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RESUMEN

La Fibrosis Quistica (FQ) es una enfermedad autosémica recesiva causada por variantes patogénicas en el
gen Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator (CFTR). La proteina resultante, también llamada CFTR, se
expresa en varios tejidos epiteliales y confiere a la FQ un caracter multisistémico, siendo los aparatos
respiratorio y digestivo los mas afectados. La CFTR actla como canal de ClI" y HCOs" tras su activacion,
iniciada gracias al aumento de los niveles de adenosin monofosfato ciclico (AMPc). Se han identificado
mas de 2.000 variantes patogénicas del gen CFTR, las cuales se clasifican en seis grupos (I-VI) segun el tipo
de alteracion que provoca en la expresion y funcionalidad de la proteina. En la actualidad, el uso de
farmacos especificos, conocidos como moduladores, ha supuesto un avance importante en el tratamiento
de la enfermedad y ha permitido mejorar la calidad de vida de las personas afectadas por la FQ. Los
moduladores son capaces de corregir la conformacion de la proteina CFTR y/o potenciar su funcion. Se ha
comprobado que la combinacidn de estos moduladores también resulta beneficiosa. Desde la aprobacion
del primer modulador en el 2012, se han aprobado tres nuevas combinaciones, la mas reciente (2020)
bajo el nombre de Kaftrio. Estos tratamientos estan indicados para variantes patogénicas especificas del
CFTR, lo que restringe su uso a determinados grupos de individuos. Ademas, se ha demostrado una
variabilidad de respuesta al tratamiento, incluso entre individuos con el mismo genotipo. Esta situacion
subraya la necesidad de desarrollar terapias mas especificas y eficaces que consideren el contexto
genético y fenotipico de cada individuo. En enfermedades como la FQ, la medicina personalizada cobra
especial relevancia, ya que es importante prever la respuesta a cada tipo de modulador para seleccionar
el tratamiento mas adecuado. El uso de modelos validados como los organoides intestinales, provenientes
del epitelio rectal, permiten valorar la funcionalidad in vitro de la CFTR antes y después del tratamiento
con moduladores. Este modelo celular, ademds, sirve como herramienta para explorar nuevas vias
terapéuticas que mejoren la funciéon de la CFTR. Este proyecto de tesis doctoral se ha enfocado en estudiar
la modulacién de los receptores adenosinérgicos (RAs) en organoides intestinales como un posible
tratamiento complementario para la FQ, dado que los RAs regulan los niveles de AMPc. Por primera vez,
se ha caracterizado la expresién de los cuatro subtipos de RAs (A1R, A2aR, A2eR y AsR) en organoides
intestinales obtenidos de individuos control y de afectados por la FQ, destacando que el subtipo AR es
el predominante en ambos grupos. Para poder evaluar la implicacidn de la via de los RAs en la funcién de
la CFTR en organoides intestinales, se adapté y validé un ensayo funcional in vitro ampliamente utilizado
en este modelo celular. Ademas, se demostré el papel del AMPc en la conexion entre ambas vias. Una vez
establecido el ensayo funcional, se llevé a cabo un cribado de 20 compuestos antagonistas de los RAs en
organoides intestinales control. Este proceso permitid, por un lado, la seleccion de dos compuestos
antagonistas como candidatos para potenciar la funcidn de la CFTR en organoides intestinales y, por otro
lado, destaco la importancia del uso de agonistas de A2sR para mejorar la funcién de la CFTR. Finalmente,
se evaluaron estos compuestos en organoides intestinales FQ. Los resultados de esta investigacidn
doctoral demuestran que la combinacion de agonistas de A2eR con el modulador del CFTR Kaftrio potencia
el efecto del modulador, lo que resulta en un incremento significativo de la funcién de la CFTR en
organoides intestinales FQ. En conjunto, los resultados presentados indican que los farmacos agonistas

de A2sR pueden ser investigados para aplicarlos como complemento a las terapias actuales de la FQ.



ABSTRACT

Cystic Fibrosis (CF) is an autosomal recessive disease caused by pathogenic variants in the Cystic Fibrosis
Transmembrane Regulator (CFTR) gene. The resulting protein, also called CFTR, is expressed in various
epithelial tissues and confers a multisystemic nature to CF, with the respiratory and digestive systems
being the most affected. CFTR acts as a transporter for CI-and HCOs™ upon activation, initiated by increased
cyclic adenosine monophosphate (cAMP) levels. Over 2,000 pathogenic variants of the CFTR have been
identified and classified into six groups (I-VI) based on the type of alteration they cause in the expression
and functionality of the protein. The introduction of specific drugs, referred to as modulators, represents
a significant advancement in disease treatment and has led to improved quality of life for individuals with
CF. Modulators can correct the conformation of the CFTR protein and/or enhance its function. Combining
these modulators has also been found to be beneficial. Since the approval of the first modulator in 2012,
three new combinations have been approved, with the most recent one (in 2020) named Kaftrio. These
treatments are indicated for specific pathogenic variants of CFTR, thereby limiting their use to specific
patient groups. Furthermore, variability in treatment response has been demonstrated even among
individuals with the same genotype. This situation underscores the need to develop more precise and
efficacious therapies that account for each individual's genetic and phenotypic context. In diseases like
CF, personalized medicine becomes particularly relevant, predicting the response to each type of
modulator for selecting the most suitable treatment. Validated models such as intestinal organoids,
derived from rectal epithelium, allow for evaluating CFTR functionality in vitro before and after treatment
with modulators. Additionally, this cellular model serves as a platform to explore new therapeutic
pathways to enhance CFTR function. This doctoral thesis project has focused on studying the modulation
of adenosinergic receptors (ARs) in intestinal organoids as a possible complementary treatment for CF,
given that ARs regulate cAMP levels. For the first time, the expression of the four subtypes of ARs (A1R,
A2aR, A2R, and AzR) has been characterized in intestinal organoids obtained from control individuals and
those affected by CF, highlighting that the A2sR subtype is predominant in both groups. A widely used in
vitro functional assay in this cellular model was adapted and validated to assess the involvement of the
AR pathway in CFTR function in intestinal organoids. Additionally, the role of cAMP in connecting both
pathways was demonstrated. Once the functional assay was established, 20 AR antagonist compounds
were screened in control intestinal organoids. This process allowed the selection of two antagonist
compounds as candidates to enhance CFTR function in intestinal organoids, and also emphasized the
importance of using A2sR agonists to improve CFTR function. Finally, these compounds were evaluated in
CF organoids. The results of this doctoral research demonstrate that combining A2sR agonists with the
CFTR modulator Kaftrio enhances the modulator's effect, resulting in a significant increase in CFTR
function in CF intestinal organoids. Taken together, the presented results indicate that A2sR agonist drugs

can be investigated for application as a complement to current CF therapies.



LISTA DE ABREVIACIONES

2D

3D
AR
AzR
AR
AsR
AA
ABC
AC
ADN
ADNCc
Ado
ALl
AMPc
ARN
ARNm
ATP
AUC

C

Ca2+
CFTR
CFTR
CFTR-Inh 172
crl
cPLA2
DMSO
EC50
ELISA
EMA
FDA

FIS

FQ
FSK
GPCRs
HCI
HCOs
HUVH
IC50

Dos dimensiones

Tres dimensiones

Receptor adenosinérgico 1

Receptor adenosinérgico 2A

Receptor adenosinérgico 2B

Receptor adenosinérgico 3

Acido araquidénico

Familia de proteinas transportadores dependientes de ATP o ATP-binding cassette
Adenilato ciclasa

Acido desoxirribonucleico

Acido desoxirribonucleico complementario

Adenosina

Air-liquid interfase

Adenosin monofosfato ciclico

Acido ribonucleico

Acido ribonucleico mensajero

Adenosin trifosfato

Area bajo la curva o area under the curve

Modulador de tipo corrector

lon calcio

Gen cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
Proteina cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
Inhibidor de la proteina CFTR

lon cloruro

Fosfolipasa A2 citosdlica o cytosolic phospholipase A2
Dimetilsulféxido

Concentracidn efectiva media

Ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas

Agencia Europea de Medicamentos o European Medicines Agency

Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos o Food and
Drug Administration
Forskolin-induced swelling

Fibrosis quistica

Forskolina

Receptores acoplados a proteinas G o G-protein-coupled receptors
Acido clorhidrico

lon bicarbonato

Hospital Universitari Vall d'Hebron

Concentracion media inhibitoria



IM fleo meconial

IP3 Inositol 1,4,5-trifosfato

IP Insuficiencia pancreatica

LP Liquido periciliar

LSVA Liquido de la superficie de las vias respiratorias
NBD1 Dominio de unién a nucledtidos 1 del CFTR
NBD2 Dominio de unién a nucledtidos 1 del CFTR
NECA 5’-(N-Etilcarboxamida)adenosina

NHERF2 Proteina Na*/H* exchanger regulatory factor isoform 2
ns No significativo

P Moduladors de tipo potenciador

PKA Proteina quinasa A

PLC Fosfolipasa C

PPIA Gen peptidil prolil isomerasa A

R Dominio regulador del CFTR

RAs Receptores adenosinérgicos

RE Reticulo endoplasmatico

RT-gPCR Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real
SD Desviacion estandar

SEM Error estdndar de la media

STOP Coddn de terminacién prematura o PTC

T0 Tiempo basal

TIR Tripsina inmunoreactiva

TMD1 Dominio transmembrana 1 del CFTR

TMD2 Dominio transmembrana 2 del CFTR

VHIR Vall d'Hebron Institut de Recerca

WT Control, no afectado por la FQ o wild type
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1.1 FIBROSIS QUISTICA

La fibrosis quistica (FQ) es una enfermedad autosdmica recesiva potencialmente mortal que
afecta a mas de 162.000 personas en todo el mundo [1], siendo mas prevalente en la poblaciéon
caucdsica [2,3]. La sospecha diagndstica se obtiene generalmente mediante pruebas de cribado
neonatal, prueba de sudor, manifestaciones clinicas sugestivas y su posterior confirmacién con

su estudio genético.

La FQ se caracteriza por ser una enfermedad multisistémica, afectando al aparato reproductor,
gldndulas sudoriparas, aparato respiratorio y digestivo, siendo estos dos ultimos los mas
gravemente comprometidos. La variabilidad en la sintomatologia se debe, en parte, a las
numerosas variantes patogénicas del CFTR (de sus siglas en inglés, cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator) que son responsables de la FQ. Se han identificado mas de 2.000
variantes patogénicas del gen CFTR, cada una con distintos efectos en la expresién vy

funcionalidad de la proteina, lo que incide directamente en la severidad de la enfermedad.

El gen CFTR codifica un canal aniénico, conocido como CFTR. Las alteraciones en la funcionalidad
de este canal conducen a una disminucién o incluso a la ausencia del flujo de aniones, asi como
a la reduccién del transporte de agua hacia la superficie celular. Como consecuencia, el moco
producido de forma natural en distintos érganos se vuelve mas espeso y viscoso, llevando a la
obstruccion de las vias respiratorias y de los conductos pancredticos y biliares, ademads de
afectar a la funcion intestinal. Esta situacion también propicia la colonizacion de infecciones
recurrentes y, la persistencia de estas condiciones, puede llevar al fallo pulmonar y pancreatico

irreversible.

A pesar de que actualmente no existe una cura definitiva para la FQ, el uso de farmacos
especificos que modulan la funcion de la CFTR y el tratamiento de las infecciones pulmonares
con antibidticos, entre otras estrategias terapéuticas, han contribuido a la mejora de la calidad

de vida de las personas afectadas por la FQ.

1.1.1 La proteina CFTR

El gen CFTR se encuentra en el brazo largo del cromosoma 7, en la posicidon 7q31.2 [4]. Este gen
estd compuesto por un total de 27 exones. La proteina CFTR actua principalmente como canal
de cloro (CI') y bicarbonato (HCOs’), ademas de regular otros canales, como el canal de sodio
ENaC (de sus siglas en inglés, epitelial sodium channel), sobre el cual ejerce una funcion

inhibitoria.
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La CFTR se expresa en la region apical de varios tejidos epiteliales y glandulares, incluyendo
aquellos presentes en el pancreas, cavidad nasal, bronquios, glandulas bronquiales, intestino,
higado y glandulas sudoriparas [5,6]. Sin embargo, presenta un papel regulador especialmente
importante en los tejidos donde hay una mayor expresidon de acido ribonucleico mensajero

(ARNm) del CFTR: el epitelio respiratorio, intestinal y pancreatico [7].

La CFTR es una proteina de membrana compuesta por 1.480 aminodcidos y tiene un peso
molecular de 170 kDa. Pertenece a la familia de las proteinas transportadoras transmembrana
llamada “transportadoras ABC” (de sus siglas en inglés, ATP-binding cassette). Los integrantes
de esta familia comparten una estructura conservada compuesta por dos dominios
transmembrana (TMD1 y TMD2), que anclan la proteina a la membrana celular, y dos dominios
de unién a nucledtidos (NBD1 y NBD2) que interactian con el adenosin trifosfato (ATP). Sin
embargo, la CFTR se distingue de los demds miembros ABC debido a la presencia de un quinto
dominio denominado dominio regulador (R) (Figura 1). Este dominio desempefia un papel

fundamental en la regulacién de la apertura del canal.

TMD1 TMD2

extracelular

intracelular

NH:

COOH

Figura 1. Dominios del canal CFTR. Imagen creada con BioRender.com.

Los distintos dominios de la CFTR se sintetizan en el reticulo endoplasmico (RE), donde
posteriormente interaccionaran entre ellos para generar una proteina estable. Durante el
proceso de plegamiento, tanto chaperonas como co-chaperonas realizan un control de calidad
de la proteina. Cuando detectan un plegamiento incorrecto, marcan a la proteina a través de un
sistema llamado ERAD (de las siglas en inglés, endoplasmic-reticulum-associated degradation),

para que posteriormente sean conducidas al proteosoma para su degradacion [8-10].

Este marcaje generalmente tiene lugar mediante ubiquitinacién [11,12], aunque algunos

estudios sugieren que también puede ocurrir mediante sumoilacién [13—-15].
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Después de pasar el control de calidad en el RE, la CFTR es transportada al aparato de Golgi,
donde debe someterse a modificaciones postraduccionales y superar otro control de calidad. Si
no pasa esta etapa, es degradada por el lisosoma [9]. Finalmente, la CFTR madura es
transportada mediante vesiculas que siguen la via exocitica hasta la membrana apical, donde es

insertada [16,17].

La activacion de la CFTR es un proceso sujeto a modificaciones postraduccionales, que facilitan
la transicién de un estado cerrado e inactivado (Figura 2A) a uno abierto y funcional (Figura 2B).
La proteina quinasa A (PKA) es la principal responsable de iniciar dicho proceso al fosforilar
residuos del dominio R que permiten cambiar la conformacién de la CFTR [18,19]. Previamente,
para poder activar la PKA es necesario que haya ciertos niveles de adenosin monofosfato ciclico

(AMPc) [20].

Cl HCOy

TMD1 TMD2

extracelular

intracelular @ ATP

NBD1 I
@ Fosforilacion

CFTR cerrado CFTR abierto

Figura 2. Estadios de conformacion de la CFTR. (A) El estado inactivo se caracteriza por presentar un
bloqueo alostérico efectuado por una regidn del propio dominio R. (B) El incremento de los niveles de
AMPc permite activar a la enzima PKA, la cual fosforila ciertos residuos del dominio R de la CFTR. El cambio
de conformacion resultante facilita la uniéon del ATP a los dominios NBD y su posterior dimerizacion
[18,21]. Finalmente, se produce la apertura del canal, posibilitando el transporte de ClI" y HCOs™ hacia el
espacio extracelular. Para volver a cerrar el canal, es necesario la hidrdlisis de las moléculas de ATP, lo que
provoca la desestabilizacion y disociacion del dimero NBD [22]. La disociacidn induce un cambio de
conformacion en los dominios TMDs, promoviendo el acercamiento entre ellos e impidiendo el flujo de

aniones a través del canal. Imagen creada con BioRender.com

El AMPc intracelular se genera mediante la conversion del ATP gracias a la accién de las enzimas
adenilato ciclasas (ACs). En los mamiferos, la mayoria de estas ACs son proteinas
transmembrana que se activan como parte de la cascada de sefializacién iniciada por los
receptores acoplados a proteinas G (GPCRs, por sus siglas en inglés G-protein-coupled receptors),

como es el caso de los receptores adenosinérgicos (RAs) (ver seccion 1.3).
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1.1.2 Variantes patogénicas del gen CFTR

Desde la identificacidon del gen CFTR en 1989 [4], se han identificado mas de 2.000 variantes
patogénicas [23] que provocan una amplia variedad de alteraciones a nivel molecular y celular.
Dada esta diversidad, ha sido necesario establecer un sistema de clasificacién que categoriza
estas variantes segln el defecto que producen [24]. Tradicionalmente, las variantes patogénicas

del CFTR se dividen en seis grupos (Figura 3).
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Figura 3. Clasificacion de las variantes patogénicas del CFTR seguin su expresion y funcidon proteica. Cada
variante patogénica del CFTR (A) da lugar a una serie de alteraciones que repercuten principalmente en
la produccién de su ARNm (B), en el proceso de plegamiento de la proteina (C), en el trifico hacia la
membrana plasmatica (D) y/o en la funcionalidad de la proteina CFTR una vez es insertada en la superficie

celular (E). Imagen creada con BioRender.com.

Las variantes de clase | producen alteraciones en la transcripcion del CFTR debido a la
introducciéon de un coddn de terminacidon prematura (codén PTC o STOP) [25,26]. Dado que los
niveles de produccion de la CFTR dependen de la ubicacién del codén STOP, hay algunos autores
que consideran una séptima clase para aquellas variantes patogénicas con grandes deleciones y
que causan la ausencia total del ARNm [27]. Las variantes de clase |l son aquellas en las que el
procesamiento y el trafico de la proteina son defectuosos. Como consecuencia, la CFTR queda
retenida en el RE al no pasar el control de calidad para posteriormente ser degradada. Aunque
la mayoria de las proteinas de este grupo acaban siendo degradadas, una pequefia fraccion logra

llegar a la superficie celular.
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Sin embargo, debido a su alteracidn estructural, su capacidad de activacion se ve afectada y su
estabilidad en la membrana disminuye [28]. Un ejemplo de esta clase es la variante F508del-
CFTR, que se estima que estd presente en el 80% de las personas afectadas por la FQ
[3,23,29,30]. La clase lll se asocia con la funcionalidad de la proteina, especificamente con una
deficiencia en la apertura del canal. Sin embargo, la cantidad de CFTR en la membrana
plasmatica permanece dentro de un rango normal. Las variantes de clase |V se relacionan con
alteraciones en la conductancia, mientras que las de clase V presentan anomalias en el promotor
y los niveles de CFTR normal estan disminuidos. Las variantes de clase VI causan inestabilidad a
la proteina una vez se localiza en la superficie celular, por lo que el recambio proteico esta

acelerado.

Aungue esta clasificacion es util para variantes bien caracterizadas y que son comunes en la
poblacién, existen variantes con un fenotipo molecular complejo que son dificiles de categorizar
en una Unica clase. Es por ello que paralelamente se ha desarrollado un enfoque de clasificacién
basado en la funcién residual de la CFTR [27,31]. Segun esta aproximacion, se distinguen dos
grupos: aquellas variantes patogénicas con funcidon minima o con funcidn residual (Figura 3). Las
variantes con funcién minima corresponden a las clases |, Il y lll, segun la clasificacion tradicional,
ya que muestran poca o ninguna funcion de la CFTR. Por otro lado, las variantes con funcién
residual (clases IV, V y VI) presentan cierto nivel de actividad, aunque en menor medida en
comparacién con la forma no patogénica. Esto contribuye a que las manifestaciones clinicas de

la FQ asociadas a estas variantes sean menos severas.

1.1.3 Diagndstico de la FQ

En la mayoria de paises desarrollados actualmente se realiza un cribado neonatal para detectar
posibles enfermedades congénitas, incluyendo la FQ. Este cribado se hace a partir de una
pequefia muestra de sangre extraida del talén de la cual se evalla, entre otros pardmetros, los
niveles de tripsina inmunoreactiva (TIR), una enzima proteolitica que se encuentra en los jugos
pancreaticos. Sin embargo, es fundamental tener en cuenta que un resultado positivo de estos
valores no es especifico de la FQ, ya que los niveles elevados de TIR también pueden indicar
problemas pancreaticos no relacionados con esta enfermedad. Por esta razén, es necesario
complementar el resultado con un examen clinico, la realizacién de la prueba del sudor y con un

posterior analisis genético para identificar las variantes patogénicas del CFTR.
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La prueba del sudor es considerada como la "prueba de referencia" en el diagnéstico de la FQ.
Durante este test se colocan, generalmente en el antebrazo, dos electrodos que contienen un
disco con gel de pilocarpina, un medicamento que estimula las glandulas sudoriparas para que
produzcan sudor. La muestra de sudor generada es recogida y analizada para determinar la
concentracién de ClI. Este sistema resulta especialmente valioso en situaciones donde posibles
analisis genéticos no concluyentes puedan complicar la obtencién de un diagndstico definitivo

[32-34].

1.1.4 Manifestaciones clinicas de la FQ

La FQ es una enfermedad que presenta manifestaciones clinicas en diversos drganos debido a
la amplia distribucién de la proteina CFTR en diferentes tejidos epiteliales. Sin embargo, la
principal causa de morbilidad y mortalidad es consecuencia de las complicaciones pulmonares.
A nivel celular, las complicaciones pulmonares se originan debido a la deshidratacién del tejido
respiratorio, lo que provoca cambios funcionales graves que, en casos extremos, pueden

requerir un trasplante pulmonar debido a un fallo respiratorio irreversible (Figura 4).

1 2 3 4 5 **w
Alteraciénl Deshidratacion Acumulacién Obtruccién e Respuesta  Bronquiectasias Tejido Disminucién Fallo respiratorio
transpgrte idnico  epitelio moco infecciones  inflamatoria (dafio pulmonar)  fibrético capacidad irreversible
y reduccién respiratorio o pulmonar
movimiento ciliar Tdensidady ;
o viscosidad moco tensanchamiento
4 secrecionCl Jaclaramiento vias respiratorias
tabsorcién Na* mucociliar }elasticidad pulmonar

}n° células ciliadas

Figura 4. Eventos clinicos secuenciales que conducen al fallo respiratorio irreversible en FQ. Imagen

creada con BioRender.com

La alteracién del transporte de Cl" causada por las variantes patogénicas del CFTR conduce a un
desequilibrio idnico y a la disminucién del contenido de agua del liquido de la superficie de las
vias respiratorias (LSVA), que recubre el epitelio respiratorio [35]. Como consecuencia, se
produce un aumento de la densidad y la viscosidad del moco en el tracto respiratorio [36].
Paralelamente se produce una disminucién de la eficiencia del aclaramiento mucociliar que,
junto con el incremento de la viscosidad del moco, contribuyen a la obstruccién de las vias
respiratorias y predisponen a la recurrencia de infecciones pulmonares, particularmente por

Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus.
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Ademas, hay evidencias que sugieren que la alteracidn del equilibrio idnico afecta a la actividad
antimicrobiana de ciertas moléculas presentes en el moco, lo que fomenta la colonizacién de
estas bacterias [37,38]. La respuesta inflamatoria excesiva y crénica provocada por las
infecciones contribuye al dafio pulmonar progresivo, que se manifiesta en forma de
bronquiectasias y tejido fibrotico. La formacidn de tejido fibrdtico conduce al ensanchamiento
de las vias respiratorias y a la pérdida de la elasticidad pulmonar, reduciendo asi la capacidad
pulmonar. Ademads, la disminucidn de las células ciliadas del epitelio respiratorio, substituidas
por tejido fibrético, empeora la expectoracién del moco pulmonar. Este proceso puede
convertirse en un circulo interminable que va agravando la obstruccién de las vias respiratorias.
Con el tiempo, la acumulacién del dafio en el tejido pulmonar, la persistente inflamacién y las
infecciones recurrentes pueden llevar a una insuficiencia pulmonar significativa, culminando en

un fallo respiratorio irreversible [39].

