, crecidas también en 3D.
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Tabla 23. Caracteristicas de las lineas control. ATCC, American Type Culture Collection.

LINEA ATCC CARACTERISTICAS GENETICAS
HT-29 HTB-38 MSS, BRAF (V600E), PIK3CA (P449T), TP53 (R273H)
HCT-116 CCL-247 MSI, KRAS (G13D), PIK3CA (H1047R)

3.1.4. Comparaciéon modelos in vivo e in vitro

El estudio por H&E de los cortes de los PDOX y de los tumoroides fijados,
sugieren una similitud entre los pares. Asi, los tejidos con una histologia
compacta y sin caracteristicas mucinosas, como la encontrada en la muestra
PDOX001, generan tumoroides sin lumen e igual de compactos (Figura 21).
Mientras tanto, en aquellos tumores donde se apreciaba un medio o alto grado de
diferenciacion histolégica (PDOX002) generan tumoroides con estructuras
huecas (Figura 22). En esta tesis no lo hemos realizado, pero el experimento que
nos hubiera permitido mostrar la analogia histolégica entre ambos hubiera

requerido de la inyeccidn ortotépica en el ciego de ratones de estos tumoroides.
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Figura 21. Comparativa histoldgica de la muestra PDOX001 y iPDOXT001. EI tumor
PD0X001, sin histologia mucinosa (A), genera tumoroides en el cultivo in vitro (B) que no
presentan lumen en su interior, sino que estan formados por una estructura compacta de
células (C).
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Figura 22. Comparativa histolégica de la muestra PD0OX002 y iPDOXT002. Las
caracteristicas histolégicas mucinosas encontradas en el tumor PDOX002 (A) se asemejan
a las del cultivo in vitro de tumoroides (B), con arquitecturas vacias de células en su
interior rodeados de las células tumorales (C).

3.2. LOS MODELOS DE TUMOROIDES REPRODUCEN LA
QUIMIORRESISTENCIA OBSERVADA EN LOS PACIENTES CON
CCR METASTASICO

Antes de realizar el cribado de fairmacos con la libreria completa, se
decidi6 comprobar cémo respondian las lineas de tumoroides a la terapia
estandar usada en el tratamiento del CCR. Como ya se ha comentado, las
biopsias/tumores proceden de pacientes que mostraron resistencia a las
combinaciones de farmacos FOLFOX (5-FU+Oxaliplatino) o FOLFIRI (5-
FU+Irinotecan). Por lo que, si mantienen esta propiedad de quimioresistencia,
esperariamos una respuesta similar en los ensayos farmacoldgicos, tanto en

monoterapia como en terapia combinada. Como control de nuestros
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experimentos, usamos la lineas HCT-116 crecida en cultivos 3D para mantener

las mismas condiciones que las lineas a testar (Figura 23).

En el tratamiento con monoterapia, la linea sensible HCT-116 mostré un
efecto diferenciador de las lineas de tumoroides al verse reducida su viabilidad
con una IC50 entre 12.5-25 pM tras el tratamiento con 5-FU (Figura 23A) y de 50
UM con el tratamiento con IRI (Figura 23C). Los iPDOXT mostraron resistencia a
estos dos tratamientos haciendo que su viabilidad no bajara del 80% en todas las
lineas, salvo la linea iPDOXTO008 con el IRI, que si llevo a disminuir su viabilidad al
50% con una dosis de tratamiento superior a los 100 uM (Figura 23C). En cuanto
al tratamiento con oxaliplatino, tanto la linea control como todas las lineas de
tumoroides respondieron de igual manera, exceptuando a concentraciones muy
elevadas (200 pM) donde la linea HCT-116 mostré mayor sensibilidad llegando a
valores de casi 10% de viabilidad (Figura 23B).

En los regimenes de terapia dual, la adicién del 5-FU al tratamiento con
OXA o IRI no supuso un cambio en general en los iPDOXT, pero si sustancialmente
en la linea HCT-116. Las combinaciones hicieron bajar la IC50 de la linea sensible
en hasta 8 veces en el tratamiento individual del OXA (Figura 23D) y en 4 veces
con el IRI (Figura 23E). Esta nueva IC50 es bastante similar a la ya conseguida con
el efecto del 5-FU en monoterapia sobre la HCT-116, pero su viabilidad decae del
40% a concentraciones de 25 pM hasta menos del 10% al combinarla con OXA e
IRL. En cuando a los tumoroides, la incorporaciéon de 5-FU a los tratamientos no
produce ningtn tipo de efecto a como se comportaron las células en tratamiento
individual de OXA e IRI. Unicamente en la linea iPDOXT010 se aprecié una
respuesta mayor en la combinacién de 5-FU+IRI que en los tratamientos

individuales (Figura 23E).
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Figura 23. Ensayos de viabilidad farmacolégica con la terapia estandar en
tumoroides. La combinacién del 5-fluorouracilo con el irinorecan o el oxaliplatino
produce una reduccién de la viabilidad celular mayor a concentraciones menores que el
tratamiento en monoterapia. Sin embargo, el efecto observado en las lineas iPDOXT es de
varios grados de magnitud menor que la linea control HCT-116. CNT, control. uM, micro
molar. Media * SD (n=6-10).
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3.3. EL USO DE TUMOROIDES PERMITE EVALUAR LA EFICACIA DE
UN GRAN NUMERO DE FARMACOS

A diferencia de los modelos in vivo, en raton, los organoides nos permiten
la evaluacién de la respuesta a fArmacos de forma masiva con una considerable
reduccién en tiempo, coste y son mas sostenibles. Testamos la eficacia de una
seleccion de 42 farmacos (ver Material y Métodos), en las lineas de tumoroides

generadas.
3.3.1. Ensayos de viabilidad farmacoldgica en tumoroides

Una vez que comprobamos que nuestras lineas de tumoroides son
resistentes a los esquemas clasicos de quimioterapia FOLFOX y FOLFIRI,
reproduciendo lo observado en los pacientes de los que derivan, se propuso la
realizacion de un cribado farmacolégico. Se compararon los resultados obtenidos
entre lineas MSS y MSI o entre las lineas con o sin mutaciones BRAF y KRAS tanto
con o sin MSI. Todos estos ensayos se realizaron por triplicado en todas las lineas

y Unicamente en regimenes de monoterapia.

Los estudios que hemos realizado en los tumoroides con los diferentes
farmacos y para los cuales se obtiene una reduccién de la viabilidad celular
mayor del 50% pertenecen a cuatro diferentes grupos o categorias de
inhibidores; afectan a diferentes dianas terapéuticas. Hemos considerado una
reducciéon minima del 50% como cutt-off en nuestros experimentos. En los
estudios realizados hemos observado que, en la mayoria de los casos, los
tratamientos con fAirmacos que pertenecen al mismo grupo muestran resultados

bastante analogos.

Grupo 1: Inhibidores de ALK. Dos de ellos (ceritinib y crizotinib) han
generado una drastica reduccién de casi el 100% de la viabilidad en todas las
lineas de tumoroides ensayadas (Figura 24). Especialmente llamativo es el caso
del ceritinib, ya que es el que provoca un efecto mayor a unas concentraciones
relativamente bajas, si se compara con todos los demas compuestos testados en

esta tesis. Este resultado ha sido bastante sorprendente ya que, en el caso del
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brigatinib (AP26113, aprobado para pacientes que generan resistencia a ceritinib
en NSCLC), no se ha observado en ningin momento una reducciéon de la

viabilidad menor al 50%.
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Figura 24. Inhibidores de ALK. Ceritinib, crizotinib y AP26113 son inhibidores de ALK
(RTK) altamente potentes y selectivos, cuyo efecto de los dos primeros muestran una
reduccién de viabilidad mayor al 50% en las lineas de tumoroides. CNT, control. Media, +
SD (n=6-16).

Grupo 2: Inhibidores de EGFR. Cuatro de los cinco farmacos testados
(afatinib, gefitinib, lapatinib y AZD-9291 (osimertinib)) mostraron una reduccién
de la viabilidad por debajo del 50% a concentraciones cercanas a los 60 uM,
siendo ligeramente mas eficaz el lapatinib, que muestra un IC50 menor a los otros
(Figura 25). Ademas, el lapatinib mostré diferencias significativas entre las
muestras que eran portadoras de la mutacién de BRAF y las que no, confiriendo a
las mutadas una mayor resistencia (Figura 26). Todas nuestras lineas de
tumoroides se ven afectadas por el uso de los inhibidores de EGFR,

independientemente del estado mutacional de BRAF o KRAS. Por ultimo, llama la
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atencion que, al igual que pasaba con los inhibidores de ALK, estos farmacos

estan destinados principalmente al tratamiento del NSCLC.
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Figura 25. Inhibidores de EGFR. Los tratamientos con inhibidores de receptores de la
familia ErbB resultan efectivos en las lineas de tumoroides independientemente del estado
mutacional de BRAF o KRAS, a excepcion del lapatinib. El erlotinib no tuvo ningin efecto
sobre la viabilidad celular de ninguna de las lineas. CNT, control. Media, + SD (n=6-16).

126



Resultados

Lapatinib 60 uM
100 ns .
50 . Tl

=1
(=]
1

B
(=]
1

Viabilidad celular (%)
N
o
1

0 1 I I I I

N > @
<& «Q& & & F
S& o oF oF o
QO O O O O
L g g {8

BRAF
1

Figura 26. Ensayo de viabilidad celular tras el tratamiento con lapatinib. Las lineas
con la presencia de mutaciones en BRAF (iPDOXT004 e iPDOXT008) muestran una mayor
resistencia tras 72h de tratamiento con lapatinib que las lineas sin la mutacién
(iPDOXTO001, iPDOXT002 e iPDOXT010). Media + SD (n=6-15). Prueba de Dunn para
comparaciones multiples, no paramétrico. ns, no significativo. *p<0.05 **p<0.01
***p<0.001.

Grupo 3: Inhibidores de receptores de tirosina quinasas que tenian
un efecto promotor de la angiogénesis y la metastasis, como son VEGFR, FGFR,
PDGFR, entro otros. De todos ellos, inicamente el regorafenib esta aprobado por
la FDA para el tratamiento contra el CCRm. Otros, como el nintenadib, lenvatinib,
pazopanib o sunitinib, que ya se usan para el tratamiento de diferentes tipos de
cancer, estan en sendos ensayos clinicos para evaluar su eficacia en el uso contra

el CCR.

