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“Sélo aquellos que se arriesgan a ir muy lejos,
pueden llegar a saber lo lejos que pueden ir”

T.S. Elliot.
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1. RESUMEN

Los linfocitos Th17 han sido caracterizados como células inflamatorias que
cumplen un rol fundamental en la respuesta contra infecciones producidas por hongos
y bacterias extracelulares en las mucosas. Ademas, estas células estan involucradas
en el desarrollo de una variedad de enfermedades autoinmunes e inflamatorias. Sin
embargo, nuevos estudios sugieren que los linfocitos Th17 son capaces de
transformarse en células productoras de [L-10 durante una respuesta inmune y de esta
manera limitar la inflamacion. Las ectonucleotidasas CD38 y CD73, capaces de
hidrolizar el ATP hacia adenosina, han sido relacionadas con propiedades
inmunosupresoras. Por ofra parte, se ha descrifo que el ATP es capaz de inhibir la
produccién de IL-10, por lo que la deplecion del ATP por CD39 y CD73 podria

favorecer la produccién de esta citoguina.

Utilizando diferentes condiciones de diferenciacién in vifro, logramos generar

linfocitos Th171se.p1 © Th17y.23, los cuales presentan altos y bajos niveles de expresion
de las ectonucleotidasas CD39 y CD73, respectivamente. Se observd que los linfocitos
Th171erp1 eXpresan mayores niveles del factor de transcripcion T-bet y secretan 1L-10,
mientras que los linfocitos Th17.2: secretan mayores cantidades de la citoquina
inflamatoria GM-CSF. Al estudiar la funcionalidad de CD39 y CD73 en las células
generadas, se observé que los linfocitos Th17+ver.g: hidrolizan el ATP y AMP hasta
formar adenosina, y que esto les permite sobrevivir en ambientes ricos en ATP. Por
otra parte, los linfocitos Th17,..25, al no expresar ni CD39 ni CD73, no pueden hidrolizar

el ATP y son susceptibles a la muerte celular inducida por ATP.

1
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Con el fin de evaluar la patogenicidad y produccion de IL-10 por las células
Th17 in vivo, se transfirieron los linfocitos Th17i2s © Th177grg1 a ratones
inmunodeficientes Rag™ y se evalué la pérdida de peso y el fenotipo ex vivo de las
células transferidas. Nuestros resultados demuestran que los linfocitos Th17i23
presentan una mayor patogenicidad comparado a Th177erp1. Por ofra parte, solo
detectamos producciéon directa de IL-10 en la mucosa intestinal de los ratones
inyectados con linfocitos Th17+1erp1. Finalmente, demostramos que solo los linfocitos
Th17+ee.p1 pueden transformarse en células productoras de IL-10, tanto in vivo como in
vitro. En conclusién, nuestros resultados sugieren que la produccién de IL-10 por los
linfocitos Th17+er.p1 estaria relacionada principalmente con la expresidén de CD39 y la
capacidad de depletar el ATP, produciendo un ambiente inmunosupresor que los hace

menos patogénicos.




2. ABSTRACT

T helper 17 (Th17) lymphocytes have been widely characterized as
inflammatory cells that play a key role in the response against fungus and extracellular
bacteria in the epithelial mucosa. These cells are also involved in the development of a
variety of autoimmune and inflammatory diseases. However, new studies suggest that
Thi7 cel]§ can transdifferentiate into cells that produce anti-inflammatory IL-10 during
an immune response to limit inflammation. CD39 and CD73 ectonuclectidases, able to
hydrolyze ATP into adenosine, have been associated with immunosuppressive
properties. Moreover, it has been described that ATP can inhibit IL-10 production, and

thus ATP depletion by CD38 and CD73 could favor the production of this cytokine.

Using different in vitro polarizing conditions we generated Th17+1ere1 and Th17,-
23 lymphocytes, which express high and low levels of CD39 and CD73, respectively. We
observed that Th17+crp1 expressed high levels of the transcription factor T-bet and
secrete IL-10 while Th17..2: secrete higher amounts of the inflammatory cytokine GM-
CSF. By studying the functionality of CD39 and CD73 ectonucleotidases, we observed
that Th17+cr-p1 cells are capable of hydrolyzing ATP and AMP to form adenosine, and
this allows them to survive in ATP-rich environments. On the other hand, Th17,.2s cells
did not express CD39 or CD73 and were unable to hydrolyze ATP rendering them

susceptible to ATP-induced cell death.

To assess the pathogenicity and IL-10 production by both types of Th17 cells in

vivo, we transferred Th17 cells into Rag” mice and evaluated their capacity to induce




body weight loss and the ex vivo phenotype of fransferred cells. Our resuits
demonstrated that Th17,.2: are more pathogenic than Th177erp: cells. Moreover, we
only detected direct IL-10 production in the intestinal mucosa of mice injected with
Th17+cra1 cells. Finally, we demonstrated that only Th17+er-p1 transdifferentiated into IL-
10 producing cells, both in vivo and in vitro. In conclusion, our results suggested that |L-
10 production by Th17+cre1 cells it would be regulated by CD39 expression and the
ability to deplete ATP, producing an immunosuppressive environment that restrains

their pathogenic function.




3. INTRODUCCION

3.1 El Sistema Inmune

Las principales funciones del sistema inmune consisten en controlar la
homeostasis en los tejidos, ofrecer proteccion contra los microorganismos patdgenos
que invaden nuestro cuerpo y eliminar células dafiadas y transformadas (Abbas y col.,
2008; Visser y col., 2006). El sistema inmune esta compuesto por varios tipos
celulares, los cuales forman redes complejas y dindmicas que aseguran una proteccion
contra los patdgenos, mientras que simultdneamente se encargan de mantener la

tolerancia contra antigenos propios (Visser y col., 2008).

El sistema inmune se clasifica en sistema inmune innato y sistema inmune
adaptable, aunque estas dos ramas del sistema inmune forman un solo conjunto
(Kapsenberg, 2003). El sistema inmune innato aporta la primera linea de defensa
contra los microorganismos patoégenos. Estd constituido por barreras fisicas, como la
piel y las mucosas, células capaces de eliminar células alteradas como son las células
NK, células con capacidad fagocitica como neutréfilos y macréfagos, y son estas
mismas células las encargadas de efeciuar la fase final de la respuesta inmune
adaptable (Akira y col., 2006; Abbas y col., 2008). Por otra parte, €l sistema inmune
adaptable provee de memoria inmunolégica contra infecciones (Janeway y Medzhitov,

2002) y esta involucrado directa o indirectamente en la eliminacién de patégenos en

fases tardias de la infeccion (Akira y col., 2008}. Por otra parte, la respuesta inmune




adaptable esta involucrada en el desarrollo de enfermedades autoinmunes, alergias y

en el rechazo de trasplantes (Janeway y Medzhitov, 2002).

Los linfocitos T CD4+ o T helper (Th), tienen una participacion clave en la
respuesta inmune adaptable ya que promueven la produccién de anticuerpos por [os
linfocitos B y orquestan la funcién de los linfocitos T CD8+ y macréfagos contra una
gran variedad de microorganismos patdgenos (Zhu y col, 2010). Luego de la
activacién por células presentadoras de antigenos profesionales (APC), los linfocitos T
CD4+ se diferencian hacia células efectoras, las que se clasifican en base a la funcién
y el patrén de citoquinas que secretan (Cosmi y col., 2014). Los linfocitos T CD4+
fueron clasificados inicialmente en dos tipos, los denominados linfocitos Th1 y Th2
(Mosmann y Coffman, 1989). Los linfocitos Th1 se caracterizan por secretar IFN-y,
TNF-o. y linfotoxina, moléculas esenciales en la erradicacién de patégenos
intracelulares y en la respuesta antitumoral (Dong, 2006). Por otra parte, los linfocitos
Th2 secretan interleuquina-4 (IL-4), IL-5 e IL-13, citoguinas que tienen un rol crucial en
la eliminacién de patdgenos extracelulares y en la produccién y cambio de clase de las

inmunoglobulinas (Dong, 2006).

En 1995 se describié otro tipo de linfocito T CD4+, los linfocitos T reguladores
(Treg) (Sakaguchi y col., 1995). Los linfocitos Treg tienen un rol fundamental
previniendo enfermedades autoinmunes e inflamatorias crénicas, ademas de limitar la
respuesta antitumoral (Vignali y col., 2008). Los linfocitos Treg suprimen la activacion y

funcion efectora de otras células del sistema inmune a fravés de mecanismos que

dependen del contacto celular, la produccion de TGF-§ e IL-10 y la generacion de




adenosina (Vignali y col., 2008; Kim, 2010). En 1997 se describié otro tipo de linfocito T
CD4+ con propiedades inmunoreguladoras, los linfocitos T reguladores de tipo 1 (Tr1)
(Groux y col., 1997). Estos linfocitos se caracterizan por producir IL-10 y TGF-B, lo que
les permite suprimir a los linfocitos T de forma antigeno especifica mediante un

mecanismo dependiente de la produccion de citoquinas (Roncarolo y col., 2008).

3.2 Linfocitos Th17

Por muchos afios el paradigma Th1/Th2, descrito por Mosmann y Coffman
(Mosmann y Coffman, 1989), ayudd a explicar la mayoria de los fenémenos
relacionados con la respuesta inmune adaptable. Sin embargo, en 2005 se describié
un nuevo tipo de linfocito T CD4+ caracterizado por la produccion de IL-17A (IL-17), el

cual se denomind linfocito Th17 (Harrington y col., 2005; Park y col., 2005).

Los linfocitos Th17, cumplen un rol fundamental en la respuesta contra
infecciones producidas por hongos y bacterias extracelulares en las mucosas (tracto
digestivo, vias respiratorias, piel) (Ouyang y col., 2008; Khader y col., 2009). Ademas
de secretar IL-17, los linfocitos Th17 son capaces de secretar IL-17F, IL-21, IL-22, GM-
CSF, y potencialmente TNF-a e IL-6 (Korn y col., 2009). Los linfocitos Th17 se
caracterizan ademas por expresar el receptor de quimioquina CCRG6, el cual esta
involucrado en la migracion de los linfocitos Th17 hacia sitios inflamados (Hirota y col.,

2007; Wang y col., 2009).

La diferenciacion de un linfocito T CD4+ virgen hacia una célula Th17 se

produce debido a la accién conjunta de dos citoquinas TGF-3 e IL-6. Ambas citoquinas




son capaces de inducir la expresion del factor de transcripcion maestro RORyt (Zhou y
col., 2007), el cual se une al promotor del gen que codifica para la [L-17, induciendo su
expresién (Maddur y col., 2012). La [L-6 ademas induce la activacién del factor de
trascripcion STAT3 (Kom y col., 2009), el cual aumenta los niveles de expresién de
RORyt (Maddur y col., 2012). Por otra parte, la IL-6 induce la expresién de IL-21 y del
receptor de IL-23 (IL-23R) (Zhou y col., 2007). La IL-21 actia como sefial autocrina,
amplificando el numero de linfocitos Th17 (Miossec y col., 2009; Zhou y col., 2007). La
1L-23, secretada por células presentadoras de antigenos, permite la estabilizacién y [a
diferenciacién completa de los linfocitos Th17, aumentando la produccion de IL-17 e
induciendo la expresién de citoquinas inflamatorias (GM-CSF, 1L-22), y suprimiendo la
produccion de IL-10 e IFN-y (Korn y col., 2009; Miossec y col., 2009; El-Behi y col.,

2011).

Debido a las caracteristicas inflamatorias de los linfocitos Th17, éstos han sido
estudiados en una variedad de enfermedades autoinmunes e inflamatorias. Por
ejemplo, en psoriasis se ha detectado que en los linfocitos T aislados desde las
lesiones en la piel predomina el fenotipo Th17. En artritis reumatoide y esclerosis
multiple se han detectado altos niveles de IL-17 en las heridas y suero de pacientes
enfermos (Korn y col., 2009). En pacientes con [upus eritematoso sistémico se ha
observado un incremento en los niveles de 1L-17 como resultado de una expansion de
los linfocitos Th17 (Yang y col., 2009a). En pacientes asmaticos se ha observado un
aumento en el nimero de linfocitos Th17 en sangre periférica y un incremento en los
niveles de IL-17 en pulmoén, esputo y fluido bronqueoalveolar (Miossec y col., 2009).

Por otra parte, pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal presentan niveles




elevados de IL-17, IL-21 e IL-22 en suero Y tejidos provenientes de biopsias de colon
inflamado, asi como una mayor infiltracion de linfocitos Th17 en las mucosas

intestinales (Fujino y col., 2003).

En los tltimos afios se ha planteado la existencia de una variedad de linfocitos
Th17, los cuales se diferenciarian en su funcién efectora y potencial inflamatorio
(Peters y col., 2011). Linfocitos Th17 diferenciados in vitro en presencia de TGF-B1 e
IL-8 (Th177eep1) han sido caracterizados como células con un menor potencial
inflamatorio, capaces de producir IL-10, la cual ha sido descrita como una citoquina con
propiedades anti-inflamatorias y regulatorias (McGeachy y col., 2007; Lee y col., 2012).
Por otra parte, los linfocitos Th17 diferenciados en presencia de IL-23 y en ausencia de
TGF-B (Th17i-23) poseen un perfil patogénico (Ghoreschi y col., 2010; El-Behi y col.,
2011), caracterizado por una mayor produccién de GM-CSF (El-Behi y col., 2011;
Hirota y col.,, 2011; Lee y col., 2012). GM-CSF es un factor de crecimiento de
macréfagos y granulocitos, pero actiia principalmente como citoquina pro-inflamatoria,
promoviendo la produccién de citoquinas pro-inflamatorias, como IL-23 e IL-6, en las

células presentadoras de antigeno (El-Behi y col., 2011).

3.3 Seiializacion Purinérgica y Sistema Inmune

Mediadores purinérgicos, como el ATP y la adenosina, pueden ser liberados al
medio extracelular y actuar sobre células del sistema inmune, activando o suprimiendo
la respuesta inmune. En tejidos sanos, el ATP se encuentra principalmente en el

interior de las células alcanzando concentraciones del orden milimolar, mientras que el

ATP extracelular se encuentra a muy bajas concentraciones, del orden nanomolar




(Burnstock, 2007). Cuando hay inflamacion y dafio en los tejidos el ATP es liberado al
medio extracelular debido a la lisis de las células dafiadas, y alli promueve el
reclutamiento de células inmunes con capacidad fagocitica, lo que favorece la
eliminacion de las células dafiadas (Elliott y col., 2009). Por ofra parte, se ha reportado
que los linfocitos T y neutréfilos activados liberan ATP a través de los canales
Panexina 1 (Chen y col., 2006; Schenk y col., 2008), mientras que los linfocitos B
liberan ATP almacenado en vesiculas secretoras sensibles a calcio luego de ser

estimulados a través del BCR (Schena y col., 2013).

El ATP extracelular es detectado a través receptores purinérgicos del tipo P2,
los cuales se clasifican de acuerdo a su estructura molecular en receptores P2X y P2Y.
Los receptores P2X corresponden a recepiores ionotrépicos permeables a Na*, K* y
Ca?*, mientras que los receptores P2Y son receptores metabotrépicos acoplados a
proteinas G (Di Virgilio y col., 2001). Se ha descriio la expresién de estos receptores en
células epiteliales y del sistema inmune, como por ejemplo eosindfilos, neutréfilos,
macréfagos, células dendriticas, linfocitos T y B (Trautmann, 2009). En estas células, la
activacion de los receptores de tipo P2 por ATP extracelular puede inducir respuestas
pro-inflamatorias a través de la activacion del inflamasoma y la secrecién de citoquinas
inflamatorias, como IL-1B, IL-8, TNF-a e IL-23 (Trautmann, 2009). Por otra parte, se ha
demostrado que la activacién del receptor P2X7 por altas concentraciones de ATP es

capaz de inducir lisis necrética en los linfocitos T (Aswad y col., 2005).