La insuficiencia pancreatica (IP) representa la segunda complicacion mas comun asociada con la
FQ. En el pancreas, la disfuncidn de la CFTR en las células ductales proximales desencadena un
desequilibrio idnico en el jugo pancreatico y la deshidratacidn del epitelio pancredtico. A pesar
de ello, las células acinares mantienen su capacidad para producir y secretar enzimas
pancredticas hacia el jugo. Como resultado, el jugo pancreatico presenta una elevada
concentracién de proteinas pancredticas, que se acumulan en los conductos pancreaticos,
ocasionando su obstruccion y el consiguiente deterioro del tejido acinar. La actividad enzimatica
también se ve comprometida, lo que conlleva a una absorcién inadecuada de nutrientes y
trastornos gastrointestinales. En etapas avanzadas de la IP, la formacion de tejido fibroso, como
consecuencia de las lesiones celulares, resulta en una IP irreversible. Otra complicacion
frecuente relacionada con la FQ es la diabetes, la cual se ha observado que su prevalencia en

Europa tiende a aumentar con el paso del tiempo [40].

Las alteraciones en el canal CFTR también afectan al sistema gastrointestinal, favoreciendo un
ambiente mas seco y acido en la luz intestinal. La disminucién del pH degrada las enzimas
digestivas y compromete al proceso digestivo de los alimentos. Esta circunstancia, combinada
con la acumulacion de mucosidad en el intestino [41], conduce a una obstruccidon intestinal.
Aproximadamente el 20% de los recién nacidos afectados por la FQ desarrollan una obstruccién
en el ileon distal, que tiene su origen durante el desarrollo fetal [42]. En ocasiones, esta afeccidn,
conocida como ileo meconial (IM), se puede detectar antes del nacimiento mediante ecografia

[43].
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En adultos, esta obstruccion se denomina sindrome obstructivo intestinal distal (DIOS). Ademas,
la alteracién del entorno luminal puede propiciar estados de malnutricién, desequilibrios en el
microbioma intestinal (disbiosis microbiana) o incluso alteraciones en el sistema inmunoldgico
de las mucosas intestinales [44]. Otras complicaciones relacionadas con la FQ son la cirrosis
biliar, la formacién de cdlculos biliares, el desarrollo de osteoporosis, la aparicion de anomalias
en los aparatos reproductores masculino y femenino, calculos urinarios y trastornos en las

gldndulas sudoriparas, lo que puede dar lugar a una deshidratacion generalizada, entre otros.

1.1.5 Genes y factores ambientales modificadores de la FQ

Como se ha comentado anteriormente, la gravedad del fenotipo de la FQ estd asociada a la clase
a la cual pertenece la variante patogénica del CFTR. Por consiguiente, cabria esperar que
individuos con el mismo genotipo mostraran sintomas similares, asi como una misma respuesta
al tratamiento. Sin embargo, se han descrito casos en los que individuos con las mismas
variantes CFTR presentan una sintomatologia y una respuesta al tratamiento diferente [31,45].
Este fendmeno pone de manifiesto la existencia de genes modificadores y factores no genéticos

que influyen en el desarrollo clinico de la FQ (Figura 5A).
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Figura 5. Complejidad del fenotipo de la FQ. (A) El fenotipo asociado a la FQ principalmente es el
resultado de las variantes patoldgicas del CFTR (en verde), pero también contribuyen genes modificadores
(en amarillo) y factores no genéticos (en azul). (B) Algunos ejemplos de las manifestaciones clinicas mas
comunes de cada tejido o sistema que puede verse afectado en la FQ. A la derecha de cada ejemplo, se
representan el grado la influencia del genotipo CFTR, de los genes modificadores y de los factores
ambientales mediante el tamafio y cantidad de los circulos verdes, amarillos y azules, respectivamente.

Imagen creada con BioRender.com y adaptada de O'Neal et al., 2018.
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El término "genes moduladores" hace referencia a aquellos genes distintos a CFTR que, segln
su variante especifica, pueden tener un efecto positivo o negativo en la fisiopatologia de la FQ.
Es importante destacar que la influencia de estos genes modificadores es diferente en cada caso
(Figura 5B) [46]. Por ejemplo, se ha estimado que los genes modificadores no influyen en la
malformaciéon de los conductos deferentes del aparato reproductor masculino [47]. Sin
embargo, tienen un impacto limitado en la enfermedad pancredtica [48], mientras que juegan
un papel determinante (mas del 50%) en la gravedad de la enfermedad pulmonar [49]. Algunos
ejemplos de genes modificadores son IL-8, IL-10, SLC9A3, SLC6A14 (relacionados son una mayor
susceptibilidad a infecciones respiratorias); ATP12A (ileo meconial); SLC26A9 (diabetes); MUC4,
MUC20 (severidad de la enfermedad pulmonar); TGF81 (enfermedad pulmonar y hepatica);
SLC26A9, SLC6A14 (eficacia en la respuesta a los tratamientos con moduladores) [47,50-52].

Los factores ambientales, como el habito de fumar [53], la exposicidn a niveles elevados de
contaminacién [54], asi como las condiciones socioecondmicas [55], desempefian un papel
significativo en la evolucién de la FQ. La situacién econdmica y personal de cada individuo
afectado por la FQ o de su familia pueden influir en su acceso a los tratamientos, no solo a
opciones costosas y personalizadas como la terapia con moduladores [56], sino también a la
atencién médica que incluye la suplementacion de enzimas pancredticas [57], la planificacién

nutricional [44] o el uso de antibidticos.

1.1.6 Terapias farmacoldgicas para la FQ

En la Ultima década, los avances en el conocimiento de las alteraciones moleculares que
producen las variantes patogénicas del CFTR han contribuido al desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas para la FQ. Histéricamente, esta enfermedad carecia de un tratamiento especifico
por lo que las terapias convencionales se centraban en abordar los sintomas pulmonares con el
objetivo de mejorar la eliminacidn de la mucosidad y controlar las infecciones recurrentes. Sin
embargo, a partir de 2012, la introduccién de las moléculas denominadas "moduladores del
CFTR" ha tenido un impacto significativo en la calidad de vida de las personas afectadas por la

FQ.

Los moduladores son compuestos disefiados para restaurar la funcién de la proteina CFTR. El
primer modulador en llegar al mercado fue el Ivacaftor (VX-770) en 2012, que actia como un
potenciador (P) de la CFTR al mejorar la apertura del canal [58]. Su uso estd aprobado para

ciertas variantes patogénicas de las clases lll y IV.
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Otro grupo de moduladores, conocidos como "correctores" (C), se caracterizan por mejorar la
estructura mal plegada de la CFTR, facilitando su transporte hacia la superficie celular. Estos
correctores estan aprobados para determinadas variantes de clases Il y V. Ejemplos de

correctores incluyen el Lumacaftor (VX-809) y el Tezacaftor (VX-661).

En 2015 y 2018 la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) y la Administracidon de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) aprobaron respectivamente el uso combinado de
ciertos moduladores: Symkevi® (VX-661+VX-770) y Orkambi® (VX-809+VX-770). El ejemplo mas
reciente es la triple terapia denominada KAFTRIO® o TRIKAFTA® que combina el VX-661 con VX-
770 y un tercer modulador llamado Elexacaftor (VX-445) [59,60].

Es importante sefialar que cada terapia moduladora ha sido aprobada para tratar variantes
especificas del CFTR [61], por lo que no todos los individuos afectados por la FQ son candidatos
para el uso de moduladores. Por esta razdn, a pesar de los notables avances en el tratamiento
de la enfermedad, aun es necesario desarrollar nuevas estrategias terapéuticas dirigidas a
aquellos individuos que carecen de opciones de tratamiento disponibles en la actualidad o que

muestran respuestas limitadas.

Paralelamente a estos tratamientos con moduladores, se esta investigando si el uso de
compuestos que promueven la lectura del CFTR a pesar de la existencia de codones STOP,
conocidos como compuestos "read-through," podria resultar beneficioso en el tratamiento de
la FQ. Estos compuestos estan dirigidos a los genotipos pertenecientes a la clase I. Otra
alternativa que estd en estudio es el uso de moduladores de splicing (oligonucledtidos

antisentido) enfocados para las variantes de clase V [62].

1.2 MODELOS CELULARES PARA EL ESTUDIO DE LA FQ

El tratamiento con moduladores ha supuesto una mejora significativa en la calidad de vida de
las personas afectadas por la FQ. No obstante, aproximadamente el 20% de los afectados en
Europa y el 10% en Estados Unidos quedan excluidos como candidatos para acceder a las
terapias actuales debido a que presentan variantes raras o desconocidas del CFTR. La falta de
conocimiento de los efectos moleculares y celulares de dichas variantes, junto con la escasez de
personas portadores de ellas a menudo conduce a su exclusidn de los ensayos clinicos, lo que
dificulta la evaluacion de tratamientos adecuados. Por otro lado, también se ha observado
diferencias en la respuesta farmacoldgica entre pacientes con las mismas variantes CFTR,

poniendo de manifiesto la influencia de factores ambientales y/o genes modificadores.
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En este contexto, el uso de modelos celulares derivados de individuos afectados por la FQ se
presenta como una herramienta esencial que permite investigar las implicaciones moleculares
y celulares de variantes poco comunes y comprender los mecanismos subyacentes de la FQ.
Ademas, permite evaluar de manera precisa la respuesta de cada individuo a los tratamientos
moduladores aprobados, asi como nuevos compuestos en desarrollo. Los modelos celulares
actualmente empleados en la investigacion de la FQ provienen de biopsias del epitelio intestinal

y de las vias respiratorias (Figura 6).
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Figura 6. llustracidon de la obtencidon de las muestras bioldgicas que se utilizan para establecer los
diferentes modelos celulares derivados de individuos utilizados para el estudio de la FQ. LPC (liquido
periciliar (LPC); LSVA (liquido de la superficie de las vias respiratorias). Imagen creada con Biorender.com

y adaptada de Ramalho et al., 2022.

El epitelio intestinal esta compuesto por diferentes tipos celulares que se organizan formando
estructuras tubulares denominadas vellosidades intestinales. En la base de estas vellosidades se
encuentran las criptas de Lieberkiihn, que albergan células pluripotentes que permiten la
constante renovacion y regeneracion del epitelio. En las criptas también se localizan las células

de Paneth, productoras de sustancias antimicrobianas.
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A medida que las células pluripotentes se diferencian y migran hacia las vellosidades, pasan a
un estadio donde mantienen cierta capacidad pluripotencial (células indiferenciadas), para
seguidamente adquirir su identidad como células caliciformes, células enteroendocrinas o

enterocitos, siendo estos ultimos el tipo celular predominante en las vellosidades.

Es importante destacar que la expresion del CFTR varia a lo largo del tracto intestinal, siendo
mas elevada en las zonas proximales, como el duodeno y el ciego, que en las zonas distales como
el ileon y el recto [7]. Ademas, dentro del propio epitelio intestinal los niveles de CFTR son

mayores en la base de la cripta que en las vellosidades [63,64].

El epitelio respiratorio se forma a partir de la diferenciacidon de las células basales que presentan
capacidad pluripotencial, dando lugar a las células caliciformes, ionocitos y células columnares.
Las células caliciformes son las encargadas de producir y secretar moco, el cual tiene funciones
protectoras. Los ionocitos tienen poca presencia en el epitelio, sin embargo, presentan altos
niveles de CFTR [65-68]. Las células columnares son las mayoritarias del tejido epitelial
respiratorio y pueden ser ciliadas o no ciliadas: las primeras facilitan la renovacién del moco con
el movimiento constante de los cilios, mientras que las segundas estdn implicadas

principalmente en el mantenimiento de la homeostasis del epitelio.

Las secreciones y fluidos generados por el epitelio respiratorio forman el LSVA, de unos 10 um.
La composicién del LSVA esta regulada por varios canales apicales y basolaterales, entre ellos el
CFTR. Este fluido, de aspecto gelatinoso, se puede dividir en dos capas distintas: 1) una capa de
moco encargada de atrapar las particulas externas (agentes patdgenos y sustancias nocivas) y
2) una capa periciliar situada justo bajo la capa mucosa y compuesta por un fluido menos denso
denominado liquido periciliar (LPC). En la zona de la capa periciliar es donde se encuentran
inmersos los cilios pertenecientes a las células ciliadas del epitelio. El movimiento continuado y
coordinado de los cilios, un proceso denominado aclaramiento mucociliar, permite la
eliminacion del moco junto con las particulas atrapadas hacia afuera de las vias respiratorias

[69,70].

Las muestras de epitelio respiratorio, intestinal o rectal se pueden cultivar en dos o tres
dimensiones (2D o 3D), y de ello dependera el tipo de ensayo funcional in vitro que se pueda

llevar a cabo (Figura 7).
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Figura 7. Resumen de los cultivos en 2D y 3D que se utilizan en los modelos nasales, bronquiales e

intestinales/rectales derivados de individuos, asi como los ensayos funcionales que se pueden aplicar

en cada caso. FLIPR (Fluorescent Imaging Plate Reader); FIS (Forskolin-Induced Swelling). Imagen creada

con Biorender.com y adaptada de Ramalho et al., 2022.

Los cultivos en 2D necesitan una expansion previa de las células primarias extraidas (nasales,

bronquiales, intestinales o rectales) antes de ser cultivadas sobre un soporte poroso (inserto).

Este sistema permite diferenciar dos compartimentos: uno inferior donde se afiade medio de

cultivo y uno superior, sin medio, que queda expuesto directamente al aire para imitar la

fisiologia de los conductos respiratorios. Este método promueve la diferenciacion celular,

obteniendo asi un epitelio pseudoestratificado con funcién mucociliar. Este cultivo se conoce

como ALI (de sus siglas en inglés, Air-Liquid Interfase) [79-81].

El ensayo electrofisioldgico, que utiliza la cdmara de Ussing (Ussing chamber), permite analizar

la conductancia de la CFTR en los cultivos 2D [71]. Aunque es el método mas comUnmente

utilizado en estos casos, requiere una amplia experiencia en el manejo de la instrumentacion.

Por esta razén, recientemente se ha comenzado a utilizar el ensayo FLIPR (de sus siglas en inglés,

Fluorescent Imaging Plate Reader) como una alternativa, el cual permite evaluar la funcion del

canal mediante fluorescencia [72—75].
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Los cultivos 3D, también llamados organoides, son modelos in vitro generados a partir de células
madre que imitan la complejidad funcional, estructural y biolégica del tejido en cuestion. En el
estudio de la FQ, se utilizan organoides nasales (llamados nasoesferas), organoides bronquiales
(broncoesferas) y organoides intestinales. Estos ultimos, normalmente son generados a partir
del aislamiento de las criptas de Lieberkiihn de biopsias rectales y son considerados como el
“gold standard”, principalmente debido a cuatro caracteristicas: i) presentan una alta expresion
de la CFTR en el epitelio intestinal [82], ii) tienen una rapida expansion in vitro debido a las
células pluripotentes presenten en las criptas [83], lo que permite obtener una fuente
considerable de material experimental, iii) la estabilidad genética y fenotipica se mantiene
durante un largo periodo de cultivo [84,85], y iv) el protocolo para obtener las biopsias rectales
es relativamente facil y no requiere anestesia [86]. No obstante, hay que tener en cuenta que al
ser un modelo intestinal no es el mas adecuado para estudiar la afectacién respiratoria en la FQ.
Es por ello que, poco a poco, el uso de las nasoesferas y las broncoesferas va ganando

importancia en la investigacidn de la FQ.

La funcionalidad de la CFTR en organoides se determina mediante el ensayo conocido como FIS
(de sus siglas en inglés forskolin-induced swelling). Este ensayo se basa en la estimulacidn directa
de la CFTR mediante foskolina (FSK) y el transporte de aniones resultante provoca cambios en
el volumen del organoide. Estos cambios son observados mediante microscopia y cuantificados
mediante un software de analisis de imagenes. Sin embargo, la disposicidon de la CFTR en cada
modelo de organoide determina la direccion del flujo de aniones y, como consecuencia, el
organoide puede incrementar o disminuir su tamafio (Figura 7). Estas variaciones son utilizadas
para evaluar la funcion de las variantes CFTR, correlacionarla con el fenotipo del individuo y

estudiar la respuesta a los moduladores, asi como nuevos farmacos en desarrollo [77,78,87].

1.3 RECEPTORES ADENOSINERGICOS

En la funcidn de la CFTR participan numerosas proteinas que interactian directamente con el
canal o median su activacidn. Estos elementos regulatorios son especialmente interesantes en
la FQ, ya que su modulacidn podria ser una estrategia terapéutica alternativa o complementaria
a los moduladores. Un ejemplo son los RAs, cuya principal via de sefializacién regula la
produccién de AMPc e influye en la secrecidn de ClI" mediada por la CFTR. Los RAs pertenecen a
la familia de receptores purinérgicos, cuyos miembros desempenan funciones en Ia
diferenciacion celular [88,89], procesos inmunoldgicos [90,91], neuromodulaciéon vy

neurotransmision [92—94], entre otros procesos fisioldgicos.
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La adenosina (Ado), un nucléosido purino que se genera mediante la metabolizacién secuencial
del ATP [95], constituye el principal ligando de los RAs. En condiciones fisioldgicas normales, la
concentracién extracelular de Ado se mantiene en niveles bajos (20-300 nM) debido a su rapida
metabolizacién o internalizacién en el espacio intracelular. Sin embargo, en situaciones de estrés
celular (por ejemplo, hipoxia, inflamacién, cambios metabdlicos o procesos fisiolégicos
asociados a enfermedades), la liberacidn de ATP al espacio extracelular y su rdpida degradacion
conducen a un aumento significativo en los niveles de Ado, actuando como sefial de alerta para
el organismo. Este incremento, que puede alcanzar concentraciones en el rango micromolar, es

detectado en muestras de secreciones respiratorias de individuos afectados por la FQ [96,97].

Los RAs son GPCRs y presentan 7 dominios transmembrana. El extremo amino esta ubicado en
el espacio extracelular, mientras que el extremo carboxilo estd orientado intracelularmente y
estd asociado a una proteina G (Figura 8A). Se han identificado cuatro subtipos de RAs: AR, AR,
AR y AsR. Cada uno de estos subtipos se acopla a una proteina G especifica (Figura 8B),
ejerciendo un efecto regulador, ya sea positivo o negativo, en la actividad de la ACy, por como

consecuencia, en los niveles de AMPcy en la actividad de la CFTR.
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Figura 8. Efectos en la funcion de la AC en respuesta a la estimulacion de los distintos RAs y la expresion
tisular de estos. (A) La estimulacién de A2aR y A2sR mediante la accidn de la proteina G (G) especifica
provoca la activacion del adenilato ciclasa (AC), mientras que AiR y AsR tienen un efecto inhibitorio.
(B) Se indica qué tipo de proteina G estd acoplada a cada subtipo de RAs y los cuatro tejidos con mayor
expresion de cada uno de ellos. Sistema nervioso central (SNC); tracto gastrointestinal (TGl). Datos

extraidos a partir de The Human Protein Atlas. Imagen creada con Biorender.com.

Es importante destacar que la afinidad de cada subtipo de RA por la Ado es diferente; AjR y AzaR
presentan una afinidad notablemente alta, mientras que A;R y AsR muestran una afinidad
relativamente menor [99,100]. Otra caracteristica distintiva de cada subtipo es el patrén de
expresion en los tejidos del organismo (Figura 8B). En las vias respiratorias, AR tiene una
expresion predominante, seguida de A;aR [101]. En cambio, los subtipos AiR y AsR exhiben una

baja expresion.
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1.3.1 Activacion de la CFTR mediante A2sR

En células epiteliales de las vias respiratorias, se ha demostrado que la activacion de la CFTR
requiere de niveles altos de AMPc, pero también de la integridad del citoesqueleto de actina.
Para ello, la CFTR una vez estd insertada en la membrana plasmatica se asocia con otras
proteinas formando el macrocomplejo CFTR-NHERF2-Ezrin-AsR (Figura 9A). La CFTR en su
extremo carboxilo presenta regiones PDZ1 con las que interacciona con NHERF2 (de sus siglas
en inglés, Na*/H* exchanger regulatory factor isoform 2) [102,103]. NHERF2, a su vez, se une a
Ezrin a través de las regiones ERM, que se encuentran en su extremo opuesto. Ezrin actia como
enlace con el citoesqueleto de actina, contribuyendo a la estabilizacién de la CFTR en la
superficie celular y previniendo su endocitosis [104,105]. Ademds, se ha confirmado que Ezrin
sirve como plataforma que facilita la interaccién entre la PKA y CFTR durante la activacién del
canal [106]. Por otra parte, NHERF2 puede unirse simultdneamente a A,sR para contribuir al
aumento localizado del AMPc. Esta asociacion se ve favorecida tras la estimulacién por Ado
[107]. Este mecanismo in vitro ha resultado ser mas eficiente en la estimulacion de la secrecidn
de CI" mediada por CFTR que la propia FSK [108]. Sin embargo, estos resultados podrian deberse
a la participacién de otras vias reguladas por AR y podrian actuar de manera sinérgica con la

via A;sR-AC-PKA-CFTR (Figura 9B).
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Figura 9. Interaccion entre CFTR y A2sR y su regulacion funcional a través de la activacion de AzgR. (A) La
CFTR cuando estd insertada en la membrana plasmatica interacciona con la proteina NHERF2 a través de
las regiones PDZ1 en su extremo C-terminal. Simultdaneamente, NHERF2 se une a Ezrin mediante la region
ERM, lo que contribuye a la estabilizacién de CFTR al vincularse con las fibras de actina a través de Ezrin.
NHERF2, también conocida como E3KARP o SLC9A3R2, interacciona con AzeR. (B) Representacion de la
cascada de sefializacion desencadenada por la estimulacion de A2sR a través de la Ado. Imagen creada

con Biorender.com.
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La estimulacion de AzgR se ha observado que conduce a la activacién de la enzima fosfolipasa A2
citosodlica (cPLA2), que libera acido araquiddnico (AA) de las membranas celulares. De hecho, se
ha observado que los niveles de AA estan aumentados en FQ [109,110]. El AA tiene funciones
contrapuestas en la regulacidon de la CFTR. Por un lado, puede inhibir la actividad del canal al
introducirse directamente en su poro [111,112]. Por otro lado, uno de sus metabolitos, las
prostaglandinas, favorece la secrecion de CI" [113]. El AA también es precursor de otros
metabolitos como leucotrienos y tromboxanos que, junto con las prostaglandinas, inducen una
respuesta proinflamatoria. Aunque la metabolizacién del AA a su vez puede dar lugar a lipoxinas,
resolvinas, protectinas y maresinas, que se han asociado con efectos antiinflamatorios, en la FQ
estos metabolitos se encuentran disminuidos [114]. Las funciones opuestas de los metabolitos

del AA podrian explicar la dualidad del papel del A;sR en la respuesta inflamatoria.