De los siete inhibidores testados, sélo lenvatinib y pazopanib no
mostraron ningin efecto, mientras que con la administracién de dovitinib (TKI-
258), sunitinib, regorafenib, nintenadib y sorafenib si se produjo una reduccién
de la viabilidad celular por debajo del 50% (Figura 27). Pudiendo detectarse
diferencias entre los tratamientos en algunas lineas concretas de tumoroides. En
el caso de la linea iPDOXT004 observamos una mayor resistencia al sunitinib a

los 30 uM al igual que ocurre al tratarse con regorafenib. Pasa un efecto similar
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en la linea iPDOXT008 donde, no sb6lo muestra una mayor resistencia al
tratamiento del regorafenib, al igual que ocurria con la anterior linea, sino que
también presenta resistencia al tratamiento con nintenadib. Por otro lado, en el
tratamiento con dovitinib o sorafenib, todas las lineas se comportaron de la

misma manera, teniendo el sorafenib un efecto mas pronunciado.

Dentro de estos siete firmacos, hay que prestar especial atencién al
efecto que produce el regorafenib en los tumoroides de CCRm. En las lineas
iPDOXTO001 (MSI/KRAS) e iPDOXT002 (MSS) el efecto que tiene este compuesto
sobre la viabilidad celular es significativamente mayor que en las lineas
iPDOXT004 (MSI/BRAF) e iPDOXTO008 (MSS/BRAF) que poseen mutaciones
activadoras en el gen BRAF (Figura 28). Esta diferencia es la tnica observable
entre todos los firmacos probados en cuanto a la comparacién de los estados

mutaciones de BRAF 'y KRAS y la presencia o no de MSI.
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Figura 27. Inhibidores de receptores tirosina quinasa (RTK). Los firmacos con dianas
contra receptores tirosina quinasas resultan efectivos a concentraciones de 30 pM en casi
todas las lineas de tumoroides, dependiendo del firmaco. El regorafenib, aprobado por la
FDA para el tratamiento del CCRm, mostr6 diferencias en la viabilidad celular tras su
administracion entre muestras BRAF (V600E) y BRAF wt. CNT, control. Media, + SD (n=6-
16).
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Figura 28. Ensayo de viabilidad celular tras el tratamiento con regorafenib. Las
lineas con la presencia de mutaciones en BRAF (iPDOXT004 e iPDOXT008) muestran una
mayor resistencia tras 72h de tratamiento con regorafenib que las lineas sin la mutacién
(iPDOXTO001 e iPDOXT002). Media + SD (n=6-15). Prueba de Dunn para comparaciones
multiples, no paramétrico. **p<0.01 ***p<0.001.

Grupo 4. El resto de los farmacos que hemos evaluado, en su mayoria,
no produjeron ningln efecto considerable que supongan una reduccién en la
viabilidad celular de las lineas de tumoroides. Entre estos fArmacos que no se han
agrupado bajo ninguna categoria se encuentran los inhibidores de CDK4/6 (ciclo
celular), MEK1/2, PARP1/2, CHEK1/2, AKT, FAK, PI3K, PP2A, etc. (Figura 29,
Figura 30, Figura 31, Figura 32 y Figura 33). De todos, el palbociclib, prexasertib y

LB-100 mostraron resultados interesantes en nuestras lineas de tumoroides.

Con una visién mas general entre todas las lineas de tumoroides
generadas, la linea iPDOXT004 es la que, de una forma mayoritaria, exhibe una
mayor sensibilidad farmacolégica a casi todos los compuestos testados. En los
graficos presentados se puede apreciar que esta linea presenta una viabilidad
menor de forma genérica. Este hecho puede ser debido a la respuesta de la
arquitectura de los tumoroides frente al foirmaco y/o a la presencia de MSI junto
con la mutaciéon V600E en BRAF, ya que es la Unica linea que presenta estas
caracteristicas juntas. Por otro lado, la linea iPDOXTO008 reporta el efecto
contrario en la mayoria de los farmacos, tendiendo en comun con la anterior la

presencia de la mutacién en BRAF, pero sin genotipo MSI.
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Figura 29. Farmacos inhibidores del ciclo celular (CDK4/6) y MEK1/2.
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Figura 30. Farmacos inhibidores del mecanismo de reparacién del ADN.
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Figura 31. Farmacos sin efecto sobre los tumoroides de CCR 1.
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Figura 32. Farmacos sin efecto sobre los tumoroides de CCR 2.
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Figura 33. Farmacos sin efecto sobre los tumoroides de CCR 3.

3.4. LAS COMBINACIONES DE FARMACOS PROPUESTAS MUESTRAN
MEJORES RESULTADOS QUE LA TERAPIA COMBINADA
ESTANDAR

Con el objetivo de evaluar a nivel preclinico, in vivo en los PDOX, posibles
alternativas terapéuticas eficaces para los pacientes que se muestran resistencia
a los tratamientos del CCR, se procedi6 a validar algunos
farmacos/combinaciones identificadas en los tumoroides. Asi, en base a los
resultados obtenidos en los estudios en tumoroides, y en base a criterios clinicos

de su potencial utilidad en tratamiento de CCR. Asi consideramos que podian ser
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candidatos interesantes para el tratamiento del CCR los siguientes farmacos para
evaluar en ratones: i) gefitinib (GEF), crizotinib (CRIZO) y prexasertib (PREX)
tanto en monoterapia como en combinacién con 5-FU + IR]; ii) y vemurafenib
(VEMU), lapatinib (LAPAT), regorafenib (REGO), ceritinib (CERIT) y sorafenib

(SORA) tnicamente en monoterapia.

Con esta seleccion se realizaron tres experimentos in vivo independientes
utilizando los PDOX originales, PDOX008 y PD0OX010, a partir de los cuales
derivamos los tumoroides. Para ello, los dos PDOX, implantados a nivel ortotdépico
en el ciego de los ratones, se expandi6 cada uno en 5-7 ratones también de forma
ortotépica, y una vez tuvimos suficiente masa tumoral, lo tumores se
fragmentaron y se utilizaron pata implantar en el ciego la serie de ratones donde

evaluar la eficacia de los farmacos (ver Material y Métodos).

El tratamiento con 5-FU+IRI no mostr6 una reduccién significativa del
tamafo en ninguno de los dos PDOX analizados, resultado en consonancia con lo
observado en los pacientes (Figura 34A y B). En el caso del PDOX008, que fue el
primero en realizarse, se observé que, aunque sin ser significativa, los
tratamientos en monoterapia con GEF, PREX y CRIZO producia una reduccion
considerable del peso y del tamafio de los tumores, siendo esta mucho mayor que
la obtenida con la terapia estandar 5-FU+IRI. Sin embargo, cuando estos farmacos
se administraban de forma combinada con 5-FU+IRI si que se obtuvieron
diferencias significativas, concluyendo asi que la adicién de estos farmacos a las
terapias estandar aumenta su efectividad, abriendo una ventana terapéutica para

estos pacientes resistentes (Figura 34A).

136



Resultados

A PDOX008 PDOX008
. -
=
. P 9000 =
& 8000
6 €
. £ 7000
2 54 =
S ~ 6000
s o
g 4 E 5000
EN = 4000
o c
2 S 3000
@ 2 £
o S 20004
14 £ 1000
0- 0-
XD KL & 4 O R QK K& A0 0
L& & & &L QQ_Q/ & & o"& & & quo qu/ & P
& & @ O\ R A R
L& F &y &€
& g < & &£
TRATAMIENTO TRATAMIENTO
B PDOX010
.
4000 P VEH

3000

5-FU+IRI
2000

5-FU+RI+GEF Q 0 e

1000+
o - 5-FU+IRI+CRIZ,” &@ A
& i :

N & fe) .
& & & & & ’ e
& & \"Q X | g
& & 5-FU+IRI+PREX

Volumen tumor (mm?)

G X
N
RN EN
< (9,‘< %g

TRATAMIENTO

Figura 34. Resultados del tratamiento en tumores PDOX008 y PDO0X010. Los
tratamientos con triple combinacién 5-FU+IRI+GEF/PREX/CRIZO producen una reducciéon
del peso (A izq.) y volumen (A drcha. y B) de los tumores mayor que la terapia basada en
5-FU+IRI y el tratamiento en monoterapia de GEF/PREX/CRIZO. Media + SD (n=2-5).
Prueba de Dunn para comparaciones multiples, no paramétrico. *p<0.05, **p<0.01. VEH,
vehiculo.

En el caso del PDOX010, teniendo en cuenta los resultados obtenidos
anteriormente en el PDOX008, tratamos directamente con las combinaciones de
farmacos que habian mostrado resultados significativos. En este experimento se
replicaron los resultados anteriores (Figura 34B) confirmando asi que, en las
muestras procedentes de dos pacientes diferentes, las combinaciones 5-
FU+IRI+GEF, 5-FU+IRI+PREX y 5-FU+IRI+CRIZO son mas eficaces que la

combinacién de primera eleccién 5-FU+IRI, para la cual son resistentes. Del
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mismo modo, la adicién de GEF, PREX y CRIZO a la combinacién de 5-FU+IRI no
increment6 de forma significativa la toxicidad observada en los ratones respecto
al tratamiento con 5-FU+IRI. La toxicidad fue evaluada mediante el pesaje de los
ratones a lo largo del experimento, no encontrando diferencias a lo largo del

tiempo ni entre grupos experimentales (Tabla 24).

Tabla 24. Peso de los ratones al inicio y final del experimento de terapia combinada
con el tumor PDOX010. No se detectan diferencias significativas en el peso (g) entre
condiciones experimentales ni a lo largo de la duraciéon del tratamiento.

iPDOXTO010

Condicion Raton | Inicio (g) Final (g)
VEH 1 27,8 28,4
2 29,1 29,2
1 29,6 30,6
5-FU+IRI 2 31,6 32,1
3 31,3 32,6
1 33,6 34
5-FU+IRI+GEF 2 29,4 288
3 28,4 27,4
4 31,5 31,5
1 26,9 27,9
5-FU+IRI+PREX 2 29,1 28
3 29,7 30,5
4 33,1 29,1
1 32,8 32,6
2 29,4 29,3
5-FU+IRI+CRIZO 3 31,6 32
4 28,7 27,7
5 33 33,8

El analisis histopatoldégico de los tumores de los dos PDOX muestran
variabilidad de respuesta entre los tratamientos combinados de 5-FU+IRI+GEF,
5-FU+IRI+PREX y 5-FU+IRI+CRIZO y el vehiculo o el tratamiento con la terapia
estandar 5-FU+IRI. El estudio identifica parametros de respuesta histolégica para
los tratamientos combinados en los dos tumores tratados PDOX008 y PD0X010,

aunque para el tumor PDOX008 la respuesta es muy leve. En el caso de PD0OX010,
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el patélogo confirmé que existian cambios regresivos histologicos muy claros en

los tratamientos combinados para los tres tratamientos (Figura 35A-E).