Por otro lado, la adencsina es un nucledsido purinico que se encuentra
constitutivamente presente en el medio extracelular a bajas concentraciones (<1 pM)

(Kumar, 2013), no obstante, su concentracion se puede elevar considerablemente (10-
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20 veces) bajo condiciones de estrés metabélico, como por ejemplo durante la
inflamacién y el cancer (Kumar, 2013), por lo que su acumulacion sirve como reportero

de dafio tisular excesivo.

La adenosina es detectada por receptores purinérgicos del tipo P1, los cuales
estan acoplados a proteinas G y se clasifican en 4 tipos: A1, A2A, A2B y A3. Los
receptores A1 y A3 estan acoplados a la subunidad Gi/o, por o que su estimulacion
conlleva a la inhibicién de la enzima adenilato ciclasa, disminuyendo los niveles de
AMP ciclico. Por ofra parte, los receptores A2A y A2B estan acoplados a la subunidad
Gs, por lo que su estimulacion aumenta los niveles de AMP ciclico (Ralevic y
Burnstock, 1998; Allard y col.,, 2012). Se ha descrito que la estimulacion de los
receptores A2A y A2B en linfocitos T, células dendriticas, neutréfilos y macréfagos

genera un efecto inmunosupresor e inmunomodulador (Stagg y Smyth, 2010).

La concentracion extracelular de adenosina depende del balance entre la
cantidad que es secretada por [as células, su re-captacion a través de transportadores
bi-direccionales, su degradacion por la enzima adenosin deaminasa (ADA) y la .
generacién a nivel extracelular a parlir de la desfosforilacion de ATP por las
ectonucleotidasas CD39 y CD73 (Sakowicz-Burkiewicz y Pawelczyk, 2011). CD39 se
encarga de hidrolizar el ATP y ADP hacia AMP, mientras que CD73 hidroliza el AMP
para generar adenosina (Regateiro y col., 2013). Debido a esto, CD39 y CD73 han
sido consideradas enzimas claves en la generacién de ambientes inmunosupresores

{Beavis y col., 2012; Antonioli y col., 2013).
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3.4 Funcion de CD3% y CD73 en Linfocitos T

Las ectonucleotidasas CD39 y CD73 se expresan en una variedad de células
del sistema inmune, incluyendo monocitos, neutréfilos, células dendriticas, células
mieloides supresoras, linfocifos B y en algunos tipos de linfocitos T (Airas y Jalkanen,
1996; Kansas y col., 1991; Pulte y col., 2007; Ryzhov y col., 2011). En el caso de los
linfocitos Treg, se ha descrito que la expresion de estas enzimas y la consecuente
produccion de adenosina a partir de ATP constituye uno de los mecanismos a través

del cual suprimen la repuesta inmune (Deaglio y col., 2007; Chatterjee y col., 2014).

Sin embargo, no solo se ha descrito la expresion de las ectonucleotidasas como
parte de un mecanismo inmunosupresor, si no que se ha propuesto que la produccion
de adenosina mediada por CD73 favoreceria la formacién de linfocitos T de memoria.
Interesantemente, la estimulacion de los receptores A2A por adenosina disminuye la
activacion de AKT dependiente del TCR (Kim y col., 2001; Cekic y col., 2013, Flores-
Santibafiez y col., 2015; Bono y col., 2015), favoreciendo la formacién de linfocitos T de

memoria (Macintyre y col., 2011; Crompton y col., 2015).

Por otra parte, se ha postulado que la expresiéon de CD39 en los linfocitos T
permite disminuir los niveles de ATP por debajo de los niveles toxicos, favoreciendo la
sobrevida de estas células en ambientes ricos de ATP (Aswad y col., 2005; Borsellino y
col., 2007). También, se ha descrito que la deplecién del ATP extracelular por CD39

promueve la diferenciacién de los linfocitos T hacia un fenotipo Tr1 (Mascanfroni y col.,
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2015), esto debido a que el ATP favorece la degradacién del factor de transcripcion

AHR, el cual promueve la produccion de IL-10 (Apetoh y col., 2010).

3.5 Funcién de CD39 y CD73 en Linfocitos Th17

De acuerdo a las citoquinas presentes en la diferenciacién de los linfocitos
Th17, estas células pueden expresar o no las ectonucleotidasas CD39 y CD73. Se ha
descrito que los linfocitos Th17+er.g1, los cuales se diferencian en presencia de TGF-1
e IL-8, expresan altos niveles de CD39 y CD73, mientras que los linfocitos Th17\L2s,
que se diferencian en presencia de IL-23, IL-6 e IL-1[, se caracterizan por expresar

bajos niveles de CD39y CD73 (Chalmin y col., 2012).

Se ha planteado que la expresion de CD39 y CD73 en los linfocitos Th17 les
confiere propiedades inmunoreguladoras, debido a la produccién de adenosina a partir
del ATP extracelular (Chalmin y col., 2012). Sin embargo, no existen mayores
antecedentes acerca de otras funciones que podrian cumplir estas ectonucleotidasas
en los linfocitos Th17. Por ejemplo, a pesar que se ha descrito que las
ectonucleotidasas cumplen un rol crucial en la produccién de [L-10 en los linfocitos Tri
(Mascanfroni y col., 2015), no existen referencias que relacionen la expresioén de CD39
y CD73 con la produccic’:ﬁ de IL-10 en los linfocitos Th17, aun cuando se ha descrito
que estas células son capaces de transformarse en células productoras de IL-10
durante el transcurso de una respuesta inflamatoria (Esplugues y col., 2011; Gagliani y

col., 2015). En conjunto, estos antecedentes permiten postular la hipétesis siguiente:
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4. HIPOTESIS

La expresién de CD39 y CD73 favorece la conversién de células Th17 en

células productoras de [L-10.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar la contribucién de CD39 y CD73 en la conversion de células Th17 a

células productoras de IL-10.

5.2 Objetivos Especificos

- Caracterizar fenotipicamente a los linfocitos Th17 generados in vifro que expresan
altos y bajos niveles de las ectonucleotidasas CD39 y CD73.

- Evaluar in vitro la funcionalidad de las ectonucleotidasas CD39 y CD73 en los
linfocitos Th17.

- Evaluar la capacidad de los linfocitos Th17 que expresan altos y bajos niveles de
CD39 y CD73 de transformarse a células productoras de IL-10 durante un proceso
inflamatorio.

- Evaluar el efecto de la inhibicién de CD39 en la praduccién de [L-10 por células Th17

in vitro.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Ratones

Ratones C57BL/6 (WT), C57BL/G-lI17amiBeeen/)  (IL-17-GFP), y ratones
B6.129S7-Rag1tmiMem/] (Rag1-) fueron comprados a The Jackson Laboratory (Bar
Harbor, USA). Los ratones IL-17-GFP expresan la proteina EGFP como marcador de [a
produccion de 1L-17. Todos los ratones fueron mantenidos en el bioterio de Ila
Fundacién Ciencia y Vida en condiciones libres de patégenos especificos. Todos los
experimentos fueron supervisados y aprobados por el comité de Bioética y
Bioseguridad de Fundacién Ciencia y Vida y de [a Facultad de Ciencias de la
Universidad de Chile. Para los experimentos se utilizaron ratones de 6 a 12 semanas

de edad.

6.2 Anticuerpos

Los anticuerpos contra CD4 APC-eFluor780 (clon GK1.5), CD39 PE (clon
24DMS1), CD73 PE-Cy7 (clon TY/11.8), CD73 PerCP-eFluo710 (clon TY/11.8),
CD16/32 (clon 93), IL-17 eFluor660 (clon eBio17B7), IFN-y eFluor660 (clon XMG1.2),
IFN-y FITC (clon XMG1.2), IFN-y PECy7 (clon XMG1.2), CD25 APC (clon PC81.5),
Foxp3 PE-Cy7 (clon FJK-16s}), T-bet PECy7 (clon ebio4B10), RORyt (clon AFKJS-9),
GATA-3 (clon TWAJ), GM-CSF (clon MP1-22E9) se compraron a eBioscience. Los

anticuerpos contra CD4 FITC (clon GK1.5CD), CD4 APC (clon GK1.5), B220 APC (clon
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Ra3-6B2), CD45.1 PE-Cy7 (clon A20), CCR6 (clon 29-2L17} PE, Armenian Hamster

IgG (clon HTK888) PE, IL-10 {(clon JES5-16E3) APC se compraron a BioLegend.
6.3 Citometria de flujo

Para la detecciéon de moléculas de superficie mediante citometria de flujo se
incubaron las células con un anticuerpo contra CD16/CD32 (Fc Block) en medio PBS +
2% SFB durante 20 minutos a 4°C y oscuridad, con el fin de bloquear receptores Fc.
Luego, se lavaron las células con PBS + 2% SFB y se centrifugaron a 600 x g por 7
minutos a 4°C. Posteriormente, las células se incubaron con los respectivos
anticuerpos fluorescentes diluidos en PBS + 2% SFB durante 20 minutos a4°C y en la
oscuridad. Para descartar las células muertas se agregé, junto con los anticuerpos, un
reactivo para determinar viabilidad (Fixable Viability Dye eFluor 780, eBiosciences;
LIVE/DEAD Fixable Dead Cell Violet, Invitrogen). Finalmente, las células se lavaron
con PBS + 2% SFB, se centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a 4°C y se

resuspendieron en 200 pL de PBS + 2% SFB para ser analizadas en el cittmetro de

flujo.

Para analizar la expresion de citoquinas y factores de transcripcion por los
linfocitos Th17, éstos fueron activados antes de realizar el marcaje intracelular. Para
esto se incubaron en RPMI + 10% SFB a una concentracion de 2 x 10° células/mL y
fueron activados en presencia de PMA 0,25 pM (Sigma), ionemicina 1 pg/mL (Sigma)
y brefeldina A 1 pl/mL (GolgiPlug, BD Biosciences), durante 4 horas a 37°C y 5%

CO.. Luego de la incubacién las células se centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a
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4°C, se resuspendieron en PBS + 2% SFB y se realizé el marcaje extracelular de [a
forma descrita anteriormente. Luego las células se fijaron y permeabilizaron con BD
Cytofix/Cytoperm  Fixation/Permeabilization Solution Kit (BD Biosciences) para el
marcaje de citoquinas, o con el kit Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set

(eBioscience) en los casos en que se marcaron factores de transcripcion.

Para fijar y permeabilizar las células usando BD Cyfofix/Cyfoperm
Fixation/Permeabilization Solution Kit (BD Biosciences), las células se incubaron con
200 pl de BD Cylofix/Cytoperm durante 30 minutos a 4°C y oscuridad. Al cabo de la
incubacion, las células se lavaron con 700 pL de Permwash vy se centrifugaron a 700 x
g durante 8 minutos a 4°C. Luego, las células se incubaron con los 1respectivos
anticuerpos diluidos en 50 pL de Permwash, durante 30 minutos a 4°C y oscuridad.

Finalmente, las células se lavaron con 700 pL de Permwash y se centrifugaron a 700 x

g por 8 minutos a 4°C y se resuspendieron en 200 pL de PBS + 2% SFB.

Para fijar y permeabilizar las células utilizando el kit Foxp3/Transcription Factor
Staining Buffer Set (eBioscience), las células se incubaron con 300 pL de
Fixation/Permeabilization (eBioscience), durante 30 minutos a 4°C y oscuridad. Al cabo
de la incubacidn, las células se lavaron con 700 uL de Permeabilization Buffer y se
centrifugaron a 700 x g durante 8 minutos a 4°C. Luego, las células se incubaron con
los respectivos anticuerpos diluidos en 100 pL de Permeabilization Buffer, durante 30
minutos a 4°C y en la oscuridad. Finalmente, las células se lavaron con 700 pL de
Permeabilization Buffer, se centrifugaron a 700 x g por 8 minutos a 4°C y se

resuspendieron en 200 plL de PBS + 2% SFB.
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Las células se analizaron mediante citometria de flujo en un citémetro
FACSCanto Il (BD Biosciences), y los datos fueron procesados con el programa

FlowJo (Tree Star, Inc.).

6.4 Procesamiento de érganos linfoides secundarios y lamina propia

Para la obtencion de esplenocitos se extrajo el bazo del ratén y se recibié en
una placa de Petri con 10 mL de RPMI + 10% SFB. El bazo se perfundié para obtener
una suspensién celular, la cual se centrifugd a 600 x g durante 7 minutos a 4°C. Luego,
se resuspendié en 2 mlL buffer de lisis de glébulos rojos (RBC Lisis Buffer,
eBioscience) durante 5 minutos en hielo. La lisis se detuvo agregando 8 mL RPMI +
10% SFB a las células y se centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a 4°C. Las

células se resuspendieron en 10 mL de RPMI + 10% SFB.

Para la obtencién de células desde los ganglios linfaticos, éstos se extrajeron y
se disgregaron mecanicamente con una tijera. Finalmente, la suspensién celular se
filtré por una malla metalica de 90 pm, llevando a un volumen de 5 mL con RPMI +

10% SFB.

Para aislar linfocitos de la ldmina propia, el intestino delgado se aislé de su
unidén con el estdmago e intestino grueso, se colocé en una placa con HBSS y se
eliminé el tejido conectivo. Luego se cortd el intestino en forma longitudinal y se limpid

el interior con HBSS, asegurandose de que quedara libre de heces. Posteriormente se

cortd en trozos de 2-3 c¢m y se incubd en 20 mL de RPMI + HEPES 25Mm + p-
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mercaptoetano! 50 uM + EDTA 5 mM + 0,145 mg/mL DTT, durante 20 minutos con
agitacion suave a 37°C. Al té&mino de la incubacidon, los tubos se agitaron
vigorosamente durante 10 segundos y los pedazos de intestino fueron transferidos a un
nuevo tubo con 10 mL de RPMI + HEPES 25Mm + p-mercaptoetancl 50 pM + EDTA 2
mM. Esta operacién se repitic dos veces con el objetivo de eliminar los linfocitos
intraepiteliales. El tejido intestinal restante se sometié a una digestién enzimatica en 10
mL RPMI + HEPES 25 Mm + B-mercaptoetanol 50 uM con 0,1 mg/mL de Liberasa
(Roche) y 10 mg/mL de DNAsa | (Roche) a 37°C con agitaciéon suave durante 45
minutos. Al terminar la digestién, el tejido se disgregd mecanicamente utilizando una
malla de 100 um (Cell Strainer, BD) y se centrifugd a 600 x g durante 7 minutos a 4°C.
Luego, las células se resuspendieron en 4 mL de Percoll 40%. Con una pipeta Pasteur
se agregaron 2 mL de Percoll 67% bajo la suspension celular y se centrifugé a 600 x g
durante 20 minutos a temperatura ambiente, usando una aceleracién/desaceleracion
igual a 1. Se recuperé el anillo que se produce entre las dos fases, ei cual contiene los
linfocitos, y se traspaso a otro tubo donde se lavaron con 8 mL RMPI + 10% SFB y se
centrifugd a 600 x g durante 7 minutos a 4°C para eliminar el Percoll existente.

Finalmente, las células se resuspendieron en 2 mL de RMPI + 10% SFB.