La Ado desempefia una accién antiinflamatoria y protectora de los tejidos mediante la activacion
de A;aR y AzsR durante lesiones pulmonares agudas, mientras que en enfermedades pulmonares
crénicas tiene una accidn proinflamatoria y dafiina para los tejidos mediante la activacion de los
receptores AR, AR y AsR [115]. La activacién de A,sR ha demostrado mejorar el aclaramiento
del liquido alveolar, mantener la integridad epitelial y reducir el proceso de apoptosis [116—118].
Por el contrario, estudios con el antagonista de AR BAY 60-6583, asi como con la simvastina

han demostrado mejoras en la funcién pulmonar [119,120].

En conjunto, la correcta insercidon de la proteina CFTR en la membrana plasmaticay la regulaciéon
de su funcién dependen no solo de la secuencia genética precisa del CFTR, sino también de la
influencia de genes moduladores, interacciones con otras proteinas y de sefiales inducidas por
la estimulacidn de otros receptores, como los RAs. El desarrollo de farmacos destinados a
potenciar o reducir la sefializacién de los RAs podria ser una estrategia para mejorar la
funcionalidad de la CFTR, que se ve comprometida en las personas afectadas por la FQ. Esta
aproximaciéon podria resultar especialmente beneficiosa en aquellos individuos que no
responden adecuadamente a los moduladores. Para avanzar en esta direccién, el uso de
modelos celulares derivados de individuos afectados, como son los organoides intestinales,
permite evaluar cdmo la modulacién de los RAs influye en el transporte de aniones mediado por

la CFTR.
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HIPOTESIS

La activacidon de la CFTR depende de los niveles de AMPc. La modulacién de los receptores
adenosinérgicos podria aumentar los niveles de AMPc, incrementando asi la funcionalidad de la
CFTR. Esta modulacidn se podria conseguir mediante el uso de agonistas y/o antagonistas de los
distintos receptores adenosinérgicos y, por lo tanto, el uso de estos compuestos podria suponer

una nueva estrategia terapéutica complementaria para la FQ.

OBIJETIVOS

Objetivo 1. Determinar la expresién de los subtipos de receptores adenosinérgicos en
organoides intestinales y comparar los resultados obtenidos entre muestras de individuos

control (no FQ) y de personas afectadas por la FQ.

Objetivo 2. Establecer un ensayo funcional para estudiar la implicacién de la via de los

receptores adenosinérgicos en la activacion de la CFTR en organoides intestinales.

Objetivo 3. Estudiar el efecto de agonistas y antagonistas de los distintos receptores

adenosinérgicos en la funcidn de la CFTR en organoides intestinales.
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3.1 SUJETOS DE ESTUDIO

El proyecto presente fue aprobado por el Comité Etico de Investigaciéon Clinica del Hospital
Universitari Vall d’"Hebron (HUVH), el cual se recoge en el documento PR(AG)11/2022. Todos los
participantes o representantes legales de los participantes firmaron los consentimientos
informados. Los individuos participantes que no presentan FQ (individuos control o WT) fueron
pacientes del HUVH que requerian una intervencién quirurgica intestinal como tratamiento a
otra patologia intestinal previa y distinta a la FQ. En total se estudiaron 8 individuos control y 8
individuos afectados por la FQ (Tabla 1). Los individuos FQ fueron seleccionados para participar

en el estudio segun su genotipo (Tabla 2).

Cddigo | Sexo | Edad
WT1 M 72
WT2 M 68
WT3 M 53
WT4 M 65
WT5 H 79
WT6 H 82
WT7 H 85
WT8 M 94
FQ1 H 15
FQ2 H 21
FQ3 M 12
FQ4 H 7
FQ5 H 15
FQ6 H 15
FQ7 H 16
FQ8 H 12

Tabla 1. Codigo asignado, edad y sexo de los participantes. WT = participantes control, que no presentan
FQ; FQ = participantes afectados por la FQ; H = Hombre; M = Mujer; Edad = edad del participante en el

momento de la extraccion de la muestra.

Caddigo Genotipo Clase SP FEV, BQ ColC
FQ1l F508del/F508del (H) WA No 112 No No
FQ2 F508del/F508del (H) 1WAl No 80 Si No
FQ3 F508del/L206W (M) /v Si 112 No No
FQ4 F508del/G542X (H) /1 No 90 No No
FQ5 F508del/K684fs (H) /1 No 45 Si No
FQ6 | G542X/K668X (H) 1/ No 70 Si Si
FQ7 G542X/G542X (H) /1 No 80 Si Si
FQ8 | S589N/1812-1G>A (H) 1/ No 61 Si Si

Tabla 2. Informacidn y caracteristicas clinicas de los participantes FQ. Las variantes se describen con la
nomenclatura tradicional. Ningun sujeto estd emparentado con otro participante del estudio; SP =
suficiencia pancreatica; FEV1 = volumen espiratorio forzado en el primer segundo; BQ = bronquiectasias;

ColC = colonizacién crénica.
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3.2 LINEAS CELULARES

Se utilizaron dos lineas celulares inmortalizadas. La linea epitelial Caco-2, cedida por el grupo de
investigacion de Patologia Mitocondrial del VHIR, deriva de un adenocarcinoma colorrectal

humano. La otra linea epitelial fue Calu-3, derivada de un adenocarcinoma pulmonar humano.

3.2.1 Reactivos

Reactivos Casa comercial Referencia
Eagle's Minimum Essential Medium (EMEM) ATCC 30-2003

DMEM (1X) Thermofisher 1965-092
Suero bovino fetal (FBS, fetal bovine serum) ThermoFisher 10270106
Penicilina-estreptomicina (Pen/Strep) ThermoFisher 15140122
D-PBS (1X) w/o Ca* Mg* ThermoFisher 14190144
Tripsina (0,25%) ThermoFisher 25050014

3.2.2 Medios

- Medio de cultivo de Caco-2: DMEM + 20% FBS + 1% Pen/Strep.
- Medio de cultivo de Calu-3: EMEM + 10% FBS + 1% Pen/Strep.

3.2.3 Protocolo de cultivo

Ambas lineas celulares se cultivaron en flascones T25 al inicio de su expansion vy,
posteriormente, en flascones T75. Cada linea se cultivé utilizando su medio especifico (ver
apartado 3.2.2). De forma rutinaria se cambié el medio cada 2-3 dias, afiadiendo 5 ml para los

flascones T25 y 10 ml para los T75.

Cuando la confluencia alcanzd el 85-90%, se procedid a realizar un pase. Para ello, se retird el
medio de cultivo del flascdn, se hicieron un par de lavados con D-PBS y se aiadio tripsina para
favorecer que las células se despegaran del flascén. En el caso de los flascones T25 se afiadié 3
ml de tripsina, mientras que para los T75 se utilizaron 5 ml. A continuacion, los flascones se
introdujeron en el incubador durante 10-15 min a 37 °C. Con la ayuda de un microscopio
invertido (Nikon Eclipse TS100), se comprobé que las células se hubiesen despegado. La tripsina,
gue también contenia las células de Caco-2 o Calu-3, se colocd en un tubo de 15 ml y se afadio
suficiente D-PBS + 20% FBS hasta alcanzar un volumen de 15 ml para neutralizar la tripsina. Se

centrifugd a 1.000 rpm durante 4 min a 22 °C.
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El sobrenadante resultante fue descartadoy el pellet se resuspendié en 1 ml del medio de cultivo
especifico de la linea celular con la que se estuviera trabajando. Tras hacer el contaje celular, se
sembraron las células a la densidad adecuada en un nuevo flascén T25 o T75, que ya tuviese

medio celular. De forma rutinaria, se cambid el medio cada 2-3 dias.

3.3 ORGANOIDES INTESTINALES

3.3.1 Obtencién de biopsias intestinales y rectales

Las muestras bioldgicas de los individuos control fueron obtenidas del colon derecho durante
un procedimiento quirdrgico intestinal en el HUVH. Posteriormente, fueron trasladadas al
servicio de Anatomia Patoldgica del HUVH, donde el personal especializado se encargd de
separar la parte sana de la muestra, es decir, la que no estuviese afectada por la patologia por
la cual el individuo fue ingresado. Esta parte sana fue procesada en el Vall d’'Hebron Institut de

Recerca (VHIR) para la obtencion de organoides intestinales.

Las muestras de los individuos FQ fueron obtenidas mediante biopsias rectales llevadas a cabo
por el personal médico del Departamento de Cirugia Pediatrica del HUVH y dentro de la Unitat
de Fibrosis Quistica de HUVH. Para ello primero fue necesario la aplicacion de un enema para
limpiar la zona. Seguidamente, mediante succion se obtuvieron las biopsias rectales. Este
procedimiento, aunque puede resultar incdmodo, es indoloro, no requiere anestesia y dura
aproximadamente 10 min. Se obtuvieron 4-5 biopsias de cada individuo de unos 3 mm de
didmetro. Por ultimo, se hizo un seguimiento de entre 30-60 min del paciente para observar si
padecia algun efecto secundario a la extraccion de la biopsia, como pudiera ser un pequefio

sangrado rectal. En los casos llevados a cabo, ningun individuo presentd ningun efecto adverso.

3.3.2 Procesamiento y cultivo de los organoides intestinales

El protocolo seguido para el cultivo primario de organoides intestinales fue el mismo para todas
las muestras, independientemente del procedimiento seguido para su obtencion. Dicho
protocolo se basa en procedimientos publicados anteriormente que han sido adaptados y

ligeramente modificados [45].
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3.3.2.1 Reactivos

Reactivos Casa comercial Referencia
Advanced DMEM/F12 ThermoFisher 12634010
Cell Recovery Solution Corning 354253
D-PBS (1X) w/o Ca* Mg* ThermoFisher 14190144
EDTA (0,5 M) ThermoFisher AM9260G
GlutaMAX ThermoFisher 35050038
HEPES (1M) ThermoFisher 15630056
IntestiCult - medio de cultivo de organoides intestinales Stem Cell 6010
humanos
Matrigel Basement Membrane Matrix LDEV-free Corning 354234
Normocin Invivogen ant-rp-1
Penicilina-estreptomicina (Pen/Strep) ThermoFisher 15140122
Y-27632, inhibidor ROCK Stem Cell 72304
3.3.2.2 Medios

- Medio de diseccion: D-PBS + 1% Pen/Strep + 1:250 Normocin.

- Medio basal: Advanced DMEM/F12 + 1% Pen/Strep + 1% HEPES + 1% GlutaMAX.
- Medio desinfectante: medio basal + 1:250 Normocin.

- Medio de extraccion: D-PBS + 1% Pen/Strep + 0,02% EDTA.

- Medio de cultivo completo: Intesticult + 1% Pen/Strep.

3.3.2.3 Protocolos

3.3.2.3.1 Recepcion de las biopsias y extraccion de las criptas

Las biopsias (tanto intestinales como rectales) fueron recogidas en un tubo Falcon de 50 ml con
10 ml de medio de diseccion frio. Se resuspendieron varias veces con una pipeta de vidrio y se
dejé que sedimentaran en el fondo del tubo para luego poder retirar el sobrenadante y afiadir
nuevo medio de diseccidn frio. Este procedimiento se repitié un par de veces mas para terminar
de limpiar bien las muestras. Seguidamente, se retiré el medio de diseccidn y se afiadieron 10

ml de medio desinfectante, dejandolo toda la noche a 4°C.

Al dia siguiente, se procedié a la extraccion de las criptas intestinales. Fue necesario que los
medios estuvieran frios y en hielo para mantener la temperatura. Primero, se retird el medio
desinfectante que contenia el tubo para poder resuspender las biopsias en 2 ml de medio de
extraccién. A continuacion, se colocé el medio con las muestras en una placa de Petri para poder
trocearlas con la ayuda de un bisturi. Los pequefios fragmentos se recogieron en un nuevo tubo

Falcon de 15 ml.
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Con la ayuda de mas medio de extraccién, se lavo la placa Petri para acabar de recuperar los
restos que pudieran quedar en esta. Se afiadié mas medio de extraccion para llegar a tener 10
ml y se incubé durante 30 min a 4°C. Pasado este tiempo, se centrifugd el tubo a 1.400 rpm
durante 4 min a 4°C. Se descarté el sobrenadante, se afiadieron 4 ml de medio de extraccion, y
se agité el tubo de forma manual para poder extraer las criptas de las biopsias. En este paso, las
criptas quedaron en el sobrenadante (Figura 10) y los grandes restos celulares de la biopsia
(restos de mucosa y de musculo intestinal) sedimentaron en el fondo del tubo. Para que los
restos sedimentaran se dejé unos segundos y, a continuacion, se trasladé el sobrenadante a un
nuevo tubo Falcon de 15 ml previamente humedecido con medio basal. Es importante
humedecer el nuevo tubo para facilitar el deslizamiento de las criptas al fondo del tubo y evitar

gue puedan quedar adheridas en las paredes.

Figura 10. Criptas extraidas de una biopsia intestinal. Imagen obtenida con un microscopio 6ptico
invertido (Nikon Eclipse TS100) a un aumento de 4X.

Para poder extraer el maximo nimero de criptas, se volvio a afiadir 4 ml de medio de extraccion
al tubo con todos los restos celulares y se agité nuevamente de forma manual. Se traspaso el
sobrenadante al mismo tubo donde se recogieron las criptas anteriores. Terminado este paso,
se centrifugd el tubo a 1.400 rpm durante 4 min a 4°C, y se descarto el sobrenadante. El pellet
se resuspendid con Matrigel y medio basal en una proporcidon 1:1 para realizar a continuacion la
siembra. La placa de 24 pocillos donde se realiza la siembra es importante que esté previamente
calentada a 37°C durante un minimo de 24 h para facilitar el proceso de solidificacion del
Matrigel. Se realizé primero la siembra de una gota de 10 pl para comprobar en el microscopio
que la concentraciéon de organoides sembrados no fuera muy alta, es decir, que hubiese
suficiente espacio entre ellos. En caso contrario, se afadid mas Matrigel 1:1 al pellet para
disminuir la concentracion. Se termind de sembrar todo el pellet en gotas de 10 ul v,
posteriormente, se incubd la placa 10 min a 37°C. Pasado este tiempo, se afadieron 550 pl de
medio de cultivo completo + 1:250 Normocin + 10 uM Y-27632. A los dos dias, se cambio el
medio y se afadid Unicamente medio de cultivo. De forma rutinaria, se cambié el medio de

cultivo cada 2-3 dias.
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Aproximadamente cada 7-10 dias es necesario renovar el Matrigel. Para ello se lleva a cabo el
n n H H

protocolo de pase", detallado en el siguiente apartado. En los casos en que, aunque no haya
transcurrido este tiempo, se observa unos organoides de grandes dimensiones, también es
necesario realizar este protocolo para garantizar el buen crecimiento de los organoides y que

dispongan del espacio suficiente dentro de la gota de Matrigel (Figura 11).
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Figura 11. Organoides intestinales control en cultivo. (A) Organoides con un tamafio iddneo.
(B) Organoides con un tamafio excesivamente grande, indicativo de la necesidad de realizar el protocolo
de pase. Imagenes obtenidas con un microscopio éptico invertido (Nikon Eclipse TS100) a un aumento de

4x.

3.3.2.3.2 Protocolo de pase

Todo el procedimiento se debe de realizar con los medios en frio y siempre en hielo. El protocolo
se inicié con la retirada del medio de cultivo del pocillo para afiadir 300 pl de Cell Recovery
Solution (en el caso de que la placa fuese de 24 pocillos). Este producto ayuda a la disgregacién

del Matrigel. Se dejo la placa 30 min a 4°C sobre un agitador horizontal a 25 rpm.

Seguidamente, se colocé el Cell Recovery Solution (que contiene los organoides y los restos de
Matrigel) en un tubo Falcon de 15 ml previamente humedecido con medio basal. En este punto,
se utilizdé mas medio basal para terminar de trasladar los organoides que hubieran podido
quedar en el pocillo. Seguidamente, se centrifugd el tubo a 1.400 rpm durante 4 min a 4°C, y se
descarté el sobrenadante. Se afiadieron entre 200-300 pl de medio basal al tubo y con una
pipeta de 200 se disgregaron los organoides pipeteando arriba y abajo el tiempo necesario hasta
conseguir reducir el tamafo de los organoides. Para hacer un control de la disgregacién, es
necesario ir comprobando el tamafio de organoides mediante un microscopio éptico invertido.
Al alcanzar el tamafio idoneo (como el que se muestra en la Figura 11A, o incluso un poco mas

pequefios), se afiadié mas medio basal hasta alcanzar los 3 ml y se volvié a centrifugar el tubo.
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El pellet resultante fue resuspendido con Matrigel y medio basal (1:1) para su siembra en gotas

de 10 pl en una placa previamente calentada.

En este caso, el tamafio de la placa dependié de la cantidad de organoides que se tuviese,
pudiendo utilizarse placas de 24, 12 y 6 pocillos. Se incubé la placa 10 min a 37°Cy se afladieron
550 ul, 750 ul o 2 ml de medio de cultivo completo + 10 uM Y-27632, dependiendo del tipo de
placa utilizada. Pasados dos dias, se cambio el medio y se afiadid Unicamente medio de cultivo.

De forma rutinaria, se cambid el medio cada 2-3 dias.

3.3.3 Ensayo funcional in vitro de los organoides intestinales

El ensayo funcional empleado en este proyecto para estudiar la funcionalidad de la CFTR es una
adaptacion del ensayo FIS, ampliamente utilizado en organoides intestinales en el campo de la
FQ [121]. Este ensayo se basa en la activacion directa de la AC mediante la adicién de FSK. Como
consecuencia, se produce un aumento de los niveles de AMPc que conducen a la activacién de
la CFTR. De manera que, se produce un transporte de aniones mediado por la CFTR hacia el
interior del organoide, lo que provoca un cambio de tamano y visualmente los organoides
aumentan. Este cambio es cuantificable mediante la captura de imagenes de los organoides por
microscopia a lo largo del tiempo después de la adicién de la FSK, tras lo cual se analiza el area

de los mismos, como se detalla en el apartado 3.3.3.3.

3.3.3.1 Reactivos

Reactivos Casa comercial Referencia
Advanced DMEM/F12 ThermoFisher 12634010
Calceina verde BD Bioscience 564061
CFTR Inh-172 Merck 219670
Compuestos PBF (Palobiofarma S.L.) - -
Dimetilsulféxido (DMSO) ThermoFisher D12345

. F6886-
Forskolina (FSK) Merck 10MG
GlutaMAX ThermoFisher 35050038
HEPES (1M) ThermoFisher 15630056
IntestiCult - medio de cultivo de organoides intestinales Stern Cell 6010
humanos
5'-(N-Ethylcarboxamida)adenosina (NECA) Sigma E2387
Penicilina-estreptomicina (Pen/Strep) ThermoFisher 15140122
VX-445 Selleckchem S8851
VX-661 Selleckchem S7059
VX-770 Selleckchem S1144
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3.3.3.2 Protocolo

Para llevar a cabo el experimento funcional, los organoides deben estar en cultivo durante un
periodo minimo de un mes y habiendo realizado entre 3-4 protocolos de pases. Veinticuatro
horas antes de iniciar el ensayo, los organoides se sembraron en una placa de 96 pocillos,
siguiendo los mismos pasos detallados en el protocolo de pase (ver apartado 3.3.2.3.2), con un

par de modificaciones.

La primera variacidn afecta al tiempo de incubacidn para calentar la placa antes de la siembra,
reduciéndolo a 2h. Hemos observado que esta reduccidn facilita que un mayor nimero de
organoides se ubiquen en un mismo plano dentro de la gota de Matrigel, mejorando asi su
visualizacion por microscopia y su posterior analisis. La segunda modificacidon consiste en
sembrar un volumen menor de la dilucién de organoides en Matrigel. En lugar de sembrar 10 pl,
se utilizaron 3 pl. Ademas, la placa utilizada para la siembra fue de 96 pocillos, lo que permite
estudiar un mayor nimero de condiciones en un solo ensayo. Para cada condicién, se realizaron
dos réplicas, es decir, se emplearon dos pocillos. De esta manera, en una Unica placa de 96 fue

posible estudiar hasta 48 condiciones.

Los procedimientos seguidos durante la preparacién del ensayo funcional varian segun el tipo

de condicién (Figura 12). En términos generales:

- Tras la siembra de los organoides, se agregaron 100 pl de medio de cultivo completo a cada
pocillo. En los pocillos destinados a evaluar la condicidn con Kaftrio (compuesto por VX-445,
VX-661y VX-770) fue necesario disolver los correctores (VX-445 y VX-661 a 3 uM cada uno) en

estos 100 pl.

- En el caso de utilizar el inhibidor CFTR (CFTR Inh-172), 3h antes de iniciar el ensayo funcional
se agregaron 25 pul de este inhibidor, en medio de cultivo completo, para obtener una

concentracion final de 50 uM (volumen final de 125 pl).

- Para la visualizacién de los organoides y su analisis, se empled un marcador citoplasmatico de
células vivas, conocido como calceina verde. Aproximadamente 30 min antes de iniciar el
ensayo funcional, se afadieron 5 pl de calceina verde a todos los pocillos, para obtener una
concentracién final de 2 uM, independientemente de la condicién a evaluar, y se incubd la

placa a 37°C.
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- Captura imagenes del tiempo basal

Siembra de los organcides Adicion de

en placa de 96 pocillos calceina verde - Adicion compuestos a evaluary
Kaftrio (VX-770)

Adicion de Kaftrio Adicion de

(VX-445y VX-661) CFTR-Inh 172 - Captura imagenes cada 10 min
" v l
Volumen final 444 125l 155 pi
por pocillo
-24h -3h 0 3h

Figura 12. Esquema cronolégico del ensayo funcional in vitro con organoides intestinales. Se indica
cuando se sembraron los organoides y se afiadieron los compuestos de cada condicién en referencia al
tiempo basal (T0), correspondiente al momento en que se realizd la primera ronda de captura de
imagenes de los pocillos. Esta primera ronda sirvié para determinar el tamafio basal de los organoides. El
inhibidor de CFTR (en azul) fue necesario afadirlo 3h antes del TO. Los correctores que forman parte de
la combinacion Kaftrio (VX-445 y VX-661, en rojo) se debieron afiadir 24h antes de TO, mientras que el
potenciador VX-770 (en verde) se afiadid junto con los compuestos que se evaluaron, justo después de la
captura de imagenes del TO.

Pasados los 30 min de incubacién de la calceina verde, se insertd la placa en la platina del
microscopio, se alined y se seleccionaron los campos de interés. El microscopio utilizado para
este ensayo funcional fue el microscopio multidimensional widefield Thunder Imager 3D cell
culture de la casa comercial Leica. Para las condiciones de ensayo, el microscopio debia
mantener una temperatura constante de 37°C y un 5% de CO,. Se empled el objetivo 5X, con
una resolucidon de 2048x2048 pixeles y 16 bits. De cada pocillo se capturaron dos tipos de
imdgenes: una en campo claro y otra en emision de fluorescencia para detectar la calceina verde
(475 nm de excitacion y 506-532 nm de emisidn). Ambas imagenes corresponden a un Unico y

mismo plano del eje Z.