5-FU+IRI+
Crizotinib
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Figura 35. Analisis histopatologicos tras la respuesta a tratamientos en PD0X010. En
comparaciéon con el vehiculo (A), los tumores que recibieron la terapia estandar (5-
FU+IRI) (B) mostraron un patrén histolégico mas acuciado de muerte celular. Los
parametros de respuesta histoldgica se vieron incrementados en los tratamientos de triple
combinacién (C, Dy E).

En el caso del tratamiento tras el recrecimiento del tumor PDOX008, se
observan cambios regresivos histoldgicos, igual que en el anterior, pero esta vez
de forma menos notoria (Figura 36A-G). El tratamiento donde se aprecié mayor
respuesta fue en el tratamiento combinado de 5-FU+IRI+CRIZO (Figura 36E). Con
este tratamiento, se detectd presencia de fibrosis e inflamacién crénica con areas
en las que se ven células tumorales individuales o en pequefios grupos. La
presencia de fibrosis e inflamacién en los tumores es un signo significativo de

respuesta histoldgica mas que la necrosis del tejido.
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15X
5-FU+IRI+PREX

Figura 36. Analisis histopatologicos tras la respuesta a tratamientos en PD0X008. En
términos generales, en comparaciéon con el vehiculo (A) y el tratamiento estandar 5-
FU+IRI (B), los diferentes tratamientos individuales de gefitinib, crizotinib y prexasertib
no supusieron cambios regresivos histolégicos notables (C, D y E). Los tumores con
parametros marcados de respuesta histolégica se detectaron en los tratamientos de triple
combinacién (C, D y E), siendo la combinacién de 5-FU+IRI+CRIZO el mas efectivo de
todos (E).

Una vez comprobado los resultados significativos de la combinacién de la
quimioterapia clasica basada en 5-FU+IRI con moléculas biolégicas como anti-
EGFR (GEF), anti-ALK (CRIZO) o anti-CHEK1/2 (PREX), se decidi6 realizar otro
experimento con el PDOX008 para evaluar, en monoterapia, si distintos fairmacos
de estas familias de inhibidores ofrecian mejores resultados. Por tanto, se
utilizaron otros farmacos anti-EGFR y anti-ALK como el lapatinib (LAPAT) y

ceritinib (CERIT), respectivamente. Ademads, incorporamos el vemurafenib
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(VEMU), sorafenib (SORA) y regorafenib (REGO) dado el resultado observado in

vitro.

Al igual que ocurria en los anteriores experimentos, no fuimos capaces de
detectar en monoterapia ningin tratamiento que mostrara, de forma significativa,
una reduccién de peso o tamafio del tumor (Figura 37A y B), ni una respuesta
histoldgica regresiva (Figura 38). Pero, al igual que observamos previamente, si
que se detecta una tendencia a la baja tanto en peso como en volumen de los
tumores tratados. Por otro lado, es llamativo el caso del CERIT, que de todos los
farmacos evaluados en los experimentos in vitro en tumoroides, era el que mayor
efecto tenia sobre la viabilidad celular, a unas concentraciones mas bajas, en
todas las lineas de tumoroides. Sin embargo, en los experimentos con PDOX no se
aprecid ninguna disminucion, llegando incluso a superar en tamafio a los tumores
no tratados. Hay que tener en cuenta que, por desgracia, no pudimos contar con
mas tumores en la condiciéon de vehiculo por la muerte de los ratones a lo largo

de las dos semanas de tratamiento.

144



Resultados

A PDOX008 PDOX008
1.5- 2000+
(")E ]
5 £ 1500-
= 1.0- = ]
(o] [} J
§ E 1000
o c T
0 0.5 7] J
& E 500
B -
S ]
0.0- 0-
DN DL 0 ROV 0
& D ¥ % 0 & RXRS S
YOS TLL FEFFTEE
TRATAMIENTO TRATAMIENTO
B
VEH
CERIT
LAPAT
REGO
VEMU
SORA

Figura 37. Resultados del tratamiento en monoterapia en tumores PDOX008. No se
detectan diferencias significativas en ninguno de los tratamientos, pero si una tendencia a
la baja tanto en peso como en volumen tumoral (A). Fotografia de los tumores una vez
finalizado el experimento (B) Media * SD (n=3-5). Prueba de Dunn para comparaciones
multiples, no paramétrico. VEH, vehiculo.
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Figura 38. Analisis histopatologicos tras la respuesta a tratamientos en monoterapia
en PD0XO008. Ninguno de los tratamientos probados en monoterapia ha generado una
respuesta histoldgica destacable.

Una vez finalizados los experimentos in vivo, decidimos iniciar un
acercamiento a la caracterizacion molecular de los tumores tratados. Para ello,

evaluamos el nivel de proliferacion celular por IHQ de Ki67 en los tumores
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PDOXO008. El analisis de Ki67 mostré que todos los tumores tratados (Figura 39B-
H) vieron ligeramente reducida su capacidad proliferativa en comparacion con el
vehiculo (Figura 39A). Esta disminucién se vio acentuada principalmente en los
tratamientos triples con 5-FU+IRI+GEF o CRIZO, siendo mayor en el segundo caso

(Figura 39F y H).
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Figura 39. Evaluaciéon de la proliferacién mediante IHQ para Ki67. La terapia
combinada de 5-FU+IRI con GEFIT (F) o CRIZO (H) muestra una ligera reduccién de la
proliferacién celular tras el tratamiento en los tumores orthoxenografts, siendo mas
pronunciada en el segundo caso. Todas las fotografias estan tomadas a 400x. IHQ,
inmunohistoquimica.
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Por ultimo, en los meses finales de la tesis, se ha comenzado a realizar
estudios moleculares por Western Blot de proteinas implicadas en las vias de
sefializacién de los fArmacos testados, al igual que IHQ para observar la expresion
de ciertas proteinas de interés, como es el caso de ALK y su estado de activacién

(p-ALK) (datos no mostrados).

3.5. LOS TUMOROIDES REPRODUCEN LA RESPUESTA OBSERVADA
EN LOS EXPERIMENTOS IN VIVO AL TRATAMIENTO
COMBINADO

Una vez finalizados los experimentos in vivo y debido a que en los
tumoroides Unicamente se habia testado los fairmacos de manera individual,
decidimos incluir las combinaciones encontradas a estos modelos in vitro. Para
ello, las concentraciones de los farmacos de quimioterapia (5-FU e IRI) se
mantuvieron constantes a 12,5 pM mientras que la del gefitinib, crizotinib y
prexasertib se fueron modificando de manera creciente igual que cuando se
realizaron los experimentos en monoterapia (1-10-30-60 pM). Estas
combinaciones se trataron en los mismos tumores que en los PDOX: iPDOXT008 e

iPDOXTO010.

A concentraciones elevadas (30 pM), se obtuvieron resultados
significativos en los tratamientos combinados de 5-FU+IRI+CRIZO y GEFIT
(p<0.001) y, con menor significancia, en la combinacién con PREXA (p<0.01) en
ambas lineas de tumoroides (Figura 40 drcha. y Figura 41 drcha.). Este efecto,
también se vio menos acentuado a concentraciones de fairmacos de 10 uM (Figura
40 izq. y Figura 41 izq.). Las combinaciones resultaron en una reduccién de la
viabilidad mayor que en el tratamiento en monoterapia en ambos tumores. Estos
resultados son de gran valor, ya que permiten el uso de los modelos de
tumoroides para la busqueda de compuestos, no solo en monoterapia, sino

también en terapia combinada.

149



Resultados

iPDOXTO008

MSS/BRAF(V600E)
[5-FU e IRI] = 12,5 puM
10 uM 30 uM
iPDOXTO008 iPDOXT008

Viabilidad celular (%
{9,
o

Viabilidad celular (%

TRATAMIENTO TRATAMIENTO

Figura 40. Respuesta celular en iPDOXT008 a los tratamientos combinados. En la
linea iPDOXT008, el tratamiento combinado produce una reduccién de la viabilidad mayor
que el uso aislado de la quimioterapia (5-FU+IRI) y el gefitinib, crizotinib y prexasertib.
Media + SD (n=6-8). Prueba de Dunn para comparaciones multiples, no paramétrico.
*p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001.
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Figura 41. Respuesta celular en iPDOXT010 a los tratamientos combinados. En la
linea iPDOXT010, el tratamiento combinado produce una reduccién de la viabilidad mayor
que el uso aislado de la quimioterapia (5-FU+IRI) y el gefitinib, crizotinib y prexasertib.
Media + SD (n=6-8). Prueba de Dunn para comparaciones multiples, no paramétrico.
*p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001.
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4.1. PDOX Y ORGANOIDES DERIVADOS DE TUMORES COMO
SISTEMA PARA LA INVESTIGACION ONCOLOGICA

Actualmente, dentro de las estrategias de medicina de precisién estan
empezando a tomar relevancia el disponer de sistemas/modelos preclinicos
donde poder evaluar de una forma individualizada cudl es la respuesta concreta
de un tumor a los tratamientos. Asi, hablamos de ensayos coclinicos cuando los
estudios preclinicos y los ensayos clinicos se realizan simultaneamente, lo que
permite la integracién de datos en tiempo real para estratificar con precisién y
personalizar el tratamiento para los pacientes, individualmente [116]. Pero,
poder llegar a implementar estas estrategias conlleva complicaciones, y mas en
tiempo real. Cuando se habla de ensayos coclinicos, estos se basan en el uso de
modelos de ratones modificados genéticamente. Sin embargo, la mayoria de las
veces hace referencia al uso de xenoinjertos derivados de pacientes implantados
en el tejido subcutaneo de ratones inmunosuprimidos (PDX), y en un muy
pequeiio porcentaje de los casos, a modelos ortotdpicos, es decir, implantado en
el mismo 6érgano de origen (PDOX). Aunque, de todos ellos, los modelos PDOX
manifiestan claras ventajas respecto a los otros al recapitular de una forma mas
fehaciente el comportamiento del tumor (p. ej. histologia, genética,
heterogeneidad, capacidad metastasica, respuesta a tratamientos, etc.) [117],
[118]. No obstante, estos modelos al tratarse en condiciones in vivo, implica el uso
de ratones de experimentacién, haciendo que existan importantes limitaciones
logisticas, éticas y econémicas [119]. Otro aspecto importante es si se pretenden
usar estos modelos, de una forma mas o menos sistematica, para la aplicacion
clinica de la medicina personalizada, ya que presentan dos limitaciones muy
importantes: i) Tiempo de ejecucion; se necesitan entre 3-6 meses para poder
evaluar las terapias. Este no es un hecho banal, ya que esta demora limita el uso
de los modelos PDOX para realizar tratamientos de pacientes en tiempo real
[120]; ii) No son un sistema eficiente, ni sostenible econémicamente, para
realizar estudios de cribado farmacolégico de alto rendimiento. Son adecuados

para evaluar la efectividad de un niimero limitado de farmacos o combinaciones
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de farmacos. Algunos autores, para poder aumentar la efectividad, han sugerido
hacer experimentos de eficacia de “un ratén un farmaco”, en el que se evalua la
respuesta en un Unico animal, permitiendo asi evaluar mas
farmacos/combinaciones, a pesar de las limitaciones que implica este esquema.
Ademas, es primordial mencionar que, a la hora de pensar en los PDOX como
sistemas de evaluacién de tratamientos, es necesario llegar a conseguir tasas de
implantacién representativas (>70%), hecho que precisa de una amplia

experiencia del grupo ejecutor.

