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1. Resum

El cancer de bufeta és una de les formes més comunes de cancer i una de les principals
causes de mort per cancer en homes. La quimioterapia neoadjuvant amb cisplati (NAC)
abans de I'extraccié posterior de la bufeta (coneguda com a cistectomia radical) és el
tractament estandard per als pacients amb cancer de bufeta musculoinvasiu (MIBC).
Malauradament, més del 50% dels pacients no responen a aquest tractament. La
identificacido de biomarcadors fiables que permetin classificar els pacients que no
respondran al tractament és crucial per agilitzar la cirurgia, reduir els costos i

minimitzar la morbiditat.

L'objectiu d’aquest estudi és identificar un biomarcador que pugui predir la resposta a
la NAC en pacients amb MIBC. Per a aix0, s’ha reclutat una cohort de pacients, dels
quals s’han obtingut mostres de sang periférica i teixit tumoral, tant fresc com
conservat en parafina. Aquestes mostres s’han sotmes a una caracteritzacié exhaustiva

de la resposta immune.

2. Resultats

Hem reclutat 45 pacients amb un MIBC urotelial T2-4NOMO i candidats a quimioterapia
neoadjuvant amb mostres de sang i teixit fresc. A més, també hem reclutat 20
pacients amb MIBC T2-4NOMO i candidats a quimioterapia neoadjuvant amb mostres

de parafina. També hem reclutat controls sense tumor.

Hem fet una analisi de citometria de flux multiparameétrica en cél-lules mononuclears
de sang periférica (PBMC) i teixit de la bufeta de pacients amb MIBC pT2-T4NO en el
pretractament (n = 17) i després del tractament neoadjuvant [cirurgia de cistectomia
radical (RC), n = 21]. Mostres aparellades de pretractament i posttractament estaven
disponibles per a 8 pacients. Set individus sense cancer es van incloure com a controls.
La no resposta es va determinar a la cistectomia i els pacients es van classificar com a

no responedors o responedors.

Hem trobat que la resposta immune en els pacients responedors i no responedors és

diferent.



e L'expressié de I’ATPasa lligada a la membrana CD39 en cél-lules T CD4+ de sang
periférica es va expressar diferencialment en els pacients que van respondre i els que
no van respondre al tractament neoadjuvant. El percentatge de cel-lules CD4+ CD39+T
circulants va ser significativament més alt en els pacients que no van respondre al
tractament neoadjuvant en el moment de la TURBT, i s'observa la mateixa tendéncia
també en la cirurgia de cistectomia radical (RC), en comparaciéo amb els pacients que
hi van respondre, fet que suggereix que aquestes cél-lules podrien tenir un paper en la
resistencia al tumor. La proporcié d’aquestes cél-lules en els individus no responedors a
la TURBT també va ser més alta que en els pacients MIBC que hi van respondre i que
en la poblacid control. En les cel-lules mononuclears de sang periférica (PBMC), el
CD39 esta particularment enriquit en cél-lules T CD4+ de memoria efectora i memoria
central, i les diferéncies entre els pacients responedors i els no responedors van ser
significativament més altes si es comparaven aquestes cel-lules de memoria central i
efectora. Les cel-lules T CD4+ que expressen CD39 tenen una expressio més alta de
I'inhibidor del punt de control immune PD-1 i una reduccié d’enzims citolitics com la
granzima-1 (GrzB) i la perforina, en comparaciéo amb els nivells trobats en la poblacié
CD39-. A més, en les cel-lules T CD4+ de sang, el CD39 es correlaciona positivament
amb FoxP3+ i TIGIT+, i negativament amb GrzB i perforina. Aquests resultats també
es van observar en el compartiment immune del teixit de la bufeta de pacients amb
MIBC, ja que la freqténcia de cel-lules CD39+ CD4+ intratumorals va ser
significativament més alta en els pacients que no van respondre al tractament
neoadjuvant que en els pacients que hi van respondre, i aquestes cél-lules CD39+
també van mostrar una correlacio positiva amb les cel-lules CD4+T tumorals que
expressaven TIGIT, ICOS i FoxP3.

Per tant, hem identificat I'expressiéo de CD39 en cel-lules T CD4+ totals i en diferents
subconjunts de maduracié com un biomarcador prometedor per predir la resposta al
tractament neoadjuvant en pacients amb MIBC. A més, les nostres dades suggereixen
que dirigir-se al CD39 podria proporcionar una nova estrategia terapeutica per millorar

els resultats clinics en individus amb MIBC.

e L'expressié d’altres marcadors en céel-lules T CD8+ com el marcador inhibidor NKG2A
o PD-1 en les cel-lules de memoria efectora primerenca també va ser diferent entre els

pacients responedors i els no responedors.