Estas imagenes contenian entre 20-30 organoides, de manera que al realizar 2 réplicas por
condicidn se estudiaron entre 40-60 organoides por condicidon. Una vez seleccionados los
campos de interés de cada pocillo, se realizé una primera ronda de capturas, denominada
tiempo basal (TO). A continuacidn, se afiadieron los 50 pl de los compuestos a evaluar (DMSO,
FSK, NECA, compuestos Palobiofarma) asi como el potenciador de Kaftrio (VX-770), y se
realizaron varias rondas de captacién. Estas rondas se realizaron cada 10 min (T10, T20, T30,
etc.) hasta alcanzar las 3h (un total de 19 capturas por pocillo) en los mismos campos

previamente seleccionados para el TO.
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3.3.3.3 Andlisis de las imagenes

Para el analisis de las imagenes obtenidas durante el ensayo funcional, se utilizé el software
Imagel/FlJI-64 [122]. Las areas de los organoides se calcularon automaticamente mediante una
herramienta desarrollada para esta funcién por un colaborador externo al grupo (Sébastien Tosi,
de Institute for Research in Biomedicine en Barcelona). Para la aplicacion de esta herramienta,
es necesario seleccionar previamente los organoides que se desean analizar. Posteriormente, el
programa asigna automaticamente un color diferente a cada organoide seleccionado para
facilitar su identificacion (Figura 13). Al concluir el andlisis, el programa genera una tabla de
datos que indica el drea de cada organoide (um?) de cada captura realizada. Estos datos se
trasladaron posteriormente a una hoja de calculo para normalizarlos: el drea a TO de cada
organoide se normalizé a 100, y los valores siguientes (a T10, T20, etc.) se calcularon con

respecto a su valor basal [121].

Finalmente, se calculd el area bajo la curva (AUC) con base Y=100 utilizando el software GradPad
Prism version 8 (GraphPad Software, v 8.0, San Diego, CA, USA), incluyendo los picos que se
encontraron por debajo del valor basal. De las AUC calculadas, se seleccionaron los valores de

net area.

Figura 13. Analisis automatico del area de los organoides intestinales mediante la macro para el
programa Imagel/FlJI-64. Se presenta una imagen representativa de organoides intestinales control. De
cada campo seleccionado se realiza una captura en un Unico plano Z en campo claro (A) y en fluorescencia
(B) para detectar la sefial de calceina. La macro asigna una identificacién colimétrica y numérica (C) de los
organoides seleccionados, permitiendo el seguimiento preciso de los cambios en el area de cada
organoide que pudieran experimentar cada 10 min, como consecuencia de la activacion de la CFTR. Una
vez que el programa finaliza la cuantificacidn, este indica los valores obtenidos del area de cada organoide
seleccionado y en cada tiempo.
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3.4 TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

3.4.1 Extraccion de ARN y purificacion

3.4.1.1 Reactivos
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Reactivos Casa comercial Referencia
Advanced DMEM/F12 ThermoFisher 12634010
Agua libre de ADNasa/ARNasa Invitrogen 10977-035
Cloroformo VWR 22706.292
Dimetilsulféxido (DMSO) ThermoFisher D12345

Etanol absoluto VWR 20821.310
GlutaMAX ThermoFisher 35050038
HEPES (1M) ThermoFisher 15630056
Kit de extraccion de ARN (RNeasy Mini Kit) Qiagen 74104

Kit de purificacién (RNase-free DNase) Qiagen 79254

Trizol ThermoFisher 15596026

3.4.1.2 Protocolo

Los organoides se cultivaron en una placa de 6 pocillos, siguiendo los protocolos del apartado
3.3.2.3. Para la extraccién de ARN se utilizéd un pocillo completamente lleno. Tras disgregar el
Matrigel se centrifugd a 1.400 rpm, durante 4 min a 4°C. Se afiadié 1 ml de Trizol y se dejé 10
min a temperatura ambiente para lisar las células. Se colocd el contenido del tubo a un
eppendorf de 1.5 ml, y se almacenaron las muestras a -80°C hasta su anadlisis. Una vez se
obtuvieron todas las muestras que se quisieron estudiar, estas se descongelaron en hielo para
iniciar el protocolo de extraccion de ARN. Para ello, primero se afiadié 200 pl de cloroformo por
eppendorf. Se mezclé suavemente por inversion durante 15 seg y se dejoé entre 2-3 min a
temperatura ambiente. Se centrifugd a 1.000 rpm durante 2 min a 4°C, y se obtuvieron 3 fases
diferentes: una en la parte mas basal del eppendorf correspondiente a los restos celulares
(proteinas); una fase intermedia correspondiente al acido desoxirribonuceico (ADN) de la
muestra; y en la parte mas superior, una fase mds acuosa correspondiente al ARN. Se transfirié
con cuidado esta fase acuosa a un nuevo eppendorf y se afiadié etanol al 70%. El volumen de
etanol afiadido fue el necesario para obtener una proporcion 1:1 con la fase acuosa. Se mezcld
durante 15 seg en un vértex y el contenido se transfirié a una columna del kit de extraccién de
ARN, siguiendo el protocolo indicado para células animales. Se centrifugé a 12.000 rpm durante
15sega4°C, y se descartd el liquido eluido. Las siguientes centrifugaciones se realizaron en estas
mismas condiciones, salvo que se especifique lo contrario. Las siguientes etapas de la técnica se
realizaron en frio (en hielo) para evitar la degradacién del ARN. Se afiadieron 350 pl del buffer

RW1 a la columna, se centrifugd y se descarté el eluido.
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En otro eppendorf se mezclaron 10 ul de ADNasa Iy 70 ul del buffer RDD. Se mezcld por inversion
lentamente y se anadieron los 80 ul a la columna. Se dejo incubar 15 min a temperatura
ambiente. Este paso sirvié para eliminar los posibles restos de ADN que pudieran contener las
muestras de ARN de los organoides. Pasado el tiempo de incubacién, se afiadieron 350 ul de
buffer RW1, se centrifugd y se descartd el eluido. Se afiadieron 500 pl de buffer RPE, se
centrifugd y se descartd el eluido. Se volvié a afiadir 500 pl de buffer RPE y se centrifugd, esta
vez a 12.000 rpm durante 15 seg a 4°C. Se descarto el eppendorf y se incorporé a la columna un
nuevo eppendorf. Se volvié a centrifugar a 12.000 rpm durante 1 min para eliminar cualquier
residuo en la columna. Se volvié a cambiar el eppendorf, se anadieron 30 ul de agua libre de
ADNasa/ARNasa a la columna y se centrifugd a 12.000 rpm durante 1 min y a 4°C. Por dltimo, se
recogio el eluido para estudiar la integridad y pureza del ARN con un espectrofotémetro de
microvolumen Nanodrop-2000 uV-Vis (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EEUU). Las
muestras de ARN con ratios de Axeo/Azsoentre 1.8 y 2.1 fueron consideradas aceptables para la

sintesis de ADN complementario (ADNc).

3.4.2 Sintesis de ADN complementario

3.4.2.1 Reactivos

Reactivos Casa comercial Referencia
Agua libre de ADNasa/ARNasa Invitrogen 10977-035
Kit de transcripcidn reversa

(High Capacity cDNA Reverse Transcription)

ThermoFisher 4374966

3.4.2.1 Protocolo

La sintesis de ADNc se realizé inmediatamente después de la extraccidn de ARN para evitar su
posible degradacion debido a la congelacion/descongelacion. Durante todo el procedimiento,
las muestras se mantuvieron en frio (en hielo). Se prepard la master mix con los componentes
disponibles en el kit de transcripcidn reversa, siguiendo el protocolo del fabricante: 2 pl de 10X
RT buffer + 0.8 pl de 25X dNTP mix + 2 ul de 10X RT cebadores aleatorios (random primers) + 1
pl de enzima transcriptasa inversa + 1 pl de inhibidor de ARNasa + 3.2 ul de agua libre de
nucleasas. Se diluyeron 10 pl de cada muestra, a una concentracién de 180 ng/ul, en 10 pl de
master mix en tubos para PCR. La retrotranscripcion se realizd en un termociclador (Applied
BiosystemsTM VeritiTM) de 96 pocillos (20 ul por pocillo) y se programé con los siguientes
pardmetros: 10 min a 25°C, 120 min a 37°C y 5 min a 85°C. Una vez finalizado el proceso, las
muestras amplificadas se almacenaron a -20°C hasta el dia siguiente, momento en el que se

realizo la reaccidn en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR).
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3.4.3 RT-qPCR

3.4.3.1 Reactivos

IIl — Material y métodos

Reactivos

Casa comercial

Referencia

Agua libre de ADNasa/ARNasa

Invitrogen

10977-035

TaqMan Assay para PPIA

ThermoFisher

Hs99999904_m1

TagMan Assay para AiR (ADORA1)

ThermoFisher

Hs00181231_m1

TagMan Assay para AsaR (ADORA2A)

ThermoFisher

Hs00169123_m1

TagMan Assay para AR (ADORA2B)

ThermoFisher

Hs00386497_m1

TagMan Assay para AsR (ADORA3)

ThermoFisher

Hs00181232_m1

TagMan Fast Advanced Master Mix

ThermoFisher

4444556

3.4.3.2 Protocolo

Se prepararon las diluciones especificas para la deteccidn de cada gen, como se indica en la guia

de ensayos de expresion genética TagMan (Thermofisher) para una placa de 384 pocillos: 5 ul

de TagMan Fast Advanced Master Mix + 0,5 pl de TagMan Assay + 3,5 ul Agua libre de

ADNasa/ARNasa + 1 pl de la muestra (ADNc). En total fueron 10 pl por pocillo.

Se realizaron 3 réplicas por cada condicién. Se utilizé el termociclador LightCycler480 Real-Time

PCR System (Roche Diagnostics) con los siguientes parametros:

Activacion 40 ciclos
Fase de la Preincubacion dela
PCR ) Desnaturalizacion | Alineamiento/extension
polimerasa
Temperatura 50°C 95°C 95°C 60°C
Tiempo 2 min 2 min 3 seg 30 seg

3.4.3.3 Anélisis

Para calcular la expresién génica relativa de cada gen, se utilizé el método delta-delta CT [123],

utilizando como gen de referencia el peptidil prolil isomerasa A (PPIA). Se consideré que un gen

no estaba expresado si no se detectaba amplificacién a partir del ciclo 40 (inclusive).
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3.4.4 ELISA

3.4.4.1 Reactivos

Reactivos Casa comercial Referencia
Agua libre de ADNasa/ARNasa Invitrogen 10977-035
Acido clorhidrico (HCI) 1M FisherScientific 35328
Clorhidrato de papaverina, inhibidor de PDE10A Abcam ab144859
Dimetilsulféxido (DMSO) ThermoFisher D12345
Forskolina (FSK) Merck F6886-10MG
5’-(N-Ethylcarboxamida)adenosina (NECA) Sigma E2387
Kit de ensayo de proteinas BCA Pierce Thermofisher 23225

Kit ELISA competitivo AMPc Cayman Chemical 581001

3.4.4.2 Protocolo

Los organoides se cultivaron en una placa de 6 pocillos, siguiendo los protocolos del apartado
3.3.2.3. Para cada una de las tres condiciones (DMSO, FSK y NECA) se utilizaron dos pocillos

completamente llenos.

Tras disgregar el Matrigel, se traspasaron los organoides a un tubo Falcon de 15ml (uno por cada
condicidn, en total tres). Se centrifugaron a 1.400 rpm, durante 4 min a 4°C y se retird el
sobrenadante. A cada tubo se afiadié 150 uM de clorhidrato de papaverina disueltos en 10 ml

de medio basal (descrito en el apartado 3.3.2.2) y se incubaron 1h a 37 °C.

Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 1.400 rpm, durante 4 min a 22°C y se retiré el
sobrenadante. A cada tubo se afiadié 150 uM de clorhidrato de papaverina disueltos en 5 ml,
junto con DMSO (<0,01%), FSK (10 uM) o NECA (10 uM) segun la condicion a testar, y se dejaron
incubar los tubos durante 15 min a 37°C. Seguidamente, se volvieron a centrifugar a 1.400 rpm,
durante 4 min a 22°C para después retirar el sobrenadante y afiadir 1 ml de HCl al 0,1 M a cada
tubo. Tras una incubacidon de 20 min a temperatura ambiente, se volvié a centrifugar a 1.000
rpm, durante 5 min a 22°C y el sobrenadante se traspasé a un eppendorf. Seguidamente, se
diluyé el sobrenadante de cada eppendorf a 1:1 con el tampdn especifico del kit del ensayo de
inmunoadsorcidn ligado a enzimas (ELISA). La cuantificacidn de proteinas se realizé utilizando el
Kit de Ensayo de Proteinas BCA de Pierce. Tras normalizar la cantidad de proteinas para que
todas las condiciones tuvieran la misma concentracidn, se siguieron las instrucciones del kit para
la realizacién del ELISA. En este caso, las muestras y las diluciones estandares fueron acetiladas,
segun estipulaba el protocolo, para poder llegar a detectar bajas concentraciones de AMPc.
Finalmente, se utilizé el lector de microplacas Varioskan LUX para medir la absorbancia a

412 nm.
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3.4.4.3 Andlisis

Los valores de absorbancia fueron corregidos segun las indicaciones del kit. A partir de los
valores de absorbancia de las diluciones estandar se obtuvo la recta patrén con la que se pudo

calcular la concentracién de AMPc (pmol/ml) de las condiciones estudiadas.

3.5 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los ensayos estadisticos de comparacidn entre condiciones se realizaron mediante un test
Two-way ANOVA. Se consideran significativos aquellos p-valores que fuesen < 0.05. El rango de
significancia se indicé mediante asteriscos, siendo: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, ****

p<0,0001.
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4.1 ESTUDIO DE LA EXPRESION Y FUNCION DE LOS RECEPTORES ADENOSINERGICOS
EN ORGANOIDES INTESTINALES

4.1.1 Analisis de expresion de los RAs en lineas celulares inmortalizadas

Para el analisis de la expresion de los cuatro subtipos de RAs: AiR, AR, AR y AsR se utilizo la
técnica de RT-gPCR y se validaron las sondas comerciales disponibles. Para ello se utilizaron dos
lineas celulares inmortalizadas comerciales: Caco-2 (derivada de un adenocarcinoma colorrectal

humano) y Calu-3 (derivada de un adenocarcinoma pulmonar humano).

En la Figura 14, se observa como Caco-2 y Calu-3 presentaron distintos patrones de expresion
de los RAs. En el caso de Caco-2, el subtipo AiR fue el predominante (Figura 14A). AR fue el
segundo subtipo con mayor expresion, con una expresion un 9,05% menor respecto a AiR (p-
valor = 0,0274). AR presentd una expresion 5 veces menor que a A;R mientras que AsR no se
detectd. En cambio, en Calu-3 el RA predominante fue A,sR mientras que el segundo subtipo fue
A.aR (Figura 14B). AjR fue el tercer subtipo con mayor expresion. Por el contrario, el AsR no

presentd ninguna sefial.
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Figura 14. Expresion génica de los distintos subtipos de RAs en las lineas celulares Caco-2 y Calu-3. (A)
Niveles de expresidon de los cuatro subtipos de RAs en la linea celular intestinal Caco-2 (n=3). (B) Niveles
de expresidn de los cuatro subtipos de RAs en la linea celular respiratoria Calu-3 (n=3). Los niveles de
expresion de A1R, A2aR, A2eR y AsR se determinaron mediante la normalizacion con la expresion del gen
de referencia PPIA. La barra de cada columna representa el error estandar de la media (SEM) y el nivel de

significancia se indica como * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001.
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4.1.2 Analisis de expresion de los RAs en organoides intestinales control

Una vez puesto a punto y validado el método de estudio de expresién de los RAs en las lineas
celulares, se realizé el andlisis de expresion de los distintos subtipos de RAs en organoides

intestinales generados a partir de biopsias intestinales de individuos WT (ver apartado 3.3).

AeR fue el receptor con mayor expresidon mientras que AR presenté una expresion génica 87
veces menor (Figura 15). AR fue el tercer receptor por orden de expresion y no presenté
diferencias significativas respecto a A;R (p-valor = 0,6128). Por el contrario, no se detectd

expresion de AsR.

Organoides intestinales WT
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Figura 15. Expresion génica de los distintos subtipos de RAs en organoides intestinales derivados de
individuos WT. Los niveles de expresiéon de AiR, A2aR, AR y AsR se determinaron mediante la
normalizacién con la expresion del gen de referencia PPIA. La barra de cada columna representa el SEM.
El nivel de significancia se indica como * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001; y "ns" para no

significativo. (n=3).

4.1.3 Expresion de los RAs en organoides intestinales FQ

Se analizé el perfil de expresion de los RAs en organoides intestinales FQ. Se generaron
organoides intestinales a partir de biopsias rectales de 8 personas afectadas por la FQ de la
Unidad Pediatrica de Fibrosis Quistica del HUVH. Estos individuos presentaban diferentes
genotipos, como se indica en la Tabla 2 (ver apartado 3.1). En todos ellos, el subtipo de RAs con
mayor expresion fue AzsR (Figura 16). Sin embargo, se observd una variabilidad de expresion
significativa entre los distintos individuos estudiados, a excepcion de FQ4 (F508del/G542X) y
FQ7 (G542X/G542X), que presentaron niveles de AxR similares. Esta variabilidad incluso se
observo en individuos con el mismo genotipo (FQ1 y FQ2, homocigotos de F508del-CFTR) con

un p-valor de <0,0001.
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Organoides intestinales WT y FQ

0.024-
0.020- N

0.016- -
0.0121

0.008 ﬂll I

©
o
Q
o
®
]
1

Expresion relativa
L
T

AR AyaR AR A;R

1 WT1 B FQ1 (F508del/F508del) L1 FQ4 (F508del/G542X) [ FQ7 (G542X/G542X)
N WT2 B FQ2 (F508del/F508del) MM FQS5 (F508del/F508del) MM FQB8 (S589N/1812-1G>A)
Hl WT3 [ FQ3 (F508del/L206W) [l FQ6 (G542X/K684fs)

Figura 16. Expresion génica de los distintos RAs en organoides intestinales derivados de
individuos WT y FQ. Se estudiaron tres individuos control y ocho individuos afectados por la FQ
con los genotipos F508del/F508del (FQ1 y FQ2), F508del/L206W (FQ3), F508del/G542X (FQ4),
F508del/K684fs (FQ5), G542X/K668X (FQ6), G542X/G542X (FQ7) y S589N/1812-1G>A (FQ8). Los
niveles de expresidon de AR, AR, AR y AsR se determinaron mediante la normalizacién con la
expresion del gen de referencia PPIA. La barra de cada columna representa el SEM y el nivel de

significancia se indica como * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001. (WT n=3; FQ n=8).

Al comparar la expresidn génica de AR en cada individuo FQ respecto al promedio obtenido en
los organoides intestinales WT, se observd que la expresion en los individuos FQ fue

significativamente mayor (con un p-valor en cada una de las comparaciones de <0,0001).

AjR fue el segundo receptor con mayor expresion. Al comparar el individuo con mayor expresién
(FQ8), con los cuatro individuos FQ con menor expresidon (FQ2, FQ6 y FQ7) se detectaron
diferencias significativas (p-valores = 0,0146; 0,0203; 0,0081 y 0,0450, respectivamente). Al
comparar el valor promedio de la expresidn génica de AR en organoides WT con la expresidn
obtenida en cada individuo FQ, se observé una menor expresion de AiR en los organoides WT,

pero sin diferencia significativa en ningun caso.
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El tercer receptor con mayor expresion fue AR, del que no se observaron diferencias
significativas entre los individuos FQ estudiados (en todos los casos el p-valor fue mayor a
0,9497). Tampoco se obtuvieron diferencias significativas al comparar los valores de expresion
de AR obtenidos de cada individuo FQ con el promedio obtenido en WT. Por ultimo, no se
detectaron niveles de expresidn génica de AsR en ninguno de los individuos FQ estudiados. En
la Figura Al de los Anexos (ver apartado 9.1) se detalla el perfil de expresién de los cuatro

subtipos de RAs de cada individuo WT y FQ estudiados.

4.1.4 Adaptacion del ensayo funcional FIS para estudiar la respuesta de la CFTR tras la

activacion de los RAs en organoides intestinales control

Con el objetivo de expandir el alcance del ensayo FIS y poder evaluar la respuesta de la CFTR
tras la activacion de los RAs (ver apartado 3.3.3), se decidid emplear NECA, un agonista no
selectivo de los cuatro subtipos de RAs, como sustituto a la FSK, ya que el objetivo era activar
los RAs que supondrian una activacion posterior de la AC y no activar directamente la AC. Se
optimizd el método y para ello se determind la concentracion efectiva (EC50) de NECA en
organoides intestinales WT. El valor obtenido fue de 0,385 uM, como se muestra en la

Figura 17.
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Figura 17. Estudio de la EC50 de NECA en organoides intestinales WT. Se utilizaron 16 concentraciones
de NECA (0,001/0,003/0,005/0,0075/0,01/0,025/0,05/0,075/0,1/0,2/0,25/0,5/0,75/1/1,5/2 uM). El
efecto de NECA en los organoides se cuantificd mediante la medicion de los cambios en el drea de cada
organoide estudiado tras realizar el ensayo funcional FIS (ver apartado 3.3.3). Se estudiaron entre 40-60
organoides intestinales en cada concentracion derivados de cada uno de los cuatro individuos WT
estudiados. Los cambios de area fueron normalizados en relacién con su area inicial, antes de la
incubacion con NECA. Seguidamente, se calculé el drea bajo la curva (AUC) a tiempo 180 min. Con el fin
de facilitar su representacion grafica, los valores de AUC se normalizaron nuevamente respecto al valor
maximo obtenido, que se observd a una concentracion de NECA de 1,5 uM, para asi poder indicar la

respuesta en porcentaje. (n=4).
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Con el fin de saber a qué nivel de respuesta de FSK equivale la respuesta obtenida con NECA a
0,385 uM en organoides intestinales WT, se realizé un ensayo funcional donde se compard la
respuesta inducida por NECA uM a 0,385 M con cinco concentraciones distintas de FSK (Figura
18A). El valor promedio de la respuesta con NECA (AUC = 10.323,1) se encontré entre la
respuesta obtenida con FSK a 0,8 uM (AUC =9.089,2) y con FSK a 2 uM (11.145,4). Al comparar
estadisticamente estas respuestas de FSK con la de NECA, no dio significativo (p-valor = 0,8943
y 0,9859). Ademas, dado que la respuesta de FSK a 5 uM no fue significativamente mayor a la
obtenida a FSK 2 uM (p-valor = 0,9979), tampoco dio significancia cuando se compard la
respuesta obtenida en los organoides tras el uso de FSK 5 uM con el de NECA a 0,385 uM (p-
valor = 0,7009).