Por estos aspectos, entre otros, los organoides derivados de pacientes
(PDO), se estan posicionado como sdlidos modelos preclinicos de investigacién
donde evaluar nuevas terapias o realizar screening de firmacos de una forma mas
eficiente al reducir tiempo y dinero. A pesar de las grandes posibilidades que
ofrecen, su potencial como predictores de respuesta clinica sigue sin estar claro
[121]. En este contexto, hemos pretendido evaluar de forma paralela la capacidad
predictiva de respuesta de tumoroides/PDOX generados a partir de biopsias de

pacientes MSI metastasicos, para la cual hemos testado un set de 45 fairmacos.

4.1.1. Los tumoroides se generaron de forma satisfactoria directamente de

los tumores crecidos en PDOX.

La mayoria de los estudios en organoides de cancer colorrectal humano
se han realizado en cultivos derivados a partir de muestras de tumores primarios
[122]. El cultivo de organoides intestinales se puede generar a partir de la
recogida de criptas intestinales que, en condiciones 6ptimas de cultivo y con
factores de crecimiento adecuados, forman estructuras tridimensionales [123].
Del mismo modo, se pueden establecer organoides directamente a partir de
células madre intestinales. Estas células con expresién de LGR5* pueden aislarse
de varios 6rganos y propagarse como organoides epiteliales in vitro para estudiar
la fisiologia y la transformacion neoplasica. Ademas, por si solas, son capaces de
generar estructuras tridimensionales, ricas en células proliferantes en unas pocas
semanas [124]. En nuestro estudio hemos seguido una aproximacién diferente,

basada en derivar los tumoroides tras el crecimiento tumoral en modelos PDOX a
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partir de la implantacion de las biopsias de los pacientes. Asi, pudimos establecer
de forma satisfactoria lineas de tumoroides a partir de la disgregacion de los
tumores crecidos en modelos orthoxenografts (PDOXT). Sin embargo, hay que
tener en cuenta que los organoides establecidos a partir de tumores
trasplantados en ratones deben distinguirse de los que se generan directamente a
partir de células madre primarias humanas [125]. La estrategia que hemos
seguido nos ha permitido disponer de una mayor cantidad de muestra a la hora
de intentar establecer el cultivo 3D, asi como disponer del PDOX del paciente para
realizar los experimentos necesarios y contrastar ambos modelos: tumoroides

(PDOXT) y orthoxenografts (PDOX).

La idea de cultivar células primarias de CCR durante un periodo
prolongado surgid del descubrimiento fundamental, por parte de Toshiro Sato et
al, que las células madre intestinales sanas pueden cultivarse con Wnt, R-
spondina-1, EGF y Noggin, ya que son factores principales de las vias de
sefializacién que dirigen el desarrollo del epitelio intestinal adulto [126]-[128].
Por esta razén, hemos utilizado para el cultivo de tumoroides una serie de
componentes esenciales, ademas del medio de cultivo Advanced DMEM, para su
correcto desarrollo: los factores EGF [129] y Noggin (inhibidor de la proteina
morfogenética 6sea, BMP [130]) que promueven la proliferacién de las células
madre y ayudan al desarrollo de los organoides en cultivo; la R-spondina-1
(RSPO1), ligando del receptor LGR5, que causa la hiperplasia de las células madre
intestinales, ayudando a su renovacion; la inhibicién del efecto antiproliferativo
del receptor del factor de crecimiento transformante-3 (TGF-f) por A 83-01 y la
de p38 MAPK por SB 202190 que ayudan al mantenimiento de las células madre
intestinales o de colon humanas, y util para el establecimiento de organoides de
CCR; y la inhibicién de la proteina quinasa asociada a Rho (ROCK) Y-27632 para
prevenir la muerte por anoikis [131]. Otros factores que se afiadieron al cultivo
fueron gastrina, prostaglandina E: y suplementos como el N-2, B-27,
Nicotinamida y N-acetil-L-cisteina, que contienen mezclas de vitaminas y
cofactores. Ademas de estos factores, es necesario la existencia de una matriz

extracelular que de soporte fisico y embeba las células aisladas de los tumores
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para la apariciéon de estructuras tridimensionales [128]. Se pueden encontrar
diversos tipos de matrices extracelulares, pero el Matrigel®, que fue el escogido
para los cultivos de este trabajo, y el Basement Membrane Extract (BME) son las

que se usan habitualmente en los cultivos tridimensionales.

Durante la tesis, debido a la pandemia de la Covid-19 y al
desabastecimiento global de suministros, en ciertos momentos tuvimos
dificultades para obtener tanto el Matrigel® como los suplementos del medio de
cultivo. Esto nos permitié observar que la ausencia de ciertos factores como
Noggin, Y-27632 o hEGF son clave en el desarrollo de nuestros tumoroides de
colon. Estos tumoroides, aunque permanecian viables, detuvieron radicalmente
su crecimiento y, por tanto, su expansion. Sin embargo, es necesario aclarar que
la privacion otros factores (SB 202190, Nicotinamida, N-2 o R-Spondina-1) no
afect6 de la misma manera a todas las lineas, ya que habia lineas que tenian una
capacidad proliferativa mayor que otras (p. ej. iPDOXT001 e iPDOXT008) y su
desarrollo pudo continuar (datos por observacién microscépica). Por ejemplo, las
células del CCR son menos dependientes de los factores WNT y, por lo tanto, el
crecimiento ex vivo de las células del CCR no requiere de la incorporaciéon Wnt3A
o R-spondina-1 al medio [132], [133]. Del mismo modo, se ha descrito que la
combinacién diferentes factores pueden influir en el establecimiento de los
cultivos de organoides. En un estudio realizado por T. Sato et. al. observaron que
el 32,5% de los organoides de CCR no pudieron crecer en condiciones con EGF,
Noggin, A 83-01 y SB 202190 a concentraciones de oxigeno atmosférico. Ademas,
se llegaron a testar hasta ocho condiciones de cultivo combinadas para las células
de CCR aisladas de diferentes pacientes para poder llegar a obtener una tasa de
éxito del 100% [134]. Por ultimo, la disminucién de la dependencia de los
factores de nicho puede ser debida a la acumulacion de alteraciones a lo largo de
la progresion del adenoma-carcinoma, haciendo que algunos factores del medio
de cultivo sean prescindibles para ciertos cultivos de organoides derivados de
tumores [134]. Lo que parece estar claro es que la presencia o ausencia de

factores denota la importancia del efecto del microambiente en la generacién de
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los organoides, pudiendo llegar a ser una limitacién que no existe en los modelos

PDOX [135]-[138].

4.1.2. Los tumoroides mantienen las caracteristicas de los tumores PDOX y

representan la heterogeneidad existente en el CCR.

En el estudio se incluyeron un total de 12 pacientes en estadio IV que
habian recibido al menos una linea de quimioterapia con el tratamiento estandar
para el CCR: 5-FU + OXA o 5-FU + IRI. De estos 12 pacientes, se consiguieron
generar 10 modelos orthoxenografts (83%) y derivar 6 lineas de tumoroides a
partir de los tumores crecidos en los ratones (60%). Esto nos ha permitido iniciar
la generacién de un pequefio biobanco a partir de muestras de pacientes que
presentan MSI con o sin mutaciones en BRAF. En literatura, la tasa de éxito en el
establecimiento de organoides varia entre el 30-90%, dependiendo del tipo y la
cantidad inicial de tejido, el tratamiento previo del paciente y la presencia de
necrosis o de epitelio sano en la muestra tumoral de partida [121], [139].
Concretamente en CCR, la tasa de éxito en el varia entre los diferentes estudios
desde el 60% hasta el 81% en condiciones de cultivo estandar. Sin embargo, no se
han establecido cultivos de organoides a partir de todos los tejidos del CCR. Se ha
estudiado que los tejidos derivados de subtipos histolégicos de CCR poco
frecuentes (p. ej. el adenocarcinoma mucinoso), los canceres de colon en fase
avanzada y los canceres rectales tenian menos probabilidades de formar
organoides [133], [134]. Este es el caso de organoides derivados de tumores de
colon con caracteristicas de MSI, con mutacién en BRAF o KRAS, poco
diferenciados y/o de tipo mucinoso. Por tanto, es plausible pensar que los
pacientes con este tipo de tumores tienen menos probabilidades de beneficiarse
de los ensayos de farmacos en organoides ex vivo, pero también puede sugerir
diferencias biolégicas en el crecimiento del tumor. Es por ello por lo que la
estrategia utilizada en esta tesis se basa en la combinacién de modelos
tumoroides/PDOX para lograr un equilibrio entre el éxito en el establecimiento

de los modelos y el cribado a gran escala de fArmacos en tiempo real, partiendo
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de que ambos modelos representan de manera bastante fiel las caracteristicas de

los tumores primarios.

Teniendo en cuenta las consideraciones mencionadas, nuestro
porcentaje de éxito en cuanto al establecimiento de dichos organoides (60%) se
encuentra dentro de los parametros habituales. Asimismo, si que conseguimos
establecer de forma satisfactoria tumoroides en cultivo de 4 de las 5 muestras
con genotipo MSI-H. Sin embargo, una de ellas (iPDOXT009) no se expandid lo
suficiente como para realizar el cribado farmacoldgico y otra (iPDOXT004)
mostr6 dificultades durante todo su cultivo, llegando incluso a no poder
completar el testeo de los 42 fadrmacos sobre ella. A parte de mostrar MSI-H, estas
dos muestras también son poseedoras de la mutacién BRAF (V600E). Para los
cuatro PDOX que no conseguimos derivar los tumoroides, lo intentamos al menos
en 3 veces, a partir de diferentes pases del PDOX, probando distintas condiciones
de cultivo. Esto sugiere que alguna propiedad intrinseca de los tumores hace
dificil su crecimiento como tumoroides in vitro. En este sentido se ha sugerido
que la presencia de mutaciones en TP53 es importante a la hora de establecer
lineas celulares. Todas estas muestras tienen la caracteristica de ser portadoras
de mutaciones en BRAF (P003 y 6) o KRAS (P007) ademas, en el caso de P006 y

P007, de tener una histologia bastante marcada de tipo mucinoso.

