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Resumen

Las células NKT invariantes son linfocitos T no convencionales que expresan un receptor de linfocito
T semi-invariante capaz de reconocer ligandos glicolipidicos presentados en la molécula de
superficie CD1d. El compuesto a-galactosilceramida puede inducir en estas células una respuesta
de citoquinas potente pero diversa. Para desarrollar inmunoterapias mas focalizadas, se han
sintetizado ligandos derivados de aGalCer con modificaciones quimicas para inducir respuestas
inmunes mas especificas. En esta tesis doctoral se investigd la capacidad inmunomoduladora de
ligandos derivados de aGalCer con modificaciones especificas en la cadena esfingosina y el grupo
galactosil en células iNKT, en ratones parcialmente humanizados. Se planted que aquellos ligandos
gue poseen un grupo hidroxilo en el C'4 de la cadena esfingosina y el grupo fenilpropionato en C”6
del grupo galactosil son capaces de inducir una respuesta de tipo Thl y son preferencialmente
reconocidos por células iNKT especificas. El objetivo principal del proyecto fue explorar la relacion
entre la estructura de los ligandos y su potencial inmunomodulador mediante la induccién de
respuestas de tipo Thl, y determinar la capacidad de los ligandos seleccionados para activar
subpoblaciones de células iNKT. Se evaluaron los ligandos derivados de aGalCer in vitro mediante la
estimulacién de hibridomas de células iNKT e in vivo mediante su inyeccion en ratones hCD1d knock
in. Los resultados demostraron que ligandos tales como AH10-7, AH17-5 y AH17-6 indujeron una
respuesta potente de tipo Thl, evidenciada por altos niveles de secrecién de IFN-y detectados en
suero y por una alta produccién de citoquinas por células iNKT determinada por citometria de flujo.
Mediante Secuenciacion de Nueva Generacién de las células iNKT expandidas luego de la inyecciéon
de diferentes ligandos, se demostré que el repertorio de TCR-B es diverso e influenciado por la
estructura del ligando. Analisis estructurales revelaron diferencias importantes en el
reconocimiento del ligando en contexto de CD1d humano comparado con CD1d de ratén. En
conclusién, este trabajo contribuye al conocimiento sobre la capacidad inmunomoduladora de
ligandos derivados de aGalCer y su relacidn con su estructura molecular en células iNKT en ratones
parcialmente humanizados. Los resultados encontrados en este trabajo pueden tener importantes

implicancias para el desarrollo de futuras aplicaciones en inmuno-farmacologia.



Abstract

Invariant natural killer T cells are unconventional T cells that express a semi-invariant a/p TCR with
the ability to recognize glycolipid ligands presented by the surface molecule CD1d. a-
Galactosylceramide is a ligand that can induce a potent yet diverse cytokine response. To develop
more targeted immunotherapies, modified versions of aGalCer have been synthesized to elicit
specific immune responses. Thus, the main aim for this thesis project was to evaluate the
immunomodulatory capacity of a-GalCer derived ligands with specific modifications in the
sphingosine chain and the galactosyl portion, in partially humanized mice. It was proposed that
ligands with a hydroxyl group in the C’'4 of the sphingosine chain and a phenylpropionate group in
C”"6 of the galactosyl portion are able to induce a type-Thl response and are preferentially
recognized by specific INKT cells. Mainly, we proposed to explore the relationship between structure
of the ligands and immunomodulatory potential via induction of Thl-like responses and to
determine the ability of selected ligands to activate subpopulations of iNKT cells. Briefly, a-GalCer
derivatives were evaluated both in vitro via stimulation of iNKT cell hybridomas and in vivo by
injection in CD1d knock-in mice. Ligands such as AH10-7, AH17-5 and AH17-6 were found to induce
a potent Thl-like response in vivo as evidenced by high IFN-y secretion levels detected in serum of
stimulated animals and high cytokine production by iNKT cells observed by flow cytometry. Analysis
of the expanded iNKT cells through Next Generation Sequencing, following injection of different
ligands, showed that the TCR-B repertoire is diverse and influenced by ligand structure. Structural
analysis also revealed important differences in ligand recognition between human and mouse CD1d.
This study contributes to our understanding of the immunomodulatory potential of modified
aGalCer derivatives and their correlation with ligand structure on iNKT cells in partially humanized
mice. The findings presented here may have implications for the development of future

immunopharmacology applications.



1. Introduccion

La regulacién del sistema inmune para fines terapéuticos ha surgido durante los ultimos
afos como una estrategia viable y prometedora para el tratamiento de desérdenes tales como
enfermedades autoinmunes y cdncer. Esto se debe a que, en general, los procedimientos
farmacolégicos actuales no son curativos y conllevan efectos secundarios indeseados. En
consecuencia, se ha vuelto cada vez mas importante identificar nuevos blancos terapéuticos
celulares y moleculares con la capacidad de modificar el curso de los mecanismos patoldgicos
existentes (Michelle Xu, Pu et al. 2017) (Benson, Brewer et al. 2014). Entre los enfoques mas
estudiados actualmente se encuentran las inmunoterapias que se dirigen a la modulacién de
respuestas antigeno especificas. Estas terapias implican el estudio de células del sistema inmune
adaptativo, como los linfocitos T CD4 y CD8 convencionales, asi como de células presentadoras de
antigenos profesionales, como las células dendriticas (DC), que se encuentran en la interfase de la

inmunidad innata y adaptativa (Restifo, Dudley et al. 2012).

Recientemente, se ha renovado el interés por el estudio de las células pertenecientes al
sistema inmune innato como posibles blancos terapéuticos, debido a su alta plasticidad y habilidad
para ejercer una respuesta rapida y potente, y por su capacidad de modular la respuesta inmune
adaptativa (Schafer, Ascui et al. 2017). Para ello, se han estudiado los blancos moleculares del
sistema inmune innato, tales como los receptores de tipo Toll (TLRs) y proteinas del sistema del
complemento, asi como blancos celulares tales como neutrdfilos, monocitos, DC y células natural
killer (NK), entre otras. Durante las uUltimas décadas, se han descrito poblaciones de linfocitos T no
convencionales que por sus caracteristicas se han clasificado como células pertenecientes al sistema
inmune innato. Entre los mas relevantes se encuentran los linfocitos T invariantes asociados a
mucosa (MAIT), los linfocitos T y& y las células citotdxicas naturales (NKT), que componen
aproximadamente el 5-10% de los linfocitos circulantes (Pellicci, Koay et al. 2020, Singh, Szaraz-
Szeles et al. 2022). Estos linajes linfocitarios no convencionales se originan en el timo y poseen
receptores de linfocito T (TCR), pero a diferencia de los linfocitos T convencionales, estos TCRs
poseen una diversidad limitada y son capaces de reconocer antigenos de distinta naturaleza,
generalmente no peptidica. Particularmente, el presente trabajo se enfoca en el estudio de las

células NKT, sus ligandos y su influencia en la respuesta inmune tanto innata como adaptativa.



1.1. Células NKT

Las células NKT, llamadas asi por sus caracteristicas morfoldgicas y funcionales similares
tanto a los linfocitos T como a las células NK, son capaces de reconocer antigenos de naturaleza
lipidica a través de su TCR. Ademas, se caracterizan por expresar en su superficie receptores que
también se encuentran en las células NK, incluyendo el receptor inhibitorio NKG2A, el receptor Fc
de baja afinidad CD16 y varios receptores activadores como DNAM-1, NKG2D, NKp30, NKp44,
NKp46 y 2B4 (Krijgsman, Hokland et al. 2018). Poseen un rol importante en la modulacién de
procesos de respuesta inmunitaria frente a patégenos, tumores, alérgenos y autoantigenos
(Carrefio, Kharkwal et al. 2014). Ademas, se ha observado que la frecuencia de las células NKT
circulantes disminuye en enfermedades autoinmunes como lupus eritematoso sistémico, diabetes
mellitus y artritis reumatoide, lo que sugiere un rol protector de estas células contra la
autoimunidad (Van Kaer 2006). Por otro lado, se ha evidenciado que las células NKT pueden
aumentar su frecuencia luego de tratamientos contra el cancer (Godfrey, Le Nours et al. 2018), lo
que generalmente se asocia con un buen prondstico de la progresiéon de la enfermedad.
Adicionalmente, las células NKT poseen propiedades citotdxicas mediadas por perforina y granzima
B, lo que les permite ejercer actividad citolitica contra células tumorales, ya sea mediante la ligacion
de su TCR o por activacién promovida por citoquinas presentes en el ambiente tumoral (Ustjanzew,

Sencio et al. 2022).