6.5 Obtencién de linfocitos CD4+ mediante separacion inmunomagnética

Se obtuvieron esplenocitos a partir del bazo de ratones IL-17-GFP. Las células

se centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a 4°C y se resuspendieron en 2 mL buffer

de lisis de glébulos rojos durante 5 minutos. Tras la lisis de glébulos rojos, las células

se lavaron con 8 mL RPMI + 10% SFB y se centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos
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a 4°C, luego se resuspendieron en 10 mL de RPMI + 10% SFB. Para aislar los
linfocitos T CD4+, los esplenocitos se centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a 4°C
y se incubaron con perlas magnéticas MACS o-CD4 (Miltenyi Biotec) (75 pL de perlas
por cada 100 x 108 esplenacitos) diluidas en Verseno + 0,5% SFB, durante 20 minutos
a 4°C con agitacion rotatoria suave. Luego de la incubacion, las células se lavaron con
8 mL Verseno + 0,5 % SFB y se centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a 4°C,
enseguida se resuspendieron en 1 mL de Verseno + 0,5% SFB. La suspension celular
se traspasé a una columna (Columna LS, Miltenyi Biotec) y se realizé la seleccién
positiva de los linfocitos T CD4+ mediante separacién inmunomagnética. Las células
se centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a 4°C y se resuspendieron en medio de
cultivo IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Media)} suplementado con 10% de SFB, 0,5
ug/mL de Fungizona y 0,056 mM de B-mercaptoetanol. La pureza de la preparacion se
verificd cada vez mediante citometria de flujo, obteniéndose siempre sobre un 85% de

células CD4+,

6.6 Adherir los anticuerpos a-CD3 y «-CD28 a placa

Para adherir los anticuerpos o-CD3 y u-CD28 a placa, estas se incubaron con
los anficuerpos disueltos en PBS durante 4 horas a 37 °C. En el caso de placas de 96
pozos, cada pozo se incubd con 100 pL de la mezcla de anticuerpos, y las placas de
24 pozos se incubaron con 1mL de la mezcla de anticuerpos por pozo. Posteriormente,
los pozos se lavaron dos veces con 200 pL de PBS, en el caso de placas de 96 pozos,

o con 2 mL de PBS en el caso de placas de 96 pozos.
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6.7 Generacién in vitro de linfocitos Th171erp1 0 linfocitos Th17L22

Para generar linfocitos Th17 con alta y baja expresién de CD392 y CD73 se
aislaron linfocitos T CD4+ mediante separacion inmunomagnética a partir del bazo de
ratones IL-17—-GFP, los cuales se activaron de forma policlonal con anticuerpos contra
CD3 y CD28 en diferentes condiciones de polarizacién. Para esto, se cultivaron
100.000 linfocitos T CD4+ por pozo en 200 plL de medio de cultivo IMDM, en placas de
96 pozos de fondo plano durante 4 dias a 37°C y 5% CO, en presencia de un coctel

de diferentes anticuerpos y citoquinas segun se muestra en [a Tabla 1. Los anticuerpos

a-CD3 y «-CD28 se utilizaron adheridos a la placa.

Tabla 1. Anticuerpos y citoquinas utilizados en la diferenciacién de

linfocitos Th177gr.1 0 linfocitos Th17i.2;.

Th171crp1 Th171L23
a-CD3 (2 pg/mL) a-CD3 (2 pg/mlL)
a-CD28 (2 pg/mL) a~-CD28 (2 pg/mL)
TGF-B1 (2 ng/mL) TGF-B3 (2 ng/mL)

IL-6 (20 ng/mL) IL-6 (20 ng/mL)
IL-18 (10 ng/mL) IL-1p (10 ng/mL)
o-IFN-y (5 pg/ml) a-IFN-y (5 pg/mL)

Luego de 4 dias de cultivo se realizdé una segunda ronda de diferenciacion. Se
recuperaron las células de los pocillos, se lavaron con PB2 + 10% SFB y se
centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a 4°C. Este lavado se repitié dos veces, tras

lo cual las células se resuspendieron en medio de cultivo. Se cultivaron a una densidad
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de 1x108 linfocitos Th17 por pozo en 2 mL de medio de cultivo IMDM, en placas de 24
pozos. Las células se activaron nuevamente de forma policlonal en presencia de
anticuerpos contra CD3 y CD28 (adheridos a placa en el caso de los linfocitos Th1776r.

p1 0 solubles en el caso de los linfocitos Th171L.23).

Los linfocitos Th17 se diferenciaron en presencia de las citoquinas y

anticuerpos descritas en la Tabla 2.

Tabla 2. Anticuerpos y citoquinas utilizados en la segunda ronda de

diferenciacién de los linfocitos Th17+arp1 0 linfocitos Th17 .23,

Th17+cFr.p1 Th1712;
a~-CD3 (1 pg/mL) adherido a placa a-CD3 (1 pg/mL) soluble
a-CD28 (1 pg/mL) adherido a placa a-CD28 (1 pg/mL) soluble
IL-6 (20 ng/mL) IL-6 (20 ng/mL)
TGF-B1 (2 ng/mL) IL-18 (10 ng/mL)

IL-23 (25 ng/mL)

Las células se incubaron durante 3 dias a 37°C y 5% COq, luego de lo cual se

verifico el fenotipo de los linfocitos resultantes mediante citometria de flujo.

6.8 Purificacion de células Th17 mediante cell sorting

L.as células Th17 generadas in vitro se aislaron mediante cell sorting en base a
la expresion de IL-17-GFP y CD4. Las células se centrifugaron a 600 x g durante 7
minutos a 4°C y se incubaron con el anticuerpo fluorescente CD4 en PBS + 2% SFB, a

una concentracion de 100 x 10¢ células/mL, durante 20 minutos a 4°C y oscuridad.
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Posteriormente, se centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a 4°C y se
resuspendieron en RPMI + 10% SFB para ser aistadas por el Cell Sorter FACSAria 1l

(BD Biosciences).

6.9 PCR en tiempo real

Las células Th17 fueron aisladas mediante celf sorting y posteriormente fueron
lisadas utilizando un buffer en base a Guanidina Tiocinato y Etanol 70% (Q Bio-Tek). El
RNA tota! fue obtenido utilizando EZNA Tofal RNA Kit | (Q Bio-Tek) y posteriormente
fue tratado con DNAsa utilizando el TURBO DNA-free kit (Invitrogen). Se cuantifico el
RNA utilizando NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) y 1ug de RNA fue retrotranscrito
utilizando la transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen). La reaccion de PCR en tiempo
real se realiz6 utilizando 1 pL cDNA, 10 uL Brilliant If SYBR Green QPCR Master Mix
(Agilent Technologies), 2 pL partidores y 7 puL agua, siguiendo las instrucciones del
fabricante, en un volumen final de 20 yL. Todas las reacciones fueron realizadas
utilizando un equipo Stratagene Mx3000P. Para [a cuantificacion relativa de los
fragmentos amplificados los resultados fueron normalizados de acuerdo a la
transcripeion del gen constitutivo que codifica para la enzima Gliceraldehido 3-Fosfato
Deshidrogenasa (GAPDH). Las secuencias de los partidores utilizados para la
cuantificacion de cada transcrito medido se detallan en la Tabla 3. Estos experimentos

se realizaron en colaboracién con el Laboratorio del Dr. Rodrigo Pacheco.
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Tabla 3. Partidores utilizados en el PCR en tiempo real.

Gen Sentido (5'-3’) Antisentido (3’-5’)
rorc CAGAGGAAGTCAATGTGGGA GTGGTTGTTGGCATTGTAGG
tbx21 CCTGTTGTGGTCCAAGTTCAAC CACAAACATCCTGTAATGGCTTGT
ilt7a TTCATCTGTGTCTCTGATGCT AACGGTTGAGGTAGTCTGAG
i9 CTGATGATTGTACCACACCGTGC GCCTTTGCATCTCTGTCTICTGG

ilo GAAGACAATAACTGCACCCA CAACCCAAGTAACCCTTAAAGTC
22 GACAGGTTCCAGCCCTA CAT ATCGCCTTGATCTCTCCACT
csf2 ACCACCTATGCGGATTITCAT TCATTACGCAGGCACAAAAG
ifng GAGCCAGATTATCTCTTTCTACC GTTGTTGACCTCAAACTTGG
grzb ATCAAGGATCAGCAGCCTGA TGATGTCATTGGAGAATGTCT

gapdh TCCGTGTTCCTACCCCCAATG GAGTGGGAGTTGCTGTTGAAG

6.10 Analisis de la hidrolisis de ATP/AMP mediante HPLC

La actividad enzimatica de CD39 y CD73 fue evaluada en base al porcentaje de
hidrélisis de ATP o AMP, respectivamente, mediante HPLC. Células Th17 aisladas
mediante cell sorting fueron resuspendidas en medio HBSS. En placas de 96 pozos de
fondo plano se cultivaron 50.000 linfocitos Th17 por pozo en 200 pL de medio HBSS.
Las células se cultivaron con ATP 10 pM (Sigma-Aldrich) en presencia o ausencia del
inhibidor de CD39 ARL6B7156 (Sigma-Aldrich), a una concentracién de 50 pM. En otros
experimentos las células se cultivaron durante 1 hora a 37°C y 5% CO:zen presencia de
AMP 10 pM (Sigma-Aldrich) con o sin el inhibidor de CD73 APCP (Sigma-Aldrich) a
una concentracién de 50 uM. Posteriormente se recuperaron las células y se incubaron
en hielo durante 15 minutos. Luego, las células se centrifugaron a 1000 x g durante 10

minutos y se recuperaron los sobrenadantes, los cuales se guardaron a -20°C hasta
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que fueron analizados. Se utilizo el sistema HPLC Breeze (Waters) con una columna
de intercambio anidnico Mono Q (GE Healthcare), facilitado por el Laboratorio de la
Dra. Victoria Guixé. La fase movil consistid en un gradiente lineal desde el buffer A
(Tris=HCI 100 mM, pH 7.8} hasta el buffer B (Tris=HCI 100 mM, NaCl 1 M, pH 7.8). La
absorbancia del efluente se monitorizé a 257 nm utilizando un detector UV. La columna

fue calibrada utilizando ATP, ADP, AMP y adenosina como estandar.

6.11 Ensayo de sobrevida en presencia de ATP

Células Th17 aisladas mediante cell sorting fueron resuspendidas en medio
HBSS vy cultivadas en placas de 96 pozos de fondo plano a una densidad de 100.000
células por pozo en 200 pL de medio HBSS. Las células se cultivaron en presencia o
ausencia de ATP (100, 500 6 1000 uM) (Sigma-Aldrich), durante 30 minutos a 37°C y
5% COa.. Posteriormente se recuperaron las células y se centrifugaron a 600 x g por 7
minutos a 4°C y se resuspendieron en 100 pL de Binding Buffer (10 mM HEPES, 140
mM NacCl, 2,5 mM CaCl,, pH = 7,4) que contenia 0,5 pL de Anexina V APC (Biolegend)
y 2 pL de yoduro de propidio (50pg/mL) (Sigma). Las células se incubaron por 20
minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. Luego de la incubacién se agregaron
300 pL de Binding Buffer y se analizé la sobrevida y muerte celular mediante citometria

de flyjo.
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6.12 Transferencia de linfocitos Th17 a ratones Rag™

Ratones Rag” machos fueron inyectados por via intravenosa con 1,3 x 10°
linfocitos Th17+verp1 © Th1723 aislados mediante cell sorfing. Los ratones controles

fueron inyectados con PBS. El peso de los ratones fue evaluado semanalmente.

6.13 Reactivacion de linfocitos Th17 in vitro

Linfocitos Th177ere1 © Th17w23 fueron aislades mediante cell sorting y
resuspendidos en medio de cultivo IMDM. Los linfocitos Th17 se cultivaron en placas
de 96 pozos de fondo plano a una densidad de 100.000 linfocitos Th17 por pozo en
200 pUL de medio de cultivo. Las células se reactivaron de forma policlonal con
anticuerpos contra CD3 (adherido a placa) y CD28 (soluble) a una concentracion de
2ug/mL, en presencia o ausencia de TGF-f1 (2 ng/mL), IL-27 (20 ng/mL) e IL-21 (50
ng/mL) o con TGF-$1 (2 ng/mL), IL-27 (20 ng/mL) e I1L-21 (50 ng/mL) en presencia o
ausencia de ATP 50 pM (Sigma-Aldrich) y del inhibidor de CD39 ARL67156 (Sigma-
Aldrich) a una concentracion de 250 pM. Luegoe de 3 dias se recuperaron los

sobrenadantes y se guardaron a -80°C para ser posteriormente analizados por CBA.

6.14 Analisis de citoquinas por CBA

Células Th17terp1 0 Th1712s se activaron con PMA 0,25 uM (Sigma) e
ionomicina 1 pg/mL (Sigma), a una concentracién de 1 x 10° células/mL en RPMI +
10% FCS, durante 3 horas a 37°C y 5% CO.. Luego de la incubaciodn, se centrifugaron

las células a 600 x g durante 7 minutos a 4°C y se recolecté el sobrenadante.
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Para analizar las citoquinas producidas en el intestino, fragmentos de intestino
de 1 cm de longitud fueron incubados en 1 mL de IMDM + 10% FCS durante 24 horas
a 37°C y 5% CO.. Luego de la incubacién, se recolectd el medio y se centrifugé a 600 x

g durante 7 minutos a 4°C, para posteriormente recolectar el sobrenadante.

Las citoquinas en los sobrenadantes se analizaron mediante el kit CBA Mouse
Th1/Th2/Th17 (BD Biosciences), €l cual detecta 1L-10, IL-17, TNF-a,, IL-4, IL-6, IFN-y e

IL-2. Los limites de deteccion de cada citoquina se especifican en la Tabla 4. La
deteccion de GM-CSF se realizé mediante ELISA, siguiendo las instrucciones del

fabricante (Mouse GM-CSF ELISA Set, BD Biosciences).

Tabla 4. Limite de deteccion del kit CBA Mouse Th1/Th2/Th17

Citoquina Limite de deteccién (pg/mL)

IL-2 0,1

IL-4 0,03
IL-6 1,4
[FN-y 0,5
TNF-o 0,9
IL-17 0,8

IL-10 16,8
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6.15 Analisis estadistico

Los datos son presentados como el promedio x el error estandar. Los analisis
estadisticos de la intensidad media de fluorescencia (IMF) y porcentaje de células se
realizaron con el test no paramétrico de Mann-Whitney, o el test paramétrico t-Test si
las muestras seguian una distribucién normal, lo que se evalud mediante el Test de
Shapiro-Wilk. Para el anélisis estadistico de las concentraciones de citoquinas en los
intestinos se utilizé el test de Kruskal-Wallis con post test de Dunn. Para el analisis
estadistico de las curvas de peso entre distintos tratamientos o sobrevida a ATP se
utilizé un analisis de ANOVA de 2 vias con correccion de Bonferroni. Todos los analisis
se realizaron con el programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego,
CA, EUA). En todos los casos se considera la significancia con un valor de p < 0,05. (*

< 0,05, ** < 0,01, ** < 0,001).
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7. Resultados

7.1 Generacién in vitro de linfocitos Th17+erp1 y linfocitos Th17.23

Se ha demostrado que la adicién de IL-6 y TGF-B1 durante la diferenciacion de
células Th17 induce la expresion de CD39 y CD73 en estas células (Chalmin y col.,
2012). Estos autores demostraron ademas que el cultivo de linfocitos T CD4+ en
ausencia de TGF-B1 y en presencia de IL-6, IL-1B e IL-23 induce la generacién de
linfocitos Th17 que no expresan las ectonucleotidasas CD39 y CD73 (Chalmin y col.,
2012). Sin embargo, en nuestras manos, el porcentaje de células Th17 que se generan
en ausencia de TGF-B1 es muy bajo (alrededor de un 10%). Por otra parte, se ha
descrito que TGF-B3 es capaz de inducir un perfil patogénico o inflamatorio en [os
linfocitos Th17, caracterizado por una mayor expresion del receptor de IL-23 (Lee y
col., 2012). En este trabajo desarrollamos un protocolo para producir células Th17 con
diferentes niveles de expresién de CD39 y CD73 realizando dos rondas de activacion.
En una primera etapa de activacion, las células se diferenciaron por 4 dias en
presencia de TGF-B1 o TGF-B3 para generar células Thi17rgrps 0 Th17L2s,
respectivamente. En una segunda etapa de activacion, las células se mantuvieron por
3 dias, en presencia de TGF-B1 e IL-6 para generar células Th17+er.p1, mientras que
las células Th17i.23 se obtuvieron en ausencia de TGF-B3, pero en presencia de IL-6,

IL-1B e IL-23 {\Ver tablas 1 y 2 de la seccién de materiales y métodos).