Esta ampliamente descrito que los PDOX mantienen las caracteristicas
histopatolégicas y genéticas de los tumores primarios de los que proceden [140]-
[142]. Para comprobar que ocurria lo mismo en los cultivos PDOXT establecidos,
se realizaron pruebas tanto histoldgicas, con cortes de los tumores y tumoroides
incluidos en parafina, asf como genéticas analizando de los genes BRAF y KRAS y
la presencia o ausencia de MSI. En cuanto a la observacion histolégica, existe una
fuerte analogia entre los cortes histolégicos de los tumores y los tumoroides
derivados del mismo paciente. En los tumoroides derivados de tumores con
mayor grado de diferenciacién histologica de tipo mucinoso se observé un lumen
central mas grande. Por otro lado, los andlisis genéticos confirman que tanto los
tumores crecidos en los ratones como los tumoroides derivados de estos,

mantienen las mismas mutaciones en BRAF y KRAS, asi como el genotipo MSI de
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los pacientes, aunque no podemos descartar que haya ocurrido seleccion clonal al
establecer los tumoroides y que estos hayan perdido parte de su heterogeneidad
celular. Un andlisis mutacional comparativo mas profundo entre la muestra del
tumor del paciente, el PDOX y los tumoroides derivados seria necesario para
poder ver la perdida de clones celulares que ha podido ocurrir al establecer y
expandir los tumoroides. Por tanto, los PDOXT generados conservan las
mutaciones evaluadas de los tejidos tumorales de los que proceden, por lo que
podrian constituir un modelo util para la prueba masivo de farmacos en

estrategias de oncologia personalizada para estos pacientes.

Como se comentdé en la introduccién, los tumores que se pueden
clasificar dentro del subgrupo molecular CMS1, se caracterizan por la presencia
de una histologia de tipo mucinosa o difusa ademas de ser tumores con un
genotipo MSI. El adenocarcinoma mucinoso presenta una abundante secrecion
mucosa que abarca al menos el 50% del volumen del tumor, y actualmente se
desconoce hasta qué punto estas caracteristicas histopatolégicas influyen en la
respuesta terapéutica [143]. En este estudio, 3 de los 5 tumores con MSI, los
PD0X004, PDOX006 y PDOX009, mantenian esta histologia. Precisamente estos
tres modelos presentan la mutacién V60OE en BRAF. Por otro lado, los otros
PDOX con MSI, los PDOX001 y PDOX010, no reflejan una histologia difusa y no
tienen esta mutacién, pero si presentan mutacién en KRAS, como es el caso del
PDOX001, o ninguna de las dos en el caso del PDOX010. La presencia de
alteraciones en BRAF y MSI se considera factores de mal prondstico en CCRm, por
lo que es posible que la conjunciéon de estas dos alteraciones se relacione con un
patrén histolégico determinado [144]. Sin embargo, es necesario generar y
analizar un mayor nimero de PDOX para CCR con estas dos alteraciones para
comprobar si existe esta relacion con la histologia y/o con un patrén de respuesta

a farmacos.

En este estudio, s6lo los tumores con MSI PD0X004, PDOX006 y
PDOX009 (3/5) mantenian esta histologia. Es destacable que estas tres muestras
estén mutadas en BRAF, a diferencia de las otras muestras con MSI (PDOX001 y

PDO0X010) que no reflejan una histologia difusa y que tengan o una mutacién en
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KRAS (PD0OX001) o ninguna de las dos (PDOX011). La presencia de alteraciones
en BRAF y MSI se consideran factores de mal prondstico en CCRm, por lo que es
posible que la conjuncién de estas se vea reflejado en el patrén histolégico [144].
Sin embargo, es necesario un analisis de un mayor nimero de muestras con estas
dos alteraciones para correlacionarlas con su histologia o su respuesta a

farmacos.

La morfologia de los cultivos in vitro de los tumoroides muestra una
similitud en estos pardmetros histolégicos respecto del modelo PDOX del que
derivan. En este sentido, las lineas PDOXT establecidas formaron diferentes
arquitecturas tridimensionales. En algunos casos con un lumen central grande
con una capa externa de células de grosor variable, como por ejemplo los
iPDOXTO002, 4 y 8, y en otros casos eran densos y sin lumen, como las lineas
iPDOXT001, 9 y 10. En estos ultimos casos, seria necesario estudiar mas
profundamente si presentan un nucleo necrético, ya que podria alterar los
resultados de los ensayos de viabilidad. Esta variedad de arquitecturas
encontradas puede ser un reflejo de la gran heterogeneidad que existe en el CCR,
donde la presencia o ausencia de MSI y el conjunto de mutaciones podrian guiar
la forma en que las células se agrupan formando los tumoroides [132], [145],

[146].

4.2. LOS TUMOROIDES COMO HERRAMIENTA PARA EL CRIBADO
FARMACOLOGICO

Ya se ha descrito en la literatura que el establecimiento de biobancos de
organoides constituye una herramienta preclinica con un gran potencial en
investigacion en el cancer colorrectal [121], [125], [147]-[149] y otros tipos de
cancer [105], [106], [150]-[155]. Asimismo, para que los organoides puedan
constituir una herramienta util en el cribado farmacolégico y en oncologia
personalizada, estos modelos deben ser capaces de reproducir de forma eficiente
las caracteristicas del tumor primario del paciente del que derivan. En este
trabajo mostramos que los modelos de tumoroides derivados de pacientes con

CCRm son un punto de partida practico para el cribado de farmacos in vitro. En
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nuestro estudio con un panel de 42 firmacos mostramos que los diferentes
fenotipos de las combinaciones de genotipos BRAF-KRAS-MSI-MSS presentan

diferencias en la respuesta terapéutica.
4.2.1. Respuesta a la quimioterapia estandar.

Inicialmente, se evalto la respuesta farmacolégica de los modelos 3D a
las lineas terapéuticas recibidas por los pacientes de los que se derivaron, como
fueron las combinaciones 5-FU + OXA (FOLXOX) o 5-FU + IRI (FOLFIRI),

mostrando respuestas equivalentes.

En los ensayos realizados, ni los tratamientos en monoterapia de 5-FU,
OXA e IR], ni las combinaciones en régimen de FOLFOX o FOLFIRI resultaron
eficaces en todas las lineas PDOXT si se comparan con la respuesta obtenida en
tumoroides derivados de lineas de CCR sensibles HCT-116 usadas como control,
por lo que podriamos considerar que su respuesta terapéutica seria equivalente a
la observada en los pacientes con estadio IV de los que derivan, y que recibieron
como tratamiento en primera linea FOLFOX o CAPOX sin mostrar respuesta. En
los cultivos PDOXT no se detectaron diferencias significativas en la respuesta
terapéutica a la quimioterapia observada segln los patrones mutacionales de
BRAF/KRAS y MSI/MSS de los modelos. Las lineas de tumoroides mas sensibles
fueron PDOXT004 y PDOXTO008 que presentan la mutacion BRAF (V600E),
aunque tienen un diferente estatus de inestabilidad de microsatélites. Sin
embargo, Unicamente la viabilidad bajé del 50% en concentraciones superiores a
los 100 uM, donde la IC50 contra todos los compuestos sigui6 siendo entre 8y 16

veces mayor que las lineas HCT-116.

Sobre el estado de MSI se ha descrito que los tumores CCR MSI-H tienen
un mejor pronostico en comparacién con los tumores MSS. Un metaandlisis
evalu6 a 1277 pacientes con CCR en estadio I-IV de MSI-H de un total de 32
estudios elegibles [156]. Este metaandlisis confirmd la asociacion entre la MSI y el
prondstico favorable determinado tanto por la supervivencia global (SG) como
por la supervivencia libre de enfermedad (DSF) de los pacientes con CCR. Se

encontré un efecto beneficioso significativo del tratamiento con 5-FU en los
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tumores MSS, mientras que no se lleg6 a una conclusion clara en los tumores MSI
debido a la elevada heterogeneidad entre estudios. Aunque cabe destacar que la
mayoria de los pacientes incluidos en estos estudios son pacientes en estadios I-
I1I, por lo que en el entorno metastasico se dispone de pocos datos sobre el papel
del estado de la MSI, principalmente debido a la baja prevalencia de la MSI en el
estadio IV. Estos resultados contrastan con lo observado en nuestras lineas, ya
que los tumores MSS presentaron la misma resistencia al tratamiento con 5-FU
que los tumores MSI. Se observé una tendencia no significativa de mayor
sensibilidad a los tratamientos quimioterapicos en la linea PDOXT008 (MSS y
BRAF (V600E)) respecto a la otra linea MSS generada, la PDOXT002. Necesitamos
explorar mas estas observaciones con otros modelos que podamos generar con

estas caracteristicas genéticas.

Otro punto interesante es el papel de las mutaciones de BRAF en CCRm.
Los metaandlisis mdas recientes no han mostrado ningin beneficio de la adicién
del 5-FU a la quimioterapia de primera linea en los pacientes de CCRm con
mutaciones BRAF (V600E) [157], [158]. El valor prondstico de las mutaciones
BRAF (V600E) en el CCR se ha demostrado en varios estudios clinicos, donde se
ha asociado la mutacién BRAF (V600E) a una peor SG en relaciéon con los
pacientes con BRAF (WT) [159]-[161]. En cuando a la relacién de las mutaciones
de BRAF con el estado MSI-H, se ha descrito que la mutacién BRAF (V600E) no
afecta al buen pronéstico de los tumores MSI en pacientes con enfermedad
temprana, y su impacto en la SG se limit6 a los tumores MSI-L y MSS [162], [163].
Centrandonos mas en enfermedad metastasica, en el andlisis conjunto de los
estudios CAIRO, CAIROZ2, COIN y FOCUS se vio que la mediana de la SG y PFS
fueron significativamente peores en pacientes con MSI-H [164]. Adicionalmente,
los pacientes con tumores MSI-H/BRAF (WT) tuvieron una mejor SG en
comparacién con los tumores MSI-H/BRAF (V600E). En nuestro estudio, las
lineas iPDOXT004 e iPDOXT008 son portadoras de esta mutacion y no mostraron
una diferencia significativa al tratamiento con 5-FU respecto a las lineas que no

eran portadoras de la mutacién. La Unica linea generada que presenta tanto la
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mutaciéon en BRAF como un estado MSI-H es la iPDOXT004 la cual tampoco

mostré un comportamiento diferente al tratamiento estandar.

