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1. Resum del projecte

OBJECTIUS

En aquest projecte, vam proposar utilitzar la nostra col-leccié Unica de models
derivats de pacients de colangiocarcinoma (CCA) per caracteritzar-los
molecularment i epigenética. Teniem previst realitzar una analisi integradora per
caracteritzar els CCA molecularment i epigenética i entendre la relacié entre
I'arquitectura geneética i epigenéetica dels CCA. A més a més, teniem previst provar
diferents inhibidors en models IDH1/2 CCA i estudiar la biologia darrere d'aquesta
activitat. Aixo pot conduir a identificar biomarcadors terapeutics potencials i/o

estrategies terapeutiques noves.

OBJECTIUS ESPECIFICS

Establiment i caracteritzacido de xenografts derivats del pacient (PDX) a partir de
CCA IDH1 de tipus salvatge i mutant.

1. Creacié d'un epigenoma de referéncia de models CCA_PDXs IDH1 de tipus
salvatge i mutants i perfils de transcriptoma.

2. Avaluar l'eficacia de diferents tractaments en models IDH1 de tipus salvatge i
mutants de CCA_PDXs.

3. Identificar biomarcadors potencials per predir la resposta a aquest tractament i

millorar I'estratificacidé del pacient.

METODES
OBJECTIU 1: Establiment i caracteritzacio de xenografs derivats del pacient
(POX) a partir de CCA IDH1 de tipus salvatge i mutant.

OBJECTIU 2: Generacio d'epigenomes de referéncia a partir de CCA_PDXs i
perfils de transcriptoma

e Les mostres de 6 CCA_PDX IDH1wt 6 CCA_PDX IDH1mut s'utilitzaran per
realitzar ChlPseq.

e Caracteritzar el paisatge mutacional dels CCA PDX i comparar-los amb les
biopsies tumorals.

e Generar epigenomes de referéncia a partir de CCA PDX que consisteixin en
I'accessibilitat de I'ADN mitjancant ATACseq (Assaig per a la cromatina accessible a

la transposasa).



e Analisi integradora per vincular els canvis en I'expressié genica amb els canvis

epigenetics a les regions de la cromatina properes.

OBJECTIU 3: Avaluar l'eficacia de diferents tractaments en models de tipus
salvatge i mutants IDH1 de CCA_PDX

e Els models IDH1 de tipus salvatge i CCA_PDXs mutants seran tractats ex vivo
amb quimioterapia a base de plati.

e Obtenir perfils d'expressid genica per RNAseq en tots els models generats, amb
especial atencid als plati-sensibles (PtS) en combinacié amb els inhibidors de PARP
(PtS_PARPIR -Resistant- i PtS_PARPIS - Sensitive-).

OBJECTIU 4: Identificar biomarcadors potencials per predir la resposta a
aquest tractament i millorar I'estratificacié del pacient

e La metilacié de I'ARNseq i I'ADN en la configuracié PDX_IDH1mut en comparacié amb
la configuracié PDX_IDH1wt ens donara biomarcadors candidats que gRT-PCR i IHQ
validaran en mostres de tumor.

¢ Identificarem biomarcadors que ens permetin estratificar els pacients en funcié de la
seva expressio diferencial, metilacié i/o accessibilitat. Realitzarem diverses validacions,

com ara gRT-PCR i immunohistoquimica, en mostres de tumors de pacients.

2. Resultats obtinguts

Part dels resultats obtinguts encara s'estan publicant (CONFIDENCIAL).