També s’han observat diferéencies funcionals. Les cél-lules dels pacients que responen
al tractament secreten una produccié més alta d’IL4 tant en les cél-lules T CD4+ com
en les cel-lules T CD8+ que els pacients que no hi responen. Aixd suggereix una
associacié entre la resposta i la preséncia de cel-lules amb un fenotip Th2. En canvi, les
cel-lules NK d’aquests pacients que hi responen van produir menys IL-21. L'IL-21 actua
prevenint I'activacio de les cel-lules NK, motiu pel qual podriem assumir que en aquest
cas els pacients amb una bona resposta podrien tenir un compartiment NK més activat.
Aquesta idea la reforcen els resultats observats amb I'IL-17. Els pacients que no van
respondre al tractament tenien nivells més alts d'IL-17 i s’ha descrit que I'IL-17
promou la tumorigénesi i la metastasi, per tant, limita l'activitat antitumoral i antiviral
de les cel-lules NK mitjancant la inhibicié de la maduracié de les cél-lules NK. Els
pacients amb una bona resposta també tenen cel-lules T CD8+ més polifuncionals (que
secreten més d’una citocina) que els pacients sense resposta. La resposta immune
també es va mesurar segons |'activacié de les cél-lules T i I'expressié superficial de
diferents receptors. Aquest assaig detecta cél-lules que s’activen com a resultat de
I'estimulacié especifica de I'antigen mitjancant I'augment dels marcadors de superficie
induits per I'activacio CD137 i OX40. Aquestes analisis mostren que els pacients que no
hi van respondre tenien significativament menys activacié immune que aquells pacients
gue van tenir una bona resposta, tant en les cel-lules T CD4+ com en les cel-lules T
CD8+.

En general, I'analisi funcional indica que el perfil d’activacié de certes poblacions de
cel-lules immunoldgiques de la sang també es pot utilitzar per diferenciar la resposta
dels pacients amb MIBC al tractament neoadjuvant. Tot i que cal una comprensié més
profunda dels mecanismes bioldgics involucrats en aquestes diferéncies, els nostres
resultats semblen indicar que les cel-lules dels pacients que responen al tractament
tendeixen a tenir més activacié immune, la qual cosa podria ser un altre factor per

explicar per que aquests pacients obtenen millors resultats clinics.

A més, hem emmagatzemat mostres de suspensions de cel-lules individuals
criopreservades viables de sang periférica (PBMC) i mostres de tumor en nitrogen
liquid, i hem realitzat I'RNA-Seq de cél-lules individuals en un total de 16 mostres de
teixit [9 mostres en el moment de la deteccié del tumor, mitjancant la reseccié
transuretral del tumor de bufeta (RTU), i 6 mostres aparellades d’'RTU i cistectomia, a

més d’'1 mostra de teixit no tumoral]. En 2 d’aquests individus, també s’ha realitzat



I'RNA-Seq de cel-lules individuals en mostres aparellades de PBMC (tant en el moment

de I'RTU com de la cistectomia). Les nostres dades preliminars mostren el seglent:

e Després del procés d’anotacio de cel-lules (utilitzant Seurat), hem estat capacos
d’identificar un gran nombre de poblacions immunes, tant del sistema immunologic
innat com de I'adaptatiu, aixi com cel-lules T i no T, aixi com diferents fenotips com ara
cel-lules esgotades, reguladores o proliferatives. També hem estat capacos de detectar
cel-lules no immunes com ara cél-lules endotelials, cél-lules musculars o fibroblasts.
Utilitzant la puntuacié del cicle cel-lular de Seurat, hem pogut calcular els punts del
cicle cel-lular i observar les cél-lules immunologiques que estaven proliferant. Vam
observar una proliferacié molt baixa en les cél-lules epitelials a causa del baix

rendiment obtingut amb aquestes cél-lules tumorals.

e S’ha dut a terme una analisi de I'abundancia diferencial per als pacients que van
respondre a I'RTU-cistectomia i els que no hi van respondre. Hem observat que els
pacients que hi van respondre tenen canvis significatius (p. adj. < 0,1) en diversos
tipus de céel-lules, mentre que no es poden observar canvis significatius en els no
responedors. Les diferéncies entre les diferents poblacions s’estan analitzant amb més

profunditat.