Como se menciond anteriormente, las células NKT se caracterizan por expresar un TCR
capaz de reconocer antigenos de naturaleza glicolipidica tanto enddgenos como exdgenos,
presentados por la molécula CD1d, que pertenece a la familia de MHC de clase | (MHC-I). Esta
molécula es expresada en todas las células nucleadas, pero su expresiéon es mayor en células
presentadoras de antigenos profesionales, como los linfocitos B y las DC (Dougan, Kaser et al. 2007).
A diferencia de MHC-I, CD1d posee una estructura no polimdrfica (Borg, Wun et al. 2007) y se
considera una molécula clave para la seleccién, el desarrollo y el reconocimiento de las células NKT
en el timo y en la periferia (Godfrey, Hammond et al. 2000). En ratones y humanos, CD1d presenta
una estructura conservada, aunque existen algunas diferencias entre especies, como diferentes
afinidades por ligandos lipidicos y TCRs de células NKT (Pellicci, Patel et al. 2009). Ademas, poseen
diferentes propiedades de trafico intracelular, ya que la asociacién con la proteina adaptadora AP-
3 es necesaria para la correcta migraciéon de CD1d de ratén (mCD1d) al lisosoma, pero no de CD1d

humano (hCD1d) (Sugita, Cao et al. 2002, Elewaut, Lawton et al. 2003). A pesar de estas diferencias,



la conservacion evolutiva de CD1d en ambas especies se hace patente ya que las células NKT de
ratdn pueden reconocer el mismo antigeno glicolipidico en contexto de CD1d humano o murino y
viceversa. Esta reactividad cruzada ocurre a pesar de que los polimorfismos observados entre
especies pueden generar un posicionamiento distinto de algunos ligandos en el sitio de unién. Esto
indica una gran plasticidad del sistema TCR-lipido-CD1d y permite evaluar una gran cantidad de

antigenos en ambas especies (Godfrey, McCluskey et al. 2005).

De acuerdo con el repertorio de TCRs expresados en su superficie, las células NKT se
clasifican en dos subtipos principales. Las células NKT de tipo | o invariantes (iNKT) poseen un TCR
semi-invariante compuesto por una cadena Val4-Jal8 en ratones y Va24 en humanos, las cuales
pueden asociarse a una variedad de cadenas VB en ratones (principalmente VB8, VB7 y VB2) y a
VB11 en humanos (Kronenberg 2005) (Cameron, Pellicci et al. 2015). Por otro lado, las células NKT
de tipo I, también llamadas células NKT diversas (dNKT), poseen un repertorio mas amplio de TCRs
debido a su uso heterogéneo de las cadenas ap (Tatituri, Watts et al. 2013). Ambas poblaciones
reconocen ligandos con una estructura comun: una cabeza polar unida a colas hidrofébicas, siendo
el grupo polar el que interactia principalmente con el TCR. Algunos ligandos son reconocidos de
forma preferencial por uno u otro subtipo, siendo a-Galactosilceramida el ligando prototipo
reconocido por las células iNKT, mientras que las células dNKT reconocen ligandos como sulfatido y
cerebrésidos (Tiwary, Berzofsky et al. 2019), aunque esto aun es materia de investigacién (Stax,
Tuengel et al. 2017). De acuerdo con la evidencia existente ambas poblaciones poseen potencial
inmunomodulador, pero aunque las células dNKT se encuentran en mayor proporcién que las
células iNKT, no han sido estudiadas de manera tan extensiva debido a limitantes para su
identificacion y purificacion (Shissler, Bollino et al. 2016, Tiwary, Berzofsky et al. 2019). Por lo tanto,

en este trabajo nos enfocamos en el estudio de las células iNKT.

Funcionalmente, las células iNKT pueden ser clasificadas en funcién de la expresion de
factores de transcripcion que generan perfiles efectores definidos y conservados, similares a los
perfiles Thl, Th2 y Th17 de los linfocitos T CD4 convencionales. Concretamente, las células NKT1,
NKT2 y NKT17 se caracterizan principalmente por la produccion de IFN-y, IL-4 e IL-17,
respectivamente (Wang and Cardell 2017). Ademas, se caracterizan por la expresion de factores de
transcripcién especificos, tales como Thet para NKT1, GATA3 para NKT2 y RORyT para NK17. Es
importante destacar que PLZF se expresa en todos los subtipos de células iNKT, ya que es

fundamental para el desarrollo de sus funciones efectoras en el timo (Savage, Constantinides et al.



2008). No obstante, su nivel de expresidn es particularmente elevado en células del subtipo NKT2.
Asimismo, se han descrito otros subtipos de células iNKT, como las células NKT cooperadoras
foliculares o NKTey, y las células NKT10, que se caracterizan por la produccién de IL-10. Esto evidencia

la gran plasticidad de las células NKT y su posible relevancia en diversos procesos fisioldgicos.

Desde el punto de vista terapéutico, una de las ventajas que ofrecen las células iNKT
consiste en su capacidad para secretar grandes cantidades de citoquinas y quimioquinas diversas de
manera rdpida tras la activacién por antigeno. Numerosos estudios han demostrado que las células
iNKT poseen transcritos de mRNA preformados para citoquinas como IFN-y e IL-4, lo que les permite
iniciar su sintesis y secrecidn sélo minutos después de la ligacién de su TCR (Matsuda, Gapin et al.
2003). Por lo anterior, se ha definido que las células iNKT presentan un fenotipo parcialmente
activado, similar al de los linfocitos T de memoria (D'Andrea, Goux et al. 2000). Esta habilidad de
responder rdpidamente y sin necesidad de exposicion previa al antigeno posiciona a estas células
como un blanco atractivo para la inmunoterapia (McEwen-Smith, Salio et al. 2015). En efecto, las
células iNKT han demostrado ser capaces de modular el mecanismo de la respuesta inmunoldgica
en su compleja red de efectores celulares y moleculares e influenciar la generacion de respuestas

inflamatorias versus regulatorias (Nelson, Lukacs et al. 2021).

1.2. Ligandos de células iNKT

La identificaciéon del ligando derivado de la esponja marina Augelus mauritanus, o-
galactosilceramida (aGalCer 6 KRN7000), que induce una potente estimulacion de células iNKT tanto
humanas como de ratén, permitié perfeccionar las herramientas de estudio de esta poblacidn
celular principalmente a través de la generacion de tetradmeros de CD1d pulsados con ligando, cuya
utilidad es poder detectar y aislar a estas células mediante citometria de flujo (Carreno, Saavedra-
Avila et al. 2016). El glicolipido aGalCer se caracteriza por la presencia de un acido graso de cadena
larga C26:0 y una cadena esfingosina, lo que forma la porcién ceramida de la molécula, unidas a un
grupo galactosil a través de un enlace a-glicosidico. La capacidad de aGalCer, un compuesto
proveniente de una esponja marina, para estimular de manera tan potente a esta poblacién de
linfocitos T no convencionales ha sido objeto de debate entre los investigadores, ya que en un
principio se cuestiond su rol fisiolégico. Actualmente, la evidencia indica que aGalCer es un ligando

exogeno, ya que en mamiferos no se han identificado enzimas capaces de sintetizar el anémero a



de galactosilceramida. Recientemente, se ha descrito que ciertas bacterias comensales del
microbioma intestinal humano y de ratdn, Bacteroides fragilis, Bacteroides vulgatus y Prevotella
copri, son capaces de sintetizar aGalCer, destacando su posible participacién en la actividad
antitumoral ejercida por las células iNKT, principalmente contra tumores sélidos del sistema
digestivo (Ustjanzew, Sencio et al. 2022). Esta podria ser la fuente de las cantidades minimas de

aGalCer que se han detectado en diversos tejidos humanos y murinos.