Perfil transcriptomic de CCA_PDXs

L'analisi de dades d'ARN-seq de mostres de CCA_PDX mitjancant I'analisi de
components principals (PCA) i la agrupacid jerarquica no supervisada va revelar dos
grups diferents basats en I'estat de mutacioé IDH1. El clister 1 (IDH1™“ i IDH1"*
PDX133) va mostrar un enriquiment en processos metabolics, com el metabolisme dels
acids grassos o la biosintesi d'acids biliars. En canvi, el Cluster 2 (IDH1"") s'enriqueix
en vies de desenvolupament, com ara WNT-B-catenina i Notch, vies relacionades amb

el sistema immunitari i factors de transicié epitelial-mesenquimal (EMT).
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Figura 1. L'agrupacio no supervisada de dades d'ARN-seq va separar mostres de CCA_PDX
segons l'estat de mutacié IDH1. (A) Agrupacio no supervisada de CCA_PDX basat en dades d'ARN-seq.

(B) Enriquiment del conjunt de gens dels dos metagens. FDR, taxa de fals descobriment.

L'analisi de I'expressid diferencial (DE) va revelar una baixada significativa de
I'expressié genica i la superposicid amb metagens.

L'analisi DE comparant IDH1™ i IDH1"* CCA_PDXs va revelar 575 gens desregulats en
tumors IDH1™, dels quals 447 estaven regulats. L'analisi d'enriquiment del conjunt de
gens (GSEA) mitjancant la base de dades Hallmark va mostrar una regulacié negativa
de les vies relacionades amb la hipoxia, la resposta d'estrogens, I'EMT i el sistema
immunitari en IDH1™t CCA_PDXs. La comparacio entre els gens identificats a I'analisi
DE i els conjunts de metagens de |'analisi d'agrupacié no supervisada va revelar una
superposicio significativa (p <2.2e-16), cosa que suggereix una contribucié essencial

dels gens expressats de manera diferencial a I'agrupacié de mostres.

L'expressié dels gens relacionats amb el sistema immunitari esta regulada
negativament en els IDH1™ CCA_PDX.

Hem centrat la nostra analisi a comparar I'expressio de gens i vies relacionades amb la
immunitat en els nostres CCA_PDX IDH1™“t i IDH1". Les signatures de "resposta
inflamatoria", interferé-alfa (IFNa) i interferé gamma (IFNy) van mostrar tendéncies a
enriquir-se negativament en els nostres IDH1™t CCA_PDX. La comparacio entre
IDH1™ut i IDH1*t CCA_PDXs va revelar una disminucié notable de I'expressié de gens
relacionats amb les vies immunitaries, incloses les quimiocines, les citocines i les
interleucines. Entre els gens regulats a la baixa en IDH1™t CCA_PDX, va destacar
I'estimulador dels gens d'interferd (STING1), conegut per regular la transcripcié de
gens de defensa de I'hoste com els interferons tipus I (IFN) i les citocines
proinflamatories. STING1 té un paper crucial en el reclutament de cél-lules

immunitaries als llocs tumorals i es reconeix cada cop més la seva importancia per



millorar les respostes immunitaries contra els tumors. Hem utilitzat una signatura
d'interferé de 47 gens (IFNsign) per avaluar les nostres mostres, que combina gens de
conjunts de resposta IFN-alfa i IFN-gamma. L'expressio d'IFNsign alta (IFNsignhigh)
esta relacionada amb I'augment de la infiltracié immune i un microambient
proinflamatori en PDAC. L’ agrupacioé basada en gens IFNsign va separar les mostres
en grups enriquits amb IDH1"t i IDH1™, Els IDH1** CCA_PDX tendeixen a tenir
puntuacions IFNsign més altes que les IDH1™t, Per confirmar-ho, vam seleccionar vuit
gens relacionats amb la via de l'interferd identificats préviament com a expressats de
manera diferencial entre grups i vam utilitzar RT-gPCR per validar la seva expressié a
tots els PDX del nostre banc. Les nostres troballes es van mantenir constantment a la
cohort de mostres ampliada i les nostres dades van demostrar una disminucié de

I'expressié genica immune en IDH1™t CCA_PDXs.
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Figura 2. Els gens implicats en la senyalitzacié d'interfer6 estan regulats negativament en els
IDH1™“t CCA_PDX. (A) Mapa de calor que mostra I'agrupament no supervisat de CCA_PDX basat en
I'expressié diferencial dels gens IFNsign. (B) Puntuacié IFNsign en IDH1%t i IDH1™'t CCA_PDX. (C) Analisi
RT-gPCR de I'expressio genica relacionada amb l'interfer6 a la nostra col-lecci6 CCA_PDXs.