En la Fig. 1A se muestra que ambos protocolos generan células productoras de

IL-17 sin que existan diferencias significativas entre linfocitos Th177qre: v linfocitos
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Th1712s en la produccion de IL-17 (Fig. 1B). Al analizar la expresion de las
ectonucleotidasas CD39 y CD73 (Fig. 1C) observamos que todos los linfocitos Th17+er
a1 expresan CD73, y cerca de un 75% de las células expresa CD39. En el caso de los
linfocitos Th17n-23, aproximadamente un 60% de las células no expresa CD39 ni CD73
y solo un 6% de las células expresa ambas moléculas. Por lo tanto, la diferenciacién en
presencia de TGF-B1 e IL-6 favorece la generacién de linfocitos Th17 con altos niveles
de expresién de CD39 y CD73, mientras que la diferenciacién en presencia de IL-6, IL-

1B e IL-23 favorece la generacién de linfocitos Th17 con bajos niveles de expresién de

CD39 y CD73.
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Figura 1. Las células Th171erp1 0 Th17u.23 generadas in vitro presentan una expresion
diferencial de las ectonucleotidasas CD39 y CD73.

Células T CD4+ aisladas del bazo de un raton IL-17-GFP se activaron por 4 dias con a-CD3 y
a-CD28 en presencia de TGF-81, IL-8, IL-1B y a-IFN-«y o TGF-B3, IL-6, 1L-1f ¥ a-IFN-y.
Postericrmente, los linfocitos fueron nuevamente activados durante 3 dias con a-CD3 y a-CD28
en presencia de TGF-B1 e IL-6 para generar Th1716rp1 0 en presencia de IL-6, IL-1B8 e IL-23
para generar Th17w23. (A) Andlisis por citometria de flujo de la expresion de IL-17-GFP en las
células diferenciadas in vifro segin los protocolos. Figura representativa de 12 experimentos
independientes. (B) Porcentaje de células productoras de IL-17 (CD4+ 1L-17-GFP+) generadas
en cada condicion de diferenciacion (n=12}). (C) Analisis de [a expresion de CD39 y CD73 en las
células Th17 (CD4+IL-17-GFP+). Figura representativa de 7 experimentos. (D) Comparacion de
la intensidad media de fluorescencia (IMF) de CD38 y CD73 en las células Th17 (CD4+IL-17-
GFP+) (n=7). Los datos en B y D se muestran como la media £ SEM. ***p<0,001; t-Test.
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7.2 Caracterizacion de los linfocitos Th17rer.p1 © Th17).2; generados in vitro

Para esto evaluamos en los linfocitos Th177erpst ¥ Th1712: los niveles de
expresion de genes que codifican para citoquinas y factores de transcripcién, con el fin
de determinar si estas poblaciones de linfocitos Th17 presentan un perfil regulador o
inflamatorio. L.os andlisis de PCR en tiempo real (Fig. 2) demuesfran que los linfocitos
Th17verp1 ¥ Th1171123 expresan niveles similares de rore, el gen que codifica para el
factor de transcripcion RORyt. Por otra parte, observamos que los linfocitos Th17ter-p1
expresan mayores hiveles de tbx21, el gen que codifica para el factor de transcripcién
T-bet, comparados a linfocitos Th171.23. Respecto a las citoquinas, se observo que los
linfocitos Th177crp1 ¥ Th171L23 expresan niveles similares de los genes que codifican
para IL-17 e IFN-y. Interesantemente, las células Th177erp1 presentan una mayor
expresion de los genes que codifican las citoquinas IL-10 e IL-9, mientras que los
linfocitos Th17..23 expresan mayores niveles del gen que codifica para la citoquina IL-
22. A pesar que no se obtuvieron diferencias significativas, se observa una clara
tendencia de los linfocitos Th17.2s a expresar mayores niveles de los genes que
codifican para la citoquina GM-CSF y granzima B (¢csf2 y gzmb) sugiriendo un fenotipo

inflamatorio de estos linfocitos.
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Figura 2. Expresion relativa del mRNA de factores de transcripcion y citoquinas en
linfocitos Th1776r.p1 Y Th17 123,

Linfocitos Th177erg1 ¥ Th171L25 generados in vitro fueron seleccionados en base a la
expresion de CD4 e [L-17-GFP. Se exirajo el RNA y se cuantificaron los niveles de mRNA de
factores de transcripcion y citoquinas por PCR en tiempo real. Las barras indican la expresion
relativa respecto a la expresion del gen constitutivo gapdh, nonmnalizados respecto a la
expresién en linfocitos T CD4+ virgenes (n=3). Los datos se muestran como la media £ SEM.
*p<0,05; t-Test.

Para confirmar los resultados obtenidos a nivel franscripcional, se estudié la
expresion de diversos factores de transcripcion encargados de la diferenciacion de
diversos linajes de linfocitos T CD4+ mediante citometiia de flujo. Como se puede
observar en [a Fig. 3A y 3B, los linfocitos Th17+1eeg1 ¥ los linfocitos Th17\.23 expresan
niveles similares del factor de transcripcisn RORyt, descrito como el factor de

transcripcion maestro para la diferenciacidn de los linfocitos Th17 (Ilvanov y col., 2006).

Interesantemente observamos que los linfocitos Th17+7crp1 expresan el factor de
transcripcién T-bet (Fig. 3A y 3B), caracterizado como el factor de transcripcion
maestro encargado de la diferenciacion de los linfocitos a Th1 (Szabo y col., 2000), a
diferencia de los linfocitos Th17..2s. Por otra parte, no se observd expresiéon de los

factores de transcripcion GATA-3 y Foxp3 en los linfocitos Th17\..23 ni Th17+7erp1 (Fig
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3A y 3B). GATA-3 y Foxp3 han sido descritos como los factores de transcripcién
maestros encargados de la diferenciacion de los linfocitos Th2 y Treg, respectivamente

(Zheng y Flavell, 1997; Fontenot y col., 2005).
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Figura 3. Analisis mediante citometria de flujo de los factores de transcripcion RORyt, T-
bet, GATA-3 y Foxp3 en las células Th17tcrp1y Th17iL23.

Linfocitos Th17tar-g1 y Th17i-23 generados in vifro se activaron durante 4 hrs en presencia PMA,
ionomicina y brefeldina A, para posteriormente analizar mediante citometria de flujo la expresién
intracelular de diversos factores de transcripcion. (A) Histogramas de la expresion de RORyt, T-
bet, GATA-3 y Foxp3 en las células Th17tcrp1 (azul) y Th17i23 (rojo). El histograma gris
corresponde al control negativo o FMO (fluorescence minus one). Figura representativa de 4
experimentos independientes. (B) Comparacion de la intensidad media de fluorescencia (IMF)
de los factores de transcripcion estudiados en las células Th17 (n=4). Los datos en B se
muestran como la media + SEM. *p<0,05; Test de Mann-Whitney.

Luego, analizamos la expresion de moléculas relacionadas con propiedades
inflamatorias de los linfocitos Th17. Primero evaluamos la expresion del receptor de
quimioquina CCRS, el cual esta involucrado en la migracion de los linfocitos Th17 hacia
sitios inflamados e intestino (Hirota y col., 2007; Wang y col., 2009). La Fig. 4A
muestra que, tanto los linfocitos Th17rges1  como los linfocitos Th17i.2s expresan

CCR6. Sin embargo, a pesar de no obtener una diferencia estadisticamente
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significativa, se observa que un mayor porcentaje de linfocitos Th17i.2s comparado a

Th17verp1, expresan CCR6 (Fig. 4B).
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Figura 4. Expresién de CCR6 en los linfocitos Th177grp: Y Th171L23.

Linfocitos Th17vcr-a1 y Th17:2s fueron generados in vifro y posteriormente analizados mediante
citometria de flujo. (A) Andlisis de [a expresién de CCRS6 en los linfocitos Th177er.p1 ¥ Th171-23.
Figura representativa de 6 experimentos independientes. (B) Porcentaje de células CCR6+
(CD4+ IL-17-GFP+) en cada condicion de diferenciacién (n=6). Los datos en B se muestran
como la media + SEM. Test de Mann-Whitney.

En segundo lugar analizamos [a produccion de la citoquina GM-CSF en los
linfocitos Th17+veept ¥ Th17im23, ya que la produccién de esta citoquina se ha
relacionado con la capacidad inflamatoria de los linfocitos Th17 (El-Behi y col., 2011).
En la Fig. 5A y 5B se muestra que un mayor porcentaje de linfocitos Th17,.23 produce

GM-CSF comparado a los linfocitos Th177ce-p1.
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Figura 5. Produccion de GM-CSF por los linfocitos Th17rae.p1 y Th171L23.

Linfocitos Th17+var-p1 ¥ Th17123 fueron generados in vifro y posteriormente activados con PMA,
ionomicina y brefeldina A. Determinacion intracelular de GM-CSF analizado mediante citometria
de flujo. (A) Andlisis de la produccién de GM-CSF en los linfocitos Th17terg1 y Th171-23. Figura
representativa de 5 experimentos independientes. (B) Porcentaje de células GM-CSF+ (CD4+
IL-17-GFP+) en cada condicion de diferenciacion (n=5). Los datos en B se muestran como la
media + SEM. *p<0,01; Test de Mann-Whitney. '
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Luego, se determiné la secrecién de citoquinas por parte de los linfocitos
Th177eep1 Y Th171-23 luego de la activacion con PMA e ionomicina por 3 horas. En la
Fig. 6 se puede observar que los linfocitos Th17,.23 secretan mayores cantidades de 1L~
17 que los Th17+crp1, a pesar de que ambos tipos de células expresan cantidades
similares del mensajero de 1L-17 (Fig. 2). De forma similar a lo obtenido a nivel
transcripcional (Fig.2) y de proteina (Fig.5), se observé una mayor secrecion de GM-
CSF por los linfocitos Th17.23. Ademas, se observé que los linfocitos Th17y.23 secretan
mayores cantidades de IL-2 y TNF. Por ofra parte, los linfocitos Th177er.p1 secretan
mayores cantidades de IL-10, lo que concuerda con la mayor cantidad de mensajero
de IL-10 observada en los linfocitos Th17verp1 (Fig. 2). En relacién a la produccién de
IFN-y e IL-4, no se observaron diferencias entre ambos fipos de linfocitos Th17.
Ademas, los bajos niveles de produccion de IFN-y por ambos tipos de células
concuerda con los bajos niveles del mensajero para IFN-y (Fig. 2), tanto en los

linfocitos Th17+varp1 linfocitos Th17)-zs.

En conjunto, estos resultados muestran que los linfocitos Th17 generados in
vitro presentan diferentes caracteristicas. Mientras que los linfocitos Th17ter.p1 poseen
un perfil regulatorio caracterizado por la produccion de IL-10, los linfocitos Th17i.2;
presentan un perfil inflamatorio caracterizado por la produccion de altas cantidades de

GM-CSF.
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Figura 6. Los linfocitos Th17n23 secretan mayores cantidades de citoquinas
proinflamatorias que los linfocitos Th17+ce.p1.

Linfocitos Th17+er.p1 ¥ Th171-23 fueron seleccionados en base a la expresion de CD4 e IL-17-
GFP. Posteriormente fueron estimuladas con PMA e ionomicina durante 3 horas. Las
concentraciones de las citoquinas en los sobrenadantes fueron determinadas mediante CBA
utilizando el kit Th1/Th2/Th17 y GM-CSF se determiné mediante ELISA (n=5). Los datos se
muestran como la media £ SEM. *p<0,05, **p<0,01; Test de Mann-Whitney.

7.3 Los linfocitos Th17+crp1 generados in vitro producen adenosina

La funcion principal de las ectonucleotidasas CD39 y CD73 se relaciona con su
actividad enzimatica. CD39 se encarga de hidrolizar el ATP y ADP hacia AMP,
mientras que CD73 hidroliza el AMP para generar adenosina (Regateiro y col., 2013).
Se ha descrito que la expresion de estas enzimas en los linfocitos Treg, vy la
consecuente produccion de adenosina a partir de ATP, constituye uno de los
mecanismo por el cual estos linfocitos pueden suprimir la repuesta inmune (Deaglio y
col., 2007; Chatterjee y col., 2014). Debido a esto, se analiz6 la actividad enzimatica de

las ectonucleotidasas CD39 y CD73 en los linfocitos Th17.
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Para estudiar la actividad enzimatica de CD39, linfocitos Th17 seleccionados en
base a la expresion de IL-17-GFP y CD4 se incubaron durante una hora en presencia
de 10 uyM ATP y luego los sobrenadantes se analizaron mediante HPLC. Como se
observa en ia Fig.7A, en los sobrenadantes de los linfocitos Th17terp1 Se detectd
mayor presencia de ADP y AMP que en los sobrenadantes de los linfocitos Th17p2s.
Cuando se utilizé el inhibidor de CD39, ARL67156, observamos una disminucion en la
cantidad de ADP y AMP. Al comparar el porcentaje de ATP hidrolizado, se observa que
los linfocitos Th177erps hidrolizan mas ATP que los linfocitos Th17i.2s (50% versus
15%, en promedio), y esta cantidad disminuye a aproximadamente la mitad cuando se

utiliza ARL67156 (Fig. 7B).

Posteriormente, se estudié la actividad enzimatica de CD73. En este caso los
linfocitos Th17 se incubaron en presencia de 10 uM AMP durante una hora y luego los
sobrenadantes se analizaron mediante HPLC. Como se observa en la Fig.7C, sélo en
los sobrenadantes de los linfocitos Th17+¢rp1 Se detecta adenosina. En promedio los
linfocitos Th17vcrp1 hidrolizan 50% de AMP mientras que los linfocitos Th17,.2: solo
hidrolizan alrededor de un 5% (Fig. 7D). Cuando las células se incubaron en presencia
del inhibidor de CD73. APCP, observamos que [a adenosina disminuye casi
completamente. El conjunto de estos resultados indican que los linfocitos Th171erp1
pueden hidrolizar el ATP a adenosina gracias a la expresién de las ectonucleotidasas

CD39 y CD73.
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Figura 7. Los linfocitos Th17vcer.p1 hidrolizan el ATP y AMP a adenosina.

Linfocitos Th171er-p1 y Th171L23 fueron seleccionados en base a la expresion de CD4 e IL-17-
GFP. Posterlormente, se incubaron duranie una hora con 10 pM ATP o 10 pM AMP. Se
recuperaron los sobrenadantes y se analizaron mediante HPLC. (A) Cromatograma de los
sobrenadante de linfocitos Th177erp1 0 Th171-23 incubados con ATP en presencia o ausencia
del inhibidor de CD39 (50 uM ARLB7156). (B) Porcentaje de ATP hidrolizado (n=3-4). (C)
Cromatograma de los sobrenadante de linfocitos Th171erp1 0 Th17123 incubados con AMP en
presencia o ausencia del inhibidor de CD73 (50 pM APCP). (D) Porcentaje de AMP hidrolizado
{n=5). Los datos en B y D se muestran como la media £ SEM. *p<0,05, *p<0,01; Test de Mann-

Whitney.
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7.4 Los linfocitos Th17+crp: SON resistentes a altas concentraciones de ATP

Se ha descrito que la expresién de CD39 en los linfocitos T reguladores (Treg)
permite disminuir los niveles de ATP por debajo de los niveles toxicos, lo que evita la
muerte inducida por ATP. Este efecto ocurriria a través de la sefializacion por el
receptor P2X7 (Aswad y col., 2005). En base a estos antecedes investigamos si la
expresién de CD39 en los linfocitos Th17+erp1 podria otorgarles la capacidad de

sobrevivir a altas concentraciones de ATP.

