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DESCRIPCION
Un ensayo cuantitativo rapido para medir la funcion de CFTR en un modelo de cultivo intestinal primario

CAMPO DE LA INVENCION

La invencion se refiere a un ensayo para la homeostasis de fluidos y de electrolitos en un método de cultivo
basado en organoide.

ANTECEDENTES

El regulador de la conductancia transmembranaria de la fibrosis quistica (CFTR) funciona como un canal de
aniones, y es esencial para la homeostasis de fluidos y de electrolitos en superficies epiteliales de muchos 6rganos,
incluyendo pulmon e intestino. La fibrosis quistica (CF) de trastorno recesivo autosémico se causa por mutaciones
del gen CFTR. La enfermedad de CF es altamente variable, y los pacientes tienen una esperanza de vida media de
aproximadamente 40 afos. Las mutaciones de pérdida de funciéon causan transporte alterado de iones y de fluidos,
que producen la acumulacion de moco viscoso en el tracto pulmonar y gastrointestinal. Esto esta asociado a
infecciones bacterianas, inflamacion aberrante y desnutricion. Se han descrito mas de 1500 mutaciones, pero la
mutacion mas dominante (~67 % de alelos mutantes totales en todo el mundo) es una delecién de fenilalanina en la
posicion 508 (CFTR-delF508). Esto causa plegamiento incorrecto, retencién de ER y degradacion temprana de la
proteina CFTR que impide la funcién en la membrana plasmatica. Otras mutaciones en el gen CFTR que se han
encontrado en pacientes con CF también alteran el plegamiento de las proteinas o deterioran la produccion de
proteinas, apertura, conductancia, corte y empalme y/o interacciones con otras proteinas.

La terapia actual para CF es principalmente sintomatica y se centra en la reduccion de la presion
bacteriana, inflamacion y normalizacion de la absorcion de nutrientes y el crecimiento fisico. Recientemente se han
identificado multiples compuestos que se dirigen a los defectos especificos de mutacion de la propia proteina CFTR.
Actualmente se realizan ensayos clinicos que usan compuestos que inducen i) ultralectura del codén de terminacion
prematuro, ii) correccion del trafico de la membrana plasmatica de CFTR (correctores), y iii) mejora de la apertura de
CFTR (potenciadores). Recientemente se ha completado con éxito un ensayo clinico de fase Ill para un potenciador
en pacientes con CF con una mutacion CFTR-G551D, demostrando que el objetivo del farmaco especifico de
mutacion es factible en CF. Las combinaciones de correctores y potenciadores se evallan actualmente en un
ensayo de fase Il para el grupo de pacientes dominantes que alberga la mutacion CFTR-delF508.

Aunque estos desarrollos recientes son muy prometedores, el nivel de restauracion funcional de CFTR por
estos farmacos en sistemas de modelo in vitro todavia esta limitado. Ademas, los pacientes muestran respuestas
variables a estas terapias debido a mecanismos todavia no definidos. La incapacidad para seleccionar estos
subgrupos que no responden limita la eficacia clinica y el registro de farmacos. Juntos, esto indica que se necesita
con urgencia el desarrollo de nuevos compuestos y cribados eficientes de eficacia de farmaco al nivel de pacientes
individuales, asi como el cribado de grandes bibliotecas para identificar compuestos novedosos. Hasta el momento,
no estan disponibles modelos de células primarias para cribar los compuestos que restauran la funcién de CFTR
mutante, solo se han usado lineas celulares transformadas para identificar compuestos y su eficacia. Un modelo in
vitro que permite la ampliacion y el mantenimiento de células humanas primarias permitira el analisis de la respuesta
al farmaco de pacientes individuales e identificara subgrupos de pacientes con respuesta para cada tratamiento.
Ademas, permitira el cribado de bibliotecas de farmacos novedosos para su efecto en células primarias.

SUMARIO DE LA INVENCION

La invencion proporciona un ensayo para diagnosticar una enfermedad o afliccion que afecta a la absorcion
o secrecion de fluido o para estudiar la eficacia de uno o mas farmacos para tratar la enfermedad o afliccién, en el
que el ensayo comprende medir la hinchazén de uno o mas organoides.

El término “ensayo” pretende ser equivalente a “método”. Por lo tanto, la invencién también proporciona un método
para diagnosticar una enfermedad o afliccion que afecta la absorcion o secrecién de fluido o de estudio de la eficacia
de uno o mas farmacos para tratar la enfermedad o aflicciéon, en el que el método comprende medir la hinchazén de
uno o mas organoides.

La invencion proporciona un ensayo cuantitativo rapido y simple para funcion de CFTR (u otras
enfermedades o aflicciones que afecten la absorcién o secrecion de fluido) en un método de cultivo basado en la
cripta intestinal primaria'®'’. Este método de cultivo permite a las células madre intestinales expandirse en
organoides cerrados que contienen estructuras tipo cripta y una luz interna revestida por células diferenciadas, que
da lugar a la arquitectura de tejido in vivo. El CFTR intestinal se expresa predominantemente en la membrana apical
de las células de las criptas en las que su activacién conduce a la secrecion de electrolitos y fluidos'®29. Se encontro
que la forskolina?! inducia la hinchazon rapida de tanto organoides de control (HC) sanos humanos como de no
mutantes murinos que dependen completamente de CFTR, como se demuestra por la estimulacién de organoides
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intestinales derivados de ratones deficientes para CFTR o pacientes con CF, o tras la inhibicién quimica de CFTR no
mutante. Los niveles de hinchazon inducida por forskolina por organoides rectales expandidos in vitro son
comparables a las corrientes de aniones inducidas por forskolina medidas en biopsias rectales humanas ex vivo. La
temperatura y correccion quimica de la funcion de F508del-CFTR se detectd facilmente por mediciones del
transporte de fluido basadas en organoides, y las respuestas a un panel de farmacos que restauran CFTR fueron
variables entre organoides rectales derivados de diferentes pacientes homocigotos F508del. Este ensayo robusto es
la primera lectura funcional desarrollada en organoides humanos, y facilitara el diagnostico, estudios funcionales,
desarrollo de farmacos y medicina personalizada para CF y otras enfermedades y aflicciones relacionadas.

Organoides

El término “organoide” se refiere a una coleccion in vitro de células que se asemejan a sus homologos in
vivo y forman estructuras 3D. Asi, el ensayo es un ensayo ex vivo o in vitro.

En algunas realizaciones, los organoides del ensayo son organoides de mamifero, por ejemplo, organoides
humanos o murinos, es decir, se derivan de células tomadas de un mamifero. El mamifero puede ser cualquier
mamifero de interés, por ejemplo, un ser humano o ratén. En algunas realizaciones, los organoides son no humanos.
En una realizacion preferida, los organoides son humanos.

En algunas realizaciones, los organoides del ensayo son organoides epiteliales u organoides endoteliales.
En una realizacién preferida, los organoides son organoides epiteliales. En algunas realizaciones, los organoides no
comprenden células no epiteliales, es decir, el Unico tipo de célula presente en el organoide es una célula epitelial.

Los organoides del ensayo normalmente comprenden una luz, preferiblemente una luz cerrada. Las células
del organoide normalmente forman una capa epitelial o capa endotelial alrededor de la luz, y se polarizan las células
de la capa epitelial o capa endotelial. Por polarizado se entiende que la capa epitelial o capa endotelial imita la
funcionalidad de una capa epitelial o capa endotelial in vivo de tal manera que tiene un lado basolateral funcional
(orientado hacia fuera) y un lado apical funcional (orientado a la luz). Una disposicion polarizada funcional es
importante para el ensayo debido a que significa que todos los canales de iones se orientan en la misma direccion
de modo que la absorcién o secrecion de fluido ocurre en una forma consistente, permitiendo que se produzca la
hinchazén.

En algunas realizaciones, los organoides del ensayo son organoides gastricos, intestinales (por ejemplo,
intestino delgado, coldnicos, recto, duodeno o ileon), pancreaticos, de prostata, pulmén, mama, rifién, vaso
sanguineo o de vaso linfatico. Esto normalmente significa que los organoides se derivan de células gastricas,
intestinales (por ejemplo, intestino delgado, coldnicas, recto, duodeno o ileon), pancreaticas, de prostata, pulmon,
mama, rifién, vaso sanguineo o vaso linfatico, respectivamente. Sin embargo, el experto entendera que puede haber
formas alternativas de generar un organoide que tiene un genotipo y fenotipo in vivo. Asi, un organoide que tiene el
genotipo y fenotipo in vivo del intestino esta comprendido, para los fines de la presente invencion, dentro de la
definicion de un organoide intestinal. Lo mismo aplica para los otros tipos de organoide enumerados anteriormente.
En algunas realizaciones, el uno o mas organoides son organoides intestinales o de pulmon.

El término “asemeja” significa que el organoide tiene caracteristicas genéticas y fenotipicas que permiten
que sea reconocido por el experto como que es de o esta asociado a un tipo de tejido particular (tal como los tejidos
enumerados anteriormente). Esto no significa que el organoide tenga que ser necesariamente genéticamente y
fenotipicamente idéntico (o aproximadamente) al tipo de célula de tejido in vivo correspondiente. Sin embargo, en
una realizaciéon preferida, los organoides usados en el ensayo comprenden células que son genéticamente y
fenotipicamente estables en relacion con la célula in vivo o células de las que se derivd el organoide. Por
genéticamente y fenotipicamente estable se entiende que no hay manipulacion genética involucrada, solo un nimero
minimo de mutaciones (es decir, proximo al nimero normal de mutaciones que cabria esperar en células in vivo, por
ejemplo, durante la replicacion y sintesis de ADN).

Las lineas celulares y células iPS no son genéticamente y fenotipicamente estables segun esta definicion,
por ejemplo, las células MDCK (por ejemplo, como se describe en Yang et al., J am Soc Nephrol 19 (7) 1300-1310,
2008) no son genéticamente y fenotipicamente estables. Tradicionalmente, las lineas celulares y mas recientemente
las células iPS se han usado como modelo de célula / 6rgano ex vivo (por ejemplo, Currid et al. J. Physiol. 555, 241-
250, 2003) y/o modelos de enfermedad (por ejemplo, véase Robinton et al. Nature 481, 295, 2012; Yang et al., J am
Soc Nephrol 19(7) 1300-1310, 2008). Sin embargo, tradicionalmente, estas células han sufrido varios retos y
desventajas. Por ejemplo, las lineas celulares no siempre pueden obtenerse de todos los pacientes (solo ciertas
biopsias producen satisfactoriamente lineas celulares debido a que solo con poca frecuencia y frecuentemente
después de periodos de tiempo prolongados, las células comenzaran a proliferar permitiéndoles someterse a pases
para convertirse a una linea celular; estas lineas celulares normalmente comprenden mutaciones que permiten
inmortalidad) y, por lo tanto, las lineas celulares no pueden usarse en diagndsticos personalizados y medicina y son
generalmente malos factores prondsticos del resultado terapéutico, por ejemplo, en el cribado de farmacos. Las
células iPS también requieren normalmente algun nivel de manipulacidon genética para reprogramar las células en
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destinos de célula especifica. Alternativamente, estan sujetas a condiciones de cultivo que afectan la integridad
cariotipica o genética y entonces el tiempo en cultivo debe mantenerse a un minimo (éste también es el caso para
células madres embrionarias humanas). Esto significa que las células iPS no pueden representar con precision la
situacion in vivo, pero en cambio son un intento de imitar el comportamiento de células in vivo. Las lineas celulares y
células iPS también padecen inestabilidad genética. Los organoides preferidos para uso en el método de la
invencion proporcionan una plataforma genéticamente y fenotipicamente estable que representa fielmente la
situacion in vivo. La integridad genética de las células madre de la invencion puede confirmarse, por ejemplo, por
analisis de cariotipo o andlisis de secuenciacion. Las células pueden ser cariotipadas usando métodos conocidos
como se describe en Sato, T et al., (Single Lgr5 stem cells build crypt-villus structures in vitro without a mesenchymal
niche. Nature 459, 262-265, 2009). Un “cariotipo normal” es uno en el que todos los cromosomas estan presentes
(es decir, euplodia) sin alteraciones notables. En consecuencia, en realizaciones preferidas, mas del 50 %; mas del
70 %; mas del 80 %; mas del 90 %; mas del 95 %; o mas del 99 % de las células en un organoide presentan
cariotipos normales. Un “fenotipo normal” se refiere a células que presentan, a una primera aproximacion, las
mismas caracteristicas visuales, expresion de gen y comportamiento que la célula homologa in vivo promedio. En
realizaciones preferidas de la invencion, mas del 50 %; mas del 70 %; mas del 80 %; mas del 90 %; mas del 95 %; o
mas del 99 % de las células en un organoide cultivado segun la invencién presentan fenotipos normales. Ejemplos
de organoides genéticamente y fenotipicamente estables adecuados para uso con el método de la invencion y
métodos de obtencion de tales organoides se proporcionan en los documentos W02010/090513, W02012/168930 y
Sato et al., GASTROENTEROLOGY 2011; 141:1762-1772. Las células de estos organoides tienen un genoma
particularmente estable y tienen una velocidad mutacional baja. Por ejemplo, los organoides intestinales pueden
expandirse, mantenerse y diferenciarse segun los métodos desvelados en estas solicitudes.

En algunas realizaciones, los organoides intestinales (tales como organoides intestinales pequefios) se
obtienen usando un medio de cultivo para criptas del intestino delgado, tal como criptas del intestino delgado
humano, que comprende o consiste de un medio basal (por ejemplo, que consiste de Advanced DMEM/F12
complementado con penicilina/estreptomicina, HEPES 10 mM, Glutamax, 1X N2, 1X B27 (todo de Invitrogen) y N-
acetilcisteina 1 mM (Sigma)), y adicionalmente comprende: un factor de crecimiento mitogénico tal como EGF; un
inhibidor de BMP, tal como Noggin; y uno cualquiera o mas de Rspondin 1-4, tal como Rspondin-1 o 4. En algunas
realizaciones, este medio de cultivo comprende ademas un inhibidor de TGF-beta (tal como A83-01) y/o un inhibidor
de p38 (tal como SB202190). En algunas realizaciones, los organoides intestinales (tales como organoides
coldnicos) se obtienen usando un medio de cultivo para criptas coldnicas, tales como criptas colénicas humanas,
que comprende o que consiste de un medio basal, por ejemplo, como se ha descrito anteriormente, que comprende
adicionalmente: un agonista de Wnt, tal como Wnt-3A recombinante o medio acondicionado con Wnt-3A, factor de
crecimiento mitogénico, tal como EGF; un inhibidor de BMP, tal como Noggin; y uno cualquiera de Rspondin 1-4, tal
como Rspondin-1 0 4 humano. En algunas realizaciones, este medio de cultivo comprende ademas un inhibidor de
TGF-beta (tal como A83-01) y/o un inhibidor de p38 (tal como SB202190). En algunas realizaciones, el medio de
cultivo para células madre intestinales humanas, criptas de intestino delgado humano o criptas colénicas humanas
(también conocido como el medio de cultivo HISC), comprende o consiste de un medio basal, por ejemplo, como se
ha descrito anteriormente, que comprende adicionalmente: un agonista de Wnt, tal como Wnt-3A humano
recombinante o medio acondicionado con Wnt-3A; EGF; un inhibidor de BMP, tal como Noggin; Rspondin 1-4, tal
como Rspondin-1 humano; un inhibidor de TGF-beta, tal como A83-01; un inhibidor de p38, tal como SB202190;
gastrina; y nicotinamida. En algunas realizaciones, el inhibidor de p38 y/o la gastrina pueden excluirse del medio de
cultivo HISC. En algunas realizaciones la divulgacion describe un medio de cultivo para cultivar células intestinales,
que comprende o0 que consiste en un medio basal, Wnt-3a, EGF, Noggin, uno cualquiera de Rspondin 1-4, un
inhibidor de TGF-beta, nicotinamida, y preferiblemente un inhibidor de p38. En algunas realizaciones, el medio de
cultivo para expandir células madre del intestino delgado o del colon, por ejemplo, células del intestino delgado o del
colon humano, comprende o consiste en un medio basal (por ejemplo, que comprende Advanced DMEM/F12, B27
(50x), n-acetilcisteina (1 mM) y glutamina/Glutamax), Wnt3A (medio opcionalmente condicionado), uno cualquiera de
Rspondin 1-4 (preferiblemente 1 ug/ml), Noggin (preferiblemente 50-100 ng/ml), nicotinamida (preferiblemente 10
mM), EGF (preferiblemente 10-50 ng/ml), gastrina (preferiblemente 10 nM), un inhibidor de TGF-beta, por ejemplo,
A83-01 (preferiblemente 500 nM). En una realizacion adicional, este medio de cultivo comprende adicionalmente un
inhibidor de p38, por ejemplo, SB202190 (preferiblemente 100 nM). En una realizacién adicional, este medio de
cultivo comprende adicionalmente un inhibidor de Rock, por ejemplo, LY2157299. En algunas realizaciones, el medio
de cultivo para diferenciar células intestinales comprende o consiste en un medio basal, EGF, Noggin, un inhibidor
de TGF-beta y un inhibidor de p38. En algunas realizaciones, el medio de cultivo para diferenciar células madre del
intestino delgado o del colon, por ejemplo, células del intestino delgado o del colon humano, comprende o consiste
en un medio basal (por ejemplo, que comprende Advanced DMEM/F12, B27 (50x), n-acetilcisteina (1 mM) y
glutamina/Glutamax), Noggin (preferiblemente 50-100 ng/ml), EGF (preferiblemente 10-50 ng/ml), gastrina
(preferiblemente 10 nM), un inhibidor de TGF-beta, por ejemplo, A83-01 (preferiblemente 500 nM) y un inhibidor de
p38, por ejemplo, SB202190 (preferiblemente 100 nM). En algunas realizaciones, la gastrina puede excluirse de este
medio de diferenciacion. En algunas realizaciones, un inhibidor de gamma-secretasa puede afadirse al medio de
diferenciacion (preferiblemente en una concentracion de 1 uM). Los inhibidores de gamma-secretasa pueden influir
en las decisiones del destino celular durante la diferenciacion, por ejemplo, hacia células secretoras, tales como
células caliciformes. En algunas realizaciones, puede afiadirse un RANKL al medio de diferenciacion (por ejemplo, a
una concentracion de 100 ng/ml). RANKL puede influir en las decisiones del destino celular durante la diferenciacion,
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por ejemplo, hacia células M. Véase también el Ejemplo 2, para una descripcion de como pueden generarse
organoides para usar en la invencion.

En algunas realizaciones, los organoides son organoides de “enfermedad”. Similarmente a los organoides
“normales”, los organoides de enfermedad imitan el genotipo y fenotipo de enfermedad in vivo. Esto normalmente
significa que se derivan de células in vivo con fenotipos de enfermedad. Sin embargo, puede haber otros medios
para obtener organoides de enfermedad, por ejemplo, por mutacion de un organoide normal. Asi, en algunas
realizaciones, los organoides tienen una enfermedad o afliccién. En algunas realizaciones, la enfermedad o afliccion
se caracteriza por el transporte alterado de iones y/o fluidos. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la enfermedad o
afliccion es fibrosis quistica o colera. Un organoide que tiene un genotipo y fenotipo de fibrosis quistica se denomina
en el presente documento un “organoide de fibrosis quistica”. Otros organoides de enfermedad se denominan de la
misma manera. Diversas enfermedades y/o aflicciones se describen en mas detalle en la seccion de “enfermedades
o aflicciones”. Todas las enfermedades o aflicciones enumeradas en esta seccién son relevantes para los
organoides de enfermedad.

En realizaciones preferidas, los organoides del ensayo se generan a partir de células primarias, por
ejemplo, de células humanas primarias. Por “primaria” se entiende que la célula es genéticamente sustancialmente
idéntica a una célula in vivo. Por ejemplo, una célula primaria podria ser una célula tomada directamente de un
paciente de interés. En una realizacién alternativa, una célula primaria se toma de un cultivo celular, preferiblemente
un organoide, y en el que la velocidad de acumulacion de mutaciones en las células es sustancialmente la misma
como la velocidad de acumulacion de mutaciones de células in vivo. En realizaciones preferidas, los organoides se
generan a partir de células madre, preferiblemente células madre adultas, mas preferiblemente células madre
adultas que expresan Lgr5 (Barker et al., Cell Stem Cell 7,656 2010, documentos W02010/090513, W02012/168930
y Sato et al., GASTROENTEROLOGY 2011; 141:1762-1772). Los organoides de la invencién no se generan a partir
de células madre embrionarias humanas. En realizaciones preferidas, los organoides se generan y se mantienen
usando el medio de cultivo y los métodos descritos en los documentos W02010/090513, W02012/168930 y/o Sato
et al., GASTROENTEROLOGY 2011; 141:1762-1772.

En una realizacion, los organoides no se derivan de lineas celulares inmortalizadas derivadas de tumor o
una célula de las mismas. En una realizacion, los organoides no se derivan de una poblacion clonal de células o una
célula de la misma. En una realizacion, los organoides no se derivan de una linea celular o una célula de una linea
celular.

En algunas realizaciones, el ensayo de la invencion comprende ademas generar uno 0 mas organoides
expandiendo células madre en organoides cerrados que incluyen una luz cerrada sobre la membrana apical de las
células.

En algunas realizaciones, el ensayo de la invencion comprende ademas generar uno o mas organoides a
partir de una célula primaria.

En algunas realizaciones, el ensayo de la invencion comprende ademas generar uno 0 mas organoides
intestinales expandiendo células madre intestinales en organoides cerrados que incluyen una luz cerrada sobre la
membrana apical de las células.

Hinchazén

En algunas realizaciones, la hinchazén del uno o mas organoides comprende un cambio en el tamafio, tal
como un cambio en el area superficial, diametro y/o volumen, debido a la absorcién o secrecion de fluido,
opcionalmente en la que la hinchazén comprende ademas un cambio en el contenido del organoide.

Los inventores han mostrado que los organoides normales tienen visiblemente y mediblemente diferentes
fenotipos a organoides de enfermedad. Esta diferencia puede surgir de mutaciones en los canales de iones y
proteinas reguladoras que regulan la absorcion y secrecion de fluido. Normalmente, la absorcion y secrecion de
fluido se regula por el transporte activo de iones a través de membranas celulares o capas que conduce a cambios
en la presion osmética y al movimiento de agua dentro/fuera de la luz. Por ejemplo, en epitelios secretores normales,
la secrecion de fluido dentro de la luz esta conducida por la salida de cloruro a través de la membrana apical celular
que produce sodio transepitelial y secrecion de agua. Esta acumulacion de fluido luminal se imita por los organoides
y, como se ha observado por primera vez por los inventores, causa “hinchazéon” de los organoides normales. Esto
produce organoides con presion interna relativamente alta (por ejemplo, en la luz) que fuerza a los organoides a una
forma de bola turgente grande, produciendo normalmente el estiramiento celular que promueve la division y el
adelgazamiento.

