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Resumen

El cancer de vesicula biliar (GBC) es una de las neoplasias mas comunes y agresivas dentro
del tracto biliar. Particularmente en nuestro pais, el GBC se ha reportado como un problema de
salud publica, especialmente en mujeres donde contribuye como la quinta causa de muerte por
cancer. Actualmente, el Unico tratamiento efectivo es la reseccidn quirurgica de la vesicula en
estadios temprano. Sin embargo, la mayoria de los pacientes son diagnosticados en estadios
avanzados, donde la Unica alternativa terapéutica es la quimioterapia con gemcitabina y
cisplatino, la cual presenta muy baja respuesta. Es por esto, que la busqueda de nuevos blancos
de terapia y de modelos preclinicos que representen fielmente la respuesta a terapias ha
cobrado gran interés en la investigacion biomédica con enfoques en medicina personalizada. En
los tumores de GBC se ha descrito la presencia de las células iniciadoras de tumor (TICs) o cancer
stem cells (CSC), caracterizadas por la expresidn doble positiva de los marcadores CD44 y CD133.
Una de las caracteristicas de las TICs, es la evasion de la respuesta inmune antitumoral, a través,
de la expresion de los immune checkpoint (o puntos de control inmune) desencadenando la
supresion de los linfocitos T citotdxicos, encargados de orquestar la respuesta inmune
antitumoral. En los ultimos afios, la inmunoterapia ha revolucionado el tratamiento del cancery
actualmente se utiliza con resultados favorables en el tratamiento de diferentes tipos de
tumores. Dentro de las inmunoterapias aprobadas por la FDA, se encuentran los inhibidores de
los inmune checkpoint, PD-L1/PD-1, CTLA4 y LAG-3. Inicialmente estas terapias fueron aprobados
para su uso en melanoma, pero en la actualidad los dos primeros se utilizan en variados tipos de
cancer incluido el gastrico. Por lo tanto, para el analisis de la respuesta y prediccidn a estas
nuevas inmunoterapias se requiere de nuevos modelos in vitro de cancer, que sean capaces de
recapitular la interaccién de las células del cancer con el componente inmune. Dentro de estos
modelos, se propone el uso de los cultivos 3D de organoides tumorales derivados de pacientes
(PDOs) como una poderosa herramienta que imita las caracteristicas histoldgicas, genéticas y
fisiopatoldgicas del tumor del cual derivan. Sin embargo, el principal desafio es enriquecer este
modelo de PDOs tumorales con células del componente inmune para poder estudiar la respuesta
de los pacientes a lainmunoterapia. Actualmente, el uso de co-cultivo entre organoides y células
inmunes, se ha utilizado para generar linfocitos TCD8 reactivos y evaluar la capacidad citotdxica
TCD8 en contra de las células tumorales. Tomando todo esto en consideracion, el presente
proyecto de tesis tuvo como hipodtesis: “La interaccidn directa entre organoides derivados de
pacientes con cancer de vesicula biliar y células inmunes, permite evaluar la respuesta
antitumoral mediada por linfocitos T y el efecto de inhibidores de PD-1". Para responder esta
hipdtesis se plantearon los siguientes objetivos: 1.- Caracterizar la expresion de los co-
receptores de los immune checkpoint PD-L1, CD80, CD86 y MHC-II en las células epiteliales tipo
cancer stem cells en los organoides derivados de pacientes con cancer de vesicula biliar. Para
la caracterizacidn se evaluaron 6 muestras de organoides derivados de pacientes con GBC a las
cuales se les analizé su histologia y todas fueron capaces de recapitular la morfologia del tumor
del cual derivan. Ademas, se les realizd extraccidn de RNA y posteriormente se evalud por qPCR
la expresién de transcritos CD44, CD133, MHC-I, MHC-II, IL-6 e IL-8. Dentro de los principales
resultados encontramos que la expresion de transcritos presenta variabilidad entre las muestras
y particularmente MHC-l presentd alta expresién en todas las muestras evaluadas.
Adicionalmente, se realizé citometria de flujo de los organoides donde se determind la poblaciéon
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CSC CD44+/CD133+ y a partir de esta poblacién se analizé el porcentaje positivo para MHC-I,
MHC-II, CD80, CD86 y PD-L1. Los resultados muestran que el porcentaje de CSC CD44+/CD133+
en las muestras de organoides fluctia entre 15% a 50%. Ademds, esta subpoblacién
CD44+/CD133+ expreso la molécula MHC-I y los correceptores de los immune checkpoint CD80,
CD86, MHC-Il y PD-L1 en diferentes porcentajes. Destacando la expresion de PD-L1 en esta
subpoblacién con un porcentaje promedio mayor al 20% en todas las muestras analizadas.

2.- Evaluar la respuesta de linfocitos T provenientes de sangre periférica al interactuar
directamente (co-cultivo) con organoides tumorales derivados de pacientes con cancer de
vesicula biliar. Dentro de este objetivo logramos la estandarizacién de co-cultivo de organoides
derivados de pacientes GBC y células mononucleares de sangre periférica (PBMC) provenientes
de controles sanos, evaluando la activacién de los TCD8 y la expresidn de los inmune checkpoint.
Dentro de los principales resultados se observé que bajo condicidn de co-cultivo con organoides,
los linfocitos TCD8 responden frente a la presencia de los organoides con aumento de la
expresion de los marcadores de activacion CD69 y CD137. Siendo esta respuesta variable entre
los diferentes organoides derivados de pacientes. En cuanto a los immune checkpoint se observé
una disminucién en el porcentaje de expresion de PD-1 y LAG3 en organoides en co-cultivo
respecto al PBMC control, observandose una respuesta especifica para cada organoide derivado
de paciente analizado.

3.- Evaluar el efecto de la inhibicion de immune checkpoint PD-1, en el modelo de
interaccion de células inmunes con organoides derivados de pacientes con cancer de vesicula
biliar. A partir del co-cultivo de organoides y PBMC (objetivo 2), se evalud la activacién de los
linfocitos T en presencia de los inhibidores de PD-1, Nivolumab y Pembrolizumab. Dentro de los
principales resultados, se observo una respuesta diferenciada entre las muestras de los distintos
organoides derivados de pacientes estudiados. Ademas, pudimos confirmar que ambos
inhibidores lograron bloquear PD-1 en los linfocitos en todas las muestras analizadas.

Creemos que estos resultados son un gran aporte como un primer estudio de la interaccion
de organoides derivados de pacientes GBC con células inmunes, esto con la finalidad de estudiar
la respuesta de activacidn antitumoral y de establecer una plataforma de co-cultivo organoide y
PBMC que podria usarse para explorar la respuesta a inmunoterapias en GBC. Como perspectiva
futura, se propone la importancia de estudiar mas detalladamente el efecto citotoxico directo
inducido por la interaccidn de los organoides con linfocitos en cada muestra de paciente. Este
estudio siembra un precedente de que la interaccidon de organoides con células inmunes tiene
potencial para medir el efecto antitumoral in vitro de inmunoterapias basadas en la inhibicion
de PD-1/PD-L1 en pacientes con GBC. Ademas, esta plataforma de interaccién podria tener
potencial a futuro como herramienta de ayuda clinica en la prediccion de la respuesta ex vivo a
las inmunoterapias en cancer de vesicula biliar.
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Abstract

Gallbladder cancer (GBC) is one of the most common and aggressive neoplasms within
the biliary tract. Particularly in our country, GBC has been reported as a public health problem,
especially in women where it contributes as the fifth cause of death from cancer. Currently, the
only effective treatment is surgical resection of the gallbladder in early stages. However, the
majority of patients are diagnosed in advanced stages, where the only therapeutic alternative is
chemotherapy with gemcitabine and cisplatin, which has a very low response. This is why the
search for new therapy targets and preclinical models that faithfully represent the response to
therapies has gained great interest in biomedical research with approaches in personalized
medicine. In GBC tumors, the presence of tumor-initiating cells (TICs) or cancer stem cells (CSCs)
has been described, characterized by the positive expression of the markers CD44 and CD133.
One of the characteristics of TICs is the evasion of the antitumor immune response, through the
expression of immune checkpoints, triggering the suppression of cytotoxic T lymphocytes,
responsible for orchestrating the antitumor immune response. In recent years, immunotherapy
has revolutionized cancer treatment and is currently used with favorable results in the treatment
of different types of tumors. Among the immunotherapies approved by the FDA are the immune
checkpoint inhibitors, PD-L1/PD-1, CTLA4 and LAG-3. Initially these therapies were approved for
use in melanoma, but currently the anti-PD-1 and anti-CTLA4 are used in various types of cancer,
including gastric cancer. Therefore, to analyze the response and prediction to these new
immunotherapies, new in vitro cancer models are required, which are capable of recapitulating
the interaction of cancer cells with the immune component. Within these models, the use of 3D
cultures of patient-derived tumor organoids (PDOs) is proposed as a powerful tool that mimics
the histological, genetic and pathophysiological characteristics of the tumor from which they are
derived. However, the main challenge is to enrich this model of tumor PDOs with cells of the
immune component in order to study the response of patients to immunotherapy. Currently, the
use of co-culture between organoids and immune cells has been used to generate TCD8-reactive
lymphocytes and evaluate the TCD8 cytotoxic capacity against tumor cells. Taking all this into
consideration, the present thesis project had as its hypothesis: “The direct interaction between
organoids derived from patients with gallbladder cancer and immune cells allows us to evaluate
the antitumor response mediated by T lymphocytes and the effect of PD-1 inhibitors. To answer
this hypothesis, the following objectives were proposed:

1.- Characterize the expression of the co-receptors of the immune checkpoint PD-L1,
CD80, CD86 and MHC-II in epithelial cells type cancer stem cells in organoids derived from
patients with gallbladder cancer. For characterization, 6 samples of organoids derived from
patients with GBC were evaluated, their histology was analyzed, and all were able to recapitulate
the morphology of the tumor from which they were derived. In addition, RNA extraction was
performed and the expression of CD44, CD133, MHC-I, MHC-II, IL-6 and IL-8 transcripts was
subsequently evaluated by qPCR. Among the main results we found that the expression of
transcripts presents variability between the samples and particularly MHC-I presented high
expression in all the samples evaluated. Additionally, flow cytometry was performed on the
organoids where the CD44+/CD133+ CSC population was determined and from this population
the percentage positive for MHC-I, MHC-II, CD80, CD86 and PD-L1 was analyzed. The results show
that the percentage of CD44+/CD133+ CSCs in the organoid samples ranges between 15% to
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50%. Furthermore, this CD44+/CD133+ subpopulation expressed the MHC-I molecule and the
immune checkpoint coreceptors CD80, CD86, MHC-Il and PD-L1 in different percentages.
Highlighting the expression of PD-L1 in this subpopulation with an average percentage greater
than 20% in all samples analyzed.

2.- Evaluate the response of T lymphocytes from peripheral blood when interacting
directly (co-culture) with tumor organoids derived from patients with gallbladder cancer. Within
this objective we achieved the standardization of co-culture of organoids derived from GBC
patients and peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from healthy controls, evaluating the
activation of TCD8 and the expression of immune checkpoints. Among the main results, it was
observed that under the condition of co-culture with organoids, TCD8 lymphocytes respond to
the presence of organoids with increased expression of the activation markers CD69 and CD137.
This response being variable between the different organoids derived from patients. Regarding
the immune checkpoint, a decrease was observed in the percentage of expression of PD-1 and
LAG3 in organoids in co-culture compared to the control PBMC, observing a specific response for
each patient-derived organoid analyzed.

3.- Evaluate the effect of the inhibition of immune checkpoint PD-1, in the interaction
model of immune cells with organoids derived from patients with gallbladder cancer. From the
co-culture of organoids and PBMC (objective 2), the activation of T lymphocytes was evaluated
in the presence of the PD-1 inhibitors, Nivolumab or Pembrolizumab. Among the main results, a
differentiated response was observed between the samples of the different organoids derived
from patients studied. Furthermore, we were able to confirm that both inhibitors were able to
block PD-1 in lymphocytes in all samples analyzed.

We believe that these results are a great contribution as a first study of the interaction of
organoids derived from GBC patients with immune cells, with the aim of studying the antitumor
activation response and establishing an organoid and PBMC co-culture platform that could be
used to explore the response to immunotherapies in GBC. As a future perspective, the
importance of studying in more detail the direct cytotoxic effect induced by the interaction of
organoids with lymphocytes in each patient sample is proposed. This study sets a precedent that
the interaction of organoids with immune cells has the potential to measure the in vitro
antitumor effect of immunotherapies based on PD-1/PD-L1 inhibition in patients with GBC.
Furthermore, this interaction platform could have future potential as a clinical aid tool in
predicting the ex vivo response to immunotherapies in gallbladder cancer.
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Capitulo 1 Introduccion

1.1 Cancer de Vesicula Biliar

El cancer de vesicula biliar (GBC por sus siglas en inglés) es una de la neoplasia mas
comun dentro del tracto biliar, ademas corresponde al séptimo cancer con mayor incidencia
dentro de los canceres gastrointestinales a nivel mundial. En el 2020 se estimo a nivel mundial
115.949 nuevos casos de GBC, donde se encontrd a esta patologia en el puesto 25 de los 36
cancer estudiados alrededor de 185 paises * 2. La tasa de incidencia a nivel mundial se ha
estimado en 1-2/100.000 habitantes ' mientras que la tasa de mortalidad en 1,7/100.000
habitantes . Sin embargo, estas estadisticas varian en algunos paises, particularmente en Chile
el GBC afecta a 12,8/100.000 mujeres y a 6,3/100.000 hombres ), con una tasa de mortalidad
de 11/100.000 habitantes considerando las mujeres y de 7,6/100.000 habitantes considerando
hombres ). De acuerdo con lo mencionado, el GBC se presenta como un problema relevante
para la salud publica de Chile. Es por esto que, desde el afio 2006 se ha implementado el plan de
colecistectomia preventiva del cancer de vesicula biliar en personas de 35 a 49 afios en nuestro
pais, el cual tiene como objetivo principal extirpar la vesicula mediante colecistectomia en
personas que presentaban calculos en la vesicula ”'®). Sin embargo, a pesar de estas medidas, en
la actualidad el GBC continua dentro de los canceres de mayor incidencia en pacientes chilenos,
siendo el tercer cancer de mayor incidencia en mujeres chilenas y el noveno en hombre. Ademas,
corresponde a uno de los canceres con mayor mortalidad en nuestro pais, contribuyendo en
mujeres chilenas como la quinta causa de muerte por cancer ©. Por lo tanto, el GBC sigue
manteniéndose como un problema de salud en nuestro pais, presentandose como los principales
desafios, el mejorar las estrategias de prevencion, diagnodstico y la busqueda de nuevos blancos
terapéuticos.

Se han reportado diferentes factores de riesgo asociados al desarrollo de GBC, dentro de
los cuales encontramos el género, se ha descrito que las mujeres desarrollan GBC 2 a 6 veces
mas este cancer que en los hombres; la edad avanzada, con edad promedio de diagndstico de
67-72 afios, predisposicién genética, obesidad e infeccién con salmonella ©). Adicionalmente
también se ha descrito como factor de riesgo la etnicidad, por ejemplo, en Chile se ha reportado
que pertenecer a la etnia mapuche aumenta 1,5 veces el riesgo de desarrollar GBC 9. Sin
embargo, uno de los principales factores de riesgo es la presencia de célculos biliares, se ha
reportado que su presencia aumenta el riesgo de desarrollar GBC entre un 21 a 57%. La presencia
de calculos se relaciona con un estado de inflamacidén persistente, lo cual favorece la
proliferaciéon celular para la renovacién del epitelio e induce un dafo crénico que favorece la
acumulacién de cambios morfoldgicos y genéticos que podrian desencadenar en cancer %,

Dentro de los tratamientos para GBC se ha reportado que la reseccidén quirurgica de la
vesicula biliar es el Unico tratamiento efectivo. Sin embargo, solo un 10% de los pacientes
diagnosticados cumplen los requisitos para ser operado. La mayoria de los pacientes al momento
del diagnédstico de GBC se encuentran en estados avanzados y/o con compromiso metastasico,
y en esta etapa menos de un 10% de los pacientes presenta una sobrevida promedio de 5 afios
(12) para los pacientes en estadios avanzados, el tratamiento de primera linea es |la quimioterapia
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de gemcitabina con cisplatino, que ha demostrado mejorar la sobrevida promedio a 11,7 meses
en pacientes con canceres del tracto biliar avanzados comparado con el grupo tratado solo con
gemcitabina, que presenta una sobrevida promedio de 8,2 meses > ¥, Sin embargo, se ha
reportado en algunos pacientes con GBC avanzados, resistencia a los quimioterapias
convencionales de gemcitabina, cisplatino, como también las quimioterapias basadas en 5-
Fluoracilo (5-FU), oxaliplatino y capacitabina *°. Adicionalmente, se ha reportado frecuente
recurrencia de la enfermedad y baja respuesta a los tratamientos convencionales asociado al
fenémeno de quimiorresistencia y alta agresividad propios de los pacientes con GBC 6 (17),
Particularmente, en GBC se han reportado diferentes mecanismos de resistencia a la
guimioterapia convencional, dentro de los cuales encontramos procesos de autofagia, dafio al
DNA, dafio en el ciclo celular, presencia de células iniciadoras de tumor (del inglés, TICs) o cancer
stem cells resistentes a tratamientos, disfuncién mitocondrial y cambios en el metabolismo *7).
Con estos antecedentes, postula la busqueda de nuevos blancos de terapia y el desarrollo de
modelos preclinicos para medicina personalizada son necesarios de forma urgente para poder
ofrecer otras alternativas de tratamiento a estos pacientes y que se generé un impacto en la
calidad de vida de estos pacientes ),

1.2 Cancer Stem cells

Dentro de las células presente en los tumores, encontramos una variedad de células,
entre las cuales estan las denominadas células iniciadoras de tumor (TICs) o cancer stem cells
(CSC), las cuales presentan un rol relevante en los procesos de auto-renovacidén, metastasis,
resistencia a los tratamientos convencionales y recurrencias tumorales ** 29, |nicialmente esta
poblacién celular fue descrita en leucemia mieloide aguda y posteriormente su presencia fue
reportada y caracterizada en diferentes tumores solidos ?* 22, Dentro de la caracterizaciéon de
las CSC se han descrito la expresion de diferentes marcadores de superficie dentro de los cuales
se encuentran CD24, CD44, CD133, CD123, CD47, ALDH, CD34 y EpCAM, los cuales pueden variar
de acuerdo al subtipo especifico de tumor y dado la heterogeneidad celular presente en cada
uno de ellos®. Dentro de los marcadores de superficie, los mas frecuentes asociados al fenotipo
CSC, son los marcadores CD44 y CD133 que han sido utilizados para aislar esta poblacién celular
y poder estudiar sus diferentes caracteristicas como de auto-renovacion y resistencia a terapias
24) En el caso de CD44, es una molécula de adhesion, la cudl se ha descrito su participacién en
procesos tumorogénicos, como son la capacidad de auto-renovacion, proliferacién tumoral,
resistencia a la apoptosis y procesos de metastasis (*°). En este contexto se ha estudiado en fase
pre-clinica el uso de anti-CD44 como una opcidn terapéutica, el cual presenté alta efectividad en
un modelo de leucemia ®). Otra de las moléculas caracteristicas es CD133 o también
denominado Prominin-1, es una glicoproteina de membrana, con alta expresion en diferentes
tumores malignos, incluyendo GBC 2%, |a expresiéon de este marcador en las células tumorales

se asocia con alta capacidad proliferativa y con patrones de resistencia a la quimio y radioterapia
(27)
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En cancer de vesicula biliar, se ha descrito y caracterizado la presencia de las células
fenotipo CSC, con expresion doble positiva de los marcadores CD44 y CD133, esta subpoblacion
celular presentd caracteristicas asociadas al fenotipo CSC, como de auto-renovacién medida por
la generacidn de esferoides en medio sin suero y con propiedades de resistencia a terapia con
gemcitabina y 5-FU 8. Ademas, la subpoblaciéon doble positiva CD44/CD133 presenta aumento
en la expresion de transportadores de droga ABCG, el cual se ha asociado previamente a
resistencia a terapias, también se observo la capacidad tumorogénica de las células doble
positivas en ensayos en animales, en la cual se inyecto la subpoblacién fenotipo CSC y esta fue
capaz de generar un tumor y metastasis 2.