Para esto comparamos la sobrevida de linfocitos Th17rarp: versus la de
linfocitos Th17\.2s tratados en forma aguda (30 minutos) con altas dosis de ATP (1000
HM). El porcentaje de células Th171cep1 vivas, definidas como negativas para Anexina
V y Pl, es cercana al 100% a concentraciones crecientes de ATP mientras que el
porcentaje de linfocitos Th17)..2; vivos disminuye a un 70% cuando son incubados con
la mayor dosis de ATP (1000 puM) (Fig. 8B). Estos resultados indican que la expresion

de CD39 en los linfocitos Th17 les permite sobrevivir a altas concentraciones de ATP.
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Figura 8. Los linfocitos Th171qrp1 Sobreviven en ambientes ricos en ATP.

Linfocitos Th171arp1 ¥y Th171L.23 fueron seleccionados en base a la expresion de CD4 e IL-17-
GFP. Las células se incubaron durante 30 minutos con diversas conceniraciones de ATP y
posteriormente se analizé la sobrevida mediante el marcaje Anexina V y Pl. (A} Analisis de la
expresion de Anexina V y Pl en los linfocitos Th17verg1 y Th17w-23 incubadoes con ATP. Figura
representativa de 3 experimentos independientes. (B} Porcentaje de células vivas (Anexina V -,
Pl -) respecto a la condicién contral (n=3) **p<0,01; Test Anova de 2 vias.

7.5 Los linfocitos Th17,...; son mas patogénicos que los linfocitos Th171cr.p1

Los linfocitos Th17 han sido descrito como células altamente inflamatorias, por
lo que han sido relacionados con una variedad de enfermedades autoinmunes e
inflamatorias (Fujino y col., 2003; Korn y col., 2009: Miossec y col., 2009; Yang y col.,

2009). Por lo tanto en este trabajo evaluamos el potencial inflamatorio de los linfocitos
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Th171cep1 v de los linfocitos Th1712s en un modelo de colitis inducida en ratones
inmunodeficientes (Rag™). Los ratones Rag™” carecen de linfocitos T y linfocitos B, por
lo tanto la inyeccion de linfocitos T produce una excesiva proliferacion y secrecion de
citoquinas por parte de los linfocitos T transferidos, provocando una masiva inflamacion

en el intestino (Zenewicz y col., 2008).

Como se puede observar en la Fig.9, los ratones Rag™* inyectados con linfocitos
Th17+7erp1 cOmienzan a bajar de peso a partir de la semana 2 luego de transferidos los
linfocitos, pero a partir de la semana 4 [os ratones son capaces comenzar a recuperar
su peso hasta alcanzar valores cercanos al 100% del peso original. Por el contrario, los
ratones Rag* inyectados con linfocitos Th17i.23 comienzan a bajar de peso desde la
semana 3 luego de transferidos los linfocitos, lo que ocurre de forma crénica, sin gue
los ratones sean capaces de recuperar su peso dentro de las semanas en que se
evalud el peso (Fig 9). Esto indicaria que los linfocitos Th172; tienen un mayor

potencial inflamatorio que los linfocitos Th17rer-p1.
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Figura 9. Potencial inflamatorio de los linfocitos Th17)_.23.

Ratones Rag™ fueron inyectados con 1,3x10° linfocitos Th17terpt o linfocitos Th17iL23
seleccionados en base a la expresion de CD4 e IL-17-GFP. Los ratones controles fueron
inyectados con PBS. Se evalud la pérdida de peso semanalmente (n=5-8). Los resultados se

muestran como la media + SEM. * Th177crp1 vs Th17i23; * PBS vs Th171cre1; ® PBS vs Th17i
23. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001; Test Anova de 2 vias.

7.6 La transferencia de linfocitos Th17vgr.p1 Y Th17,.23 induce la produccion de IL-

10 y citoquinas pro-inflamatorias en el intestino de ratones Rag™

Con el objetivo de determinar el nivel de inflamacién intestinal de los ratones
Rag™ inyectados con linfocitos Th17+1crp1 0 linfocitos Th17,..23 se analizé la produccion
directa de citoquinas en fragmentos de intestino delgado. Para esto se sacrificaron los
ratones y se disecté el intestino, el que luego fue incubado en IMDM + 10% FCS
durante 24 hrs y en este liquido se evaluaron citoquinas mediante un kit de CBA. Como
se puede observar en la Fig. 10, se detectaron citoquinas en los sobrenadantes de los
fragmentos de intestino de los ratones Rag” inyectados con linfocitos Th17+ce-g1 0
linfocitos Th17,..25, mientras que en los ratones inyectados con PBS (control) no se
detectaron citoquinas. En los fragmentos de intestino de los ratones Rag’ inyectados

con linfocitos Th17+ers1 como con linfocitos Th17,.2: se observaron, en promedio,
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niveles similares de IL-17 (Fig. 10). Respecto a las ofras citoquinas analizadas, se
observé que en los fragmentos de intestino de los ratones Rag” inyectados con
linfocitos Th17+cr.p1 habian mayores niveles de IL-10, IFN-y, TNF, IL-6 y GM-CSF, sin
embargo, no se observaron diferencias estadisticamente significativas.
Interesantemente, las mayores cantidades de 1L-10 en el tejido intestinal de los ratones
Rag™ inyectados con linfocitos Th17+crp1 podria explicar la recuperacion del peso del
en estos ratones, esto debido a que [a IL-10 ha sido descrita como una citoquina con

propiedades anti-inflamatorias (Moore y col., 2001).
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Figura 10. La mucosa intestinal de ratones Rag” inyectados con linfocitos Th17vcr-p1
producen IL-10 y citoquinas proinflamatorias.

Fragmentos de intestino de los ratones Rag* inyectados con linfocitos Th171erp1 © linfocitos
Th171-23 fueron incubados durante 24 horas en medio IMDM + 10% FCS. La concentracion de
las diferentes citoquinas en los sobrenadantes fue determinada mediante CBA utilizando e} kit
Th1/Th2/Th17. La concentracion de GM-CSF se determind mediante ELISA (n=6). Los datos se
muestran como la media + SEM. *p<0,05; Test de Kruskal-Wallis.
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7.7 Los linfocitos Th17 se transforman en células productoras de IL-10 e IFN-y

luego de ser transferidas a ratones Rag™

Se ha descrito que los linfocitos Th17 son capaces de diferenciarse hacia
células productoras de IL-10 durante el transcurso de una respuesta inmune (Gagliani
y col., 2015). Por oira parte, se ha descrito que los linfocitos Th17 son capaces de
convertirse en células productoras de IFN-y (Muranski y col., 2008). Debido a esto,
estudiamos si los linfocitos Th171erp1 0 los linfocitos Th17,.23 pueden transformarse
en el intestino en células productoras de IL-10 e IFN-y al ser trasferidos en los ratones

Rag*.

Como se observa en la Fig. 11, 42 dias post transferencia sélo un pequefio
porcentaje de células Th17 transferidas continta produciendo 1L-17 (8% dfa los Th17-
23 ¥ 6% de los Th177arp1). Interesantemente, solo se ve produccion de IL-10 en los
linfocitos del intestino de los ratones Rag” inyectados con linfocitos Th17+erp1 (Fig.
11A). A pesar de que el porcentaje es bajo (1%), este resultado se correlaciona con la
mayor cantidad de IL-10 detectada en los sobrenadantes de los -fragmentos de

intestino de los ratones Rag* inyectados con linfocitos Th17+er-p1 (Fig. 10).

Por ofra parte, se observé que la mayor parte de los linfocitos, ya sea linfocitos
Th177erp1 como linfocitos Th17i123, dieron origen a células productoras de IFN-y.
Alrededor de un 50% de los linfocitos del intestino de los ratones inyectados con
linfocitos Th17ters1 producen IFN-y, mientras que solo un 34% de los linfocitos del

intestino de los ratones inyectados con linfocitos Th171.23 produce IFN-y (Fig. 11B).
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Figura 11. Los linfocitos Th17 transferidos a ratones Rag”’ se transforman en células

productoras de IL-10 e IFN-y.

Ratones Rag™ fueron inyectados con 1,3x10°% linfocitos Th17terpt o linfocitos Th17imzs
seleccionados en base a la expresion de CD4 e [L-17-GFP. Al dia 43 se procesaron los ratones
y se aislaron los linfocitos de la [Amina propla. (A) Analisis de la expresion de IL-17-GFP e IL-10
en las células transferidas {(en una gate CD3+ CD4+). (B) Analisis de la expresion de IL-17-GFP

e IFN-y en las células transferidas {en una gate CD3+ CD4+),

7.8 La inhibicion de CD39 disminuye la secrecion de IL-10 en los linfocitos Th17

al ser reactivados in vitro en presencia de ATP

Se ha descrito que TGF-1 serfa una citoquina clave en la diferenciacion de los
linfocitos Th17 hacia células productoras de IL-10 (Gagliani y col., 2015). Por otra
parte, se ha descrito que las citoquinas IL-27 e IL-21 inducen la produccién de IL-10 en
linfocitos T CD4+ y CD8+ (Spolski y col., 2009; Apetoh y col., 2010). Debido a esto, se
decidié reactivar a los linfocitos Th17 en presencia de estas citoquinas con el fin de
evaluar la produccion de IL-10. En [a Fig.12 se puede observar que los linfocitos

Th171erp1 secretan mayores cantidades de IL-10 que los linfocitos Th17..2; al ser
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reactivados solo con a-CD3 y a-CD28. Al incubar las células con un coctel de
citoquinas compuesto de TGF-B1, IL-21 e IL-27 se observa un aumento en la cantidad
de IL-10 secretada por los linfocitos Th171er.p1, @ diferencia de lo que ocurre con los
linfocitos Th171.23 (Fig. 12). Estos resultados confirman que los linfocitos Th177cep1

poseen un perfil mas regulatorio que las células Th17)..z;.

Por otra parte, se ha descrito que la deplecién del ATP por CD39 favorece la
produccion de IL-10 en los linfocitos Tr1 (Mascanfroni y col., 2015). En esta tesis
investigamos si [a presencia de CD39 favorece la secrecion de IL-10 en los linfocitos
Th17. Por lo tanto, reactivamos los linfocitos Th171erpt 0 Th17,.23 in vitro con una
mezcla de citoquinas (TGF-B1, IL-27 més IL-21) que favorece la produccion de IL-10,
en presencia de ATP y del inhibidor de CD39. Como se puede observar en la Fig. 12,
la adicién del inhibidor de CD39 (ARL67156) o de ATP disminuyen levemente la
cantidad de IL-10 secretada por los linfocitos Th17+er.g1, aunque las diferencias no son
estadisticamente significativas. Sin embargo, cuando se inhibe CD39 en presencia de
ATP disminuye de forma significativa la cantidad de IL-10 secretada por los linfocitos
Th171arp1, o que confirmaria que el ATP extracelular inhibe la produccién de IL-10 en
los linfocitos Th17. Interesantemente, los niveles de IL-10 secretados por los linfocitos
Th17y.25 son muy inferiores a los producidos por los linfocitos Th177erp1 €n todos las
condiciones, lo que podria explicarse por los bajos niveles de CD39 que expresan los

linfocitos Th17\23. Estos resultados confirman que CD39 tendria un rol fundamental en

la produccién de IL-10 por los linfocitos Th17 en ambientes ricos en ATP.
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Figura 12. La inhibicién de CD39 disminuye la secrecién de IL-10 en los linfocitos
Th17+cr.p1 al ser reactivados in vifro en presencia de ATP,

Linfocitos Th177erp1 ¥ Th17i23 fueron seleccionadas en base a la expresion de CD4 e IL-17-
GFP. Las celulas se reactivaron in vitro con a-CD3 y a-CD28 mas las citoquinas TGF-81, IL-27
e IL-21, en presencia o ausencia de 50 UM ATP y 250 UM del inhibidor de CD39, ARL67156.
Luego de 3 dias se recuperd e! sobrenadante y se analiz6 las concentraciones de IL-10
mediante CBA utilizando el kit Th1/Th2/Th17. Los datos se muestran como la media + SEM

(n=4). Test Anova de medidas repetidas.

47




8. Discusion

Los linfocitos Th17 han sido caracterizados como células con propiedades
inflamatorias que cumplen un rol fundamental en la respuesta inmune de las mucosas
contra infecciones producidas por hongos y bacterias extracelulares (Ouyang y col.,
2008; Khader y col., 2009). Desde su descubrimiento se ha estudiado el rol de los
linfocitos Th17 en una variedad de enfermedades autoinmunes e inflamatorias, como
psoriasis, artritis reumatoide, esclerosis muitiple y asma (Korn y col., 2009), donde se
les ha asignado un rol patogénico. Sin embargo, nuevos estudios sugieren que los
linfocitos Th17 son capaces de transformarse en células productoras de IL-10,

limitando de esta forma la inflamacion (Gagliani y col., 2015).

Se ha descrito que dependiendo de las citoquinas utilizadas al momento de la
diferenciacion in vitro de los linfocitos Th17, estos presentan diferente expresion de las
ectonucleotidasas CD39 y CD73 (Chalmin y col, 2012). La hidrélisis de ATP
extracelular por CD38 y CD73 (Regateiro y col., 2013) permite ia generacién de
adenosina, una molécula con propiedades inmunosupresoras (Huang y col., 1897).
Recientemente se describié que la expresion de CD39 es importante para la
produccion de IL-10 por los linfocitos Tr1 (Mascanfroni y col., 2015). Por ofra parte se
ha demostrado que la deplecién del ATP extracelular por CD39 favorece la expresion
del factor de transcripcién AHR, el cual induce la produccion de IL-10 (Apetoh y col.,
2010). Estos antecedentes nos llevaron a plantear que las ectonucleotidasas CD39 y
CD73 podrian tener un rol importantes en la transformacién de los linfocitos Th17 a

células productoras de IL-10.
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Para determinar si la expresion de las ectonucleotidasas se relaciona con la
capacidad de producir IL-10, en este trabajo utilizamos diferentes cocteles de
citoquinas y generamos dos tipos de linfocitos Th17: linfocitos con una alta expresién
de CD39 y CD73, que llamamos linfocitos Th17+cr.p1, ¥ linfocitos con baja expresién de
CD39 y CD73, que llamamos linfocitos Th17,..23. Ambos protocolos generan el mismo
porcentaje de células productoras de IL-17. Analizamos en ambos tipos de linfocitos
Th17 la expresion de RORyt, factor de transcripcién maestro caracteristico de este
linaje (lvanov y col., 2006), y ambas poblaciones celulares expresan niveles similares

de este factor de transcripcion.

Para confirmar el linaje de los linfocitos Th17 analizamos por citometria de flujo
y PCR en tiempo real la expresion de factores de transcripcién maestros para otros
linajes de linfocitos T. Estos andlisis demostraron que los linfocitos Th171ers1 €xpresan
el factor de transcripcion T-bet que es el factor de transcripcién maestro de la
diferenciacion de los linfocitos Th1 (Szabo y col., 2000). Esto concuerda con resultados
de la literatura que demuestran que los linfocitos Th17 pueden expresar T-bet al ser
diferenciados en presencia de bajas dosis de TGF-B1, o al ser diferenciados con TGF-
B1 e IL-6 y re-estimulados en presencia de bajas dosis de TGF-B1 (Yang y col.,
2009b). Por ofra parte, ni [os linfacitos Th171.22 ni los linfocitos Th17+cr51 expresan
GATA-3, el factor de transcripcién maestro de los linfocitos Th2 (Zheng y Flavell, 1997),
ni Foxp3, el factor de transcripcion maestro de los linfocitos Treg (Fontenot y col.,

2005).