Por el contrario, un organoide de enfermedad caracterizado por transporte alterado de iones y/o de fluidos
presenta “hinchazén anormal”. En algunas realizaciones, un organoide de enfermedad puede tener hinchazon
reducida (cuando se compara con un organoide normal), que se caracteriza por una reduccion en uno o mas de los
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rasgos descritos arriba, por ejemplo, menor presion interna, organoide mas pequefio, menor turgencia, forma de bola
reducida, estiramiento reducido, etc., cuando se compara con un organoide normal. Estas caracteristicas producen
una estructura mas plegada (mas extrusiones o estructuras tipo pliegue que forman la superficie del organoide). Un
ejemplo de un organoide de enfermedad con hinchazén reducida es un organoide de fibrosis quistica. La
estimulacion de los organoides con ciertos farmacos y/o compuestos también puede producir hinchazén reducida.
Ejemplos de compuestos que producen hinchazén reducida son CFTRinh172 y GlyH-101 (por ejemplo, véanse las
figuras 3 y 4). En realizaciones alternativas, un organoide de enfermedad puede tener hinchazon elevada (cuando se
compara con un organoide normal), que se caracterizan por una mejora de uno o mas de los rasgos descritos arriba
por ejemplo, mayor presion interna, organoide mas grande, mayor turgencia, forma de bola mejorada, elevado
estiramiento, etc., cuando se compara con un organoide normal. Un ejemplo de un organoide de enfermedad con
elevada hinchazén es un organoide del colera. La estimulacién de los organoides con ciertos farmacos y/o
compuestos también puede producir hinchazén mejorada. Ejemplos de compuestos que producen hinchazén
mejorada son forskolina, salbutamol, epinefrina, ritodrina, dopamina o toxina del célera. Un ejemplo de un farmaco
que produce hinchazén mejorada (particularmente cuando se estimula un organoide de fibrosis quistica) es
genisteina (por ejemplo, véase la figura 7). Otros farmacos de fibrosis quistica que podrian producir hinchazén
mejorada de organoides de fibrosis quisticas se enumeran en la Tabla 2.

En consecuencia, como se menciond arriba, el grado de la hinchazén del organoide puede determinarse
midiendo el cambio en el tamafio o el cambio en el contenido de uno o mas organoides en el ensayo. El “cambio”
puede referirse a la diferencia cuando un organoide normal se compara con un organoide de enfermedad y/o cuando
un organoide de control se compara con un organoide que se ha estimulado por uno o mas farmacos o compuestos.
Alternativamente, el “cambio” puede referirse a la diferencia en la hinchazén de un organoide antes y después de la
estimulacion con un farmaco y/o compuesto.

Asi, en algunas realizaciones, el cambio en el tamafio y/o el cambio en el contenido es el cambio en el
tamafio en comparacion con un organoide de control sano. En una realizacion preferida, el organoide de control
sano es similar o sustancialmente idéntico al organoide de enfermedad, excepto que no tiene la enfermedad de
interés. Por ejemplo, en una realizacién preferida, los organoides de control y de enfermedad se derivan del mismo
tipo de tejido (por ejemplo, el tamafio de un organoide generado de una biopsia intestinal de CF se compararia con
el tamafio de un organoide generado de una biopsia intestinal sana). Se entenderia por el experto que los
organoides son preferiblemente de la misma “edad”, es decir, las células se han cultivado y/o sometido a pases un
numero similar de veces y/o el tamafio de partida es sustancialmente el mismo.

En una realizacién alternativa, el cambio en el tamafio y/o el cambio en el contenido es el cambio en el
tamafio en comparacion con un organoide de control que no se ha estimulado con uno o mas farmacos. En una
realizacion preferida, el organoide de control es similar o sustancialmente idéntico al organoide que se ha estimulado
con uno o mas farmacos, excepto que no se ha estimulado con uno o mas farmacos. Por ejemplo, en una realizacion
preferida se deriva del mismo tipo de tejido. Se entenderia por el experto que los organoides son preferiblemente de
la misma “edad”, es decir, las células se han cultivado y/o sometido a pases un ndmero similar de veces y/o el
tamano de partida es sustancialmente el mismo.

En una realizacion adicional, el cambio en el tamafio y/o el cambio en el contenido es el cambio en la
hinchazén de un organoide antes y después de la estimulacion con un farmaco y/o compuesto.

En algunas realizaciones, el cambio en el tamafio de organoide puede ocurrir concurrentemente con un
cambio en el diametro o volumen de la luz. Sin embargo, una de las ventajas del método de la invencion es que
permite usar el tamario del organoide, en vez del tamafio de la luz, como una indicacién de organoides sanos frente
a enfermos frente a tratados con éxito. Currid et al., (2003) describe la observacion de que el tratamiento con
forskolina de lineas celulares derivadas de tumor (con estructuras tipo organoide) produce la formacion de una
estructura tipo luz. Sin embargo, los autores no hacen la conexiéon de que esta formacion de luz seria inhibida por
enfermedades o aflicciones que inhibieran la funcion del CFTR (u otras proteinas implicadas en transporte y
secrecion de fluido). Ademas, los “organoides” de Currid no cambian en tamafio en respuesta a tratamiento con
forskolina; el Unico cambio parece ser la formacioén de la luz (en particular véase la figura 1 de Currid et al.). Por el
contrario, el ensayo de la presente invencién implica la observacion de la hinchazén de los propios organoides. Esto
es ventajoso ya que el tamafio global del organoide (por ejemplo, diametro/volumen/area superficial) es mucho mas
facil de medir. Por ejemplo, como se describe en los presentes ejemplos, bajo ciertas condiciones de etiquetado, el
software de cuantificacion no fue capaz de discriminar entre las células y la luz debido a la falta de contraste. Por lo
tanto, no siempre es posible observar cambios en el tamafo de la luz. Por el contrario, es posible usar métodos de
cuantificacion automatizados para determinar cambios globales en el tamafio del organoide.

El cambio puede evaluarse por medicion manual o automatizada del organoide, como se describe mas
adelante.

En algunas realizaciones, medir comprende medir cuantitativamente el cambio en el tamafio del organoide.
Por cambio en el tamafio se entiende que hay un cambio en el area superficial y/o diametro y/o volumen del
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organoide. En algunas realizaciones, el cambio en el tamafio sera un cambio de al menos el 1 %, al menos el 2 %, al
menos el 5 %, al menos el 10 %, al menos el 20 %, al menos el 50 % o mas del area superficial y/o diametro y/o
volumen del organoide. En algunas realizaciones, el cambio en el tamafio es un cambio de al menos 2 veces, al
menos 3 veces, al menos 4 veces, al menos 5 veces, al menos 6 veces al menos 7 veces, al menos 10 veces, al
menos 20 veces o mas del area superficial y/o diametro y/o volumen del organoide. El cambio puede ser un aumento
en el tamafio (hinchazén aumentada) o una disminucién en el tamafio (hinchazén reducida). Por ejemplo, la Figura 8
muestra que la forskolina y la toxina del coélera hacen que los organoides humanos aumenten de tamafio mas del
doble en el espacio de 120 minutos.

En ofras realizaciones, medir comprende observar la hinchazén del organoide. Esto puede implicar, por
ejemplo, determinar el cambio en el contenido del organoide. Por cambio en el contenido se entiende que cambia el
contenido o estructura del organoide. En algunas realizaciones, el cambio en el contenido se caracteriza por un
cambio en la forma del organoide (por ejemplo, mas tipo bola o0 mas plegado o menos tipo bola o menos doblado);
cambio en el tamafio celular y estiramiento y/o cambio en la presion interna y/o rigidez. Asi, en algunas
realizaciones, medir el cambio en el contenido o estructura comprende observar si el organoide se pliega o no mas o
menos, o, por ejemplo, determinar si un organoide de interés (un organoide de enfermedad o un organoide tratado
con farmaco, respectivamente) es mas grande o mas pequefio que un organoide de control (por ejemplo, un
organoide sano o un organoide tratado sin farmaco, respectivamente). En algunas realizaciones, si hay hinchazon
reducida, el observar la hinchazén puede implicar determinar si se deshincha o se pliega mas o no. El cambio en el
contenido y estructura también puede medirse cuantitativamente.

En algunas realizaciones, la hinchazén del organoide puede observarse visiblemente de manera que
puedan observarse uno o mas de los rasgos descritos anteriormente. Debe entenderse que “visiblemente” no
requiere visibilidad usando la simple vista, sino que incluye, por ejemplo, el uso de microscopia, técnicas de
formacion de imagenes y/o de tincion.

Podrian usarse diversas técnicas conocidas en la técnica para determinar el tamafo o contenido del
organoide. En una realizacion preferida, el tamafio o contenido del organoide se determina usando formacién de
imagenes de célula viva, por ejemplo, usando un microscopio, tal como un microscopio confocal. En algunas
realizaciones, los organoides se tifien antes de la formacion de imagen para mejorar el contraste de la imagen. En
una realizacién adicional, los organoides se tifien con colorantes permeables a la célula que opcionalmente emiten
fluorescencia tras la conversion metabdlica por las células vivas, por ejemplo, Cell tracker-Orange, Cell tracker-
Green, Calcein-Green (todos comercialmente disponibles de Invitrogen). En una realizacion, los organoides se tifien
con Calcein-Green, opcionalmente a aproximadamente 10 uM durante aproximadamente 60 minutos. Asi, en
algunas realizaciones el método de la invencién comprende la etapa de tefir los organoides, por ejemplo, por
incubacién con un agente de tincion.

En algunas realizaciones, el cambio en el tamafio puede cuantificarse, por ejemplo, usando software de
formacion de imagen tal como el “Software de cuantificacion Volocity”. En algunas realizaciones, el aumento del area
de organoide total con respecto a T=0 (tiempo de estimulacion) se calcula y opcionalmente se promedia de multiples
organoides. El area bajo la curva (ABC) puede calcularse, por ejemplo, usando Graphpad Prism, para mostrar el
cambio en el area del organoide.

En algunas realizaciones, los organoides pueden experimentar hinchazén rapida, (por ejemplo, en
respuesta a la estimulacion por farmacos o compuestos) que puede detectarse dentro de horas, minutos o incluso
segundos. Asi, en algunas realizaciones del ensayo, la hinchazén del organoide se mide en menos de 48 horas,
menos de 36 horas, menos de 24 horas, menos de 18 horas, menos de 12 horas, menos de 6 horas, menos de 1
hora, menos de 45 minutos, menos de 30 minutos, menos de 15 minutos, menos de 10 minutos, menos de 9
minutos, menos de 8 minutos, menos de 7 minutos, menos de 6 minutos, menos de 5 minutos, menos de 4 minutos,
menos de 3 minutos, menos de 2 minutos, menos de 1 minuto o menos de 30 segundos.

En algunas realizaciones, los organoides pueden experimentar hinchazon lenta (por ejemplo, cuando se
determina la diferencia entre un organoide enfermo y normal que no se han estimulado por farmacos o compuestos)
que puede detectarse dentro de semanas o dias. Asi, en algunas realizaciones del ensayo, la hinchazén del
organoide se mide en menos de 4 semanas, menos de 3 semanas, menos de 2 semanas, menos de 1 semana,
menos de 6 dias, menos de 5 dias, menos de 4 dias o menos de 3 dias.

Estimulacion de la hinchazon del organoide

En algunas realizaciones, el ensayo comprende la estimulacion de uno o mas organoides con un
compuesto que es capaz de inducir la hinchazén, por ejemplo, un cambio en el tamafio, de los organoides.

Los inventores han mostrado que ciertos compuestos producen hinchazén del organoide mejorada. Por
ejemplo, la forskolina, que se conoce por aumentar AMPc intracelular y asi activar el receptor transmembranario de
la fibrosis quistica (CFTR) produce hinchazén del organoide mejorada, presuntamente debido a la elevada absorcion
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de fluido en la luz del organoide. El efecto es dependiente de CFTR, como se demuestra usando inhibidores de
CFTR que impiden la hinchazén inducida por forskolina. Asi, los inventores han demostrado que los organoides
estimulados por forskolina, u otros activadores de CFTR, mejoran el fenotipo hinchado visto en organoides normales
y también mejora la hinchazén en organoides de enfermedad tratados con éxito. Este efecto puede usarse para
mejorar el “cambio” en el tamafio o contenido del organoide medido en el método de la invencién y para alcanzar
respuestas del organoide rapidas, que podrian ser Utiles para diagnoéstico rapido, pruebas de farmaco o medicina
personalizada.

La forskolina es un diterpeno de labdano, con la formula quimica C,;Hs4O7, que se produce por la planta
coleo indio. Asi, es un inhibidor de molécula pequefia con una masa molecular de 410,5 g/mol. Su ID de UPAC es:
acetato de (3R,4aR,58,6S,6aS,10S,10aR,10bS)-6,10,10b-trihidroxi-3,4a,7,7,10a-pentametil-1-oxo-3-
vinildodecahidro-1H-benzo[flcromen-5-ilo. La forskolina se usa cominmente para aumentar los niveles de AMP
ciclico en el estudio e investigacion de fisiologia celular. El salbutamol, epinefrina, ritodrina, dopamina y la toxina del
coélera han demostrado tener un efecto similar a la forskolina en los organoides.

Asi, en algunas realizaciones, el ensayo comprende la estimulacién de uno o mas organoides con un
compuesto que es capaz de inducir un cambio en el tamafio de los organoides, en el que el compuesto activa
indirectamente el CFTR, por ejemplo, por medio de la ruta de AMPc-PKA. En algunas realizaciones, el compuesto es
forskolina, salbutamol, epinefrina, ritodrina, dopamina o toxina del célera.

En algunas realizaciones, el compuesto es un receptor de proteina acoplada a G (GCPR) que mejora los
niveles de AMPc. En algunas realizaciones, el compuesto es una molécula pequefia que mejora los niveles de
AMPc, por ejemplo, forskolina. En algunas realizaciones, el compuesto es un diterpeno o diterpenoide,
opcionalmente un diterpeno de labdano y/o un diterpeno tipo forskolina de diterpenoide como se describe, por
ejemplo, en Rijo P et al. (Magn Reson Chem. 2005 Jul; 43(7):595-8).

Se acepta generalmente que todos los reactivos asociados a la modulacion de la secreciéon o absorcion de
fluido modulando la sefalizacién celular regulan la funcién de los canales de iones de CFTR. Estos incluyen
moduladores de AMPc, GMPc, proteina cinasa A, proteina cinasa C, fosforilacion de la actividad de CFTR y de ATP-
asa de CFTR.

En algunas realizaciones, el compuesto es un compuesto que genera AMPc, tal como un estimulo de
receptores adrenérgicos. Ejemplos de estimulos adrenérgicos incluyen, pero no se limitan a, isoproperenol,
salbutamol, epinefrina; prostaglandina E2, VIP y sustancia P. En algunas realizaciones, el compuesto es un
compuesto que genera GMPc, tal como una guanilina o acido biliar. En algunas realizaciones, el compuesto es un
inhibidor de fosfodiesterasas, por ejemplo, milrinona, IBMX, sildenafilo (Viagra). En algunas realizaciones, el
compuesto es un modulador del calcio, por ejemplo, ionomicina, acetilcolina o carbacol. En algunas realizaciones, el
compuesto es un modulador de la sefalizacion celular, tal como PI3K, Syk o p38. En algunas realizaciones, el
compuesto es un modulador del plegamiento y trafico de CFTR, por ejemplo, Vertex-809 y Vertex-661, SAHA,
miARN-138. En algunas realizaciones, el compuesto es un modulador epigenético, por ejemplo, de SAHA o TSA. En
algunas realizaciones, el compuesto es un modulador de la expresion de CFTR, tal como miARN-138, IL-1, TNF-alfa
o regulador de p38. En algunas realizaciones, el compuesto es un modulador de la degradacion de CFTR, tal como
un inhibidor del proteasoma que incluye bortezimib o un modulador de la degradaciéon asociada al reticulo
endoplasmico mediante rutas dependientes de ubiquitina. En algunas realizaciones, el compuesto es un inhibidor de
CFTR adaptado de JR Thiagarajah et al. (Clin Pharmacol Ther, 2012 CFTR Inhibitors for Treating Diarrheal
Disease), por ejemplo, uno de los compuestos mostrados a continuacion:
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Inhibidores originales de CFTR
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Puede usarse cualquier compuesto adecuado para estimular uno o mas organoides en el método de la
invencion. Por ejemplo, pueden usarse todos los reactivos asociados a la modulacion de la secrecion o absorcion de
fluido modulando la sefializacidon celular para estimular uno o mas organoides en el método de la invencion.
Ejemplos de compuestos que pueden usarse para estimular uno o mas organoides en el método de la invencion
incluyen moduladores de AMPc, GMPc, proteina cinasa A, proteina cinasa C, fosforilacion de la actividad de CFTR y
de ATP- asa de CFTR. Por ejemplo, otros compuestos que activan el CFTR y, por lo tanto, podrian reemplazar la
forskolina en el ensayo incluyen toxina del célera y salbutamol, y miméticos y derivados de los mismos.

En algunas realizaciones, el ensayo comprende la estimulacion de uno o mas organoides con un
compuesto que es capaz de inducir un cambio en el tamafio de los organoides, en el que el compuesto es forskolina
o0 un mimético o derivado de la misma. En una realizacién adicional, la hinchazén inducida por forskolina de
organoides puede invertirse después de la eliminacion de la forskolina lavando. Similarmente, la hinchazén de
organoides causada por otros compuestos puede invertirse lavando para eliminar el compuesto.

Varios canales de iones no de CFTR vy otras proteinas participan en la transferencia de organoide y
sustancias inorganicas a través de las membranas celulares en las membranas apical y basolateral, y, por lo tanto,
afectan la secrecion o absorcidon de fluido. Asi, en algunas realizaciones, el compuesto activa indirectamente el
CFTR u otro canal de iones o proteina reguladora implicada en la regulacion de la absorcién y secrecion de fluido.
En una realizacion alternativa, el compuesto activa directamente el CFTR u otro canal de iones o proteina reguladora
implicada en la regulacion de la absorcion y secrecion de fluido.

Los canales de iones diferentes del CFTR, y otras proteinas implicadas en la regulacién de los canales de
iones en células, también son importantes para la regulacion de la homeostasis de fluidos y de electrolitos en las
células. Por ejemplo, todos los canales de iones mostrados en las Tablas 1 y 2 participan en la regulacion de la
secrecion y absorcion de fluido en las células. En un ejemplo adicional, se predice que el CFTR ayuda a regular
varios otros canales de iones que incluyen, pero no se limitan a: ORCC, ROMKK®*, ENaC, y el intercambiador CI-
/HCO?®*. Se supone que los moduladores de estos canales de iones y proteinas reguladoras, tales como los
activadores e inhibidores enumerados en las Tablas 1 y 2 (adaptado de Toczylowska-Maminska et al, 2012, J of Cell
Biochem 113: 426:-432) funcionan de una manera similar a la forskolina mejorando o reduciendo la hinchazén de
organoides. Asi, en algunas realizaciones de la invencion, el compuesto del ensayo que es capaz de inducir un
cambio en el tamafio de los organoides activa o inhibe directamente o indirectamente uno cualquiera o mas de los
canales de iones en las Tablas 1 0 2 y/o uno cualquiera o mas de intercambiador del ién NHE3, DRA, SGLT1,
transportadores de acidos grasos de cadena corta, ORCC, ROMKK?*, ENaC, o el intercambiador CI7THCO?-.
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En algunas realizaciones, el compuesto del ensayo que es capaz de inducir un cambio en el tamafo de los
organoides puede ser uno cualquiera o mas de los activadores o inhibidores enumerados en las Tablas 1 o 2.

TABLA I. Activadores e inhibidores de proteinas de transporte en la membrana apical del epitelio bronquial humano.

Maombre Gen Activator Inhibitor
canales K*
TREK-1 kenk2 I'_lﬂlutﬂnu.cluru_furmu.isuﬂurﬂnu. lidecaina, quiniding, Gd3*, fluoxeting
acido araguidonico bupivacaina
TW1K-1 kenk1 FMA quinidina , BaZ*
TWIK-2 kenke dcido araguiddnico halotano
TASK-2 kenk5 halotano bupivacaina, quinina, quinidina, pH dcido,
lidocaina, clofiium
Kir4.2 kvnj15 ATP Balt
canales CI
CFTR cftr ATP, forskolina, genisteina, glibenclamida,acido araguideonice, iboprofeno
floxina, apigenina
CaCC (CLCA) clcal clca? ionomicina , >2 mM CaZ*, acido niflimico, DIDS, DTT
tmem16a | nerepinefrina:, ATP,
endotelina
VSOR no conocido Hz04 glibenclamida, DIDS, NPPB, dcido niflimico,
Mg2+ , verapamilo
canales Na*
ENaC enac aldosterona, insulina, amilorida, triamterenc, benzamile
vasopresina
Transportadores de lones
Ma/H ion nhe1 pH acido angiotesina Il, amilorida
intercambiador
HKATPase atplali hiztamina ouabaina, oligomicina, SCH28080

TABLA II. Activadores e inhibidores de proteinas de transporte en la membrana basolateral del epitelio bronquial

humano
MNombre Gen Activador Inhibidor
Canales K*
KvLQT1 keng1 cAMP, CaZ*, 1-EBIO compuesto cromanol 2938, clofilum, linopirdina,
BaZ*
hiK-1 (hSK4, kennd 1-EBIO, Ca?*, 7,8- clotrimazol , ChTx, BaZ*
KCa3.1) benzoquinolina
Canales CI
ORCC cAMP Gd** DIDS
conocido
Canalez CI
CIC-2 clc-2 pH acido, lubiprostona, Zn*
acide araguidonico, omeprazol
bestrophins best1 MO, ATP, ionomicina DIDsS, acido niflimico

transportador
de lones

transportador de  nbc1,

ion NaZHCO3

transportador de

ion MaK2C|

nbc4d
1kce

intercambiador de  ac2

ion CIYHCO3

MakKATPase
(NKA, EC
3.6.1.3)

atpiq,
atplaz

forskolina, calmoduling, carbacol

ATP, pinacidil

KH;

tirotropina, aldosterona

DIDS, DNDS

bumetanida, furosemida, bumetanida, torsemida

calmidazol, pH dcido, DNDS, DIDS

[i-mercaptoetanol, vanadato, DTT, cuabaina,

cligomicing, 3.4,5,6- tetrahidroxi-xantona,
oleandrina, digoxina
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En algunas realizaciones, los compuestos capaces de inducir un cambio en el tamafio para su uso en el
método de la invencién pueden ser, por ejemplo, proteinas, péptidos, moléculas pequefias sintéticas, adaptameros,
acidos nucleicos (tal como compuestos antisentido) o anticuerpos (o fragmentos de los mismos).

En una realizacion adicional, algunos organoides, tales como organoides de CFTR-delF508 de ratdn, tienen
actividad de CFTR residual mayor que la de los homologos humanos (por ejemplo, véase la Figura 6), y responden a
correccion de CFTR por temperatura, asi como compuestos por hinchazén elevada inducida por forskolina.

Las mutaciones en los canales de iones (tales como aquellas mencionadas arriba o enumeradas en las
Tablas 1 y 2) y proteinas reguladoras pueden causar el transporte alterado de iones y de fluido que produce
fenotipos de enfermedad que incluyen, pero no se limitan a: diarrea inducida por bacterias (por ejemplo, causada por
el célera, u otras toxinas bacterianas); infeccion por rotavirus; E. coli enterohemorragica; adrenoleucodistrofia; asma,
enfermedad de Tangier; resistencia multi-farmaco (muchos canceres, asi como algunas bacterias resistentes a los
antibioticos); colestasis obstétrica y enfermedad renal poliquistica. Asi, en algunas realizaciones de la invencion, la
enfermedad o afliccion diagnosticada o estudiada por el método de la invencion se selecciona de: diarrea inducida
por bacterias causada por el colera y enfermedad renal poliquistica. En algunas realizaciones de la divulgacion, la
enfermedad o afliccion diagnosticada o estudiada por el método de la invencién se selecciona de: diarrea inducida
por bacterias causada por otras toxinas bacterianas; infeccion por rotavirus; E. coli enterohemorragica;
adrenoleucodistrofia; asma, enfermedad de Tangier; resistencia multi-farmaco (muchos canceres, asi como algunas
bacterias resistentes a los antibidticos) y colestasis obstétrica. El experto entenderia qué canales de iones y qué
mutaciones hay que seleccionar como diana dependiendo de la enfermedad que se estudia.