1.3 Sistema Inmune y Cancer

Dentro del tumor se ha reportado la presencia de linfocitos infiltrantes de tumor (TILs
por sus siglas en inglés), los cuales corresponde a poblaciones de linfocitos T o B presentes en el
tejido tumoral. La presencia de estos se relaciona con la respuesta inmune en contra del tumor,
lo que genera un proceso de reclutamiento de estas células con la intencién de responder frente
a las células cancerigenas. Para desencadenar esta respuesta inmune, se necesita de una
interaccion, activacién y co-estimulacion de los linfocitos T de tipo CD4 (TCD4), CD8 (TCD8) y de
linfocitos B ). Los linfocitos TCD4 son los responsables de activar a otras células inmunes y los
linfocitos TCD8 son los encargados de reconocer y eliminar las células tumorales. Los linfocitos
TCDS8 se relacionan directamente con la respuesta antitumoral, estas células son activadas
mediante el receptor de células T (TCR) que se une al antigeno presente en el complejo mayor
de histocompatibilidad tipo | (MHC-I) presente en las células presentadoras de antigeno o células
tumorales %, consecuentemente las células comienzan a proliferar y liberar citoquinas, como el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a.) Y u otras con potencial citotéxico como granzimas y
perforinas desencadenando la lisis de las células tumorales ¢,

Dentro de los estudios que han caracterizado las poblaciones de TILs, se ha descrito una
relacién entre la infiltracion de linfocitos TCD8 y un prondstico favorable en diferentes tipos de
cancer, dentro de los cuales se ha reportado el de ovario ®¥, colorrectal **, mama, pancreatico
y tracto biliar ®°. Especificamente, las proteasas como granzimas y perforinas secretadas por
estos linfocitos citotdxicos, favorecen la eliminacion de las células tumorales por induccién de
apoptosis vy lisis celular, particularmente, la alta expresidn de estas de estas proteasas ha sido
asociadas con un prondstico favorable 32, En tumor pancreaticos se ha descrito especificamente,
una relacién entre infiltracion tumoral de linfocitos T y una mayor sobrevida promedio de los
pacientes. En especifico, se ha reportado una asociaciéon entre una mayor infiltracion de
linfocitos TCD8 y una baja expresion de PD-L1 en células tumorales en una cohorte de pacientes,
asociandose ambas variables con mayor promedio sobrevida de los pacientes ). En céancer del
tracto biliar también se ha descrito la infiltracion de células inmunes en los tumores, dentro de
los cuales se describe la presencia de linfocitos B, linfocitos citotdxicos TCDS8, linfocitos T CD4
(efectores y reguladores), células NK, macrdfagos asociados a tumor y neutrdfilos asociados a
tumor 7. Adicionalmente, se ha reportado que en GBC la presencia de los TILs presenta un valor
predictivo positivo en la sobrevida de los pacientes 3> 38,
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1.4 Mecanismos de evasion inmune

El tumor es capaz de desarrollar mecanismos de evasidon de la respuesta inmune
antitumoral mediante la supresion de los linfocitos efectores. Dentro de los principales
mecanismos asociados a esta evasion se han descrito tres: uno estaria mediado por la expansion
de linfocitos T reguladores (Treg) en el microambiente tumoral, otro por la secrecién de
citoquinas inhibitorias y el uUltimo por la expresion de moléculas denominadas immune
checkpoint (puntos de control inmunitarios). En los Ultimos afos, uno de los mecanismos de
supresion que ha cobrado relevancia en el estudio del cancer, son los denominados inmune
checkpoint. Estos corresponden a vias de sefializaciéon que modulan la respuesta inmune y se ha
descrito que regulan principalmente la funcion de los linfocitos T en el microambiente tumoral
(39.49) Se han reportado diferentes immune checkpoint como se detalla en la Figura 1, y los
receptores correspondientes presente en las células tumorales y la existencia de inhibidores de
algunos de estos immune checkpoint Y. Dentro de las moléculas mas estudiados, encontramos
el ligando de muerte programada (PD-L1) que interactta con su receptor la proteina de muerte
programada (PD-1) y la proteina asociada a linfocito T citotéxico (CTLA-4) que interactia con su
receptor (CD80 o CD86), al interactuar los immune checkpoint con sus correceptores, se genera
supresion del linfocito T, por lo tanto, evasion de la respuesta inmune antitumoral. Actualmente,
para ambos immune checkpoint existen anticuerpos inhibitorios desarrollados y aprobados por
la Food and Drug Administration (FDA) para su uso como inmunoterapia para algunos tipos de
tumores sélidos como cancer colorrectal, urotelial, carcinoma hepatocelular y cancer gastrico

(42)
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Figura 1: Representacién de los immune checkpoint y sus correceptores reportado por Hahn y colaboradores “1),
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Adicionalmente, estos mecanismos de evasion se han asociado con la presencia de las
denominadas células iniciadoras de cancer (TICs) o cancer stem cells (CSC). En lineas celulares de
cancer de mama (BCCs) se ha descrito que las células cancerigenas fenotipo CSC positivas al
marcador CD44, son capaces de secretar altos niveles de IL-8, factor estimulador de colonias de
granulocitos (G-CSF) y el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), mecanismo por el
cual se estaria inhibiendo la respuesta inmune antitumoral y evitando la proliferacién de
linfocitos T-helper (Th) *3). En cdncer de pancreas se ha descrito la presencia de células fenotipo
CSC CD44+/CD133+, en los pacientes estudiados, la presencia de estas células presenté una
correlacién positiva con la expresiéon de PD-L1, especificamente, esta correlacién positiva se
relaciond con un peor prondstico para los pacientes con cancer de pancreas ©®. Adicionalmente,
se ha reportado la expresion de PD-L1 en la subpoblacidn de células fenotipo CSC en tumores de
glioblastoma %, mama ** y colén ¥ |os cuales podrian relacionarse a mecanismos de evasion
de la respuesta inmune antitumoral.

Otro de los mecanismos de evasion de la respuesta inmune descrita en tumores esta
mediada por un incremento en la subpoblacion de linfocitos Treg en el microambiente del tumor.
Los Treg son los encargados de regular la respuesta inmune, por tanto, su presencia a nivel
tumoral se relaciona a un control de la respuesta antitumoral mediada por los linfocitos TCD4 y
TCD8. Ademas, se ha asociado la presencia de Treg en el microambiente tumoral, con un mal
prondstico en diferentes tipos de tumores solidos ®¥ y la disminucién en el tumor de |a presencia
de Treg se ha asociado con mejor respuesta al tratamiento con anti-CTLA4 47,

1.5 Inmunoterapias

Las inmunoterapias han revolucionado el tratamiento el cancer en los ultimos afios. Estas
terapias se han desarrollado con el objetivo de modificar el sistema inmune y reestablecer la
respuesta antitumoral *®). Dentro de ellas podemos encontrar los bloqueadores o inhibidores de
los immune checkpoint, las vacunas celulares contra el tumor y la terapia celular adoptiva 3.
Especificamente, se han reportado el desarrollo de diferentes inmunoterapias para el
tratamiento del cancer, dentro de las cuales encontramos, las vacunas de células dendriticas,
inhibidores de immune checkpoint, terapia de células T con receptores quiméricos de antigenos
(CAR-T) y células NK, las cuales tienen como objetivo principal reestablecer la respuesta inmune
antitumoral de forma eficaz y enfocarse en la erradicacién de las denominadas CSC 9

Dentro de las inmunoterapias utilizadas actualmente, las terapias en base al uso de los
inhibidores de los immune checkpoint son los mas reportadas en el ultimo tiempo. En el caso de
CTLA4 existe un anticuerpo monoclonal denominado Ipilimumab aprobado por la FDA en el 2011
para el tratamiento de melanoma metastasico, con resultados positivos en la respuesta clinica
de los pacientes, mejorando la sobrevida promedio de los pacientes que fueron tratados con
Ipilimumab como primera o segunda linea de tratamiento “*°%. Adicionalmente, los inhibidores
PD-1 fueron aprobados por la FDA en el 2014, dentro de los cuales encontramos a Nivolumab,
un anticuerpo monoclonal que se une al receptor PD-1 reestableciendo la respuesta inmune
mediada por linfocitos T en contra del tumor ©®Y y presentando eficacia clinica en cancer
hepatocelular *? y Pembrolizumab, otro anticuerpo monoclonal que se une a PD-1 y que ha
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reportado presentar una actividad antitumoral especialmente en tumores que presentan un
aumento en la expresién de PD-L1 ©3). Los inhibidores del immune checkpoint PD-1, tanto
Nivolumab como Pembrolizumab, logran inhibir la interaccion de PD-1/PD-L1, lo que potencia la
actividad de las células T citotdxicas contra las células tumorales **. Recientemente, se ha
reportado inhibidores del immune checkpoint LAG3, los cuales se encuentra en estudios clinicos
de fase | y Il, que permiten evaluar la seguridad de su uso en humanos ©*

En este contexto la busqueda de biomarcadores para el uso de inmunoterapias en cancer
es un uno de los desafios pendientes a explorar para fomentar su uso en terapia dirigida. En este
sentido se ha reportado como posible marcador de susceptibilidad a las inmunoterapias basadas
en inhibidores de immune checkpoint, |a alta expresién de PD-L1 *®. Ademas, se ha descrito la
expresion de PD-L1 como un posible biomarcador especifico para terapias anti-PD-1. Estudio de
expresion de PD-L1 en 4 pacientes con melanoma, mostré que todos los pacientes expresaban
PD-L1 y fueron tratados con Pembrolizumab, presentado resultados clinicos favorables de
respuesta al tratamiento 7). Adicionalmente, se ha reportado que pacientes con baja expresion
de PD-L1 igualmente responden a inmunoterapias basadas en inhibidores del immune
checkpoint PD-L1/PD-1. Por lo tanto, la caracterizacion de esta molécula y la busqueda de otros
nuevos biomarcadores o modelos que permitan predecir la respuesta a estas terapias continta
siendo un desafio.

En este contexto se han reportado diferentes estudios clinicos en cancer del tracto biliar
(BTC, por sus siglas en inglés), utilizando bloqueadores de los immune checkpoint como
Pembrolizumab, dentro de los que se encuentra el estudio KEYNOTE-158 donde se observé que
la expresién de PD-L1 no presentd un efecto significativo cuando se evalud respuesta frente a la
sobrevida libre de enfermedad. Esto podria ser debido a que el estudio se considerd a todos los
pacientes BTC, con expresion positiva y negativa de PD-L1 y en ambos grupos se obtuvo una
respuesta parcial al tratamiento con Pembrolizumab ©®. Adicionalmente, se ha reportado el uso
de vacunas contra células tumorales en BTC, utilizando el gen supresor tumor de Wilms (WT1) y
Mucina-1 (MUC1) como fuente de antigenos. La relevancia del uso de estas proteinas es en base
aque WT1 esta mutado en un 80% de los BTC, mientras que MUCL1 se encuentra sobreexpresado
en un 90% ©°® de los casos. Estos avances en vacunas resaltan la relevancia y diversidad de las
inmunoterapias desarrolladas en el ultimo tiempo.

Dentro del cancer de vesicula biliar son pocos los antecedentes del uso de
inmunoterapia, pero actualmente se encuentran en desarrollo diferentes estudios clinicos donde
evaltan el uso de inmunoterapias en cancer del tracto biliar avanzado. En estos estudios,
preliminarmente se ha reportado que los pacientes responden favorablemente a los inhibidores
de immune checkpoint en monoterapia tanto para anti-PD-L1, anti-PD-1 o anti-CTLA4 ©9).
Adicionalmente, se ha reportado el caso de un paciente con GBC avanzado donde se utilizo
Nivolumab como cuarta linea de tratamiento en combinacién con radioterapia con resultados
positivos en el paciente ?y otro reporte de caso, donde se utilizé Pembrolizumab como segunda
linea de tratamiento en GBC con metastasis, logrando una remisién completa de la enfermedad,
luego de 2 afios de seguimiento del paciente sin observar recurrencias 3.
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1.6 Organoides derivados de pacientes: modelo representativo del tumor

En los ultimos afios se han desarrollado nuevos modelos para el estudio de los tumores,
correspondientes a los cultivos tridimensionales, los cuales representaria de mejor forma la
estructura morfoldgica y gradiente de nutrientes y gases presente en los tumores ®*). Dentro de
estos cultivos 3D encontramos los organoides derivados de pacientes (PDOs). Los PDOs son
cultivos 3D que se generan a partir de células stem cells derivadas de tejidos adultos, que son
capaces de diferenciarse in vitro y mantienen una estructura 3D similar al epitelio de origen 2.
Este modelo es capaz de mantener las caracteristicas histoldgicas de su tumor de origen, asi
como también la heterogeneidad genética y fenotipica ®?. El primer organoide de cancer
descrito fue en cancer colorrectal por Sato et al, y presentaba las caracteristicas histoldgicas y
genéticas del tumor del que se originé 3. Posteriormente, se reportaron organoides derivados
de diferentes tipos de tumores de distintos drganos como tracto gastrointestinal, pulmon,
higado, ovario, pancreas y vesicula biliar ®. El desarrollo de organoides derivados de pacientes
con GBC se ha reportado por Yuan y colaboradores *® donde ellos reportan la caracterizaciéon de
1 organoide derivado de paciente GBC, el cual lograron establecer y que fue representativo al
tumor de origen en caracteristicas morfoldgicas y genéticas *®. Adicionalmente, se ha reportado
por Garcia y colaboradores (¢, un estudio donde se evalué la via Hippo-Yap 1 como marcador de
prondstico en GBC, donde reportan el uso de 4 organoides derivados de pacientes con GBC,
como un modelo de respuesta a drogas gemcitabina y verteporfina con perfiles de respuesta
especificos para cada organoide ¢,

Sin embargo, el modelo de PDOs presenta una desventaja, respecto a la ausencia de
interaccion con componentes del microambiente tumoral como el epitelio tumoral, factores del
microambiente tumoral, fibroblastos y las células del sistema inmune 2. Por esto, se destaca la
relevancia de seguir explorando las interacciones de los organoides y componentes del sistema
inmune, como un modelo relevante en la busqueda de nuevos blancos de terapia, estudio de la
inmuno-oncologia y como una plataforma clinica de ayuda en la prediccién de respuesta a la
inmunoterapia ®®. Siguiendo esta linea, durante estos Gltimos afios se ha propuesto imitar el
microambiente tumoral en cultivo mediante la interaccidon de organoides con células inmunes
autdlogas o alogénicas. En el caso de los componentes inmunitarios autoélogos, las células son
aisladas del mismo paciente del cual de establecen los organoides tumorales y en el caso de las
alogénicas las células inmunes derivan de una persona diferente al paciente del cual se realizé el
organoide ). Dentro de los modelos de interaccidn, se ha reportado la generacién de co-cultivo
entre organoides y componentes del sistema inmune, como lo son células mononucleares de
sangre periférica (del inglés peripheral blood mononuclear cells, PBMC). Con este modelo se ha
logrado describir que los organoides son capaces de interactuar con linfocitos T e inducen
actividad citotdxica especifica de los TCD8 en contra de las células tumorales & ) En
colangiocarcinoma también se ha reportado la generacion del modelo de co-cultivo de
organoides con PBMC, con el objetivo de determinar la actividad citotdxica de TCD8 en contra
de células tumorales, generando una prueba de concepto de la relevancia e impacto de la
realizacién de co-cultivos entre organoides y células inmunes %), Sin embargo, en algunos casos
no es posible conseguir una buena cantidad de células inmunes del mismo paciente, por lo tanto,
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se propone el uso alternativo de células inmunes alogénicas. El uso de células alogénicas,
presenta desventajas como la potencial incompatibilidad de HLA "y estas células no son viables
para probar especificidad del antigeno tumoral. Sin embargo, en base a los resultados desarrollos
por la empresa de medicina de precision CrownBio (Paises Bajos), se ha propuesto el uso de
células alogénicas para evaluar terapias inmunes. Postulandose la generacién de co-cultivo de
organoides y PBMC provenientes de controles sanos como plataforma util para evaluar la
respuesta y destruccion de organoides tumorales por células T alogénicas y para evaluar el efecto
de los inhibidores de immune checkpoint ©7).

El cancer de vesicula biliar continlda siendo un problema de salud publica de nuestro pais,
por lo cual los principales desafios en investigacion se centran en la busqueda de nuevos blancos
o estrategias terapéuticas. Ultimamente ha cobrado relevancia el estudio de la respuesta inmune
antitumoral y los mecanismos de evasion que pueden desarrollar estos tumores, proyectando su
uso como predictores de respuesta a inmunoterapia. En este contexto, el proyecto de tesis tiene
como finalidad caracterizar la presencia de receptores de los immunes checkpoint en células de
tipo stem cells CD44+/CD133+ en los organoides de GBC y desarrollar un modelo de co-cultivo
de organoides derivados de pacientes GBC con células mononucleares de sangre periférica
derivada de controles sanos, con la finalidad de estudiar la respuesta de los linfocitos T y
expresion de los immune checkpoint PD-1, CTL4 y LAG3 y evaluar el efecto de los inhibidores de
PD-1 Nivolumab y Pembrolizumab, que actualmente son terapias aprobadas por la FDA.
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Capitulo 2 Hipétesis y Objetivos

2.1 Hipotesis
“La interaccidn directa entre organoides derivados de pacientes con cancer de vesicula biliar y
células inmunes, permite evaluar la respuesta antitumoral mediada por linfocitos T y el efecto
de inhibidores de PD-1"

2.2. Objetivo General
Establecer un modelo de interacciéon de organoides derivados de pacientes con cancer de
vesicula biliar y células inmunes, que permita evaluar la respuesta de linfocitos T y el efecto de
la inmunoterapia anti-PD-1.

2.3 Objetivos especificos

2.3.1 Caracterizar la expresién de los co-receptores de los immune checkpoint PD-L1,
CD80, CD86 y MHC-II en las células epiteliales tipo cancer stem cells en los
organoides derivados de pacientes con cancer de vesicula biliar

2.3.2  Evaluar la respuesta de linfocitos T provenientes de sangre periférica al interactuar
directamente (co-cultivo) con organoides tumorales derivados de pacientes con
cancer de vesicula biliar

2.3.3 Evaluar el efecto de la inhibicion del immune checkpoint PD-1, en el modelo de
interaccion de células inmunes con organoides derivados de pacientes con cancer de
vesicula biliar
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Capitulo 3 Metodologia

3.1 Objetivo 1: Caracterizar la expresion de los co-receptores de los immune
checkpoint PD-L1, CD80, CD86 y MHC-II en las células epiteliales tipo cancer stem
cells en los organoides derivados de pacientes con cancer de vesicula biliar

3.1.1.- Establecimiento de organoides derivados de pacientes

Los organoides fueron establecidos a partir de una muestra de tejido de cancer de
vesicula biliar localmente avanzado proveniente del Biobanco de Tejidos y Fluidos de la UC.
Todos los pacientes reclutados firmaron consentimiento informado del Biobanco previo a la
obtencion de las muestras de tejido durante la cirugia. Ademas, para el desarrollo de este
proyecto se conté con las aprobaciones por Comité Etico Cientifico de la Facultad de Medicina,
Pontificia Universidad Catdlica de Chile (CEC-MedUC), Fondecyt 1171463, numero de Folio ID N2
1600829038 y el especifico del proyecto de tesis de Javiera Obreque, Folio ID 200326008.
Ademas, se conto con la aprobacion del Comité de Bioseguridad de laboratorio Folio ID
200326008. Las muestras frescas fueron almacenadas en medio Dulbecco's Modified Eagle
Medium F12 (DMEM/F12, Gibco) con 1X de penicilina estreptomicina bajo refrigeracion hasta la
llegada al laboratorio. Una vez recepcionadas, las muestras de tejido de aproximadamente 0.5
mm? fueron lavadas 3 veces con Dulbecco's phosphate-buffered saline 1x (DPBS 1x, Life
Technologies). Luego, el tejido fue disgregado en pequefios fragmentos y fueron incubados bajo
agitacion en medio Dulbecco's Modified Eagle Medium/Advanced (DMEM/Advanced, Gibco)
conteniendo 0,125 mg/mL de Colagenasa y 0,125 mg/mL de Dispasa a 37°C por 90 minutos.
Posteriormente el homogenizado fue pasado a través de un filtro malla (cell strainer) de 70 uM
(BD Biosciences) y centrifugado descartando el sobrenadante. El pellet celular obtenido fue
embebido en Matrigel y medio de cultivo “vesicula tumoral” en proporcién 1:1 y se sembré una
gota de 50 pl como domo de matrigel en placa de 24 pocillos (Corning) previamente incubada a
37°C. El domo de matrigel fue incubado por 30 min en la estufa de cultivo para polimerizar y se
le adiciond cuidadosamente a cada pocillo 500 pL de medio de cultivo “vesicula tumoral”.
Finalmente, los cultivos fueron mantenidos en la estufa de cultivo a 37°C y 5% de CO. El medio
de cultivo “vesicula tumoral” fue IntestiCult Organoid Growth Medium (Stemcell), suplementado
con los factores B27, N2 (Life Technologies), N-acetilcisteina (Sigma-Aldrich), nicotinamida y
factores de crecimiento especificos para diferenciacién de vesicula biliar, seglin se describe en
Garcia Et al®®.