Los linfocitos Th17 se caracterizan principalmente por secretar IL-17, sin

embargo, esta no es la unica citoquina que producen. Se ha descrito que los linfocitos
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Th17 son capaces de secretar IL-17F, IL-21, 1L-22, GM-CSF, y potencialmente TNF-a
e IL-6 (Korn y col., 2009). Evaluamos la produccién de IL-17 de los linfocitos Th171arp
y los linfocitos Th17..25 y encontramos que los linfocitos Th17.2s producen mayores
cantidades de IL-17 que los linfocitos Th17+1gr.s1, @un cuando en ambos casos las
células se purificaron por la expresién de IL-17-GFP. Cabe destacar que ambos tipos
de linfocitos Th17 expresan los mismos niveles del RNA mensajero para IL-17,
sugiriendo que la produccion de IL-17 necesita modificaciones postranscripcionales
que no ocurren en los linfocitos Th177er-p1 © que el mensajero para IL-17 podria estar
siendo degradado. Interesantemente observamos que los linfocitos Th17verp: secretan
IL-10 mientras que los linfocitos Th17.2: no producen esta citoquina. Ademas, los
linfocitos Th177cr.p1 expresan mayores niveles del RNA mensajero de IL-10 e IL-9 que
los linfocitos Th17i.25. Estos resultados concuerdan con datos de la literatura que
muestran que los linfocitos Th17 diferenciados en presencia de TGF-B1 e IL-6
producen IL-10 e IL-9 (McGeachy y col., 2007; Lee y col., 2009; Elyaman y col., 2009)
y aumentan la expresion de genes involucrados en la produccion de IL-10 (Lee y col.,
2012), mientras que la presencia de |IL-23 inhibe la produccién de IL-9 (Elyaman y col.,
2009), lo que explicaria por quée los linfocitos Th17\.2s no producen IL-9. Por ofra parte,
los linfocitos Th172: producen GM-CSF, lo que se relaciona directamente con la
presencia de la [L-23 y del TGF-B3 en la generacién de estas células, ya que se ha
descrito que el TGF-B3 es capaz de inducir la expresion del receptor de 1L-23 (Lee y
col,, 2012) y, a su vez, la IL-23 es capaz de inducir la expresién de GM-CSF (Eil-Behi y
col., 2011). Los linfocitos Th17..23 producen ademas TNF e IL-2, citoquinas que han
sido relacionadas con un fenotipo inflamatorio (Esplugues y col., 2011). También se
observé que los linfocitos Th171.2: expresan mayores niveles del RNA mensajero de

IL-22. Esta citoquina se induce en presencia de IL-23 e IL-6 y su expresion se inhibe en
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presencia de TGF-B1 (Zheng y col., 2007; Lee y col., 2009), [o que explicaria por qué

solo los linfocitos Th17,.23 producen esta citoquina.

La expresion de las ectonucleotidasas CD39 y CD73 en los linfocitos Treg y la
consecuente produccion de adenosina han sido descrifos como uno de los
mecanismos de supresion de la respuesta inmune utilizado por estas células (Deaglio y
col., 2007). Sin embargo, en un trabajo anterior nosotros demostramos que los
linfocitos Th17+ar-g1 ¥ los linfocitos Th17\.23 no suprimen la proliferacién de linfocitos T
efectores en ensayos in vitro (Fernandez, 2015). Por ofra parte, la expresion de CD3%
no solo se ha relacionado con la produccién de adenosina, si no que seria importante
para la sobrevida de los linfocitos en ambientes inflamados ricos en ATP. Se ha
descrito que concentraciones de ATP extracelular en el rango milimolar inducen [a
formacién de un macroporo que produce la muerte de las células (Junger, 2011). En
los linfocitos Treg CD39 permite disminuir los niveles de ATP por debajo de los niveles
toxicos, lo que evita la muerte inducida por ATP a través de la sefalizacién por el
receptor P2X7 (Aswad y col., 2005). Mediante un ensayo in vifro demostramos que los
linfocitos Th17+ar-p1, los cuales expresan CD39, son capaces de sobrevivir a altas dosis
de ATP (1000 uM). Por el contrario, dosis de ATP superiores a 100 pM inducen
necrosis en los linfocites Th17i.2s. El conjunto de estos resultados indica que la
expresion de CD39 y CD73 en los linfocitos Th17+1¢e.1 favorece la sobrevida de estas

células en un ambiente inflamatorio.

Por ofra parte, se ha descrito que la deplecién del ATP extracelular por CD39
favorece la produccién de IL-10 en linfocitos Tr1 (Mascanfroni y col., 2015). Ademas,

se ha demostrado que los linfocitos Th17 pueden diferenciarse a células productoras
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de IL-10 durante el transcurso de una respuesta inmune (Gagliani y col., 2015). Estas
evidencias nos llevaron a preguntarnos si existe una relacién entre la expresién de
CD39 y la produccion de IL-10 en los linfocitos Th17+crp1. Para responder a esta
pregunta utilizamos el modelo de colitis inducida por [a transferencia de linfocitos T en
ratones inmunodeficientes (Rag”). Los ratones Rag” carecen de linfocitos T y B, por
lo tanto la inyeccidn de linfocitos T produce excesiva proliferacion de linfocitos T y gran
produccion de citoquinas debido a la ausencia de linfocitos Treg. lo que provoca una
masiva inflamacién en el intestino (Zenewicz y col., 2008). En los ratones Rag”
inyectados con linfocitos Th177cr.p1 S€ observé una menor pérdida de peso que en los
ratones inyectados con linfocitos Th17\.23, lo que indica que los linfocitos Th17.23 son
mas patogénicos que los linfocitos Th177gr.g:. Estos resultados confirman datos de la
literatura donde linfocitos Th17 diferenciados en presencia de 1L-23 inducen colitis de
forma mas severa que los linfocitos Th17 diferenciados en ausencia de IL-23 (Lee y
col., 2009). Estos autores sugieren que la [L-23 tiene un efecto pro-inflamatorio potente
debido a que induce la produccion de IL-17A, la cual tiene una mayor afinidad por el

receptor de IL-17 (IL-17RA) que la IL-17F (Lee y col., 2009).

Para estudiar en nivel de inflamacién en el intestino de los ratones Rag™
inyectados con los linfocitos Th17, se analizaron las citoquinas producidas
directamente en la mucosa intestinal. Tanto en los ratones inyectados con linfocitos
Th1776r.p1 como linfocitos Th17i2: se observaron niveles similares de IL-17.
Interesantemente, se observaron mayores niveles de IL-10 en los intestinos de los
ratones inyectados con linfocitos Th17rcrp1, lo que podria explicar la menor pérdida de
peso en estos ratones. La IL-10 ha sido descrita como una citoquina que tiene un rol

critico limitando las respuestas inflamatorias (Moore y col., 2001). Sin embargo, pese a
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que se observo que los linfocitos Th171crp1 secretan IL-10, no podemos asegurar que
Ja IL-10 producida en la mucosa intestinal de los ratones Rag” provenga de los
linfocitos Th17 transferidos, ya que se ha descrito que la IL-10 puede ser secretada por
otras células, como por ejemplo macréfagos (Moore y col., 2001). Es por esto que se
rastrearon las células Th17 transferidas y se observé su fenotipo. Se observo que,
después de 43 dias, entre un 6-8% de los linfocites T en el intestino producian IL-17.
Esto concuerda con otros trabajos en los que se ha demostrado que los linfocitos Th17
diferenciados in vifro rapidamente pierden la expresion de IL-17 luego de ser
transferidos a ratones inmunodeficientes (Nurieva y col., 2009). Interesantemente, solo
se observd expresion de IL-10 en los linfocitos T provenientes del intestino de los
ratones inyectados con linfocitos Th17+qrp1. El bajo porcentaje de células productoras
de IL-10 se puede deber a la temporalidad de estos experimentos ya que el peak de
produccién de IL-10 podria estar en el momento en que los ratones bajan mas de peso
y no cuando ya se ha resuelto la inflamacion, que es el dia en que se analizaron los

ratones.

Estos resultados nos llevaron a estudiar si los linfocitos Th17 generados in vitro
producen [L-10 al ser reactivados, fratando de emular el experimento de fransferencia
adoptiva realizado en los ratones Rag*. Luego de estimular a los linfocitos Th17
observamos que los linfocitos Th171er1 producen mayores cantidades de IL-10 que
los linfocitos Th17w23. Cuando estimulamos los linfocitos Th177erp1 ¥ los linfocitos
Th17u.23 en presencia de TGF-81, IL-27 e 1L-21, citoquinas que favorecen [a
produccion de IL-10 (Spolski y col., 2009; Apetoh y col., 2010; Gagliani y col., 2015),
observamos que los linfocitos Th17+ge.g1 Secretan mayores cantidades de IL-10 que los

linfocitos Th171.23. Ya que se ha demostrado que la expresion de CD39, promueve la
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expresién de IL-10 a través de la deplecion del ATP (Apetoh y col., 2010; Mascanfroni
y col., 2015), investigamos el papel de CD38 en la produccion de IL-10 por los linfocitos
Th171er-p1 ¥ Th1712a. Para esto realizamos la estimulacién in vitro de los linfocitos
Th17 en presencia ATP y del inhibidor de CD39. Solo se observé una disminucién
signiﬁcativa en los niveles de IL-10 secretados por los linfocitos Th17+erp1 cuando se
incubaron con ATP en presencia del inhibidor de CD39. Estos resultados concuerdan
con datos de la literatura, que demuestran que la presencia de CD39 y la consecuente
deplecién del ATP extracelular favorecen la produccién de IL-10 en los linfocitos T

(Mascanfroni y col., 2015).

Finalmente, estudiamos si los linfocitos Th17 se convierten en células
productoras de IFN-y al ser transferidas a ratones linfopénicos, tal como ha sido
descrito en la literatura (Nurieva y col., 2009). Estos resultados son muy relevantes ya
que se ha demostrado que los linfocitos Th17 son mas colitogénicos que los linfocitos
Th1 al ser transferidos en ratones Rag” (Feng y col., 2011). Efectivamente 43 dias
después de la transferencia adoptiva de Th171ar.1 0 Th17123, un gran porcentaje de
los linfocitos T presentes en el intestino delgado producen IFN-y. Sin embargo, en los
ratones inyectados con linfocitos Th17terp1 S€ produjo una mayor conversion a
linfocitos T productores de IFN-y que en [os ratones inyectados con linfocitos Th17y.23.
Esto sugiere que los linfocitos Th17+sr.s1 Son menos colitogénicos que los linfocitos

Th17,.2a debido a un mayor potencial para transformarse a células productoras de IFN-

Y.
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En resumen, estos resultados indican que las ectonucleotidasas CD39 y CD73
cumplen un rol fundamental en la plasticidad de los linfocitos Th17. La hidrolisis del
ATP extracelular mediada por CD39 y CD73 favoreceria la adquisicién de un fenotipo

anti-inflamatorio productor de IL-10 en los linfocitos Th17.
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9. Resumen de Resultados

Los resultados mas importantes de esta tesis son:

Generamos jn vitro linfocitos Th17 que difieren en la expresién de CD39 y CD73
(alta o baja expresion de CD39y CD73).

Los linfocitos Th17+t¢r.p1, que expresan altos niveles de CD39 y CD73, pueden
hidrolizar ATP a adenosina y esto les permitiria a los linfocitos sobrevivir en
ambientes ricos en ATP.

Los linfocitos Th17+tcrp1 son células con un perfil inmunosupresor debido a que
secretan IL-10 e inducen colitis de forma leve.

Los linfocitos Th17i..2; son células altamente patogénicas que se caracterizan
por secretar GM-CSF e inducir una colitis crénica.

La mucosa intestinal de los ratones Rag” inyectados con linfocitos Th1776r1
produce mayores niveles de IL-10 que la de los ratones inyectados con
linfocitos Th17)L-23.

Los linfocitos Th17+erp1 producen IL-10 e IFN-y in vivo y al ser estimulados in
vifro con TGF-B1, IL-27 e IL-21 producen notablemente mayores cantidades de
[I-10 comparados a linfocitos Th17i.23.

La inhibicién de CD39 en los linfocitos Th171erps disminuye la produccién de IL-

10 al ser estimulados in vitro con TGF-81, IL-27 e IL-21 en presencia de ATP.
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10. Conclusiones

En este trabajo demostramos que las células Th17 generadas con TGF-B1
expresan las ectonucleotidasas CD39 y CD73, gracias a lo cual hidrolizan el ATP
extracelular y sobreviven en ambientes inflamados ricos en ATP. A su vez [a hidrélisis
de ATP produce adenosina y favorece la generacién de un ambiente inmunosupresor
que disminuye la inflamacién. Interesantemente, la adicién de TGF-B1 durante la
diferenciacion de los linfocitos Th17 favorece la transdiferenciacion hacia células
producioras de IFN-y e IL-10. Por lo tanto es posible sugerir que la hidrolisis del ATP

podria contribuir en el proceso de plasticidad de los linfocitos Th17.
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12. Anexo

Los resultados presentados en esta tesis fueron publicados en la revista PLoS
ONE, en el articulo FPurinergic Signalfing as a Regulator of Th17 Cell Plasticity (2016)
PLoS ONE 11(6):e0157889, el cual se adjunta a continuacion.
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Abstract

T helper type 17 (Th17) lymphocytes, characterized by the production of interleukin-17 and
other pro-inflammatory cytokines, are present in intestinal lamina propria and have been
described as important players driving intestinal inflammation. Recent evidence, supporting
the notion of a functional and phenotypic instability of Th17 cells, has shown that Th17 dif-
ferentiate into type 1 regulatory (Tr1) T cells during the resolution of intestinal inflammation.
Moreover, it has been suggested that the expression of CD39 ectonucleotidase endows
Th17 cells with immunosuppressive properties. However, the exact role of CD39 ectonu-
cleotidase in Th17 cells has not been studied in the context of intestinal inflammation. Here
we show that Th17 cells expressing CD39 ectonucleotidase can hydrolyze ATP and survive
to ATP-induced cell death. Moreover, in vitro-generated Th17 cells expressing the CD39
ectonucleotidase produce IL-10 and are less pathogenic than CD39 negative Th17 cells in
a model of experimental colitis in Rag” mice. Remarkably, we show that CD39 activity regu-
lates the conversion of Th17 cells to IL-10-producing cells in vitro, which is abrogated in the
presence of ATP and the CD39-specific inhibitor ARL67156. All these data suggest that
CD39 expression by Th17 cells allows the depletion of ATP and is crucial for IL-10 produc-
tion and survival during the resolution of intestinal inflammation.

Introduction

T helper 17 (Th17) cells play a fundamental protective role against infections caused by fungi
and extracellular bacteria [1,2]. Th17 cells have been associated with inflammation and the
pathogenesis of several autoimmune diseases in mice and humans [1], such as experimental
autoimmune encephalomyelitis (EAE) [3], experimental colitis [4,5] and human inflammatory
bowel disease (IBD) [6-10].
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Th17 cells are endowed with remarkable functional plasticity, being able to differentiate into
Th cells in lymphopenic hosts, during EAE and in antitumor immune responses [11-15]. Some
groups have also reported the presence of IFN- v -producing Th17 cells in humans and patients
with Crohn'’s disease [16,17]. Th17 cells can also differentiate into IL-10-producing cells during
the resolution of inflammation [18-20]. Interestingly, using fate mapping mouse models, Flavell
and colleagues have recently demonstrated that in the course of an inflammatory immune
response, Th17 cells can transdifferentiate into type 1 regulatory T (Tr1) cells [21].

Two distinct types of Th17 cells have been defined: pathogenic or encephalitogenic Th17
cells and the so-called non-pathogenic Th17 cells. Some reports have demonstrated that Th17
cells generated with TGF-PB1 and IL-6 are not pathogenic in the setting of EAE [18], whereas
Th17 cells produced with IL-23 and without TGF-p1 are highly pathogenic in the same model
[22-24]. Depending on the experimental setting, different cytokines produced by Th17 cells
seem to drive their effector function. For instance, in tumor immunity, the production of IFN-
¥ by Th17 cells has proved to be determining the potential of Th17 cells to eradicate an estab-
lished tumor [14]. Other studies revealed that the encephalitogenic properties of Th17 cells
depend on GM-CSF production [23,25], whereas IL-10 production has been strongly related to
non-pathogenic Th17 cells in EAE [18]. Moreover, IL-10 production by Th17 cells has been
strongly related to the acquisition of regulatory properties by Th17 cells and the resolution of
intestinal inflammation [20,21].