e Analisi d’'RNA-Seq de cel-lules individuals i TCR-Seq de cél-lules individuals. En dos
pacients (a I'RTU i a la cistectomia) i en teixit i PBMC, es va realitzar una RNA-Seq i
una TCR-Seq de cél-lules individuals. En aquestes mostres, podem observar que s’ha
detectat com a minim una seqliencia de TCR i, com era d’esperar, hi ha una molt bona
superposicio entre les cel-lules amb TCR i les cel-lules anotades com a cel-lules T. Vam
avaluar la clonalitat dels TCR en mostres de teixit i PBMC i en I'RTU (PRE) i en la
cistectomia (POST), i, curiosament, en tots dos pacients vam observar un augment de
la clonalitat després del tractament. A més, vam observar que les cel-lules T infiltrants
al tumor tenen un canvi més gran en la clonalitat que les cél-lules T periferiques. Aixo
és consistent amb I'expansié de les cel-lules T associada a una resposta antitumoral. Si
avaluem el perfil de TCR en el teixit en I'RTU i en la cistectomia utilitzant un UMAP,
podem observar que en el posttractament (en la cistectomia) la distribucié dels
clonotips a través dels estats cel-lulars canvia drasticament en tots dos individus. El
que es pot observar en tots dos pacients és una expansié dels efectors CD8 que ja

estan presents en el tumor abans del tractament (RTU).



e Perfil de TCR (sequlienciacié de la cadena beta variable del TCR) en mostres FFPE.
S’ha fet la seqlienciacié de les regions CDR3 de les cadenes TCRB humanes utilitzant
I'assaig ImmunoSEQ® (AdaptiveBiotechnologies) a partir de DNA obtingut de parafina
de 10 individus sequencials (en I'RTU i la cistectomia) amb diferent resposta al
tractament. Estem analitzant totes les seqiéncies i preliminarment podem observar
que les seqlencies de TCR no es comparteixen en altes freqliencies entre els individus
a les mostres d’'RTU o cistectomia. En canvi, i com va mostrar I'analisi de cél-lules
individuals, un gran nombre de TCR es comparteixen en el mateix pacient en la mostra

d’'RTU i la de cistectomia. Actualment, s’esta duent a terme una analisi més profunda.

e Transcriptomica espacial en mostres FFPE. Per completar I’'analisi de la
caracteritzacié cel-lular en les mostres d’'RTU i de cistectomia d’'una manera més
profunda i especifica, s'estan analitzant 8 mostres d’aquesta cohort de pacients

utilitzant la transcriptomica espacial.

3. Rellevancia i possibles implicacions futures

Les implicacions cliniques dels resultats obtinguts en el projecte global encara no es
poden extrapolar, ja que una gran quantitat de dades encara s’esta processant, aixi
com l'analisi integrada de totes aquestes dades. No obstant aix0, els resultats
preliminars del projecte indiquen que podrem obtenir una caracteritzacié en profunditat
tant de la composicio (fenotip) com de la funcionalitat de les cel-lules immunoldgiques
presents tant en la sang periferica com en el teixit abans i després del tractament amb
quimioterapia neoadjuvant. Aquestes dades mostren que la resposta immunologica (el
fenotip i la funcionalitat) dels pacients que van respondre al tractament i els que no hi
van respondre és diferent. Un dels camins que podria tenir un paper important en la
patogenesi del cancer de bufeta i en la resposta al tractament és la via CD39/CD73.
Aqguesta via, que és la via ATP-adenosina, ha emergit en els ultims anys com un
objectiu prometedor per a la terapia del cancer en altres tipus de tumors. En aquest
sentit, hem identificat I'expressié de CD39 en cél-lules T CD4+ totals i en diferents
subconjunts de maduracié com un biomarcador prometedor per predir la resposta a la
quimioterapia en pacients amb MIBC, que té el potencial d’utilitzar-se en la clinica
mitjancant estudis de validacié addicionals. A més, les nostres dades suggereixen que

el CD39 podria tenir un paper de resistencia al tumor i, per tant, la inhibicié del CD39



podria proporcionar noves estrategies terapeutiques per dirigir-se al MIBC i la seva
resisténcia a la quimioterapia. Les dades de transcriptomica de cel-lules individuals i
espacials, aixi com el perfil de TCR, ens proporcionaran una corroboracio de les nostres
dades de citometria, aixi com d’altres vies cel-lulars que participen en la resposta al
tractament i que podrien ajudar en una millor gestié clinica dels pacients. En aquest
sentit, vam observar que en els pacients amb cancer de bufeta i en el teixit tumoral hi
ha una expansid de les cel-lules T, associada probablement amb una resposta
antitumoral, i al fet que aquestes cel-lules responedores ja estan presents en la mostra
d’'RTU. Aquestes dades suggereixen que les respostes antitumorals no es generen de
novo després del tractament i, per tant, aquestes cél-lules immunologiques infiltrants

podrien ser expandides i utilitzades com a possibles estratégies terapeutiques.
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