3.1.2 Mantencion de organoides

Los organoides fueron cultivados en placa de 24 pocillos, revisados constantemente, se
les realizé cambio de medio cada 72hrs. Una vez que los cultivos alcanzaron 70-80% de
confluencia, fueron subcultivados, se tomaron los domos de Matrigel y se traspasaron a un
microtubo de 1,5 mL, los organoides fueron lavados 2 veces con DPBS 1x, se obtuvo un pellet
celular que fue diluido en una proporcién de 1:3 para su expansién de acuerdo a la cantidad
necesaria para la realizacion de los diferentes experimentos planteados en esta tesis. Todos los
cultivos fueron mantenidos en medio de vesicula tumoral (detallado previamente) y en una
condicién de 37°Cy 5% de CO..
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3.1.3 Caracterizacion por inmunohistoquimica

El domo de matrigel conteniendo los organoides en confluencia (aprox. 70%) fueron
lavados 3 veces con DPBS 1X y fijados en paraformaldehido 4% (PFA 4% v/v). Luego el pellet
celular fue traspasado a un microtubo de 1.5 mLy se realizd inclusidn en parafina, de acuerdo a
los protocolos establecidos en el Servicio de Inmunohistoquimica del Departamento de
Anatomia Patoldgica UC. Una vez obtenida la inclusion en parafina del organoide y su respectivo
tejido, se realizaron cortes de 2 um de las muestras para la realizacién de la tincién de
hematoxilina eosina (H&E) e inmunohistoquimica (IHQ). Para la realizacion de la
inmunohistoquimica, posterior a la recuperacidn antigénica de acuerdo al Buffer y temperatura
sugeridas por el fabricante de cada anticuerpo, las laminas con las muestras fueron incubadas
durante 15 min con perdxido de hidrogeno 3% v/v para bloquear la peroxidasa enddgena. Luego
las laminas se incubaron con los anticuerpos primarios CK-19, P53 (Cell signaling) y KI-67 (Dako)
durante una hora bajo las condiciones recomendadas por el fabricante de cada anticuerpo
(detalles de los anticuerpos se encuentran en la Tabla 1). Posteriormente, las [dminas fueron
lavadas 3 veces con DPBS 1x-Tween 0.1% e incubadas durante 15 min con anticuerpo secundario
universal (anti-mouse y anti-rabbit) unido a un polimero Super Picture HRP (Life Technologies).
Finalmente, la deteccion del anticuerpo fue realizada con el sustrato DAB Substrate-Chromogen
System (Dako) y se realizé una contra tincién de los tejidos con hematoxilina de Harris. Todas las
incubaciones fueron realizadas en camara hiumeda a temperatura ambiente. Las muestras
fueron analizadas al microscopio dptico por observacién en ciego del Dr. Juan Carlos Roa
(Patdlogo), quien determind el porcentaje de positividad e intensidad de cada proteina evaluada.

Anticuerpo Clon Dilucion Isotipo Catalogo Marca
Keratin-19 (CK-19) D7F7W 1:100 Rabbit 13092 Cell signaling
Ki-67 MIB-1 RTU Mouse M7240 Dako

P53 DO-7 1:50 Mouse 48818 Cell Signaling

Tabla 1: Datos de anticuerpos utilizados en Inmunohistoquimica

3.1.4 Caracterizacion mediante citometria de flujo

Los organoides bajo una confluencia del 70-80% fueron incubados por 5 min a 37°C con
TrypLE Express Enzime (TrypLE, Gibco) para la obtencién de una suspension de células unicas,
para ser analizadas en el citdmetro. Posterior a la incubacién, el TrypLE fue diluido mediante la
adicién de 500 pL de una solucion de DPBS 1x y Suero Fetal Bovino 2% (FBS, Biologics) y las células
fueron centrifugadas a 300 g por 5 min, descartando el sobrenadante. Luego los pellets de células
fueron incubados en oscuridad con el mix de anticuerpos en buffer de tincién DPBS 1x/FBS 2%
por 30 min a 4°C. Los anticuerpos utilizados y la dilucién correspondiente se encuentran
detallados en la Tabla 2. Posteriormente las muestras fueron lavadas con 1 mL de DPBS 1x/FBS
2% y centrifugadas a 300 g por 5 min a 4°C, descartando el sobrenadante.
Finalmente, el pellet de células fue resuspendido en 200 uL de DPBS 1x/FBS 2% y traspasado a
tubos de citometria (BD, Biosciences). Las muestras fueron procesadas en el equipo Fortessa
LX20 (BD, Biosciences) y el analisis fue realizado utilizando el software FlowlJo. Se evaluaron las
diferentes subpoblaciones celulares a partir de la subpoblacidn cancer stem cell (CSC) mediante
la seleccion de las células doble positivas para CD44+/CD133+ presentes en cada organoide.
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Anticuerpo Fluoréforo Dilucién Clon Isotipo Catalogo
CDh44 FITC 1:100 BJ18 Mouse 338804
CD80 PE 1:100 2D10 Mouse 305208
CD86 PECY?7 1:100 BU63 Mouse 374210

CD133 APC 1:100 Clon7 Mouse 372806
MHC-II APC-CY7 1:100 L243 Mouse 307618
MHC-I BV510 1:100 W6/32 Mouse 311436
PD-L1 BV785 1:100 MIH3 Mouse 374508

Tabla 2: Listado de anticuerpos para caracterizacién mediante citometria de flujo, todos corresponden a anticuerpos
Biolegend.

3.1.5 Evaluacion de la expresion de transcritos CD44, CD133, MHC-I, MHC-II, IL-6 e IL-8
mediante expresion relativa de mRNA por PCR cuantitativo en tiempo real (qPCR)

El RNA se extrajo a partir de los organoides cuando estos alcanzaron una confluencia
aproximada de 80%. Para la extraccidn se utilizé el kit comercial All prep DNA/RNA Mini Kit
(Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante. EIl RNA obtenido fue cuantificado por
absorbancia en equipo Epoch (Biotek), utilizando la placa Tek3 (Biotek). A partir de 1 pg de RNA
se realizé la sintesis de cDNA con el kit comercial AffinityScript QPCR cDNA Synthesis Kit (Agilent).
Posteriormente, se evalud por gPCR la expresion de transcritos de las citoquinas IL-6, I1L-8, TGF-
B, IL-15 e IFN-y, y las moléculas CD44, CD133, MHC-l y MHC-II utilizando el kit Agilent Brilliant Il
QPCR (Agilent) de acuerdo con el protocolo recomendado por el fabricante. La amplificacién se
realizd en el equipo Cobas 4800 (Roche) utilizando el siguiente programa de ciclos y
temperaturas: Fase de annealing de 10 min a 95°C, luego 40 ciclos de amplificacion (95°C 10 seg;
58°C 45 seg; 72°C 15 seg), finalizando con la etapa de melting. Como genes de referencia o
controles se utilizdo TFCP2 y QARS. Ademas, todas las reacciones fueron realizadas en duplicado
técnico. La lista de los partidores especificos disefiados para la amplificacion de las moléculas
anteriormente mencionadas se encuentra en la Tabla 3 y los valores de expresion relativa se
calcularon en base a 272,

Gen Forward Reverse
CD44 GCTGGCCAAGTCTTCACAAA TTCCAGAGTTACGCCCTTGA
CD133 GGAGTGCAGCTAACATGAGT GGTTTCATCCATGCTGGACA
MHC-I TGTGCTCCCTCCCCAATCAT AGTTACAGCTCAGTGCACCA
MHC-II ACTGGTTCAGCAACTGCAGA TAGGCAAAGGGGAGCACAAA
IL-6 GTC AGG GGT GGT TATTGC AT AGT GAG GAA CAAGCC AGAGC
IL-8 CACTGCGCCAACACAGAAATTA ACTTCTCCACAACCCTCTGCAC
IL-15 TGTCCAATCACGGATTGCAG ACCAGGGGCATCCAATCTTT
IFN-y GCAATCTGAGCCAGTGCTTT TTTGGAAGCACCAGGCATGA
TGF-p TATTCCTTTGCCCGGCATCA ACTTCAACAGTGCCCAAGGT

Tabla 3: Partidores utilizados en caracterizacién de organoides por gPCR
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3.2 Objetivo 2: Evaluar la respuesta de linfocitos T provenientes de sangre
periférica al interactuar directamente (co-cultivo) con organoides tumorales
derivados de pacientes con cancer de vesicula biliar

3.2.1 Obtencion de PBMC a partir de controles sanos

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de control sano fueron obtenidas
a partir de una muestra de 40 mL de sangre obtenida mediante puncion venosa utilizando
vacutainer con Heparina (BD Biosciences). La muestra fue diluida en proporcidn 1:1 con DPBS 1x,
para luego ser traspasada lentamente con una pipeta serolédgica de 15 mL a un tubo cénico de
50 mL al cual previamente se le adicioné 15 mL de Ficoll-Paque Premium 1.073 (GE Healthcare).
Los tubos fueron centrifugados a 1000 g por 25 min a temperatura ambiente (sin freno en la
aceleraciéon y desaceleracion) obteniéndose una interfase enriquecida con las células
mononucleares. Posteriormente, estas células fueron recuperadas de la interfase con una pipeta
seroldgica y traspasadas a un nuevo tubo cénico de 50 mL y fueron tratadas con buffer de lisis
amoniaco-cloruro-potasio (ACK, Life Technologies) para la eliminacidon de los glébulos rojos
remanentes. Luego se realizé un lavado con DPBS 1x y el pellet celular fue suspendido en medio
de cultivo Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPIM-1640, Gibco) suplementado con 10% FBS,
penicilina/estreptomicina 1x (Life technologies) y 200 Ul/mLde interleuquina-2 (IL-2, Peprotech).
El nimero de células inmunes fue cuantificado con azul de Trypan (Life technologies) en una
camara de Neubauer. Luego, se sembraron 200.000 células por pocillo en una placa de 96 pocillo
en condicidn basal (sin activacion) y activada. Para la condicion de activacion, los pocillos fueron
previamente tratados con 50 pL de anti-CD3 y anti-CD28 (5 pg/mL) en DPBS1x por 4 hrs a 37°Cy
lavado con DPBS1X. Las células en condicion basal y de activacion fueron mantenidas por 72hrs
previas al co-cultivo a 37°C y 5 % de CO,. Los resultados obtenidos de la caracterizacién de co-
cultivo con PBMC basal y activado se encuentran en informacién suplementaria.

3.2.2 Evaluacioén de la activacion y expresion de immune checkpoint en linfocitos TCD4 y TCD8

Para evaluar la activacion y la expresion de immune checkpoint, se trabajo con los PBMC
en condicién basal y activados de acuerdo al punto 3.2.1. Estos PBMC fueron recuperados en un
microtubo de 1.5 mL y centrifugados a 300 g por 5 minutos a 4°C. Luego el pellet obtenido se
incubd con 1mL de DPBS/FBS2% por 20 min a 4°C y posteriormente con el reactivo Zombie-UV
(Biolegend) en una dilucién de 1:1000 en DPBS 1X e incubados por 20 min en oscuridad y a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se adiciond 1 mL de DPSB-FBS2% y se
centrifugaron las células a 300 g por 5 min. Al pellet celular obtenido se le adicioné 100 pL del
mix de anticuerpos de linfocitos T (TCD4 y TCD8), detallados en la Tabla 4. Las células fueron
incubadas con los anticuerpos por 30 min a 4°C, posteriormente se adicioné 1 mL de DPBS-FBS
2% y se centrifugaron a 300 g por 5 min a 4°C. Finalmente el pellet celular obtenido fue
resuspendido en 200 pL de DPBS-FBS 2% y traspasado a tubos de citometria (BD Biosciences).
Las muestras fueron analizadas en el citometro de flujo Fortessa LX-20 (BD Biosciences).
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Anticuerpo Fluoroforo Clon Dilucién Isotipo Catalogo
CD3 FITC OKT3 1:100 Mouse 344804
CD4 APC OKT4 1:100 Mouse 317416
CD8 APC-Cy7 RPA-T8 1:100 Mouse 301016
CD69 PeCy7 FN50 1:100 Mouse 310912
CD137 PE $18012C 1:100 Mouse 300804
PD-1 Bv421 EH12.2H7 1:100 Mouse 329920
LAG3 BV510 11C3C65 1:100 Mouse 369318
CTLA4 BV786 BNI3 1:100 Mouse 369624

Tabla 4: Mix de anticuerpos para caracterizacion de linfocitos TCD4 y TCD8, todos los anticuerpos son marca Biolegend

3.2.3- Establecimiento del co-cultivo de organoides con PBMC

El protocolo de co-cultivo fue estandarizado de acuerdo con lo descrito previamente por
Cattaneo et al®® con algunas modificaciones de acuerdo a los objetivos de esta tesis. Los
organoides con una confluencia cercana al 80% fueron tratados por 24 hrs con 200 ng/mL de
IFN-y en medio vesicula tumoral y se prepard un control sin tratamiento (ST). Transcurridas 24
hrs de tratamiento se determiné el efecto de IFN-y en la subpoblacién celular presente en el
organoide, mediante evaluacion de la expresién de los marcadores CD44, CD133 y MHC-I por
citometria de flujo de acuerdo con el protocolo descrito en el Punto 3.1.4.
El co-cultivo se realizé con los PBMC obtenidos y activados como se describié previamente
(Punto 3.2.2). El dia del co-cultivo, los organoides fueron tratados con TrypLE por 5 min a 37°C
para la obtencidn de células Unicas y contadas en cdmara de Neubauer. Posteriormente se
adicionaron las células de organoides a los PBMC previamente cultivados en la placa de 96
pocillos. Dentro de la estandarizacidn inicial se evalud la proporcién de 1:5 (1 organoide por cada
5 células de PBMC) y la proporcion 1:10 (1 organoides por cada 10 células de PBMC).
Adicionalmente se evalud la influencia del tiempo de co-cultivo, realizando andlisis a las 24, 48 y
72 hrs y se utilizdé un porcentaje de Matrigel del 2%, basados en trabajos previos desarrollados
en el laboratorio ). De acuerdo a los resultados de la estandarizacién (presentados en
informacion suplementaria) se decidié realizar todos los experimentos de co-cultivo en una
proporcion de organoides/ células inmunes de 1:5, en Matrigel al 2% y mantenidos en cultivo
por 72 hrs. Todos los co-cultivos fueron incubados a 37°C en estufa de cultivo a 5% de CO..
Finalmente, el efecto en la poblacion de linfocitos fue estudiado mediante citometria de flujo.
Para esto se traspasaron todas las células del co-cultivo a un microtubo de 1.5 mL, se
centrifugaron a 300 g por 5 minutos a 4°C. El sobrenadante del co-cultivo fue guardado a -80°C
para posteriormente evaluar en este la secrecion de citoquinas citotdxicas como perforina y
granzima mediante ELISA.
Las células fueron preparadas para citometria como se menciona en el Punto 3.2.2,
determinando la subpoblacién de linfocitos TCD4 y TCD8. Ademas, se evalud los marcadores de
activacién e immune checkpoint utilizando los anticuerpos listados en la Tabla 4.
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3.3 Objetivo 3: Evaluar el efecto de la inhibicion del immune checkpoint PD-1, en
el modelo de interaccion de células inmunes con organoides derivados de
pacientes con cancer de vesicula biliar

3.3.1 Realizacion de Co-cultivo en presencia de inhibidores de PD-1 Nivolumab y
Pembrolizumab.

El co-cultivo se realizd con los PBMC obtenidos y activados como se describié
previamente (Punto 3.2.1) las condiciones del co-cultivo utilizados para evaluar el efecto de los
inhibidores fueron las previamente estandarizadas y descritas en el Punto 3.2.3, salvo que esta
vez se utilizé medio de vesicula tumoral sin nicotinamida, acorde al protocolo de Zhou et al 7.
A los co-cultivos ya montados con PBMC basal y activado, y los organoides con las condiciones
de ST y tratados con IFN-y se les adiciond los tratamientos con inhibidores correspondiente,
Nivolumab se utilizé una concentracién de 10 ng/mL 2y Pembrolizumab a concentraciones de
15 ng/mL 3. Cada inhibidor se evalué de forma independiente y todos los cultivos fueron
mantenidos por las 72 hrs a 372C y 5% de CO,. Terminado el tiempo de co-cultivo se evalud la
subpoblacién de linfocitos TCD4 y TCD8 con los respectivos marcadores de activacion (CD69 y
CD137) y los immune checkpoint PD-1, CTLA4 y LAG3. Adicionalmente, el sobrenadante de los
co-cultivos fue almacenado para evaluar la actividad citotdxica de los linfocitos TCD8 mediante
la secrecion de citoquinas por ELISA. Se realiz6 la citometria de flujo como se detalla en el Punto
3.2.2 y utilizando los anticuerpos detallados en la Tabla 4.
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Capitulo 4 Resultados

4.1 Objetivo especifico 1: Caracterizar la expresion de los co-receptores de los
immune checkpoint PD-L1, CD80, CD86 y MHC-II en las células epiteliales tipo cancer
stem cells en los organoides derivados de pacientes con cancer de vesicula biliar.

4.1.1 Establecimiento y caracterizacion de histologica organoides derivados de pacientes
con cancer de vesicula biliar avanzado
Nuestro grupo de trabajo ha sido capaz de establecer un protocolo para la obtencion,
mantencién, criopreservacién y “drug screening” de organoides derivados de paciente con
cancer de vesicula biliar avanzado. El establecimiento se logré con una tasa de éxito cercana al
60% (6/10 muestras de adenocarcinoma). Para esta tesis se seleccionaron 6 muestras de
organoides denominas 1293T, 1573T, 1665T, 1692T, 1703T y 1788T. Los datos clinicopatolégicos
de las muestras utilizadas, se encuentra resumidos en la Tabla 5. Se observa que 4 de las
muestras derivan de mujeres (4/6) y 2 de hombres (2/6), proporcidn representativa de los
antecedentes de nuestro pais, donde afecta mas a mujeres que a hombres, el promedio de edad
de los pacientes fue de 63,2 afios y todas las muestras derivan de un adenocarcinoma localmente
avanzado de tipo intestinal o tubular determinado por el diagndstico histopatoldgico
proveniente de las muestras tumorales recepcionadas por el Servicio de Anatomia Patoldgica.

Los organoides al igual que el tejido tumoral de origen fueron caracterizados
histopatologicamente mediante tinciéon de H&E, pudiendo realizar una comparacion en
caracteristicas morfoldgicas y de celularidad tumoral como se observa en la Figura 2. La tincidn
de H&E en los organoides y tejidos fue analizada de forma conjunta con el Dr. Juan Carlos Roa,
co-tutor de esta tesis y patdlogo con experiencia en cancer de vesicula biliar. Los resultados
observados demuestran que los organoides recapitularon las caracteristicas histopatoldgicas del
tejido del cual derivan. Los organoides, presentaron claros aspectos neopldsicos como la
desorganizacién estructural del epitelio y una perdida en la relacidn nucleo/citoplasma, al igual
gue las encontradas en el epitelio tumoral de origen. De acuerdo a los resultados se logré
establecer 6 cultivos de organoides tumorales de vesicula que presentan diferente morfologiay
caracteristicas histoldgicas entre ellos, pero que son similares a los tejidos tumorales de los
cuales derivan. Adicionalmente, hay que mencionar que la muestra 1293T es pobremente
diferenciada, como se observa en la Figura 2 tanto el tejido tumoral como el organoide derivado,
ambos presentan células tumorales con citoplasma claro y vacuolado. En las muestras 1573T,
1665T y 1692T se observé morfologias heterogéneas de crecimiento sélido y glandular presentes
tanto en los organoides como en el tejido de origen. Adicionalmente en la muestra 1573T en
organoide y tejido tumoral presentd organizacion cribiforme, es decir, células tumorales
formando estructuras de tipo tubular con lumen carente de estroma. Las muestras 1703T y
1788T correspondientes a tumores moderadamente diferenciados presentaron estructuras
epiteliales de morfologia glandular con presencia de células necrdticas en el lumen tanto para
los organoides como el tejido tumoral del cual derivaron.
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Muestra | Edad | Sexo Localizacion Diagnostico histolégico
1293T 60 Mujer Vesicula biliar completa y | Adenocarcinoma tubular
ducto biliar Pobremente diferenciado
1573T 65 Hombre | Cuerpo y fondo de vesicula | Adenocarcinoma tubular
biliar pobremente diferenciado
1665T 52 Mujer Cuello, bacinete y cuerpo de | Adenocarcinoma tubular
la vesicula biliar y ducto | moderadamente diferenciado
cistico
1692T | 64 Mujer Cuello y bacinete de Ila | Adenocarcinoma tubular-
vesicula biliar papilar moderadamente
diferenciado
1703T 72 hombre | Cuello, cuerpo y fondo de | Adenocarcinoma tubular
vesicula biliar moderadamente diferenciado
1788T | 66 Mujer Vesicula biliar completa Adenocarcinoma tubular
moderadamente diferenciado

Tabla 5: Datos clinicopatoldgicos de los pacientes de los cuales se obtuvieron los organoides.

ORGANOIDE TEJIDO ORGANOIDE TEJIDO
CAMPO CLARO H&E H&E CAMPO CLARO H&E H&E
ax 4ax 20X 20X
-y
¢ =
12937
15737
.
1665T

Figura 2: Caracterizacion de los organoides mediante tincion de Hematoxilina-Eosina (H&E). Analisis histoldgico de
las 6 muestras tumorales en campo claro (primera columna), la H&E del organoide (columna central) y su respectivo
tejido (columna derecha). Donde se observa que los organoides recapitulan las caracteristicas morfoldgicas de su
tejido de origen. Muestras analizadas: 1293T, 1573T, 1665T, 1692T, 1703T y 1788T. Barra escala de 50um.

Posteriormente para continuar con la caracterizacion histopatolégica de los organoides y su
tumor del cual derivaron se realizé andlisis inmunohistoquimico. Donde se evalud la expresion
de proteinas de interés tales como, citoqueratina 19 (CK19), proteina del citoesqueleto que se
expresa en epitelio, KI-67, proteina nuclear que permite evaluar la proliferacién celular y P53,
proteina supresora de tumores altamente mutada en tumores del tracto biliar. La Tabla 6
muestra los resultados de la caracterizacion inmunohistoquimica de los 6 organoides con su
respectivo tejido de origen expresados en porcentaje de células positivas e intensidad de la
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tincion de cada marcador evaluado. Ademas, la Figura 3 muestra imagenes representativas de la
tincién inmunohistoquimica para cada uno de los marcadores, tanto en los organoides, como en
su tejido tumoral de origen evaluado.