Como se ha mencionado, es posible que la coincidencia de la mutaciéon de
BRAF (V600E) junto con un estado de MSI-H muestren, no solo una SG menor,
sino un peor pronéstico en CCRm. La quimioresistencia a los tratamientos
estandar con FOLFOX o FOLFIR], igual que ocurre en los pacientes de esta tesis y
las lineas derivadas en orthoxenografts y de tumoroides, parece estar asociado a
estos genotipos. No obstante, también se ha asociado la resistencias en terapias
dirigidas. Por ello, en esta tesis se ha evaluado el potencial terapéutico de un
grupo seleccionado de terapias dirigidas in vitro contra este tipo de tumores y,

posteriormente se han validarlo in vivo en los modelos PDOX.
4.2.2. Respuestas a terapias dirigidas

4.2.2.1. Inhibidores de ALK

Las translocaciones genéticas que conducen a la activacién constitutiva
de los receptores tirosina quinasa (RTK) desempefian un papel crucial en la
tumorogénesis de diferentes neoplasias, incluido el CCR [165]. Las fusiones de
RTK que implican a ALK, ROS1 y NTRK1-2-3 se producen entre el 0.2%-2.4% de
los CCR y pueden representar nuevas dianas para la intervencién terapéutica
[166]. En un estudio que aglutina la informacién clinica de pacientes con
reordenamientos en CCR [167] se encontrd que existia una asociacién relevante,
desde el punto de vista clinico, con el estado MSI-H (48.1% vs 8.1%, p<0.001,
n=27). Dado que el estado MSI-H se registra en menos del 5% de los CCRm, la
frecuencia de los tumores con reordenamiento MSI-H es inesperadamente alta.
Por ultimo, es llamativo que los reordenamientos de ALK muestren un patrén
histolégico de tipo mucinoso, como ocurre con los tumores MSI del subgrupo
CMS1 [168], [169]. A pesar de todo, debido a su baja incidencia, atin son limitados
los conocimientos sobre las caracteristicas clinicas y patoldgicas, el prondstico y

la sensibilidad de estos tumores a los tratamientos disponibles.

La frecuencia de estos reordenamientos en CCR es minoritaria en

comparacién con la del cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC) que
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ronda entre el 3-7% [170]. En nuestros estudios decidimos probar 3 inhibidores
de ALK, aunque no estén aprobados contra los tumores colorrectales. El primer
medicamento de este tipo que entr6 en los ensayos clinicos fue el crizotinib
(LDK378), aprobado rapidamente por la FDA en 2011 para el tratamiento del
NSCLC en células con fusiones de ALK o ROS1. El hecho de que la mediana de la
PFS de los pacientes tratados con crizotinib sea =10 meses sugiere que la
mayoria de los tumores adquieren resistencia al fairmaco en un afio. Para
sobreponerse a esta resistencia adquirida, se han aprobado otros compuestos
como el ceritinib [171] y el AP26113 o brigatinib [172], pero todos ellos

aprobados contra tumores NSCLC con fusiones ALK.

En las lineas PDOXT tratadas con estos tres inhibidores de ALK, se pudo
observar que tanto el crizotinib como el ceritinib mostraron accién antitumoral
reduciendo la viabilidad en los 4 cultivos 3D establecidos. En el caso del ceritinib
se observaron porcentajes de viabilidad del 10% a los 10 uM en todas las lineas.
Comparando los mecanismos de accidn del crizotinib y el ceritinib, podria ser
esperable este efecto debido a que el ceritinib es un inhibidor mas potentes que el
crizotinib, ya que, a concentraciones mas bajas produce un efecto antitumoral
mayor. Sin embargo, cuando se testaron los compuestos sobre los tumores
PDOX008 y PDOX010, crecidos en ratones de forma ortotépica, Unicamente se
detect6 efecto en el tamafio tumoral en el tratamiento con crizotinib mientras que
el ceritinib no mostré reduccién del tamafio tumoral. Ademas, la combinacién del
crizotinib con el 5-FU+IRI aun mostr6 mayor efecto antitumoral en estos dos
modelos. La diferencia de efectos entre los experimentos in vivo e in vitro con
organoides al tratamiento con ceritinib es diferente a la esperada si ademas
tenemos en cuenta el impacto del crizotinib en ambos modelos. Aunque en este
estudio no hemos podido realizar todavia un estudio del estado de la fusién
génica de ALK en estos PDOX de CCR, creemos que sera importante realizarlo
todo y a pesar de la baja frecuencia de los eventos de fusién génica de ALK en
CCR. Consideramos que es bastante improbable que todas las muestras recogidas

sean portadoras de fusiones ALK. Nosotros hemos usado para realizar estos
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experimentos concentraciones descritas en la literatura, asi como aquellas de

baja toxicidad.

La transformacién de la ALK oncogénica estd mediada por las
interacciones con las moléculas descendentes que desencadenan en importantes
cascadas de sefializacion intracelular (Figura 42). Las fusiones de ALK activan
muchas vias diferentes sin necesidad de estimulos, entre las que las mas
relevantes se encuentran la via Ras-extracelular signal-regulated kinase (ERK), la
via quinasa Jano 3 (JAK3)-STAT3 y la via fosfoinositol 3-quinasa (PI3K)-AKT.
Estas vias comparten muchos puntos de interaccién para mediar los efectos de la
actividad ALK. Dada la inesperada respuesta a estas terapias hemos iniciado el
estudio de las fusiones de ALK en nuestras muestras, asi como el estado de la via

de sefalizacion, en los PDOX tratados.
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Figura 42. Via de sefializacién de ALK. Las proteinas de fusién con ALK mantienen el
dominio tirosina cinasa (TK) sin necesidad de ser activados por ningun ligando,
permitiendo la activaciéon constitutiva de las vias de sefializacion PI3K, RAS-ERK1/2 y JAK-
STAT.
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4.2.2.2. Respuesta a inhibidores de EGFR

El bloqueo farmacoldgico del EGFR puede inhibir la sefalizaciéon y la
proliferacion de las células tumorales. Entre todos los farmacos testados en este
estudio, el afatinib es el que esta descrito como el mas potente de todos, ya que,
en las dosis maximas toleradas, el afatinib fue mas eficaz que el gefitinib o el
lapatinib [173]. El afatinib es un TKI de EGFR de segunda generacidn, disefiado
para tener una inhibicién mas potente y superar las mutaciones activadoras de
EGFR que conducen a la resistencia a los farmacos de EGFR-TKI de primera
generacion, como el gefitinib, lapatinib y erlotinib. Afatinib se une y bloquea de
forma selectiva, potente e irreversible a EGFR (ErbB1), HER2 (ErbB2) y ErbB4,
con lo cual bloquea la cascada de sefializacién de todos los homodimeros y
heterodimeros de la familia. Su habilidad para bloquear todos los miembros de la
familia ErbB diferencia afatinib de los TKI de primera y tercera generacion
(osimertinib), y su unién irreversible lo diferencia de los TKI del EGFR de primera
generacion que tienen union reversible. Todos estos farmacos, al igual que los
anteriormente descritos, estan aprobados para su uso en NSCLC (afatinib,

erlotinib, gefitinib), asi como cancer de mama HER2+ (lapatinib).

Las alteraciones en BRAF hacen que los tumores de CCR portadores de
estas mutaciones muestren resistencia a la terapia anti-EGFR. De los 5
compuestos testados en los tumoroides, inicamente el erlotinib no produjo una
disminucién de la viabilidad por debajo del 50%. Los otros -cuatro,
independientemente del estado mutacional en BRAF, mostraron efecto
antitumoral. S6lo en el tratamiento in vitro con lapatinib en los PDOXT se
observaron diferencias significativas entre las lineas mutadas en BRAF y las que
no, mostrando mayor resistencia en las lineas portadoras de la mutacién.
Ademas, el lapatinib mostr6 efecto en concentraciones entre 10-30 pM, a
diferencia de los otros 3 compuestos donde la reduccién de la viabilidad se
produjo en concentraciones de 60 pM. Cuando se analizaron estos compuestos en
los orthoxenografts, tanto la muestra mutada (PDOX008) como la que presentaba
el alelo nativo (PDOX010) mostraron una reduccion de masa y tamafio tumoral

significativa cuando se combinaba el gefitinib con 5-FU+IRI. En monoterapia, el

166



Discusion

gefitinib y el lapatinib mostraron una tendencia no significativa al reducir el
peso/volumen tumoral. Este efecto sinérgico, encontrado en el tratamiento con
gefitinib en PDOX, también se habia observado en el tratamiento con inhibidores
de ALK mencionados en el apartado anterior, y parece apreciarse una tendencia

en la terapia con resultados sensibles en el CCRm.

En la literatura, se ha descrito el resultado positivo en un ensayo clinico
de dos pacientes CCRm que demostraron una respuesta clinica al lapatinib junto
con la capecitabina y oxaliplatino (CAPOX) [174]. El lapatinib es un farmaco que
inhibe tanto la actividad de EGFR como la de HER2, mientras que el erlotinib
Unicamente actia sobre EGFR (Figura 43). Es posible que esta diferencia en las
dianas de ambas drogas sea la responsable de que el lapatinib tenga efecto
antitumoral sobre los PDOXT y no el erlotinib. Ademas, el efecto del lapatinib
deberia ser similar o inferior al del afatinib, ya que actiian sobre los mismos
receptores ErbB, teniendo el afatinib mayor efectividad. Por ultimo, hay que
recordar que estos farmacos estdn aprobados para el tratamiento de otros
canceres que no son el CCR, por lo que puede que su metabolizacién en las células
tumorales del colon sea diferente a las de pulmén o mama. Para comprender
mejor el mecanismo de resistencia e interacciones de estos compuestos,
consideramos ampliar en un futuro los estudios mutacionales sobre EGFR y

HERZ2.
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Figura 43. Via de seiializacién de la familia ErbB. El afatinib es un inhibidor de tirosina
quinasa irreversible de segunda generacién que actiia sobre todos los receptores de la
familia ErbB. El gefitinib y el erlotinib inicamente acttia sobre EGFR, mientras que el
lapatinib inhibe también la actividad de HER2 (ErbB2).