En contraste, se ha descrito que las enzimas glucosilceramida sintasas en mamiferos sélo
pueden sintetizar andmeros B, cuya capacidad de activar las respuestas de células iNKT se ha

evaluado en diversos estudios (Ustjanzew, Sencio et al. 2022). Esto contrasta con los ligandos

microbianos que son reconocidos como antigenos por las células iNKT, ya que la mayoria presenta
en su estructura lipidica la unién a una porcion azicar mediante un enlace a (Rossjohn, Pellicci et
al. 2012). Este enlace genera que la porcidn carbohidrato presente una conformacién plana en la
zona de unién a CD1d. Dado que la mayoria de los glicolipidos en mamiferos presentan un enlace -
glicosidico, se ha propuesto aclarar la conformacién del complejo TCR-ligando-CD1d en las células
iNKT en ese caso. Diversos estudios (Pellicci, Clarke et al. 2011, Yu, Girardi et al. 2011) han
demostrado que, para el reconocimiento de los ligandos B-anoméricos, se induce una conformacion
planar similar a la observada en los ligados con enlace a. Esta forma de mimetismo en la
conformacién del ligando conlleva un gasto energético mayor en la unién con ligandos PB-
anoméricos, lo que sugiere que esta interaccion es de baja afinidad. Lo anterior puede ser relevante
en cuanto a la seleccién de un repertorio apropiado de células iNKT durante el desarrollo, ya que se
espera que estas células mantengan una baja afinidad por ligandos enddgenos pero una mayor

afinidad en la interaccidn con antigenos exdgenos que presentan el enlace a (Gapin, Godfrey et al.

2013).

La identificacién de los ligandos enddgenos de las células iNKT ha sido un tema de
investigacion de gran relevancia para elucidar el mecanismo de desarrollo celular de esta poblacién
a partir de precursores timicos. Ademas, esto posee relevancia fisioldgica significativa, ya que las
células iNKT requieren de dos sefiales para desencadenar una respuesta: la ligacién del TCR y la
presencia de un ambiente inflamatorio. La presentacién de ligandos enddgenos por células
presentadoras de antigenos en la periferia permite la activacion de las células iNKT en contextos

patoldgicos sin la necesidad de ligandos exégenos (Mattner, Debord et al. 2005).



Inicialmente, se propuso que el glicoesfingolipido lisosomal con enlace B,
isoglobotrihexosilceramida (iGb3), podria ser un compuesto endégeno con un rol en la seleccidn
timica de las células iNKT ya que ha demostrado ser capaz de estimular células iNKT tanto de ratones
como de humanos (Zhou, Mattner et al. 2004). Sin embargo, estudios posteriores han desacreditado
esta hipétesis debido a que no se ha detectado la presencia de iGb3 en el timo de ratones o humanos
(Speak, Salio et al. 2007) y se ha descubierto que la enzima responsable de su sintesis estad ausente
en humanos (Christiansen, Milland et al. 2008). Ademas, se ha demostrado que el desarrollo y
funcion de las células iNKT en ratones es normal en ausencia de la enzima sintasa de iGb3 (Porubsky,
Speak et al. 2007), lo que sugiere que este compuesto no es necesario para la seleccion de estas
células en el timo. Por lo anterior, es probable que existan otros compuestos mas relevantes y/o

redundantes para la seleccién de las células iNKT en el timo.

Uno de los ligandos que si se han encontrado a nivel fisiolégico en humanos y ratones es
la B-glucosilceramida (B-GlcCer). Se ha demostrado que este compuesto tiene la capacidad de
activar a las células iNKT en la periferia en presencia de sefiales coestimuladoras, y estudios
posteriores han identificado a B-GlcCer como un lipido enddégeno que podria mediar la activacion
de las células iNKT en respuesta a sefiales de dafio microbiano (Memon, Holleran et al. 2001). Este
lipido es relativamente abundante en los tejidos linfaticos y se ha encontrado que activa de manera
potente a las células iNKT tanto en humanos como en ratones. Ademas, se ha observado que -
GlcCer se acumula durante procesos infecciosos (Brennan, Tatituri et al. 2011). Por lo tanto, se ha
determinado que B-GlcCer es un ligando propio relevante a nivel fisiolégico para las células iNKT.
Estudios e modelos murinos han demostrado que la administracidon de B-GlcCer tiene potencial anti-
cancerigeno (Inafuku, Li et al. 2012). Asimismo, la deplecién de la enzima glucosilceramida sintasa
provoca una disminucién en la cantidad de células iNKT en tejidos y también en su capacidad de
proliferacién (Popovic, Rabionet et al. 2017). A pesar de esto, no se ha encontrado evidencia que
sugiera que B-GlcCer sea un ligando involucrado en la seleccion timica de células iNKT, ya que no es
capaz de estimular células iINKT autorreactivas (Zhou, Xia et al. 2021). Por lo tanto, se necesitan mas
estudios para comprender completamente el papel de B-GlcCer en la activacion y seleccion de las

células iNKT.

Por otro lado, se ha evidenciado que la deficiencia de la enzima O-aciltransferasa
gliceronefosfato (GNPAT) en ratones conlleva alteraciones en el desarrollo de las células iNKT. La

GNPAT es una enzima esencial en la sintesis de los lipidos éter en el peroxisoma (Facciotti,



Ramanjaneyulu et al. 2012) por lo que estos hallazgos sugieren que los fosfolipidos con enlace éter
podrian ser biolégicamente relevantes para el sistema iNKT-CD1d (Brutkiewicz and Dent 2012).
Efectivamente, se han encontrado fosfolipidos de este tipo en el timo de ratones (Brutkiewicz and
Dent 2012). Con el fin de evaluar esta hipédtesis, se utilizd un andlogo sintético de plasmaldgeno,
lisofosfatidiletanolamina (pLPE), el cual demostrd capacidad para estimular células iNKT tanto en
humanos como en ratones (Facciotti, Ramanjaneyulu et al. 2012). Se ha observado que tanto pLPE
como el 4cido lisofosfatidico (eLPA) son importantes para el desarrollo de las células iNKT, aunque
se ha evidenciado que un pequeno subgrupo de células iNKT en ratones no pueden sintetizar estos
antigenos, lo que sugiere que no son un requerimiento absolutamente necesario (Pellicci, Koay et
al. 2020). En un estudio adicional, se analizaron analogos de estos compuestos que carecen del
enlace éter, los glicerofosfolipidos LPE y LPA, y se encontrd que no activan a las células iNKT (Zeissig,
Murata et al. 2012). Por lo tanto, atin queda por dilucidar el papel especifico del enlace éter de estos

fosfolipidos en la estimulacién de las células iNKT.

Se han identificado otros glicoesfingolipidos presentes en el sistema nervioso central
como ligandos estimuladores de la respuesta de células iNKT, asi como fosfolipidos que tienen la
capacidad de activar a una poblacién reducida de células iINKT que, por otro lado, presentan una
respuesta mas débil en comparacion con los glicolipidos a-anoméricos (O'Keeffe, Podbielska et al.
2015). Por lo tanto, la identificacién de ligandos enddgenos relevantes sigue siendo un tema de

investigacion vigente y de intenso debate.

En general, un problema recurrente en los estudios realizados hasta la fecha ha sido la
dificultad para excluir la posibilidad de que cantidades traza de compuestos lipidicos puedan afiadir
un sesgo a los resultados y, en consecuencia, comprometer la validez de las investigaciones llevadas
a cabo. Actualmente, se postula la hipétesis de diferentes ligandos enddgenos pueden desempeiiar
funciones redundantes en la seleccién y desarrollo del repertorio de las células iNKT. También se ha
sugerido que diferentes tipos de lipidos pueden promover el desarrollo de células iNKT, de manera
que tipos individuales de lipidos seleccionen positivamente subclases de células iNKT con

especificidades de TCR ligeramente distintas (Brutkiewicz and Dent 2012).