Del mismo modo, también se quiso determinar si existia un efecto sinérgico entre FSKy NECA
(Figura 18B). Al combinar FSK a 0,8 uMy NECA a 0,385 uM la respuesta media de los organoides
(AUC =12.070,1) fue superior a la obtenida con FSK a 0,8 uM (AUC = 9.089,2) y NECA 0,385 uM
(AUC = 10.323,1), sin combinarlas. La respuesta combinada dio significacion Unicamente al

compararla con FSK 0,8 uM (p-valor = 0,0282).
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Figura 18. Comparacion de las respuestas producidas por FSK y NECA en organoides intestinales WT.
(A) Se evalué el efecto que producian diferentes concentraciones de FSK (0,02/0,128/0,8/2/5 uM) y de
NECA (0,385 uM) en organoides intestinales derivados de individuos WT (n=4). (B) Comparacion de la
respuesta observada en organoides intestinales derivados de individuos WT ante la combinacién de FSK
a 0,8 uMy NECA 0,385 uM y el uso de estos compuestos en las mismas concentraciones por separado, es
decir, de forma individual (n=4). Como control negativo se utilizé6 DMSO (a <0,001%). En ambas figuras, el
efecto de los compuestos utilizados se cuantific6 en base a los cambios de area de los organoides
intestinales y normalizados respecto a su area antes de afiadir los compuestos. Seguidamente, se calculd
las AUC a tiempo 180 min. Por cada individuo estudiado y condicidn se evaluaron entre 40-60 organoides.
La barra de cada columna representa el SEM. El nivel de significancia se indica como * p<0,05, ** p<0,01,

*** p<0,001, **** p<0,0001; y "ns" para no significativo.
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Con el objetivo de atribuir los cambios observados en el area de los organoides intestinales WT
a una activacion especifica de la CFTR, se llevd a cabo un estudio funcional en el que se inhibié
de forma selectiva la funcién del canal (Figura 19). En presencia del inhibidor de la CFTR (CFTR-
Inh172), la respuesta observada tras la incubacion con NECA disminuyd significativamente en
comparacién con la respuesta obtenida sin el inhibidor (p-valor = <0,0001). Este efecto
inhibitorio se confirmd mediante el uso de FSK como control positivo, ya que la disminuciéon
observada también fue significativa (p-valor = <0,0001). La inhibicién de la CFTR también
provocd una disminucidn de la respuesta de los organoides intestinales en el uso combinado de
FSK y NECA (p-valor = <0,0001). A pesar del uso del inhibidor, se detectaron cambios en el area
de los organoides tanto con FSK, con NECA y con la combinacidon de ambos, aunque no fueron

significativos al comprarlo con el control negativo (p-valor = >0,9999 en los tres casos).
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Figura 19. Respuestas producidas por FSK y NECA tras la inhibicion de la CFTR en organoides intestinales
WT. Los organoides intestinales fueron incubados con FSK 0,8 UM, NECA 0,385 uM o con la combinacion
de ambos compuestos. Estos mismos compuestos también se testaron tras la inhibicidn previa de la CFTR,
mediante la incubacién de los organoides durante 3h con CFTR-inh172. Como control negativo se utilizd
DMSO (a <0,001%). Las respuestas funcionales de la CFTR fueron cuantificadas en base a los cambios de
area de los organoides intestinales y normalizados respecto a su drea antes de afiadir los compuestos.
Seguidamente, se calculd las AUC a tiempo 180 min. Por cada individuo estudiado y condicion se
evaluaron entre 40-60 organoides. La barra de cada columna representa el SEM y el nivel de significancia

se indica como * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001. (n=4).
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Con el propésito de determinar si la activacién de la CFTR después de la estimulacién de los RAs
ocurre debido a un incremento en los niveles intracelulares de AMPc, se llevd a cabo un ELISA.
Se compararon los niveles de AMPc en organoides intestinales WT tras la incubacién con DMSO,
FSK o NECA. Como se aprecia en la Figura 20, tanto el uso de FSK como de NECA indujeron un
aumento significativo en la concentracion de AMPc en comparacién con el control negativo
(DMSO0), incrementandose en mds de 10 veces. Ademas, se observé que el uso de NECA provocd

una mayor produccién de AMPc que con FSK, la cual fue estadisticamente significativa (p-valor

=0,0218).
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Figura 20. Niveles de AMPc tras la estimulacion de los organoides intestinales WT con FSK y NECA. Los
organoides intestinales fueron incubados con DMSO (<0,001%), FSK (10 uM) o NECA (10 uM).
Posteriormente, se cuantificaron los niveles de AMPc intracelular mediante ELISA. La barra de cada
columna representa el SEM y el nivel de significancia se indica como * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001,

**** p<0,0001. (n=3).
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4.2 ESTUDIO DE LA MODULACION DE LOS RAs EN LA FUNCION DE LA CFTR EN
ORGANOIDES CONTROL

4.2.1 Cribado de antagonistas de los RAs

Después de confirmar la implicacién de los RAs en la activacidén de la CFTR mediante el aumento
de AMPc en organoides intestinales WT, se procedié a estudiar cémo la activacion o la inhibicién
de estos receptores podria afectar a la funcidn de la CFTR en organoides intestinales WT. La
estimulacién de AR y AR mediante NECA provoca la activacion del adenilato ciclasa (AC), lo
que resulta en un aumento de AMPc y la consecuente activacion de la CFTR (Figura 21). En
cambio, la activacion de A;R y AsR inhiben la AC, por lo que no hay un aumento de los niveles de

AMPc y la activacion de la CFTR no tiene lugar.
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Figura 21. Esquema simplificado de la respuesta esperada de la CFTR tras el uso de NECA.

Se llevé a cabo un primer cribado ciego donde se estudiaron, mediante el ensayo FIS
previamente adaptado y validado, 20 compuestos antagonistas de los RAs de la empresa
Palobiofarma, S.L. El objetivo final de ello fue determinar qué subtipo de RA seria el mas eficaz
modular para obtener una mayor respuesta de la CFTR. Cada farmaco (PBF-n2) se evalué a las
concentraciones de 1 y 10 uM en combinacion con NECA (a 1 uM) para confirmar su efecto
inhibitorio. Cada uno de los 20 compuestos PBF presenta un valor especifico de concentracion
inhibitoria media (IC50) para cada uno de los cuatro subtipos de RAs. Por ello, es importante
destacar que estos compuestos no estan dirigidos exclusivamente a un subtipo de RA, pero si
gue muestran en cada caso una mayor afinidad hacia un subtipo en particular. Con el fin de
facilitar la interpretacidn de los resultados, los compuestos PBF se clasificaron segun el receptor
hacia el cual mostraban una mayor capacidad inhibitoria, determinada por un valor menor de

IC50.
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4.2.1.1 Antagonistas de A;R

AiR inhibe a la AC, por lo tanto, el uso de antagonistas de A;R detendria esta represion y
resultaria en un efecto positivo en la funcién de la CFTR (Figura 22). Por lo tanto, el aumento del
flujo de iones en los organoides intestinales hacia el lumen, mediado por la CFTR, conduciria a

un incremento de su area.
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Figura 22. Esquema conceptual de la implicacion de la inhibicion de AiR en la activacion de la CFTR

mediante antagonistas.

En la Figura 23, se recogen los cinco compuestos de Palobiofarma, S.L cuyo efecto antagonista,
en base a los valores de IC50, es principalmente hacia A;R: PBF-01, PBF-02, PBF-03, PBF-04 y
PBF-05.

Los compuestos PBF-01 y PBF-02, a una concentracion de 1 uM, mostraron una respuesta menor
que la obtenida al utilizar NECA sola. En el caso de PBF-01, esta reduccién no fue significativa (p-
valor = 0,1499), mientras que si lo fue con PBF-02 (p-valor < 0,0001), alcanzando valores
similares a los obtenidos con DMSO (AUC de PBF-02 a 1 uM = 588,39; AUC de DMSO = 501,59).
Tanto PBF-01 como PBF-02 a una concentracidon de 10 uM mostraron valores de AUC todavia
mas bajos (AUC de PBF-01= 503,68; AUC de PBF-02 = 130,04) que a 1 uM. Por el contrario, los
compuestos PBF-03, PBF-04 y PBF-05 mostraron un incremento mayor del drea al utilizarlos a 1
UM en comparacion con NECA, aunque solo fue significativo en el caso de PBF-05 (p-valor =
0,0311). Sin embargo, a una concentracidon de 10 uM, tanto PBF-04 como PBF-05 mostraron
niveles de AUC significativamente menores que los obtenidos a 1 uM (p-valor = 0,007 y 0,0016,
respectivamente), e incluso inferiores a la respuesta inducida por NECA. PBF-03 fue el Unico
compuesto que, en ambas concentraciones testadas (1 y 10 uM), presentd una respuesta
superior a la obtenida Unicamente con NECA (con un incremento del 41,91% y 65,41%,
respectivamente), aunque esta diferencia solo fue significativa al comparar NECA con PBF-03 a

10 uM (p-valor = 0,0076).
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Figura 23. Estudio de la funcionalidad de la CFTR tras el uso de compuestos principalmente antagonistas
de AiR en organoides intestinales WT. (A) Mediante el ensayo funcional FIS, se evaluaron los farmacos
PBF-01, PBF-02, PBF-03, PBF-04 y PBF-05 a 1y 10 uM en combinacién con NECA (1 uM). DMSO (<0,001%)
se utilizé como control negativo, mientras que NECA sirvid como control positivo. Las AUC fueron
calculadas a tiempo 180 min. La barra de cada columna representa el SEM. El nivel de significancia se
indica como * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001; y "ns" para no significativo. (n=4). (B) La
tabla indica los valores de la concentracién inhibitoria media (IC50) especifica en nM de cada compuesto
de Palobiofarma S.L para cada uno de los cuatro subtipos de RAs. El % indica el porcentaje de unién a 1
UM por el subtipo de RA especifico, lo que es indicativo de una baja afinidad por dicho receptor. En verde
estdan marcados A2aR y Az2eR, que en situacion fisiolégica normal activan la producciéon de AMPc, mientras
qgue AiR y AsR estan marcados en rojo al tener un efecto inhibitorio sobre la produccién de AMPc. En gris

se marca el antagonista mas selectivo de AR al comparar Unicamente los valores de IC50 de este grupo.
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La estimulacidn de AaR provoca un aumento de la produccién de AMPc, lo que permite la

activacion de la CFTR. Por el contrario, la inhibicion de este receptor evitaria la activacion de la

AC, y consecuentemente la activacion de la CFTR no se produciria (Figura 24). De manera que,

la CFTR permaneceria cerrada, el transporte de iones no tendria lugar y no se observaria un

incremento del drea de los organoides.
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Figura 24. Esquema conceptual de la implicacion de la inhibicion de A24R en la activacion de la CFTR

mediante antagonistas.

En la Figura 25, se recogen los tres compuestos de Palobiofarma, S.L cuyo efecto antagonista,

en base a los valores de IC50, es principalmente hacia A2aR: PBF-06, PBF-07 y PBF-08.
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Figura 25. Estudio de la funcionalidad del CFTR tras el uso de compuestos principalmente antagonistas
de A2aR en organoides intestinales WT. (A) Mediante el ensayo funcional FIS, se evaluaron los farmacos
PBF-06, PBF-07 y PBF-08 a 1y 10 uM en combinacion con NECA (1 uM). DMSO (<0,001%) se utilizé como
control negativo, mientras que NECA sirvié como control positivo. Las AUC fueron calculadas a tiempo
180 min. La barra de cada columna representa el SEM. El nivel de significancia se indica como * p<0,05,
** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001; y "ns" para no significativo. (n=4) (B) La tabla indica los valores
de la concentracién inhibitoria media (IC50) especifica en nM de cada compuesto de Palobiofarma S.L
para cada uno de los cuatro subtipos de RAs. El % indica el porcentaje de unidn a 1 uM por el subtipo de
RA especifico, lo que es indicativo de una baja afinidad por dicho receptor. En verde estan marcados A2aR
y A2sR, que en situacion fisioldgica normal activan la produccidon de AMPc, mientras que AiR y AsR estan
marcados en rojo al tener un efecto inhibitorio sobre la produccién de AMPc. En gris se marca el

antagonista mas selectivo de A2aR al comparar Unicamente los valores de IC50 de este grupo.

Los tres compuestos, a una concentraciéon de 1 pM, generaron una respuesta mayor en los
organoides que la obtenida Unicamente con NECA, aunque no alcanzé significancia en ningin
caso (p-valor = 0,4243, 0,3575 y 0,6281, respectivamente). Al aumentar la concentracién a 10
UM, el compuesto PBF-08 mostrd una respuesta mds reducida que la obtenida con PBF-06 y PBF-
07.Sin embargo, no fue una reduccién significativa al compararla con la respuesta obtenida con

NECA (p-valor = 0,0785).

4.2.1.3 Antagonistas de AssR

Dado que este receptor actua de manera similar a AzaR, el uso de antagonistas de AR también
evitaria la estimulacidn de la AC con lo que no se produciria el aumento de AMPc y no habria
una mayor activacion de la CFTR (Figura 26). Por lo tanto, tras el uso de los antagonistas de este

grupo no se esperarian cambios en el drea de los organoides.
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Figura 26. Esquema conceptual de la implicacion de la inhibicion de A2sR en la activacion de la CFTR

mediante antagonistas.
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En la Figura 27, se recogen los ocho compuestos de Palobiofarma, S.L cuyo efecto antagonista,

en base a los valores de IC50, es principalmente hacia A;sR: PBF-09, PBF-10, PBF-11, PBF-12, PBF-

13, PBF-14, PBF-15y PBF-16.
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Figura 27. Estudio de la funcionalidad del CFTR tras el uso de compuestos principalmente antagonistas
de A2gR en organoides intestinales WT. (A) Mediante el ensayo funcional FIS, se evaluaron los fdrmacos
PBF-09, PBF-10, PBF-11, PBF-12, PBF-13, PBF-14, PBF-15y PBF-16 a 1 y 10 pM en combinacidn con NECA
(1 uM). DMSO (<0,001%) se utilizdé como control negativo, mientras que NECA sirvié como control
positivo. Las AUC fueron calculadas a tiempo 180 min. La barra de cada columna representa el SEM. El
nivel de significancia se indica como * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001; y "ns" para no
significativo. (n=4). (B) La tabla indica los valores de la concentracion inhibitoria media (IC50) especifica
en nM de cada compuesto de Palobiofarma S.L para cada uno de los cuatro subtipos de RAs. El % indica
el porcentaje de unién a 1 uM por el subtipo de RA especifico, lo que es indicativo de una baja afinidad
por dicho receptor. En verde estan marcados A2aR y Az2sR, que en situacion fisioldgica normal activan la
produccion de AMPc, mientras que AiR y AsR estdn marcados en rojo al tener un efecto inhibitorio sobre
la produccion de AMPc. En gris se marca el antagonista mas selectivo de A2gR al comparar Unicamente los

valores de IC50 de este grupo.

En todos los compuestos de este grupo, excepto con PBF-09 y PBF-10, al utilizar la concentracion
de 1 uM la respuesta obtenida fue significativamente menor que la observada con NECA (PBF-
11 p-valor = 0,0001; PBF-12 p-valor = 0,0001; PBF-13 p-valor = 0,0175; PBF-14 p-valor = 0,0013;
PBF-15 p-valor = 0,0066; PBF-16 p-valor = 0,006). La mayor reduccidn respecto a NECA se
produjo con el compuesto PBF-11 (reduccién del 94,79%), seguido de PBF-12 (reduccidon del
92,26%). Por el contrario, al emplear la concentracién de 10 uM con cada compuesto, se observd
en todos los casos una reduccidn significativa, con una disminucién promedio del 90,93 % (SD *

3,46). PBF-13 a 10 uM mostré la mayor reduccidn, alcanzando un 94,64 %.

4.2.1.4 Antagonistas de AsR

El uso de antagonistas de AsR deberia traducirse en un efecto positivo en la activacién de la
CFTR, dado que se neutraliza el efecto inhibitorio que este receptor ejerce sobre la AC (Figura
28). Por lo tanto, se esperaria observar un aumento del drea de los organoides como resultado

del flujo de CI- mediado por la CFTR.
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Figura 28. Esquema conceptual de la implicacion de la inhibicion de AsR en la activacién de la CFTR

mediante antagonistas.
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Las respuestas funcionales de la CFTR tras el uso de los dos compuestos con mayor afinidad
hacia el AsR, PBF-17 y PBF-18, se muestran en la Figura 29. En ambos casos, el uso del compuesto
a 1 uM provocé una respuesta mayor que la obtenida con NECA. Sin embargo, este incremento
solo fue significativo con PBF-17 (p-valor = 0,284). Ambos compuestos a una concentracién de
10 uM también mostraron una respuesta mayor que la obtenida con NECA, aunque no fue tan

pronunciada con la obtenida al emplear la concentraciéon de 1 uM del compuesto y no resultd

significativa en ningln caso.
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Figura 29. Estudio de la funcionalidad del CFTR tras el uso de compuestos principalmente antagonistas
de AsR en organoides intestinales WT. (A) Mediante el ensayo funcional FIS, se evaluaron los farmacos
PBF-17 y PBF-18 a 1y 10 uM en combinacién con NECA (1 uM). DMSO (<0,001%) se utilizé6 como control
negativo, mientras que NECA sirvié como control positivo. La barra de cada columna representa el SEM.
El nivel de significancia se indica como * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001; y "ns" para no
significativo. (n=5). (B) La tabla indica los valores de la concentracion inhibitoria media (IC50) especifica
en nM de cada compuesto de Palobiofarma S.L para cada uno de los cuatro subtipos de RAs. El % indica
el porcentaje de unién a 1 uM por el subtipo de RA especifico, lo que es indicativo de una baja afinidad
por dicho receptor. En verde estdn marcados A2aR y AzsR, que en situacion fisioldgica normal activan la
produccion de AMPc, mientras que A1R y AsR estdn marcados en rojo al tener un efecto inhibitorio sobre

la produccién de AMPc. En gris se marca el antagonista mas selectivo de AsR al comparar Unicamente los

valores de IC50 de este grupo.
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4.2.1.5 Antagonistas de dos RAs distintos

Por ultimo, dentro del cribado de los 20 compuestos, se identificaron dos compuestos que
presentaron valores de IC50 muy similares entre dos RAs con funciones opuestas (Figura 30B).
En el caso del PBF-19, los valores de IC50 indicaron una afinidad muy similar tanto por AsR como
por AzaR (5,5 nMy 6,2 nM, respectivamente). Los resultados del ensayo funcional de PBF-19a 1
KM mostraron un aumento de los valores de AUC respecto a NECA, aunque no fue significativo
(p-valor = 0,8560). Por el contrario, el uso este compuesto a 10 uM provocd una respuesta
menor que la obtenida con NECA, sin ser una diferencia significativa (p-valor = 0,0772). Los
valores de IC50 de PBF-20 indicaron una capacidad de inhibicidn mayor sobre AR (0,3 nM) pero
a la vez muy similar a la ejercida sobre A:R (0,4 nM). En este caso, se observé una disminucion
significativa de la funcidn de la CFTR al utilizar el farmaco tanto a 1y 10 uM en comparacion con
NECA. De hecho, los valores de AUC obtenidos a ambas concentraciones (AUCa 1 uM = 293,887
y AUC a 10 uM = 665,438) fueron similares al del control negativo (AUC DMSO = 501,588).
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Figura 30. Estudio de la funcionalidad del CFTR tras el uso de PBF-443 y PBF-1615 organoides intestinales
WT. (A) Mediante el ensayo funcional FIS, se evaluaron los farmacos PBF-19 y PBF-20 a 1 y 10 uM en
combinacién con NECA (1 uM). DMSO (<0,001%) se utiliz6 como control negativo, mientras que NECA
sirvié como control positivo. La barra de cada columna representa el SEM. El nivel de significancia se indica
como * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001; y "ns" para no significativo. (n=4). (B) La tabla
presenta los valores de la concentracién inhibitoria media (IC50) especifica en nM de cada compuesto de
Palobiofarma S.L para cada uno de los cuatro subtipos de RAs. El % indica el porcentaje de unién a 1 uM
en este subtipo de RA, lo que es indicativo de una baja afinidad por dicho receptor. En verde estan
marcados A2aR y AzeR, que en situacidn fisioldgica normal activan la produccién de AMPc, mientras que

A1R y AsR estan marcados en rojo al tener un efecto inhibitorio sobre la produccién de AMPc.
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4.2.2 Farmacos candidatos

De cada uno de los cuatro grupos de antagonistas estudiados en el apartado anterior, se
seleccionaron los compuestos que mostraron una mayor selectividad por el receptor en cuestion

(en base a los valores de IC50): PBF-03, PBF-07, PBF-13 y PBF-17 (Tabla 3).

Receptor AR Compuesto antagonista Respuesta de la CFTR Conclusién
A1R (v AMPc) PBF-03 Positiva Candidato
A2aR (4 AMPc) PBF-07 Negativa No apto
AzsR (4 AMPc) PBF-13 Negativa No apto
AsR (v AMPc) PBF-17 Positiva Candidato

Tabla 3. Resumen de los antagonistas de los RAs seleccionados después del cribado de los 20
compuestos de Palobiofarma, S.L. De los compuestos seleccionados, PBF-03, PBF-07, PBF-13 y PBF-17, se
detalla sobre qué subtipo de RA ejerce principalmente la inhibicidén. En verde estan marcados A2aR y AzeR,
que en situacion fisioldgica normal activan la produccion de AMPc, mientras que A1R y AsR estan marcados
en rojo y tienen un efecto inhibitorio sobre la produccion de AMPc. Ademas, se indica cual fue la respuesta
de la CFTR observada tras los ensayos funcionales realizados (Fig. 24, 26, 28 y 30, respectivamente):
negativa si fue menor a la obtenida con NECA o positiva si fue mayor. En base a eso, se indica si el

compuesto fue un buen candidato para activar la respuesta de la CFTR o si, por el contrario, no fue apto.

Los antagonistas PBF-03 y PBF-17 se postularon como posibles candidatos para testar su efecto
en organoides intestinales derivados de individuos afectados por la FQ. Por el contrario, el uso
de antagonistas de AR no provocé la estimulacién de la CFTR, por lo que en este caso seria mas
conveniente utilizar agonistas de este receptor, como fueron el caso de PBF-21 y PBF-22

(Figura 31).
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B AR (+ AMPc) PBF-21 Positiva Candidato
A2sR (4 AMPc) PBF-22 Positiva Candidato

Figura 31. Agonistas candidatos de AzR. (A) Esquema conceptual de la implicacion de la activacidon de AR para
promover la activacion de la CFTR mediante agonistas. (B) Los compuestos PBF-21 y PBF-22 de Palobiofarma, S.L se

presentaron como candidatos para estimular la activacion de la CFTR tras la estimulacién de AgR.
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4.2.2.1 Antagonistas candidatos: PBF-03 y PBF-17

Se procedié a evaluar nuevamente la respuesta de la CFTR en organoides intestinales WT
utilizando los compuestos PBF-03 (antagonista de A;R) y PBF-17 (antagonista de As;R) mediante
el ensayo FIS. Sin embargo, en esta ocasion, los compuestos también se estudiaron sin
combinarlos con NECA, con el objetivo de determinar cudl era el efecto individual de cada

antagonista.