4.2.2.3. Respuesta a otros inhibidores RTK (VEGFR, FGFR, PDGFR)

En la actualidad esta bien establecido que multiples vias de sefalizacion
trabajan de forma coordinada para regular el crecimiento, la supervivencia, la
angiogénesis y la invasién/migracién de los tumores. La angiogénesis tumoral
estd mediada por varios factores de crecimiento y vias receptoras establecidas,
como los receptores del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR), el
receptor del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR) y el receptor del factor
de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGFR) [174]. La via del VEGF esta
bien descrita como un regulador critico del crecimiento y la diseminacion

metastasica de varios tumores sélidos [175]. La expresion de VEGFR1 se asocia
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con una mala supervivencia debido a su capacidad para promover la metastasis,
mientras que la sefializacion de VEGFR2 desempefia un papel importante en la
angiogénesis tumoral. Los miembros de la familia FGF contribuyen a la
proliferacidon de las células tumorales y a la resistencia a la quimioterapia en
lineas celulares de cancer de casi todos los tipos tumorales [176]. Por ultimo, se
ha demostrado que la sobreexpresiéon de PDGF-B y PDGFR-f promueve el
crecimiento tumoral y la angiogénesis [177]. Estos hallazgos sugieren la
importancia de realizar una inhibicibn simultanea de las vias
FGFR/PDGFR/VEGFR para conseguir efectos antitumorales exitosos. La
inhibicién de multiples angioquinasas conduce a la supresion de la sefializacién
de las moléculas RAS-RAF-MAPK y las moléculas relacionadas con PI3K-AKT, que
estan principalmente implicadas en la proliferacion celular, la supervivencia

celular y la invasiéon tumoral.

En este estudio se trataron todas las PDOXT con hasta 7 farmacos
actualmente usados en el tratamiento de diferentes tipos tumorales enfocados en

la inhibicién de los receptores mencionados (Tabla 25).
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Tabla 25. Tratamiento de los inhibidores de receptores tirosina quinasas
angiogénicos.

FARMACO TRATAMIENTO DIANAS
Carcinoma diferenciado de tiroides
Carcinoma de células renales VEGFR1-3, FGFR1-4,
Lenvatinib . PDGFRa, c-KIT y RET [178],
Carcinoma hepatocelular [179]
Cancer de endometrio
Pazovanib Carcinoma de células renales VEGFR1-3, PDGFRa/B y c-
P Sarcoma de tejido blando KIT [180]
VEGFR1-3, TIE2, PDGFR,
Regorafenib Cancer colorrectal metastésico FGFR, c-KIT, RET y RAF
[181]
e s . . VEGFR1-3, PDGFRB, FGFR1-
Dovitinib Carcinoma de células renales 3, FTL3 y c-KIT [182]
Cancer de estroma gastrointestinal
itini Carcinoma de células renales VEGFR1-2, PDGFRa/B,
Sunitinib FLT3, c-KIT y RET [183]
Cancer de pancreas
. . . .. VEGFR1-3, FGFR1-3y
Nintedanib Enfermedad pulmonar intersticial PDGFRa/p [184]
Carcinoma diferenciado de tiroides
i Carcinoma de células renales PDGFR-B, VEGFRZ, c-KIT,
Sorafenib Raf-1y B-Raf [185]
Carcinoma hepatocelular

Cinco de los 7 farmacos evaluados en los tumoroides dieron una
disminucién de la viabilidad de mas del 50% (dovitinib, subitinib, regorafenib,
nintenadib y sorafenib), llegando a valores entre el 40-10% dependiendo del
farmaco. Todos estos farmacos son inhibidores mulquinasas con dianas
terapéuticas en comun entre todos ellos. De estos, los que tuvieron un efecto
mayor a concentraciones menores fueron el sorafenib y el sunitinib, ya que a los

30 uM ya mostraban valores de viabilidad por debajo del 20%.

Algunos de los fArmacos incluidos en este estudio, han sido evaluados
para el CCR o estan en sendos ensayos clinicos para probar su eficacia en esta

enfermedad. El dovitinib (TKI258), aunque esta indicado para el carcinoma de
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células renales (RCC), podria tener un efecto beneficioso en pacientes de CCR, ya
que en se ha visto que el tratamiento con TKI258 mostré una actividad
antitumoral significativa en experimentos de PDX con tumores de CCR
independientemente mutaciones de KRAS o BRAF [186]. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos tras el tratamiento con dovitinib en nuestros
modelos de tumoroides, ya que tuvo un efecto antitumoral considerable sin
diferencias entre todas las lineas. El nintedanib ha demostrado poseer una
importante actividad antitumoral en estudios preclinicos y en los primeros
ensayos clinicos realizados en una variedad de tumores soélidos, incluido el CCR
[187], tanto como agente Unico como en combinacién con diferentes fairmacos
citotéxicos, aunque con resultados algo decepcionantes en pacientes con CCRm
refractario [188]. Testando el nintenadib en los tumoroides observamos que, en
los ensayos de viabilidad celular, la linea PDOXT008 (MSS/BRAF) nunca bajé a
niveles inferiores al 60%, mientras que otras lineas con caracteristicas genéticas
de MSS (iPDOX002 e iPDOX010) y BRAF (V600E) (iPDOXT004) si que vieron
reducida su viabilidad a valores de 40-20%. Por otra parte, sin llegar a ser
significativo para todas las lineas, las muestras con un estado MSI-H mostraron
mayor efecto antitumoral (viabilidad <20%) cuando se trababan con este
farmaco a diferencia de las lineas MSS (viabilidad 80-40%). Por ultimo, el
sorafenib ha sido evaluado en el entorno del CCR con mutacién de KRAS en
varios estudios de fase II. Las pruebas no han tenido éxito en el tratamiento de los
pacientes con CCRm donde las mutaciones en KRAS/BRAF no fueron predictivas

de ningun beneficio [189].

A pesar de lo expuesto en el parrafo anterior, el Unico de todos los
mencionados que esta indicado y aprobado por la FDA para el tratamiento del
CCR es el regorafenib. En nuestro estudio, se observaron respuestas diferentes
dependiendo del estado mutacional de BRAF, teniendo mayor efecto en aquellas
muestras que eran portadores del alelo salvaje. El regorafenib es un inhibidor
multiquinasa que se dirige a los receptores angiogénicos (VEGFR1-3, TIE2),
estromales (PDGFR-3, FGFR) y oncogénicos de tirosina quinasa de sefializacién

intracelular (KIT, RET y RAF) [190]. En nuestros experimentos in vivo, el
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regorafenib en el tumor PDOX008 (BRAF (V600E)) no mostré una reduccion
tumoral si se compara con el grupo control igual que ocurria en las lineas
PDOXTO008. Seguramente, su efecto se haya visto alterado por la presencia de esta
mutacion, haciendo que la via de sefializacién siga en funcionamiento a pesar de

la administracion del fairmaco

De los dos farmacos que no dieron ninguna respuesta que supusiera una
disminucién de la viabilidad de mas del 50%, como ocurria con los otros 5, el
pazopanib es el Unico que no actta sobre los receptores FGFR. El pazopanib es
una pequefla molécula de segunda generacion inhibidora de la tirosina cinasa de
la angiogénesis que se dirige a los receptores VEGF1-3, a los receptores PDGF
(PDGFRa y PDGFRf) y a KIT. Sin embargo, el lenvatinib es un inhibidor que si
que actda sobre todos los receptores relacionados con la angiogénesis: VEGFR1-3,
FGFR1-4 y PDGFRa, ademas de los protooncogenes RET y KIT. Los estudios
preclinicos han demostrado que el lenvatinib tiene una potente actividad
antiangiogénica, principalmente a través de la inhibicion de las vias de

sefializacién del VEGF y del FGF [191].

En conclusién, nuestros resultados sugieren que los receptores tirosina
quinasa, como FGFR, VEGFR y PDGFR, pueden ser una diana eficaz para el
tratamiento del CCR, siendo un enfoque viable para mejorar el resultado de los

pacientes con CCR.

4.2.2.4. Respuesta a inhibidores CHK1/2 (Prexasertib)

La incorporacién del prexasertib, no sélo a los experimentos de
tumoroides, sino también a los experimentos in vivo se debié a la publicacién de
un articulo cientifico en la revista Nature a inicios del afio 2022 [192]. Los
investigadores involucrados manifiestan que el tratamiento con irinotecan y la
inhibicion de CHEK1 tienen efectos sinérgicos en las células de cancer de colon
MSS o con doble mutacion KRAS-TP53, conduciendo a la apoptosis y a la
supresién del crecimiento del xenoinjerto tumoral. Esta combinacién presentaba
una potencia y eficacia significativamente mayores en las lineas celulares MSS

que en las lineas celulares MSI.
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Como se ha mencionado, el irinotecan es ampliamente utilizado en la
clinica para tratar el CCR, mientras que los inhibidores de CHEK1 pueden
potenciar las respuestas de los compuestos que dafian el ADN mediante la
anulacién de la detencién del ciclo celular inducida por el dafio del ADN. En este
sentido, el prexasertib, un inhibidor selectivo competitivo con el ATP de las
quinasas de punto de control 1 y 2 (CHK1/2), tiene potencial actividad como
agente antineoplasico [193]. Tras su administracién, el prexasertib se une
selectivamente a CHK1, principalmente, impidiendo asi su actividad y anulando la
reparaciéon del ADN dafiado [194]. Esto puede conducir a una acumulacién de
errores en el ADN promoviendo la inestabilidad genémica y la apoptosis. CHK1 es
una proteina serina/treonina quinasa que actda sobre el punto de control del
ciclo celular de la fase M y es esencial para la reparacidon del ADN, por lo que

desempeiia un papel clave en la resistencia a los agentes quimioterapéuticos.

En nuestros ensayos farmacolégicos en tumoroides, no se han observado
diferencias significativas entre muestras portadoras o no de la mutacién en KRAS
o entre MSI y MSS, a diferencia de los resultados del estudio mencionado [192],
pero si que se detecté una bajada en la viabilidad celular mayor al 50% tras el
tratamiento con prexasertib en todas las lineas. Sin embargo, el resultado mas
significativo es la respuesta al tratamiento combinado de 5-FU+IRI+PREX en los

experimentos con PDOX.