Perfil de metilacio de I'ADN de CCA_PDXs

Hem analitzat la metilacié de I'ADN a la nostra col-lecci6 CCA_PDX mitjancant el
beadChip Illumina Human MethylationEPIC. Les diferéncies en la metilacié de I'ADN
dels llocs CpG individuals van revelar que la majoria dels canvis eren guanys de
metilacié en IDH1™“t CCA_PDXs. Mitjancant I'analisi GSEA, vam trobar que la CpG

associada a gens que estan implicats en vies com ara "EMT", "hipoxia" i "resposta



d'estrogens" semblava metilada de manera diferent en IDH1%t i IDH1™' CCA_PDXs. Es
important destacar que quan ens vam centrar en la metilacié del promotor, vam trobar
que els CpG implicats en la "resposta IFNy" semblaven estar metilats de manera
diferent entre els dos grups. Hem demostrat que els CpG estan significativament més
metilats en els IDH1™“t CCA_PDX, cosa que suggereix que la hipermetilacio dels
promotors genics relacionats amb la immunitat esta relacionada amb la regulacid

netaiva d'aquests gens en aquests PDX.
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Figura 3. Els promotors CpG de gens relacionats amb la immunitat estan hipermetilats en
IDH1™'t CCA_PDX, en comparacié amb IDH1"“t. Mapes de calor de densitat que mostren els nivells de

metilacié del promotor CpG trobats a CCA_PDX.

Mapatge del microambient immunitari del tumor (TIME) de CCA_PDX mitjancant la
multiplexacié de la immunohistoquimica

A partir dels nostres estudis transcriptomics i de metilacié de I'ADN sobre CCA_PDX,
vam plantejar la hipotesi que en els IDH1™t CCA_PDXs, el 2-HG produit per I'enzim
IDH1 mutant podria conduir a una hipermetilacié de I'ADN de promotors genics
especifics relacionats amb la immunitat. Hem realitzat immunohistoquimica
multiplexada (mIHC) en mostres de biopsia de 8 pacients amb CCA avancat; quatre
d'aquestes mostres eren IDH1™“ i les altres eren IDH1"t. Els resultats van mostrar que
les mostres IDH1™ presenten una infiltracié de cél-lules immunitaries lleugerament
elevada. A la zona del tumor, les mostres mostren una concentracié més alta de
cel-lules CD163* que de cel-lules CD3*, independentment de I'estat de mutacié IDH1.
Els resultats indiquen que els pacients amb IDH1™t CCA poden experimentar

problemes amb I'activacié de cél-lules T en lloc de la infiltracié de cel-lules T.

Estrategies terapeutiques per augmentar la immunogenicitat dels CCA IDH1™t
Els nostres resultats indiquen que la reduccié de I'expressié de gens relacionats amb la
immunitat, possiblement a causa de la metilacié excessiva de I'ADN de les seves

regions promotores, podria estar associada a un microambient immunitari tumoral



alterat dels CCA IDH1™t que pot afectar negativament I'eficacia dels infiltrats de
tumors de cel-lules T. Proposem que la inhibicié de I'enzim IDH1 mutant o de les ADN
metiltransferases (DNMT), que sén responsables de la metilacié de I'ADN, podria
revertir aquest fenotip immunosuprimit i fer que els CCA IDH1™ responguin més a la

immuno-oncologia.