1.3. Desafios de la inmunoterapia basada en células iNKT

Independiente de su origen, la capacidad estimuladora de los ligandos de células iNKT
se ha investigado con la ayuda de andlogos sintéticos similares a aGalCer o derivados de éste. Dado
que la administracién de aGalCer ha evidenciado actividad anti-carcinogénica en modelos animales,
se ha explorado ampliamente su uso en modelos preclinicos con altos niveles de éxito (Nair and
Dhodapkar 2017). Sin embargo, hasta la fecha no se ha demostrado beneficio terapéutico relevante
en los aproximadamente 30 ensayos clinicos con pacientes que se han realizado (Zhang, Springfield
et al. 2019). Una posible explicacidén para este fendmeno se basa en la observacion de que aGalCer
genera una respuesta mixta de citoquinas anti- y pro-inflamatorias, cancelando el posible efecto
terapéutico que se pudiera observar debido a estos mecanismos efectores. Esto hace patente la
necesidad de desarrollar ligandos que presenten una respuesta con un perfil definido para futuras
aplicaciones en inmunoterapia (Banchet-Cadeddu, Henon et al. 2011). Se han descrito analogos
particulares de aGalCer capaces de inducir la produccién de IFN-y y otras citoquinas propias del
perfil tipo Th1, que por lo general poseen una estructura con predominancia de grupos apolares y
son mas liposolubles. Estos ligandos han demostrado ejercer efectos terapéuticos favorables en
modelos murinos de cancer y enfermedades infecciosas (Schmieg, Yang et al. 2003, Kopecky-
Bromberg, Fraser et al. 2009). Por otro lado, se han identificado analogos que inducen un perfil de
tipo Th2 y se caracterizan por la presencia de grupos polares y presencia de dobles enlaces o cadenas
con menor nimero de carbonos que les confieren propiedades mas hidrosolubles (Arora, Kharkwal
et al. 2016); éstos se consideran mas apropiados para el tratamiento de enfermedades autoinmunes

o inflamatorias (Forestier, Takaki et al. 2007).

La diferencia de reactividad de los ligandos entre especies supone otro desafio
importante para el estudio de las células iINKT como posible blanco terapéutico en enfermedades.
Un ejemplo de esto es a-C-GalCer, un derivado de aGalCer capaz de inducir un perfil tipo Thl en
células murinas con gran potencia, pero que en células humanas no ha demostrado una activacién
potente como para considerarse una alternativa terapéutica adecuada (Li, Chen et al. 2009). Un
analogo esfingosina de aGalCer, llamado AH03-1, también demostrd ser un potente activador de
células murinas, sin embargo, tampoco es un ligando eficiente para células humanas (Dangerfield,
Cheng et al. 2012). Se ha propuesto que estas diferencias en el nivel de activacién podrian estar
determinadas por las diferencias estructurales entre CD1d humano y murino, ademas de diferencias

entre poblaciones de células iNKT restringidas por CD1d (Brigl and Brenner 2004). Para resolver este
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problema, se generd un modelo de ratdn parcialmente humanizado en el cual se expresa la molécula
CD1d humana (hCD1d-Kl) por recombinacién homédloga bajo control del promotor endégeno de
mCD1d (Wen, Rao et al. 2013). Este modelo tiene la caracteristica de presentar una proporcion
similar al humano en cuanto a células iNKT respecto a los linfocitos totales, ya que en el ratén wild
type esta proporciéon es mucho mayor, lo que podria dar cuenta de la disparidad de resultados en

ambos organismos (Kita, Naidenko et al. 2002).

La utilizacién del ratén hCD1d-Kl ha permitido evaluar la manera en la cual diversas
modificaciones de ligandos derivados de aGalCer influyen en la respuesta de células iNKT. Como se
menciond anteriormente, existen ligandos que inducen una respuesta potente de citoquinas de tipo
Th1 en el ratdn, pero no en células humanas. Este es el caso del ligando AH03-1, en el cual estd
ausente el grupo hidroxilo en carbono 4 de la cadena esfingosina, caracteristico de aGalCer. En un
trabajo en conjunto de los grupos de Porcelli y Howell se logré restaurar su actividad en células
humanas mediante la adicién de un grupo éster en la cabeza galactosil, y esto también fue
comprobado en un modelo de melanoma en ratones parcialmente humanizados hCD1d-Kl
(Chennamadhavuni, Saavedra-Avila et al. 2018). Este ligando modificado fue identificado como
AH10-7 y ha sido utilizado en numerosos estudios de nuestro grupo y colaboradores. En otro estudio
subsecuente, los investigadores incorporaron grupos aromaticos en la cabeza galactosil mediante
un enlace amida en el carbono 4, lo que se encontrd potenciaba las capacidades inmunogénicas de
la respuesta en el raton hCD1d-Kl (Saavedra-Avila, Keshipeddy et al. 2020). Dados los resultados
promisorios de este estudio, nuestro objetivo en el actual proyecto de tesis fue evaluar la
bioactividad de otros ligandos similares, que presentan inserciones de grupos aromaticos en el C"6
del grupo galactosil, con ausencia o presencia del grupo hidroxilo en C’'4, y comparar las respuestas
obtenidas en contexto de presentacién en mCD1d versus hCD1d, como una forma de continuar con

la validacién de este modelo para estudios preclinicos.



2. Hipétesis

Ligandos derivados de aGalCer que poseen el grupo hidroxilo en C'4 de la cadena
esfingosina adicionalmente al grupo fenilpropionato en C”6 del grupo galactosil, son capaces de
inducir una respuesta potente de tipo Thl y ademas son reconocidos de forma preferencial por
células iNKT con secuencias especificas de TCR-B en el ratdén parcialmente humanizado, hCD1d

knock in.

10



3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Explorar la relacién entre la estructura de ligandos derivados de aGalCer y su potencial

inmunomodulador de respuestas de tipo Thl mediante la activacidon de subpoblaciones de células

iNKT.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1.

3.2.2.

3.2.3.

Identificar ligandos derivados de aGalCer con mayor potencia estimuladora en ensayos
in vitro con hibridomas derivados de células iNKT.

Caracterizar la respuesta de citoquinas in vivo de los ligandos derivados de aGalCer
seleccionados y determinar los perfiles de activacion inducidos en las células iNKT.
Determinar la relacién entre estructura de ligandos derivados de aGalCer y la secuencia
del TCR-B expresado por las células iNKT que responden principalmente a estos

ligandos.
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4. Materiales y Métodos

4.1. Animales

Ratones C57BL/6 y hCD1d-KI fueron mantenidos en el bioterio central de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Chile, de acuerdo con los lineamientos del comité de bioética. Se utilizaron

animales de 6 a 8 semanas de edad para todos los estudios.
4.2. Lineas celulares y generacion de células dendriticas derivadas de médula ésea

Hibridomas policlonales de células iNKT fueron generados por sorting celular de células NKT de
bazo de ratones C57BL/6 o hCD1d knock-in y posterior fusion con la linea de linfoma BW5147. Las
células dendriticas derivadas de médula dsea (BMDC) fueron generadas a partir de cultivo primario

de precursores de médula dsea de ratones WT o hCD1d-KI en presencia de GM-CSF por 8 dias.
4.3. Reconstitucion de glicolipidos para su uso en ensayos in vitro e in vivo.