Se observa un 100% de células positiva para el marcador CK19 en la mayoria de las muestras.
Ademas, esta proteina se expresd con intensidad +2 y +3 tanto en los organoides como en los
tejidos de los cuales derivaron. Este resultado estaria confirmando la naturaleza epitelial de los
organoides, asemejandose la expresidon de este marcador a su respectivo tejido de origen. En
cuanto a KI-67, se observé que las muestras de organoides presentaron un rango de células con
nucleos positivos que varia entre un 25-80% comparado con el 70-80% de células positivas
observada en los tejidos de origen. Si bien existen diferencias entre los organoides y el tejido
tumoral las células epiteliales presentes, presentan porcentajes positivos lo que se relaciona con
el estado de proliferacidn celular presente en tejido y organoides. En cuanto a la proteina P53
los organoides 1293T y 1665T son negativos para el marcador, lo que fue representativo a lo
encontrado en el tejido tumoral de origen donde tampoco se observé expresion de la proteina.
El organoide 1573T fue la Unica muestra que no conservo la expresion de la proteina P53 con
respecto a su tejido de origen. Los organoides 1692T, 1703T y 1788T presentan porcentajes de
células positivas e intensidad de la expresion en P53 similares a lo observado en el tejido de
origen.
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Figura 3: Caracterizacion de los marcadores CK19, KI67 y P53 por inmunohistoquimica de tejidos y organoides. En
general, la expresién de cada proteina en el organoide se relaciona con lo presente en el tejido de origen. Muestras
analizadas: 1293T, 1573T, 1665T, 1692T, 1703T y 1788T. Barra escala de 50 um.
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Muestra CK19 KI67 P53
1293T Tejido 80% 2+ 80% Negativo
(T1) Organoide | 100% 3+ 50% Negativo
1573T Tejido 100% 3+ 80% 60% 3+
(T2) Organoide | 100% 3+ 40% Negativo
1665T Tejido 100% 3+ 80% Negativo
(T3) Organoide | 100% 2+ 60% Negativo
1692T Tejido 100% 3+ 50% 70% 2+
(T4) Organoide | 100% 3+ 30% 80% 2+
1703T Tejido 100% 3+ 25% 80% 2+
(T5) Organoide | 100% 2+ 80% 20% 1+
1788T Tejido 100% 3+ 80% 80% 3+
(T6) Organoide | 100% 3+ 25% 70% 3+

Tabla 6: Resumen de las IHQ de CK19, KI76, P53 y PD-L1 de las muestras de 6 organoides y su tejido de origen,
evaluando celularidad y expresion positiva de cada molécula analizados histopatolégicamente con el Dr. Juan Carlos
Roa.

4.1.2 Caracterizacion de organoides mediante la expresion de transcritos de CD44,
CD133, MHC-I, MHC-II IL-6 e IL-8.

Continuando con la caracterizacion de los organoides, se evalud la expresion de transcritos
de las moléculas de superficie CD44, CD133, MHC-l y MHC-II, ademas de las citoquinas IL-6 e IL-
8 en los 6 organoides, mediante PCR cuantitativo en tiempo real. En la Figura 4 se observa la
expresion relativa de todas las muestras evaluadas, las cuales fueron normalizadas con la
expresion de los transcritos de genes de referencia QARS y TFCP2. En relacidn con los marcadores
seleccionados para deteccion de fenotipo cancer stem cells, se observa en la Figura 4-A que CD44
presenta 3 veces mas expresion de transcritos en las muestras 1573T y 1692T en comparacion a
sus respectivos genes de referencia. Las muestras 1293T y 1703T son las muestras que expresan
menos transcritos de este marcador, observando menor expresion que los genes de referencia.
Para el marcador CD133, se observa en la Figura 4-B, que todas las muestras expresan al menos
1 vez respecto a sus genes de referencia, la muestra 1665T es la que presentd mayor expresion
de transcritos, con 10 veces mas expresion de CD133 respecto a los genes de referencia. Las
muestras 1573T y 1788T presentaron valores de 6 veces mas de expresidn de transcritos de
CD133 y las muestras 1293T y 1703T presentd entre 2 a 5 veces la expresion de transcritos de
CD133 respecto a los genes de referencia. Solo la muestra 1692T presenté valor de 1. Si se
considera la expresién de CD44 y CD133 en conjunto, la muestra 1573T es la que presentd mayor
expresion de ambos marcadores en conjunto, pero se debe considerar que todas las muestras
presentaron expresién de transcritos para ambos marcadores.

32



En relacidn con la expresidn de transcritos del complejo mayor de histocompatibilidad tipo
| (MHC-1) y Tipo Il (MHC-I1), en la Figura 4-C se observa que MHC-I presenté una alta expresién
de transcritos en todas las muestras evaluadas, presentado valores cercanos a 10 para las
muestras 1293T y 1573T y 40 veces mas en la muestra 1703T de expresién de MHC-I en
comparacién al promedio de expresion de transcritos de los genes de referencia. Respecto a la
molécula MHC-II, como se observa en |a Figura 4-D la expresion de transcritos presenté una gran
variabilidad entre las muestras de organoides, con una expresién relativa mayor a 10 en la
muestra 1703T en comparacién a sus genes de referencia y muy baja expresién en la muestra
1293T y 1665T con valores menores a 1.

Adicionalmente, se evaluaron los transcritos de las citoquinas IL-6 e IL-8, como se observa
en la Figura 4-E en IL-6 la expresion de transcritos solo se observé en la muestra 1692T y 1703T
en ambas con valores cercanos a 2 respecto a sus genes de referencia, en las muestras 1293T,
1573T, 1665T y 1788T no se observé expresidon de transcritos mayores a los genes de referencia
respectivos. Respecto a IL-8, como se observa en la Figura 4-F, la expresion de transcritos esta
presente en todos los organoides evaluados respectos a sus genes de referencia. La muestra
1703T presentd una expresion 10 veces mas comparada con los genes de referencia, y la muestra
1573T presentd expresion 5 veces mas en comparacion a sus genes de referencia, las otras
muestras presentan valores cercanos a 1. Las moléculas IL-15, INF-y y TGF-3 fueron evaluados en
las muestras, pero no se logré detectar amplificacion de sus transcritos.
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Figura 4: Caracterizacion de la expresidn relativa de transcritos en comparacién a los genes de referencia mediante
RT-PCR cuantitativo en tiempo real en las muestras de organoides. Los resultados graficados corresponden a los
valores de 1 experimento con 2 replicados técnicos. Como genes de referencia se utilizé QARS y TFCP2.
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4.1.3 Evaluacion de células con fenotipo CSC, CD44+/CD133+ en organoides y expresion
de correceptores MHC-I, MHC-II, CD80, CD86 y PD-L1 en poblacién CSC por citometria de
flujo.

Se caracterizé la poblacidén de células doble positivas CD44/CD133 fenotipo CSC en las
muestras de organoides 1293T, 1573T, 1665T, 1692T, 1703T y 1877T mediante citometria de
flujo. Adicionalmente, en la poblacién de células CD44+ y CD133+ (doble positivas o fenotipo
CSC) se evalud la expresion de la molécula MHC-I, la cual cumple un rol fundamental en la
presentacion de antigenos tumorales por parte de las de las células cancerigenas a células del
sistema inmunes. En esta poblacion también se determind la expresion de los correceptores de
los immune checkpoint MHC-II, CD80, CD86 y PD-L1.

Como se observa en la Figura 5-A, todos los organoides evaluados presentaron poblacion
doble positiva para los marcadores CD44+/CD133+. Particularmente, se observé que las
muestras 1293T, 1573T, 1665T, 1692T y 1788T presentan porcentajes promedios cercanos al
50% de poblacién CD44+/CD133+. La muestra de organoide 1703T presentd un porcentaje
promedio de 15%, el cual fue significativamente menor al porcentaje promedio de las muestras
1665Ty 1788T de la poblacién CD44+/CD133+. Respecto a la molécula MHC-I, la cual es relevante
en la presentacion antigénica, los 6 organoides presentaron poblacidn positiva de esta molécula
dentro de la poblacién CD44+/CD133+, donde se observé que las muestras 1293T, 1665T, 1703T
y 1788T expresan porcentajes sobre el 90% lo que fue significativamente mayor al porcentaje
promedio de la muestra 1573T que tuvo porcentaje de 50% para esta molécula. A pesar de las
diferencias obtenidas, todos los organoides evaluados presentan un porcentaje de las células
fenotipo CSC que expresan MHC-I en la superficie y por tanto podrian participar en los procesos
de presentacidon antigénica.

Como se menciond anteriormente, se evalud la expresion de las moléculas CD80, CD86,
MHC-II y PD-L1 correspondiente a los correceptores de los immune checkpoint CTLA4, LAG3 y
PD-1. Dentro de los correceptores de CTLA4, correspondientes a CD80 y CD86 en la poblacion
doble positiva CD44/CD133, se observé que CD80 presentd baja o nula expresidon de esta
molécula en los organoides evaluados (Figura 5-B). Respecto a la molécula CD86, dentro de la
poblacién CSC los 6 organoides evaluados presentaron expresidn del correceptor, las muestras
1293T y 1703T presentaron un promedio de 12% de la poblacién positiva para CD86, mientas
que la muestra 1692T, presentd un porcentaje promedio de un 35% de poblacién positiva para
CD86, siendo la muestra con el porcentaje mas alto.

Para la molécula de MHC-II, correceptor de LAG3, se observé que las 6 muestras presentan
porcentajes promedios sobre el 75% de células positivas para MHC-II en la poblacién CSC como
se observa en la Figura 5-E, no presentando diferencias significativas entre las muestras.
Finalmente, se observé la expresion de PD-L1 que corresponde al correceptor de PD-1, los 6
organoides presentan poblacidn positiva de PD-L1 dentro de las células CD44+/CD133+, donde
las muestras 1293T y 1665T presentaron menores porcentaje promedio, cercanos al 20% vy la
muestra 1703T presentd una poblacién de 78% de células positivas de PD-L1 en la poblacién CSC.
Sin embargo, no se presentaron diferencias significativas entre las muestras evaluadas.
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Figura 5: Caracterizacion de la expresién de marcadores de células fenotipo CSC CD44+/CD133+, mediante citometria
de flujo en los organoides. A) Porcentajes CD44+/CD133+ en los organoides (B) porcentaje de MHC-I dentro de la
subpoblacién tipo CSC (C-F) porcentaje de expresidn de los correceptores de immune checkpoint CD80, CD86, MHC-II
y PD-L1. Las muestras de organoides se representan en diferentes colores y representa un n=2 para la muestra 1665T
y 1788T y n=3 para las muestras 1293T, 1573T, 1692T y 1703T.

Dentro de la caracterizacidn por citometria de flujo adicionalmente, se determind la
intensidad de fluorescencia media (MFI) de los correceptores de los immune checkpoint CD80,
CD86, MHC-Il y PD-L1 y de la molécula MHC-I, para determinar si presentaban diferencias en su
expresion dentro de las células CD44+/CD133+. Como se observa en la Figura 6, para los
correceptores CD86, MHC-Il y PD-L1 se observa que todos los organoides presentan MFI, pero
con diferencias significativas entre las muestras. Cuando observamos MHC-I el patrén de MFI es
similar al patrén que presenta en porcentaje celular, donde la muestra 1573T es la que presenté
significativamente menor MFI comparado con las otras muestras (Figura 6-A).

Para la molécula CD86 se observa que la muestra 1703T es la Unica con un MFlI menor a
500, las otras 5 muestran presentan valores sobre 500 con un maximo de cercano a 1000 de MFI
para la muestra 1573T y 1788T, sin observar diferencias significativas entre las muestras
evaluadas. Con respecto a MHC-II, se observd un patrén totalmente diferente entre el MFl y
porcentaje de células, considerando que todos los organoides expresan un alto porcentaje de
células positivas para el marcador celular (Figura 5-E), respecto al MFIl se observa que la muestra
1703T presenta significativamente mayor MFI comparado con las muestras 1293Ty 1573T como
se observa en la Figura 6-C. Respecto a la muestra 1573T presenté MFI significativamente mayor
comparado con la muestra 1293T, 1665T y 1692T y expresé MFI significativamente menor
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respecto a las muestras 1703T y 1788T. Finalmente, para el correceptor PD-L1 se observd que
todas las muestras presentaban MFI en un patrén similar al observado en la evaluacion de
porcentaje celular, sin embargo, en la evaluacién de MFI se observaron diferencias significativas
principalmente entre las muestras 1703T y 1788T al ser comparadas con las muestras 1293T,
1573T y 1665T como se observa en la Figura 6-D. El marcador CD80 no se encuentra
representado debido a que su MFI era muy bajo o nulo.

Con los resultados presentados dentro del objetivo 1, se logréo obtener una
caracterizacién robusta de los organoides a nivel histolégico donde se observd que recapitulan
la morfologia del tumor del cual derivan, a nivel de expresion de transcritos se logroé caracterizar
la expresién de moléculas relevantes con el fenotipo CSC como de citoquinas presentes en GBC.
Ademas, también se logré la caracterizacién a nivel de expresion de proteinas mediante
citometria de flujo donde se caracterizé la subpoblacién celular CD44+/CD133+y la expresion de
marcadores de interés como MHC-I, MHC-II, CD80, CD86 y PD-L1.
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Figura 6: Intensidad de fluorescencia media (MFI) de células fenotipo CSC CD44+/CD133+, mediante citometria de
flujo en los organoides. A) MFI de MHC-I expresado en las células CD44+/CD133+ de los organoides (B-D) MFI de
correceptores de immune checkpoint, CD86, MHC-Il y PD-L1 y MHC-I. Las diferentes muestras de organoides se
representan en diferentes colores y representa un n=2 para la muestra 1665T y 1788T y n=3 para las muestras 1293T,

1573T, 1692T y 1703T.
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4.2 Objetivo especifico 2. Evaluar la respuesta de linfocitos T provenientes de
sangre periférica al interactuar directamente (co-cultivo) con organoides
tumorales derivados de pacientes con cancer de vesicula biliar

4.2.1 Caracterizacion de PBMC de pacientes GBC

Durante el desarrollo de la tesis, se realizd una pasantia en el Laboratorio del Dr. Boonstra,
en Erasmus University Rotterdam, en la cual se logré caracterizar la poblacién de linfocitos T
circulantes en muestras de PBMC provenientes de 23 muestras de pacientes con GBC y 22
muestra de pacientes con colelitiasis (GST). Dentro de las muestras de pacientes con GBC se
evaluaron las muestras 1573T, 1665T y 1788T utilizadas para las actividades de caracterizacion y
generacion de co-cultivos en esta tesis. Dentro de los resultados obtenidos se determiné el
porcentaje de poblacion de linfocitos TCD4 y TCD8 en las muestras de pacientes, ademas del
marcador de activaciéon CD69 y la expresion de los immune checkpoint PD-1, CTLA, LAG3 y TIM3.
En la subpoblacion de células TCD4 y TCDS8, no se observaron diferencias significativas en la
expresion del marcador de activacion CD69 comparando la poblacion de GBC y GST. Ademas,
cuando se analizé el porcentaje de expresion positiva de los immune checkpoint PD-1, CTLA4,
LAG3 y TIM3 en la subpoblacién TCD4 y TCD8 tampoco se encontraron diferencias significativas
entre las muestras evaluadas, comparando entre GBC y GST (Protocolos y datos detallados en la
informacion suplementaria punto 11. 1).

Considerando las muestras de pacientes con GBC, en la Figura 7, se muestra un grafico
representativo de la expresion de los immune checkpoint PD-1, CTLA, LAG3 y TIM3 en las
subpoblaciones de linfocitos TCD4 y TCD8. Dentro de las muestras de los pacientes GBC, se
evaluaron las muestras 1573T y 1665T, las cuales son parte de las 6 muestras que se
caracterizaron los organoides en el objetivo 1, en el caso de los PMBC de la muestra 1788T no
fue viable para desarrollar esta caracterizacién. Dentro de las subpoblaciones evaluada se
observa que la poblacién TCD4 expresan un porcentaje entre 20 y 80% de los immune checkpoint
PD-1y TIM3. Sin embargo, para los marcadores CTLA4 y LAG3 se observaron porcentajes bajos,
alcanzado entre un 2-4% de células positivas en la subpoblacién TCD4. Con respecto a la
subpoblacién TCDS, se observé que para el immune checkpoint PD-1 todas las muestras expresan
este marcador, con porcentajes promedio cercano al 30% con una variacién entre el 20y 60% de
poblacién positiva para PD-1 dentro de las células TCD8. Considerando el porcentaje de
expresion del marcador TIM3 se observa una variacién de 20 al 80% de poblaciéon positiva para
la molécula dentro de la poblacion TCDS8. Para los marcadores CTLA4 y LAG3 se observaron
porcentajes promedios cercanos a 2% de células positivas de estos immune checkpoint dentro
de la poblacién TCDS8. Para los immune checkpoint graficados se destacaron con puntos
representativos a las muestras trabajadas en la tesis, en azul la muestra 1573T y en magenta la
muestra 1665T. Dentro de la subpoblacion TCD4, la expresion de TIM3 en las muestras 1573Ty
1665T es similar al promedio de los pacientes GBC, en cambio para PD-1 se observa que la
muestra 1573T presenta un porcentaje mayor, con un 65,6% y la muestra 1665T expresa un
porcentaje de 35% similar al promedio de las muestras correspondiente a un 34,1%. En cuanto a
la subpoblacion TCD8, se observa en TIM3 que las muestras 1573T y 1665T presentan un
porcentaje menor al promedio de las muestras de pacientes GBC que corresponde a un 40%,
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considerando el immune checkpoint PD-1 presentd un porcentaje de 28,3% de células positivas
en las muestras de GBC, correspondiente a valores similares obtenidas en las muestras 1573T y
1665T con porcentajes de 28% y 29%, respectivamente.
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Figura 7: Evaluacion de los porcentajes de expresion de los immune checkpoint CTLA4, LAG3, PD-1y TIM3
en las subpoblaciones TCD4 y TCD8 en muestras de PMBC de pacientes con cancer de vesicula biliar (GBC).
N=23 pacientes. Los datos fueron analizados con FlowJo y graficados en GraphPad Prisma versién 9

4.2.2 Estandarizacion de las condiciones de co-cultivo

Para la generacion del co-cultivo se basd en protocolos previamente reportado por Cattaneo
et al 9 Dijkstra et al ®®, el protocolo establecido por la empresa CrownBio ¢”)y el protocolo de
co-cultivo establecido para colangiocarcinoma reportado por Zhou et al ’?.. Como primer hito, se
establecid el protocolo de aislamiento de PBMC con gradiente de Ficoll desde una muestra de
sangre periférica de control y activacion in vitro de los linfocitos T. Posteriormente se evalué la
expresion de los marcadores de activacién CD69 y CD137 y la expresion de los immune checkpoint
CTLA4, LAG4 Y PD-1 en las subpoblaciones TCD4 y TCD8 mediante citometria de flujo. Basados en
los protocolos anteriormente mencionado se realizaron estandarizaciones de pardametros como
proporcidn celular entre organoides:PBMC (1:5y 1:10), el tiempo de co-cultivo evaluando a 24hrs,
48hrs y 72hrs. Las figuras y detalles de los resultados obtenidos durante las estandarizaciones
estan dentro de la informacién suplementaria, considerando estos resultados se determiné
realizar los ensayos de co-cultivo contemplados en los objetivos 2 y 3, utilizando una proporciéon
de células de 1:5 (organoide:PBMC), una activacién previa de 72hs de los PBMC con anti-
CD3/CD28, la realizacion de los co-cultivos en presencia de un 2% de Matrigel y el co-cultivo fue
realizado por un tiempo de 72hrs a 37°Cy 5% de CO..
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4.2.3 Evaluacidn de la respuesta de Linfocitos T en co-cultivo con organoides.

Una vez estandarizadas las condiciones de cultivo de acuerdo a lo descrito en el punto 4.2.2,
como segundo hito se evalud la activacién de los linfocitos TCD4 y TCDS8 en la interaccién de los
PBMC con los organoides, analizando los marcadores CD69 y CD137. Ademas, se analizd la
expresion de immune checkpoint CTLA4, LAG3 y PD-1 en ambas subpoblaciones celulares, al
termino del co-cultivo.

En relacion a la subpoblacién TCD4 en el co-cultivo, en la Figura 8-A, se observa que en las
condiciones de PBMC basal y activados existe aproximadamente un 40% de poblaciéon TCD4 y
este porcentaje es similar entre los tratamientos evaluados. Sin embargo, cuando se compararon
los PBMC activados en las diferentes condiciones, se observd una disminucidn significativa de la
subpoblacién TCD4 de un 20% menos en la muestra PBMC-Org ST comparado con PBMC control
y una disminucion significativa de un 17% menos de la poblacién TCD4 en la condicion PBMC-
Org IFN-y comparado con la condicién PBMC control. Estos datos muestran que la presencia de
organoides induce a una reduccion de la poblacion de TCD4 respecto a la condicion de PBMC sin
organoides. En la poblacion de PBMC control, sin presencia de organoides tanto activados como
basal no se presentaron diferencias significativas en la poblacion de TCDA4.