Como se puede apreciar en la Figura 32, el empleo de PBF-17 de forma individual en las dos
concentraciones evaluadas (1 uM y 10 uM) no indujo una activacién de la CFTR al mismo nivel
qgue con NECA a 0,385 uM; de hecho, fue significativamente inferior (p-valor = <0,001 en ambas
concentraciones). Unicamente la respuesta obtenida con PBF-17 a 1 pM en combinacién con
NECA fue comparable a la respuesta obtenida con NECA, ya que no se observaron diferencias
significativas (p-valor =>0,999). En cuanto a PBF-03, tanto su uso solo como en combinacidn con

NECA no logrd alcanzar la misma respuesta obtenida con NECA.
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Figura 32. Respuesta de la CFTR ante la estimulacién de PBF-03 y PBF-17. Mediante el ensayo funcional
FIS, se evaluaron los farmacos PBF-03 y PBF-17, antagonistas de AiR y AsR, respectivamente, a 1y 10 uM
0 en combinacién con NECA a 0,385 uM. DMSO (<0,001%) se utilizé como control negativo, mientras que
FSK (a 0,02/0,128/0,8/2/5 uM) y NECA (a 0,385 uM) sirvieron como controles positivos. Los resultados de
la significancia muestran la comparacion de la respuesta de los compuestos PBF en relacion con la
obtenida con NECA. La barra de cada columna representa el SEM. El nivel de significancia se indica como

* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001; y "ns" para no significativo. (n=4).
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Para confirmar la falta de respuesta de la CFTR tras el uso de los antagonistas PBF-03 y PBF-17,
se realizd un ensayo funcional con estos dos antagonistas en los organoides intestinales
derivados de FQ1l (F508del/F508del) como una prueba conceptual del tipo de respuesta

esperada en FQ (Figura 33).
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Figura 33. Estudio de la funcionalidad de la CFTR tras el uso de los antagonistas PBF-03 y PBF-17 en
organoides intestinales derivados de FQ1 (F508del/F508del). (A) Mediante el ensayo funcional FIS, se
determiné la respuesta basal de la CFTR ante la estimulacién por FSK (a 0,128 y 5 uM) o por NECA (a 0,385
y 1 uM). Ademds, se combinaron las diferentes concentraciones de FSK o NECA con Kaftrio. Los resultados
de la significancia muestran la comparacién de la respuesta de las condiciones testadas en relacién con la
obtenida con Kaftrio solo. Se evalud el uso de los compuestos PBF-03 (a1y 1 uM) o PBF-17 (a 1y 10 uM)
solo (barras lisas) o en combinacién con Kaftrio (barras rayadas). Se utilizd DMSO (<0,001%) y la
incubacién de individual de Kaftrio como controles. Por cada condicidn se estudiaron entre 40-60
organoides. Las barras en los graficos representan el SEM. Los niveles de significancia se indican como *

p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001; y “ns” para no significativo. (n=1).

En este caso, ninguno de los compuestos PBF indujo una respuesta de la CFTR. Tanto PBF-03
como PBF-17 al combinarlos con el modulador Kaftrio tampoco dieron lugar a la activacion del
canal. Dado estos resultados, se decidié descartar los antagonistas PBF-03 y PBF-17 como
estrategia para potenciar la funcién de la CFTR en los organoides intestinales FQ mediante la

modulacion de AiR y AsR, respectivamente.
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4.2.2.2 Agonistas candidatos de AxsR: PBF-21y PBF-22

Se evalud la respuesta de la CFTR en organoides intestinales WT utilizando los compuestos PBF-
21y PBF-22, ambos agonistas de AzsR, mediante el ensayo FIS. En este caso, la estimulacidén de
AR, al ser un regulador positivo de la producciéon de AMPc, deberia de activar la funcién de la

CFTR y se esperaria observar un incremento en el area de los organoides (Figura 31A).

Como se muestra en la Figura 34, tras la activacidn de AzsR mediante los compuestos agonistas
se observo una respuesta de la CFTR similar a la obtenida con NECA, a excepcidn de cuando se
utilizé PBF-21 a 1 uM. Al comparar las respuestas de ambos compuestos, se observd que PBF-
22 a 1 uM produjo una respuesta un 65% mayor que la obtenida con PBF-21 a la misma
concentracién. De hecho, la respuesta obtenida con PBF-22 a 1 uM no mostré diferencias
significativas en comparacion con la observada con PBF-21 a 10 uM (p-valor = 0,9724). Por otro
lado, al comparar la respuesta de ambas dosis de PBF-21, se observd una respuesta
significativamente mayor con la dosis mas elevada (p-valor = <0,0001). En cambio, en el caso de

PBF-22 no se observaron diferencias significativas (p-valor = 0,0907).
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Figura 34. Estudio de la funcionalidad de la CFTR tras el uso de agonistas de A:sR en organoides
intestinales WT. Mediante el ensayo funcional FIS, se evaluaron los farmacos PBF-21 y PBF-22, agonistas
de AzR, a 1 y 10 uM. DMSO (<0,001%) se utilizd como control negativo, mientras que FSK a
(0,02/0,128/0,8/2/5 uM) y NECA (a 0,385 uM) sirvieron como controles positivos. Los resultados de la
significancia muestran la comparacion de la respuesta de los compuestos PBF en relacion con la obtenida
con NECA. La barra de cada columna representa el SEM. El nivel de significancia se indica como * p<0,05,

** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001; y "ns" para no significativo. (n=3).
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Estos resultados indican que los agonistas PBF-21 y PBF-22 se presentaron como buenos
candidatos para ser evaluados en organoides intestinales derivados de personas afectadas por

la FQ. Sin embargo, antes de ello, se estudid la EC50 de cada uno de ellos.

Como se observa en la Figura 35, el valor de EC50 de PBF-22 (0,095 uM) fue diez veces menor
que el obtenido con PBF-21 (0,9781 uM). Esto demuestra que el agonista PBF-22 fue
cuantitativamente mas efectivo que PBF-21. En base a estos resultados, se decidié utilizar PBF-
21 a 1 uM en los ensayos funcionales con organoides intestinales FQ, mientras que en el caso

de PBF-22 la concentracién escogida fue 0,1 pM.
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Figura 35. Estudio de la EC50 de PBF-21 y PBF-22 en organoides intestinales WT. Se utilizaron 10
concentraciones de cada compuesto (0,01/0,1/0,5/1/2,5/5/7,5/10/25/50 uM). El efecto de PBF-21 y PBF-
22 en los organoides se cuantific6 mediante la medicion de los cambios en el drea de cada organoide
estudiado tras realizar el ensayo funcional FIS (ver apartado 3.3.3). Se estudiaron entre 40-60 organoides
intestinales en cada concentracién derivados de cada uno de los individuos estudiados. Los cambios de
area fueron normalizados en relacidn con su drea inicial, antes de la incubacion con cada compuesto.
Seguidamente, se calculd las AUC a tiempo 180 min. Con el fin de facilitar su representacién grafica, los
valores de AUC se normalizaron nuevamente respecto al valor maximo obtenido (con PBF-21 a 25 uM y

PBF-22 a 1 uM), para asi observar la respuesta en porcentaje. (n=3).
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4.3 EVALUACION DEL USO DE AGONISTAS DE A2sR EN LA FUNCION DE LA CFTR EN
ORGANOIDES INTESTINALES FQ

Se procedié a estudiar el efecto del uso de los dos agonistas de AR, PBF-21 y PBF-22, en

organoides intestinales obtenidos de los siguientes individuos afectados por la FQ: FQ1, FQ2,

FQ3, FQ4 y FQ5.

En la Figura 36 se presentan los resultados del ensayo funcional realizado con organoides
intestinales derivados del individuo FQ1, cuyo genotipo es F508del/F508del. En primer lugar, se
evalud la funcidn basal de la CFTR de este individuo mediante el uso de FSK o NECA, cada uno a
dos concentraciones. En la Figura A2 de los Anexos se muestra la respuesta de la CFTR tras el

uso de distintas concentraciones de FSK.

FQ1 (F508del/F508del)

210004
19000
170004
150001
130004
11000
9000
7000
50004
3000
1000
-1000]
-3000-

180min)

AUC (t

[l OMSO [ FSK (uM) [ NECA (uM) [ PBF-21 (uM) [ PBF-22 (uM)
7 Kaftrio FSK (uM) + Kaftrio NECA (uM) + Kaftrio [ PBF-21 (uM) + Kaftrio PBF-22 (uM) + Kaftrio

Figura 36. Estudio de la funcionalidad de la CFTR tras el uso de agonistas de A:sR en organoides
intestinales derivados de FQ1 (F508del/F508del). Mediante el ensayo funcional FIS, se determiné la
respuesta basal de la CFTR ante la estimulacion con FSK (a 0,128/5 uM) o con NECA (a 0,385 y 1 uM).
Ademads, se combinaron las diferentes concentraciones de FSK o NECA con Kaftrio. También se evaluaron
los agonistas PBF-21 (a 1y 10 uM) y PBF-22 (a 0,1 y 1 uM) de forma individual (columnas lisas) o en
combinacién con Kaftrio (columnas rayadas). Por cada condicién se estudiaron entre 40-60 organoides.
Los resultados de la significancia muestran la comparacion de la respuesta de los compuestos PBF en
relacion con la obtenida con Kaftrio individual. La barra de cada columna representa el SEM. El nivel de
significancia se indica como * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001; y "ns" para no significativo.

(n=1).
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Los resultados revelaron una falta de respuesta de la CFTR tras la estimulacién con FSK y con
NECA. Sin embargo, cuando se combinaron tanto FSK como NECA con Kaftrio, se detectaron
cambios significativos del drea de los organoides. En el caso de FSK, a mayor dosis de FSK
combinada con Kaftrio, se observd una mayor respuesta. En cambio, la concentracién mas
elevada de NECA (1 uM) mostrd una respuesta significativamente menor que al emplear 0,385

1M, concretamente un 49,86% menos.

El empleo de los agonistas de A;sR mostrd un patrén similar al observado en el estudio de la
respuesta basal de la CFTR: cuando se utilizaron los agonistas de manera individual, no se obtuvo
una respuesta significativa al compararla con el control negativo. Sin embargo, al combinarlos
con Kaftrio, se observd una respuesta significativamente mayor, tanto con PBF-21 como con
PBF-22, en comparacién con la obtenida al utilizar el compuesto solo (p-valor =<0,0001 en todos
los casos). Entrando en detalle, se observd una respuesta dosis-dependiente significativa con
PBF-21, obteniendo un valor de AUC mayor pero no significativa al utilizar 10 uM (p-valor =
0,0031). En cambio, PBF-22 a 1 uM provocd en una respuesta significativamente menor (en un

28,1 %, p-valor = 0,0007) que la obtenida a 0,1 uM.

En la Figura 37 se muestran los resultados del mismo ensayo realizado con los organoides
derivados de FQ2, también homocigoto para la variante F508del-CFTR. En la Figura A3 de los
Anexos se muestra la respuesta de la CFTR tras el uso de distintas concentraciones de FSK. El
perfil de la respuesta basal de la CFTR fue similar al de FQ1: unicamente se observé funcién de
la CFTR al combinar FSK o NECA con Kaftrio. Cabe destacar que, en este caso, y al igual que lo
observado con FQ1, no se detectd una mayor respuesta de la CFTR al aumentar la dosis de NECA

a 10 uM y combinarlo con Kaftrio.

El uso de los agonistas PBF-21 y PBF-22 de forma individual, sin la combinacién con Kaftrio,
tampoco produjo respuesta. Fue necesario la combinacidon con Kaftrio para observar una
respuesta significativa en los organoides. La respuesta observada con PBF-22 a 0,1 uM + Kaftrio
dio valores significativamente similares a los obtenidos con PBF-21 a 10 uM + Kaftrio (p-valor =
0,6932). Entrando en detalle, al comparar las respuestas obtenidas al utilizar las dos
concentraciones de PBF-21 + Kaftrio, se pudo observar una mayor funcién de la CFTR al utilizar
la dosis mas alta de PBF-21. Sin embargo, este incremento no fue significativo (p-valor = 0,6342).
Por el contrario, en el caso de PBF-22 el uso de 1 uM + Kaftrio dio una respuesta

significativamente menor que la obtenida con 0,1 uM + Kaftrio (p-valor = <0,0001).
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FQ2 (F508del/F508del)
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Figura 37. Estudio de la funcionalidad de la CFTR tras el uso de agonistas de A:sR en organoides
intestinales derivados de FQ2 (F508del/F508del). Mediante el ensayo funcional FIS, se determind la
respuesta basal de la CFTR ante la estimulacidn con FSK (a 0,128/5 uM) o con NECA (a 0,385 y 1 uM).
Ademas, se combinaron las diferentes concentraciones de FSK o NECA con Kaftrio. También se evaluaron
los agonistas PBF-21 (a 1y 10 uM) y PBF-22 (a 0,1 y 1 uM) de forma individual (columnas lisas) o en
combinacién con Kaftrio (columnas rayadas). Por cada condicién se estudiaron entre 40-60 organoides.
Los resultados de la significancia muestran la comparacién de la respuesta de los compuestos PBF en
relacién con la obtenida con Kaftrio individual. La barra de cada columna representa el SEM. El nivel de
significancia se indica como * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001; y "ns" para no significativo.

(n=1).

Dado que se disponia de organoides derivados de dos individuos con el mismo genotipo (FQ1y
FQ2, F508del/F508del), se compararon las respuestas de ambos tras el uso de los agonistas en
combinacion con Kaftrio (Figura 38). Se observé que el uso de PBF-21 provocd una respuesta
significativamente mayor en FQ2 que en FQ1, tanto a 1 uM (p-valor = 0,0005) como a 10 uM (p-
valor = 0,0160). En el caso de PBF-22, también se observé una funcién significativamente mayor
en FQ2 que en FQ1 en las dos concentraciones utilizadas (a 0,1 uM p-valor = <0,0001; a 1 uM p-
valor =0,0162).
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Comparacion respuestas individuos con genotipo
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Figura 38. Comparacion de las respuestas obtenidas en organoides intestinales derivados de dos
individuos con las variantes patogénicas F508del/F508del. Se compararon las respuestas funcionales de
la CFTR a tiempo 180 min de los individuos FQ1 (barras lisas) y FQ2 (barras rayadas). Los organoides
intestinales de FQ1 y FQ2 se trataron con Kaftrio y se estimuld la activaciéon de la CFTR mediante el uso
del agonista A2sR PBF-21y PBF-22. En cada condicidn se estudiaron entre 40-60 organoides. Las barras en
los graficos representan el SEM. Los niveles de significancia se indican como * p<0,05, ** p<0,01, ***

p<0,001, **** p<0,0001; y "ns" para no significativo. (n=2).

La respuesta basal de la CFTR, asi como la respuesta tras el uso de los agonistas de AR en
organoides intestinales de FQ3 (F508del/L206W) se muestran en la Figura 39. En este caso,
aunque no se detectd funcién de la CFTR con FSK a 0,128 uM si que se observd a 5 uM. En la
Figura A4 de los Anexos se muestra la respuesta de la CFTR tras el uso de distintas
concentraciones de FSK. El empleo de NECA también indujo un aumento del area de los
organoides, tanto a 0,385 uM como a 1 pM. Ademas, esta respuesta se vio incrementada en
combinacion con Kaftrio. La respuesta ante el uso de Kaftrio de forma individual (AUC= 8499,08)

fue similar a la obtenida con FSK 2 (AUC = 8337,9).

85



IV — Resultados

FQ3 (F508del/L206W)
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Figura 39. Estudio de la funcionalidad de la CFTR tras el uso de agonistas de A:sR en organoides
intestinales derivados de FQ3 (F508del/L206W). Mediante el ensayo funcional FIS, se determind la
respuesta basal de la CFTR ante la estimulacidn con FSK (a 0,128/5 uM) o con NECA (a 0,385 y 1 uM).
Ademas, se combinaron las diferentes concentraciones de FSK o NECA con Kaftrio. También se evaluaron
los agonistas PBF-21 (a 1y 10 uM) y PBF-22 (a 0,1 y 1 uM) de forma individual (columnas lisas) o en
combinacién con Kaftrio (columnas rayadas). Por cada condicién se estudiaron entre 40-60 organoides.
Los resultados de la significancia muestran la comparacion de la respuesta de los compuestos PBF en
relacién con la obtenida con Kaftrio individual. La barra de cada columna representa el SEM. El nivel de
significancia se indica como * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001; y "ns" para no significativo.

(n=1).

A diferencia de lo observado en los homocigotos F508del-CFTR previamente comentados, tras
el uso de PBF-21 a 10 uM y PBF-22 a 1 uM en organoides derivados de FQ3 la respuesta
observada fue mayor. Esta respuesta, en ambos casos, fue similar a la obtenida al utilizar
Unicamente Kaftrio (PBF-21 p-valor = 0,9923; PBF-22 p-valor = 0,9932). Al comparar la respuesta
observada con Kaftrio con la obtenida al combinar Kaftrio con PBF-21 (a 1 y 10 uM), se aprecia
un incremento significativo del 51% y 107,6%, respectivamente. Cabe destacar que la respuesta
entre las dosis de PBF-21, tanto en su empleo de forma individual como en combinacién con
Kaftrio, fue mayor al utilizar la dosis mas alta. Concretamente, la respuesta de PBF-21 a 10
puM+Kaftrio fue un 37,27% mayor que la registrada con 1 uM+Kaftrio. En el caso de PBF-22, al
utilizar el compuesto solo, también se detectdé una mayor respuesta con la concentracién mas
alta. Sin embargo, cuando se combind con Kaftrio se observé una disminucién, aunque no fue

significativa (p-valor = >0,999).
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La combinacion de PBF-22 con Kaftrio, en las dos concentraciones testadas, dio lugar a una
respuesta significativamente mayor que al utilizar el agonista solo (p-valor = <0,0001). De hecho,
esta respuesta fue un 78,12% (a 0,1 uM) y 72,88% (a 1 uM) mayor que la obtenida con el Kaftrio

solo.

En la Figura 40 se muestran los resultados el ensayo realizado con los organoides derivados de
FQ4, con genotipo F508del/G542X. En la Figura A5 de los Anexos se detalla la respuesta de la
CFTR tras el uso de distintas concentraciones de FSK. No se obtuvieron cambios significativos en
el drea de los organoides tras el uso de FSK o NECA de forma individual, mientras que al combinar
cada compuesto con Kaftrio se pudo detectar un incremento de la funcién de la CFTR. Del mismo
modo, el uso de agonistas del AR no indujo un aumento del drea de los organoides vy, sin
embargo, en combinacién con Kaftrio si que hubo una respuesta mayor de la CFTR. En ambos
casos, la combinacion de cada compuesto con Kaftrio mostré un comportamiento dosis

dependiente, aunque Unicamente significativo en el caso de PBF-22 (p-valor = <0,0001).

FQ4 (F508del/G542X)

21000+
19000+
17000+
15000+
130004
110004
9000+
7000+
5000+
3000+
1000+
-1000+
-3000- %

=180min)

AUC (t

Il DMSO  [] FSK (uM) NECA (uM) I PBF-21 (uM) [ PBF-22 (uM)
Kaftrio FSK (uM) + Kaftrio ECA (uM) + Kaftrio g PBF-21 (uM) + Kaftrio PBF-22 (uM) + Kaftrio

Figura 40. Estudio de la funcionalidad de la CFTR tras el uso de agonistas de A::R en organoides
intestinales derivados de FQ4 (F508del/G542X). Mediante el ensayo funcional FIS, se determind la
respuesta basal de la CFTR ante la estimulacidn con FSK (a 0,128/5 uM) o con NECA (a 0,385 y 1 uM).
Ademads, se combinaron las diferentes concentraciones de FSK o NECA con Kaftrio. También se evaluaron
los agonistas PBF-21 (a 1y 10 uM) y PBF-22 (a 0,1 y 1 uM) de forma individual (columnas lisas) o en
combinacién con Kaftrio (columnas rayadas). Por cada condicién se estudiaron entre 40-60 organoides.
Los resultados de la significancia muestran la comparacion de la respuesta de los compuestos PBF en
relacion con la obtenida con Kaftrio individual. La barra de cada columna representa el SEM. El nivel de
significancia se indica como * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001; y "ns" para no significativo.

(n=1).
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En la Figura 41 se muestran los resultados de los organoides intestinales de FQ5
(F508del/K684fs). En la Figura A6 de los Anexos, se detalla la respuesta de la CFTR tras el uso de
distintas concentraciones de FSK. Al igual que en los casos anteriormente descritos, no se
observé respuesta ante el uso de FSK o NECA de forma individual. Sin embargo, cuando se
combind con Kaftrio la respuesta fue significativa. Este patron también se observé con el uso de
los agonistas: Unicamente el uso de los agonistas PBF-21 y PBF-22 provocd una respuesta
significativa cuando los organoides se incubaron con Kaftrio. Ademas, se pudo determinar que
este incremento fue dosis-dependiente tanto con PBF-21 como con PBF-22, aunque Unicamente

dio significativo con ese ultimo (p-valor = 0,0478).
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Figura 41. Estudio de la funcionalidad de la CFTR tras el uso de agonistas de A::R en organoides
intestinales derivados de FQ5 (F508del/K684fs). Mediante el ensayo funcional FIS, se determind la
respuesta basal de la CFTR ante la estimulacién con FSK (a 0,128/5 uM) o con NECA (a 0,385 y 1 uM).
Ademads, se combinaron las diferentes concentraciones de FSK o NECA con Kaftrio. También se evaluaron
los agonistas PBF-21 (a 1y 10 uM) y PBF-22 (a 0,1 y 1 uM) de forma individual (columnas lisas) o en
combinacién con Kaftrio (columnas rayadas). Por cada condicién se estudiaron entre 40-60 organoides.
Los resultados de la significancia muestran la comparacion de la respuesta de los compuestos PBF en

relacion con la obtenida con Kaftrio individual. La barra de cada columna representa el SEM. El nivel
de significancia se indica como * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001; y "ns" para no

significativo. (n=1).
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Por ultimo, se analizé si el nivel de respuesta de la CFTR observado tras el uso de los agonistas
de AR, PBF-21y PBF-22, se relacionaba con el nivel de expresidon del A,gR. Para ello, se llevd a
cabo un estudio de correlacién comparando i) los valores de AUC de cada individuo FQ de sus
respectivos ensayos funcionales, previamente mencionados, al emplear PBF-21 1 uM + Kaftrio
o PF-22 0,1 uM + Kaftrio y ii) los valores de expresién de AR de los estos mismos individuos FQ,

segln se muestra en la Figura 16.

Los resultados, mostrados en la Figura 42, indicaron la ausencia de correlacion entre el nivel de
expresion de AzR y la respuesta de la CFTR tras el uso de los agonistas PBF-21 y PBF-22 en

combinacion con Kaftrio.
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Figura 42. Estudio de correlacion entre expresion de AzR en organoides intestinales derivados de
individuos FQ con la respuesta de la CFTR tras el uso de los agonistas de A2sR. Se estudiaron cinco
individuos afectados por la FQ con los genotipos F508del/F508del (FQ1 y FQ2), F508del/L206W (FQ3),
F508del/G542X (FQ4) y F508del/K684fs (FQ5). Se compararon las respuestas de la CFTR de los organoides
intestinales de cada individuo tras el empleo de los agonistas de AR PBF-21 (a 1 uM) o PBF-22 (a 0,1 uM)
en combinacidén con Kaftrio con la expresidn génica de A2sR de cada individuo. Se utilizaron los valores de
los ensayos funcionales de las Figuras 36, 37, 39, 40, 41y los valores de expresidn génica mostrados en la

Figura 16 (n=5).
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V — Discusion

La FQ es la enfermedad autosémica recesiva mas prevalente en la poblacién caucdsica. El amplio
espectro de variantes patogénicas del gen CFTR actualmente descritas se asocia con una
diversidad en la afectacién de la conformacidn y funcién de la proteina, lo que esta directamente
relacionado con la severidad de los sintomas. Ademas, la expresion del CFTR en diversos tejidos
epiteliales caracteriza a la FQ como una enfermedad multisistémica, siendo los aparatos
respiratorio y digestivo los mas afectados. La FQ ha sido histéricamente una enfermedad cuyas
terapias han sido dirigidas a tratar las consecuencias fisiopatoldgicas causadas por la disfuncién
o ausencia de la CFTR, mediante broncodilatadores, antibidticos o con un soporte nutricional,
entre otras estrategias. Sin embargo, desde que se disponen de los compuestos moduladores,
dirigidos especificamente a corregir la estructura y/o mejorar la funcion de la CFTR, la calidad
de vida de muchos individuos afectados por la FQ ha mejorado notablemente. Los moduladores
se clasifican entre correctores, si permiten mejorar la conformacidn proteica, o potenciadores,
si tienen el objetivo de mejorar la funcidn del canal. Sin embargo, estos compuestos estan
aprobados para variantes del CFTR especificas [124], lo que limita su utilidad a un determinado
grupo de personas afectadas por la FQ. Ademads, existen evidencias que demuestran una
variabilidad de respuesta al tratamiento incluso entre individuos con el mismo genotipo [31,45],
sugiriendo la participacién de factores genéticos y no genéticos [50,125]. Este contexto pone de
manifiesto la necesidad de desarrollar nuevas lineas terapéuticas mas especificas y eficaces, que

tengan en cuenta el contexto genético y fenotipico de cada individuo.