Les linies cel-lulars CCA recapitulen el fenotip observat als CCA_PDX

Hem verificat si aquests models de cel-lules recapitulen el fenotip observat
anteriorment als nostres models CCA_PDX. Com era d'esperar, ambdues linies
cel-lulars IDH1™t van mostrar nivells de 2-HG més alts que les céel-lules IDH1"t. En
conseqliencia, es van trobar nivells més alts de la marca de metilacié de I'ADN 5-
metilcitosina (5mC) a les cél-lules IDH1™t Snu1079 i RBE. Es important destacar que
també vam trobar que un dels gens regulats negativament identificats a I'IDH1™t
CCA_PDXs, STING1, estava regulat a la baixa en les linies cel-lulars IDH1™“t Snu1079 i

RBE, tant a nivell d'ARNm com de proteina.
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Figura 4. Caracteritzacié dels quatre models de linia cel-lular CCA. (A) Estat de mutacié IDH1 de
quatre models de linia cel-lular CCA. (B) Quantificacié de 2-HG per LS-MS. (C) Avaluacié dels nivells de 5
mC mitjancant Dot Blot. (D) Analisi RT-qPCR de STING1. L'expressio HPRT es va utilitzar com a gen
control per a la normalitzacié. Les dades d'ARNm es presenten com a mitjana + s.d. (E) Determinacié dels

nivells de proteina STING1 mitjancant Western Blot. VINCULIN es va utilitzar com a control de carrega.

Tractaments que augmenten I'expressido STING a les linies cel-lulars IDH1™“ CCA

Vam tractar cél-lules CCA amb un agent desmetilant de I'ADN provat clinicament, la
decitabina. La seva aplicacié va disminuir 5 mC tant a les linies cel-lulars IDH1"* com a
IDH1™t, No obstant aix0, la regulacié de STING1 es va observar Unicament a les linies
cel-lulars IDH1™ CCA i no a les cél-lules IDH1"t. El tractament d'agents desmetiladors

de I'ADN pot augmentar I'expressié STING a les linies cel-lulars IDH1Imut CCA. Per



verificar si la inhibicié de I'IDH1 mutant podria provocar un augment dels gens
relacionats amb el sistema immunitari, vam tractar les linies cel-lulars IDH1™t
Snu10790 i RBE amb l'inhibidor IDH1 mutant, ivosidenib. En conseqliencia, es van
trobar nivells reduits de 5 mC a les linies cel-lulars IDH1™ tractades amb ivosidenib
durant 120 hores. Vam tractar Snu1079 i RBE constantment amb ivosidenib (5 uM), i

aquestes noves linies es van utilitzar per a estudis funcionals posteriors.

S'ha demostrat que tant els tractaments amb |'agent desmetilant de I'ADN com els
inhibidors IDH1 mutants disminueixen els nivells de 5 mC i augmenten |'expressio
STING. Realitzem estudis de transcriptomica i metilacié de I'ADN a tot el genoma per
verificar si les dues estratégies potencials poden millorar I'expressié genica de gens

relacionats amb vies immunitaries.

L'anticos biespecific de cel-lules HER2-T es pot utilitzar per estudiar I'activacié de les
cel-lules T

Vam provar si administrar decitabina i ivosidenib a cél-lules IDH1™“t CCA afectaria
I'activacio de les cél-lules T. Vam realitzar una prova de citometria de flux per
confirmar I'expressié de HER2 a les nostres linies cel-lulars CCA en condicions basals i
amb els tractaments indicats. Els resultats van mostrar que les quatre linies cel-lulars
de CCA expressaven HERZ2 i la variacié de la seva expressié amb tractaments amb
decitabina o ivosidenib no té un paper significatiu en I'activacié de cél-lules T. Vam
exposar linies cel-lulars CCA a 5 uM de decitabina durant 24 o 48 hores. A continuacid,
vam refrescar el medi de cultiu per eliminar la decitabina restant i les vam co-cultivar
amb PBMC de donants sans durant 72 hores addicionals amb la preséncia de 100 pM
HER2-TCB. Vam mesurar |'activacio i la citotoxicitat de les cel-lules T mitjancant el
marcador d'activacié tardana CD25 i el marcador citotoxic Granzyme B (GZMB). Els
resultats de I'estudi van mostrar que quan no es va administrar el tractament amb
HER2-TCB, hi havia poca activacid de cél-lules T (% CD25* (de cél-lules CD3%)) i
citotoxicitat (% GZMB+ (de cél-lules CD3")). Tanmateix, quan hi havia HER-TCB (a una
concentracié de 100 pM), el co-cultiu de cel-lules IDH1™* Snu1079 i RBE pretractades
amb decitabina amb PBMC va provocar un augment significatiu de I'activacié de
cel-lules T i I'expressio citotoxica de GZMB. En canvi, quan les cel-lules HUCCT1 i
HuH28 IDH1"* pretractades amb decitabina es van cocultivar amb PBMC, I'activacié de