La invencion proporciona un método segun la invencién, que comprende la estimulacién de uno o mas
organoides con un compuesto que dirige el CFTR y que forma imagenes de uno o mas organoides, por lo cual la
hinchazoén inducida por compuesto de uno o mas organoides es dependiente de CFTR.

La invencion también proporciona un método para el cribado de una biblioteca de compuestos para
identificar compuestos que afectan la absorcion y/o secrecion de fluido, en el que el ensayo comprende:

estimulacion de uno o mas organoides con la biblioteca de compuestos;
formacion de imagenes de la hinchazon de dicho uno o mas organoides; e
identificacion de un compuesto que es capaz de inducir la hinchazén de los organoides.

Debe entenderse que cualquiera de los compuestos enumerados en esta seccion puede ser igualmente
aplicable como ejemplos de farmacos para el cribado de farmacos y medicina personalizada. A la inversa, cualquiera
de los ejemplos de farmacos proporcionados en el cribado de farmacos y la seccidon de medicina personalizada
puede ser igualmente aplicable como ejemplos de compuestos para inducir la hinchazén del organoide. Una
diferencia que puede existir entre compuestos apropiados para estimular la hinchazén del organoide en el ensayo
frente a los farmacos que podrian probarse en el ensayo es que los compuestos normalmente actian aguas arriba
de los canales de iones y/o proteinas que regulan la secrecion y absorcion de fluido en una célula y de ese modo
mejoran (o reducen) la hinchazén del organoide. Por el contrario, los farmacos normalmente actian en y/o aguas
abajo de los canales de iones y/o proteinas disfuncionales para corregir la secrecion y absorcion normal de fluido.

Enfermedad o afliccion

En algunas realizaciones, la invencidon proporciona un método in vifro segun la reivindicacion 1 o la
reivindicacion 2 para el diagndstico de fibrosis quistica, enfermedad renal poliquistica o colera que afecta la
captacion o secrecion de fluido (de organoides y/o las células de los organoides) o para estudiar la eficacia de uno o
mas farmacos para tratar fibrosis quistica, enfermedad renal poliquistica o célera.

Asi, en una realizacion, la invencion proporciona un método segun la invencion en el que la hinchazén de
uno o mas organoides es una medida del efecto de mutacion de CFTR y/o el tratamiento con farmaco.

Otras enfermedades o aflicciones que son relevantes para uso con el ensayo de la divulgacion incluyen,
pero no se limitan a: diarrea inducida por bacterias (por ejemplo, E. coli enterohemorragica); infeccion por rotavirus;
adrenoleucodistrofia; asma, enfermedad de Tangier; resistencia multi-farmaco (muchos canceres, asi como algunas
bacterias resistentes a los antibidticos); colestasis obstétrica, COPD, fumar, sinusitis, insuficiencia pancreatica,
pancreatitis, infertilidad, desnutricion, enfermedades inflamatorias, enfermedad renal, enfermedad alérgica,
osteoporosis, diabéticos, hipertension, hipotension, diarrea inducida por patégenos (célera, E. coli), 'desecacion’,
cirrosis hepatica, insuficiencia del higado, tumorigénesis. El fumar puede reducir la funciéon de CFTR y por lo tanto la
tos del fumador u otros efectos secundarios de fumar son otras aflicciones que son relevantes para el uso con el
método de la invencion.

El CFTR también juega un papel importante en la patogénesis de la enfermedad renal poliquistica,
particularmente la enfermedad renal poliquistica dominante autosémica (Li et al., Am J Physiol Renal Physiol 303,
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1176-1186, 2012). Las mutaciones en las proteinas de policistina conducen a la formacion de quistes epiteliales que
contienen una cavidad llena de fluido rodeada por una Unica capa de células epiteliales renales inmaduras (por
ejemplo, Sullivan et al., J. Am Soc Nephrol 9, 903-916, 1998). La acumulacion de fluido dentro de estos quistes
implica movimientos de CI- transepitelial estimulados por AMPc que recuerdan a aquellos encontrados en epitelios
secretores afectados por fibrosis quistica (por ejemplo, Torres et al., Lancet 369, 1287-1301, 2007). Se ha mostrado
que la mutacion F508del-CFTR interrumpe la formaciéon de quistes renales. Esto muestra que el ensayo también
seria adecuado para el diagnostico de la enfermedad renal poliquistica y para estudiar la eficacia de uno o mas
farmacos para tratar enfermedad renal poliquistica. El ensayo también seria adecuado para otras enfermedades,
tales como aquellas enumeradas arriba, que producen disfuncion del transporte de fluido similar.

En algunas realizaciones, la enfermedad o afliccion esta asociada a una mutacion de pérdida de funcion de
un canal de iones, por ejemplo, CFTR, ORCC, ROMKK*, ENaC, o el intercambiador CI/HCO?®*, o esta asociada a
una mutacion de pérdida de funcion de ofras proteinas asociadas a la regulacion de estos canales de iones. En
algunas realizaciones, la enfermedad o afliccién esta asociada a una eliminacién de fenilalanina en la posicion 508
(CFTR-delF508). Esto causa plegamiento incorrecto, retencion de ER y degradacion temprana de la proteina CFTR
que impide la funcién en la membrana plasmatica. Asi, en algunas realizaciones, la enfermedad o afliccion se
caracteriza por plegamiento incorrecto, retencion de ER y/o degradacién temprana de la proteina CFTR. En algunas
realizaciones, la enfermedad o afliccion estd asociada a una o mas mutaciones en el gen CFTR que altera el
plegamiento de proteinas, produccién de proteinas, apertura, conductancia, corte y empalme y/o interacciones con
otras proteinas. En algunas realizaciones, la enfermedad o afliccion esta asociada a la mutacion CFTR-G551D. En
algunas realizaciones, la enfermedad o afliccion estda asociada a la mutacion CFTR-G542X. En algunas
realizaciones, la enfermedad o afliccion estd asociada a la mutacion CFTR-L927P. En algunas realizaciones, la
enfermedad o afliccion esta asociada a la mutacion CFTR-E60X. En algunas realizaciones, la enfermedad o afliccion
esta asociada a la mutacion CFTR-4 015delATTT. En algunas realizaciones, la enfermedad o afliccion esta asociada
a la mutacion CFTR-A455E (véase, por ejemplo, la figura 14a). En algunas realizaciones, la enfermedad o afliccion
puede ser causada por el alelo homocigoto de una cualquiera de las mutaciones mencionadas anteriormente. En
una realizacion alternativa, la enfermedad o afliccion puede ser causada por el alelo heterocigoto de cualquier
combinacién de las mutaciones anteriores o una combinacién de la mutacion anterior con un gen CFTR normal (no
mutante). En algunas realizaciones, una mutacion de pérdida de funcién en CFTR conduce a fibrosis quistica, y esta
enfermedad puede detectarse y/o diagnosticarse por observacion de la reduccion en la hinchazén del organoide en
comparacion con un organoide sano normal.

En una realizacién alternativa, la funcionalidad de CFTR se altera por una toxina, tal como una toxina
bacteriana, tal como la toxina del codlera, y asi la toxina del cdélera puede detectarse y/o diagnosticarse por
observacion de hinchazon del organoide mejorada en comparacion con un organoide sano normal.

Las enfermedades y/o aflicciones anteriormente mencionadas también son relevantes para los tipos de
organoide de enfermedad que se han mencionado anteriormente. Puede usarse un organoide de enfermedad como
un modelo de enfermedad para estudiar el efecto de farmacos en un fenotipo y/o genotipo de enfermedad particular,
opcionalmente para el descubrimiento de farmacos o para medicina personalizada, tal como eleccién del tratamiento
con farmaco, como se explica en mas detalle mas adelante.

La invencion proporciona un método in vitro segun la invencién que ademas comprende correlacionar la
hinchazén de uno o mas organoides con:

la presencia o gravedad de la enfermedad o afliccion, o
la capacidad de respuesta del organoide al tratamiento con un farmaco conocido o supuesto o la eficacia de un
farmaco conocido o supuesto.

Uso del ensayo en el diagnéstico

La invencién proporciona un ensayo de acuerdo con la invencion para su uso en el diagnostico de una
enfermedad o afliccién. La enfermedad o afliccién puede ser cualquier enfermedad o afliccion mencionada en la
presente o cualquier enfermedad o afliccién que afecta a la absorcién o secrecion de fluidos.

La invencién también proporciona un ensayo de acuerdo con la invencién, que comprende medir r la
hinchazén de uno o mas organoides de un paciente que se diagnostica, por ejemplo, con fibrosis quistica o colera, y
comparar esto con la hinchazén en uno o mas organoides de un control sano.

En algunas realizaciones, el ensayo comprende ademas la estimulacion de uno o mas organoides con un
compuesto, tal como forskolina, que mejora el fenotipo de hinchazén normal.

En algunas realizaciones, el cambio en el hinchazén del organoide de paciente en comparacion con el

organoide sano indica la presencia de la enfermedad o afliccion. Ademas, la cuantificacién del cambio en el tamafio
puede demostrar la presencia de la enfermedad o afliccion y/o su gravedad. Por ejemplo, la hinchazén reducida de
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un organoide de paciente podria indicar la presencia de un CFTR disfuncional (u otro canal de iones o proteina
reguladora que afecta la absorcién o secrecion de fluido). Por ejemplo, en algunas realizaciones, el cambio se
ejemplifica por comparacion de hinchazén inducida por forskolina en organoides crecidos de un control sano o un
paciente con CF que lleva mutaciones de F508del homocigéticas (por ejemplo, véase la Figura 5a). En algunas
realizaciones, esto indicaria un diagnéstico positivo para fibrosis quistica. Alternativamente, la elevada hinchazon de
un organoide de paciente podria indicar la presencia de un CFTR superactivo (u otro canal de iones o proteina
reguladora que afecta la absorcién o secrecion de fluido). En algunas realizaciones, esto indicaria un diagndstico
positivo para colera. El diagnéstico de una enfermedad o afliccion, tal como fibrosis quistica o célera, puede luego
conducir al tratamiento del paciente para la enfermedad o afliccion relevante.

La invencion también proporciona el uso de uno o mas organoides para el diagnostico de fibrosis quistica,
enfermedad renal poliquistica o cdlera, en el que dicho diagndstico comprende el uso de un ensayo segun la
invencion.

La invencién también proporciona un método de tratamiento de un paciente, en el que el método
comprende el uso del método de la invencion para el diagnostico, en el que si se obtiene un diagndstico positivo, €l
paciente se trata para la enfermedad o afliccion.

Un agente terapéutico para su uso en el tratamiento de una enfermedad o afliccion en donde dicho
tratamiento comprende diagnosticar a un paciente por la presencia de una enfermedad o afliccion usando un
ensayo de la invencion y en donde si se obtiene un diagnodstico positivo, el paciente se trata para la enfermedad o
afliccion.

En algunas realizaciones, el paciente se trata usando uno o mas farmacos identificados usando un método
de cribado de farmacos de la invencion como se describe a continuacion.

Uso del ensayo en el cribado de farmacos

La invencion también proporciona un ensayo segun la invencién para su uso en el cribado de farmacos, por
ejemplo, para el cribado de una biblioteca de posibles farmacos.

En algunas realizaciones, el ensayo es un ensayo de cribado de alto rendimiento. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, los organoides se cultivan en un formato de matriz, por ejemplo, en placas de multiples pocillos, tales
como placas de 96 pocillos o placas de 384 pocillos.

En algunas realizaciones, los organoides en el cribado de farmacos, por ejemplo, en la matriz, se derivan de un
paciente individual. En algunas realizaciones, los organoides en el cribado de farmacos, por ejemplo, en la matriz, se
derivan de diferentes pacientes. En otras realizaciones, el cribado de farmacos, por ejemplo, la matriz, comprende
organoides derivados de uno o mas pacientes enfermos, ademas de organoides derivados de uno o mas controles
sanos.

Pueden usarse bibliotecas de moléculas para identificar una molécula que afecta los organoides.
Bibliotecas preferidas comprenden bibliotecas de fragmentos de anticuerpos, bibliotecas de presentacion de fagos
de péptidos, bibliotecas de péptidos (por ejemplo, LOPAP™, Sigma Aldrich), bibliotecas de lipidos (BioMol),
bibliotecas de compuestos sintéticos (por ejemplo, LOP AC™, Sigma Aldrich), bibliotecas de compuestos naturales
(Specs, TimTec) o bibliotecas de moléculas pequefias. Ademas, pueden usarse bibliotecas genéticas que inducen o
reprimen la expresién de uno o mas genes en la progenie de las células madre. Estas bibliotecas genéticas
comprenden bibliotecas de ADNc, bibliotecas antisentido, y ARNip u otras bibliotecas de ARN no codificante. Las
células pueden exponerse a multiples concentraciones de un agente de prueba durante un cierto periodo de tiempo.
Al final del periodo de exposicion, los cultivos se evallan. El término “que afecta” se usa para cubrir cualquier cambio
en una célula, que incluye, pero no se limita a, una reduccion en, o pérdida de, proliferacion, un cambio morfolégico,
y muerte celular.

En algunas realizaciones, los organoides pueden usarse en el ensayo para probar bibliotecas de productos
quimicos, anticuerpos, producto natural (extractos de planta), etc., para idoneidad para su uso como farmacos,
cosméticos y/o medicinas preventivas. Por ejemplo, en algunas realizaciones, una biopsia de célula de un paciente
de interés, tal como células intestinales de un paciente con fibrosis quistica, puede cultivarse usando medio de
cultivo y métodos de la invencién y luego tratarse con un farmaco o una biblioteca de cribado. Entonces es posible
determinar qué farmacos restauran eficazmente la funcion al canal de iones defectuoso u otra proteina reguladora.
Esto permite probar la capacidad de respuesta del paciente especifico a un farmaco particular, permitiendo asi que
el tratamiento se adapte a un paciente especifico. Asi, esto permite un enfoque de medicina personalizada, que se
describe en mas detalle mas adelante.

La ventaja afiadida de usar los organoides para identificar farmacos de esta manera es que también es
posible cribar organoides normales (organoides derivados de tejido sano) para verificar qué farmacos y compuestos
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tienen efecto minimo sobre el tejido sano. Esto permite el cribado para farmacos con actividad inespecifica minima o
efectos secundarios no deseados.

En algunas realizaciones, el ensayo es para probar el efecto de farmacos novedosos en la restauracion
funcional de canales de iones mutantes u otras proteinas implicadas en regular la absorcion o secrecion de fluido.
En algunas realizaciones, la restauracion funcional comprende restauracion de la traduccion, transcripcion, de loci de
genes o interactores biologicos, para el tratamiento de enfermedades y aflicciones asociadas a la absorcion o
secrecion de fluido.

Por ejemplo, los inventores observaron hinchazoén inducida por forskolina en organoides de CF tras la
adicién de farmacos que son conocidos por corregir la funcion de CFTR in vitro (Figura 5b). Asi, en algunas
realizaciones, el método de la invencion puede usarse para medir el efecto de tratamientos existentes o novedosos
para CFTR.

En algunas realizaciones, la invencion proporciona un método in vitro usando los organoides para probar el
efecto de farmacos novedosos para tratar deficiencia de CFTR a través de la correccion de la funcion de CFTR.

En algunas realizaciones, el ensayo es para probar el efecto de farmacos novedosos en la restauracion
funcional de proteina CFTR mutante, o restauracién funcional de la traduccion de CFTR, transcripcion, loci de genes
CFTR o interactores biolégicos de CFTR, por ejemplo, para tratamiento de fibrosis quistica o toxinas microbianas,
tales como célera. En algunas realizaciones, los farmacos son potenciadores o correctores. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, el potenciador es genisteina (véase, por ejemplo, la figura 7, que muestra que la genisteina puede
inducir hinchazén de organoide rapida).

La restauracion funcional de CFTR comprende restauracion funcional de proteina CFTR mutante,
restauracion funcional de la traduccién de CFTR (por ejemplo, codones de detencion prematura), transcripcion (por
ejemplo, defectos de corte y empalme), o restauracion funcional del gen CFTR (por ejemplo, terapia génica) o el
interactoma de CFTR (algunas mutaciones afectan las interacciones proteina-proteina requeridas para la funcion de
CFTR).

En algunas realizaciones, el ensayo para el cribado de farmacos es para identificar farmacos que se dirigen
a los defectos especificos de mutacion en canales de iones u otras proteinas implicadas en regular la absorcion o
secrecion de fluido, por ejemplo, defectos especificos de mutacion de la propia proteina CFTR. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, el ensayo para el cribado de farmacos es para identificar farmacos que inducen i) ultralectura
del codon de terminacion prematuro, ii) correccion del trafico de la membrana plasmatica de CFTR (correctores), y/o
iii) mejora de la apertura de CFTR (potenciadores). En algunas realizaciones, el ensayo para el cribado de farmacos
es para identificar combinaciones de correctores y potenciadores, por ejemplo, para el tratamiento del grupo de
pacientes dominantes de CFTR-delF508.

En algunas realizaciones, el ensayo para el cribado de farmacos comprende la estimulacion de uno o mas
organoides con un farmaco conocido para tratar la enfermedad o afliccion de interés, o que es probado por su
eficacia en tratar la enfermedad o afliccion de interés, en el que la mejora o reduccion de la hinchazén del organoide
es indicativa de un farmaco eficaz para el tratamiento de dicha enfermedad o afliccién.

En algunas realizaciones, el farmaco que se prueba se selecciona de una molécula pequefia sintética,
proteina, péptido, anticuerpo (o derivado de los mismos), aptamero y acido nucleico (tal como un compuesto
antisentido).

En una realizacion adicional, el ensayo para el cribado de farmacos comprende adicionalmente la
estimulacion de uno o mas organoides con un compuesto, tal como forskolina, que es capaz de mejorar la hinchazén
de los organoides.

En algunas realizaciones, el ensayo para el cribado de farmacos comprende

estimulacion de uno o mas organoides con un compuesto que es capaz de inducir la hinchazén de los
organoides;

estimulacion de uno o mas organoides con un farmaco conocido por afectar la funcion de CFTR o con un
farmaco que es probado por su eficacia en afectar la funcion de CFTR; y

formacion de imagenes de la hinchazon de uno o mas organoides, y opcionalmente comparar la hinchazon del
organoide con la hinchazén de un organoide que se ha estimulado con el compuesto, pero no se ha estimulado
con el farmaco;

en el que la hinchazén de uno o mas organoides en respuesta a la estimulacion por el farmaco indica que el farmaco
es eficaz para el tratamiento de restauracion funcional de CFTR mutante.
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En algunas realizaciones, el ensayo comprende ademas la etapa de seleccionar el farmaco eficaz y
opcionalmente usar dicho farmaco para el tratamiento.

La invencion también proporciona el uso de uno o mas organoides para el cribado de farmacos, en el que el
cribado de farmacos comprende usar un ensayo segun la invencion.

Uso del ensayo en medicina personalizada

En algunas realizaciones, la invencién proporciona un ensayo en el que los organoides son organoides del
intestino delgado derivados de pacientes para la evaluacion de la capacidad de respuesta individual a ciertas
opciones de tratamiento.

En algunas realizaciones, el ensayo comprende la estimulacion de uno o mas organoides con uno o mas
farmacos, por ejemplo, para su uso en medicina personalizada.

En algunas realizaciones, la invencién proporciona un ensayo para su uso en medicina personalizada, por
ejemplo, para probar la respuesta de pacientes individuales a farmacos para la enfermedad o aflicciéon de interés.

En algunas realizaciones, la invencién proporciona un método que usa organoides para probar la respuesta
de pacientes individuales a farmacos tales como correctores o potenciadores u otros farmacos usados para tratar
CF, por ejemplo, cualquiera de los farmacos mostrados en la Tabla 3 o Tabla 4.

Tabla 3: Ejemplos de farmacos conocidos para fibrosis quistica

Comentarios

[} Mombre Quimico Estructura Quimica

Bloqueador(B); Potenciador(P); Corrector(C);Trato (T)

S
H F
O F
F

Referencia # 1
Nombre: CFinh-172
Potencia :Ki= 300 nM
Solvente DMSO
Consejos para uso:
inicio lento de la inhibicion
en algunos tiposde
células(eg.células TE4 )
que requiere la incubacion
prolongada, MW 409

4-[4-Ox0-2- tioxo -3-(3- triflucrometil-
B1 -penil}-tiazolidina-5-
metil ledeno]-acido benzoico

Referencia # 2

(Maftaleno-2-ilamino}- dcido acético

B2 (3,5-dibromo-2 4, -dihidroxi-
bencilideno}- hidrazida

% Nombre: GlyH-101
NH oH Potencia : Ki= 5 microM

Solvente .-DMSO
Consejos para uso:
MW .- 493

B3 Diarilzulfonilurea

Referencia # 3
Nombre: DASU-01
Potencia :Ki = 100
miicroh

Sohlvente: agua o
regulador
Consejos para uso:
Litil para analizis
de ruide CFTR
MW, 3353
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(continua)

0] Mombre Guimico Estructura Quimica

Comentarios

Bloqueador(B); Potenciador(P); Corrector(C);Trato (T)

Referencia #*16

hl Mombre: Blocker Sab
(7R.95)-7 ,8-diidrosi-2-(&-hidréxi- o~ Potencia :Ki < 100 pM
S{hidroximetiljitetrahidrofurano-2-yl}- “-,-J\.f-"'\' pero verRef #17
B4 7,9-dimetil-3,7.8,9- {’ﬁ P " Solvente- agu-a o
tetrﬂhi_dr.upirimh:lu [1.,2—i] purina-g- ,§ " regulﬂdu-r
acido carboxilico
T Consejos para uso:
MWW . 39537
Referencia #** 16
Wombre: Blocker 8ab

(25 4R)-3.4- dihidroxi-2 4-dimetil-
BS 3, 4-dihydro-2H-pyrimido[2,1-
izoquinolina-2-acido carboxiico

Potencia : Ki = 20 nM
pero ver Ref.# 17

Solvente: agua o
regulador

Consejos para uso:

MW, 288.3
Referencia # 22
7.9-dimetil -11-penil -6-(5- iy
56 metilfurana- 2-yl)-5,6- dinidro- —Q gﬂt;::t': ';:‘E’SGD”M
pirimida-[4',9-3 4]pyrrolof1,2- pe NH E.n:lns&ju-s para uso:
ajguinoxalina -8, 10-{7H, 3H)-diona O :
'y MW, 438.48
Referencia # 23
Mombre: Tetrazolo-Inh.-
N MH 172.
5-[[4-(2h-tetrazol-3- i Potencia :Ki~ 1 microM
BT yl) penilmetieno]-2-tioxo- Solvente: DMSO
3—[3-1:triﬂul:lrl:lm&til}p&nil]—4— _r,S F E [‘,ungeiug para uso:
tiazolidinona NMF Siendo mas soluble
S EMN agua gue en
Inh.-172
MW, 433.43
Referencia # 23
Mombre: Oxo-Inh.-172.
Potencia : Ki~1 microM
4-[[3-[3- triflucrometilpenil]-2,4- HO Solvente: DMSO
B8 dioxo-3-tiazolidinilidena] _(o E Conseios para uso:

metilacide benzoico g “U{

Siendo mas soluble
€N dgua gue en
Inh.-172

MWW, 393.34

4-Metil- 2-{5-phenyl-1H-pyrazol-3-

. yl}-fenol

Referencia #**12 & 15

Nombre: WRT-532
Potencia :Ks 3to 5
microh

Solvente: DMSO

Conzejos para uso: MW .-

230
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(continua)

D Mombre Quimico Estructura Quimica

Comentarics

Bloqueador(B); Potenciador(P); Corrector{C);Trato (T)

P2 amino]-M-(4- izoproil-fenil}-2-

2-[(2-1H-Indol-3-yl-acetil }-metil- @\Hr,ki:]f\
fenil-acetamida ’"r\f}ﬁ:}

™

H

Referencia #** 4
MNombre: PG-01
Potencia :Ks= 300 nM
Solvente: DMSO
Censejos para uso:
M.W.:439.5

6-( Etil-feni-sulfonil) -4-oxo-1,4- H@
P3 dihidro-guinolina-3-acido carboxilico 2- Q a

metoxi-benzilamida 5 HH

Referencia #** 4
MWombre: SF-03
Potencia :Ks= 30 nM
Solvente: DMSO
Consejos para uso:
M.W.:481.6

1-{3- Clerofenil}-5-triflucrometil-3-

P4 hidrobenzimidazol-2-ona

Referencia #** 5
Mombre: UCCF-853
Potencia: Ks= 3
microhd
Sohlvente . DMSO
Conzejos para uso:
MW 3127

2-(2-Cloro-benzoilamino}-4 56,7
P5 tetrahidro-benzo[bjtiofeno-3-

amida de acido carboxilico

Referencia #** 6
Mombre: dF508,-02
Potencia: Ks= 70 nM
Solvente: DMSO

Consejos para uso:

M.W.: 334.8

5,7 Dihidroxi-3-(4-hidroxi-

P& .
fenil}-cromo-£-ona

Referencia #* 8

Nombre: Genistein
(dizcontinuo-
dizponible de Sigma
#E6649)

Potencia: Ks= 1010 30
microb

Solvente . DMSO
Consejos para uso:
MW 272.3

1-(5- Cloro-2-hidroxi-fenil}-5- F e

P trifluorometil-1,3-dihidro-indol-2-ona F N

Referencia #* 8
Nombre: NSOO4
Potencia: EC50 3

microb
Solvente . DMSO

Conzejos para uso:
ne funciena en pafches
extirpados.