Como se observa en la Figura 8-B y 8-C, dentro de la subpoblacién TCD4, se analizé la
expresion de los marcadores de activacion CD69 y CD137, donde se observoé que los co-cultivos
con PBMC activados, el marcador CD69 presentd porcentajes promedios cercanos al 25% en
todas las condiciones evaluadas, no presentando diferencias significativas entre las muestras. En
cambio, en la condicién de los PBMC basal los porcentajes variaron entre en 1% y 14% en
promedio, y tampoco presentan diferencias significativas entre las diferentes condiciones. Sin
embargo, se destaca la muestra 1665T que presentd una alta expresion de CD69 en la condicidn
PBMC basal-Org ST, pudiendo generar una respuesta especifica por parte de este organoide.
Respecto al marcador CD137, las condiciones en presencia de PBMC activados presentaron una
tendencia al aumento de este marcador con porcentajes cercanos al 3%, sin observar diferencias
significativas entre las condiciones evaluadas. En los co-cultivo con la presencia de los PBMC
basal, la expresion de CD137 fue cercana a 0 en todas las condiciones evaluadas.

En relacion a la expresion de los immune checkpoint en la subpoblacién TCD4, se observo
una tendencia de aumento en la expresion de CTLA4, LAG3 y PD-1 comparando la condicidn
PBMC activada con PBMC basal. En CTLA4 (Figura 8-D) se observa un aumento de 2% en
presencia de PBMC activados y en LAG3 un 3% en PBMC activados (Figura 8-E). Sin embargo,
como se muestra en la Figura 8-F, el mayor cambio observado fue en relacién a la expresion de
PD-1, donde se observé una disminucién significativa de la expresion de PD-1 de 3 veces su
porcentaje cuando se compard el co-cultivo de organoides tratados con IFN-y (PBMC-Org IFN-y)
con el control respectivo de PMBC activado. Ademas, se observé una tendencia de disminuir ala
mitad el porcentaje de PD-1 cuando se comparé la condicion de co-cultivo PMBC activados con
organoides sin tratamiento (PBMC-Org ST) con los PBMC activados. En el control de PMBC
activado aumenté un 20% la subpoblaciéon de TCD4 positiva para PD-1 en relacién al control
PMBC basal, en el cual la expresion fue cercana a 0.
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Figura 8: Caracterizacion de la subpoblacién TCD4, marcadores de activacién CD69, CD137 y los immune
checkpoint CTLA4, LAG3 y PD-1 en co-cultivo de organoides y PBMC de control mediante citometria de
flujo. Condicidn de los cultivos: PBMC-Org ST barra negra (PBMC basal-Organoide sin tratamiento), PBMC-
Org ST Barra gris (PBMC previamente activado con organoide sin tratar), PBCM-Org IFN-y barra negra
(PBMC basal con organoides tratados con IFN-y), PBMC- Org-IFN-y barra gris (PBMC previamente activados
con organoides tratados con IFN-y), PBMC barra negra (PBMC basales solos) y PBMC barra negra (PBMC
previamente activados solos). “n” biolégico = 4; muestras 1293T, 1573T, 1665T y 1788T. Los datos fueron
analizados con FlowlJo y graficados en GraPhad Prisma version 9. * p> 0.05 / **p< 0.01 mediante test
estadistico T-test.

En relacidén a la subpoblacién TCDS, Figura 9-A, se observé que los co-cultivos con PBMC
previamente activados presentaron un aumento en la poblacion TCD8 de aproximadamente un
30%, sin presentar diferencias significativas entre las condiciones de co-cultivo evaluadas. Se
analizd las condiciones con los PBMC activados, fueron comparados los diferentes tratamientos.
Considerando esto, se observd un aumento significativo de un 16% en el porcentaje de la
subpoblacién TCD8 en la condicion co-cultivo PBMC activados con organoides sin tratamiento
(PBMC-Org ST) y un aumento significativo de 13% la subpoblacion TCD8 de co-cultivo de
organoides tratados con IFN-y (PBMC-Org IFN-y) en comparacién con PBMC. Ademas, no se
observaron diferencias significativas entre las otras condiciones evaluadas.

En cuanto a los marcadores de activacién CD69 y CD137 (Figura 9-B y 9-C) se observo

una gran variabilidad de los porcentajes de células positivas entre las muestras evaluadas para
el marcador CD69, sin presentar diferencias significativas ni tendencias claras entre las
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condiciones evaluadas. Sin embargo, la muestra 1665T es la que presentd mayor porcentaje de
CD69 en todas las condiciones evaluadas, incluida la condicion PBMC basal. En cuanto a CD137
se observo un aumento cercano al 11% de células positivas en las condiciones de PBMC activados
co-cultivados con organoides sin tratamiento (PBMC-Org ST) y con IFN-y (PBMC-Org IFN-y), pero
no se observaron diferencias significativas entre ellos. En cuanto a la condicién de PBMC
activados presentd porcentajes cercanos al 25% de células positivas para CD137 dentro de la
subpoblacién TCDS, pero con gran variabilidad entre las muestras, no observandose diferencias
significativas en ninguna de las condiciones comparadas.

Adicionalmente, se determind la expresion de los immune checkpoint CTLA4, LAG3 y PD-
1, en la subpoblacién TCD8. En cuanto a la expresién de CTLA4 se presentd una gran variabilidad
en los porcentajes de células positivas entre las muestras evaluadas en todas las condiciones,
con un promedio de expresion de un 5% y no se observaron diferencias significativas entre las
diferentes condiciones (Figura 9-D). En cuanto a LAG3 se observd que las condiciones de PBMC
activados en co-cultivo con organoides sin tratamiento (PMBC-Org ST) y con IFN-y (PBMC-Org
IFN-y) presentaron los porcentajes mds altos, cercanos al 10% de células positivas para LAG3
dentro de la subpoblacidon TCDS8. Particularmente, en la condicidn activado de PMBC-Org ST se
presentd un porcentaje cercano al 15% de expresién de LAG3, el cual corresponde
significativamente unas 5 veces mas alto en relacién al control de PMBC activado (Figura 9-E). El
analisis de las células positivas para PD-1 en la subpoblacién TCD8 mostré que bajo la condicién
de co-cultivo en presencia de PBMC basal, todas las condiciones presentan porcentajes cercanos
a 0. Cuando se analizaron los co-cultivos en presencia de PBMC activados se presentd un
porcentaje promedio cercano al 5% de poblacién positiva de PD-1 dentro de la poblaciéon CD8.
La expresidn de este marcador disminuyo significativamente en la condicién de PBMC-Org IFN-y
comparada con la condicion PMBC-Org ST y de PMBC activado (Figura 9-F).

Dentro de los resultados obtenidos en el objetivo 2, se logré establecer un protocolo de
co-cultivo de organoides derivados de pacientes con vesicula biliar con célulasinmunes derivadas
de sangre periférica (PBMC). Adicionalmente, con el protocolo establecido se logré evaluar la
respuesta de linfocitos T mediante la expresién de marcadores de activacién como CD69 y
CD137, ademas de la expresidon de los immune checkpoint CTLA4, LAG3 y PD-1. Dentro de los
resultados observados encontramos respuestas diferenciadas entre los diferentes organoides
derivados de pacientes utilizados para los ensayos. Estos resultados nos dan luces de que cada
muestra derivada de paciente tendria una respuesta especifica al estar co-cultivada con el PBMC
derivado de un mismo control.
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Figura 9: Caracterizacion de la subpoblacién TCD8, marcadores de activacion CD69, CD137 y los immune
checkpoint CTLA4, LAG3 y PD-1 de co-cultivo de organoides y PBMC de control, mediante citometria de
flujo. Condicidn de los cultivos: PBMC-Org ST barra negra (PBMC basal-Organoide sin tratamiento), PBMC-
Org ST Barra gris (PBMC previamente activado con organoide sin tratar), PBCM-Org IFN-y barra negra
(PBMC basal con organoides tratados con IFN-y), PBMC- Org-IFN-y barra gris (PBMC previamente activados
con organoides tratados con IFN-y), PBMC barra negra (PBMC basales solos) y PBMC barra negra (PBMC
previamente activados solos). “n” biolégico = 4; muestras 1293T, 1573T, 1665T y 1788T. Los datos fueron
analizados con FlowlJo y graficados en GraPhad Prisma version 9. * p> 0.05 / **p< 0.01 mediante test
estadistico T-test.

4.3 Objetivo especifico 3: Evaluar el efecto de la inhibicion del immune checkpoint
PD-1, en el modelo de interaccion de células inmunes con organoides derivados
de pacientes con cancer de vesicula biliar

4.3.1 Caracterizacidon de Linfocitos T en co-cultivo con organoides en presencia de
inhibidores de PD-1
Para este objetivo se realizaron los co-cultivos en las condiciones estandarizadas
previamente en el objetivo 2 en presencia de los inhibidores de PD-1, Nivolumab y
Pembrolizumab. Los resultados obtenidos provienen del co-cultivo realizados con los organoides
1573T, 1665T, 1703T y 1788T con PBMC control o alogénico. Para maximizar el analisis y
discusidn de los resultados obtenidos se presentan las figuras con las variables mas relevantes a
analizar, donde se consideran los co-cultivos de organoides tratados o no con IFN-y en conjunto
con los PBMC previamente activados. Todas las condiciones evaluadas incluyendo los controles
de los PBMC basales en co-cultivo y los PBMC tanto basales y activados sin presencia de
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organoides se encuentran analizados y los graficos y su descripcidon correspondiente estan
presentes en Informacién Suplementaria.

Como se observa en la Figura 10-A, la subpoblacién TCD4 representa un porcentaje
promedio cercano al 25% en todas las condiciones evaluadas, no presentando diferencias
significativas entre los tratamientos evaluados. Sin embargo, podemos observar variabilidad en
el porcentaje de células TCD4 positivas entre las diferentes muestras evaluadas. En cuanto a los
marcadores de activacion, para CD69 se observa que todas las condiciones presentan un
porcentaje promedio aproximado de 50% de células CD69 positivas dentro de la subpoblacién
TCD4 (Figura 10-B). Sin embargo, se observa una distribucidon heterogénea entre las muestras,
donde se observa que la muestra 1665T presenta un porcentaje cercano al 80% de células
positivas para CD69. Mientras que la muestra 1703T presentd el porcentaje mas bajo de CD69
entre todas las muestras, con valor cercano al 20%. Las muestras 1573T y 1788T se encuentran
con valores de CD69 entre el rango de porcentaje entre los valores de 20-80%. Para el marcador
de CD137 también se observa una distribucidn heterogénea entre las muestras evaluadas, donde
los organoides previamente tratados con IFN-y se observan porcentaje cercano al 8% y en los
organoides sin tratamiento cercanos al 6% (Figura 10-C). En ambas condiciones (ST e IFN-y) se
observa variacion entre 2-20% de poblacién CD137 entre las muestras evaluadas. Sin embargo,
en las muestras 1665T y 1788T el porcentaje de CD137 presenta una tendencia de aumentar en
la subpoblaciéon TCD4 de un 3 y 5%, respectivamente, cuando los co-cultivos son incubados en
presencia de los inhibidores Nivolumab o Pembrolizumab.

En el caso de los immune checkpoint, encontramos que el marcador CTLA4 presenta
porcentajes promedio aproximados al 10% de células positivas en las condiciones evaluadas. Sin
embargo, en las muestras 1573T y 1665T en ambas condiciones ST y tratadas con IFN-y se
observa una tendencia de disminucién del porcentaje, de aproximadamente un 2% en los
tratamientos con los inhibidores Nivolumab o Pembrolizumab. Para las muestras 1703T y 1788T
se observan valores similares en el porcentaje de células CTLA4 positivas entre los tratamientos
evaluados. En relacidén a LAG3, este immune checkpoint se expresa en porcentajes promedios
cercanos al 8%. Sin embargo, cabe sefalar que las muestras 1665T y 1788T expresan porcentajes
cercanos al 15% y las muestras 1573T y 1703T expresan valores cercanos al 0% no observando
diferencias ni tendencias entre los tratamientos evaluados. Cuando se evalué PD-1, su expresion
fue variable entre las muestras evaluadas con un porcentaje menor al 5% para la muestra 1703T,
cercanas al 15% para la muestra 1573T, alrededor de un 35% para la muestra 1788T y un
porcentaje cercano al 50% de células positivas para la muestra 1665T, sin observar diferencias
entre el tratamiento con IFN-y y sin tratar. Al igual que para los otros immune checkpoint, no se
observaron diferencias significativas entre las condiciones analizadas. Estos resultados se
asemejan a lo previamente evaluado en el objetivo 2, condiciones de co-cultivo sin el uso de
inhibidores, ya que lo mas llamativo es que existe una gran variabilidad de expresién de los
diferentes marcadores entre las diferentes muestras de pacientes estudiadas. Adicionalmente,
como se observa en la Figura 10-F, en presencia de los inhibidores Nivolumab o Pembrolizumab,
no se pudo determinar la expresion de PD-1 mediante citometria de flujo, esto estaria
demostrando que los inhibidores fueron especificos para PD-1 impidiendo la union del
anticuerpo de citometria anti-PD-1.
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Figura 10: Caracterizacion de la subpoblacion TCD4 en co-cultivo con organoides de pacientes antes y
posterior al tratamiento con inhibidores anti-PD-1. Se evaluaron los marcadores de activacién CD69,
CD137 y los immune checkpoint CTLA4, LAG3 y PD-1 en co-cultivo de organoides y PBMC previamente
activado como control mediante citometria de flujo. Condicién de los cultivos: organoides sin tratamiento
(ST), organoides tratados con IFN-y previo al co-cultivo (IFN-y), co-cultivo sin inhibidores (-), co-cultivo
tratado con Nivolumab (+Nivo), co-cultivo tratado con Pembrolizumab (+Pem). “n” bioldgico = 4 muestras
1573T, 1665T, 1703T y 1788T. Los datos fueron analizados con FlowlJo y graficados en GraPhad Prisma
versidn 9. * p> 0.05 / **p< 0.01 mediante test estadistico T-test.

Dentro de la subpoblacién de linfocitos TCD8 Figura 11-A, se observan porcentajes
promedios entre 60 y 65% en las diferentes condiciones evaluadas, con una distribucién entre
las muestras de células positivas que van entre un 40 y 80% para este marcador. No se
observaron diferencias significativas entre los tratamientos, pero al igual que lo observado para
TCD4 llama la atencién los porcentajes heterogéneos entre las distintas muestras de pacientes
estudiadas. En cuanto a los marcadores de activacién, observamos que para CD69 (Figura 11-B)
presenta un porcentaje promedio aproximado de 30%, con un rango entre las muestras entre 20
y 50% de células positivas. La muestra 1665T presento el porcentaje mas alto de expresion de
aproximadamente de 50% de células CD69 positivas en la subpoblacion TCDS, sin variacion entre
las condiciones evaluadas. En la muestra 1788T se observa una tendencia de aumentar al doble
de células positivas para el marcador CD69 comparando las condiciones sin inhibidores con la
condicidn en presencia de Nivolumab o Pembrolizumab. Para el marcador de activacién CD137
(Figura 11-C) se observa un porcentaje promedio cercano al 20%, con un rango entre las
muestras con porcentajes variables entre un 5y 40% de células positivas. La muestra 1665T y
1788T fueron las que presentaron porcentajes sobre el promedio. Particularmente, la muestra
1788T presenta una tendencia a aumentar un 10% de células positivas para CD137 dentro de la
subpoblacidn TCD8, cuando los co-cultivos con organoides ST y tratados con IFN-y se incubaron
en presencia de los inhibidores Nivolumab o Pembrolizumab. Al igual que para CD69 se observa
una alta variabilidad entre las muestras, sin diferencias significativas entre los tratamientos.
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En cuanto a la expresion de los immune checkpoint, CTLA-4 que se observa en la Figura
11-D, este presenta un porcentaje promedio cercano al 40% en todas las condiciones evaluadas.
Entre las muestras evaluadas se observa variabilidad en los porcentajes de células positivas,
donde se observa que la muestra 1573T presenta porcentajes cercanos al 85%, la muestra 1703T
con porcentajes cercanos al 55% y las muestras 1665T y 1788T con porcentajes menores al 10%
de células positivas de CTLA4 en la subpoblacion TCD8. Adicionalmente no se observan
diferencias ni tendencias de cambio entre las diferentes condiciones evaluadas. Con respecto a
la molécula de LAG3 (Figura 11-E) se observa que presentd porcentajes promedios cercanos al
20% en todas las condiciones evaluadas. Sin embargo, también se observa una variabilidad entre
las muestras donde 1665T y 1788T presentan porcentajes cercanos al 50% de poblacién positiva
y las muestras 1573T y 1703T valores cercanos al 0% de células positivas. La muestra 1788T
presenta una tendencia a aumentar entre un 2 a 5% de las células positivas a LAG3 en la
condicién de ST e IFN-y cuando el co-cultivo fue realizado en presencia de Nivolumab o
Pembrolizumb y la muestra 1665T presenta una tendencia de aumento de un 2% de células
positivas a LAG3 en la condicién IFN-y cuando el co-cultivo fue realizado en presencia de
Nivolumab o Pembrolizumb.

En el caso de PD-1 como se observa en la Figura 11-F, las muestras presentaron un
porcentaje promedio cercano al 10%, donde la muestra de mayor porcentaje corresponde a
1665T con valores sobre el 15%, las muestras 1573T Y 1788T presentaron porcentajes cercanos
la 5% y la muestra 1703T con un porcentaje de 1% siendo la muestra de menor expresion de PD-
1 en la subpoblacién TCDS. Al igual como fue mencionado anteriormente, el bloqueo con los
inhibidores no permite determinar la poblaciéon PD-1 positiva mediante la citometria de flujo,
cuando los co-cultivos se realizaron en presencia de Nivolumab o Pembrolizumab.
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Figura 11: Caracterizacion de la subpoblacién TCD8 en co-cultivo con organoides de pacientes antes y
posterior al tratamiento con inhibidores anti-PD-1. Se evaluaron los marcadores de activacién CD69,
CD137 y los immune checkpoint CTLA4, LAG3 y PD-1 de co-cultivo de organoides y PBMC previamente
activado como control mediante citometria de flujo. Condicién de los cultivos, organoides sin tratamiento
(ST), organoides tratados con IFN-y previo al co-cultivo (IFN-y), co-cultivo sin inhibidores (-), Co-cultivo
tratado con Nivolumab (+Nivo), Co-Cultivo tratado con Pembrolizumab (+Pem). “n” bioldgico = 4 muestras
1573T, 1665T, 1703T y 1788T. Los datos fueron analizados con FlowlJo y graficados en GraPhad Prisma
versidn 9. * p> 0.05 / **p< 0.01 mediante test estadistico T-test.

4.3.2 Evaluacién bajo condicién co-cultivo autélogo y alogénico:

Adicionalmente se logré evaluar en el co-cultivo en la muestra 1703T en condicidn
autdloga, es decir, con PBMC provienen del mismo individuo. Ademas, al igual que para los
objetivos 2 y 3 los co-cultivos fueron comparados con un control alogénico donde los PBMC
provienen de un donante sano. Los resultados son mostrados en la Figura 12. Al igual que en los
resultados previos, solo se mostrara la condicidn activada y en presencia de organoides, el grafico
con todas las condiciones se adjunta en Informacion Suplementaria. Dentro de la subpoblacién
TCD4 como se observa en la Figura 12-A, las muestras presentaron porcentajes mayores a 60%
cuando el co-cultivo se realizd de forma autdloga, mientras que cuando fue en condiciones
alogénico la subpoblacién TCD4 se obtuvieron valores cercanos al 25%. Sin observar diferencias
significativas entre las condiciones evaluadas.

En cuanto a los marcadores de activacién, cuando analizamos CD69 se logré ver una
distribucién diferente entre la condicién autdloga que presenta porcentajes cercanos a 30% y la
condicién alogénica donde se observa porcentajes entre un 25 y 30% (Figura 12-B). Para el
marcador de activacién CD137 como se observa en la Figura 12-C, se obtuvieron valores menores
al 10% de células positivas en todas las condiciones evaluadas y sin diferencias significativas entre
ellas. Cabe sefialar, que bajo la condicién de co-cultivo autélogo se presenta mayor porcentaje
de CD137 con respecto a su condicién control alogénica. Adicionalmente, se observa una
pequeiia tendencia de aumentar el porcentaje de CD137 en presencia de los inhibidores
Nivolumab o Pembrolizumab en la condicién de co-cultivo sin tratamiento (ST).
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En relacion a los immune checkpoint se observa que CTLA4 (Figura 12-D) presenta
expresiones cercanas al 2% en todas las condiciones, tanto para el co-cultivo autélogo como el
alogénico sin presentar diferencias entre las condiciones evaluadas. Respecto a LAG3, todas las
condiciones evaluadas presentan porcentajes cercanos a 0% como se observa en la Figura 12-E.
Finalmente, se observa en la Figura 12-F que la condicidn de co-cultivo autdloga presento
porcentajes de PD-1 entre un 20-30% células positivas en la subpoblacién TCD4. A diferencia en
el caso del co-cultivo alogénico, donde el porcentaje de PD-1 presentd un 2% de células positivas.
Adicionalmente como se ha mencionado anteriormente con la presencia de los inhibidores no
se observa poblacidn PD-1 positiva dentro de la poblacién TCDA4.
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Figura 12: Caracterizacion de la subpoblacion TCD4, marcadores de activacion CD69, CD137 y los immune
checkpoint CTLA4, LAG3 y PD-1 mediante citometria de flujo de co-cultivo de organoide 1703T y PBMC
autdlogo y alogénico. Condicion de los cultivos, organoides sin tratamiento (ST), Organoides tratados con
IFN-y previo al co-cultivo (IFN-y), Co-Cultivo sin inhibidores (-), Co-cultivo tratado con Nivolumab (+Nivo),
Co-Cultivo tratado con Pembrolizumab (+Pem). “n” bioldgico = 1 autdlogo y 1 alogénico. Los datos fueron

analizados con FlowlJo y graficados en GraPhad Prisma version 9. * p> 0.05 / **p< 0.01 mediante test
estadistico T-test.
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En cuanto a la subpoblacion TCDS, se observa en la Figura 13-A que el co-cultivo autélogo
presentd una poblacion de 20% células positivas para CD8 y el co-cultivo alogénico de un 80%,
lo que representd perfiles diferentes entre las condiciones. En cuanto a los marcadores de
activacién, se observa que CD69 (Figura 13-B) presenta porcentajes mayores al 20% en la
condicién autdloga con una tendencia a disminuir un 5% de células positivas cuando el co-cultivo
fue realizado en presencia de Nivolumab o Pembrolizumab. Cuando se realizé de forma alogénica
el porcentaje de CD69 fue entre 10-15% sin presentar diferencias entre las condiciones
evaluadas. En el caso de CD137 como se observa en la Figura 13-C, los porcentajes de células
positivas fueron entre el 15 y 20% bajo condicién co-cultivo con PBMC autélogo y menores al
10% cuando los PBMC fueron alogénico, sin observarse tendencias ni diferencias entre las
condiciones evaluadas.