Para los ensayos in vitro, diluciones stock de glicolipidos fueron preparadas a 100 uM en DMSO
(Sigma) como se describe en (Chennamadhavuni, Saavedra-Avila et al. 2018). Antes de su uso, los
viales fueron homogenizados mediante vortex, incubados a 80°C, sonicados por 5 minutos y luego
diluidos a 10 pM en medio precalentado a 37°C (RPMI-1640 con 10% suero fetal bovino, 1%
penicilina/estreptomicina). Esta soluciéon fue diluida con medio suplementado previo a la
estimulacién de las células para obtener las concentraciones finales indicadas en cada experimento.
Para los ensayos in vivo, los glicolipidos fueron solubilizados en DMSO en una concentracién 20 mM.
Fueron subsecuentemente diluidos a una concentracidon de 2 mM con PBS y Tween-20 al 0.5%. Esta
solucidn fue diluida en un factor de dilucidn 1:10 con PBS pre-calentado a 80°C inmediatamente
previo a la inyeccién en ratones, resultando en una solucion 200 uM. Se inyectaron 4 nmoles de
glicolipido en 200 pl, en vehiculo con composicion final de PBS + 0.1% DMSO + 0.05% Tween-20. Los
ligandos derivados de aGalCer con modificacion en C6” fueron donados por la Dra. Amy Howell
(University of Connecticut), mientras que aGalCer y OCH se obtuvieron de forma comercial (Avanti

Polar Lipids).
4.4, Activacion de células iNKT in vitro.

Se utilizaron BMDC como presentadoras de antigeno glicolipidicos. Para ello, se generaron a
partir del protocolo anteriormente establecido y se incubaron en presencia de glicolipidos en

cantidades crecientes durante 24 horas. Posteriormente, los hibridomas de células iNKT fueron
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cosechados y culltivados en una placa de 96 pocillos de fondo cénico, en presencia de 100.000
células dendriticas para obtener una relacién 1:1. Al cabo de 24 horas, se colectaron los
sobrenadantes y se almacenaron a -80°C para la posterior determinacidn de IL-2 mediante ELISA.
Para la determinacién de curvas dosis respuesta se utilizé un rango de concentraciones de

glicolipido de 0,01 a 1000 nM.
4.5, Activacion de células iNKT in vivo

Para determinacion del perfil de citoquinas inducidos por los ligandos derivados de aGalCer,
ratones C57BL/6 fueron inyectados via intraperitoneal con una dosis de 4 nmol de glicolipido o
vehiculo. Se realizd la coleccion de una muestra de sangre periférica al cabo de 2 y 24 horas
posteriores de la inyeccidn, para cuantificar mediante ELISA la produccidn de las citoquinas IL-4 e
IFN-y, respectivamente. Para el analisis de poblaciones de linfocitos por citometria de flujo, se

obtuvieron esplenocitos los cuales fueron procesados como se describe a continuacién.

4.6. Citometria de flujo multiparamétrica

Los hibridomas de células iNKT fueron caracterizados mediante tincién con un tetrdmero de
CD1d pulsado con aGalCer y acoplado a fluorocromos APC o PE, y con los siguientes anticuerpos de
BD Biosciences: anti-TCR-B-FITC (H57-597), anti-NK1.1-PE (PK136) and anti-B220-PerCP (RA3-6B2).
Para los experimentos in vivo, las suspensiones celulares fueron preparadas a partir de bazo en
buffer de tincion FACS (2% FBS, 0.09% azida de sodio) previa remocién de eritrocitos mediante
buffer de lisis ACK. Se identificaron las poblaciones de células iNKT a través de los marcadores de
superficie descritos anteriormente, sumados a CD4-APC-Cy7 (GK1.5) y CD8a-Pacific Blue (53-6.7).
Estas poblaciones también fueron caracterizadas por su produccién de citoquinas mediante tincidn
intracelular con el kit Foxp3 Fixation/Permeabilization kit (eBioscience). Las células fueron
previamente incubadas con anticuerpo anti-CD16/32 para bloquear la unidn inespecifica a FcyR. Se
tifieron 2x10°®de células con anti-IL-4-PECy7 (11B11) y anti-IFN-y-Alexa Fluor 700 (XMG1.2) luego de
estimulacidn con Forbol 12-miristato 13-acetato (PMA, 50 ng/ml) y lonomicina (1pg/ml) durante 5
horas e incubacidn con Brefeldina A y Monensina A (eBiosciences) durante las 4 horas finales en un
incubador a 37°C y 5% de CO,. Una sonda de viabilidad fue incorporada en todos los ensayos para
excluir del anélisis a las células muertas (LIVE/DEAD Aqua, ThermoFisher Scientific). Todos los
ensayos de citometria de flujo se realizaron en un equipo LSRFortessa (Becton Dickinson) y los datos

fueron analizados mediante el programa FlowJo V10.
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4.7. Sorting celular para aislamiento de células iNKT

Para la secuenciacién del TCR, las células iNKT fueron aisladas a partir del bazo de ratones hCD1d
KI previamente inyectados con 4 nmol de glicolipidos, como fue descrito anteriormente. Los
esplenocitos fueron colectados 72 horas posteriores a la inyeccidn y los eritrocitos fueron lisados
con buffer ACK. Se realizd la tincién de marcadores de superficie con tetrdmero CD1d/aGalCer
conjugado a PE, anti-TCR-B-FITC (H57-597) y anti-B220-PerCP (RA3-6B2), en un buffer libre de azida.
Las células fueron incubadas con una sonda de viabilidad (LIVE/DEAD Fixable Near-IR Dead Cell Stain
Kit, ThermoFisher Scientific) para excluir células muertas del proceso de sorting. El sorting celular
fue realizado en un equipo FACS Aria Ill. Se obtuvieron aproximadamente 1-2 x10* de células por
grupo y la sintesis de cDNA fue realizada inmediatamente después con los reactivos del kit SMARTer
Mouse TCR a/B Profiling Kit (Takara Bio USA, Inc.). Se siguié el protocolo de acuerdo a las

instrucciones del fabricante.
4.8. Extraccion de RNA y preparacioén de libreria TCRo/B

Se realizd la extraccidn de RNA total de 1x107 hibridomas de células iNKT mediante el kit RNeasy
Mini Kit (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células fueron mantenidas en
300 pl del reactivo RNA Protect Cell Reagent (Qiagen) a -20°C hasta la extraccidn. Para los ensayos
de secuenciacion in vivo, las células iNKT sorteadas totales fueron utilizadas directamente como
templado para la generacién de la libreria. Las librerias fueron generadas con SMARTer Mouse TCR
o/B Profiling Kit (Takara Bio USA, Inc.) para Secuenciacion de Proxima Generacidn y fueron validadas
mediante el analisis de fragmentos de DNA en el equipo Fragment Analyzer (Advanced Analytical).
Adicionalmente, fueron cuantificadas mediante fluorescencia utilizando el equipo Qubit
(ThermoFisher Scientific). Las librerias fueron llevadas a una concentracion de 4 nM para su
denaturacion, y luego fueron diluidas a pM, incluyendo el control interno PhiX al 7.5% (Illumina, Cat.
No. FC-110-3001). La secuenciacion de las librerias fue realizada en un equipo Illumina MiSeq
utilizando el reactivo de 600 ciclos MiSeq Reagent Kit v3 (lllumina, Cat. No. MS-102-3003) con
lecturas de finales pareados de 2x300 pares de bases. Los datos fueron analizados usando el
programa MiXCR (Bolotin, Poslavsky et al. 2015). Las frecuencias de los clonotipos fueron

determinadas por el nUmero asociado de lecturas de las secuencias correspondientes.
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4.9. Modelamiento molecular y métodos computacionales