MW 3277

I NH® HSO,
4-(4-Oxo-4H-benzofh]cromo-2- S

Pe yl)-piridinio; bizulfato

Referencia#** 9 and
10

Potencia: Ks= 2
microh

Solvente: DMSO
Consejos para uso:
M.W.:371.4
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(continua)

D

Hombre Quimico

Estructura Quimica

Comentarios

Bloqueador(B); Potenciador({P); Corrector(C);Trato (T)

Pa

3-But-2-inil-5-metoxi-1-feni-1H-
pirazol4-carbaldeido

OHC G
M

Referencia #** 10
Potencia: Ks= 10
microM
Solvente: DMS50
Conzejos para uso:
M.W.2254.3

P10

3-{2-Benziloxi-fenil}-5-
clorometi-isoxazol

cl

Referencia #** 10
Potencia : Ks = 30
microhd
Sohvente: DMSO
Consejos para uso:
M.W.-299.8

c1

G-[1H-Benzoimidazol-2-
ilzulfanilmetil}-2-5-metoxy-4-
meti- quinazolin-2-
ilamino}-pirimidin-4-ol

Referencia #** 11
Potencia 1 Ks= 3
microhd
Solvente: DMSO
Consejos para uso:
MW 24455

c2

2-{1-[4-(4- Cloro-
benzensulfonil}- piperazin-1-yl]-etil}-
4-piperidin-1-il-guinazolina

Qgﬁgﬂc=

Referencia
Presentacion de vértice

MWombre:VRT-640

Potencia :desconocido

Sohvente  DMS0
Consejos para uso:

Probable union a las
proteinas séricas.

M.W.:500.1

c3

&-ciclohexiloxi -2-{1-[4-(4- metoxi-
benzensulfonill-piperazin-1-

il-etif~guinazelina

Q_gr{'}%{}q

Referencia #* 12,13,
15
Nombre: VRT-325
Potencia : ECS0 2
miicrohd

Solvente: dry DMSO
Consejos para uso: union

a las proteinas séricas.
M.W..510.65

Cc4

M-[2-{5- Cloro-2-metoxi-
fenilaming)-4'-
metil-[4,5] bitiazoli-2'-
il-benzamida

Referencia #** 11
Membre:cmpd 4a
Potencia : EC50 2

microl
Sohvente: DMSO
Consejos para uso:

M.W.2440.9

c3

4,5, 7-trimeti-M-fenilguinolin-2-
amina

Referencia #** 11:
Mombre:cmpd S5a
Potencia: EC30 13
microl

Sohlvente: DMSO
Consejos para uso:
M.W.:262.35
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(continua)

o}

Mombre Cluimico

Estructura Cluimica

Comentarios

Blogueador(B); Potenciador(P); Corrector(C);Trato (T)

C6

MN-{4-bromofenil}-4-metilguinolin-2-
amina

e S

o

: Br
e
N N

Referencia #** 11:
Nombre:cmpd 5c
Potencia :ECS30 8
microh

Solvente: DMSO
Consejos para uso:
MW.2313.19

c7

2-(4- isopropoxipicolinoi-N-[4-
pentilfenily-1,2,3,4-
tetrahidroizoguinolina-3-carboximida

Referencia #** 21:
MWombre: Genzima
cmpd 48 =olo 10mg
gerdn propoercionados
Potencia :EC50 300
ni

Sohvente: DMSO
Consejos para uso:
MW .472.6

Cé

MN-(2-fluorofenily-2-{1 H-indol-3-yl}-2-

oxcacetamida

Referencia #** Vertex
patent

Potencia: EC30
Sohvente: DMS0

Conzejos para uso:
MW .-282 27

ca

7-chloro-d-{4-(4-
cloerofenilzulfonil} piperazin-1-
il}guinclina

Referencia #**18
Mombre: KM 11080
Potencia :ECS0 < 1
microh

Solvente: DMSO
Conszejos para uso:
MWW.:422 33

c10

7-Cloro-
4-(4-(fenilsulfonilpiperazin-1-
iljguinclina

Referencia # 18
Mombre: KM 11057
Potencia: EC30 > 100
microh
Solvente: DM S0
Consejos para uso:

Derivado inactivo de
C9 (KM11060)
MWW, 387 .88
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(continua)

(]

Mombre Quimico

Estructura Quimica

Comentarios

Bloqueador(B); Potenciador(P); Corrector(C);Trato (T)

c11

(Z)}-M'-{3 4-dihidroxibenziideno}-3-
hidroxi-2-naftohidrazida

A

Referencia #: 19
MNombre: Dynasore
Potencia: EC50 10-20
microi
Sohlvente: DMSO
Consejos para uso: Un
inhibidor de dinamina,
endocitosis de
blogues CFTR
MW.:322.31

c12

N-{4-flugrafenil) -4-tolitiazol-2-
amina

Referencia #: 11
Mombre: 2i
Potencia: EC50 5
microi
Sohvente: DMSO
Consejos para uso:
MW.:284 35

c13

M-{2-(3- acetifenilamino }4-metil-
4.5'- bitiazol-2-iljbenzamida

.
T
g
g
oA
F e
P
e

Referencia #: 11
MNombre:4c
Potencia :ECS30 2
microi

Solvente: DMSO
Consejos para uso:

MW 2434 53

c14

M-{2°-{2-metoxifenilamino }-4-
meti-5,5 -bitiazol-2-il) benzamida

Referencia # 11
MNombre:4d

Potencia :EC50 7

microh

Solvente: DMSO

Consejos para uso:

MW 422 52

C135

N-fenil-4-{4-vinilfeniltiazol-2-
amina

Referencia #: 11
Nombre: 2b
Potencia: ECS50 16
microi
Solvente: DMSO
Consejos para uso:
MW . 27837

C16

2-{6-metoxi-4-metiguinazolin-2-
ilamino}-3,6-dimetilnirimidin-
4{1H})-ona

Referencia #: 11
MNembre: 3d
Potencia:ECS0 15
microi

Solvente: DMSO
Consejos para uso:
MWW.2311.34
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(continua)

D Mombre Quimico Ezstructura Quimica Comentarios

Bloqueador(B); Potenciador(P); Corrector{C);Trato (T)

Referencia #: 20
Nombre: 15Jf

M-{2-(3- cloro-2- i TI-- & _l/j:““g }__J_‘_ Potencia: EC50 1-2
ci7 metoxifenilaminoj-4-metil -4,5'- "}_,e*"m\,x-’x;-" "\.,_-_-:ai_ 'F- N microhd
bitiazol-2'-il)pivalamida “ § uJ\ et Solvente: DMSO

Consejos para uso:
MW .- 436.95

Referencia # 24
Mombre: CF-106951
Potencia: Ks~0.6
microhd

Solvente: DMSO
Consejos para uso:

1-{benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-N-{5-(({2-
cloerofenily3-hidroxipirrelidin-1-
iymetiljtiazal-2-
ilyciclopropanccarboxamida

c18

uzar de 3 a § microl
para maximo efecto.

MM, 497 .99

Tabla 4: Compuestos usados para tratar otras enfermedades caracterizadas por afectar la secreciéon de

fluido

Comuesto Mecanismo Aplicacion humana
estimulacién del receptor salbutamol  adrenérgico- b2 broncodilatacion para el asma®
estimulacion del receptor salmeterol  adrenérgico- b2 broncodilatacion para el asma*
“iagra o compuestos relacionades  inhibidor de fosfodiestarasa faciltacion de la ereccién masculina
Bortezimib u otros inhibidores del inhibidor del proteasomal anti-tumoral
Proteasomal
Tricostatin A
loperamida inhiidor u_:Ie HOAC _ anti-esquizofrenia
Subsalicilato de bismuto madulacion del fluido de secrecion intestinal anti-diarrea

modulacidn del fluido de secrecion intestinal anti-diarrea
*0tros broncedilatadores incluidos: Albuterol (salbutamol), Alupent, Levalbuterol, Pirbuterol, Advair and Symbicort,
Serevent (salmeteral), Foradil (formoterol), Perforomist

Ejemplos de farmacos CFTR conocidos que podrian usarse en un ensayo para medicina personalizada
incluyen correctores y potenciadores de CFTR, tales como aquellos enumerados en la Tabla 3 y/o Tabla 4 y/o VRT-
325, VX809, VX770, C8 (http://cftrfolding.org) y/o corr-4a. Por ejemplo, en una realizacién el ensayo comprende la
etapa de preincubacion de organoides de fibrosis quisticas con correctores o potenciadores de CFTR, tales como
VRT-325, VX809, VX77 0, C8 (http:/cftrfolding.org) y corr-4a. Debe entenderse que cuando esta preincubacion
produce hinchazén aumentada y/o hinchazén aumentada inducida por forskolina de los organoides, esto demuestra
que los correctores han restaurado con éxito la funcion de CFTR. Los farmacos identificados por cribado de
farmacos usando el método de la invencidon también pueden usarse en un ensayo para medicina personalizada.
Tales farmacos se describen en la seccién de cribado de farmacos anterior.

En algunas realizaciones, la invencién proporciona un método de la invencién para su uso en comparar la
actividad de farmacos entre diferentes pacientes in vitro para evaluar respuestas individuales a farmacos que
restauran CFTR para fines de medicina personalizada adaptada al paciente.

En algunas realizaciones, el ensayo para su uso en medicina personalizada se usa para probar la

respuesta de pacientes individuales a farmacos, en el que la enfermedad de interés es fibrosis quistica, y en el que
el ensayo comprende
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estimulacion de uno o mas organoides derivados de un paciente de interés con un compuesto que es capaz de
inducir la hinchazén de los organoides;

estimulacion de uno o mas organoides con un farmaco conocido por afectar la funcion de CFTR o con un
farmaco que es probado por su eficacia en afectar la funcion de CFTR; y

formacion de imagenes de uno o mas organoides, y opcionalmente comparar la hinchazén del organoide con la
hinchazén de un organoide que se ha estimulado con el compuesto, pero no se ha estimulado con el farmaco;

en el que un aumento en la hinchazén de uno o mas organoides en respuesta a la estimulaciéon por un farmaco
indica que el paciente es sensible al tratamiento con el farmaco.

Los Ejemplos 2 y 3 claramente demuestran que la hinchazén inducida por forskolina puede restaurarse por
farmacos con capacidad de restauraciéon de CFTR conocida. Curiosamente, se observd que las respuestas a
farmacos de los organoides son variables entre pacientes con CF, incluso entre organoides homocigotos F508del-
CFTR. Esto plantea la posibilidad de que este ensayo in vitro puede predecir la capacidad de respuesta al farmaco in
vivo de pacientes individuales. Un modelo terapéutico ideal para CF seria cribar la efectividad de farmacos que
restauran CFTR disponibles directamente después del diagnostico de CF para optimizar el tratamiento al nivel
personal antes del inicio de la enfermedad. Los enfoques de medicina personalizada también pueden facilitar el
desarrollo y la aprobacion de farmacos a los que solo responden subgrupos de pacientes, y limitar los riesgos
econdémicos asociados a la investigacion de farmacos. Ademas, el método de la invencion puede usarse para la
aprobacion de farmacos en pacientes que son genotipicamente incorrectamente apareados con farmacos que han
sido validados para un genotipo de CFTR especifico. Los resultados de fase Il provisional de un ensayo actual
publicado en sitios web de la Fundacion de Fibrosis Quistica de Norte América (www.cff.org) y Vertex
(www.vrtx.com) indican que las respuestas del farmaco a monotratamiento con VX-809 y VX770, o VX-770", en
sujetos F508del CFTR, son altamente variables entre pacientes.

Asi, la invencion también proporciona el uso de uno o mas organoides para la evaluacion de la capacidad
de respuesta a una opcién de tratamiento particular, en la que la evaluacién comprende el uso de un ensayo segun
la invencion y en la que la hinchazén del organoide es indicativa de tratamiento satisfactorio.

La invencién también proporciona un método de tratamiento de una enfermedad o afliccién, que comprende
el uso del método de la invencion para identificar un farmaco para la enfermedad o una afliccién a la que es sensible
un paciente, y tratar el paciente con dicho farmaco. En algunas realizaciones, el farmaco es cualquier farmaco
conocido o supuesto para tratar una enfermedad o afliccion asociada a la absorcion o secrecién de fluido (véase la
seccion sobre enfermedades o afliccion que enumera enfermedades o problemas que aplican igualmente a esta
seccion). En algunas realizaciones, el farmaco es un farmaco conocido o supuesto para fibrosis quistica, diarrea
inducida por bacterias (por ejemplo, E. coli enterohemorragica o causada por toxinas del colera u ofras toxinas
bacterianas); infeccion por rotavirus; adrenoleucodistrofia; asma, enfermedad de Tangier, resistencia multi-farmaco
(muchos canceres, asi como algunas bacterias resistentes a los antibioticos); colestasis obstétrica, COPD, fumar,
sinusitis, insuficiencia pancreatica, pancreatitis, infertilidad, desnutricién, enfermedades inflamatorias, enfermedad
renal que incluye enfermedad renal poliquistica, enfermedad alérgica, osteoporosis, diabéticos, hipertension,
hipotension, diarrea inducida por patégenos (colera, E. coli), 'desecacion’, cirrosis hepatica, insuficiencia del higado,
tumorigénesis. En algunas realizaciones, el farmaco es cualquier farmaco enumerado en la Tabla 3 y/o Tabla 4.

En algunas realizaciones se emplean métodos de cultivo y de recogida de datos asistidos por ordenador o
robot para aumentar el rendimiento del cribado.

En algunas realizaciones, el organoide se obtiene de una biopsia del paciente. En algunas realizaciones, la
molécula candidata que causa un efecto deseado en el organoide se administra a dicho paciente.

FIGURAS

Figura 1. La expansion volumétrica rapida y el regreso a la morfologia de valor de referencia se observo
cuando los organoides se estimularon con forskolina durante 30 min y tras la eliminacion de la forskolina
lavando (dos ejemplos representativos). Esto indica que la expansion volumétrica rapida o disminucion puede
medirse por secrecion o absorcion de fluido (o electrdlito), respectivamente, por medio de la membrana apical.
La forskolina se usé como activador de CFTR, sugestivo de un papel para este canal en la secrecién de fluido.
Figura 2. Se preparé ARN de organoides humanos y se evalud la expresion de CFTR por RT-PCR cuantitativa.
Un umbral de ciclo para CFTR de 23 indica expresion alta de CFTR. b2m y GAPDH fueron controles positivos
para el procedimiento.

Figura 3: La expansion volumétrica en organoides murinos es dependiente de CFTR. El crecimiento
volumétrico de organoides se mide por medicion del area superficial total de los organoides tras la incubacion
con forskolina para los momentos de tiempo indicados. La preincubacion de organoides con los inhibidores de
CFTR CFTRIinh172, GlyH-101 o combinados se realizé durante 1 hora.

Figura 4: La expansion volumétrica en organoides es dependiente de CFTR. A) Crecimiento volumétrico de
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organoides humanos tras la incubacion con forskolina para los momentos de tiempo indicados. Se muestran el
contraste de interferencia diferencial e imagenes fluorescentes de Calcein-Green de un ejemplo representativo.
B) El aumento relativo de la expansion volumétrica tras la incubacion con forskolina se inhibe por la
preincubacioén de organoides con los inhibidores de CFTR CFTRinh172, GlyH-101 o combinados. La expansion
volumétrica se monitoriza por medicion del area superficial del organoide en tiempo por microscopia confocal
de célula viva.

Figura 5. A) La expansion inducida por forskolina del area superficial del organoide esta ausente en un
paciente con fibrosis quistica (CF), pero presente en un control sano (HC). B) 24 horas de la preincubacion de
correctores de CFTR que ayudan a plegar la proteina CFTR (VRT-325 + corr-4a) aumenta la hinchazén
inducida por forskolina de organoides de un paciente con CF.

Figura 6. A) Los organoides murinos de ratones CFTR-F508del muestran alguna hinchazén inducida por
forskolina (FIS) dependiente de CFTR que puede aumentarse con compuestos que restauran CFTR (VRT-
325). La inhibicién de CFTR como se describid previamente reduce FIS en CFTR-F508del murino antes o
después de la restauracion de CFTR. B) Aumento de FIS en organoides de F508del CFTR murino por
compuestos VRT-325, Corr 4a o su combinacion. C) Aumento de FIS en organoides de F508del CFTR murino
por incubacion de células a baja temperatura (27 °C, 24 horas). D) La fuerte hinchazén inducida por forskolina
en organoides no mutantes murinos esta ausente en organoides murinos deficientes para CFTR.

Figura 7. Se afadi6é genisteina a cultivo de organoide y se obtuvieron imagenes de la rapida expansion para
momentos de tiempo indicados (min).

Figura 8. Se estimularon organoides humanos con forskolina o toxina del célera para estimular la secrecion de
fluido. Ambos estimulos inducen la rapida expansion volumétrica de organoide indicada por mediciones del
area superficial.

Figura 9. Imagen confocal fluorescente de un organoide marcado con Calcein-Green con reconocimiento de
objeto (linea verde) por el software de analisis de imagen Volocity al inicio o después de 30 minutos de
estimulacion con forskolina.

Figura 10. Cuantificacion de la hinchazéon del organoide murino inducida por forskolina. (a) Analisis de
microscopia optica de organoides estimulados con forskolina o DMSO. Se muestran ejemplos representativos
de los momentos de tiempo indicados después del inicio de la estimulacion. (b) Imagen confocal fluorescente
de un organoide marcado con Calcein-Green con reconocimiento de objeto (linea verde) por software de
analisis de imagen. (c) Ejemplo representativo de un organoide marcado con Calcein-Green estimulado con
forskolina. Se obtuvieron imagenes del contraste de interferencia diferencial (DIC) y la fluorescencia usando
microscopia confocal de célula viva. El area superficial en relacion con t=0 se indica en la esquina superior
izquierda. (d) El area superficial en relacién con t=0 (area normalizada) de todos organoides individuales de
respuesta de un unico pocillo. (e) El area superficial total de los organoides normalizada a T=0 de tres pocillos
independientes. La respuesta promedio de los pocillos individuales se indica en negro (media + e.e.m.). (f) El
aumento dependiente de la dosis del area superficial por forskolina. Cada linea representa la respuesta
promedio de tres pocillos individuales como se ilustra en € (media + e.e.m). Las barras de escala (a-c) 30 pm.
Todos los resultados son representativos de al menos tres experimentos independientes.

Figura 11. La hinchazén inducida por forskolina de organoides murinos es dependiente de CFTR. (a) Las
curvas de hinchazén normalizadas de organoide marcado con Calcein-Green estimulado con forskolina pre-
incubado con DMSO, CFTR-inn172, GlyH-101 o ambos CFTR-n172 y GlyH-101 (media + e.e.m.). (b,c) Las
imagenes de microscopia confocal representativas de organoides deficientes para CFTR marcados con
Calcein-Green (b) o de F508del-CFTR (c) y sus no mutantes correspondientes en respuesta a forskolina.
Barras de escala 50 um. (d,e) Cuantificacion de la hinchazon inducida por forskolina en organoides deficientes
para CFTR (d) o de F508del-CFTR (e) y sus no mutantes correspondientes (media + e.e.m.) (f) Hinchazon
inducida por forskolina de organoides de F508del-CFTR marcados con Calcein-Green cultivados durante 24
horas a 37 °C o 27 °C con o sin inhibicion de CFTR (media + e.e.m.). Obsérvese que la escala de tiempo en f+g
es mas grande. (g) Hinchazon inducida por forskolina normalizada de organoides de F508del-CFTR pre-
tratados durante 24 horas con DMSO, VRT-325, Corr-4a o ambos correctores con o sin inhibicion de CFTR
(media + e.e.m.). Todos los resultados son representativos de al menos tres experimentos independientes.
Figura 12. La hinchazén inducida por forskolina en organoides humanos es dependiente de CFTR. (a) El
analisis de transferencia Western de la expresion de CFTR y E-cadherina (control de carga) en HC rectal
humano (n=2), E60X/4015delATTT (n=1), u organoides de F508del-CFTR homocigotos (n=2; panel superior) y
la expresion de CFTR y ezrina (control de carga) en lisados de células completas de organoides rectales
humanos que fueron tanto no tratados (control) como tratados con las enzimas de desglicosilacion Endo H o
PNGasa F (panel inferior). (b) Deteccion de CFTR por M3A7 en un HC rectal u organoide de F508del-CFTR,
co-tefiido con faloidina-FITC (actina) y DAPI (nucleo). Se obtuvieron imagenes del contraste de interferencia
diferencial (DIC) y la fluorescencia usando microscopia confocal de célula viva. Barras de escala: 20 pm. (c)
Cuantificacion de la hinchazén de organoide de control sano inducida por forskolina pre-incubado con DMSO,
CFTRinn-172, GlyH-101 o tanto CFTRi-172 como GlyH-101 (media + e.e.m.). (d) Hinchazén inducida por
forskolina de organoides rectales derivados de 3 controles sanos individuales, 2 pacientes con un genotipo de
CF leve (F508del/A455E) y 9 pacientes con un genotipo de CF grave (1x E60X/4015ATTTdel; 1x
F508del/G542X; 1x F508del/L927P; 6x F508del/F508del). La hinchazén promedio de los diferentes grupos se
indica en negro (media + e.e.m.). (e) Respuestas de FIS de organoides con HC o CF expresadas como area
absoluta bajo la curva (ABC) calculada de lapsos de tiempo como se ilustra en (d) (valor de referencia = 100 %,
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T=60 min). Cada barra representa valores de ABC promediados de al menos tres experimentos independientes
por individuo (media + e.e.m.). (f) Comparacioén de la actividad de CFTR medida por FIS de organoides con HC
o CF o por mediciones de corriente intestinal (ICM) de las biopsias rectales correspondientes. Las barras de
ICM de los diferentes grupos indicados representan secrecion de cloruro acumulativa dependiente de CFTR
inducida por forskolina (uAmp/cm?) en relacién con la respuesta de HC promedio (establecida en 100 %) y las
barras de FIS representan la hinchazén inducida por forskolina expresada como el area bajo la curva (ABC)
promediada de al menos tres experimentos independientes por individuo como se ilustra en (f) en relacién con
la respuesta de HC promedio (100 %). (HC n=3; CF leve n=2; CF grave (F508del/F508del) n=5; CF grave
(Otros; E60X/4015ATTTdel y F508del/G542X) n=2; media * d.e.). Todos los resultados son representativos de
al menos tres experimentos independientes. Las ICM se realizaron en 4 biopsias rectales.