Extracellular ATP (eATP) is a danger signal released by dying and damaged cells, and it
functions as an immunostimulatory signal that promotes inflammation [26,27], eATP can be
sensed by purinergic P2 receptors including the cation-selective receptor channels (P2X) and
metabotropic G protein-coupled receptors (P2Y) [28]. eATP has been shown to engage P2
receptors on T cells to induce Th17 differentiation [29]. On the other hand, high doses of
eATP induces necrotic lysis through P2X7 receptor signaling in T cells [30,31].

CD39 (NTPDase-1) and CD73 (ecto-5"-nucleotidase) ectonucleotidases are two cell-surface
ectoenzymes that dephosphorylate ATP into its metabolites ADP, AMP and adenosine thus
shifting the balance from inflammatory to suppressive microenvironments [32]. Recently, it
has been reported that ATP signaling through P2X7 receptor inhibits the conversion of naive T
cells to Tr1 cells and that CD39 can promote Tr1 differentiation through eATP hydrolysis [33].

It is have been described that Th17 cells generated with TGF-B1 and IL-6 express CD39 and
CD73 ectonucleotidases endowing these cells with the capacity to produce adenosine and pro-
mote immunosuppressive microenvironments [34]. However, the role of CD39 expression in
other aspects such as in depleting eATP to reduce P2X7 receptor-mediated cytotoxicity or pro-
moting the plasticity of this subset of T cells has not been explored. In the current study, we
present a comprehensive comparison of in vitro-generated Th17 cells expressing high and low
levels of CD39 and CD73 ectonucleotidases. We found that Th17 cells generated with TGF-B1
(Th17¢ge_p1) which express the CD39 and CD73 ectonucleotidases and Th17 cells generated
with 1L-23 (Th17;;_,3) which do not express these ectonucleotidases constitute two fundamen-
tally different Th17 subsets, evidenced at the transcriptional level and by the types of cytokines
they secrete. In agreement with their transcriptional profile, Th17 g, cells were significantly
less pathogenic than Th17;; 5 cells in a model of experimental colitis, as they induce a tran-
sient reduction in weight loss in Rag”’” mice and the production of IL-10 in the intestine. Inter-
estingly, Th17 g cells can hydrolyze ATP in a CD39-dependent manner, providing
Th171Gp.a; cells a superior survival capacity when exposed to high levels of ATP. Furthermore,
here we show that Th17-¢.p; cells produce higher levels of IL-10 than Th17;; 5 cells when
reactivated in vitro in the presence of Trl-polarizing cytokines. Finally, we report that CD39
activity is important for IL-10 production by Th17 g, cells since CD39 inhibition using the
specific inhibitor ARL67156 reduced IL-10 production by in vitro re-activated Th17 cells,
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Materials and Methods

Mice

C57BL/6, B6SJL-PTPRC (CD45.1), OT-I1, IL-17-GEP, Ragl™", P2X7R™" mice were purchased
from The Jackson Laboratory. Al mice were kept in an animal facility under standard housing
guidelines. Animal work was carried out under institutional regulations of Fundacién Ciencia
& Vida and was approved lacally by the ethical review commitiee of the Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile.

Generation of Th17 cells

CD4+ T cells were purified from spleens of IL-17-GFP and P2X7R-/- mice, The spleen was per-
fused with RPMI + 10% FCS, and CD4+ T cells were positively selected using anti-CD4 MACS
(Miltenyi Biotec) following the manufacturer’s instructions. CD4+ T cells were cultured in a
96-well flat bottom microplate (0.1 x 10° CD4+ T cells/well) and were activated with plate-
bound a-CD3 (2 pg/ml; clone 145-2Cl11, eBioscience) and a-CD28 (2 pg/ml; clone 37,51) for 4
days in the presence of different cytokine cocktails. To generate Th17ygg.p; cells, CD4+ T cells
were differentiated in the presence of 2 ng/ml recombinant human TGE-B1 (eBioscience), 20
ng/ml recombinant mouse IL-6 (eBioscience), 10 ng/ml IL-1p (eBioscience} and 5 pg/ml of
anti-IFN-y (clone XMG1.2, Biolegend) and then reactivated for another 3 days in the presence
of 2 ng/ml recombinant human TGF-1 (eBioscience) and 20 ng/ml recombinant mouse IL-6
{(eBioscience). Th17y;.55 cells were differentiated in the presence of 2 ng/ml recombinant
human TGF-P3 (eBioscience), 20 ng/ml recombinant mouse IL-6 {(eBioscience}, 10 ng/mi IL-
1 (eBioscience) and 5 pg/mi of anti-IFN-y (clone XMG1.2, Biolegend) and then reactivated in
the presence of 20 ng/ml recombinant mouse IL-6 (eBioscience), 10 ng/ml IL-1J (eBioscience)
and 25 ngfml recombinant mouse IL-23 (Biolegend). Cells were then isolated by cell sorting for
adoptive transfer experiments, RNA extraction, intracellular cytokine staining and flow

cytometry.

Induction of colitis in Rag™ mice

For experimental colitis experiments, 1.3x10° Th17 gz g1 or Th17;; 3 cells were sorted based
on IL-17 production (GFP+) and then transferred into Rag” mice. The body weight was mea-
sured every 2 days. Six weeks after adoptive transfer, the mice were sacrificed, and the entire
colon was removed from cecum to anus. The colon length was measured as an indicator of
inflammation. Clinical score was calculated based on weight loss and colon length. Weight-loss
scores were determined as 0 = 0-2.5% weight loss; 1 = 2.5-5% weight loss; 2 = 5-7.5% weight
loss; 3 = 7.5-10% weight loss; and 4 = >10% weight loss. This score was calculated using the
weight of each mouse at the end point. Each weight data was compared to the average weight
of control group. Colon length scores were determined as 0= no colon size reduction;

1 = 0-5% colon size reduction; 2 = 5-10% colon size reduction; 3 = 10-15% colon size reduc-
tion; and 4 = >15% colon size reduction. This score was calculated vsing colon length normal-
ized by the weight of each mouse. For each mouse, these scores were combined and divided by
two to give an overall clinical score ranging from 0 (healthy) to 4 (maximal colitis).

Analysis of transferred cells in Rag™ mice

Six to eight weeks after adoptive transfer of Th17qgp.p; or Th17yy, 55 cells into Rag-/- mice, the
mice were sacrificed and lymphoid organs and lamina propria were dissected. The cells were
analyzed by flow cytometry to assess the percentage of the transferred cells (CD3+ CD44)
within a lymphoid gate and the production of cytokines by intracellular cytokine staining,
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Intracellular staining and flow cytometry

Cells obtained from lamina propria, lymph nodes and in vitro-generated Th17 cells were re-
stimulated with 0.25 uM PMA (Sigma-Aldrich) and 1 pg/ml ionomycin (Sigma-Aldrich) in the
presence of GolgiPlug (BD Biosciences) for 4 h. Cells were stained with antibodies against the
cell surface markers CD4, CD39, CD73, and then resuspended in a fixation/permeabilization
solution (Cytofix/Cytoperm; BD Pharmingen). Following fixation and permeabilization, the
cells were incubated with antibodies against IFN-v, IL-17 and IL-10 for 30 min at 4°. The cells
were then washed with permeabilization buffer and resuspended in PBS + 2% FCS for FACS
analysis (FACSCanto IT; BD Bioscience). In some cases, Fixable Viability Dye (eBioscience)
was used to discard dead cells from the analysis. Analysis of FACS data was performed using
the FLOWJO software (Tree Star Inc., Ashland, OR).

Cytokine secretion measurements

Th17rgp.a or Th17y, 23 cells were activated for 3 h at 1x10° cells/ml with 0,25 yM PMA
(Sigma-Aldrich) and 1 pg/ml ionomycin (Sigma-Aldrich). After activation, the supernatants
were harvested and analyzed using the mouse Th1/Th2/Thi7 CBA Kit (BD Biosciences), fol-
lowing the manufacturer’s instructions. GM-CSF was analyzed by ELISA using the BD OptEIA
kit {BD Biosciences, 555167).

To analyze the cytokines produced in the intestine of Rag™" mice transferred with Th17 cells,
the intestine was cut into fragments of 1 cm of length and incubated in 1 ml IMDM + 10% FCS
for 24 h at 37°C and 5% CO,. The medium was collected and centrifuged at 600 x g for 7 min.
The supernatant was analyzed using the CBA Kit Mouse Th1/Th2/Th17 (BD Biosciences).

gPCR

Th17 cells were isolated by cell sorting, and total RNA was obtained using EZNA Total RNA
Kit I (€2 Bio-Tek). 1 pg of RNA was reverse transcribed using M-MLYV reverse transcriptase
{Invitrogen). The PCR reaction was performed using Brilliant IT SYBR Green QPCR Master
Mix (Agilent Technologies) in a Stratagene Mx3000P real-time PCR machine. For relative
quantitation, the amplified fragments were normalized according to constitutive transcription
of the housekeeping gene GAPDH. The sequences of the primers used for quantification of
each measured transcript were the following:

rorc forward 5’-CAGAGGAAGTCAATGTGGGA-3,

reverse 5'-GTGGTTGTTGGCATTGTAGG-3";

thx2] forward 5-CCTGTTGTGGTCCAAGTTCAAC-3

reverse 5’-CACAAACATCCTGTAATGGCTTGT-3"

il17a forward 5TTCATCTGTGTCTCTGATGCT-3

reverse 5-AACGGTTGAGGTAGTCTGAG-3’;

il9 forward 5'-CTGATGATTGTACCACACCGTGC-3’

reverse 5’-GCCTTTGCATCTCTGTCTTCTGG-3';

110 forward 5GAAGACAATAACTGCACCCA-3

reverse 5'-CAACCCAAGTAACCCTTAAAGTC-3%

1122 forward 5’GACAGGTTCCAGCCCTACAT-3

reverse >SATCGCCTTGATCTCTCCACT-3

esf2 forward SACCACCTATGCGGATTTCAT-3

reverse SSTCATTACGCAGGCACAAAAG-3;

ifng forward 5GAGCCAGATTATCTCTTTCTACC-3

reverse 5’GTTGTTGACCTCAAACTTGG-3;

grab forward >ATCAAGGATCAGCAGCCTGA-3’
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reverse 5TGATGTCATTGGAGAATGTCT-3%

ahr forward 5-CAGCAGATGCCTITGGTCTTCT-3’
reverse 5’-ATACGCTCTGATGGATGACATCA-3%
cmaf forward 5°-AGCAGTTGGTGACCATGTCG-3
reverse 5-TGGAGATCTCCTGCTTGAGG-3%;

p2rx7 forward 5'-CCAGGAAGCAGGAGAGAACTT-3’
reverse 5-ATCCGTGTTCTTGTCATCCAG-3’;

hprt forward 5-CTCCTCAGACCGCTITTTTGC-3
reverse 5-TAACCTGGTTCATCATCGCTAATC-3%
gapdh forward 5TCCGTGTTCCTACCCCCAATG-3’
reverse 5’GAGTGGGAGTTGCTGTTGAAG-3',

Determination of ATP/AMP hydrolysis by HPLC

The enzymatic activity of CD39 and CD73 was evaluated based on the percentage of hydrolysis
of ATP or AMP respectively by HPLC. Briefly, Th17 cells generated in vitro were diluted in
Hanks’ balanced salt solution (HBSS) and incubated in a 96- well flat-bottom plates at 0.5x10°
cells/well with 10 pM ATP (Sigma-Aldrich) in the presence or absence of the CD39 inhibitor
ARL67156 (Sigma-Aldrich) at a concentration of 50 pM or with 10 yM AMP (Sigma-Aldrich),
with or without the CD73 inhibitor APCP (Adenosine 5-(a,b-methylene) diphosphate)

(50 uM) (Sigma-Aldrich). After 1 b, the cells were harvested, transferred to ice for 15 min, and
then centrifuged at 1000 x g for 10 min. Supernatants were collected and stored at -20°C until
further analysis. HPLC analysis was carried out in a Water Breeze system using an anion
exchanger column (Mono Q; GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK). The mobile phase used
consisted of a linear gradient from buffer A (Tris—HCI 100 mM, pH 7.8) to buffer B (Tris-HCl
100 mM, NaCl 1 M, pH 7.8). The effluent was monitored at 257 nm using an online UV detec-
tor. The column was calibrated using ATP, AMP and adenosine as standards.

Determination of Th17 cell survival in high concentrations of ATP

Th17 cells isolated by cell sorting were resuspended at 1x10° cells/well in HBSS medium, Cells
were cultured in the presence or absence of ATP (100, 500 or 1000 pM) (Sigma-Aldrich) for 30
min at 37°C and 5% CO,. Cells were then harvested and centrifuged at 600 x g for 7 min and
resuspended in 100 pL of Binding Buffer (10 mM HEPES, 140 mM NaCl, 2.5 mM CaCI2, pH
7.4) containing 0.5 UL of Annexin V APC (Biclegend) and 2 pL of propidium iodide {50 pg/
mL} (Sigma). Cells were incubated for 20 min at room temperature and 300 pL of Binding
Buffer was added. Live and dead cells were analyzed by flow cytometry.

Statistical analysis

Data are presented as mean + SEM. Differences between groups were determined using Mann-
Whitney test or two-tailed t-test. Where indicated, differences were analysed using Kruskal-
Wallis or two-way analysis of variance paired with Bonferroni post-tests. Statistical analysis
and graphs were obtained with GRAPHPAD PRISM (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA).

Results

in vitrogenerated Th17 cells expressing high levels of CD39
ectonucleotidase present a regulatory phenotype

To evaluate a putative role of CD39 and CD73 in Th17 cells we generated Th17 cells expressing
high or low levels of these ectonucleotidases, It has been reported that TGF-B1 induces CD39
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and CD73 expression in Th17 cells; however after a second round of restimulation in the
absence of TGF-B1, Th17 cells lose ectonucleotidase expression [34]. For this reason, we gener-
ated Th17 cells using two rounds of activation. Th17 cells expressing high levels of CD39 and
CD73 were generated with TGF-p1, IL-6, and IL-1p, and reactivated in the presence of TGF-1
and IL-6 (Th17gg.p1). Th17 cells expressing low levels of ectonucleotidases were generated
with TGF-PB3, IL-6, and IL-1B, and reactivated in the presence of IL-6, IL-1p, and IL-23
(Th17;.23). As shown in Fig 1A and 1B, a similar percentage of IL-17 producing cells were
obtained in Th17;gp.s; and Th17;; 3 culturing conditions. Accordingly, Th17 gy g, and
Th17,; 25 cells expressed similar levels of RORYt, the master transcription factor of Th17 cells
and neither expressed GATA-3 nor Foxp3 transcription factors. Interestingly, although it has
been reported that Th17 cells generated with IL-23 express higher levels of T-bet than cells gen-
erated with TGF-B1 [24,35], in our setting Th17 6y p; cells expressed higher levels of this mas-
ter transcription factor compared to Th17; 3 cells (Fig 1C and 1D).

Next, we analyzed CD39 and CD73 expression by these in vitro-generated Th17 cells. As
expected, Th17ep; cells acquired high levels of CD39 and CD73 ectonucleotidases expres-
sion whereas Th17; 5 cells presented low expression of both ectonucleotidases (Fig 1E and
LF). A fraction of Th17¢pg, cells (approx. 25%) also expressed significant levels of CD49b
and Lag-3, markers of Tr1 cells [36], whereas a fraction of Th17y; ,; cells only expressed Lag-3.
Although a fraction of Th17pp, cells showed Trl markers, these do not constitute bona fide
Trl cells, since they express RORyt transcription factor and produce IL-17. Although both
Th17 cell subsets expressed CCR6, Th17.p; cells showed lower levels of this chemokine
receptor compared to Th17; , cells (Fig 1G and 1]).