Las estructuras de hCD1d y mCD1d fueron modeladas por homologia mediante el servidor
SWISS-MODEL (Schwede, Kopp et al. 2003) utilizando como plantillas las estructuras cristalinas
3VWK y 3HE7 a una resolucién de 2.94 Ay 2.80 A, respectivamente (Wun, Ross et al. 2012) (Pellicci,
Patel et al. 2009). Las secuencias obtenidas experimentalmente de los TCR fueron modeladas
mediante el programa de Rosetta TCRmodel (Gowthaman and Pierce 2018). Los ligandos AH17-6,
AH17-8 y aGalCer se construyeron y optimizaron mediante gaussian16 (Frisch, Trucks et al. 2016),
posteriormente se asignaron las cargas Gasteiger para cada dtomo. Los acoplamientos moleculares
para los complejos de los CD1d y CD1d-TCR con los ligandos mencionados anteriormente fueron
realizados mediante Autodock Vina (Trott and Olson 2010). Los sistemas para los complejos
obtenidos a partir del acoplamiento molecular fueron solvatados en una caja de agua TIP3P con un
volumen de 100 x 100 x 100 A3, se afiadieron iones Na+ y Cl- 0.15M mediante el servidor CHARMM:-
GUI (Jo, Kim et al. 2008). Se considerd el estado de protonacién predominante a pH 7.4 para cada
residuo. Las simulaciones de dindmica molecular para cada sistema fueron llevadas a cabo mediante
AMBER18 (Case, Cheatham et al. 2005) utilizando el campo de fuerza FF19SB para los aminodcidos
y GAFF2 para los ligandos (Tian, Kasavajhala et al. 2020) (He, Man et al. 2020). Inicialmente los
sistemas se minimizaron durante 5000 pasos, posteriormente se calentaron gradualmente de 0 a
300 Ky equilibraron durante 125 ps en condiciones NVT, finalmente se realizé una etapa produccién
de 50 ns en condiciones NPT. Se aplico el algoritmo SHAKE para restringir los atomos de hidrégeno,
mientras que las interacciones electrostaticas de largo alcance se calcularon empleando el método
Ewald de malla de particulas. Las simulaciones se realizaron utilizando un dt de 4.0 fs en conjunto

al reparto de masa de hidrégeno (Hopkins, Le Grand et al. 2015).
4.10. Analisis estadistico

Se utilizé el software GraphPad Prism version 8 para todos los andlisis estadisticos realizados.
Las pruebas estadisticas utilizadas en cada experimento se indican en los pies de figura

correspondientes.
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5. Resultados

5.1. Poblaciones monoclonales de hibridomas de células iNKT presentan diversos niveles de

respuesta frente a la estimulaciéon con el ligando aGalCer

Con el objetivo de establecer un sistema de screening para identificar ligandos que pudieran
inducir una respuesta potente en las células iNKT, se aislaron y caracterizaron hibridomas
monoclonales generados a partir de células iNKT provenientes de ratones hCD1d Kl y C57BL/6 (wild
type o WT). Previamente, se generaron hibridomas a partir de la fusiéon de una linea celular de
linfoma timico, BW5147, con células iNKT aisladas mediante sorting celular a partir de esplenocitos
marcados con tetrdmetro de CD1d-aGalCer acoplado a proteina fluorescente y con anticuerpos
monoclonales anti-TCR-B y anti-NK1.1, moléculas de superficie expresadas por las células iNKT. Se
utilizaron iNKT aisladas de ratones hCD1d Kl para la molécula CD1d humana y también provenientes

de ratones WT con el objetivo de comparar la presentacion de los ligandos en contexto de hCD1d y

mCD1d. Para ello, se utilizaron poblaciones monoclonales de hibridomas de células iNKT las cuales
fueron obtenidas mediante dilucidn limite. Estos hibridomas monoclonales fueron caracterizados
por su nivel de expresion de TCR-B en superficie y por su reactividad al tetrdmetro CD1d-aGalCer
mediante citometria de flujo. Fueron seleccionados 27 clones generados a partir de ratones hCD1d-
KI (denominados con la inicial K) y 7 clones WT (denominados con la inicial B) que presentaban la

mayor expresion de estos parametros (Figura 1).
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Figura 1. Seleccidn y caracterizacidon por citometria de flujo de poblaciones monoclonales de
hibridomas de células iNKT hCD1d-KI y WT. (Continta en la siguiente pdgina)
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Figura 1. Seleccidn y caracterizacidon por citometria de flujo de poblaciones monoclonales de
hibridomas de células iNKT hCD1d-KI y WT. Hibridomas monoclonales de células iNKT fueron
aislados mediante dilucion limite y posteriormente caracterizados segln su reactividad al tetramero
CD1d-aGalCer acoplado al fluorocromo APC y su expresion de TCR segun citometria de flujo. (A)
Estrategia de gating y control FMO para la seleccion de las células doble positivas. (B) Las lineas
celulares monoclonales derivadas de ratones hCD1d-Kl (serie K) y aquellas provenientes de ratones
C57BL/6 wild-type (serie B) fueron caracterizadas segun su expresién de TCRB y reactividad a
tetramero de CD1d pulsado con aGalCer. Adicionalmente, se incluyd en el analisis un hibridoma de
células iNKT de raton, DN3A4-1.2.
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Se evalud la activacion de los 27 clones hCD1d Kl y 7 clones WT frente a la estimulacion con
el ligando prototipo aGalCer presentado en el contexto de hCD1d o de mCD1d, mediante el co-
cultivo con células dendriticas derivadas de médula ésea generadas a partir de ratones hCD1d Kl y
WT con 100 nM de este glicolipido. Como control, se incluyeron ensayos de estimulacién del
hibridoma de células iNKT de ratén, DN3A4-1.2, el cual ha sido ampliamente estudiado (Yu, Im et al.
2005). La capacidad de cada hibridoma de responder al estimulo con el ligando se determind segun
la cantidad de IL-2 secretada al sobrenadante, cuantificada mediante la técnica de ELISA sdndwich.
A partir de estos ensayos, se evidencid que los hibridomas monoclonales presentan una diversa
capacidad de respuesta frente al estimulo con 100 nM de aGalCer (Figura 2). Un aspecto relevante
para evaluar en este ensayo fue identificar clones que favorecieran el reconocimiento de aGalCer
en el contexto de hCD1d por sobre mCD1d. Estadisticamente no se observaron diferencias
significativas entre la activacion de los clones individuales al ser estimulados con aGalCer en
contexto de hCD1d o mCD1d, excepto para los clones K4E1 y K3H5, en los cuales se evidencia una
mayor respuesta cuando el ligando es presentado por mCD1d (p=0,018 y p=0,458 respectivamente).
En cuanto a los hibridomas derivados de ratones WT, el Unico que presenté diferencias significativas
fue B2AS, el cual evidencié una mayor respuesta frente al ligando presentado por hCD1d (p=0,004).
El segundo factor evaluado fue la capacidad de los clones de secretar una mayor cantidad de IL-2 en
comparacion al resto, para obtener una mayor sensibilidad en el estudio de ligandos potenciales y
detectar aquellos compuestos que pudieran presentar una mayor potencia farmacoldgica. Entre los
hibridomas con mayor bioactividad frente al estimulo con aGalCer, destacaron K3C10, K3G8 y
K2C10, con una secrecidn de IL-2 que supera los ~50 ng/ml. Esto fue confirmado mediante pruebas
estadisticas para determinar que la secrecidn de IL-2 de estos hibridomas fuera significativamente
mayor a la mayoria de los clones KI que fueron evaluados. En base a estos resultados y para ensayos
posteriores se seleccionaron hibridomas monoclonales que presentaron diversos niveles de
respuesta: K2C10 y K3C10, que fueron catalogados como altamente respondedores al estimulo con
aGalCer; K2G7 que fue considerado como un hibridoma capaz de presentar una menor respuesta al
ligando; y finalmente B2G7, hibridoma derivado del ratén WT que presenta una respuesta a aGalCer