En el caso de los immune checkpoint se observa que CTLA4 (Figura 13-D) presenta valores
mayores al 70% de células positivas para el marcador dentro de la subpoblacién TCDS8, cuando
el co-cultivo se realizé condicion autdloga y entre 50 y 55% de células positivas cuando se realizé
en condiciéon alogénica. Respecto a LAG3, no se observa expresion del marcador en ninguna de
las condiciones evaluadas como se muestra en la Figura 13-E. Respecto al immune checkpoint
PD-1 se observa que en la condicién de co-cultivo con PBMC autélogo se presentan porcentajes
entre 20 y 30% (Figura 13-F). Adicionalmente, se observa que en condicién co-cultivo alogénico
el porcentaje disminuye, obteniendo valor de 1% de células positivas en las condiciones
evaluadas. Adicionalmente, bajo ambas condiciones de co-cultivo con PBMC autdlogo o
alogénico en presencia de inhibidores no se detecta la expresion de PD-1 lo que nuevamente
confirma el bloqueo del receptor.

Dentro de los resultados obtenidos en el objetivo 3, se logrd realizar los co-cultivos en
presencia de los inhibidores de PD-1, Nivolumab y Pembrolizumab, se logré evaluar la respuesta
de linfocitos TCD4 y TCD8 mediante marcadores de activacién CD69 y CD137, como también la
expresion de los immune checkpoint CTLA4, LAG3 y PD-1. Dentro de estos resultados se logré
confirmar el bloqueo de PD-1 mediante el uso de los inhibidores. Ademas, se observd una
respuesta heterogénea entre las muestras de organoides en cuanto a la expresidon de los
marcadores, consolidando la idea de la respuesta especifica de los linfocitos T frente a la
presencia de los diferentes organoides. Con estos resultados, se logré una primera aproximacién
de co-cultivo autélogo, mostrando un perfil de respuesta completamente distinto al presentado
bajo la condicién de control alogénica, generando un nuevo desafio a continuar maximizando el
potencial del modelo de co-cultivo de organoides con células del sistema inmune.
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Figura 13: Caracterizacion de la subpoblacion TCD8, marcadores de activacion CD69, CD137 y los immune
checkpoint CTLA4, LAG3 y PD-1 mediante citometria de flujo de co-cultivo de organoide 1703T y PBMC
autdlogo y alogénico. Condicidn de los cultivos: organoides sin tratamiento (ST), organoides previamente
tratados con IFN-y. Co-Cultivo sin inhibidores (-), co-cultivo tratado con Nivolumab (+Nivo), co-Cultivo
tratado con Pembrolizumab (+Pem). “n” biolégico =1. Los datos fueron analizados con FlowJo y graficados
en GraPhad Prisma version 9. * p>0.05 / **p< 0.01 mediante test estadistico T-test.
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Capitulo 5 Discusion

El cancer de vesicula biliar es una neoplasia maligna con una alta prevalencia en nuestro
pais, destacando que en la poblacién mapuche se ha reportado una incidencia de GBC de 20
casos por cada 100.000 habitantes 7. Desafortunadamente, el GBC en nuestro pais persiste
como un problema de salud publica, especialmente para mujeres donde se presenta como la
quinta causa de muerte por cancer, pese a los esfuerzos realizados como la colecistectomia
preventiva de la vesicula biliar en personas entre 35 y 49 afios . La reseccién quirtrgica de la
vesicula es el Unico tratamiento efectivo contra el cancer ). Sin embargo, la mayoria de los
pacientes no son candidatos a cirugia, por tanto, se establece en ellos el tratamiento estandar
que ha sido ampliamente usada en este tipo de céncer en los ultimos 10 a 20 afos,
correspondiente a quimioterapia de gemcitabina y cisplatino *%. Sin embargo, la tasa de
respuesta a la quimioterapia es variable y muchos casos presentan mal prondstico.

Basandonos en estos antecedentes, toma relevancia la busqueda de nuevos modelos
para evaluacion de tratamientos, como quimioterapias, radioterapia e inmunoterapia,
enfocandose en la medicina personalizada en este tipo de patologias. En esta tesis cobra
protagonismo el establecimiento del modelo de cultivos tridimensionales de organoides
derivados de pacientes. Durante el desarrollo de este trabajo, se logré establecer y caracterizar
6 organoides derivados de pacientes con diagndstico de cancer de vesicula biliar. Dentro de los
datos demograficos se destaca que un 67% de las muestras derivan de mujeres (4/6) y un 33%
correspondientes a muestras derivadas de hombres, los cuales presentan un promedio de edad
de 68,5 aios, particularmente en las muestras derivadas de pacientes mujeres la edad promedio
de diagnostico fue de 60,5 afios. Los antecedentes clinico-patoldgicos de las muestras utilizadas
son representativos a lo que se ha descrito previamente en nuestro pais y similares a otras
cohortes de pacientes, se reportd una caracterizacion de una cohorte de pacientes GBC en
Portugal, donde la edad promedio de diagndstico en hombres fue de 70,1 afios y el porcentaje
de mujeres presentes en la cohorte fue de un 63,4%. Ademas, en esta cohorte un 68,3% de los
pacientes presentaban célculos en la vesicula biliar al momento del diagnéstico 7®. En este
sentido el establecimiento del protocolo de la generacién de los organoides derivados de
pacientes GBC en nuestro laboratorio, logré que los organoides fueran representativo de la
morfologia, heterogeneidad celular y mutacional (datos no mostrados) del tumor de origen.
Siendo esto un hito relevante para el desarrollo de la investigacion de esta patologia.
Previamente, se ha reportado el establecimiento y caracterizacién de organoides derivados de
pacientes GBC utilizando solo una muestra y con un enfoque en caracterizacion histoldgica,
genética y respuesta a droga donde los organoides son representativos del tumor de origen %),
Adicionalmente, existen otros reportes de caracterizacion de organoides derivados de GBC con
tasas de establecimiento de 12% y una preservacién de los cultivos de al menos 6 meses (18 77:78),
Sin embargo, la aplicabilidad en las nuevas herramientas terapéuticas como la inmunoterapia o
evaluar la respuesta frente a otros componentes del microambiente tumoral era un desafio
pendiente que logramos responder en el trabajo desarrollado en esta tesis y los resultados
presentados.
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Las células con fenotipo CSC se han estudiado en diferentes tipos de tumores
gastrointestinales. Especificamente en GBC se ha reportado la presencia de estas células y la
expresion de marcadores, dentro de los que se destaca CD44 con una presencia en un 19,5% y
molécula ALDH1 presente en un 41,5% de pacientes, ambas se han sido asociado al fenotipo CSC
en una cohorte de pacientes GBC 7%, Respecto a CD133, otra molécula asociada al fenotipo CSC,
se ha se logrado aislar células CD133 a partir de lineas celulares derivadas de tumores de vesicula
biliar y estas células presentaron mayor expresion de la molécula XRCC1 asociada a la reparacion
de DNA. Adicionalmente se estudidé el efecto bioldgico de XRCC1 en las células CD133+,
observandose que la presencia de XRCC1 en las células CD133 positivas fue asociada con
guimioresistencia al tratamiento con 5-fluorouracilo (5-FU), inhibiendo la necrosis y apoptosis
celular ). Adicionalmente, se ha reportado que células con fenotipo CSC caracterizados por la
co-expresion de CD44 y CD133, presentan mayor resistencia a Gemcitabina y a 5-FU comparado
con células que expresan solo CD44 o CD133 %8, Otra publicacién muestra que esta subpoblacién
celular doble positiva CD44 y CD133 presentd resistencia a Gemcitabina. Ademas, este fendmeno
de resistencia se asocid a la expresion de miR-205-5p, cuando en estas células se presentaban
aumentada la expresion de miR-205-5p disminuia su resistencia a Gemcitabina ©°. Por otro lado,
contar con modelos que representen el enriquecimiento de CSC y permitan evaluar la eficacia de
las nuevas terapias es otro importante desafio. En este sentido esta tesis contribuye a la
caracterizacién de las células fenotipo CSC en los organoides derivados de pacientes con GBCy
a la generacién de un modelo basado en co-cultivo de estos organoides con células del sistema
inmune para evaluar inmunoterapias. Dentro de los resultados obtenidos en esta tesis, se
observa que todos los organoides presentaron un porcentaje de al menos un 20% de
subpoblacién fenotipo CSC esto medido a través de la expresion doble positiva de los marcadores
CD44 y CD133. Esto refuerza que la expresion de ambos marcadores esta presente en tumores
de GBC y es mantenida en el modelo de organoides

Dentro de las inmunoterapias propuestas para tumores del tracto biliar, se ha evaluado
el potencial terapéutico de las denominadas CAR-T que corresponde a células inmunes,
especificamente células modificadas genéticamente para generar una respuesta contra un
antigeno tumoral especifico *°). Recientemente, un estudio ha mostrado resultados promisorios
utilizando inmunoterapia anti-CD133-CAR-T. Esta terapia fue capaz de eliminar células fenotipo
CSC positivas para CD133 en colangiocarcinoma ®*). Dado esto, toma relevancia la caracterizacién
y el estudio de diferentes componentes del microambiente tumoral, como son la presencia de
las células tumorales fenotipo CSC, las células inmunes, mecanismos de evasion y resistencia. La
busqueda de modelos de co-cultivos entre células tumorales y componentes del microambiente
tumoral, como los CAFs o células del sistema inmune ha avanzado enormemente este ultimo
tiempo, especialmente con la utilizacién de modelos 3D, que son capaces de recapitular el
fenotipo, genotipo vy fisiopatologia del tumor derivado del paciente 2. Adicionalmente, se ha
reportado que las células fenotipo CSC presentan un aumento en la expresién de moléculas
inmunosupresoras como PD-L1 y CTLA4, directamente relacionadas a mecanismos de evasién
inmune *°), En cancer de mama se ha reportado un aumento significativo de la expresién de PD-
L1 a partir de células con fenotipo CSC comparadas con las otras poblaciones de células
tumorales mas diferenciadas ®. En cancer de cabeza y cuello se ha observado un aumento en
la expresién de PD-L1 en células CD44+, fenotipo CSC ®%. Ademds, en cancer géstrico se ha
observado la sobreexpresién de PD-L1 en células tipo CSC . Estos antecedentes se relacionan
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con los resultados encontrados en esta tesis, donde las células fenotipo CSC presente en los
organoides derivados de GBC mostraron entre un 20% a 50% de células PD-L1 positivas, lo que
concuerda con lo descrito en la literatura respecto al aumento de la expresién de molécula
inmunosupresora en esta subpoblacién celular. Dentro de los resultados relevantes asociados a
esta tesis, cabe sefialar que se logrd caracterizar los organoides GBC, que fueron capaces de
recapitular la morfologia y heterogeneidad celular del tumor del cual derivaron. También se
caracterizé la presencia de las células CSC con la expresion de los marcadores CD44 y CD133, en
esta subpoblacion celular se demostro la expresion de la molécula inmunosupresora PD-L1 y
otros correceptores de los immune checkpoint CD86 y MHC-II.

Posteriormente durante la caracterizacion de la expresion de los immune checkpoint en
células T circulantes derivadas de pacientes GBC, los resultados obtenidos muestran que el 100%
de los pacientes GBC evaluados, expresan el immune checkpoint PD-1 en las subpoblaciones
TCD4 y TCDS. Esta caracterizacidn es relevante en nuestra poblacién, debido a que es la primera
vez que se analiza en las subpoblaciones inmunes, TCD4 y TCD8 por citometria de flujo la
expresion de PD-1 en pacientes chilenos con patologia GBC. Lo cual al complementarse con otros
antecedentes aporta conocimiento como una primera aproximacién de la expresién de este
receptor en pacientes con GBC y la posibilidad de utilizar inmunoterapias dirigidas a este
inhibidor de immune checkpoint en este tipo de cancer. Existen estudios donde evaltdan la
expresion de PD-1 en pacientes GBC y nuestro aporte cobra relevancia como caracterizacién
realizada en linfocitos T circulantes en una cohorte de pacientes chilenos. Un estudio reciente
evalud la expresion de PD-1y PD-L1 a nivel tumoral en 47 pacientes, donde se observé mediante
inmunohistoquimica de TMA de los tumores, que la expresién de PD-L1 en células tumorales
estaba presente en un 98% (46/47) de los pacientes estudiados y en el 85% de los casos se
observa que, un 50% o mas de células expresaron PD-L1 en membrana con una alta intensidad
de expresién (3+). Complementariamente la expresion de PD-1 fue evaluada en los linfocitos
infiltrantes de tumor (TILs), donde se observé que un 78% de los pacientes presentaban
expresién positiva de PD-1 en TiLs ). Esto muestra que un alto porcentajes de pacientes con
GBC expresan PD-1 a nivel tumoral, lo cual se podria relacionarse indirectamente, con nuestros
resultados obtenidos en linfocitos circulantes, donde observamos que todos los pacientes
evaluados expresan PD-1 en linfocitos TCD4 y TCD8. Por otra parte, un estudio evalud TILs en
pacientes chilenos con GBC, donde se reportd la infiltracién de linfocitos TCD3 en el 100% de
pacientes evaluados (79/79). Este resultado difiere a reportes previos de pacientes en Japdn o
Alemania donde solo un 30 a 50% de los pacientes presentan infiltracién de TCD3 ¥, tomando
relevancia de las diferencias presentadas en las distintas cohortes de pacientes de acuerdo al
pais de origen y a los factores de riesgos asociados. A pesar de que en nuestro estudio no se
analizaron los TILS, se ha reportado de que el uso de PBMC de sangre periférica podria ser una
alternativa facil y accesible estudiar las interacciones del tumor con células inmunes & 79, por
tanto, como primer antecedente el estudio de linfocitos circulantes en pacientes GBC son datos
relevantes para la investigacion en esta patologia y creemos que podria ser interesante
complementar estos antecedentes con futuros estudios se sumen a esta caracterizacién para
poder evaluar y comparar los resultados obtenidos con otras cohortes de pacientes, o como
potenciales biomarcadores para inmunoterapia.
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Dentro de los resultados obtenidos en la tesis, se logré estandarizar el co-cultivo de
organoides derivados de pacientes GBC con PBMC de controles sanos. A partir de estos co-
cultivos se logré concluir que los organoides generan una respuesta de activacion de los linfocitos
TCD4 y TCD8, aumentando la expresion de los marcadores de activacion CD69 y CD137, como
también un aumento en los porcentajes de los immune checkpoint CTLA4, LAG3 y PD-1. Cabe
destacar, que cada organoide presenta un perfil de activacion diferente, por tanto, creemos que
caracteristicas propias del organoides, como el porcentaje de células fenotipo CSC o la expresion
de moléculas inmunomoduladoras como PD-L1 podrian ser relevantes en la generacién de cada
respuesta especifica. En este sentido, toma relevancia como resultado la caracterizacién de estas
subpoblaciones y la expresion de sus marcadores de activacion e immune checkpoint tanto a
nivel de células circulantes como en el modelo propuesto de co-cultivo entre organoides GBC y
PBMC control.

La mayoria de los reportes determinan la infiltracion de células inmunes en los tumores.
Dentro de estos, el cancer del tracto biliar son una familia de cancer epitelial heterogénea
incluyendo colangiocarcinoma intrahepatico y extrahepatico, ademas del cancer de vesicula
biliar, los cuales han sido caracterizados por presentar un microambiente tumoral
inmunosupresor y escases de células infiltrantes del tipo T efectoras 7). Este escenario, hace
altamente relevante intentar caracterizar el microambiente tumoral, como también la
interaccion entre las células tumorales y las del sistema inmune. Dentro de este desafio, toma
relevancia los nuevos modelos de estudio de tumores como los organoides y ensayos donde se
puedan evaluar la interaccién con otros componentes del microambiente tumoral como los co-
cultivo de organoides y células del sistema inmune.

Los organoides se han posicionado en los ultimos afios como un modelo representativo
de la heterogeneidad tumoral, se ha reportado la utilidad de este modelo para estudiar la
progresién del cancer, evaluacion de testeo a drogas entre otros 2. En los dltimos afios, varios
estudios han focalizado en evaluar como las células inmunes interactiian con organoides y otros
componentes del microambiente tumoral. Uno de los primeros trabajos que mantuvo el
componente inmune del paciente, fue descrito como un modelo de interfaz aire - liquido
denominado ALI-PDOs el cual es capaz de mantener poblaciones del microambiente tumoral por
hasta 40 dias, después de este tiempo de cultivo y los pasajes influyen en la viabilidad de las
células inmunes, limitando la aplicabilidad del modelo®®. Trabajos posteriores se enfocaron
principalmente en los nuevos modelos de tumor, los avances de la inmunoterapia y la necesidad
de entender los mecanismos involucrados en las interacciones. En este sentido se logroé estudiar
usando modelo de co-cultivos la actividad citotéxica de los TCD8 en presencia de organoides
derivados de pacientes "%, y la capacidad de generar respuesta T frente a antigenos especificos
derivados de organoides de cancer colorrectal 8. Ambos estudios se asemejan y potencian los
resultados obtenidos en esta tesis. Ademas, todos estos estudios resaltan la relevancia del
modelo de organoides tumorales como una plataforma ex vivo con potencial para la evaluacién
de respuesta inmune con proyecciones de uso eny la prediccién de respuesta de inmunoterapia.

Cabe sefialar que, durante este trabajo, en los co-cultivo se evalué todas las condiciones

realizadas considerando todos los controles como, PBMC basal y activado mediante el
tratamiento con anti-CD3 y CD28 el cual es un estimulo policlonal de activacion de las células T,
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que induce la proliferacién de las células T, en las subpoblaciones TCD4 como TCD8 %Y (estos
resultados fueron reportados en la Informacién Suplementaria). Sin embargo, para una
optimizacidon de la presentacidon y discusidn de resultados se decidio presentar solo la condicion
de linfocitos activados, debido a que es una caracteristica de funcionalidad de los linfocitos 2y
se identificd cada muestra con un color diferente, para poder presentar de mejor manera los
resultados, debido a la alta variabilidad que encontramos entre las muestras derivadas de cada
paciente. Dentro de los resultados observamos en los co-cultivo que los PBMC provenientes de
control, responden al estimulo de la presencia de los organoides y cambian algunas poblaciones
de células inmunes.

En los co-cultivos de organoides y PBMC encontramos una alta expresion de CD69 tanto
en la subpoblacién TCD4 como TCDS, esto se relaciona con un estado de activacion de los
linfocitos y de que cuentan con la capacidad de responder frente a los estimulos presentados. La
expresion de CD69 se observa alta en todas las condiciones en las cuales se encuentran presente
los organoides. Particularmente, en las muestras 1665T y 1788T se observa alta expresion de
CD69 tanto en la condicién de co-cultivo con PBMC basal como PBMC previamente activado. El
aumento de este marcador podria estar dado por la presencia de los organoides vy, por tanto,
podria interpretarse como una respuesta de las células inmunes frente a la presencia de células
tumorales de los organoides. Interesantemente, la muestra 1665T que se caracterizd por un alto
porcentaje de células fenotipo CSCy un alto porcentaje e intensidad de fluorescencia media para
PD-L1, y en el co-cultivo con PBMC presentd una alta expresion PD-1 tanto en la subpoblacion
TCD4 como en la TCD8. Estos resultados son otro de los hitos relevantes de esta tesis, donde se
logrd la generacion de un modelo de interaccidn entre células tumorales y células inmunes
utilizando muestras de organoides derivados de pacientes GBC, que nos permitié evaluar la
activacion de células inmunes como TCD4 y TCDS.