En enfermedades como la FQ, la medicina personalizada cobra especial importancia, siendo
necesario prever como respondera cada individuo a cada tipo de modulador para poder
seleccionar el tratamiento mas adecuado. El uso de modelos primarios, como son los organoides
intestinales, pueden ser una herramienta de investigacion con la que explorar vias alternativas
qgue permitan mejorar la funcion de la CFTR. En esta linea, este proyecto se ha centrado en el
estudio de la modulacion de los RAs como posible tratamiento complementario para la FQ, dado

que la activacidn de la CFTR se inicia por un incremento de AMPc.

La actividad de los RAs tiene un impacto directo en la funcidon de la enzima AC y, como
consecuencia, en la produccién de AMPc. Especificamente, A,aR y AR activan la enzima,
promoviendo el incremento de los niveles de AMPc intracelular, mientras que A;R y AsR la
inhiben, afectando negativamente a la produccién de AMPc. La activacion de la CFTR requiere
ciertos niveles de AMPc, por lo que la relacién entre los RAs y la CFTR ha sido de interés en la

investigacion de la FQ [126].
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Sin embargo, a pesar del gran auge del uso de los organoides intestinales en la investigacion de
la FQ, llegando a convertirse en el modelo "gold standard" [127], nunca antes se habia explorado
la influencia de los RAs en la funcién de la CFTR en organoides intestinales. Por este motivo, en
este proyecto fue necesario inicialmente caracterizar la expresiéon de los cuatro subtipos de RAs

en organoides intestinales, tanto derivados de individuos WT como de individuos FQ.

Para ello, se procedidé primero a la validacién del método de analisis de la expresion génica

utilizando las lineas inmortalizadas Caco-2 y Calu-3. La seleccién de estas lineas celulares se basé
en tres razones principales. En primer lugar, a diferencia de los organoides intestinales, Caco-2
y Calu-3 representan un modelo celular cultivado en 2D, que es facil de cultivar y con una rapida
expansion celular. Estas caracteristicas facilitaron y agilizaron el proceso de validacién. En
segundo lugar, la expresién de los RAs en ambas lineas celulares ha sido previamente
caracterizada, lo que proporciond una base de comparacién de los resultados obtenidos,
aumentando asi la fiabilidad de la metodologia utilizada. Por ultimo, tanto Caco-2 como Calu-3
son lineas celulares ampliamente utilizadas en el estudio de la FQ, ya que provienen de tejidos
gue estan afectados por esta enfermedad [128-130]. Caco-2 deriva de un adenocarcinoma
colorrectal humano, por lo que su uso en este proyecto adquirié especial relevancia dado que
posteriormente se analizaria la expresidén de los RAs en organoides intestinales. Por otro lado,

Calu-3 al derivar de un adenocarcinoma pulmonar humano se utilizé como representacién del

tejido mds comprometido en FQ y como herramienta adicional para la validacion del método.

El perfil de expresidn génica de los RAs obtenido en ambas lineas celulares fue acorde con los
resultados publicados [98,113,131], mostrando una predominancia del subtipo A;R en Caco-2y
AR en Calu-3. En ninguna de las lineas se detectd la expresion de AsR, lo cual concuerda con lo
esperado. Posteriormente, se evalud la expresién de los RAs en organoides intestinales
derivados de tres individuos WT. A diferencia de lo observado en Caco-2, en los organoides
intestinales WT, el subtipo A;sR mostrd una expresion significativamente mayor que los otros
receptores. Este hallazgo cobra especial importancia ya que AR y AR tienen efectos opuestos
en la produccidon de AMPc y activacion de la CFTR, lo que implica la necesidad de adoptar un
enfoque diferente en la modulacidon de ambos receptores. Este resultado subraya la importancia
de emplear modelos celulares derivados de individuos en el estudio de la FQ, ya que las
diferencias entre estos modelos y las lineas celulares inmortalizadas pueden influir en los

resultados de la investigacion.
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Una vez caracterizada la expresién de los RAs en organoides WT, se procedid a estudiar la
expresion de estos receptores en organoides intestinales derivados de ocho individuos
afectados por la FQ, quienes presentaban distintos genotipos: F508del/F508del (FQ1 y FQ2),
F508del/L206W (FQ3), F508del/G542X (FQ4), F508del/K684fs (FQS5), G542X/K668X (FQS6),
G542X/G542X (FQ7) y S589N/1812-1G>A (FQS8). En todos los casos analizados, se observé que
el subtipo AR fue el predominante. Ademads, se encontré que los organoides FQ presentaban

niveles superiores de AzsR en comparacion con los de WT.

Es importante destacar que el origen de las biopsias utilizadas para generar los organoides
intestinales fue diferente entre los grupos estudiados, limitada propiamente por la
disponibilidad de obtencidn de cada tipo de biopsias. En el grupo de individuos WT, se aprovechd
la intervencién quirdrgica intestinal a la que debian someterse por una enfermedad ajena a la
FQ para asi obtener biopsias de tejido sano del colon derecho. Para la generacién de organoides
intestinales de individuo FQ, se opté por realizar biopsias rectales, ya que es una metodologia

menos invasiva.

El diferente nivel de expresion de los RAs observado entre el grupo WT y FQ podria deberse a
gue A2sR podria tener una expresién distinta en colon derecho en comparacién con la del recto.
La propia expresién del CFTR es un ejemplo de ello, ya disminuye a lo largo del eje proximal-
distal del tracto gastrointestinal [7]. Sin embargo, también podria deberse a variaciones en el
nivel de expresidon del gen de referencia utilizado para la RT-qPCR (PPIA). Aunque se ha descrito
que el PPIA es un buen gen de referencia en el colon debido a su alta estabilidad [132], atin no
se ha evaluado si esta expresidn es equivalente entre las regiones del colon y el recto. Por tanto,
seria aconsejable ampliar el nUmero de muestras analizadas y disponer de biopsias rectales de
individuos WT con las que generar organoides intestinales. De esta manera, se podria verificar
si la expresidn de PPIA y de los RAs en los organoides intestinales depende de la region intestinal
de la cual derivan. En el caso que la expresion de los RAs no se viera afectada por la localizacion
de la biopsia, los resultados obtenidos en este proyecto podrian sugerir la existencia de algin
mecanismo que induce el aumento de la expresion de A,sR en organoides intestinales FQ. Este
incremento no seria un hecho aislado de la FQ, dado que también se ha descrito que sucede en

enfermedades intestinales, como la colitis [133,134], y pulmonares, como la FQ [135,136].

Al estudiar en detalle la expresion de AxR en los organoides intestinales FQ, se observé una
notable variabilidad entre los distintos genotipos analizados, incluso entre individuos con el

mismo genotipo (FQ1 y FQ2 con F508del/F508del).
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Las diferencias significativas obtenidas podrian ser el resultado de la variabilidad intrinseca entre
los individuos debido a su contexto genético, aunque seria necesario estudiar a un mayor

numero de individuos para obtener una evidencia mas concluyente.

Para investigar el efecto de los RAs en la funcidon de la CFTR, se adapté el ensayo funcional FIS,
el cual se ha consolidado como una herramienta ampliamente validada y utilizada para estudiar
la funcién del canal CFTR en organoides intestinales [77,78,87]. Este método se basa en la
activacion de la CFTR a través de la FSK, una sustancia que activa directamente la AC, lo que
resulta en un aumento de los niveles de AMPc intracelular. Este aumento permite la activacion
de la CFTR, que media el flujo de CI hacia la luz de los organoides, causando un incremento de
su volumen. Este fendmeno puede cuantificarse a lo largo del tiempo mediante la adquisicidn
de imagenes y comparando los cambios en el drea observada en cada intervalo de tiempo

respecto a su estado basal, es decir, antes de la adicién de la FSK.

Para la estimulacion de los RAs se utilizd NECA, un analogo de la Ado y agonista no selectivo de
los RAs. NECA permite la estimulacién de los cuatro subtipos de RAs, aunque presenta diferentes
niveles de afinidad para cada uno de ellos, siendo AsR > A;R > A;aR > AR [137]. Aunque NECA
ha sido utilizada previamente como estimulador de los RAs en lineas celulares inmortalizadas
[113] y en células epiteliales bronquiales humanas [138] para estudiar el flujo de iones mediado
por la CFTR, esta es la primera vez que se emplea en organoides intestinales. Por lo tanto, fue
necesario evaluar primero la EC50 de NECA en este modelo utilizando el ensayo FIS.
Posteriormente, se compard la respuesta funcional producida por esta concentracion de NECA
con la respuesta obtenida al emplear las concentraciones de FSK cominmente utilizadas en el
ensayo FIS. Los resultados revelaron que la respuesta con NECA fue similar a la obtenida con las
dosis mas elevadas de FSK, sugiriendo que la estimulacion de los RAs es mas eficiente en la
activacion de la CFTR que la estimulacién directa de la AC por FSK. Se ha demostrado que la CFTR
y el AxgR forman parte de un macrocomplejo en la membrana plasmatica [139], cuya proximidad
fisica aumenta la produccién de AMPc estimulada por A;sR en comparacién con FSK [107]. Este
hecho, junto con la reubicacion de AR en la membrana plasmatica observada tras el uso de
Ado, la cual es dependiente de la presencia de la CFTR [107], podria explicar por qué se ha
obtenido una mejor respuesta en los organoides intestinales WT al ser estimulados con NECA
en comparacién con FSK. La combinacidon de NECA con FSK mostrd una respuesta sinérgica,

aunque no significativa, lo que sugiere una posible saturacion funcional del canal.
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Con el propdsito de relacionar los cambios observados en el drea de los organoides tras la
estimulacién de los RAs con el flujo de iones a través de la CFTR, se llevé a cabo un ensayo
funcional en el cual los organoides intestinales WT fueron tratados con un inhibidor especifico
de la CFTR y posteriormente fueron estimulados con NECA. La aplicaciéon del inhibidor provocé
una disminucién significativa de la funcién de la CFTR en los organoides tratados en comparacion
con los no inhibidos, lo que indica la participacién de la CFTR en el aumento del area de los
organoides. Sin embargo, a pesar de la inhibicién de la CFTR, se observd cierto incremento de
los organoides, lo que sugiere la existencia de vias independientes a la CFTR que contribuyen al
flujo de iones en los organoides intestinales. Un ejemplo de ello podria ser el transportador
TMEM16A, también conocido como ANO1, que media el flujo de Cl"y HCOs™ y es dependiente
de calcio (Ca?") [140,141]. Los receptores AiR y AsR, ademds de inhibir la AC a través de la
proteina Gi, también activan la fosfolipasa C (PLC) mediante una proteina G diferente, la Gq. La
PLC, a su vez, induce el aumento de los niveles de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol
(DAG). Seguidamente, IP3 favorece la liberacién de Ca?* del RE, aumentando los niveles de Ca%*
intracelular y favoreciendo la activacion de TMEM16A. Por consiguiente, el uso de NECA podria
estar estimulando a TMEM16A, lo que explicaria el incremento en el tamafo de los organoides

a pesar de la inhibicion de la CFTR.

Por ultimo, se confirmd que la estimulacidn de la CFTR en los organoides intestinales, tras la
exposicién a NECA, ocurre mediante el aumento de AMPc, tal como se ha observado en lineas
inmortalizadas [107,113]. Ademds, se observé que dicho aumento de AMPc fue
significativamente superior que el obtenido al emplear FSK a la misma concentracién, lo que
indica que NECA presenta una mayor eficacia en la produccidn de AMPc. El incremento de los
niveles de AMPc generado por la estimulacion de NECA de los A;aR y AR podria activar también
a SLC26A3. Esta proteina se expresa en el tracto gastrointestinal actuando de forma ligeramente
diferente dependiendo de la regidn en la que se encuentra [141]. Especificamente, en el tramo
que concierne el colon derecho (de donde se obtuvieron las biopsias empleadas para generar
los organoides intestinales WT) actia como intercambiador entre la secrecién de HCOs™ hacia el
espacio luminal y la absorcién de acidos grasos de cadena corta [142,143]. De manera que, la
secrecién de HCO; mediada por SLC26A3 también podria explicar el aumento del area de los

organoides observado a pesar de la inhibicion de la CFTR.

Una vez caracterizada la expresion de los RAs y demostrada su implicacidn en la funcién de la
CFTR mediante el aumento de AMPc, se investigd cual seria el mejor subtipo de RA para modular
su funcidn con el fin de potenciar la respuesta de la CFTR. El aumento de los niveles de AMPc
registrado tras el uso de NECA fue indicativo de una mayor implicacién de los receptores A;aR 'y

AR, dado que activan la funcién de la AC.
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Este hecho, sumado a los resultados de la expresidn génica de los RAs, sugirié que la funcion de
la CFTR tras la estimulacién con NECA podria ser principalmente a través de A,sR. Sin embargo,
es importante recordar que AR presenta una menor afinidad por NECA que el resto de los RAs
[144], debido a la existencia de un bucle extracelular que afecta a la selectividad del ligando y a
la estabilidad de las conformaciones activas del receptor [145]. La baja afinidad de AR podria
indicar que la modulacién de dicho receptor no sea tan efectiva como lo seria actuar sobre A;R
0 A,aR. Por esta razon, se optd por evaluar diferentes antagonistas para los cuatro subtipos de
RA con el fin de determinar cual de ellos seria el mejor candidato para modular su actividad e

inducir asi una mayor actividad de la CFTR.

Se evalué el efecto que producian 20 compuestos (PBF) antagonistas de la empresa
Palobiofarma, S.L en la funcién de la CFTR mediante el ensayo FIS en organoides intestinales WT.
Dado que en el momento en que se realizaron los ensayos no se disponia de los valores de
afinidad de cada compuesto (IC50), se decidié combinar cada uno de ellos con NECA para
discernir su efecto antagonista al comparar su respuesta con la obtenida inicamente con NECA.
Se decidid utilizar una concentracion de NECA mayor que el valor de EC50 obtenido
previamente, es decir, 1 uM en lugar de 0,385 pM, con el objetivo de evitar que los resultados

se vieran afectados por la concentracidon de NECA.

Los valores de IC50 de cada compuesto se obtuvieron después de realizar los estudios
funcionales, por lo que el uso de estos antagonistas fue un ensayo ciego. Cada compuesto
presentaba cierta afinidad para cada uno de los cuatro subtipos de RA. Para facilitar su analisis,
las respuestas funcionales de los 20 antagonistas se agruparon en cuatro grupos distintos,
basados en los valores de IC50 que indicaban la mayor selectividad hacia uno de los RAs (AR,
AR, AR 0 AsR). Sin embargo, los compuestos PBF-19 y PBF-20 presentaron valores de IC50
similares hacia dos subtipos de RAs opuestos, por lo que se agruparon en un quinto grupo. De
cada uno de los cuatro grupos, se seleccioné el compuesto mas selectivo de cada receptor como
representante de la accidn que producia la inhibicién de cada subtipo de RA en la funcién de Ia
CFTR. Los compuestos seleccionados fueron: PBF-03 (antag. A;R), PBF-07 (antag. A;aR), PBF-13
(antag. A2sR) y PBF-17 (antag. AsR).

PBF-03 (antag. Ai;R) y PBF-17 (antag. AsR) mostraron la respuesta esperada, al inducir una
funcién de la CFTR superior a la obtenida Unicamente con NECA. Por el contrario, PBF-07 (antag.
A.aR), PBF-13 (antag. AxsR) también produjeron el efecto esperado, inhibiendo la respuesta de

la CFTR.
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Estos resultados sugieren que el uso de los antagonistas de A;R y AsR podrian ser una buena
estrategia para incrementar la funcién de la CFTR mientras que seria necesario emplear
agonistas de A;aR y AxR para producir el mismo efecto positivo en la CFTR. En base a estos

resultados, se decidié utilizar PBF-03 (antag. A1R) y PBF-17 (antag. AsR) en organoides FQ.

Al comparar las respuestas funcionales obtenidas con PBF-07 (antag. A;aR) y PBF-13 (antag.
AsR), se observd que la inhibicion fue mas significativa con el antagonista de AR, posiblemente
debido a la mayor expresion de este receptor en los organoides intestinales. En base a estos
resultados, se decidié utilizar dos agonistas de AR, PBF-21y PBF-22, para evaluar su efecto en

organoides FQ.

Si bien en los ensayos funcionales de cribado de los compuestos antagonistas estos fueron
combinados con NECA (1 uM), se consideré evaluar también el efecto aislado, en ausencia de
NECA, de los compuestos PBF-03 (antag. A;R), PBF-17 (antag. AsR), PBF-21 (ag. A;sR) y PBF-22

(ag. AzsR) en organoides WT.

El uso de PBF-03 (antag. A:R) no indujo una respuesta significativa en la funcién de CFTR, al
contrario de lo observado al utilizar otros antagonistas de A;R en linea pancreatica CPAC [146].
El uso combinado de PBF-03 (antag. A;R) con NECA si que dio lugar a un cambio en el area de
los organoides. En este caso, se empled una concentracion de NECA menor a la utilizada en los
ensayos funcionales del cribado (0,385 uM en vez de a 1 uM) para evitar una posible saturacion
de la funcidn de la CFTR y poder observar mejor los posibles efectos del antagonista. Estos
resultados sugieren que compuesto PBF-03 (antag. A;R) afecta negativamente a la funcién del

CFTR, aunque se desconoce el mecanismo por el cual sucede.

El compuesto PBF-17 (antag. AsR) provocé un aumento del drea de los organoides, aunque por
debajo de la respuesta observada al utilizar inicamente NECA. Este resultado no fue el esperado,
ya gue no se detectd la expresion génica de AsR mediante RT-qPCR. En este caso, la respuesta
observada podria deberse a la inhibicién sobre AR, el segundo subtipo de RA por el que el

compuesto PBF-17 presenta una mayor afinidad.

Con el objeto de verificar si el efecto de los antagonistas PBF-03 (antag. AiR) y PBF-17 (antag.
AsR) observado en organoides WT era similar en organoides FQ, se emplearon organoides
derivados del individuo FQ1, cuyo genotipo F508del/F508del es el mas prevalente en la FQy,
por ello, se utiliza como referencia [29,30]. Los resultados del ensayo confirmaron lo observado
con PBF-03 en organoides WT, ya que no se observé una respuesta en los organoides FQ, como

tampoco se observo en este caso con PBF-17.
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La presencia de la variante F508del-CFTR afecta al trafico de la CFTR, lo que resulta en una menor
cantidad de la proteina que finalmente llega a la membrana. Ademads, la CFTR que consigue
insertarse en la membrana plasmatica presenta problemas de funcionalidad. La falta de
respuesta de la CFTR en los organoides de FQ1 tras el tratamiento con PBF-03 y PBF-17 podria
estar relacionada con los problemas intrinsecos causados por la variante patogénica del CFTR en
lugar de la ineficacia de estos compuestos. La ausencia de respuesta basal ante el uso de FSK
también respalda esta hipétesis y pone de manifiesto la necesidad de utilizar moduladores para
corregir y potenciar la CFTR antes de inducir la activacién del canal mediante los compuestos
PBF. Entre los moduladores disponibles, se selecciond Kaftrio, cuyo uso clinico esta aprobado
para individuos que presenten al menos una variante F508del-CFTR [59]. A diferencia de los
resultados obtenidos al combinar FSK y NECA con Kaftrio, las combinaciones de PBF-03 (antag.
A:R) o PBF-17 (antag. A3R) con Kaftrio no indujeron un aumento del area de los organoides de
FQ1. Estos resultados sugieren que el uso de PBF-03 o PBF-17 no es una estrategia farmacolégica

efectiva para la FQ.

Los resultados obtenidos con los antagonistas de A:R y AsR en conjunto con la expresion
predominante de AxR sugieren que la utilizacién de los agonistas de AR PBF-21 y PBF-22
podrian ser buenos candidatos para potenciar la funcion de la CFTR en FQ. Como en el caso
anterior, primero se emplearon ambos agonistas en organoides intestinales WT. Los resultados
fueron consistentes con lo esperado, ya que se observaron respuestas similares a las obtenidas
con NECA (utilizada como control positivo), indicando la estimulacién de la CFTR. Tanto PBF-21
como PBF-22 mostraron una respuesta dosis-dependiente, siendo mds potente en el caso de
PBF-22. El analisis de la EC50 de ambos compuestos confirmo que PBF-22 presenta una afinidad

diez veces mayor por AR que PBF-21.

Posteriormente, se evaluaron PBF-21 y PBF-22 en organoides intestinales derivados de los
individuos FQ1, FQ2, FQ3, FQ4 y FQ5. Estos individuos fueron seleccionados debido a que todos
presentan al menos una variante F508del-CFTR y es posible utilizar Kaftrio en todos ellos. FSK,
NECA, PBF-21 y PBF-22 se evaluaron de forma individual y en combinacién con Kaftrio. Las
variantes patogénicas de FQ1 (F508del/F508del), FQ2 (F508del/F508del), FQ4 (F508del/G542X)
y FQ5 (F508del/K684fs) estan clasificadas como de funcidon minima, por lo que la ausencia de
una respuesta significativa ante el uso de FSK o NECA era esperada. En cambio, FQ3
(F508del/L206W) fue el Unico que mostrd una funcién basal residual, ya que presenta la variante
L206W-CFTR esta clasificada como variante de funcion residual. En los cinco casos estudiados,
el uso combinado de FSK o NECA con Kaftrio potencid la funcién de la CFTR, que fue mayor que

la obtenida al emplear inicamente Kaftrio.
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Esto demuestra que no solo es necesario mejorar la conformacién de la proteina, sino que el
uso combinado de un activador y un modulador permite potenciar la funcidn basal de la CFTR.
El uso individual de PBF-21 y PBF-22 no indujo una respuesta de la CFTR en los organoides FQ,
excepto en FQ3, como era de esperar, ya que este individuo presentaba funcidn residual. En
organoides con dos variantes CFTR de funcidén minima Unicamente se detectd respuesta de la
CFTR al emplear PBF-21 o PBF-22 en combinacidn con Kaftrio. Es importante destacar que la
combinacion de PBF-21 con Kaftrio mostrd una relacion dosis-dependiente, aunque esta solo
fue significativa en FQ1 y FQ3. Por otro lado, PBF-22 exhibié un comportamiento diferente y
dependiente del genotipo. En FQ1, FQ2 y FQ3 se observd una disminucién en la funcién de la
CFTR al emplear dosis mas altas del agonista (y en combinacidn con Kaftrio). Sin embargo, en
FQ4 y FQ5, los cuales presentan una variante STOP, esta respuesta fue dosis-dependiente. Estos
hallazgos sugieren que la presencia de una variante STOP puede influir en la tolerancia de PBF-

22.

Al comparar las respuestas de los individuos FQ1 y FQ2, que comparten el mismo genotipo
(F508del/F508del), se evidencid una variabilidad intrinseca entre ellos. Esto subraya
nuevamente la importancia de emplear modelos derivados de pacientes para evaluar de forma

personalizada la respuesta a nuevos farmacos.