mayor que el hibridoma de ratén prototipo, DN3A4-1.2.
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Figura 2. Estimulacion de hibridomas monoclonales de células iNKT con el ligando aGalCer.
Hibridomas monoclonales de células iNKT provenientes de ratones hCD1d-KI (arriba) y WT (abajo)
fueron estimulados con 100 nm de aGalCer durante 24 horas, luego de las cuales la secrecién de IL-
2 fue cuantificada en sobrenadantes mediante ELISA. La presentacidn del ligando fue evaluada en
contexto de las molécula hCD1d y mCD1d mediante la utilizacidn de células dendriticas derivadas
de médula ésea (BMDC) generadas a partir de ratones hCD1d-KI o WT, respectivamente. Las
diferencias entre la secrecidn de IL-2 en respuesta a aGalCer presentado en contexto de hCD1d o
mCD1d para cada hibridoma fueron determinadas mediante la prueba estadistica ANOVA de dos
vias con post test de Sidak (* p<0,05; ** p<0,01). Las diferencias de la secrecion maxima de IL-2 en
respuesta a aGalCer presentado en contexto de hCD1d entre hibridomas fueron evaluadas
mediante ANOVA de una via con post test de Tukey.
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5.2. Ligandos derivados de aGalCer con adicién de grupo fluorofenilo en la cadena carboxilato
evidencian una menor potencia de respuesta en hibridomas de células iNKT
Con el objetivo de identificar ligandos capaces de inducir una respuesta potente en las
células iNKT, se analizd la bioactividad de glicolipidos derivados de aGalCer sintetizados por
nuestros colaboradores (Chennamadhavuni, Saavedra-Avila et al. 2018). Estos ligandos se
caracterizan por presentar diversos grupos aromaticos sustituyentes posicionados en el carbono 6
del grupo galatosil (C”6), asi como también por la adicion de un grupo fluorofenilo en la cadena de
acido carboxilico y la presencia o ausencia de un grupo hidroxilo posicionado en el carbono 4 de la
cadena esfingosina (C'4). Tal como se detalla en la Figura 3, los ligandos que incluyen el grupo éster
fenilacetato en C”6 corresponden a AH17-2, AH17-5 y AH17-7, mientas que aquellos que incluyen
el grupo fenilpropionato son AH10-7, AH17-3, AH17-6, AH17-8. AH17-1 no posee modificaciones en
C"6 pero si incluye el grupo fluorofenilo en la cadena del acido carboxilico, caracteristica que
comparte con AH17-2, AH17-3 y AH17-4. Por ultimo, los glicolipidos se pueden diferenciar por
aquellos que poseen el grupo hidroxilo en C’'4 de la cadena esfingosina (AH17-4, AH17-5 y AH17-6)
y aquellos en los que se removié este grupo funcional (AH10-7, AH17-1, AH17-2, AH17-3, AH17-7 y
AH17-8).

Como se menciond anteriormente, se seleccionaron hibridomas que presentaron diversos
niveles de respuesta de IL-2 en los ensayos de estimulacion con aGalCer: K2C10, K3C10 y K2G7, los
cuales son derivados del ratén hCD1d KI, y B2G5 el cual fue derivado del ratén WT. Adicionalmente
se incluyé el hibridoma DN3A4-1.2 como referencia. Se realizaron ensayos de co-cultivo entre estos
hibridomas y BMDC provenientes de ratén hCD1d Kl o WT, pulsadas con concentraciones crecientes
de cada ligando para evaluar la capacidad de estos compuestos de inducir respuestas de IL-2 en los

hibridomas monoclonales, en contexto de hCD1d y mCD1d.
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Figura 3. Estructuras moleculares de ligandos derivados de aGalCer. Las estructuras moleculares
de los ligandos derivados de aGalCer difieren principalmente en los grupos sustituyentes
posicionados en el carbono 6 del grupo galatosil (C”6), en la adicidon de un grupo fluorofenil en la
cadena de acido carboxilico y en la presencia o ausencia de un grupo hidroxilo posicionado en el

carbono 4 de la cadena esfingosina (C'4).
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A partir de estos ensayos, se obtuvieron las curvas dosis-respuesta que indicaron la
bioactividad de cada ligando en los diferentes hibridomas monoclonales de células iNKT (Figura 4).
En general, se observaron tendencias similares de respuesta de IL-2 de los hibridomas monoclonales
frente a los diversos ligandos. AH17-1, AH17-2 y AH17-3 son ligandos que demostraron tener una
baja bioactividad en los hibridomas, dado que la respuesta de IL-2 no alcanza un punto de
saturacidn, incluso a concentraciones altas como 1000 nM de glicolipido. Como se menciond
anteriormente, esto ligandos tienen en comun en su estructura la ausencia del grupo hidroxilo en
C'4 y la presencia de un grupo fluorofenilo en el extremo final de la cadena del carboxilato, que
ademas presenta una longitud mas corta que en aGalCer. Cabe destacar que, en AH17-4 -que
también presenta el grupo fluorofenilo en el extremo del carboxilato- parece reestablecerse la
bioactividad de la estructura del ligando al poseer el grupo hidroxilo en C’'4, evidenciando la
importancia de este grupo funcional en esa posicidn. Esta observacion se repite con el ligando AH10-
7, el cual también carece de este grupo funcional, y en nuestro sistema de screening no fue capaz

de inducir una respuesta potente.

En términos generales, se observé una mayor bioactividad en los ligandos que conservan la
cadena carboxilato del compuesto original aGalCer, pero que presentan la adicién del éster
fenilpropionato o fenilacetato en C”6, tales como AH17-5, AH17-6, AH17-7 y AH17-8. Ademas, se
observé que la presencia del grupo C'4-OH en el ligando AH17-5 favorece una mayor produccién de
IL-2 en comparacién con AH17-7, el cual carece del grupo hidroxilo en C'4 pero presenta la
sustitucion del mismo grupo éster fenilacetato que AH17-5. Por otra parte, la adicion del grupo éster
con cadena mas larga, fenilpropionato, parece reestablecer la bioactividad del ligando que se pierde
al eliminar el grupo C'4-OH, ya que la estimulacién con AH17-6 y AH17-8 presenta niveles similares
de respuesta de IL-2. Asimismo, se observé que la presentacion de los ligandos en el contexto de
mCD1d favorecia una mayor respuesta de IL-2, especialmente notable en el hibridoma K2C10, lo

que podria dar cuenta de diferencias individuales en los TCR de estos hibridomas monoclonales.

A partir de las curvas dosis-respuesta generadas se realizo el calculo del pardametro EC50,
correspondiente a la concentracidn a la cual se alcanza la mitad de la respuesta maxima (Figura 5).
Dado que en los ensayos con los ligandos AH10-7, AH17-1, AH17-2 y AH17-3 no se alcanzé respuesta
maxima entre 100 y 1000 nM de glicolipido, estos ligandos fueron excluidos del analisis de EC50.
Para una mejor visualizacion, los valores se graficaron como el inverso de EC50, lo que indica que, a

mayor valor, mayor potencia del ligando para ese hibridoma particular. El objetivo de este analisis
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fue identificar ligandos capaces de inducir una respuesta potente y ademas que la potencia de la
respuesta fuera mayor al ser presentados en el contexto de hCD1d versus mCD1d. Segun los analisis
estadisticos, sélo se encontraron diferencias significativas en el hibridoma K3C10: para el ligando
AH17-4, el cual tuvo una mayor potencia de respuesta al ser presentado por hCD1d, y para AH17-8,
cuya respuesta fue mds potente al ser presentados por mCD1d. Esta tendencia se mantiene en los
demas hibridomas, pero no alcanza significancia estadistica. Para los demas ligandos tampoco se
observan diferencias significativas en cuanto a la presentaciéon en hCD1d versus mCD1d, por lo que
no se puede concluir a partir de este analisis si existen ligandos capaces de inducir una respuesta
cuya potencia se vea favorecida en el contexto de hCD1d, ademds de AH17-4. Por otro lado, también
se considerd en el analisis estadistico comparar la potencia de la respuesta de cada compuesto
versus el resto de los ligandos en cada hibridoma. En hCD1d no se encontraron diferencias
significativas para ninguno de los ligandos en los hibridomas evaluados, sin embargo, en contexto
de mCD1d se evidencié que AH17-4 fue el ligando menos potente en los clones K2G7, K3C10y B2G5.
A pesar de que AH17-4 posee una presentacion preferencial en contexto de hCD1d, la magnitud de
la respuesta de IL-2 es menor a los otros ligandos evaluados. Por el contrario, AH17-5 y AH17-6 se
perfilaron como ligandos capaces de producir una respuesta mas potente tanto en hCD1d como en

mCD1d.