We further investigated the expression of Th17-associated genes in Th17ygp_g; and Th17;; 5
cells. The expression of mRNAs encoding T-bet, IFN-v, IL-9, AHR, c-Maf and IL-10 was higher
in Th17-ggp cells whereas expression of mMRNAs encoding GM-CSF and IL-22 was higher in
Th17;1.25 cells (Fig 2A). Interestingly, following in vitro reactivation, Th17gy.p; cells secreted
higher levels of IL-10, and lower levels of IL-17, GM-CSF, TNF, IL-2 compared to Th17;; ,5 cells
(Fig 2B-2D). Taken together, these results strongly suggest that Th17-;.g, cells rapidly lose
their inflammatory potential and present a regulatory phenotype upon reactivation.

In vitrogenerated Th17 cells expressing high levels of CD39 and CD73
can hydrolyze ATP and survive to ATP-induced death

We next tested the enzymatic activity of CD39 and CD73 ectonucleotidases in Th17 cells. As
shown in Fig 3A-3D, only Th17¢ggp; cells, which express the CD39 and CD73 ectonucleotidases,
can hydrolyze ATP and AMP. Moreover, ATP hydrolysis was partially blocked in Th17rgp g
cells by inhibiting CD39 enzymatic activity using the ecto-ATPase inhibitor ARL67156 while
adenosine production was blocked using the CD73 inhibitor APCP in these cells.

As Th17g.g cells express the CD39 and CD73 ectonucleotidases and produce adenosine,
we tested whether these cells present suppressive capacity in vitro. For this, Th17 ¢z, or
Th17;; 55 cells were sorted based on IL-17-GFP expression and co-cultured with Violet-labeled
CD4+ effector T cells from OT-II mice activated with OV A3,3.330 and antigen presenting cells
for 3 days. As shown in S1 Fig, both Th17y¢g_p and Th17;; 55 cells displayed a low suppressive
capacity only when co-cultured in direct contact with effector cells at high Th17/Teff ratios
(1:1). No suppression was observed when the cells were cultured using transwell chambers (51
Fig), suggesting that soluble factors such as adenosine are not involved in this process.

Since Th171gg.p cells can hydrolyze ATP, we sought to determine whether these cells were
more resistant to ATP-induced cell death. As shown in Fig 3E and 3F, Th17-¢g s, cells were
more resistant than Th17;; 5 cells to rapid cell death induced by high doses of ATP
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CD73 ectonucleotidases (n = 7). (G) CD49b and Lag-3 (n = 4) expression in IL-17-GFP+ Th17 cells. (H) Percentage of CD49b+/Lag-3+ cells and
percentage of CD49b-/Lag-3+ cells in IL-17-GFP+ Th17 cells (n = 4). (| and J) CCR6 expression in IL-17-GFP+ Th17 cells (n = 6). Data are
p_ms_e_nted_a_s mean + S.E.MA *p<0.05 and ***p<0.001 determined by t-test (B and F) or Mann-Whitney test (D, Gandl).

doi:10.1371/journal.pone.0157889.g001

(>500pM). Since both types of Th17 cells express similar levels of the mRNA encoding the
P2X7 receptor (Fig 3G), this suggests that ATP signaling through the P2X7 receptor is reduced
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Fig 3. Th171grg1 but not Th17,.23 cells hydrolyze ATP to adenosine in a CD39-and CD73-dependent manner and
survive in the presence of high doses of ATP. IL-17-GFP+ Th171gr.1 and Th17,,.3 cells were sorted and cultured for 1 hr
with 10 uM ATP in the presence of 50 uM ARL67156 or 50 pM APCP. Supernatants were then analyzed by HPLC to assess (A
and B) ATP and (C and D) AMP hydrolysis (n = 5). (E) Representative FACS analysis of Th17 cell survival (Annexin V-/Pl-) in
the presence of graded doses of ATP. (F) Percentage of Th17 cell survival in the presence of ATP (n = 3). (G) IL-17-GFP
+Th171ars1 and Th17,25 cells were sorted and then analyzed by real-time PCR to assess mRNA encoding P2X7 receptor
(n=4). Data are presented as mean + S.E.M. *p<0.05 and **p<0.01 determined by Mann-Whitney test (B and D), two-way
analysis of variance (F) or t-test (G).

doi:10.1371/journal.pone.0157889.g003

in Th17Gg p1 cells due to CD39 activity. These results also raise the possibility that CD39
expression confers Th17gz_p; cells with a superior survival capacity when faced with toxic
doses of ATP.

In vitrogenerated Th17 cells expressing high levels of CD39
ectonucleotidase convert to IL-10 producing cells during intestinal
inflammation

It has been reported that Th17 cells generated with TGF-B1 and IL-6 are less pathogenic
than Th17 cells differentiated with IL-23 [18]. To evaluate the pathogenicity of our Th17
cells in a model of experimental colitis, we transferred Th17gp.g; or Th17;; 5 cells into
Rag " mice and measured body weight loss and colon length in these mice. As shown in Fig
4A, mice treated with Th17gy_p; cells started losing body weight 3 weeks after adoptive
transfer whereas mice transferred with Th17;; ,5 cells presented a delay in the onset of
weight loss and started losing weight 5 weeks following adoptive transfer. Moreover, Rag "
mice treated with Th17;gp.g, cells presented a transient weight loss and began to recover
by week 5, whereas mice treated with Th17;, 3 cells presented severe weight loss and had
to be sacrificed by 6 weeks after the adoptive transfer (Fig 4A). In agreement with the severe
and persistent weight loss, mice treated with Th17;; ,; cells presented a significant reduc-
tion in the colon length compared to mice receiving PBS (Fig 4B). Although not statistically
significant, mice treated with Th17 g g, cells presented a lower clinical score compared to
mice treated with Th17; ,; cells (Fig 4C). H&E and alcian blue staining of distal colonic
sections revealed severe wall thickening, extensive leukocyte infiltration, and disruption of
intestinal crypts and goblet cells in mice treated with Th17 g5 or Th17;; ,; cells com-
pared to controls (Fig 4D). This suggests that although mice treated with Th17gp; cells
recover and gain weight, the damage to the colon is not reversed in these mice at this time
point.

In agreement with the less severe body weight loss, mice treated with Th17;g. s, cells secreted
higher levels of IL-10 as determined directly in their small intestine compared to mice treated
with Th17y; o5 cells (Fig 4E). We next analyzed the stability of Th17¢g ; and Th17;; 25 cells 6
weeks after adoptive transfer and found that both Th17 cell subsets lost IL-17 production and a
significant fraction of transferred cells produced IFN-y (Fig 4G). Notably, a small fraction of
transferred Th17gg.p cells, but not of Th17y; »; cells, were able to produce IL-10 (Fig 4F). The
differences observed in body weight loss were not due to a differential capacity of of Th17;¢p g,
and Th17); ,; cell subsets to survive or persist in the host, since both populations were found at
similar percentages within spleen, mesenteric lymph nodes and small intestine lamina propria up
to 8 weeks following adoptive transfer into Rag”™ mice (52 Fig). Taken together, these data sug-
gest that Th17ggp; cells are able to induce the production of IL-10 in the intestine of Rag”
mice and can convert into IL-10-producing cells during the recovery from intestinal inflamma-
tion, which may explain the transient weight loss observed in mice treated with Th17¢; g, cells.
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Th17,,_23 cells were transferred to Rag1™ mice. (A) The weight of mice was measured over the course of 6 weeks after adoptive transfer of Th17
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doi:10.1371/journal.pone.0157889.g004
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CD39-mediated ATP hydrolysis is crucial for in vitro Th17 conversion to
IL-10 producing cells

To test the possibility that Th17g.g, cells differentiate into IL-10-producing cells more effi-
ciently than Th17y; »; cells, we reactivated IL-17 (GFP+) Th17 cells with anti-CD3 and anti-
CD28 antibodies for 3 days and evaluated IL-10 production in vitro. As shown in Fig 5A,
Th17ycg-p cells produced higher levels of IL-10 than Th17;; 5 cells following activation.
Moreover, the addition of TGF-B1, IL-21, and IL-27 (an improved cytokine cocktail to stimu-
late IL-10 production and Tr1 cell differentiation) during the reactivation increased the levels
of IL-10 production by Th17 g g; cells.

Since it has been described that ATP inhibits naive T cell conversion to Tr1 cells via P2X7
receptor signaling [33], we tested whether CD39 and ATP hydrolysis is necessary for the con-
version of Th17 cells to Tr1 cells. For this, both subsets of Th17 cells were tested in their ability
to convert to IL-10-producing cells in the presence of Trl polarizing cytokines (TGF-B1/IL-21/
IL-27), ATP and the CD39 specific inhibitor, ARL67156. As shown in Fig 5A, the addition of
ATP reduced the ability of Th17gp.g; cells to produce IL-10 in the presence of ARL67156,
demonstrating that CD39 enzymatic activity is important for IL-10 production. Interestingly,
Th17;; 23 cells generated from P2X7 receptor knockout mice, produced higher levels of IL-10
when compared to Th17y; 3 cells generated from wild-type mice (Fig 5B). These results sug-
gest that CD39 enzymatic activity is crucial for limiting P2X7 receptor signaling in Th17 cells,
promoting the production of IL-10 and the conversion of Th17 cells into Tr1-like cells.
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Fig 5. ATP hydrolysis by CD39 on Th17+qf.; cells promotes their conversion into IL-10-producing
cells. (A) IL-10 production by IL-17-GFP+ Th17+gr.51 and Th17, 25 cells restimulated for 3 days with anti-
CD3 and anti-CD28 antibodies in the presence and absence of Tr1 polarizing cytokines (TGF-$1, IL-21 and
IL-27), 50 M ATP and 250 pM ARL67156. IL-10 production was analyzed by CBA (n = 4). (B) Th17,_o5 cells
from wild-type and P2X7R knockout mice were restimulated for 3 days with anti-CD3 and anti-CD28
antibodies and IL-10 production was analyzed by CBA (n = 3). Data are presented as mean = S.E.M.
*p<0.05; **p<0.01 determined by repeated measures analysis of variance.

doi:10.1371/journal. pone.0157889.9005
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Discussion

Extracellular ATP (eATP) is a danger signal released by dying and damaged cells, and it func-
tions as an immunostimulatory signal that promotes inflammation [26,27]. CD39 and CD73
are two cell-surface ectoenzymes that dephosphorylate eATP into its metabolites, ADP, AMP,
and adenosine, in a tightly regulated process. CD39 catalyzes the conversion of eATP into
AMP, whereas CD73, catalyzes the dephosphorylation of AMP into adenosine [37-39]. The
coordinated action of these ectonucleotidases results in the generation of extracellular adeno-
sine, a molecule known for its immunosuppressive properties [40].

It has been described that the addition of TGF-B and IL-6 during the in vitro differentiation
of Th17 cells induces the expression of CD39 and CD73 ectonucleotidases by Th17 cells [34]
and that tumor-infiltrating Th17 cells may express these ectonucleotidases. Although the
expression of CD39 and CD73 ectonucleotidases has been related to their potential to generate
adenosine and create an immunosuppressive microenvironment [34], they may also serve to
deplete eATP. In this line of evidence, Falk and colleagues have reported that CD39 expression
by Foxp3+ regulatory T cells (Tregs) is involved in eATP depletion and reduces the cytotoxic
effects of this molecule [41]. Thus, CD39 expression may endow Tregs with the capacity to
enter into inflamed sites and mediate immunosuppression by preventing P2X7 receptor-medi-
ated cell death. Our results demonstrate that this mechanism may also be active on Th17 cells,
where ATP-induced cell death is reduced in the population of Th17 cells (Th17-¢gp.g;) express-
ing the CD39 ectonucleotidase. This result puts forward the idea that Th17 cells expressing
CD39 may survive in ATP-rich sites such as an inflamed tissue.

Th17 cells have been defined as a plastic subset of T cells, being able to differentiate into sev-
eral other T cell population during inflammation [42]. We and others have reported that Th17
cells can differentiate into IFN-y-producing cells when transferred into lymphopenic hosts,
during EAE or in a murine melanoma model [11,13-15]. Moreover, Flavell and colleagues
have shown that Th17 cells are also able to differentiate into IL-10-producing Tr1 cells during
the resolution of inflammation and that this population of Tr1 cells present regulatory proper-
ties as they abolished Th17 cell-mediated colitis [20,21]. In this study, we confirmed that Th17
cells generated with TGF-B1 are a highly plastic subset of T helper cells, as they can differenti-
ate into IFN-y-and IL-10-producing cells following transfer into Rag”" mice.

Trl cells constitute an important subset of CD4+ T cells that help to control excessive
inflammatory responses mainly through the production of IL-10 [43]. It has been reported that
AHR and c-Maf transcription factors physically interact enabling the transactivation of the IL-
10 promoter and thus are involved the differentiation of Trl cells [44,45]. Importantly, eATP
and hypoxia have been shown to suppress the generation of Tr1 cells by triggering AHR inacti-
vation through HIF1-o [46]. It has been demonstrated that eATP increases the interaction of
HIF1-0 to ARNT decreasing AHR binding to ARNT [33], resulting in the reduction of the
transcription of AHR controlled genes. Interestingly, the group of Quintana reported that
CD39 expression is important for the production of IL-10 by Trl cells as it allowed the deple-
tion of eATP favoring AHR/ARNT interaction [33]. Based on this evidence, we tested whether
CD39 may also play a role in promoting Th17 cell differentiation into IL-10-producing cells. In
agreement with this hypothesis, Th17 cells expressing the CD39 ectonucleotidase (Th17g.p1)
induce an IL-10-rich microenvironment when transferred in a setting of intestinal inflamma-
tion. Furthermore, Th17 g g, cells produce higher levels of IL-10 compared to Th17;; ;5 cells
when re-activated in vitro. Importantly, in the presence of eATP and the CD39 inhibitor
ARL67156 Th17 g cells reduced their ability to produce IL-10.

Although we demonstrated adenosine production by Th17-g.p; cells, we could not detect a
strong suppressive activity of Th17 cells over effector T cells, which could be due to the strong
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activation stimulus we used to induce effector T cell activation. These results are different from
those reported by the group of Ghriringelli who suggest that adenosine produced by Th17 cells
have a suppressor activity [34]. Our data strongly argue in favor of the idea that CD39 may not
only be involved in generating a suppressive microenvironment, but also may deplete eATP
allowing these cells to survive into inflamed tissues. On the other hand, CD39 expression may
be a determining factor in the differentiation of Th17 cells to Tr1-like cells.

Supporting Information

S1 Fig. Th17 cells delay effector T cell proliferation in a contact-dependent manner.
Proliferation of effector CD4+ T cells during in vitro suppression assays with Th17gg_p or
Th17,y ,3 cells. Th17pp; or Th17;; ;5 cells were sorted based on IL-17-GFP expression and
co-cultured for 3 days at different ratios with Violet-labeled CD4+ effector T cells from OT-II
mice activated with OV A3;3 330 and antigen presenting cells. (n = 3).

(TIF)

82 Fig. Th171gg.g; and Th17;; 5 subsets present similar in vivo persistence. 1.3x10° IL-
17-GFP+ Th17gp_p; and Th17; »5 cells were transferred to Ragl-/- mice and the percentage
of CD4+ CD3+ was analyzed 8 weeks after adoptive transfer in the spleen (A), mesenteric
lymph node (B) and small intestine lamina propria (C) (n = 6-7 mice per group). Data are pre-
sented as mean £ S.E.M.

(TIF)
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