Figura 13. Correccion de CFTR quimica en organoides de CF rectales humanos. (a) Hinchazén normalizada
de organoides de F508del-CFTR marcados con Calcein-Green inducida por forskolina cultivados durante 24
horas a 37 °C 0 27 °C con o sin inhibicién de CFTR (media + e.e.m.). (b) CE50 de organoides de F508del para
VX-809 o VX-770. Las lineas representan FIS expresada como el area bajo la curva (ABC; valor de referencia
100 %, T=60 min) calculada de lapsos de tiempo como se presenta en (f) en relacién con organoides tratados
con DMSO (0 %) y organoides tratados con VX-809 log(0,5) uM o VX-770 log(1,5) uM (100 %). (n=6
organoides homocigotos de F508del; media + e.e.m.) (c) Imagenes de microscopia confocal representativas de
organoides de control sano (HC) marcados con Calcein-Green o de F508del-CFTR en respuesta a forskolina
tras la restauracion farmacologica de CFTR. Barras de escala 100 um. (d-f) Lapsos de tiempo de hinchazén
inducida por forskolina normalizada de organoides de F508del-CFTR pre-tratados durante 24 horas con DMSO,
VRT-325 (10 uM), Corr-4a (10 uM), o ambos correctores con o sin inhibicién de CFTR (d), con DMSO, C8 (10
pM), Corr-4a (10 uM), o ambos correctores con o sin inhibicion de CFTR (f) o estimulada con el corrector VX-
809 (24 h pre-tratamiento, 3 uM), el potenciador VX-770 (simultaneo con forskolina, 3 uM) o tratamiento con
compuesto combinado con o sin inhibicion de CFTR (f) (media + e.e.m.).

Figura 14. FIS diferencial de organoides de CF tras la restauracion de CFTR quimica. (a-c) Cuantificacion de
FIS en organoides derivados de 9 pacientes con CF individuales pre-tratados durante 24 horas con VRT-325
(10 uM), Corr-4a (10 uM), o ambos correctores (a), con C8 (10 uM), Corr-4a (10 uM), o ambos correctores (b) o
estimulados con VX-809 (24 h pre-tratamiento, 3 puM), VX-770 (simultaneo con forskolina, 3 yM) o ambos
compuestos (c). Las barras se corresponden con las barras representadas en la Fig. 12e del panel 'CF grave'.
Cada barra representa FIS expresada como el area absoluta bajo la curva (ABC) calculada de lapsos de
tiempo como se presenta en la Fig. 13d-f (valor de referencia = 100 %, T=60 min) corregida por FIS de
organoides tratados con DMSO y promediados de al menos tres experimentos independientes realizados con
intervalos semanales (media + e.e.m.). (d) Promedio de respuestas de FIS de organoides de F508del/F508del
tratados con compuesto (n=6 de a-c) y organoides de F508del/A455E tratados con DMSO (n=2) en relacién
con la FIS promedio de organoides de HC tratados con DMSO (n=3) expresada en ABC calculada de lapsos de
tiempo como se ilustra en la Fig. 13d-f (valor de referencia = 100 %; T=60 min; media + e.e.m.).

Figura 15. Analisis de microscopia optica de organoides murinos no mutantes estimulados con forskolina o
DMSO. Se muestran ejemplos representativos de los momentos de tiempo indicados después de iniciar la
estimulacion. La hinchazoén inducida por forskolina (FIS) de organoides se invirtié después de la eliminacion de
forskolina lavando. Barra de escala 30 um.

Figura 16. Hinchazon del organoide en respuesta a forskolina. (a) Ejemplos de cuantificacion del area
superficial total de los organoides usando el software de formacién de imagen Volocity. Se muestra una imagen
confocal representativa de organoides de F508del-CFTR rectales marcados con Calcein-Green pre-tratados
durante 24 h con VX-809 en un pocillo de una placa de 96 pocillos en los momentos de tiempo indicados de
tratamiento con forskolina. Barra de escala 520 um. (b) Porcentajes de objetos que responden y no responden
a forskolina de diferente origen con o sin tratamiento con farmaco calculado de tres experimentos
independientes. (c) Imagenes confocales representativas de organoides de forma irregular (Que no responden)
o forma normal (que responden) en los momentos de tiempo indicados de simulacion de forskolina. (d)
Cuantificacion de FIS expresada en area absoluta bajo la curva (ABC) calculada de lapsos de tiempo como se
ilustra en la Fig. 13d-f (valor de referencia = 100 %, T=60 min) con o sin pre-seleccién de estructuras que
responden. NS = no significante.

Figura 17. Lapsos de tiempo de hinchazon inducida por forskolina en organoides murinos y humanos. El
aumento de area superficial normalizada de organoides de HC estimulados por forskolina individuales (a) no
mutantes, (b) F508del-CFTR (rescatado de temperatura) y (c) intestino delgado humano. La hinchazén
inducida por forskolina promediada de diferentes tipos de organoide se analizé para diferentes momentos de
tiempo para evitar la medicién de organoides de colapso (lineas discontinuas).

Figura 18. Expresion de ARNm de CFTR en organoides murinos y humanos. Las barras muestran valores de
umbral de ciclo (CT) de PCR en tiempo real que representan niveles de ARNm de CFTR, 2m o GAPDH
aislado de organoides de F508del-CFTR del intestino delgado (grafica izquierda) o Cftr” (grafica central) y no
mutantes correspondientes, u organoides de intestino delgado de HC humanos.

Figura 19. Hinchazon inducida por forskolina en organoides de HC y CF (a) Hinchazon estimulada por
forskolina de organoides intestinales derivados de 7 controles sanos individuales (2x duodeno, 1x ileon, 1x
colon, 3x recto), 2 pacientes con un genotipo de CF leve (F508del/A455E; recto) y 12 pacientes con un
genotipo de CF grave (duodeno: F508del/F508del y F508del/Exon17del; ileon: F508del/F508del; recto: 1x
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E60X/4015delATTT; 1x F508del/G542X; 1x F508del/L92 7P; 6x F508del/F508del). (b+c) Hinchazén inducida
por forskolina expresada en ABC calculada de lapsos de tiempo de aumento del area de organoides (valor de
referencia = 100 %, T=60) de organoides rectales con un genotipo de CF leve o grave con o sin inhibicion de
CFTR. (CF grave: F508del/G542X, F508del/L927P y F508del/F508del (6x); CF leve: F508del/A455E n=2);
media £ e.e.m.).

Figura 20. Medicion por parejas de la funcion de CFTR por FIS o ICM. (a) Seguimiento de la medicion de
corriente intestinal (ICM) representativa de biopsias rectales de F508del-CFTR. (b) Vision general de
respuestas de FIS y ICM emparejadas de diferentes individuos. FIS se expresa como el area absoluta bajo la
curva (ABC) calculada de lapsos de tiempo como se ilustra en la Fig. 13d-f (valor de referencia = 100 %, T=60
min) y se promedia de al menos tres experimentos independientes realizados con intervalo semanal. Los
valores de ICM representan respuestas actuales inducidas por forskolina promedio de 4 biopsias rectales del
mismo individuo. (c) Grafico de correlacion de valores de FIS y de ICM de (b). Se calcularon R (=coeficiente de
correlacion) y el valor de p por SPSS usando una prueba de correlacion ordinal de Spearman.

Figura 21. Correccion de CFTR quimica de organoides de CF intestinales no rectales. (a,b) Lapsos de tiempo
de hinchazon inducida por forskolina normalizada de organoides de intestino delgado pre-tratados durante 24
horas con DMSO, VRT-325, Corr-4a, o ambos correctores (a) o estimulados con VX-809 (24 h pre-tratamiento),
VX-770 (simultaneo con forskolina) o su tratamiento combinado (b) (media + e.e.m.).

Figura 22. Comparacion de respuestas medidas (barras totales) y respuestas aditivas (barras internas) en
organoides rectales tras el tratamiento de farmaco simple o combinado como se indica en la Fig. 14.

Figura 23. Correccién quimica de organoides de F508del/A455E rectales. Hinchazon inducida por forskolina
normalizada de organoides de F508del/A455E rectales estimulados con VX-809 (24 h pre-tratamiento) o VX-
770 (simultaneo con forskolina) (media + e.e.m.).

Figura 24. La hinchazén de organoide inducida por toxina del célera en organoides rectales humanos es
dependiente de CFTR. La forskolina y la toxina del colera inducen la hinchazén de organoides derivados de
HC. La respuesta de la toxina del colera se retrasa en comparacion con forskolina (media + e.e.m.). Los
resultados son representativos de tres experimentos diferentes.

Figura 25. Cuantificacion de la hinchazén de organoide murino inducida por forskolina. (a) Analisis de
microscopia optica de organoides estimulados con forskolina o DMSO. Se muestran ejemplos representativos
de los momentos de tiempo indicados después del inicio de la estimulacion. La linea roja indica la luz de
organoide interna. (b) Imagen confocal fluorescente de un organoide marcado con Calcein-Green con
reconocimiento de objeto (linea verde) por software de analisis de imagen. (c) Ejemplo representativo de un
organoide marcado con Calcein-Green estimulado con forskolina. Se obtuvieron imagenes del contraste de
interferencia diferencial (DIC) y la fluorescencia usando microscopia confocal de célula viva. El area superficial
en relacion con t=0 se indica en la esquina superior izquierda. (d) Aumento del area superficial normalizada de
11 organoides de individuo en un Unico pocillo. El promedio se indica en negro (media + e.e.m.). (e) Aumento
dependiente de la dosis del area superficial por forskolina (5 uM (n=4 numero de organoides analizados), 5x10"
2 uM (n=11), 5x10* puM (n=10), DMSO (n=9). Barras de escala (a-c) 30 um. Todos los datos son
representativos de al menos tres experimentos independientes.

Figura 26. La hinchazoén inducida por forskolina de organoides murinos es dependiente de CFTR. (a) Curvas
de hinchazén normalizadas de organoides marcados con Calcein-Green estimulados con forskolina pre-
incubados con DMSO (n=8), CFTR-inh172 (n=7), GlyH-101 (n=9) o ambos CFTR- inh172 y GlyH-101 (n=11)
(media + e.e.m.). (b) Imagenes de microscopia confocal representativas de organoides no mutantes marcados
con Calcein-Green o deficientes para CFTR en respuesta a forskolina. Barras de escala 50 pm. (c)
Cuantificacion de la hinchazén inducida por forskolina en organoides no mutantes (n=6) o deficientes para
CFTR (n=11) (media + e.e.m.) (d) Tamafio absoluto de organoides no mutantes o deficientes para CFTR
cuantificados en (c) a t=0 (media *+ e.e.m.). (e-g) Similar a b-d, pero para organoides no mutantes (n=8) y de
CFTR-delF508 (n=12). Barras de escala 30 um. (h) Hinchazén estimulada por forskolina de organoides de
CFTR-delF508 marcados con Calcein-Green cultivados a 37 °C con (n=20) o sin (n=15) inhibicion de CFTR o
cultivados a 27 °C durante 24 horas con (n=31) o sin (n=27) inhibicién de CFTR (media * e.e.m.). Todos los
datos son representativos de al menos tres experimentos independientes.

Figura 27. La hinchazén inducida por forskolina de organoides humanos es dependiente de CFTR. (a)
Imagenes de microscopia Optica de organoides humanos cultivados a concentraciones de medio
acondicionado con Wnt3a (WCM) normales (50 %, panel izquierdo) o reducidas (5 %, panel derecho). Barras
de escala 400 um. (b) Ejemplos representativos de hinchazoén inducida por forskolina en condiciones de Wnt3a
normales o reducidas. Se indican las areas superficiales en relacion con t=0. Barras de escala 50 um. La linea
discontinua representa la luz interna (c+d) Cuantificacion de la hinchazén de organoide inducida por forskolina
a niveles de Wnt3a normales (c) o reducidos (d) pre-incubados con DMSO, CFTR-inh172, GlyH-101 o tanto
CFTR-inh172 como GlyH-101 (wnt3a normal: n=29, n=41, n=26, n=15; Wnt3a reducido: n=5, n=7, n=8, n=10)
(media *+ e.e.m.). Todos los datos son representativos de al menos tres experimentos independientes.

Figura 28. La ausencia de hinchazén inducida por forskolina en organoides de un paciente con CF puede
rescatarse por farmacos de correccion de CFTR. (a) La hinchazén inducida por forskolina en organoides de un
paciente con CF que contiene CFTR-F508del homocigoto esta ausente. HC es control sano. (b) FIS aumenta
en organoides de CF tras la incubacion durante 24 h con correctores VRT-325 y corr 4a.

Figura 29. Analisis de microscopia optica de organoides murinos no mutantes estimulados con forskolina o
DMSO. Se muestran ejemplos representativos de los momentos de tiempo indicados después de iniciar la
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estimulacion. La hinchazoén inducida por forskolina (FIS) de organoides se invirtio después de la eliminacion de
forskolina lavando.

Figura 30. Se expresa ARNm de CFTR en organoides de ratéon y humanos. Las barras muestran valores de CT
de PCR en tiempo real que representan niveles de ARNm de CFTR, f2m o GAPDH aislado de organoides de
CFTR-delF508 (grafica izquierda) o CFTR-/- (grafica central) y sus organoides no mutantes, o humanos
correspondientes.

Figura 31. La hinchazon gradual inducida por forskolina evita la colision de organoides. Aumento del area
superficial normalizada de organoides estimulados con forskolina individuales (a) no mutantes, (b) CFTR-
delF508 (rescatado de temperatura) y (¢) humanos (5 % de medio condicionado con Wnt3a, WCM). Se analiz6
la hinchazén inducida por forskolina promediada por tipo de organoide hasta diferentes momentos de tiempo
(linea discontinua).

Figura 32. La hinchazon tipo forskolina también ocurre en respuesta a dopamina, ritodrina, epinefrina y
salbutamol. La figura muestra el ABC relativo para cada uno de estos compuestos en relacion con forskolina.

EJEMPLOS
Ejemplo 1

Hemos desmostrado un ensayo cuantitativo rapido para la funcion de CFTR en un método de cultivo
basado en criptas intestinales primarias humanas y murinas. Este método de cultivo permite expandir células madre
intestinales dentro de organoides cerrados que imitan la estructura del intestino in vivo incluyendo una luz cerrada
sobre la membrana apical de las células. CFTR intestinal se expresa predominantemente en la membrana apical de
las células de las criptas en las que su activacion conduce la secrecion de electrdlitos y fluidos. Los presentes
inventores han mostrado que la forskolina, que aumenta AMPc intracelular y de tal modo activa CFTR, podria mediar
en el transporte de fluido dentro de la luz del organoide. Usando microscopia de célula viva, los presentes inventores
observan una expansion rapida de la luz, y area superficial total de los organoides cuando se afiadid forskolina,
mientras que los organoides murinos tratados con DMSO no se afectaron (Figura 1). La hinchazén inducida por
forskolina de organoides se invirti6 después de la eliminacién de forskolina lavando (Figura 1). Se expresa ARNm de
CFTR en organoides murinos y humanos (Figura 2) y se encontré que la hinchazén inducida por forskolina era
dependiente de CFTR por el uso de inhibidores quimicos (ratén Figura 3; humano Figura 4).

La parte anterior de la invencidon de los presentes inventores describe el uso de organoides intestinales
(intestino delgado y colon) para medir la absorcion y secrecion de fluido que produce un aumento o disminucion del
tamafio del organoide. Este cambio en el tamafio se mide por la formacion de imagenes del organoide y la medicion
manual o automatizada del area superficial, diametro, o contenido. La cuantificacion del cambio en el tamafio puede
usarse para demostrar la enfermedad y su gravedad. Esto se ejemplifica por comparacion de la hinchazén inducida
por forskolina en organoides crecidos a partir de un control sano o un paciente con CF que lleva mutaciones de
F508del homocigéticas (Figura 5a). Esto mantiene importantes implicaciones para el uso de este ensayo como
prueba de diagnostico para demostrar fibrosis quistica.

El ensayo de los presentes inventores también puede usarse para medir el efecto de tratamientos
existentes o novedosos, ya que los presentes inventores observaron la hinchazén inducida por forskolina en
organoides de CF tras la adicion de farmacos que son conocidos por corregir la funcion de CFTR in vitro (Figura 5b).
Esto sugiere que el ensayo de los presentes inventores puede usarse para comparar la actividad de farmacos entre
diferentes pacientes in vitro para evaluar respuestas individuales a farmacos que restauran CFTR para fines de
medicina personalizada adaptada al paciente.

Los organoides de CFTR-delF508 de raton tienen actividad de CFTR residual mayor que los homélogos
humanos (pero esta ausente en ratones deficientes para CFTR) (Figura 6), y responden a correccion de CFTR por
temperatura y compuestos por elevada hinchazén inducida por forskolina. Esto muestra que el ensayo de los
presentes inventores también puede aplicarse a farmacos de restauracion de CFTR-F508del en organoides
derivados de especies no humanas.

Los presentes inventores también observaron que la genisteina, un potenciador de CFTR conocido, puede
inducir hinchazén de organoide rapida, indicando ademas que los compuestos con actividad de potenciador de
CFTR pueden identificarse usando este ensayo (Figura 7).

El método puede usarse para cribar las bibliotecas de compuestos para compuestos novedosos que
afectan la absorcién y/o secrecion de fluido de células epiteliales.

El método descrito anteriormente también puede usarse para otros organos tales como epitelio del
estémago o del pulmén.

El método también puede usarse para estudiar el efecto de otras enfermedades que afectan la absorcién o
secrecion de fluido de epitelio del intestino delgado, colon, estomago o pulmén. Un ejemplo de esto es el efecto de la
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toxina del cdlera (Figura 8).
Posibles aplicaciones:
La aplicacion de la tecnologia descrita se ejemplifica, pero no se limita a:

1) El uso de organoides derivados de tejido de intestino delgado para el cribado de farmacos. El efecto de los
farmacos para tratamiento de CF se mide por cambio de tamafio de los organoides en respuesta a forskolina o
cualquier otro agente que produzca un cambio de tamafio de los organoides debido a absorcién o secrecion de
fluido.

2) Medicina personalizada. El uso de organoides de intestino delgado derivados de pacientes para la
evaluacion de la capacidad de respuesta individual a ciertas opciones de tratamiento.

3) Diagndstico de CF. Puede establecerse diagnostico de CF por la medicion del cambio de tamafio de los
organoides en respuesta a forskolina o cualquier otro agente.

4) El método que usa los organoides puede usarse para estudiar la gravedad o efecto de la mutacién que
produce CF. La respuesta de organoides especificos del paciente a correctores que ayudan al plegamiento de
CFTR mutante o potenciadores que ayudan a la apertura de CFTR y/o probabilidad de apertura u otros
farmacos usados para tratar CF.

5) El método que usa los organoides puede usarse para probar la respuesta del paciente individual a farmacos
tales como correctores o potenciadores u otros farmacos usados para tratar CF.

6) El método que usa los organoides puede usarse para probar el efecto de farmacos novedosos para tratar
deficiencia de CFTR a través de la correccion de la funcion de CFTR.

7) El método que usa los organoides puede usarse para probar el efecto de farmacos novedosos para tratar
deficiencia de CFTR por formas que no incluyen directamente en la funcion de CFTR.

8) El método que usa los organoides puede usarse midiendo un aumento rapido en el volumen medido
después de algunos minutos a 48 horas (por ejemplo, 10 min).

9) El método que usa los organoides puede usarse midiendo un aumento lento en el volumen medido después
de algunos dias a algunas semanas.

10) El método que usa los organoides puede usarse para otras enfermedades o aflicciones que producen
absorcién o secrecion alterada de fluido y electrolito de epitelio del intestino delgado.

11) Las aplicaciones descritas en 1-10 también pueden usarse en combinacién con epitelio de colon o de
pulmén, o células de otros tejidos humanos.

12) Las aplicaciones descritas en 1-10 también pueden usarse en combinacion con organoides derivados de
especies no humanas.

NOVEDAD

El método descrito hace uso de organoides como se describieron previamente (Sato 2009, Sato 2011) que
contienen células primarias derivadas de pacientes. El hallazgo novedoso es el aumento rapido en la luz y el area
superficial total de los organoides del intestino delgado en respuesta a farmacos que se dirigen a CFTR. Este
aumento en el tamafo esta afectado por mutacion del gen CFTR y farmacos para CF que controlan CFTR. Esto
condujo a los presentes inventores a desarrollar una técnica novedosa para la medicion de la expansiéon de los
organoides como una medida del efecto de la mutacion de CFTR y tratamiento de farmacos. Esto permite el uso de
este método para cribar eficazmente el tratamiento de farmacos y o pacientes para el efecto en la absorcion y
secrecion de fluido, cuyo control se efectia en diversas enfermedades tales como CF y colera.

PROCEDIMIENTO

Aislamiento de criptas y cultivo de organoides

Se generaron organoides murinos y humanos a partir de criptas del intestino delgado o coldnicas aisladas y
se mantuvieron en cultivo por métodos descritos previamente por Sato et al en 2009 y 2011.

Marcado de organoides

Para experimentos de formacion de imagenes confocales de célula viva, los organoides se marcaron con
diferentes colorantes permeables a la célula que ganan fluorescencia tras la conversion metabdlica por células vivas,
incluyendo Cell tracker-Orange, Cell tracker-Green y Calcein-Green (todos de Invitrogen). Mientras que la incubacion
con Cell tracker-Orange y Cell tracker-Green produjo una mala tincién de las células, alta tincion del fondo y
acumulacién del colorante en la luz del organoide, los presentes inventores encontraron excelentes organoides
marcando con bajos niveles de fondo usando Calcein-Green. Los presentes inventores probaron diferentes
condiciones de marcado, y se encontro tincion celular 6ptima tras incubacion de Calcein-Green 10 uM durante 60
minutos.

Formacion de imagenes de célula viva
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Los presentes inventores probaron diferentes configuraciones de ensayo, y encontraron que los organoides
fueron mas adecuados para el analisis de hinchazén inducida por forskolina uno a dos dias después de someterse a
pasar, sembrarse en una placa de 96 pocillos en 5 pl de Matrigel. Para mejorar la penetracion de compuestos dentro
de Matrigel, los presentes inventores usaron diluciones de Matrigel hasta el 50 %. Los organoides murinos se
preincubaron con inhibidores de CFTR (50 puM) durante 60 minutos, simultaneamente con Calcein-Green. Para
efectos de inhibicion de CFTR 6ptimos en organoides humanos, los presentes inventores prolongaron el tiempo de
incubacion a 3 horas con tincion de Calcein-Green simultanea durante la dltima hora. Los compuestos quimicos (10
puM) se preincubaron durante 24 horas en tanto organoides humanos como de ratén. Los organoides marcados con
Calcein-Green se estimularon con forskolina 5 uM y analizaron directamente por formacion de imagenes confocales
de célula viva usando el microscopio LSM Zeiss.

Cuantificacion de la hinchazon de organoide

Los presentes inventores usaron el software de cuantificacion Volocity para analizar organoides durante la
estimulacion con forskolina. Los presentes inventores empezaron analizando la expansion de la luz junto con la
disminucion en la altura celular de la monocapa epitelial. Bajo las condiciones de marcado de los presentes
inventores, el software no fue capaz de discriminar entre capa celular y luz debido a la falta de contraste. Por lo
tanto, el aumento del area de los organoides total y normalizada se analizdé durante la hinchazon inducida por
forskolina, medida facilmente por el software (Figura 9).