Estos resultados abren la puerta a la incorporacién de nuevas dianas
terapéuticas en pacientes afectados por CCR y, sobre todo, al estudio de terapias
combinadas de fArmacos dirigidos con la quimioterapia estdndar. La evaluacién
de la potencia y la eficacia de la combinacién son complementarias, por lo que el
uso de terapias multiples de dosis bajas podria conducir a la reduccién de las
dosis de cada farmaco, a la mejora de la eficacia o a ambas, en relacién con los
agentes Unicos. A pesar de los resultados expuestos, es necesaria una validacién
mas detallada de las combinaciones de farmacos prometedoras que aqui se
presentan, con un mayor nimero de muestras ademas de estudios genéticos y

moleculares mas exhaustivos.
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4.3. GRAN COMPLEMETARIEDAD DE LOS MODELOS DE
TUMOROIDES Y PDOX

Tanto los tumoroides como en los modelos PDOX generados en este
estudio reprodujeron de forma satisfactoria las caracteristicas tumorales,
genéticas e histopatoldgicas, del tumor del paciente del que derivaron. A la hora
de realizar un estudio de seleccion de potenciales farmacos utiles para tratar los
pacientes, los datos de respuesta obtenidos en los ensayos en organoides
derivados de los PDOX, han sido de utilidad para su posterior evaluacién
preclinica in vivo. Detectamos una alta equivalencia entre la respuesta a la
quimioterapia estandar (5-FU, OXA e IRI) tanto in vitro como in vivo, lo que indica
que los modelos de tumoroides y PDOX recapitulan de una forma bastante
fidedigna el comportamiento observado en los pacientes de los que derivan.
Respecto a las terapias dirigidas evaluadas in vitro, seleccionadas y
posteriormente evaluadas in vivo, a grandes rasgos podemos decir que nos han
permitido seleccionar tres tipos de terapias que han manifestado un potencial
terapéutico a explorar en el tratamiento de este tipo de tumores. En conjunto
podemos considerar que el sistema PDOX-Tumoroides-PDOX es un buen sistema
a la hora de evaluar potenciales opciones terapéuticas. Los tumoroides, aparte de
ser herramientas utiles para la seleccion de potenciales terapias, podrian
contribuir a la reduccién de los ensayos con animales en la investigacion
biomédica. Sin embargo, pensamos que, para una correcta aplicacién de los
fArmacos a través de un tratamiento personalizado, seguirad siendo necesario la

complementariedad de ambos modelos.

4.4. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Somos conscientes de que este trabajo presenta bastantes limitaciones
en cuanto a andlisis o estudios adicionales que se podrian haber hecho, o que se
podran hacer en un futuro, para continuar contribuyendo a definir mejor el

tratamiento de la enfermedad metastasica en CCR.
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Una de las principales limitaciones del estudio es el reducido nimero de
tumoroides que se establecieron con las diferentes caracteristicas genéticas de
interés, para asi poder formar grupos y aplicar andlisis estadisticos para llegar a
conclusiones mas robustas. En este punto nos gustaria resaltar la complejidad
que lleva el poder llegar a obtener una muestra de un paciente en fresco para
poderla implantar en los ratones. Hecho que se ve agravado cuando se hace sobre
un tumor de baja frecuencia. Por esto es importante poner en valor la posibilidad
de disponer de estos pocos, pero relevantes modelos pareados de
PDOX/Tumoroides, para la realizacion de este trabajo, asi como de cara a futuros

estudios.

En algunas condiciones, si que se encontraron diferencias cuando se
compararon los efectos de algunos farmacos en funcion de la presencia o
ausencia de mutaciones en BRAF o inestabilidad de microsatélites. Sin embargo,
consideramos que es necesario aumentar el nimero de lineas de tumoroides para
poder atribuir las respuestas farmacolégicas encontradas con la mutacién de un
gen especifico o a su estado MSI. Ademas, seria importante ampliar el nimero de
muestras con origen metastasico. La incidencia muy baja de pacientes con CCR
con enfermedad avanzada y genotipo MSI, con o sin mutaciones en BRAF, ha
dificultado la obtencién de un niumero mayor de muestra para nuestro proyecto.
Adicionalmente, durante la realizacién del estudio, la pandemia por la COVID-19
también ha sido un factor que nos ha dificultado mucho la ejecucién del trabajo,
ya que durante la pandemia tuvimos que sacrificar los ratones, criopreservar
tumores y tumoroides, y parar la implantacién de nuevos modelos.
Postpandemia, la puesta en marcha de nuevo de estrategias de implantacién de
nuevos tumores, asi como la descriopreservaciéon de PDOX/tumoroides nos
afecté muchisimo y gener6 retraso a la hora de poder realizar un mejor y mas

profundo trabajo durante el tiempo de esta tesis.

La generacion y optimizacion de los protocolos de establecimiento de los
cultivos en organoides también fue bastante desafiante al inicio de este proyecto.
El porcentaje de éxito del establecimiento de los cultivos 3D no es tan elevado

como nos gustaria, aun asf, partiendo inicialmente de 10 modelos orthoxenografts
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consideramos que la tasa de generacion, establecimiento y mantenimiento de las
6 lineas de tumoroides es muy buena. La falta de éxito en 4 de las lineas podria
atribuirse a los factores de crecimiento afiadidos al medio de cultivo, las
caracteristicas genéticas inherentes a la muestra, o incluso la histologia del tejido
del que se derivd (p. ej. histologia mucinosa), tal y como se comentd
anteriormente. Ademads, observamos que el éxito de crecimiento de los de

organoides una vez criopreservados es menor que en los modelos en 2D.

En este estudio no evaluamos las terapias basadas en inhibidores de
punto de control inmunitario (inmunoterapia, ICI), indicada para cancer
colorrectal con inestabilidad de microsatélites. Actualmente, la inmunoterapia es
el enfoque mas prometedor para contrarrestar la resistencia al 5-FU en el CCR.
Anticuerpos anti-PD1 y anti-PDL1, han dado muy buenos resultados en este tipo
de tumores debido a su alta infiltracion linfocitica en el tejido. Hicimos unas
tentativas preliminares cocultivando células del sistema inmune con los
tumoroides, pero estos aun son muy preliminares. Sin embargo, en nuestro
laboratorio hemos desarrollado la tecnologia para humanizar los ratones
inmunodeprimidos con PBMCs o células hematopoyéticas humanas, aunque no
nos dio tiempo de poder realizar estos experimentos en el tiempo de la tesis y
planeamos poderlos hacer en el futuro con ICI en monoterapia o combinacién con

otros farmacos.

A nivel de andlisis futuros, también consideramos que son necesarios
estudios genéticos y citogenéticos mas profundos de los modelos in vivo y 3D
generados, no s6lo de BRAF y KRAS, sino a otros genes que, visto los resultados de
los ensayos farmacolégicos, pueden estar interfiriendo en la sensibilidad o
resistencia: ALK, EGFR, TP53, VEGFR, PIK3CA, SMAD4... Uno de los aspectos que
menos hemos podido desarrollar ha sido la realizacién de estudios funcionales
para caracterizar las respuestas observadas. Pero una cosa muy importante a
resaltar es que, a pesar de las limitaciones del estudio, hemos encontrado varios
farmacos que en combinacién con los tratamientos de quimioterapia producen,
en modelos ortotépicos, una reduccién importante y significativa del

tamafio/volumen tumoral. Y lo que es mas importante, las respuestas observadas
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tienen una correlaciéon con una respuesta histoldgica, lo que indudablemente

refuerza el valor de la estrategia seguida.

También podriamos complementar estos estudios con otros andlisis
funcionales, utilizando herramientas de ediciéon genética como CRISPR-Cas9 en
tumoroides. La reversion de la mutaciéon en BRAF en los tumoroides y los
posteriores ensayos con la misma libreria de compuestos daria datos relevantes
sobre el efecto de esta mutacion en la resistencia de los tumores CCRm MSI-H.
Por ultimo, tal y como hemos mencionado, un estudio a nivel molecular mediante
técnicas como la inmunohistoquimica, inmunofluorescencia y Western blot nos ha
de permitir aumentar el conocimiento de las vias de sefializacién a la respuesta

farmacolégica en tumores de CCR.

Igualmente, una mejora de la técnica de los cultivos de los tumoroides en
un entorno inmunocompetente ha de permitir integrar los tratamientos de
quimioterapia, terapias dirigidas y la inmunoterapia a la hora de intentar mejorar

el tratamiento de estos pacientes.
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Los modelos preclinicos de PDOX/orthoxenografts generados mediante la
implantacién quirdrgica de forma ortotépica de biopsias de tumores MSI, en
el colon de ratones inmunosuprimidos, mantienen las caracteristicas
histopatolégicas y genéticas de tumores primarios del paciente del cual

derivan.

Los PDOX generados son una fuente de material fresco de altisima calidad
biolégica que permite derivar de forma muy eficiente, in vitro, los
tumoroides/PDOXT utiles para la realizacién de maultiples aproximaciones,
entre las que estan la evaluacion de fairmacos. Aproximacidon que permite
una importante reducciéon en el tiempo y coste de los experimentos, asi
como implementar estrategias de las 3Rs para limitar el uso de animales de

experimentacion.

Tanto los PDOX/orthoxenografts como los tumoroides, generados a partir de
los tumores MSI, mimetizan la resistencia a los tratamientos de
quimioterapia de forma analoga a la observada en los pacientes de los que

derivan.

Los estudios de eficacia terapéutica en monoterapia realizados en los
tumoroides MSI identificaron respuestas significativas con tres
grupos/familias de inhibidores: i) Inhibidores de EGFR; ii) Inhibidores de
VEGFR/PDGFR/FGFR, e iii) Inhibidores de ALK.

Para la mayoria de los tratamientos evaluados en los tumoroides, la
presencia o no de MSI no correlacioné con diferencias significativas en las
repuestas observadas. En el caso de los tratamientos con lapatinib y
regorafenib, si que se observaron diferencias en funciéon del estado

mutacional de BRAF.

Los estudios preclinicos de respuesta in vivo realizados en monoterapia en
varios PDOX, no han identificado que ninguna de las terapias seleccionadas
en los tumoroides reduzca el peso o tamafio de forma significativa en los

tumores MSI resistentes a la quimioterapia (5-FU+IRI). Sin embargo, los
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tratamientos en combinacion de gefitinib, crizotinib y prexasertib con 5-
FU+IRI si mejoraron significativamente la respuesta. Estos tratamientos
pueden representar un avance en el tratamiento del CCR con MSI resistentes

al esquema quimioterapico clasico.

El uso combinado de PDOX/tumoroides para un mismo tumor, tal y como
hemos mostrado en este trabajo en casos MSI resistentes a los tratamientos
de quimioterapia, parece ser una herramienta mejor a la hora de identificar
nuevas aproximaciones terapéuticas que el uso aislado tanto de PDOX como
de los tumoroides. Ambos sistemas de forma individual presentan

limitaciones.

En este sentido, la combinaciéon de ambas aproximaciones puede ayudar a
mejorar el tratamiento de los pacientes de cancer en general, y de colon en

particular.
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