les cél-lules T i la citotoxicitat van ser minimes.



Es van examinar els marcadors d'activacid i citotoxicitat de cel-lules T a la poblacié
CD8" i l'activacio de cél-lules T a la poblacié CD4*. Vam trobar que, en comparacio
amb les cel-lules IDH1"* pretractades amb decitabina (HUCCT1 i HuH28), les cel-lules
IDH1™t (Snu1079 i RBE) tractades amb decitabina van augmentar I'activacio i la
citotoxicitat de les cel-lules T CD8" sota la presencia de HER2-TCB de manera més
significativa. A més, les cel-lules IDH1™ pretractades amb decitabina també van
augmentar l'activacié de les cel-lules T CD4* sota la presencia de HER2-TCB. En
particular, les cel-lules T auxiliars CD4* tenen un paper critic en el suport a les funcions

efectores CD8" i en la direccié d'una resposta immune sostinguda contra els tumors.
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Figura 5. El tractament amb decitabina augmenta I'activacié de ceél-lules T CD8* citotoxiques i
CD4* auxiliars només en cocultius amb cél-lules CCA IDH1™", Les cel-lules CCA tractades
préviament amb decitabina 5 p M es van cocultivar amb PBMC en una proporcié 1:1 i 100 pM de HER2-
TCB durant 72 h abans de I'avaluacié del marcador. (A) Analisi de citometria de flux del marcador
d'activacié tardana CD25 (esquerra) i del marcador de citotoxicitat Granzyme B (GZMB) (dreta) a les
cel-lules T CD8*. (B) Analisi de citometria de flux del marcador d'activacié tardana CD25 en cel-lules T
CD4*. El percentatge de positivitat es representa com el canvi de plec en comparacié amb el control no
tractat per a cada linia cel-lular. Les dades es presenten com a mitjana £s.d., n = 3 répliques
independents i es van analitzar mitjancant comparacions multiples ANOVA bidireccionals amb correccié de

Tukey.

A continuacio, es va avaluar si el tractament amb ivosidenib amb inhibidor IDH1
mutant de cel-lules IDH1™t podria augmentar |'activacio i la citotoxicitat de les cel-lules
T amb la preséncia de HER2-TCB i no es va trobar canvis significatius en I'activacid i la

toxicitat de les cel-lules T.



3. Rellevancia amb possibles implicacions futures

La nostra proposta abordara sistematicament els efectes especifics de les mutacions
IDH1 sobre el contingut de cél-lules immunitaries del CCA i els seus canvis dinamics
durant el tractament. Aquestes dades proporcionaran una gran quantitat d'oportunitats
per a solucions cliniques per als pacients amb CCA: 1) Desenvolupament futur de
farmacs: dilucidar els detalls moleculars del mecanisme proporcionara una solucié
farmacologica per tractar el CCA incurable; 2). Biomarcadors i immunoterapia:
disposar d'un mapa detallat de I'expressid génica en mostres de tumors a partir dels
nostres resultats ajudara a descobrir nous biomarcadors i desenvolupar estratégies
d'immunoterapia amb un gran potencial clinic; i 3) Millora de la presa de decisions
basada en biomarcadors predictius que oferiran una nova oportunitat per millorar la

presa de decisions terapeutiques i, per tant, millorar I'eficacia de les immunoterapies.
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