Por ultimo, se quiso estudiar si el nivel de expresion de AzsR estaba relacionado con la respuesta
observada en los organoides intestinales FQ tras la estimulacion de los agonistas de AsR PBF-21
o PBF-22. Sin embargo, no se evidencié una correlacion entre dichas variables, aunque seria
necesario aumentar el nimero de individuos estudiados para incrementar la robustez del

estudio.

En conjunto, los resultados de los ensayos funcionales en organoides intestinales FQ indican que
el uso combinado de Kaftrio con los agonistas de AR, en concreto con PBF-21 o PBF-22, podria
ser una buena estrategia para mejorar la funcién de la CFTR en individuos afectados por la FQ.
Los RAs no son el Unico tipo de GPCRs que estan siendo evaluados con esta finalidad. Un ejemplo
son los receptores B,-adrenérgicos, que mediante el uso de agonistas se ha demostrado que es
posible inducir la secrecidon de CI mediada por la CFTR tanto en organoides intestinales [147]

como nasales [148].

Los AR tienen un papel evidente en la inflamacion, suponiendo un reto el desarrollo de terapias
farmacoldgicas basadas en su modulacion. La activacién de AxR en las células intestinales
desencadena la liberacién de citoquinas como la IL-6, que contribuyen y amplifican el curso de

la inflamacidn intestinal [149].
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Sin embargo, también se ha visto que AR tiene un efecto protector en la fase de inflamacidn
aguda de la colitis, mediante la inducciéon de la expresién de IL-10 [134]. Este papel dual de A;sR
también se ha descrito en el sistema respiratorio. Varios estudios con modelos de ratdn
knockout del gen que codifica para el A;sR (ADORA2B) demostraron su papel antiinflamatorio y
protector [150]. Por el contrario, ratones modificados genéticamente para mantener niveles
altos de Ado (siendo deficientes de la enzima adenosina desaminasa, encargada de la
metabolizacion de Ado) desarrollaron inflamacion y dafo pulmonar progresivos asociados a la
activacion del AxsR [151]. Este mismo modelo de ratdn bajo el tratamiento de un antagonista de
AR fue capaz de mostrar signos de mejora pulmonar [152], lo que indica la contribucién de

AzsR en la lesidn pulmonar.

Es necesario estudiar la implicacién que supondria el empleo de los agonistas de AR, como
PBF-21 o PBF-22, tanto el tracto intestinal como en el sistema respiratorio. Ademas, es
importante tener en cuenta que la via AR se ha asociado con problemas cardiovasculares
[153,154]. La administracién del compuesto en forma de aerosol y la modificacion de la molécula
para promover su degradacion en plasma no solo dirigirian la accién de los agonistas al sistema

respiratorio, sino que también evitarian efectos secundarios sistémicos.

En conclusidn, esta tesis doctoral ha logrado caracterizar por primera vez la expresion de los RAs
en organoides intestinales WT y FQ. La optimizacion y validacidn del ensayo funcional FIS para
estudiar la funcion de la CFTR tras la estimulacion de los RA ha permitido analizar mas de 20
compuestos moduladores de los distintos RAs de la empresa Palobiofarma, S.L. Los resultados
destacan a A;R como el mejor candidato para potenciar la funcidn de la CFTR en organoides

intestinales FQ mediante los agonistas PBF-21 y PBF-22.
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De este trabajo de tesis se pueden extraer las siguientes conclusiones:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Con la puesta a punto del método de RT-gPCR se ha estudiado la expresion de receptores
adenosinérgicos (RAs) en lineas inmortalizadas de intestino (Caco-2) y pulmén (Calu-3) y en
organoides intestinales de individuos control y afectados por la FQ, observdndose un patrén
de expresidon distinto dependiendo del modelo celular y de su origen, intestinal o

respiratorio.

El andlisis de la expresién de los RAs en organoides intestinales WT indicd que AR es el
subtipo con mayor expresién en este modelo, seguido de A;R y A;aR. No ha sido posible
detectar la expresién de AsR. Este orden de expresidon se mantiene en organoides intestinales

FQ, independientemente de las variantes patogénicas del CFTR.

Por primera vez, se ha adaptado el ensayo funcional FIS en organoides intestinales utilizando
NECA para evaluar como afecta la modulacién de los RAs en el tamafio de los organoides

intestinales, optimizando la concentraciéon de NECA utilizada para estos ensayos.

Se ha demostrado que los efectos observados en el cambio de tamafio en los organoides
intestinales control tras el uso de NECA se deben principalmente a la funcion de la proteina
CFTR, que media el flujo de iones hacia el interior de los organoides provocando el aumento

de su tamainio.

Se ha confirmado que el uso de NECA en organoides intestinales control induce el aumento
de los niveles de AMPc, tal como esta descrito en otros modelos celulares. Por lo tanto, el

uso de NECA activa la funcidn de la proteina CFTR mediante el incremento de AMPc.

Del cribado de 20 compuestos antagonistas de los RAs disponibles para uso experimental,
utilizando el ensayo FIS, se seleccionaron los compuestos PBF-03 y PBF-17, antagonistas de
AiR y AsR respectivamente, como candidatos para potenciar la funciéon de la CFTR en
organoides intestinales FQ. Se descartd el empleo de antagonistas de AssR dado que

producian una inhibicidn significativa de la funcién de la CFTR.

Los antagonistas PBF-03 y PBF-17 no demaostraron activar la funcidn de la CFTR en organoides
intestinales FQ con genotipo F508del/F508del, incluso cuando se combinaron dichos

compuestos con el modulador del CFTR Kaftrio.
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8) Se evalud la capacidad de los agonistas de A;sR PBF-21 y PBF-22 para activar la funcion de la
CFTR mediante el ensayo FIS en organoides intestinales control. Al comparar ambos
compuestos, se observé una mayor respuesta de PBF-22, siendo hasta diez veces mds

potente que PBF-21.

9) Asi mismo, los agonistas PBF-21 y PBF-22 fueron ineficaces en la activacion de la CFTR en
organoides intestinales FQ con genotipo F508del/F508del o con al menos una variante
F508del-CFTR. Cuando se combind alguno de estos agonistas con el modulador Kaftrio se
observé una mayor respuesta que con el uso individual de Kaftrio sugiriendo un efecto
sinérgico, dado que estos compuestos experimentalmente incrementan el efecto de los

farmacos moduladores.

10) Los organoides intestinales de los dos individuos con genotipo F508del/F508del tras el uso
combinado de PBF-21 o PBF-22 con Kaftrio presentaron distinta respuesta, poniendo de
manifiesto la importancia de emplear modelos derivados de cada paciente para evaluar de

forma personalizada la respuesta a estos farmacos.

11) En conjunto, estos resultados indican que los fdrmacos agonistas de AzR pueden ser

investigados para aplicarlos como complemento a las terapias actuales de la FQ.
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Debido a la dificultad para obtener biopsias intestinales y rectales, a partir de las cuales generar
organoides intestinales, este proyecto se ha visto limitado por el reducido numero de
participantes tanto en el grupo WT como en el FQ. Con el fin de incrementar la robustez de los
resultados obtenidos en este proyecto, seria necesario disponer en un futuro de un mayor
numero de individuos, tanto WT como FQ. Ademas, seria necesario disponer de biopsias rectales
WT para poder comparar los niveles de expresién de los RAs con los obtenidos con individuos

FQ.

Los organoides intestinales son el modelo celular de referencia en la investigacién de la FQ, sin
embargo, es importante tener en cuenta que representan un modelo intestinal y no respiratorio,
el drgano principal afectado en esta enfermedad. Por lo tanto, seria interesante investigar el
efecto de los agonistas de Ax;R, PBF-21 y PBF-22, en un modelo respiratorio. Previamente,
nuestro grupo de investigacion valido y optimizé el protocolo de nasoesferas como herramienta
para evaluar la respuesta de la CFTR en el epitelio respiratorio nasal de individuos FQ [76]. Con
el fin de poder caracterizar la expresién génica de los RAs en células epiteliales nasales,
utilizando el método validado en este proyecto, se procedio a la realizacidon de raspados nasales
de varios individuos WT. Sin embargo, el material celular obtenido mediante este procedimiento

fue limitado e insuficiente para poder realizar el analisis.

Con el objetivo de obtener un nimero mayor de células nasales de las que poder extraer el ARN
y analizar la expresion de los RAs, en el ultimo tramo de este proyecto se utilizado un método
que permite expandir y diferenciar las células epiteliales nasales (detallado en Anexos). El
procedimiento se extiende a lo largo de 35 dias desde el momento de la extraccidn nasal y
presenta diversos puntos criticos que dificultan su llegada a término: i) la obtencién de la
muestra, la cual si es escasa impide la correcta expansion de las células epiteliales nasales, ii) la
falta de diferenciacién a pesar de obtener un buen nimero de células expandidas vy iii) el riesgo
de contaminacién debido a la duracién del protocolo y al limitado uso de antibidticos que es
necesario para no interferir en los procesos de expansion y diferenciacion. Debido a ello,
Unicamente se consiguio expandir y diferenciar una Unica muestra de células nasales WT con la
que poder realizar el estudio de expresidn de los RAs. Los resultados de su andlisis se muestran
en Anexos (Figura A7)y, al igual que lo observado con la linea celular inmortalizada Calu-3, AR
fue el receptor predominante. La obtencién de un mayor nimero de muestras nasales con las
que estudiar la expresion de los RAs tras la aplicacion del protocolo de expansién y
diferenciacién, permitirian corroborar este resultado preliminar. Del mismo modo,
posteriormente seria interesante poder evaluar el efecto de los agonistas de AR, PBF-21 y

PBF-22 en nasoesferas.
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Dado el conocimiento sobre la implicacion de los agonistas de AxR en la inflamacién, es
fundamental evaluar los efectos de los compuestos PBF-21 y PBF-22 tanto en organoides
intestinales como en modelos respiratorios determinando, por ejemplo, la produccion de
agentes proinflamatorios mediante la cuantificacion de citoquinas y moléculas pro y
antiinflamatorias. Estos resultados ayudarian a determinar si estos compuestos agonistas
podrian llegar a mejorar o exacerbar el proceso inflamatorio asociado a la FQ. Finalmente, se
deberia investigar la posible aplicacién clinica de los agonistas A;sR como una terapia

complementaria a los moduladores existentes.
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Figura Al. Patron de expresion génica de los RAs de los organoides intestinales WT y FQ. Se estudiaron
tres WT y ocho individuos FQ con distintos genotipos: F508del/F508del (FQ1 y FQ2), F508del/L206W
(FQ3), F508del/G542X (FQ4), F508del/K684fs (FQS5), G542X/K668X (FQ6), G542X/G542X (FQ7) y
S589N/1812-1G>A (FQ8). Los niveles de expresion de AiR, AzaR, A2sR y AsR se determinaron mediante la
normalizacién con el gen de referencia PPIA. La barra de cada columna representa el SEM. El nivel de

significancia se indica como * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001; y "ns" para no significativo.
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Figura A2. Estudio de la funcionalidad del CFTR tras el uso FSK y NECA en organoides intestinales
derivados de FQ1 (F508del/F508del). Mediante el ensayo funcional FIS, se determiné la respuesta basal
de la CFTR ante la estimulacién con FSK (a 0,02/0,128/0,8/2/5 uM) o con NECA (a 0,385 y 1 uM). Ademas,
se combinaron las diferentes concentraciones de FSK o NECA con Kaftrio. Los resultados de la significancia
muestran la comparacién de la respuesta de las condiciones testadas en relaciéon con la obtenida con
Kaftrio solo. Se utiliz6 DMSO (a <0,001%) y la incubacidn de Kaftrio como controles. Por cada condicidn
se estudiaron entre 40-60 organoides. Las barras en los graficos representan el SEM. Los niveles de

significancia se indican como * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001. (n=1).
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Figura A3. Estudio de la funcionalidad del CFTR tras el uso FSK y NECA en organoides intestinales
derivados de FQ2 (F508del/F508del). Mediante el ensayo funcional FIS, se determind la respuesta basal
de la CFTR ante la estimulacién con FSK (a 0,02/0,128/0,8/2/5 uM) o con NECA (a 0,385 y 1 uM). Ademds,
se combinaron las diferentes concentraciones de FSK o NECA con Kaftrio. Los resultados de la significancia
muestran la comparacidn de la respuesta de las condiciones testadas en relacién con la obtenida con
Kaftrio solo. Se utilizd DMSO (a <0,001%) y la incubacién de Kaftrio como controles. Por cada condicién

se estudiaron entre 40-60 organoides. Las barras en los graficos representan el SEM. Los niveles de

significancia se indican como * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001. (n=1).
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Figura A4. Estudio de la funcionalidad del CFTR tras el uso FSK y NECA en organoides intestinales
derivados de FQ3 (F508del/L206W). Mediante el ensayo funcional FIS, se determind la respuesta basal
de la CFTR ante la estimulacién con FSK (a 0,02/0,128/0,8/2/5 uM) o con NECA (a 0,385y 1 uM). Ademds,
se combinaron las diferentes concentraciones de FSK o NECA con Kaftrio. Los resultados de la significancia
muestran la comparacién de la respuesta de las condiciones testadas en relaciéon con la obtenida con
Kaftrio solo. Se utiliz6 DMSO (a <0,001%) y la incubacién de Kaftrio como controles. Por cada condicién
se estudiaron entre 40-60 organoides. Las barras en los graficos representan el SEM. Los niveles de

significancia se indican como * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001. (n=1).
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Figura A5. Estudio de la funcionalidad del CFTR tras el uso FSK y NECA en organoides intestinales
derivados de FQ4 (F508del/G542X). Mediante el ensayo funcional FIS, se determind la respuesta basal
de la CFTR ante la estimulacién con FSK (a 0,02/0,128/0,8/2/5 uM) o con NECA (a 0,385 y 1 uM). Ademds,
se combinaron las diferentes concentraciones de FSK o NECA con Kaftrio. Los resultados de la significancia
muestran la comparacidn de la respuesta de las condiciones testadas en relacién con la obtenida con
Kaftrio solo. Se utiliz6 DMSO (a <0,001%) y la incubacién de Kaftrio como controles. Por cada condicidn
se estudiaron entre 40-60 organoides. Las barras en los graficos representan el SEM. Los niveles de

significancia se indican como * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001. (n=1).
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Figura A6. Estudio de la funcionalidad del CFTR tras el uso FSK y NECA en organoides intestinales
derivados de FQ5 (F508del/K684fs). Mediante el ensayo funcional FIS, se determiné la respuesta basal
de la CFTR ante la estimulacién con FSK (a 0,02/0,128/0,8/2/5 uM) o con NECA (a 0,385y 1 uM). Ademds,
se combinaron las diferentes concentraciones de FSK o NECA con Kaftrio. Los resultados de la significancia
muestran la comparacién de la respuesta de las condiciones testadas en relaciéon con la obtenida con
Kaftrio solo. Se utiliz6 DMSO (a <0,001%) y la incubacién de Kaftrio como controles. Por cada condicion
se estudiaron entre 40-60 organoides. Las barras en los graficos representan el SEM. Los niveles de

significancia se indican como * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001. (n=1).
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Células epiteliales nasales
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Figura A7. Expresion génica de los distintos subtipos de RAs en células epiteliales nasales. Tras la
obtencion de células epiteliales nasales de un individuo WT mediante raspado nasal, se utilizo el protocolo
detallado en la seccion 9.2 de Anexos para poder expandir y diferenciar dichas células. Posteriormente,
con las células diferenciadas, se determinaron los niveles de expresion de AR, A2aR, A2sR y AsR mediante
la normalizacion con la expresion del gen de referencia PPIA. La barra de cada columna representa el SEM.
El nivel de significancia se indica como * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001; y "ns" para no

significativo. (n=3).
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9.2 PROTOCOLO DE EXPANSION Y DIFERENCIACION DE LAS CELULAS EPITELIALES
NASALES HUMANAS

El protocolo seguido para la obtencién, expansion y diferenciacion de las células epiteliales

nasales humanas se basa en procedimientos publicados anteriormente que han sido adaptados

y ligeramente modificados [79-81].

9.2.1.1 Reactivos

Reactivos Casa comercial Referencia
Acido retinoico Sigma R2625
Adenina Sigma A2786
Anfotericina B Sigma CDS020667
Ceftazidima Sigma V2002
Colageno IV Sigma C8374
DMEM - cultivo células de mamifero Thermofisher 42430025
DMEM - cultivo de fibroblastos Thermofisher 11965-092
DMEM/F12 Sigma 11330-032
D-PBS (1X) w/o Ca* Mg* ThermoFisher 14190144
Factor de crecimiento epidérmico (EGF, epidermal StemcCell 7800.1
growth factor)

Epinefrina Sigma E4250
Etanolamina Sigma E9508
Extracto de cerebro bovino Cultek H3CC-4092
F12 Thermofisher 21765029
Fosfoetanolamina Sigma 74576
Gelatina Sigma G9391
Hidrocortisona Sigma H0888
Insulina Sigma 91077C
Mitomicina C Sigma 10107409001
Penicilina-estreptomicina (Pen/Strep) Thermofisher 15140-122
RPMI 1640 Thermofisher 11875101
Suero bovino fetal (FBS, feta bovine serum) Thermofisher 16140-071
Suero fetal clon Il FisherScientific 12339772
Tobramicina Thermofisher 15290018
Toxina del célera Sigma C8052
Transferrina Sigma T2036
Tripsina-EDTA (0,05%) Thermofisher 25300054
Tripsina TrypLE Express Thermofisher 12604021
Triyodotironina Santa Cruz SC231968
Ultroser G Sartorius 15950-017
Vancomicina FisherScientific 15512610
Y-27632, inhibidor ROCK Stem Cell 72304
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9.2.1.2 Medios

- Medio de cultivo de fibroblastos: DMEM + 10% FBS + 1% Pen/Strep.

- Medio completo: DMEM (para cultivo células de mamifero) + 25 % F12 + 5% FBS + 0,4 pg/ml
hidrocortisona + 5 pg/ml insulina + 8,4 ng/ml toxina del célera + 10 ng/ml EGF + 24 pg/ml
adenina + 1% Pen/Strep + 10 uM Y-27632.

- Medio completo con antibidticos: medio completo + 2,5 ug/ml anfotericina B + 100 pg/ml
ceftazidima + 100 pug/ml vancomicina + 100 pg/ml tobramicina.

- Medio de diferenciacion: DMEM/F12 + 2% ultroser G + 2% suero fetal clon Il + 0,25 % extracto
de cerebro bovino + 250 nM etanolamina + 250 nM fosfoetanolamina + 20 nM hidrocortisona
+ 5 pg/ml insulina + 500 nM triyodotironina + 2,5 pg/ml transferrina + 1,5 pg/ml epinefrina +

10 nM &cido retinoico.

9.2.1.3 Protocolos

9.2.1.3.1 Obtencidn y expansion de las células epiteliales nasales humanas

Para poder expandir las células epiteliales nasales fue necesario realizar un co-cultivo con
fibroblastos tratados con mitomicina C (Figura A8). Es por ello que primero fue necesario realizar
el cultivo de fibroblastos, utilizando un flascén de T75 con su respectivo medio de cultivo. El dia
anterior a la obtencidn de las células epiteliales nasales, se retiré el medio de cultivo de los
fibroblastos y se realizé un par de lavados con D-PBS. Seguidamente, se afiadieron 10 ml de
medio de cultivo de fibroblastos con 4 ug/ml de mitomicina Cy se incubd el flascon durante 3h
a 37°C. Posteriormente, se realizd un par de lavados con D-PBS, se recogieron los fibroblastos
en un tubo Falcon de 15 ml y se centrifugd a 1.500 rpm durante 4 min a 22°C. Tras realizar el
contaje del pellet, los fibroblastos se sembraron en un flascén T25 a una concentracién de entre
500.000-750.000 células/ml y se afiadié suficiente medio de fibroblastos hasta alcanzar los 5ml.
Dicho flascén previamente habia sido tratado para revestirlo de una capa de gelatina al 2% para

fomentar la adhesion de los fibroblastos.

Para la obtencion de las células epiteliales nasales se realizaron dos raspados en cada orificio
nasal mediante curetas (ASL, Arlington, Probe). Las curetas de cada orificio se colocaron en un
mismo tubo Falcon de 15ml con RPMI 1640 en hielo. Seguidamente, para deprender las células
epiteliales nasales de las curetas, estas se agitaron dentro del tubo y se centrifugd a 400 rpm

durante 4 min a 4°C.
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El pellet se resuspendid en 1 ml de medio completo con antibidticos y posteriormente se sembré
en el flascén T25 previamente sembrado con fibroblastos tratados. Tras 48h, se cambid el medio
por medio completo. De forma rutinaria, se cambid el medio cada 2-3 dias utilizando medio

completo.

9.2.1.3.2 Diferenciacion de las células epiteliales nasales expandidas

Para poder diferenciar las células epiteliales nasales previamente expandidas, fue necesario
cultivarlas mediante el sistema de cultivo llamado ALl (del inglés, Air Liquid Interface) (Figura
A8). Este sistema consiste en la siembra de las células epiteliales nasales en un inserto, el cual
permite que estén en contacto con el medio de diferenciacién por la parte basal, mientras que
por la parte apical queden totalmente expuestas al aire. De esta manera, se mimetiza la
disposicion que presentan las células epiteliales en el tejido respiratorio nasal, lo que ayuda a su

correcta diferenciacion.

Aproximadamente, a las 2 semanas de iniciar el co-cultivo de las células epiteliales nasales con
los fibroblastos tratados se comprobd que se alcanzé una confluencia del 80% de las células
expandidas. En tal caso, se procedio a la realizacién de la tripsinizacion secuencial. Para ello,
primero se utilizd la tripsina-EDTA durante 2 min a 37°C (para despegar los fibroblastos) y
después con TripLE durante 5-10 min a 37°C (para obtener las células epiteliales nasales
expandidas). Las células epiteliales se colocaron en un tubo Falcon de 15 ml con medio de
expansion + 20% FBS y se centrifugaron a 360 rpm, durante 4 min a 22°C. Se afiadié 1 ml de
medio de diferenciacion y se procedioé a su contaje. Posteriormente, se sembraron 200 pl en la
parte superior de los insertos a una concentracién de 0,7-1,75e-6 células/ml. En la parte basal
se colocaron 600 pl de medio de diferenciacidn. Los insertos fueron tratados previamente con
coldgeno IV para favorecer la adherencia de las células sembradas. Para ello, sobre cada uno se
colocaron 80 pl de colageno al 0,5 mg/ml y se dejaron 2h a temperatura ambiente.
Posteriormente, se realizd una incubacion de 30 min a 37°C. Por ultimo, transcurrido este
tiempo, se quito el sobredanante del inserto y se esterilizé durante 15 min con UV dentro de la

cabina de cultivos.

Pasados 3 dias desde la siembra de las células en el inserto, se retiré el medio de la parte apical
(dejandolo expuesto al aire) y se cambid el medio en la parte basal por nuevo medio de
diferenciacion. De forma rutinaria, se cambié el medio de la parte basal cada 2-3 dias con medio

de diferenciacién.
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Extraccion
B células
epiteliales

nasales - . . .
Parte apical = sin medio

-y — Cup | g ——————

. . Parte basal = con medio
Fibroblastos en Tratamiento con Co-cultivo
mantenimiento mitomicina C Cultivo ALI B
B B B
0 3 14 35
| Medio cultivo de fibroblastos | | Medio de expansion I Medio de diferenciacién |
Medio de
expansion con
antibidticos

Figura A8. Resumen de los procedimientos y medios utilizados para la expansion y diferenciacion de las

células epiteliales nasales en funcion del tiempo.
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