Finalmente, se logré evaluar la respuesta de los linfocitos T en presencia de los
inhibidores Nivolumab y Pembrolizumab en co-cultivo con los organoides GBC. De los resultados
obtenidos se pudo concluir que la respuesta de los linfocitos T varia con los diferentes
organoides, generando una mayor activacion por parte de las muestras 1665T y 1788T y esta
respuesta se observa potenciada en presencia de los inhibidores Nivolumab y Pembrolizumab.
En los ultimos afios la inmunoterapia ha tomado gran relevancia en el tratamiento del cancer,
debido a los resultados positivos que se han obtenido en algunos tipos de cancer 3. Por tanto,
la generacidon de modelos de prediccion de respuesta para este tipo de terapia ha sido el objetivo
de diferentes investigaciones. Bajo este contexto es que se ha propuesto a los organoides como
un modelo de prediccidén de respuesta a terapias, pero que requiere de nuevos protocolos y
ensayos de validaciéon como modelo de prediccidn de respuesta a inmunoterapia ¢2.

Dentro de estos immune checkpoint se considera que uno de los mas relevantes y
estudiados es el eje PD-1/PD-L1 por su rol en la evasién inmune. Ademas, el bloqueo de la
interaccion PD-1/PD-L1 ha demostrado respuesta beneficiosa en el tratamiento en otros
canceres gastrointestinales ©°* %) Recientemente, la inhibicién de PD-1 también ha sido
estudiada como un potencial blanco de terapia en algunos en casos clinicos de cancer de vesicula
biliar®* ¢, De acuerdo a los antecedes descritos, es que se valida el uso Nivolumab y
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Pembrolizumab en la evaluaciéon de la respuesta a terapia en el modelo de co-cultivo de
organoides GBC y PBMC propuesto en esta tesis.

Dentro de los resultados se observé que ambos inhibidores, Nivolumab como
Pembrolizumab, fueron capaces de bloquear a PD-1 en los linfocitos TCD8 y TCDA4. Esta inhibicion
fue reproducible en los co-cultivo de todas las muestras evaluadas, en todos los casos no se
detecto la expresidon de PD-1 mediante citometria de flujo en presencia de los inhibidores, lo que
nos estaria indicando que ambos anticuerpos estarian bloqueando a PD-1 de manera especifica.
Por otro lado, nuestros resultados mostraron una respuesta diferencial para cada muestra de
organoide resaltando la variabilidad de respuesta que puede desencadenar las distintas
muestras de pacientes. El bloqueo de PD-1 fue capaz de aumentar la activacion de los linfocitos
co-cultivados con la muestra de organoide 1788T, la cual experimenté un aumento de marcador
CD137. Cabe senalar, que la expresion de las moléculas de activacion e immune checkpoint
presentaron variabilidad entre las diferentes muestras de organoides, pudiendo indicar esto que
existe una respuesta especifica acorde a las muestras de organoide derivadas de pacientes. La
variabilidad en la respuesta podria estar relacionado a las caracteristicas particulares de los
tumores a partir de los cuales se establecieron los organoides, lo cual ha sido reportado
previamente en co-cultivos de organoides derivados de colangiocarcinoma y PBMC donde se
observa una respuesta citotdxica heterogénea entre las diferentes muestras %), Adicionalmente,
el bloqueo de PD-1 mediante uso de anticuerpos podria estar potenciando la actividad citotdxica
mediada por linfocitos TCDS8, permitiendo la proliferacion de estas células y secrecion de
granzimasy perforinas, que desencadenarian una lisis de células tumorales 3. Sin embargo, esta
actividad citotéxica no pudo ser confirmada en los co-cultivos, siendo uno de los desafios a
evaluar y confirmar a futuro.

Dentro de los tratamientos con inmunoterapia en cancer de vesicula biliar se ha
reportado dos casos clinicos de interés. En uno de los cuales un paciente con recurrencia de GBC
y metastasis y otro caso de colangiocarcinoma distal (CC) que no respondieron al tratamiento de
primera linea con gemcitabina en combinacidn con cisplatino, en ambos casos 2 afios posterior
al tratamiento con Pembrolizumab los pacientes se reportaron sin signos de enfermedad ni
recurrencia ©3. Ademds, a esto se suma otro estudio en un paciente con GBC recurrente y
metastasico con una expresion de PD-L1 mayor al 50% en el tumor, el cual presenté una
respuesta beneficiosa en tratamiento combinado de radioterapia y Nivolumab sin eventos
adversos 9. Estos reportes marcan un precedente de los beneficios de la inmunoterapia anti-
PD-1 en pacientes GBC vy, por lo tanto, fomentan el desarrollo de mas estudios clinicos para
evaluar la efectividad de respuesta a esta inmunoterapia. Ademas, destacan la relevancia de
contar con modelos celulares para la evaluacion y prediccion de la respuesta a inmunoterapias
gue puedan robustecer y validar el uso de estas terapias en GBC. En este ultimo punto, es donde
este trabajo de tesis cobra relevancia, debido a que se generé un modelo de co-cultivo de
organoides con células inmunes en donde se observo una respuesta diferencial ante la presencia
de Nivolumab y Pembrolizumab, pudiendo este modelo convertirse en una prueba de concepto
para la evaluacion de efecto de la inmunoterapia con inhibidores de PD-1 en cancer de vesicula
biliar.
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Considerando los reportes previos, la realizacidén de los co-cultivos en presencia de los
inhibidores se realizd utilizando organoides derivados de pacientes GBC y PBMC derivados de un
control sano (alogénico). En relacion a esto, hay que tener en consideraciéon que existe la
posibilidad de que las muestras puedan o no ser compatibles a nivel del complejo mayor de
histocompatibilidad tipo | y tipo Il. Por lo tanto, realizamos andlisis de histocompatibilidad
mediada por MHC-I, en colaboracion Laboratorio de Medicina Traslacional de la FALP
(Informacidn Suplementaria). El alorreconocimiento desencadenando por las células hospederas
puede ser disminuido o eliminado mediante la seleccién de un donante que sea histocompatible
con el receptor. Para lograr esto se trata de administrar en la clinica, células que expresen el
antigeno de MHC lo mas similar posible al que se encuentra presente en el receptor ©®). Dentro
de los resultados de histocompatibilidad, cabe seialar que los PBMC del control sano comparte
al menos un alelo en HLA-A o HLA-B con las muestras 1573T, 1665T y 1788T. Por tanto, tendria
un grado mayor de compatibilidad con estas muestras a diferencia de la muestra 1703T, la cual
no comparte ningun alelo con el PBMC del control sano. Sin embargo, la muestra 1703T es
homocigota tanto para HLA-A como HLA-B, en el HLA-A presenta los alelos A¥*03/A*03, mientras
que, el PBMC presenta alelo A*02/A*02, en relacidn a esto, se debe considerar que ambos alelos
se han descrito como altamente frecuente en un 35 a 55% de la poblacién ©”) y pueden tener
menos alorreaccion.

Dentro de los resultados una sola muestra de organoide, la 1703T, se logrd evaluar el uso
de inhibidores utilizando los PBMC proveniente de la sangre periférica del propio paciente
(autdlogo). Dentro de los resultados se observé que existieron diferencias en los porcentajes de
subpoblaciones TCD4 y TCD8, entre la condicion autélogo y alogénico. Asi como también en la
expresion de marcadores de activacion CD69 y CD137. Los resultados discrepantes usando PBMC
alogénico y autdlogo creemos que podria estar relacionado a que el PBMC alogénico no
comparte alelos de HLA-A y HLA-B a diferencia del autdlogo que es completamente
histocompatible, como también podria estar relacionado con el mecanismo de memoria
inmunoldgica presente en la condicidn autdloga, que podria estar generando una respuesta T
citotdxica disminuida.

En conclusidn, creemos que este estudio aporta en la generacién de un modelo de
interaccion entre los organoides tumorales derivados de pacientes con cancer de vesicula biliar
con células inmunes provenientes de control sano. En este modelo se utilizé organoides
tumorales con caracterizaciéon de poblacién de células fenotipo CSC y la expresion de
correceptores de moléculas inmunomoduladoras PD-1, CTLA4 y LAG3, los cuales fueron co-
cultivados con células inmunes alogénicas. Bajo esta condicidn, este modelo sirvié para evaluar
las subpoblaciones de linfocitos TCD4 y TCD8, marcadores de activacién y la presencia de
immune checkpoint PD-1, CTLA4 y LAG3 presentes en estas células inmunes. Ademas, se pudo
evaluar preliminarmente en este modelo el uso de inmunoterapia, con Nivolumab y
Pembrolizumab, lo que genera como perspectiva futura el uso de esta plataforma de co-cultivo
como una herramienta con potencial en la evaluacién y/o futura prediccidn de la respuesta a la
inmunoterapia en pacientes con la patologia de cancer de vesicula biliar.
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Capitulo 7 Informacién Suplementaria
7.1Metodologia

7.1.1 Evaluacion de Linfocitos Ty T reguladores en PBMC de pacientes GBC y GST

Se trabajo con muestras de PBMC extraidos previamente por el Biobanco de Tejidos y Fluidos de
la facultad de Medicina UC. Los PBMC se obtuvieron desde muestra de sangre periférica
proveniente de pacientes con GBC y GST reclutados en el Biobanco previa firma del
consentimiento informado. Una vez obtenido los PBMC fueron almacenados a -80°C, hasta su uso
en este objetivo del proyecto ESCALON (Horizon 2020, n°825510). El protocolo de descongelacion
fue el estandarizado por el Laboratorio del Dr. Andree Boonstra, que se basa en descongelar
rapidamente la muestra en bafio termorregulado a 37°C, posteriormente traspasar las células a
un tubo con 3 mL de FBS y posteriormente centrifugar a 1500 rpm por 5 min. Posteriormente se
obtuvo un pellet celular que se resuspendid en 2 mL de medio RPMI-10%FBS y 1x
Penicilina/estreptomicina. Se procedio a contar las células utilizando cdmara de Neubaure y azul
trypan. Una vez obtenido el nUmero de células se separd células para la evaluacion a tiempo O (t
cells y Treg) y células para ser cultivadas que se detallan en el punto 7.1.2.

Para evaluacion de linfocitos Ty T reguladores en pacientes GBC y GST se utilizaron 500.000 células
por mix de cada muestra. Todos los mix fueron realizados en PBS (Buffer fosfato salino) 1x con FBS
al 1%, de cada mix se adiciono 50 pL del mix correspondiente. En la Tabla Suplementaria 1, se
encuentran los detalles de los anticuerpos utilizados para la caracterizacién de los linfocitos TCD4
y TCDS.

Para el mix de Treg, se utilizd el kit BD Cytofix/Cytoperm (BD, Biosciences), de acuerdo a las
instrucciones del fabricante, los detalles de los anticuerpos utilizados se encuentran en la Tabla
Suplementaria 2.

Anticuerpo Fluorocromo Clon Dilucién
CDha PerCp Oct04 1:150
CD56 APC N901 1:100
CD3 FITC UCHT1 1:100
CD8 APC-H7 SK1 1:100
CTLA4 BV785 BNI3 1:100
CD69 PeCy7 TP1.55.3 1:50
PD-1 Bv421 EH12.2H7 1:80
Tim3 PE 344823 1:20

Tabla Suplementaria 1: Mix T cell, lista de anticuerpos utilizados para evaluar linfocitos T en muestras de pacientes
GBCy GST mediante citometria de flujo
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Anticuerpo Fluorocromo Clon Dilucién
CD62L PeCy7 DREG-56 1:500
CDh4a PerCp Oct04 1:150
CD3 FITC UCHT1 1:100
CD8 APC-H7 SK1 1:100
CTLA4 BV785 BNI3 1:100
PD-1 Bv421 EH12.2H7 1:80
CD25 PE M-A251 1:40
FoxP3 APC PCH101 1:10

Tabla Suplementaria 2: Mix T reguladores, lista de anticuerpos utilizados para evaluar linfocitos T en muestras de
pacientes GBC y GST mediante citometria de flujo

7.1.2 Cultivo de Linfocitos T y evaluacidn de Activacion
Los PBMC fueron descongelados como se detalla en el punto 7.1.1, las células fueron
llevadas a una concentracion de 2x1026 cells/mL en medio RPMI 10%FBS, 1X P/S, fueron
sembrados en placa de 96 pocillos, tomando 100 pL de la suspensién celular y se cultivé en cada
pocillo considerando duplicado para cada condicidn (Basal y activado), se considerd el nimero
necesarios de pocillos para evaluar los 3 mix de anticuerpos a (T cell, T reg y citoquinas). Datos
no mostrados.

7.1.3 Efecto de IFN-y en organoides

La muestra 1573T se utilizé para evaluar el efecto de IFN-y en los organoides, con una
confluencia del 80%, se eliminé el medio y el organoide fue tratado con 500 pL de cell recovery
(Corning) e incubado por 30 minutos a 4°C, luego se tomaron las células se traspasaron a un
microtubo de 1.5 mL y se centrifugd a 300 g por 5 minutos, posteriormente el pellet se lavd con
1 mL de DPBS 1x, se centrifugd nuevamente, finalmente el pellet de células se respondid en 500
uL de Medio de Vesicula tumoral y se adicion6 200 ng/mL de IFN-y y se dejo en cultivo por 24hrs
a 37°Cy 5% de CO,. Al dia siguiente se tomaron las células y se traspasaron a un mi microtubo
de 1.5 mLy se centrifugaron a 300 g por 5 min a 4°C, el pellet se lavé con 1mL de DPBS-FBS2%
posteriormente se centrifugaron a 300 g por 5 min e incubados con el mix de anticuerpos como
se detalla en el protocolo de citometria en la metodologia de la tesis, los anticuerpos utilizados
se encuentran detallados en la Tabla Suplementaria 3.

Anticuerpo Fluoréforo Dilucién Clon Isotipo Catalogo
CDh44 FITC 1:100 BJ18 mouse 338804
CD133 APC 1:100 Clon7 mouse 372806
MHC-I BV510 1:100 W6/32 mouse 311436

Tabla Suplementaria 3: Mix de anticuerpos para evaluar organoides, todos corresponden a la marca Biolegend.
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7.2 Resultados

7.2.1 Evaluacion de linfocitos T en poblacion GBC y GST

Se determino el porcentaje de la subpoblacién TCD4 presente en las muestras de 23
pacientes con GBC y 22 pacientes con GST obtenidas previamente por el Biobanco de Tejidos y
Fluidos de la facultad de Medicina UC. Se observa que los pacientes con GBC tienen un porcentaje
promedio de 55% de subpoblaciéon CD4 y los pacientes con GST presentan un promedio de 58%,
mostrando valores similares entre las muestras, sin presentar diferencias significativas, pero se
observa variabilidad entre las muestras (Figura Suplementaria 1). A partir de la subpoblacién
TCD4 se evalud el marcador de activacion CD69, donde se observan células positivas en ambas
muestras, pero con porcentajes promedios cercanos al 4%, pero abarcando un rango entre 2y
8% entre las diferentes muestras. Adicionalmente, se determino el porcentaje de células
positivas para los immune checkpoint, donde se observa que CTLA4 tiene valores muy bajos,
menores al 1% igualmente se grafico, para LAG3 se observa que presenta valores menores al
0,6% por tanto cercanos a 0 en todas las muestras evaluadas, en cuanto a PD-1 se observa que
todos los pacientes son positivos para la expresion de PD-1 en la poblacion TCD4, los pacientes
con GBC presentan un porcentaje promedio de 37% mientras que los pacientes con GST tienen
un porcentaje promedio de 35%, valores similares y que no presentan diferencias significativas,
en cuanto a TIM3 se observa que las muestras de GBC alcanzan un porcentaje promedio de 39%,
mientras que el de las muestras GST expresa 6% menos alcanzando un 33% de TIM3 positivo en

la subpoblacion TCD4.
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Figura Suplementaria 1: Caracterizacion de la subpoblacion TCD4, marcador de activacion CD69 y los immune
checkpoint CTLA4, LAG3, PD-1y TIM3 en muestras de PBMC provenientes de pacientes GBC y pacientes GST mediante
citometria de flujo. N GBC = 23 y N GST=22. Los datos fueron analizados con FlowJo y graficados en GraPhad Prisma

version 9. * p> 0.05 / **p< 0.01 mediante test estadistico T-test.
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En las mismas muestras se determino la subpoblacion de TCD8 como se muestra en la
Figura Suplementaria 2, donde se observa que los pacientes GBC presentan un 28% de células
TCD8 mientras que los pacientes GST presentan un porcentaje promedio de 25%, pero sin
diferencias significativas. En cuanto a la activacidn de linfocitos, se evalué el marcador CD69,
ambos presentan porcentajes promedios cercanos al 30% sin observar diferencia entre las
cohortes de pacientes GBC y GST. Sin embargo, se observa dispersion entre las muestras
provenientes de cada cohorte, en el caso de GBC presenta porcentajes que varian entre 11y 68%
entre las muestras, en el caso de las muestras de GST esta variacion es entre 11y 64% de células
positivas para CD69 dentro de la subpoblacion TCD8. También se determind la expresion de los
immune checkpoint, donde se observa que CTLA4 expresa valores con promedios de 2% tanto
para las muestras provenientes de pacientes con GBC como GST, para LAG3 los porcentajes
promedios son menores a 1 en ambas cohortes, se observa que dentro de las muestras de
pacientes GBC al menos 6 muestras presenta porcentajes que superan el 1% de células positivas
y se encuentran en un rango entre 1y 4% de expresion, en el caso de las muestras de pacientes
GST presentan solo 4 muestras que se encuentran entre un 1y 2% de células positivas. Cuando
se evalud PD-1 se observo que los pacientes con GBC y GTS presentan expresion de la molécula,
con una expresidon promedio de 30% de células positivas para PD-1 dentro del total de la
subpoblacién TCD8, finalmente la determinacién de TIM3 también es positiva en las muestras
GBCy GST, presentando porcentaje promedio de 39% en las muestras provenientes de pacientes
con GBCy de 35% en las muestras provenientes de los pacientes con GTS.
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Figura Suplementaria 2: Caracterizacion de la subpoblacion TCD8, marcador de activacion CD69 y los immune
checkpoint CTLA4, LAG3, PD-1y TIM3 en muestras de PBMC provenientes de pacientes GBC y pacientes GST mediante
citometria de flujo. N GBC = 23 y N GST=22. Los datos fueron analizados con FlowJo y graficados en GraPhad Prisma

Vesridn 9. *p<0,05/ **p<0,01.
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Dentro de la caracterizacion de los linfocitos circulantes descrita previamente, se
determino la presencia de linfocitos T reguladores (Treg), la cual fue definida a partir de la
poblaciéon CD3+/CD4+, se evalud la poblacién que ademas expresa los marcadores CD25 y FoxP3
en las muestras de pacientes GBC y GST (Figura Suplementaria 3). Dentro de lo resultados
obtenidos se observa que las muestras provenientes de pacientes GBC presentan un porcentaje
promedio de 4,8% de poblacion Treg con una dispersion entre las muestras con porcentajes que
varian entre un 1% y 10% de poblacién positiva, en cuanto a las muestras GST se observa que
presentan un promedio de poblacién Treg de 4,7% en promedio, pero se observa una variabilidad
entre las muestras igualmente que varian entre un 1% y 10%, sin diferencias significativas entre
las poblaciones de GBC y GST para la poblacién de Treg.
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Figura Suplementaria 3: Caracterizacion de la subpoblacién de Treg, a partir de la subpoblacién TCD4, se evalué la
poblacién que expresa CD25hihg y FoxP3 positivo, en muestras de PBMC provenientes de pacientes GBC y pacientes
GST mediante citometria de flujo. N GBC = 23 y N GST=22. Los datos fueron analizados con FlowlJo y graficados en
GraPhad Prisma version 9. * p> 0.05 / **p< 0.01 mediante test estadistico T-test.

7.2.2 Efecto de tratamiento de IFN-y en la expresion de MHC-I

La muestra 1573T se utiliz6 para evaluar el efecto de IFN-y en los organoides, para lo cual
el organoide fue tratado con 200 ng/mL de IFN-y y se dejo en cultivo por 24hrs a 37°C y 5% de
CO,, posteriormente se realizé una citometria de flujo, donde se determino el porcentaje de
células positivas para MHC-I a partir de la poblacién tipo CSC CD44+/CD133+. Como se observa
en la Figura Suplementaria 4, cuando la muestra es tratada con IFN-y, se observa un aumento
de 20% las células positivas para MHC-I, se ha reportado que el aumento de MHC-I mediado pro
la presencia de IFN-y, podria favorecer la presentacién antigénica mediada por MHC-I a las
células TCD8 8, por tanto se decide realizar los co-cultivos con organoides sin tratar y
previamente tratados con IFN-y.
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Figura Suplementaria 4: Determinacion del efecto de IFN-y en la expresién de MHC-I mediante citometria de flujo.
Muestra 1573T analizando la subpoblaciéon CD44+/CD133+ donde se determiné el porcentaje de MHC-I positivo. Los
datos fueron analizados con FlowJo y graficados en GraPhad Prisma versién 9.