Referencias para el Ejemplo 1
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Snippert HJ, van de Wetering M, Barker N, Stange DE, van Es JH, Abo A, Kujala P, Peters PJ, Clevers H. Nature.
2009 May 14;459(7244):262-5

Long-term expansion of epithelial organoids from human colon, adenoma, adenocarcinoma, and Barrett's
epithelium. Sato T, Stange DE, Ferrante M, Vries RG, Van Es JH, Van den Brink S, Van Houdt WJ, Pronk A, Van
Gorp J, Siersema PD, Clevers H. Gastroenterology. 2011 Nov;141(5):1762-72.

Ejemplo 2

Los presentes inventores establecieron recientemente condiciones que permitian la expansion a largo plazo
de organoides epiteliales de intestino humano, dando lugar a rasgos esenciales de la arquitectura de tejido in vivo.
Aqui, los presentes inventores aplican esta tecnologia para estudiar organoides intestinales primarios de pacientes
que padecen fibrosis quistica (CF), una enfermedad causada por mutaciones de genes del regulador de la
conductancia transmembranaria de la fibrosis quistica (CFTR). La forskolina induce la hinchazon rapida de
organoides derivados de controles sanos (HC) o ratones no mutantes, que se reduce fuertemente en pacientes con
CF o ratones mutantes F508del y estd ausente en organoides nulos Cftr. Este fendmeno es fenocopiado por
inhibidores especificos de CFTR. La hinchazén inducida por forskolina de organoides de HC y CF rectales
expandidos in vitro se corresponde cuantitativamente con corrientes de aniones inducidas por forskolina en biopsias
rectales recién extirpadas ex vivo. La funcién de F508del-CFTR se restaura tras la incubacion a baja temperatura,
asi como por compuestos que restauran CFTR. Este ensayo relativamente simple y robusto facilitara el diagnéstico,
estudios funcionales, desarrollo de farmacos y enfoques de medicina personalizada en CF.

Introduccién

La proteina reguladora de la conductancia transmembranaria de la fibrosis quistica (CFTR) funciona como
un canal de aniones, y es esencial para la homeostasis de fluidos y de electrolitos en superficies epiteliales de
muchos 6rganos, incluyendo pulmén e intestino. La fibrosis quistica de trastorno recesivo autosémico (CF) se causa
por mutaciones en el gen CFTR'3. La enfermedad de CF es altamente variable, y los pacientes tienen una
esperanza de vida media de aproximadamente 40 afios. Las mutaciones de pérdida de funcidon causan transporte
alterado de iones y de fluidos, que producen la acumulacion de moco viscoso en el tracto pulmonar y
gastrointestinal. Esto esta asociado a infecciones bacterianas, inflamacion aberrante y desnutricion®. Se han
identificado mas de 1900 mutaciones, pero la mutacion mas dominante (~67 % de alelos mutantes totales en todo el
mundo) es una delecion de fenilalanina en la posicion 508 (F508del-CFTR) (www.genet.sickkids.on.ca). Esto causa
plegamiento incorrecto, retencién de ER y degradacion temprana de la proteina CFTR que impide su funcion en la
membrana plasmatica®. Otras mutaciones en el gen CFTR que se han encontrado en pacientes con CF también
alteran el plegamiento de las proteinas o la produccion, apertura, conductancia, corte y empalme y/o interacciones
con otras proteinas®.

Las terapias actuales para CF son principalmente sintomaticas y se centran en la reduccion de la presion

bacteriana, inflamacién y normalizacion de la absorcién de nutrientes y crecimiento fisico. En los ultimos afios se han
identificado mdltiples compuestos que se dirigen a los defectos especificos de mutacién de la propia proteina CFTR
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67 Actualmente se realizan ensayos clinicos que usan compuestos que inducen (i) ultralectura del codén de
terminacion prematuro, (ii) correccion del trafico de la membrana plasmatica de CFTR (correctores), y (iii) mejora de
la apertura de CFTR (potenciadores). Recientemente se ha completado con éxito un ensayo clinico de fase Ill para
el potenciador VX-770 (Ivacaftor, Kalydeco) en pacientes con CF con una mutacion G551D-CFTR, demostrando que
el objetivo del farmaco especifico de mutacion es factible en CF2. La terapia de combinacion de un corrector (VX-
809) y potenciador (VX- 770) se evalua actualmente en un ensayo clinico de fase Il para el grupo de pacientes
dominantes que alberga la mutacion F508del-CFTR.

Aunque estos desarrollos recientes son muy prometedores, el nivel de restauracion funcional de CFTR por
estos farmacos todavia esta limitado ®''. Ademas, los pacientes muestran respuestas variables a estas terapias
debido a mecanismos todavia no definidos 814", La incapacidad para predecir una capacidad de respuesta del
paciente a un compuesto corrector limita la eficacia clinica y el registro de farmacos. Juntos, esto indica que se
necesita con urgencia el desarrollo de nuevos compuestos y el cribado de la eficacia de farmacos al nivel de
pacientes individuales. Hasta el momento, solo esta disponible un ndmero limitado de modelos de célula primaria
para cribar compuestos que restauran la funcion de CFTR mutante. Cuando tal modelo in vitro pueda ademas
expandirse para permitir el analisis de respuestas al farmaco de pacientes individuales, puede mejorar la eficacia de
farmaco seleccionando subgrupos de pacientes que respondieron.

Aqui, los presentes inventores demuestran un ensayo cuantitativo rapido y simple para la funcién de CFTR
en un método de cultivo basado en criptas intestinales primarias humanas y murinas que se desarrollo
recientemente’>'7. Este método de cultivo permite a las células madre intestinales expandirse dentro de organoides
cerrados que contienen estructuras tipo cripta y una luz interna revestida por células diferenciadas, que da lugar a la
arquitectura de tejido in vivo. EI CFTR intestinal se expresa predominantemente en la membrana apical de las
células de las criptas en las que su activacion conduce a la secrecién de electrolitos y fluidos'®2. Los presentes
inventores encontraron que la forskolina®! induce la hinchazén rapida de tanto organoides de control (HC) sanos
humanos como de no mutantes murinos que dependen completamente de CFTR, como se demuestra por la
estimulacion de organoides intestinales derivados de ratones deficientes para CFTR o pacientes con CF, o tras la
inhibicién quimica de CFTR no mutante. Los niveles de hinchazén inducida por forskolina por organoides rectales
ampliados in vitro son comparables a las corrientes de aniones inducidas por forskolina medidas en biopsias rectales
humanas ex vivo. La temperatura y correccion quimica de la funcion de F508del-CFTR se detectd faciimente por
mediciones del transporte de fluido basadas en organoides, y las respuestas a un panel de farmacos que restauran
CFTR fueron variables entre organoides rectales derivados de diferentes pacientes homocigotos F508del. Este
ensayo robusto es la primera lectura funcional desarrollada en organoides humanos, y facilitara el diagnéstico,
estudios funcionales, desarrollo de farmacos y medicina personalizada para CF.

Resultados
Cuantificacién de la hinchazén de organoide inducida por forskolina

Los presentes inventores evaluaron primero si la forskolina, que aumenta AMPc intracelular y de tal modo
activa CFTR, podia mediar en la secrecion de fluido dentro de la luz de organoides del intestino delgado derivados
de ratones no mutantes. Usando microscopia de célula viva, los presentes inventores observaron una expansion
rapida de la luz y el area superficial total de los organoides cuando se afiadié forskolina, mientras que organoides
tratados con DMSO no se afectaron (Fig. 10a). Esta hinchazén inducida por forskolina (FIS) de organoides se invirtid
después de la eliminacion de forskolina lavando (Fig. 15).

A continuacion, los presentes inventores cuantificaron estas respuestas por analisis de imagen imparcial.
Los presentes inventores encontraron un excelente marcado celular mientras que los niveles de fondo del Matrigel
circundante permanecian negativos usando Calcein-Green, un colorante permeable a la célula que gana
fluorescencia y se retiene dentro de la célula tras la conversiébn metabdlica por células vivas. La intensidad
fluorescente de objetos marcados con Calcein-Green fue en promedio >100 veces mayor en comparacion con
niveles de fondo. Los presentes inventores cuantificaron FIS de organoides usando microscopia confocal de célula
viva y software de formacion de imagen que calcula el aumento relativo en el area total de todos los objetos
fluorescentes para cada momento de tiempo tras la adicion de forskolina por pocillo (ejemplos representativos de
reconocimiento de objetos, y FIS para organoides individuales se indican en Fig. 10b,c; Fig. 16a). La mayoria de los
organoides responde a estimulaciéon de forskolina (Fig. 10d). Aproximadamente el 5-10 % de estructuras que son
organoides tanto muy pequefios, como no viables en forma irregular, no responden a forskolina (Fig. 16b,c). Como
solo representan una fraccion menor del area superficial total de los organoides en un pocillo, la cuantificacion de
FIS no fue diferente con o sin preseleccion de estructuras que responden (Fig. 16d). Las mediciones de tres pocillos
independientes muestran variacion limitada (Fig. 10e). Los presentes inventores observaron una relacion
dependiente de la dosis entre la forskolina y el aumento del area superficial con el tiempo (Fig. 10f). Se muestra FIS
de organoides murinos para los primeros 10 minutos, ya que algunos organoides no mutantes explotan y colapsan
cuando se realizaron estimulaciones mas largas de 10 minutos (Fig. 17a). Juntos, estos resultados muestran que la
hinchazén de organoide inducida por forskolina puede cuantificarse por analisis de imagen fluorescente imparcial.
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La hinchazén inducida por forskolina de organoides murinos es dependiente de CFTR

Altos niveles de ARNm de Cftr en estos organoides apoyan un posible papel para CFTR en la hinchazén
inducida por forskolina (Fig. 18). Para demostrar que FIS es dependiente de CFTR, los presentes inventores usaron
inhibidores quimicos de CFTR??23, y Cftr24, asi como ratones mutantes F508del- CFTR?%26. La pre-incubacion (2
horas) con los inhibidores de CFTR CFTRim-172%2 y GlyH-10123 redujo independientemente la FIS respectivamente
~90% y ~75% en comparacién con tratamiento con vehiculo (Fig. 11a). Su accion combinada impidid
completamente FIS en los momentos de tiempo analizados. Los presentes inventores confirmaron ademas FIS
dependiente de CFTR usando organoides aislados de ratones deficientes para Cftr. FIS estaba ausente cuando se
ensayaron los organoides de ratones deficientes para Cftr (Fig. 11b,d). El marcado con Calcein-Green fue
comparable entre organoides no mutantes y mutantes, indicando que las células deficientes para Cftr fueron viables.
Los organoides de ratones que expresan F508del-CFTR presentaron FIS baja, pero detectable, que sugiere
actividad de CFTR residual, consistente con observaciones tempranas en este modelo de raton?®2¢ (Fig. 11c,e). En
apoyo de esto, la FIS atenuada de organoides de F508del-CFTR fue sensible a CFTR;.x-172 (Fig. 11f). Juntos, estos
datos demuestran que FIS en organoides murinos es completamente dependiente de CFTR.

Temperatura y correccion quimica de F508del-CFTR de murino

Para indicar ademas que el ensayo es sensible a la correccion de la funcion de CFTR, los presentes
inventores realizaron experimentos de rescate de temperatura, un método ampliamente aceptado para aumentar la
funcién de F508del-CFTR?. El plegamiento incorrecto de F508del-CFTR se reduce en 27 °C conduciendo a niveles
mejorados de CFTR funcional en la membrana plasmatica. Los presentes inventores observaron niveles elevados de
FIS tras la incubacion durante la noche a 27 °C (Fig. 11f). La inhibicién quimica de la actividad de CFTR redujo
fuertemente FIS en organoides cultivados a temperatura reducida y normal (Fig. 11f). Los presentes inventores
usaron después los correctores quimicos VRT-325% y Corr-4a®® para restaurar la funcion de F508del-CFTR. La pre-
incubacion (24 horas) con VRT-325 mejord FIS, mientras que Corr-4a solo mejoré ligeramente FIS, y fue aditivo a la
correccion por VRT-325 (Fig. 11g). La inhibiciéon quimica de CFTR indicé que la FIS inducida por VRT-325 y Corr-42
fue completamente dependiente de CFTR. Raramente se observd el colapso de organoides de F508del-CFTR
rescatados (Fig. 17b). En conjunto, estos resultados demostraron que FIS de organoides murinos puede revelar la
restauracion funcional de F508del-CFTR por enfoques de correccion.

La hinchazén inducida por forskolina de organoides humanos es dependiente de CFTR

Los presentes inventores aplicaron a continuacion las condiciones de ensayo a cultivos de organoides
intestinales humanos. Mientras que tanto CFTR maduro (banda C, 170 kDa) como CFTR inmaduro (banda B, 130
kDa) se detectd por andlisis de transferencia Western en organoides de HC humanos, solo CFTR inmaduro se
detect6 en organoides de CF. No se observo ninguna banda B o C de CFTR en organoides que llevaban E60X*® y
un alelo no informado que induce un desplazamiento de marco en NBD2 en el residuo 1250 (4015delATTT). E60X y
la mutacion 4015delATTT recientemente identificada producen lo mas probablemente la produccién de una proteina
truncada, no funcional. La especificidad de la banda B y la banda C de CFTR se indic6 ademas por tratamiento con
Endo H y PNGasa F®, respectivamente (Fig. 12a). La expresion de CFTR en la membrana apical se demostrd en
organoides de control sanos por inmunocitoquimica, pero no en organoides de CF, como se indica por co-
localizacion con actina apical (Fig. 12b). De acuerdo con los experimentos murinos, los presentes inventores
observaron hinchazon estimulada por forskolina rapida de organoides de control sanos que se redujo tras 3 horas de
pre-incubacion con CFTRinn-172 o GlyH-101, y se inhibié completamente por el tratamiento combinado con estos
inhibidores (Fig. 12c). Los organoides humanos muestran cinética algo mas lenta cuando se comparan con
organoides murinos y raramente colapsan durante el tratamiento de forskolina a largo plazo (Fig. 12c; Fig. 17c).

Los presentes inventores analizaron FIS en un ndmero grande de organoides intestinales principalmente
derivados del recto, pero también de duodeno, ileon y colon. Los presentes inventores observaron FIS fuerte en
organoides derivados de sujetos con HC (organoides rectales de pacientes con HC o CF se muestran en la Fig. 11d,
todos los organoides se presentan en la Fig. 19a). Los organoides rectales derivados de pacientes que son
heterocigotos compuestos para F508del y A455E3", un genotipo que esta asociada a CF*? leve, presentaron niveles
de FIS claramente reducidos en comparacion con organoides de control sanos. Los pacientes con genotipos de CF
graves (homocigotos para F508del; heterocigotos compuestos para F508del y L927P33, o G542X3") presentaron FIS
mucho mas bajo, pero todavia detectable, que fue variable entre pacientes individuales (Fig. 12e). No se midi6 FIS
se midi6 en organoides de E60X/4015delATTT. La inhibicién quimica de CFTR suprimio todas las respuestas de FIS
de organoides de CF (Fig. 19b+c).

Las mediciones de FIS de organoides de HC rectales expandidos in vitro u organoides de CF subdivididos
en genotipos grave y leve se correlacionaron fuertemente con mediciones de corriente intestinal inducidas por
forskolina (ICM) realizadas en biopsias de succion rectales3#3 de las cuales se originaron estos organoides (Fig.
12f). La mayoria de los trazados de ICM de biopsias de pacientes individuales mostraron corrientes residuales de
aniones inducidas por forskolina que se correspondieron con una respuesta de forskolina dependiente de CFTR
cuantitativamente similar en el ensayo de FIS (un trazado de ICM representativo, un analisis de pares de FIS y ICM
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para pacientes individuales y analisis de correlacion ordinal de Spearman (R=0,84, p=0,001) se proporcionan en la
Fig. 20a-c, respectivamente). Juntos, estos datos indican que FIS en organoides humanos puede medir con
precision la funcion de CFTR, y muestra que la funcion de CFTR residual en organoides rectales intestinales puede
diferir entre individuos homocigotos para la mutacion F508del-CFTR.

Correccion de CFTR quimica en organoides de CF rectales humanos

Los presentes inventores evaluaron a continuacion si la funcién de F508del-CFTR podria aumentarse en
organoides humanos por incubacion a temperatura baja, o por los correctores quimicos conocidos VRT-325, Corr-
4a, C8 (http://cftrfolding.org), VX-8093% y el potenciador VX-770°. La incubacién de organoides homocigotos F508del
a baja temperatura aumenté la FIS como era de esperar, y se inhibié por inhibidores de CFTR quimicos (Fig. 13a).
Los presentes inventores establecieron a continuacion las curvas de respuesta a dosis para el tratamiento simple de
VX-809 (tras pre-incubacion de 24 h) o VX-770 (afiadido simultaneamente con forskolina) en organoides de 6
pacientes F508del homocigdticos (Fig. 13b), y los valores CE50 medidos de 135 + 40 nM y 161 + 39 nM,
respectivamente. Estas curvas de respuesta a dosis estan dentro de los intervalos previamente informados en
células epiteliales bronquiales humanas®3®. La combinacién de niveles de FIS elevados inducidos por VX809 y
VX770, que se suprimié por inhibicion de CFTR quimica (ejemplos representativos se muestran en la Fig. 13c). A
continuacion se analizé la capacidad de diversos correctores para restaurar FIS tras 24 h de pre-incubacion en
organoides homocigotos de F508del. Todos los correctores aumentaron FIS, aunque con una eficacia diferente (Fig.
13d-f; véase la Fig. 21 para respuestas en organoides no rectales). El aumento de las respuestas de FIS por
terapias de combinacién se inhibié completamente por la presencia de inhibidores de CFTR. Se observé que VRT-
325/Corr-4a o C8/Corr-4a aumentaron sinérgicamente FIS (véase también la Fig. 22), que fue en claro contraste con
el efecto aditivo de tratamiento con VRT-325/Corr-4a observado en organoides murinos (Fig. 11g). Estos datos
indican que FIS puede medir de forma segura la correccion o potenciacion de F508del-CFTR.

Respuestas diferenciales a farmacos que restauran CFTR en organoides rectales

Los presentes inventores estudiaron a continuacién respuestas de FIS a un panel de farmacos que
restauran CFTR en organoides rectales derivados de 9 individuos que albergan diversas mutaciones de CFTR
graves, incluyendo 6 pacientes homocigotos F508del. De entre los organoides homocigotos de F508del, los
presentes inventores observaron diferencias en FIS inducida por farmaco (Fig. 14a-c). En general, FIS fue variable
entre organoides tras la incubacion con farmacos simples, y la distribucién de respondedores altos y bajos fue unica
para un enfoque de restauracion (Fig. 14a-c; el orden de pacientes es similar a la Fig. 12e en el panel 'CF grave').
CF5 parece ser un respondedor bajo general a cualquier corrector o VX-770, pero mostré una respuesta
excepcionalmente pequefia a VRT-325. Los organoides de CF3 y CF5 tienen respuestas similares a VX-809, pero
difieren en su respuesta a C8. Los presentes inventores observaron que las combinaciones de VRT-325 y Corr-4a
en general sinergizaron mas fuertemente para inducir FIS que C8 y Corr-4a. La FIS medida con respecto a la FIS
esperada (valores aditivos de tratamiento simple; ilustrado en la Fig. 22) es bastante constante entre la mayoria de
los pacientes. Todos los organoides heterocigotos compuestos de F508del también responden a la correccion
(véase la Fig. 23 para organoides de F508del/A455E), pero no se observd correccion o potenciacion en organoides
de E60X/4015delATTT (Fig.14a-c). En este caso se espera el fallo para corregir CFTR ya que ninguna banda B o C
de CFTR se detectd en estos organoides por transferencia Western (Fig. 12a). Los presentes inventores compararon
a continuacion las respuestas a farmacos de organoides de F508del a niveles de FIS de organoides de CF o HC
leves tratados con vector vacio (Fig. 14d). Esta comparacion indico que VX-809 es el corrector mas potente, y ese
tratamiento combinado con VX-809 y VX-770 induce FIS mas allda de los niveles observados en organoides de
F508del/A455E, alcanzando ~60 % de niveles HC. Juntos, estos resultados demuestran que la potencia de
compuestos que se dirigen a CFTR para restaurar la funcion de CFTR varia ampliamente entre organoides de
pacientes con CF individuales, incluyendo homocigotos para F508del-CFTR.

Discusion

En conjunto, los resultados de los presentes inventores indican que la hinchazén inducida por forskolina de
tanto organoides intestinales de raton como humanos es dependiente de CFTR. El aumento rapido en el area
superficial inducida por forskolina resulta probablemente de las caracteristicas casi fisioldgicas de organoides
intestinales. Los datos previos indican que la forskolina puede aumentar la expansiéon luminal en estructuras tipo
organoide cultivadas a partir de lineas celulares MDCK renales, LIM1863 coldnicas o esferoides intestinales
murinos?%37:38 pero la amplitud mas grande y velocidad de la respuesta de FIS probablemente resulta de niveles de
expresion CFTR superiores en el modelo de cultivo de tejido primario usado aqui.

El transporte de fluido medido por FIS en organoides rectales se correlacioné con la ICM realizada en las
biopsias de succidn rectales correspondientes. Este ensayo de transporte de fluido puede, por lo tanto, ser un
complemento valioso a las mediciones eléctricas de funciéon de CFTR actualmente llevadas a cabo en los centros de
CF y puede servir para complementar datos obtenidos por ICM. Usando ICM y FIS, los presentes inventores
encontraron que la mayoria de los pacientes F508del-CFTR mostraron alguna funcién de CFTR residual, sugiriendo
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que F508del-CFTR se expresa en la superficie apical a niveles bajos3®#'. Esto también se soporta por la induccion
de FIS por el potenciador VX-770 en ausencia de correctores, un efecto que fue previamente informado para células
epiteliales bronquiales humanas®. Los datos clinicos también apoyan el concepto de que F508del-CFTR se expresa
a niveles bajos en la membrana apical de epitelios de pacientes con CF homocigotos F508del*?43.

FIS y ICM emparejadas permiten la comparacion de velocidades de secrecion de fluido y flujos de iones
como se mide por ICM. Basandose en la geometria de los organoides durante la FIS, y las suposiciones de que la
luz de organoide promedio es una esfera y que la hinchazon promedio es similar en las tres dimensiones y lineal
durante el transcurso de tiempo de un experimento, los presentes inventores calcularon una velocidad de secrecion
de fluido inicial de 26 + 23 pl h™' cm™ en organoides de HC (que se corresponde con una estimacion de 1,0 x 102
pAmp/cm? basandose en la secrecion de cloruro isotonico). Cuando los presentes inventores asumen la secrecion
de cloruro isoténico durante ICM, estiman que las corrientes medidas se corresponderian con una tasa de secrecion
de fluido aproximada de 12 pl h™' cm=. Esta tasa supera en gran medida los valores informados previamente para
quistes de células MDCK?*, y para epitelio de las vias respiratorias*.

Este estudio demuestra claramente que FIS puede restaurarse por farmacos con capacidad de restauracion
de CFTR conocida. Curiosamente, los presentes inventores observaron que respuestas al farmaco de organoides
son variables entre pacientes con CF, incluso entre organoides homocigotos de F508del-CFTR. Esto plantea la
posibilidad de que este ensayo in vitro pueda predecir la capacidad de respuesta al farmaco in vivo de pacientes
individuales. Un modelo terapéutico ideal para CF seria cribar la efectividad de farmacos que restauran CFTR
disponibles directamente después del diagndstico de CF para optimizar el tratamiento al nivel personal antes del
inicio de la enfermedad. El enfoque de medicina personalizada también puede facilitar el desarrollo y la aprobacion
de farmacos a los cuales solo responden subgrupos de pacientes, y limitar los riesgos econdémicos asociados a la
investigacion de farmacos. Ademas, puede usarse para la aprobacion de farmacos en pacientes que estan
genotipicamente incorrectamente apareados con farmacos que han sido validados por un genotipo de CFTR
especifico. Los resultados de fase Il provisional de un ensayo actual publicado en sitios web de la Fundacion de
Fibrosis Quistica de Norte América (www.cff.org) y Vertex (www.vrtx.com) indican que las respuestas del farmaco a
monotratamiento con VX-809 y VX770, o VX-770", en sujetos F508del CFTR, son altamente variables entre
pacientes. Sin embargo, queda por establecer el potencial predictivo de mediciones de la funcién de CFTR basada
en organoide para sensibilidad al farmaco in vivo.

Actualmente, las respuestas de farmacos especificas del paciente pueden predecirse usando biopsias
rectales ex vivo*® o modelos de cultivo de tejido de las vias respiratorias primarias*’. En comparacion con estas
técnicas, los cultivos de organoide parecen superiores en permitir la generacion de conjuntos de datos grandes y
robustos de pacientes individuales. El analisis de la funcion de CFTR en cultivos de organoide es relativamente facil,
rapido y robusto. Los organoides se auto-diferencian en estructuras que dan lugar a tejido en placas de 96 pocillos
que permite la medicion de hasta 80 organoides por pocillo y hasta 96 condiciones por experimento. En este
formato, las curvas de respuesta a dosis medidas por triplicado para multiples farmacos por paciente individual
pueden generarse facilmente en multiples momentos de tiempo del cultivo como se demuestra en este estudio.

Usando el enfoque de analisis de imagen descrito aqui, pueden desarrollarse enfoques de rendimiento
superior para identificar compuestos novedosos que restauran la funcién de CFTR cuando es factible la siembra en
placas automatizada y la estimulacién de organoides. Cuando los presentes inventores compararon la respuestas de
farmacos en organoides con los datos clinicos limitados que se han publicado en pacientes homocigotos F508del-
CFTR"'* (www.cff.org), solo se ha informado que el tratamiento de combinacion de VX-809 y VX-770 mejora la
funcién del pulmén en aproximadamente el 50 % de pacientes homocigotos F508del. Esta combinacion induce
niveles de FIS aproximadamente 1,5 veces superiores en organoides homocigotos F508del-CFTR en comparacion
con organoides F508del/A455E no tratados, y hasta el 60 % de niveles de FIS de organoides de HC. No es poco
comun que los efectos del tratamiento en modelos in vitro sean superiores a los efectos medidos in vivo, pero la
correccion de pliegue en el ensayo de FIS también supera la correccion en epitelio bronquial humano cultivado
aproximadamente 2 veces®3%. Esto puede indicar que los factores especificos de tejido pueden controlar la eficacia
del corrector. Es también probablemente que las tasas de FIS estén subestimadas en HC cuando la expresion de
CFTR ya no es limitante de la velocidad para FIS mas alla de un umbral particular, por ejemplo, por el transporte de
ion basolateral. Estos datos pueden sugerir que los novedosos farmacos que restauran CFTR pueden tener impacto
clinico cuando FIS alcanza niveles de hasta ~60 % de FIS no mutante.

Dos aspectos importantes de los cultivos de organoides hacen a esta tecnologia altamente adecuada para
estudios de seguimiento. Primeramente, los organoides pueden expandirse en gran medida mientras que mantienen
intactos los compartimientos de células madre durante el cultivo a largo plazo (durante 40 pases)'®. La generacion
de grandes numeros de células ayudara a estudios biolégicos y bioquimicos celulares de alteraciones celulares
dependientes de CFTR, y es un requisito previo para cribados de alto rendimiento. En segundo lugar, los organoides
pueden almacenarse en nitrégeno liquido, permitiendo la generacion de bancos de células primarias de pacientes
con CF. Estos pueden usarse para identificar y estudiar factores celulares asociados con fenotipos clinicos en
pacientes con CF, y permitiria el analisis especifico del paciente de farmacos recientemente desarrollados usando
materiales que han sido previamente adquiridos.
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Ademas de las posibles aplicaciones en la investigacion de CF, este ensayo puede ser adecuado para el
desarrollo de farmacos para tratar diarrea secretora, una afecciéon potencialmente mortal que resulta de la hiper-
activacion de CFTR por toxinas patogenas tales como la toxina del colera*® (Fig. 24), y para estudios de
homeostasis de electrolitos en general.

En resumen, los presentes inventores describieron un ensayo rapido y robusto para la cuantificacion de la
funcién de CFTR usando el modelo de cultivo intestinal primario que da lugar a rasgos esenciales de la arquitectura
de tejido in vivo. Este ensayo relativamente simple facilitara el diagnostico, estudios funcionales, desarrollo de
farmacos, asi como enfoques de medicina personalizada en CF.

Métodos
Ratones

Los ratones con genes inactivados Cftr™m'Cam (Cftr”-)?* se retrocruzaron con ratones FVB y Cftrm’ew
(F508del-CFTR)®26 se retrocruzaron con ratones C57B1/6 (F12). Los ratones FVB Cftr’- congénitos o ratones
C57B1/6 F508del-CFTR se usaron con sus compaferos de camada no mutantes. Los ratones se mantuvieron en
una instalacién de ambiente controlado en el Centro Médico Erasmus de Rotterdam y aprobado por el Comité Etico
local.

Material humano

La aprobacion para este estudio se obtuvo por el Comité Etico del Centro Médico Universitario de Utrecht y
el Centro Médico Erasmus de Rotterdam. Se generaron organoides de HC y CF rectales de cuatro biopsias de
succion rectales después de las mediciones de corriente intestinal (ICM) obtenidas (i) durante el cuidado de CF
estandar (E60X/4015ATTTdel; F508delG542X; F508del/L927P; 5x F508del/F508del), (ii) para fines de diagndstico
(1x HC) o (iii) durante la participacion voluntaria en estudios de CF aprobados por el Comité Etico local (2x HC, 1x
F508del/F508del). EI material de un paciente con CF homocigético F508del-CFTR y un control sano se derivé de
secciones restantes de ileon proximal tras la cirugia debido a ileon meconial (el material fue amablemente
proporcionado por el Dr K. Tenbrock, Departamento de Pediatria, Universidad RWTH de Aquisgran). Se obtuvieron
cuatro biopsias duodenales de 2 pacientes con CF por gastroduodenoscopia flexible para generar organoides de
F508del/F508del y F508del/Exonl7del. Se usé el mismo procedimiento para obtener 4 biopsias de 2 pacientes con
sospecha de celiaquia. Las biopsias fueron macroscépicamente y patoldgicamente normales y se usaron para
generar organoides de HC.

Aislamiento de criptas y cultivo de organoides de intestino de murino

Se generaron organoides murinos a partir de criptas del intestino delgado (SI) aisladas y se mantuvieron en
cultivo como se ha descrito previamente'. Se usé medio condicionado con Rspo1 (las células Rspo-1 HEK293T
establemente transfectadas fueron amablemente proporcionadas por Dr. C. J. Kuo, Departamento de Medicina,
Stanford, CA) en lugar de Rspo-1 recombinante y se afadieron al medio de cultivo en una dilucién 1:10. Se
obtuvieron organoides de Cftr” y de F508del-CFTR de segmentos proximal y distal de Sl, respectivamente. Se
usaron organoides del pase 1-10 para la formacién de imagen confocal.

Aislamiento de criptas y cultivo de organoides de biopsias humanas

El aislamiento y cultivo de criptas de células intestinales humanas se ha descrito previamente'®. En
resumen, se lavaron biopsias con disolucion de quelacion completa fria y se incubaron con EDTA 10 mM durante 30
(intestino delgado) o 60 (recto) minutos a 4 °C. Se recogid el sobrenadante y se lavé el EDTA. Las criptas se aislaron
por centrifugacion y se incorporaron en Matrigel (factor de crecimiento reducido, libre de fenol, BD bioscience) y se
sembraron (50-200 criptas por 50 pl de Matrigel por pocillo) en placas de 24 pocillos. El Matrigel se polimerizé
durante 10 minutos a 37 °C y se sumergi6 en medio de cultivo completo: Advanced DMEM/F12 complementado con
penicilina/estreptomicina, HEPES 10 mM, Glutamax, N2, B27 (todos de Invitrogen), N-acetilcisteina 1 uM (Sigma) y
factores de crecimiento: 50 ng/ml de mEGF, 50 % de medio acondicionado con Wnt3a (WCM) y 10 % de medio
condicionado con Noggin (NCM), 20 % de medio acondicionado con Rspo1, nicotinamida 10 uM (Sigma), gastrina
10 nM (Sigma), A83-01 500 nM (Tocris) y SB202190 10 uM (Sigma). El medio se recargé cada 2-3 dias y los
organoides se sometieron a pases 1:4 cada 7-10 dias. Los organoides del pase 1-10 se usaron para la formacién de
imagenes confocales de célula viva. Para la produccion de WCM y NCM, células L que producen Wnt3a (ATCC, n°:
CRL-264) se seleccionaron para sub-clones de expresion alta y Noggin de longitud completa humana se transfecto
establemente en células HEK293T, respectivamente (ambos fueron amablemente proporcionados por Clevers
Laboratory). Las cantidades y actividad de los factores expresados en cada lote se evaluaron usando transferencias
puntuales y plasmidos indicadores de luciferasa (TOPflash and FOPflash; Millipore) como se describio
previamente*-%0,
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Ensayos de estimulacion

Se sembraron organoides humanos o de ratén de un cultivo de 7 dias de edad en una placa de cultivo de
96 pocillos de fondo plano (Nunc) en 5 ul de Matrigel que contenia comunmente 20-80 organoides y 100 pl de medio
de cultivo. Un dia después de la siembra, los organoides se incubaron durante 60 minutos con 100 ul de medio de
cultivo estandar que contenia Calcein-Green 10 uM (Invitrogen). Para la éptima inhibicion de CFTR, los organoides
se pre-incubaron durante 2 h (ratén) o 3 h (humanos) con CFTR;x-17250 puM, GlyH-101 50 uM o su tratamiento
combinado (ambos de Cystic Fibrosis Foundation Therapeutics, Inc). Después del tratamiento con Calcein-Green
(con o sin inhibicion de CFTR), se afadio forskolina 5 uM y los organoides se analizaron directamente por
microscopia confocal de célula viva (LSM710, Zeiss, objetivo 5x). Se usaron tres pocillos para estudiar una condicion
y se analizaron hasta 60 pocillos por experimento. Para la correccion de CFTR, los organoides se pre-incubaron
durante 24 horas con VRT-32510 uM, Corr-4a 10 uM, C8 10 uM (todos de Cystic Fibrosis Foundation Therapeutics,
Inc), VX-809 3 uM (Selleck Chemicals LLC, Houston, EE.UU.) o combinaciones como se indica. Para la potenciacion
de CFTR se afadio VX-770 3 uM (Selleck Chemicals LLC) simultaneamente con forskolina. Las diluciones de VX-
809 y VX-770 se usaron como se indica en la Fig. 13b.

Cuantificacion del area superficial de los organoides

La hinchazén de organoides estimulada por forskolina se cuantificé automaticamente usando el software de
formacion de imagen Volocity (Improvision). Se calcul6 el aumento del area total de organoides (plano XY) en
relacion con T=0 de tratamiento de forskolina y se promedié de tres pocillos individuales por condicion. El area bajo
la curva (ABC) se calculd usando Graphpad Prism.

Andlisis estadistico

Se us6 una prueba de Kolmogorov-Smirnov para probar si los datos de ICM y FIS se distribuyeron
normalmente. Se us6 una prueba de la t de Student para datos emparejados para comparar FIS con o sin pre-
seleccion de organoides de respuesta (Fig. 16d). Se us6 una prueba de correlacion ordinal de Spearman para
correlacionar las mediciones ICM con la hinchazén de organoide (Fig. 20c). Un valor de p < 0.05 se considerd
estadisticamente significativo. Todos los datos se analizaron en SPSS statistics version 20.0 para Windows.

Aislamiento de ARN y gPCR

A partir de organoides duodenales humanos que se cultivaron durante >12 semanas, el ARN se aisl6 con el
minikit RNeasy (Qiagen) y se cuantificé por densidad optica. Se sintetizé el ADNc a partir de 1 ug de ARN realizando
una PCR de transcripcion inversa (Invitrogen). A partir de organoides murinos del intestino delgado que se cultivaron
durante > 6 semanas, el ARN se aislé usando Trizol (Invitrogen) y se cuantificé por densidad 6ptica. El ADNc se
genero a partir de 500 ng por el kit de sintesis de ADNc iScript™ (Bio Rad). Los niveles de ARN mensajero (ARNm)
de CFTR humano y Cftr de ratéon se determinaron por RT-PCR cuantitativa en tiempo real con el método SYBR
Green (Bio-Rad). Se uso6 la abundancia de ARNm de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GADPH) o de p2M
para medir la entrada de ADNCc.

Andlisis de transferencia Western

Para la deteccion de proteina CFTR, se lisaron los organoides de HC o CF en tampon de Laemmli
complementado con comprimidos de inhibidor de proteasa completa (Roche). Los lisados se analizaron por SDS-
PAGE y se transfirieron electroforéticamente a una membrana de poli(difluoruro de vinilideno) (Millipore). La
membrana se bloqued con 5 % de proteina de la leche en TBST (0,3 % de Tween, Tris 10 mM a pH 8 y NaCl 150
mM en H20) y se sond6 durante la noche a 4 °C con una combinacion de los anticuerpos monoclonales de raton
anti-CFTR 450, 769 y 596 (1:5000, Cystic Fibrosis Folding consortium), seguido por incubaciéon con anticuerpos
secundarios conjugados con HRP y desarrollo de ECL. Para la desglicosilacién de CFTR, los organoides de HC se
lisaron en tampén RIPA (Tris 50 mM a pH 8,0, NaCl 150 mM, 0,1 % de SDS, 0,5 % de desoxicolato sédico y 1 % de
Triton) complementado con comprimidos de inhibidor de proteasa completa y se incubaron con PNGasa F y Endo H
durante 3 h a 33 °C (ambos de New England BioLabs).

Inmunocitoquimica

Se incubaron los organoides completos de un cultivo de 5 dias con metanol (sigma) durante 10 minutos a -
20 °C. Los organoides se sondaron con el anticuerpo monoclonal de ratén anti-CFTR M3A7 (1:25; de Abcam)
durante 16 horas a 4 °C, seguido por incubacién simultanea de anticuerpos secundarios conjugados con Alexa Fluor
649 (1:500; de Sigma) y faloidina- FITC durante 1 hora a 4 °C (1:200; de Sigma). Los organoides se incorporaron en
Mowiol que contenia DAPI (1:10000) y se analizaron por microscopia confocal como se ha descrito previamente®'.

Medicion de corriente intestinal (ICM)
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Se midio la secrecion de cloruro transepitelial en biopsias de succion rectales humanas (4 por sujeto) como
se ha descrito previamente3® usando una modificacion reciente (prelavado repetitivo)®® que acentia mejor las
respuestas de corrientes de aniones inducidas por forskolina reduciendo los niveles de AMPc basal. En resumen, las
biopsias se recogieron en solucion salina amortiguada con fosfato en hielo y se montaron directamente en camaras
micro-Ussing adaptadas (abertura 1,13 o 1,77 mm?). Después del equilibrio, los siguientes compuestos se afiadieron
en un orden normalizado al lado mucoso (M) o seroso (S) del tejido: amilorida (0,01 mM, M), para inhibir la absorcion
de Na* electrogénica sensible a amilorida; carbacol (0,1 mM, S), para iniciar la secrecion colinérgica de Ca%* y de CI-
asociada a la proteina cinasa C; DIDS (0,2 mM, M), para inhibir los canales de CI- no de CFTR sensibles a DIDS
como los canales de CI- dependientes de Ca?* (CaCCs); histamina (0,5 mM, S), para reactivar la ruta secretora
dependiente de Ca?* y para medir el componente insensible a DIDS de la secrecion CI- dependiente de Ca®*;
forskolina (0,01 mM, S), para activar completamente la secrecién de aniones mediada por CFTR. Los valores de Isc
sin procesar (pA) se convirtieron en pA/cm? basandose en el area superficial de la abertura.
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Observaciones adicionales

Observacion adicional 1. Los organoides no mutantes murinos muestran hinchazon rapida tras el

tratamiento con forskolina.

Observacion adicional 2. La hinchazén inducida por forskolina esta ausente en organoides derivados de

ratones deficientes para CFTR.

Observacion adicional 3. Los organoides de ratones que expresan F508del-CFTR presentan FIS baja,

pero detectable, sugiriendo actividad de CFTR residual.

Observacion adicional 4. Los organoides de control sanos humanos muestran hinchazén rapida tras el

tratamiento con forskolina.

Observacion adicional 5. La hinchazon inducida por forskolina en organoides derivados de un paciente
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con CF con un genotipo leve (F508del/A455E).

Observacion adicional 6. Se observa FIS baja en organoides derivados de un paciente homocigoto
F508del.

Observacion adicional 7. No se detecta FIS en organoides rectales derivados de un paciente
E60X/4015ATTTdel.

Observaciones adicionales 8-16. La restauracion de FIS en organoides homocigotos de F508del rectales
por VRT-325 (8), Corr-4a (9), C8 (10), VX-809 (11), VX-770 (12), VRT-325+Corr-4a (13), C8+Corr-4a (14), VX-
809+VX-770 (15) 0 VX-809+VX-770 e inhibicion CFTR (16).

Ejemplo 3

El regulador de la conductancia transmembranaria de la fibrosis quistica (CFTR) funciona como canal de
aniones, y es esencial para la homeostasis de fluidos y de electrolitos en superficies epiteliales de muchos 6rganos,
incluyendo pulmon e intestino. La fibrosis quistica (CF) de trastorno recesivo autosémico se causa por mutaciones
del gen CFTR. La enfermedad de CF es altamente variable, y los pacientes tienen una esperanza de vida media de
aproximadamente 40 afios. Las mutaciones de pérdida de funciéon causan transporte alterado de iones y de fluidos
que producen la acumulacion de moco viscoso en el tracto pulmonar y gastrointestinal. Esto esta asociado a
infecciones bacterianas, inflamacion aberrante y desnutricion. Se han descrito mas de 1500 mutaciones, pero la
mutacion mas dominante (~67 % de alelos mutantes totales en todo el mundo) es una delecién de fenilalanina en la
posicion 508 (CFTR-delF508). Esto causa plegamiento incorrecto, retencién de ER y degradacion temprana de la
proteina CFTR que impide la funcién en la membrana plasmatica. Otras mutaciones en el gen CFTR que se han
encontrado en pacientes con CF también alteran el plegamiento de las proteinas o afectan la produccion de
proteina, apertura, conductancia, corte y empalme y/o interacciones con otras proteinas {Riordan:2008dp}.

La terapia actual para CF es principalmente sintomatica y se centra en la reduccion de la presion
bacteriana, inflamacion y normalizacion de la absorcion de nutrientes y el crecimiento fisico. Recientemente se han
identificado multiples compuestos que se dirigen a los defectos especificos de mutacion de la propia proteina CFTR
{Accurs0:2010jx, Clancy:2011ic}. Actualmente se realizan ensayos clinicos que usan compuestos que inducen i)
ultralectura del codon de terminacion prematuro, ii) correccion del trafico de la membrana plasmatica de CFTR
(correctores), y iii) mejora de la apertura de CFTR (potenciadores) {Rogan:2011es}. Recientemente se ha
completado con éxito un ensayo clinico de fase lll para un potenciador en pacientes con CF con una mutacion
CFTR-G551D, demostrando que el objetivo del farmaco especifico de mutacion es factible en CF {Shah:2011gu}.
Las combinaciones de correctores y potenciadores se evaluan actualmente en un ensayo de fase Il para el grupo de
pacientes dominantes que alberga la mutaciéon CFTR-delF508.

Aunque estos desarrollos recientes son muy prometedores, el nivel de restauracion funcional de CFTR por
estos farmacos en sistemas de modelo in vitro todavia esta limitado. Ademas, los pacientes muestran respuestas
variables a estas terapias debido a mecanismos todavia no definidos. La incapacidad para seleccionar estos
subgrupos que no responden limita la eficacia clinica y el registro de farmaco. Juntos, esto indica que se necesita
con urgencia el desarrollo de nuevos compuestos y cribado de la eficacia de farmaco al nivel de pacientes
individuales. Hasta el momento, solo estan disponibles modelos de células primarias limitados para cribar
compuestos que restauran la funcién de CFTR mutante. Cuando tal modelo in vitro pueda ademas expandirse para
permitir el analisis de respuestas al farmaco de pacientes individuales, puede mejorar la eficacia del farmaco
seleccionando subgrupos de pacientes que respondieron.

Aqui, los presentes inventores demuestran un ensayo cuantitativo rapido para la funcién de CFTR en un
método de cultivo basado en criptas intestinales primarias humanas y murinas. Este método de cultivo permite a las
células madre intestinales expandirse dentro organoides cerrados que contienen estructuras tipo cripta y una luz
interna {Sato:2011fy, Sato:2009jg}. El CFTR intestinal se expresa predominantemente en la membrana apical de las
células de las criptas en las que su activacion conduce a la secrecion de electrdlitos y fluidos
{Venkatasubramanian:2010jc, Currid:2004ck}. En este estudio los presentes inventores evaluaron si la forskolina,
que aumenta AMPc intracelular y de tal modo activa CFTR, podria mediar en el transporte de fluido dentro de la luz
del organoide. Usando microscopia de célula viva, los presentes inventores observaron una expansion rapida de la
luz, y area superficial total de los organoides cuando se afiadio forskolina, mientras que los organoides tratados con
DMSO no se afectaron (Fig. 25a). Esta hinchazén inducida por forskolina (FIS) de organoides se invirtié después de
la eliminacion de forskolina lavando (Fig. 29). Altos niveles de ARNm de CFTR en estos organoides apoyaron
ademas un posible papel para CFTR en FIS de organoides (Fig. 30).

A continuacion, los presentes inventores cuantificaron estas respuestas por analisis de imagen imparcial.

Los presentes inventores encontraron un excelente marcado celular mientras que los niveles de fondo del Matrigel
circundante permanecian negativos usando Calcein-Green, un colorante permeable a la célula que tras la
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conversion metabdlica por células vivas gana fluorescencia y se retiene dentro de la célula. Los presentes inventores
cuantificaron FIS de organoides individuales usando microscopia confocal de célula viva y software de formacion de
imagen que calcula el area superficial del objeto fluorescente para cada momento de tiempo tras la adicion de
forskolina (Fig. 25b,c). Se estimularon simultdneamente multiples organoides en un pocillo simple y se analizaron
(Fig. 25d). Los presentes inventores observaron una relacion dependiente de la dosis entre la forskolina y el
aumento del area superficial en el tiempo (Fig. 25d). Se muestra FIS de organoides murinos para los 10 primeros
minutos, ya que algunos organoides no mutantes colapsaron cuando se realizaron estimulaciones de hasta 30
minutos (Fig. 31a). Juntos, estos resultados muestran que la expansion de organoide inducida por forskolina puede
cuantificarse por el analisis de imagen fluorescente imparcial.