7.2.3 Evaluacion de la activacion y expresion de immune checkpoint en linfocitos TCD4
y TCD8
Como se menciono previamente en el punto 3.2.1 y Punto 3.2.2, se realizaron pruebas
de obtencion de PBMC, cultivo y activacion de PBMC donde se evalud la expresion de marcadores
de activacién y expresidon de immune checkpoint. En la Figura Suplementaria 5, se observa una
fotografia de microscopia en campo claro representativa de PBMC en condicién basal vy
activados. En la condiciéon de activacién se puede distinguir claramente agrupamiento de
linfocitos proliferando en respuesta al estimulo de activacién. Ademads, en la Figura
Suplementaria 5, se observa el analisis de las subpoblaciones TCD4 y TCD8, en esta ultima se
observa un incremento en el porcentaje de la poblacién desde un 35% a un 70% desde la
condicidn de PBMC basal a activado. A partir de la subpoblacion T CD8 se analizo la expresién de
los marcadores de activacion CD69 y CD137 observando un aumento de la poblacién positiva
para CD69 de 1 al 30% para y un aumento de 10% de células positivas para CD137 de la condicidn
PBMC activado comparado con la condicion basal. Se evalud la expresién de los immune
checkpoint PD-1, LAG3 y CTLA4 en la subpoblacién T CD8, donde se observé un aumento de 10%
en la poblacién PD-1, un 15% en la poblacion LAG3 y un 5% de la poblacién CTLA4 en la condicién
de PBMC activados en comparacién a la condicion PBMC basal.
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Figura Suplementaria 5: Caracterizacién de muestra control sano de PBMC basal y activado con anti-CD3/CD28. A)
Imagen representativa campo claro 4X del cultivo PBMC basal y activado; B) Analisis de la subpoblacién de CD4 y CD8
presentes en el PBMC basal y activado; C) Evaluacion de los marcadores de activacion CD69, CD137 en TCD8 y D)
Expresion de PD-1, LAG3 y CTLA4 en los TCD8 en condicién basal y activados mediante citometria de flujo. Los datos
representan el promedio de 1 experimento de estandarizacion realizado en triplicado técnico.

7.2.4 Estandarizacidn proporciones de co-cultivo y tiempos en co-cultivo de Organoides
con PBMC.

Posteriormente se realizé el co-cultivo donde se evalud la proporcion organoide:PBMC,
evaluando 1:5y 1:10. De acuerdo con los resultados obtenidos en la Figura Suplementaria 6 se
muestra la comparaciéon de los PBMC solos y los PBMC-ORG ST y PBMC-ORG+IFN-y en la
proporcién 1:5 y 1:10 para la condicién de activados. Cuando se realizé el co-cultivo en
proporcién de 1:5 se observé un aumento del 20% de la expresidon de CD69 cuando los PBMC
estdn en presencia de los organoides (ST o IFN-y), comparados con la condicién de solo PBMC.
En relacion con el marcador CD137, la condicién PBMC:ORG ST y PBMC:ORG+IFN-y presenté un
aumento del 10% de la poblacién CD137 en la poblacién TCD8, en comparacion con los PBMC
solos. Los porcentajes de ambos marcadores CD69 y CD137 son menores cuando el co-cultivo se
realizé en la proporcion 1:10 aumentando menos del 10% para CD69 y para CD137
independiente del tratamiento del organoide. Para los immune checkpoint se mantuvo esta
diferencia donde el co-cultivo en proporcién 1:5 de PBMC:ORG presenté un 5% de aumento en
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la expresion PD-1y un 10% en la expresion de LAG3. Sin embargo, en la proporcién de 1:10, las
diferencias en el incremento de expresion de estos marcadores fueron menor comparados con

la proporcidn 1:5.
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Figura Suplementaria 6: Caracterizacion de la subpoblacién TCD8 y la expresidn de marcadores de activacion (CD69 y
CD137), marcadores de los immune checkpoint (PD-1, LAG3 y CTLA4) mediante citometria de flujo de las condiciones
de co-cultivo activados en proporcién Orgnanoide:PBMC 1:5 y 1:10. PBMC solo activado (PBMC) co-cultivo de PBMC
+ organoide T2 (PBMC T2 ST) y co-cultivo de PBMC + organoide T2 +IFN-y (PBMC T2 IFN-y). Los datos representan el
promedio de 1 experimento de estandarizacion realizado en triplicado técnico.

Adicionalmente, se evalué la realizacién del co-cultivo a diferentes tiempos
considerando 24 hrs y 48 hrs y 72hrs de co-cultivo. Como se observa en la Figura Suplementaria
7, los marcadores de activacion CD69 presenta porcentajes cercanos al 60% en TCD8 en todas
las condiciones evaluadas y CD137 presentd un porcentaje cercano al 10% en TCDS8 a las 24 hrs
sin observar cambio entre las condiciones de PBMC solos y los PBMC-T2. Cuando se evaluo la
activacion a las 48hrs se observan porcentajes variables, pero no se logran replicar as diferencias
obtenidas a las 72 hrs de co-cultivo (previamente evaluadas, Figura Suplementaria 5). En cuanto
a la expresiéon de immune checkpoint también presentan porcentajes similares entre las
condiciones evaluadas a las 24 y 48hrs Figura Suplementaria 7.
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Figura Suplementaria 7: Evaluacién mediante citometria de flujo de linfocitos TCD8 en co-cultivo realizado en
proporcion 1:5 evaluados a las 24hrs y 48hrs. A partir de la poblacién TCDS8 se evalué los marcadores de activacion
CD69 y CD137 comparando la condicién PBMC solos con los co-cultivo de organoide T2 y PBMC. (B=PBMC Basal; A=
PBMC Activado). Los datos representan el promedio de 1 experimento de estandarizacion realizado en triplicado
técnico.

De acuerdo a los resultados de estandarizacion, se definid trabajar con una proporcion
1:5 entre organoides y PBMC, realizar una activacion previa de los PBMC con anti-CD3/anti-CD28
por 72hrs e incubacion del co-cultivo durante 72hrs a 372C y 5% de CO,. Adicionalmente, se ha
reportado por Zhou et al " |a recomendacién de utilizar matriz extracelular (matrigel) con un
porcentaje maximo de 10%. Ademas, nuestra experiencia previa en el laboratorio donde hemos
realizado ensayos de testeo masivo de drogas en organoides de GBC se han realizado en Ia
presencia de matrigel al 2% de acuerdo a Broutier ®®. Por lo tanto, en base a estos antecedentes,
se determind realizar los co-cultivos en presencia de matrigel 2% con el objetivo de mantener la
organizacién 3D de los organoides y no interferir con la interaccion con los linfocitos T.
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7.2.5 Evaluacion de la respuesta de linfocitos T en Co-cultivo de organoides GBC y PBMC
de control sano en presencia de inhibidores Nivolumab o Pembrolizumab
Dentro del objetivo 3, se determind la activacion de los linfocitos T en un co-cultivo de
organoides derivados de pacientes GBC y PBMC provenientes de un control sano, como se
menciond en el escrito para optimizar la presentaciéon de los resultados, en el escrito se
mostraron los graficos las condiciones de co-cultivo con los PBMC previamente activados. Sin
embargo, los ensayos se realizaron tanto en condicién de PBMC previamente activados (Barras
negras) como PBMC basal (Barras grises), adicionalmente se utilizé6 como control experimental
PBMC solos, es decir sin presencia de organoides, tanto para la condicién basal como activados.
Adicionalmente, se evalud el efecto de los inhibidores Nivolumab y Pembrolizumab en las
subpoblaciones TCD4 y TCD8, evaluando marcadores de activacién CD69 y CD137 y la expresién
de los immune checkpoint PD-1, CTLA4 y LAG3. Como se observa en la Figura Suplementaria 8 y
9, cuando los PBMC solos son tratados con Nivolumab o Pembrolizumab los porcentajes de TCD4
como de TCD8 se mantienen iguales a la condicidn sin inhibidores, en cuanto a los marcadores
de activacion y expresidn de immune checkpoint, se observan perfiles similares en los PMBC solos
y con inhibidores. Para PD-1 se observa que en la presencia de Nivolumab o Pembrolizumab, no
se puede evaluar la expresidon de PD-1, esto se correlaciona con el bloqueo que producen los
inhibidores en esta molécula, por tanto, es una unién especifica y que se mantiene con los dias,
y por tanto se observa su bloqueo. Cada muestra tiene un color diferente para poder distinguir
dentro de los tratamientos, dada por la alta variabilidad entre las muestras. Dentro de la
subpoblacién TCD4 se observa que para el marcador de activacion CD69 este aumenta en la
condicion PBMC activadas, y el porcentaje aumenta en promedio al doble cuando estan presente
los organoides, especialmente con la muestra 1665T y 1788T, para el otro marcador de activacion
CD137 también se observa un aumento de este marcador en la presencia de los organoides
logrando un aumento al 10% de células positivas cuando el organoide es el 1665T o 1788T.
Adicionalmente, se observa un incremento de la poblacion CD137 positiva cuando en la muestra
1788T esta en presencia de los inhibidores Nivolumab o Pembrolizumab. En cuando a los immune
checkpoint, se observa que en los PBMC activados estos aumentan con respecto a la condicién
Basal, pero cuando se encuentran en presencia de los organoides estos porcentajes aumentan
aun mas, pero debido a la variabilidad entre las muestras no se pueden observar diferencias
significativas. Dentro de las muestras se observa que 1665T es una de las que presenta mayor
aumento en los porcentajes de células positivas en todos los marcadores evaluados e inclusive
la que expresa mas PD-1 en la subpoblacién TCDA4.
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Figura Suplementaria 8: Caracterizacion de la subpoblacion TCD4, marcadores de activacion CD69, CD137 y los
immune checkpoint CTLA4, LAG3 y PD-1 en co-cultivo de organoides y PBMC de control, en presencia o no de
inhibidores de PD-1 mediante citometria de flujo Condicidn de los cultivos: organoides sin tratamiento previo con IFN-
v (ST), organoides tratados con IFN-y previo al co-cultivo (IFN-y), co-cultivo sin inhibidores (-), co-cultivo tratado con
Nivolumab (+Nivo), co-cultivo tratado con Pembrolizumab (+Pem). “n” bioldgico = 4 muestras 1573T (azul), 1665T
(magenta), 1703T (negra) y 1788T (verde). Los datos fueron analizados con FlowJo y graficados en GraPhad Prisma
version 9. * p> 0.05 / **p< 0.01 mediante test estadistico T-test.

Dentro del objetivo también se evalud la subpoblacién TCDS8, la expresion de los
marcadores de activacion CD69 y CD137, como también los immune checkpoint CTLA4, LAG3 y
PD-1. Como se observa en la Figura Suplementaria 9, la subpoblacién TCD8 total aumenta
cuando los PBMC son previamente activados (barras negras) independiente de la condiciéon
evaluada. En cuanto a los marcadores de activacidon para CD69 se observa un aumento en la
condicién de PBMC solo activados previamente, la cual se mantiene y aumenta al 100% en la
presencia de los organoides, independiente del tratamiento con IFN-y o la presencia de
inhibidores. Cuando se observa CD137 en la subpoblaciéon TCD8, vemos que en la condicién de
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PBMC solos previamente activados el porcentaje promedio es cercano al 7%, cuando los co-
cultivos estan en presencia de los organoides este porcentaje llega a un 25% promedio, sin
observar diferencias significativas por la variabilidad entre las muestras. Sin embargo, se observa
que 1665T y 1788T son los que presentan porcentajes mas altos, sobre el promedio del 20%,
adicionalmente, se observa en la muestra 1788T, que en presencia de los inhibidores Nivolumab
o Pembrolizumab el porcentaje de CD137 aumenta un 10% con respecto a la condicidn sin
inhibidores tanto en los organoides ST como en los organoides tratados con IFN-y. Cuando se
analizan los immune checkpoint, se observa que la presencia de los organoides aumenta el
porcentaje de LAG3 y PD-1 para las muestras 1665T y 1788T y en el caso de CTLA4 aumenta en
presencia de 1573T y 1703T. Para PD-1 se observa la mayor expresion para la muestra 1665T con
15% vy luego las muestras 1788T y 1573T con porcentajes de aproximadamente del 10%, sin
observar expresion en los inhibidores como se menciono anteriormente.
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Figura Suplementaria 9: Caracterizacion de la subpoblacion TCD8, marcadores de activacion CD69, CD137 y los
immune checkpoint CTLA4, LAG3 y PD-1 en co-cultivo de organoides y PBMC de control, en presencia o no de
inhibidores de PD-1 mediante citometria de flujo Condicidn de los cultivos: organoides sin tratamiento previo con IFN-
v (ST), organoides tratados con IFN-y previo al co-cultivo (IFN-y), co-cultivo sin inhibidores (-), co-cultivo tratado con
Nivolumab (+Nivo), co-cultivo tratado con Pembrolizumab (+Pem). “n” bioldgico = 4 muestras 1573T (azul), 1665T
(magenta), 1703T (negra) y 1788T (verde). Los datos fueron analizados con FlowJo y graficados en GraPhad Prisma
version 9. * p> 0.05 / **p< 0.01 mediante test estadistico T-test.
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7.2.6 Evaluacién de Co-cultivo del organoide 1703 con PBMC en condicién autélogo y
alogénica
Como se menciono anteriormente, todos los co-cultivos fueron realizados en las
condiciones presentadas en el escrito mas las condiciones basales, y los controles
correspondientes, dentro de objetivo de evaluar la respuesta de los linfocitos T en presencia de
organoides, se logro establecer un co-cultivo autdlogo, es decir, con PBMC provenientes del
mismo paciente 1703T y en condicién alogénica, es decir, con PBMC proveniente de otro
individuo, en este caso un control sano. Como se observa en la Figura Suplementaria 10y 11, se
observa la condicion autdloga en puntos grises y la condicion alogénica con puntos negros, se
presentan perfiles distintos entre ambos tipos de cultivos. Para la subpoblacién TCD4 se observa
gue en la condicidn autdlogo-activada se presenta un alto porcentaje de poblacién positiva de
TCD4 alcanzando un 80%, difiriendo del 20% aproximado presente en la condicion alogénico, en
todas las condiciones evaluadas, en cuanto a los marcadores de activacién para CD69 se observa
que la condicion basal los PBMC autdlogo expresan alto porcentaje de CD69 alrededor del 80%,
disminuyendo a 20% cuando se activan las células. Para el caso de CD137 se observa baja
expresion en todas las condiciones evaluados, solo se observa un incremento de 5 % cuando los
PBMC autdlogos se encuentran previamente activados y en presencia de los inhibidores
Nivolumab o Pembrolizumab. Cuando se observan los immune checkpoint, los porcentajes mas
altos estan presente en la condicién autdloga para CTLA4 y PD-1 y aumentan en los PBMC en
presencia de los organoides. En cuanto a LAG3 presenta porcentajes menores a 1 en todas las
condiciones y tratamientos evaluados.
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Figura Suplementaria 10: Caracterizaciéon de la subpoblaciéon TCD4, marcadores de activacién CD69, CD137 y los
immune checkpoint CTLA4, LAG3 y PD-1 en co-cultivo de organoides y PBMC autdlogo y alogénico, en presencia o no
de inhibidores de PD-1 mediante citometria de flujo Condicion de los cultivos: organoides sin tratamiento previo con
IFN-y (ST), organoides tratados con IFN-y previo al co-cultivo (IFN-y), co-cultivo sin inhibidores (-), co-cultivo tratado
con Nivolumab (+Nivo), co-cultivo tratado con Pembrolizumab (+Pem). “n” bioldgico = 4 muestras 1573T (azul), 1665T
(magenta), 1703T (negra) y 1788T (verde). Los datos fueron analizados con FlowJo y graficados en GraPhad Prisma
version 9. * p> 0.05 / **p< 0.01 mediante test estadistico T-test.

Para la subpoblacion TCD8 observamos que cuando los PBMC son activados
previamente aumenta en el cultivo alogénico, y el alogénico presenta porcentajes similares a la
condicién de PBMC basal. Cuando se observa los marcadores de activacidon se observa altos
porcentajes de CD69 en todas las condiciones evaluadas, para el caso del cultivo autélogo este
marcador mostraba porcentajes basalmente altos cercanos al 100%, en el caso del cultivo
alogénico se observa un aumento de un 40% en este marcador, pero no se observan diferencias
entre los tratamientos evaluados. Cuando se analiza CD137, se observa porcentajes positivos en
la condiciéon de PBMC previamente activado, siendo la condicidén alogénica la que presenta
valores mas altos por sobre el 15% mayores al 10% presente en la condicidn autdéloga. Con
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respecto a los immune checkpoint, para CTLA se observa que al menos un 20% de la poblacidn
es positiva en este marcador en todas las condiciones evaluadas, este porcentaje aumenta
cuando los PBMC son activados tanto en la condicion autéloga como alogénica, pero sin observar
diferencias entre los tratamientos evaluados. LAG3 no se observa poblacién positiva (con valores
menor al 1%) en todas las condiciones evaluadas. Finalmente, PD-1 presenta alta expresion en
los PBMC autdlogos, incluyendo la condicidn basal, en cambio en la condicion alogénica se
presenta expresion baja de PD-1 cercana al 2% y no se ve aumento frente a la activacidn de los
PBMC ni presencia de los organoides, como se menciond anteriormente en presencia de los
inhibidores Nivolumab y Pembrolizumab no se puede determinar poblacién positiva para PD-1
debido a que se encuentra bloqueado.

CcD8

100 0 P—

CD69 (CD8)

%of the cells
N s o2
85 8 3 3
=
o e
e S
e
< *
.
X X
.
a2 =
%of the cells
N s 2 =
-
AP .

R ] S0 P O L2 L LoP L L © SO &S OO PO 2 & 9 &
TS LA T TS SSRGS B D R S S S D S FN
W F O TR E QTN B P D P QPN P o S FE DS SN E QTN B D B TN P P
LY FF XD PP PO P L ¥ FTXEC RS TP PP
T DI ‘2“9 R Y T &g N Q@o O ) < G
L & & R L & &P R
A
CD137 (CD8) CTLA4 (CD8) Autslogo
100 @ Alogenico
80 T T T
2 » TT . 7
o o
3 3 60 ) x
s 5 4 N
N R *
20 A (¢ [
& O O S OO PO O PO S PO
TS FGF N NS SN KU N ST 1
e@ & FORS «\\ v R Q,é o@" pL oa" & & Qo" oF
< Q\“o‘x‘o Pt ‘\ﬁvp"qs‘g*g PRy S
< LS RO IR &
LAG 3 (CD8) PD1 (CD8) PBMC basal
20 40 [ PBMC Activados
015 v 30 T .
3 8 T .
£10 22
3 3
L] =10
0 et R R e 0 —r —. T e, —B— i —
G I SN SR G S R S P B & & o o o O o (O o O &
I I S I S TS AT S TS S I S
NN P LI RIS S ) S oS (P g8 T NE QTN o D P PN o
LY Y€ WL P PO F I LY ATAY € @ P P
P S AW e & W DA N OO I
&S S I8 &< L 8 L €¢
A

Figura Suplementaria 11: Caracterizacién de la subpoblaciéon TCD8, marcadores de activacién CD69, CD137 y los
immune checkpoint CTLA4, LAG3 y PD-1 en co-cultivo de organoides y PBMC autdlogo y alogénico, en presencia o no
de inhibidores de PD-1 mediante citometria de flujo Condicion de los cultivos: organoides sin tratamiento previo con
IFN-y (ST), organoides tratados con IFN-y previo al co-cultivo (IFN-y), co-cultivo sin inhibidores (-), co-cultivo tratado
con Nivolumab (+Nivo), co-cultivo tratado con Pembrolizumab (+Pem). “n” bioldgico = 4 muestras 1573T (azul), 1665T
(magenta), 1703T (negra) y 1788T (verde). Los datos fueron analizados con FlowJo y graficados en GraPhad Prisma
version 9. * p> 0.05 / **p< 0.01 mediante test estadistico T-test.
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7.2.7 Evaluaciéon de Complejo mayor de Histocompatibilidad tipo | en organoides y PBMC

control

Adicionalmente, se solicito el servicio de tipificacion del completo mayor de
histocompatibilidad tipo | (HLA-A y HLA-B) mediante PCR-SSP, al laboratorio de Medicina
Traslacional de la FLAP. El equipo de trabajo a cargo del Dr. Franz Villarroel realizo la tipificacion
a partir de DNA de las muestras solicitadas: PBMC (control sano), 1573T, 1665T, 1703T y 1788T.
La tipificacion de HLA-A y HLA-B fue realizada utilizando el kit Micro SSPTM Generyc Trays
SSPABDR. La interpretacion de los resultados se realizé manualmente por la gente del laboratorio
utilizando worksheet Micro SSPTM generic HLA class | and 11” lot #011. Los resultados de la
tipificacion de HLA-A y HLA-B se encuentran detallados en la Tabla Suplementaria 4. Dentro de
los resultados relevantes, el PMC comparte al menos un alelo de los HLA con las muestras 1573T,
1665T y 1788T

N° . ) -
Muestra ID Muestra Origen Tipo muesira Concentracion HLA-A HLA-B
5mi * * B*18/B*
] CSB345.EIDNI-CIRLOT | Humano | DNAgeRomico 704ng/ul | ATO2/AT02 | BTIB/ETS
P *, ™ * *
2 CSB345.E1DN2-1573 | Humano | DNVA genomico 324 g/l A01/AT02 | BIS/BIS
organoide
5mi * * B*35/B* 4
3 CSB345.E1DN3-1665 | Humano | DNVAgenomico SLong/l | AT6B/ATER | BIS/BM0
organoide
7 N * * * *
4 CSB345.E1DN4-1788 | Humano | DNVA genomico 24:3ng/ul AT02/A™36 | BrI4/B744
organoide
] * * B*4 * 4!
5 CSB345EIDN5-1703 | Humano | DNA genomico PEING/ML | ATOS/ATOS | BT47/BT7
organoide
*Muestras fueron cuantificadas utilizando equipo Cytation 5.

Tabla Suplementaria 4: Resultados de la tipificacion de HLA-A y HLA-B en las muestras listadas
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