Para demostrar un papel para CFTR en la hinchazén inducida por forskolina, los presentes inventores
usaron inhibidores quimicos de CFTR, y ratones mutantes CFTR-delF508, asi como inactivados en CFTR
{French:1996hb, Ratcliff:1993ik}. La preincubacion con los inhibidores de CFTR CFTRinh-172 {Thiagarajah:2004ck}
y GlyH-101{Muanprasat:20 04fx} redujo independientemente la FIS ~80 % en comparacion con el tratamiento con
vehiculo (Fig. 26a). Su accion combinada impidié completamente FIS en los momentos de tiempo analizados. Los
presentes inventores confirmaron adicionalmente FIS dependiente de CFTR usando organoides aislados de ratones
deficientes para CFTR. FIS estuvo completamente ausente cuando se ensayaron los organoides de ratones
deficientes para CFTR (Fig. 26b,c). El marcado con Calcein-Green fue similar, indicando que las células deficientes
para CFTR fueron viables. Los tamafios absolutos de los organoides seleccionados al inicio de los experimentos no
fueron diferentes (Fig. 26d,g). Los organoides de ratones que expresan CFTR-delF508 presentaron FIS bajo, pero
detectable, sugiriendo actividad de CFTR residual, consistente con observaciones tempranas en este modelo de
raton {French, 1996, Wilke 2011} y en una subcategoria de pacientes F508del CFTR {Bronsveld/Veeze} (Fig. 26e,f).
En apoyo de esto, la FIS en ratones CFTR-delF508 es parcialmente sensible a CFTRinh-172 (Fig. 26h).

Para indicar ademas que el ensayo de los presentes inventores es sensible a la correccién de la funcion de
CFTR, los presentes inventores realizaron experimentos de rescate de temperatura, un método ampliamente
aceptado para aumentar la funcion de CFTR-delF508 {Denning:1992hs}. El plegamiento incorrecto de CFTR-
delF508 se reduce a 27 °C, conduciendo a niveles mejorados de CFTR funcional en la membrana plasmatica. Los
presentes inventores observaron niveles elevados de FIS tras la incubacion durante la noche a 27 °C (Fig. 26h).
Aunque FIS de organoides de CFTR-delF508 bajo estas condiciones alcanza niveles comparables a organoides no
mutantes, raramente se produce el colapso del organoide en el plazo de 30 minutos (Fig.31b). La inhibicién quimica
de la actividad de CFTR redujo gravemente FIS en organoides cultivados a temperatura reducida y normal (Fig.
26h). En conjunto, estos resultados demostraron que FIS en organoides murinos es completamente dependiente de
CFTR, y es sensible para detectar funcion elevada de CFTR-delF508 por un enfoque de correccion estandar descrito
en la bibliografia.

Los presentes inventores aplicaron a continuacién sus condiciones de ensayo a cultivos de organoides
humanos. Las condiciones de cultivo para organoides humanos y de ratén difieren significativamente, conduciendo a
un fenotipo tipo quiste de organoides humanos cuando se comparan con organoides de raton (Fig. 27a, panel
izquierdo). Este fenotipo tipo quiste resulta de grandes cantidades de Wnt3a en el medio de cultivo estandar
{Barker:2010cp, Sato:2011fy}. Los presentes inventores observaron que los organoides se remodelan a un fenotipo
incipiente cuando se cultivan bajo concentraciones de Wnt3a bajas (Fig. 27a, panel derecho), una condicién que
impide la expansion a largo plazo del cultivo de organoides, pero no afecta inmediatamente la viabilidad celular. Los
presentes inventores estimularon organoides cultivados a concentraciones de Wnt3a altas (Fig. 27b,c) y bajas (Fig.
27b,d) con forskolina, y observaron FIS mas grande en condiciones de Wnt3a bajas, alcanzando niveles
comparables a organoides murinos. A diferencia de los organoides murinos, el organoide humano dificilmente hace
colision durante FIS en el plazo de 40 minutos (Fig.31c). En tanto condiciones de Wnt3a altas como bajas, la FIS se
inhibi6 completamente por inhibidores de CFTR. Estos datos indican que la FIS en organoides humanos esta
mediada por CFTR.

A continuacion, los presentes inventores ensayaron organoides humanos derivados de un paciente CFTR
F508del homocigoto. No se observé hinchazén inducida por forskolina en organoides de CF (Fig. 28a). Sin embargo,
la FIS se indujo en organoides de CF tras el tratamiento con correctores de CFTR VRT-325 y corr-4a (Fig. 28b).
Esto ademas indicd que FIS en organoides humanos es dependiente de CFTR, y que el ensayo de los presentes
inventores puede usarse para medir farmacos que afectan la funcion de F508del CFTR.

En conjunto, los resultados de los presentes inventores indican que la hinchazén inducida por forskolina de
estructuras de organoide de intestino delgado tanto de ratén como de humano es dependiente de CFTR. El ensayo
desarrollado recientemente de los presentes inventores para medir la actividad de CFTR podria ademas
desarrollarse para el diagnostico de CF y para realizar cribados de alto rendimiento para identificar compuestos
novedosos que restauran la funcion de CFTR. Ademas, este ensayo puede ser adecuado para el desarrollo de
farmacos para tratar diarrea secretora, una afecciéon potencialmente mortal que resulta de hiper-activacion de CFTR
por toxinas patogenas, y para estudios de homeostasis de electrolitos en general. Los organoides hinchados
invierten al fenotipo normal tras lavar con forskolina (Fig. 29) y, por lo tanto, podrian posiblemente usarse como
modelo para (re)absorcion intestinal.
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Dos aspectos importantes de cultivos de organoide los hacen altamente adecuados para estudios de
seguimiento. Primeramente, los organoides pueden expandirse en gran medida mientras mantienen la gravedad
durante el cultivo a largo plazo (durante >30 pases). Se requiere la generacion de grandes numeros de células para
generar percepcion en alteraciones celulares dependientes de CFTR al nivel de la biologia de sistemas, y un
requisito previo para cribados de alto rendimiento. En segundo lugar, los organoides pueden almacenarse en
nitrégeno liquido, permitiendo la generacion de bancos de células primarias de pacientes con CF. Esto puede usarse
para identificar y estudiar factores celulares asociados a fenotipos clinicos en pacientes con CF. Otra posibilidad
excitante seria usar el ensayo in vitro de los presentes inventores para predecir la capacidad de respuesta al
farmaco in vivo al nivel de pacientes individuales, y puede ser especialmente adecuado para farmacos que se dirigen
a CFTR mutante directamente. Esto puede facilitar el desarrollo de farmacos y la aprobacion de farmacos a los
cuales responden solo subgrupos de pacientes.

Métodos
Ratones

Los ratones con genes inactivados Cftr™'cam (Cftr’-) {Ratcliff: 1993ik} se retrocruzaron con ratones FVB y
Cftrmtewr (CFTR-delF508) {French:1996hb} se retrocruzaron con ratones C57B1/6 (F12). Los ratones FVB Cftr-
congénitos o ratones C57B1/6 CFTR-delF508 se usaron con sus compafieros de camada no mutantes. Los ratones
se mantuvieron en instalaciones de ambiente controlado en el Centro Médico Erasmus de Rotterdam y aprobado por
el Comité Etico local.

Material del paciente

Se obtuvieron dos biopsias de 3-5 mm de diametro del bulbo y los pares horizontales del duodeno de un
paciente con sospecha de celiaquia usando gastroduodenoscopia flexible. Las biopsias fueron macroscopicamente y
patolégicamente normales. La aprobacion para este estudio se obtuvo por el Comité Etico local.

Aislamiento de criptas y cultivo de organoides de intestino de murino

Se generaron organoides murinos a partir de criptas del intestino delgado (SI) aisladas y se mantuvieron en
cultivo como se ha descrito previamente {Sato:2009jg}. Se usé medio condicionado con Rspo1 (las células fueron
amablemente proporcionadas por A. Ootani) en lugar de Rspo-1 recombinante y se afiadieron al medio de cultivo en
una dilucion 1:10. Se obtuvieron organoides de Cftr” y de CFTR-delF508 se segmentos proximal y distal de Sl,
respectivamente. Se usaron organoides del pase 1-9 para la formacién de imagen confocal.

Aislamiento de criptas y cultivo de organoides de biopsias humanas

El aislamiento y cultivo de criptas de células intestinales humanas se ha descrito previamente {Sato, gastro
2011}. En resumen, se lavaron biopsias con disolucion de quelacion completa fria y se incubaron con EDTA 10 mM
durante 5-15 min a 4 °C. Se recogio el sobrenadante y se lavé el EDTA. Las criptas se aislaron por centrifugacion y
se incorporaron en Matrigel (factor de crecimiento reducido, libre de fenol, BD bioscience) y se sembraron (500
criptas por 50 ul de Matrigel por pocillo) en placas de 24 pocillos. El Matrigel se polimerizé durante 10 minutos a
37°C y se sumergid6 en medio de cultivo completo: Advanced DMEM/F12 complementado con
penicilina/estreptomicina, HEPES 10 mM, Glutamax, N2, B27 (todos de Invitrogen), N-acetilcisteina 1 uM (Sigma) y
factores de crecimiento: 50 ng/ml de mEGF, 50 % de medio acondicionado con Wnt3a y 10 % de medio
acondicionado con Noggin (ambos amablemente proporcionados por el lab de Dr. H. Clevers), 20 % de medio
acondicionado con Rspo1, nicotinamida 10 pM (Sigma), gastrina 10 nM (Sigma), A83-01 500 nM (Tocris) y
SB202190 10 uM (Sigma). El medio se recargd cada 2-3 dias y los organoides se sometieron a pases 1:4 cada 7-10
dias. Desde el paso 6 en adelante, los organoides se cultivaron con cantidades normales (50 %) o reducidas (5 %)
de medio acondicionado con Wnt3a durante 5 dias. Los organoides del pase 6 y 7 se usaron para la formacion de
imagenes confocales de célula viva.

Ensayos de estimulacion

Se sembraron organoides humanos o de ratén de un cultivo de 7 dias de edad en una placa de cultivo de
96 pocillos de fondo plano (Nunc) en 5 ul de Matrigel que contenia 10-40 organoides y 100 pl de medio de cultivo
normal. Uno o dos dias después de la siembra, los organoides se incubaron durante 60 minutos con 100 ul de medio
de tincion (Advanced DMEM/F12 complementado con penicilina/estreptomicina, HEPES 10 uM y Glutamax) que
contenia Calcein-Green 10 pM (Invitrogen). Para la inhibicion de CFTR, los organoides se incubaron
simultaneamente durante 60 minutos con Calcein-Green 10 uM y CFTRinh-172 50 uM (Sigma), GlyH-101 50 uM
(Calbiochem) o tratamiento combinado de CFTRinh-172 50 uM y GlyH-101 50 uM. Después de 60 minutos de
tratamiento con Calcein-Green (con o sin inhibicion de CFTR), se afiadieron 5 uM de forskolina y los organoides se
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analizaron directamente por microscopia confocal de célula viva (LSM710, Zeiss, objetivo 5x). El area superficial de
organoides se calculo por el software de formacion de imagen Volocity.

Aislamiento de ARN y gPCR

De los organoides duodenales humanos que se cultivaron durante >12 semanas, se aisl6 ARN con el
minikit RNeasy (Qiagen) y se cuantificé por densidad optica. EI ADNc se sintetizo a partir de 1 ug de ARN realizando
una PCR con transcripcion inversa (Invitrogen). De los organoides murinos intestinales pequefios que se cultivaron
durante > 6 semanas, se aisl6 ARN usando Trizol (Invitrogen) y se cuantific6 por densidad 6ptica. EI ADNc se
genero a partir de 500 pg por el kit de sintesis de ADNc iScript™ (Bio Rad). Los niveles de ARN mensajero (ARNm)
de CFTR humano y ratén se determinaron por RT-PCR cuantitativa en tiempo real con el método SYBR Green (Bio-
Rad). Se us6 la abundancia de ARNm de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GADPH) o de B2M para medir la
entrada de ADNCc.
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Por consiguiente, la invencion incluye, pero no esta limitada a, las siguientes realizaciones numeradas:
1. Un ensayo para diagnosticar una enfermedad o afliccién que afecta a la absorcién o secrecion de fluidos o
para estudiar la eficacia de uno o mas farmacos para tratar la enfermedad o afliccion, en donde el ensayo

comprende medir la hinchazén de uno o mas organoides.

2. El ensayo de la realizacion 1, en el que el ensayo comprende la estimulacion de uno o mas organoides con
un compuesto que es capaz de inducir un cambio en el tamafio de los organoides.

3. El ensayo de acuerdo con la realizacion 1 o la realizacion 2, en donde el ensayo comprende la
estimulacion de uno o mas organoides con dichos uno o mas farmacos.

4. El ensayo de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 3, en el que los organoides se generan a
partir de células primarias, por ejemplo, de células humanas primarias.

5. El ensayo de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 4, en el que los organoides son organoides
epiteliales.

6. El ensayo de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 5, en el que la hinchazén comprende un
cambio de tamafio, como un cambio en el area superficial y/o diametro del organoide y/o en el que la
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hinchazén comprende un cambio en el contenido del organoide

7. El ensayo de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 6, en el que el cambio en el tamafio y/o el
cambio en el contenido se compara con un organoide de control sano.

8. El ensayo de acuerdo con la realizacion 3 o la realizacion 4, en el que el cambio en el tamafio y/o el
cambio en el contenido es el cambio en el tamafio en comparacion con un érganoide que no se ha estimulado
con el uno o mas farmacos.

9. Un ensayo de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 8 que comprende ademas correlacionar la
hinchazén de uno o mas organoides con:

la presencia o gravedad de una o mas enfermedades o aflicciones, o
la capacidad de respuesta del organoide al tratamiento con un farmaco conocido o putativo o la eficacia
de un farmaco conocido o putativo.

10. Un ensayo de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 9, que comprende la estimulacién de uno o
mas organoides con un compuesto dirigido a CFTR y medir dicho uno o mas organoides, por lo que la
hinchazén inducida por el compuesto de uno o mas organoides es dependiente de CFTR.

11. El ensayo de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 10, en el que la hinchazén de uno o mas
organoides es una medida del efecto de la mutacion de CFTR y/o el tratamiento con farmacos.

12. Un ensayo de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 2 a 11, en el que el compuesto es forskolina.

13. Un ensayo de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 12, en el que el uno o mas organoides son
organoides intestinales o de pulmon.

14. El ensayo de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 13, que comprende generar el uno o mas
organoides intestinales expandiendo las células madre intestinales en organoides cerrados que incluyen un
lumen cerrado en la membrana apical de las células.

15. El ensayo de cualquiera de las realizaciones 1 a 14, en el que la enfermedad es fibrosis quistica o colera.

16. El ensayo de cualquiera de las realizaciones 1 a 15, para su uso en el diagnostico de una enfermedad o
afliccion.

17. El ensayo de cualquiera de las realizaciones 1 a 16, en el que la cuantificacion del cambio en el tamafo
demuestra la presencia de la enfermedad o afliccion y/o su gravedad.

18. El ensayo de cualquiera de las realizaciones 1 a 17, que comprende medir el cambio en el tamafio en uno
0 mas organoides de un paciente esta siendo diagnosticado, por ejemplo para fibrosis quistica o colera, y
comparar esto con el cambio de tamafio en uno o mas organoides de un control sano.

19. El ensayo de cualquiera de las realizaciones 1 a 18, para su uso en medicina personalizada, por ejemplo
para evaluar la respuesta individual del paciente a farmacos para la enfermedad o afliccion de interés.

20. El ensayo de la realizacion 19, en el que la enfermedad de interés es fibrosis quistica, y en el que el
ensayo comprende

estimulacion de uno o mas organoides derivados de un paciente de interés con un compuesto que es
capaz de inducir la hinchazoén de los organoides;

estimulacion de los de uno o mas organoides con un farmaco que se sabe que afecta a la funcion de
CFTR o con un farmaco que se esta probando para determinar su eficacia para afectar a la funcién de
CFTR;y

medicion de los uno o mas organoides, y opcionalmente comparar la hinchazéon del érganoide con la
hinchazén de un érganoide que se ha estimulado con el compuesto pero que no se ha estimulado con el
farmaco;

en el que un aumento en la hinchazén de los uno o mas organoides en respuesta a la estimulacion por un
farmaco indica que el paciente responde al tratamiento con el farmaco.

21. El ensayo de cualquiera de las realizaciones 1 a 20 para su uso en el cribado de farmacos, por ejemplo
para cribar una biblioteca de farmacos potenciales.

22. El ensayo de la realizacién 21 en el que el cribado de farmacos es para probar el efecto de nuevos
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farmacos sobre la restauracion funcional de la proteina de CFTR mutante o la restauracién funcional de la
traduccion de CFTR, transcripcion, loci de gen de CFTR o interactores bioldgicos de CFTR, por ejemplo para
el tratamiento de fibrosis quistica.

23. El ensayo de la realizacion 21 o la realizacion 22 en el que el cribado de farmacos comprende

estimulacion de uno o mas organoides con un compuesto que es capaz de inducir la hinchazén de los
organoides;

estimulacion de uno o mas organoides con un farmaco que se sabe que afecta a la funcion de CFTR o
con un farmaco que se esta probando para determinar su eficacia para afectar a la funcion de CFTR; y
medicion de la hinchazén de los uno o mas organoides, y opcionalmente comparar la hinchazén del
organoide con la hinchazén de un érganoide que se ha estimulado con el compuesto pero que no se ha
estimulado con el farmaco;

en el que la hinchazén de los uno o mas organoides en respuesta a la estimulacion por el farmaco indica que
el farmaco es eficaz para el tratamiento de la restauracion funcional del CFTR mutante.

24 El uso de uno o mas organoides para el diagnéstico de una enfermedad o afliccion como fibrosis quistica o
célera, en el que dicho diagnostico comprende el uso de un ensayo como se describe en cualquiera de las
realizaciones 1 a 18.

25. El uso de uno o mas organoides para la evaluacion de la capacidad de respuesta a una opcién de
tratamiento particular, en el que la evaluacion comprende el uso de un ensayo como se describe en
cualquiera de las realizaciones 1 a 15, 19 o0 20.

26. El uso de uno o mas organoides para el cribado de farmacos, en el que el cribado de farmacos
comprende usar un ensayo como se describe en cualquiera de las realizaciones 1 a 15, 21, 22 0 23.

27. Un ensayo para cribar una biblioteca de compuestos para identificar compuestos que afectan la absoricon
y/o secrecion de fluidos, en donde el ensayo comprende:

estimulacion de organoides con la biblioteca de compuestos;

medir la hinchazén de dichos uno o mas organoides; e
identificar un compuesto que sea capaz de inducir la hinchazén de los organoides.

43



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 690 560 T3

REIVINDICACIONES

1.Un método in vitro para estudiar la efectividad de uno o mas farmacos para tratar una enfermedad o
afliccion caracterizado por un transporte idnico y/o de fluidos alterado, en donde el método comprende la
estimulacion de uno o mas organoides de enfermedad generados a partir de células primarias con dicho uno o mas
farmacos y medir la hinchazén de uno o mas organoides, en donde la hinchazén significa un cambio en el tamafio
del uno o mas organoides debido a la absorcion o secrecion de fluidos.

2. Un método in vitro para diagnosticar una enfermedad o afliccién caracterizado por un transporte ionico y/o de
fluidos alterado, en donde el método comprende medir la hinchazén de uno o mas organoides generados a partir de
células primarias, en donde la hinchazon significa un cambio en el tamafio del uno o mas organoides debido a la
absorcioén o secrecion de fluidos.

3. El método de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde el método comprende ademas la estimulacion del
uno o mas organoides con un compuesto que es capaz de inducir un cambio en el tamafio de los organoides.

4. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 2 o la reivindicaciéon 3 como dependiente de la reivindicacion 2, en
donde el método comprende la estimulacion del uno o mas organoides con uno o mas farmacos.

5. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que los organoides se generan a
partir de células humanas primarias.

6. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que los organoides son organoides
epiteliales.

7. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el cambio en el tamafio se
compara con un organoide de control sano.

8. El método de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacion 4, en el que el cambio de tamario es el cambio de
tamafio en comparacion con un érganoide que no se ha estimulado con el uno o mas farmacos.

9. El método dea cuerdo con la reivindicaciéon 3 o cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8 como dependientes de la
reivindicacion 3, que comprende la estimulacion de uno o mas organoides con un compuesto dirigido al receptor
transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR) y medir dichos uno o mas organoides, por lo que la hinchazén
inducida por el compuesto del uno o mas organoides depende de CFTR.

10. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la hinchazén del uno o mas
organoides es una medida del efecto de la mutacion de CFTR.

11. El método de acuerdo con la reivindicacion 3, o cualquiera de las reivindicaciones 4 a 10 como dependientes de
la reivindicacion 3, en el que el compuesto es forskolina.

12. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que uno o mas organoides son
organoides intestinales o de pulmon.

13. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende generar uno 0 mas
organoides intestinales expandiendo las células madre intestinales en organoides cerrados que incluyen un lumen
cerrado en la membrana apical de las células.

14. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la enfermedad es diarrea inducida
bacterianamente; infeccion por rotavirus; adrenoleucodistrofia; asma, enfermedad de Tanger; resistencia a multiples
farmacos; colestasis obstétrica, EPOC, sinusitis, insuficiencia pancreatica, pancreatitis, infertilidad, malnutricion,
enfermedades inflamatorias, enfermedad renal, enfermedad alérgica, osteoporosis, diabetes, hipertension,
hipotension, diarrea inducida por patogenos (colera, E. coli ), "resequedad", cirrosis hepatica, mal funcionamiento del
higado, tumorogénesis o tos del fumador.

15. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende medir el cambio de tamafo en uno o
mas organoides de un paciente que esta siendo diagnositcado y comparar esto con el cambio de tamafio en uno o
mas organoides de un control sano.

16. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende evaluar la respuesta del paciente
individual a un farmaco para una enfermedad o afliccion caracterizada por un transporte i6nico y/o de fluidos
alterado.

17. El método de la reivindicacion 1 o cualquiera de las reivindicaciones 3, 5-14 o 16 como dependientes de la
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reivindicacion 1, en el que el uno o mas farmacos son una biblioteca de farmacos potenciales.

18. El método de la reivindicacién 1 o cualquiera de las reivindicaciones 3, 5-14, 16 o 17 como dependientes de la
reivindicacion 1, en donde el método comprende probar el efecto de los nuevos farmacos sobre la restauracion
funcional de la proteina CFTR mutante o la restauracién funcional de la traducciéon de CFTR, la transcripcion, loci de
gen de CFTR o interactores bioldgicos de CFTR.

19. El uso in vitro de uno o mas organoides generados a partir de células primarias en un método de cualquiera de
las reivindicaciones anteriores.
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FIG. 20a
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FIG. 20b

Inflamacisn Secrecian de
de forskolin S0 Cl- inducida sD

inducida por forskolina

{AUC T=60) {n Amplem®)
EGDX/4015delATTT 2.63 4.56 -5.1 3.8
F508del/G542X 32.49 30.65 0.5 0.8
F508del/F508del 60.52 4.75 7 3.1
F508del/F508del 149.93 49.52 5.3 1.7
F508del/F508del 98.21 21.45 7.9 3.2
F508del/F508del 164.14 20.54 9.1 4.4
F508del/F508del 179.33 23.90 -10.1 -3.7
F508del/A455E 1454.00 118.03 14.2 44
F508del/A4B5E 1343.33 81.29 17 4.7
Healthy control 3191.33 724 .50 26.3 128
Healthy control 3755.00 762.86 57 18.2
Healthy control 3666.75 287.97 50.1 145
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FIG. 21(contd)
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FIG. 21(contd)
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FIG. 23
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FIG. 25a

0 min

20 min

83



ES 2 690 560 T3

Calceina
verde e Fusidn

84



ES 2 690 560 T3

FIG. 25d__
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FIG. 26a
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FIG. 26e
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FIG. 27a
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FIG. 28a
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FIG. 29
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