A partir de estas observaciones preliminares, se puede concluir que la adicién del grupo
fluorofenilo en la cadena esfingosina disminuye drasticamente la actividad de los ligandos AH17-1,
AH17-2 y AH17-3, siendo reestablecida levemente por la adicién del hidroxilo en C'4 en AH17-4. Por
otro lado, la adicion del grupo aromatico en C”6 confiere una potencia igual o superior a la de
aGalCer, particularmente en los ligandos AH17-5 y AH17-6. Esto también destaca la importancia del
grupo hidroxilo en C'4 parala actividad de los ligandos derivados de aGalCer, dada la mayor potencia

de respuesta de los ligandos AH17-5 y AH17-6 sobre sus contrapartes AH17-7 y AH17-8.
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hCD1d-KI frente al estimulo con ligandos derivados de aGalCer. Continua en la siguiente pdgina.
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Figura 4. Curvas dosis-respuesta de poblaciones monoclonales de hibridomas de células iNKT
hCD1d-KI frente al estimulo con ligandos derivados de aGalCer. Se generaron curvas dosis-
respuesta para una seleccidon de hibridomas monoclonales que presentaban diversos niveles de
respuesta a aGalCer. Los hibridomas monoclonales de iNKT fueron co-cultivados con BMDC
derivadas de ratones hCD1d-KI (hCD1d) y WT (mCD1d), previamente pulsadas con los glicolipidos
correspondientes en las concentraciones indicadas. Luego de 24 horas de estimulo, se determinaron
los niveles de secrecién de IL-2 en el sobrenadante mediante ELISA. Los datos fueron ajustados a un
modelo de curva dosis/respuesta de 3 parametros en el programa GraphPad Prism.
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Figura 5. Calculo de EC50 a partir de las curvas dosis respuesta generadas para cada ligando
glicolipidico. A partir de las curvas dosis-respuesta de glicolipidos que alcanzaron a llegar a una
meseta de secrecion mdaxima de IL-2, se calcularon los parametros de EC50 mediante
transformacion de datos y regresion en el programa GraphPad Prism. Para evaluar diferencias en la
potencia de cada ligando al ser presentado en contexto de hCD1d versus mCD1d se utilizé la prueba
estadistica ANOVA de dos vias con post test de Sidak (* p<0,05). Para comparar la potencia entre
ligandos presentados en contexto hCD1d o mCD1d en cada hibridoma se utilizo la prueba estadistica
ANOVA de dos vias con post test de Tukey (T p<0,05;  p<0,01).
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5.3. Caracterizacion del perfil de citoquinas inducido por ligandos derivados de aGalCer in
vivo.

Para determinar el tipo de respuesta de citoquinas que inducen los ligandos derivados de
aGalCer previamente evaluados en los ensayos in vitro, se realizd un experimento in vivo en el cual
se inyectaron 4 nanomoles de glicolipido por via intraperitoneal (i.p.) a ratones C57BL/6. Para este
ensayo, consideramos evaluar los ligandos que habian demostrado una respuesta potente en los
ensayos in vitro anteriormente descritos, tales como AH17-5, AH17-6 y AH17-8. Dentro de la serie
AH17, también se incluyeron AH17-1 y su analogo AH17-4, los cuales indujeron una respuesta
menos potente in vitro, para evaluar si esto también se replicaba in vivo. Adicionalmente se incluyo
AH10-7 por ser un ligando previamente estudiado por nuestros colaboradores, quienes describieron
su capacidad de inducir potentes respuestas de tipo Th1 in vivo, y el ligando OCH ya que previamente
se ha descrito su capacidad de inducir in vivo una respuesta de tipo Th2 (Sullivan, Nagarajan et al.

2010).

Luego de 72 horas posteriores a la inyeccidn, se realizé la extraccidn de esplenocitos de los
animales tratados para la evaluacién de produccion de citoquinas mediante tincidn intracelular y
citometria de flujo, dado que se ha determinado previamente que transcurrido ese tiempo es
cuando se observa una mayor proliferacion de células iNKT in vivo (Sieling, Chatterjee et al. 1995).
Los esplenocitos fueron tratados con Brefeldina A y Monensina A durante 1 hora a 37°C con 5% de
COy; durante las 4 horas siguientes el cultivo se realizé en presencia de PMA y lonomicina, o vehiculo
como control. Mediante citometria de flujo, las células iINKT se definieron como la poblacidn positiva
para tetrametro CD1d-aGalCer y para TCR-B dentro del gate de células B220 negativas, para excluir
linfocitos B presentes en el bazo. A partir del analisis de estos parametros, se observé que la
frecuencia de las células iINKT aumenta significativamente al cabo de 72 horas de la inyeccidn i.p. de
aGalCer, AH17-6 y AH17-8 (p<0,05) y en mayor medida luego de la inyeccién de AH10-7 y AH17-5
(p<0,001). OCH, AH17-1 y AH17-4 no demostraron inducir una proliferacién significativamente

mayor al vehiculo (Figura 6).
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Figura 6. Ligandos derivados de aGalCer inducen diferentes niveles de proliferacion de células
iNKT in vivo. Se inyectaron 4 nmol de los distintos glicolipidos en ratones C57BL/6 para evaluar la
naturaleza de la respuesta inmune inducida por cada ligando. Luego de 72 horas posterior a la
inyeccion, la proliferacion de células iNKT inducida por los ligandos fue determinada mediante
citometria de flujo al evaluar la frecuencia de células TCR-B*y reactivas a tetramero. N = 4 (animales
por grupo). Se utilizé la prueba estadistica ANOVA de una via con post test de Tukey. * p < 0.05, **
p <0.01, *** p <0.001, **** p <0.0001.

Adicionalmente, se evalud la produccién de IL-4 en la poblacidn de células iNKT y se
determind que los glicolipidos AH10-7 y AH17-6 son capaces de inducir niveles de produccién de IL-
4 que son significativos en comparacion al vehiculo (p<0,001 y p<0,05 respectivamente), luego de
72 horas desde la inyeccion i.p., evidenciado tanto por la frecuencia como por la intensidad de

fluorescencia media (MFI) en las células iNKT productoras de IL-4 (Figura 7A).

En cuanto a la produccidén de IFN-y por las células iNKT, se observa una induccion
significativa ante el tratamiento con aGalCer, AH10-7 (p<0,0001), AH17-6 (p<0,001) y AH17-5
(p<0,05) segun la frecuencia de células positivas para IFN-y. La misma tendencia se encuentra al

realizar el analisis de MFI con la diferencia de que el efecto de AH17-5 deja de ser estadisticamente

significativo (Figura 7B).
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Figura 7. Ligandos derivados de aGalCer inducen produccidn diferencial de IL-4 e IFN-y por células
iNKT expandidas in vivo en ratones wild-type. Se inyectaron 4 nmol de los distintos glicolipidos en
ratones C57BL/6 para evaluar la naturaleza de la respuesta inmune inducida por cada ligando. Luego
de 72 horas posterior a la inyeccion, se evalué la produccion de (A) IL-4 e (B) IFN-y por las células
iNKT mediante tincidon intracelular con anticuerpos monoclonales acoplados a fluorocromo,
evaluados por citometria de flujo, previo tratamiento de los esplenocitos con PMA, ionomicina,
Brefeldina Ay Monensina A. N = 4 (animales por grupo). Se utilizd la prueba estadistica ANOVA de
una via con post test de Tukey. * p < 0.05, ** p <0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001.
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Mediante ELISA, se evalud la secrecidon de IL-4 e IFN-y en suero luego de 2 y 24 horas
posteriores a la inyeccién, respectivamente. Este ensayo tiene como caracteristica que, a diferencia
de la citometria de flujo, considera la secrecidn de citoquinas por parte de todos los componentes
celulares de la respuesta inmune periférica, lo que permite observar un panorama mas global en
cuanto al perfil efector que se induce. Se evidencié por este método que el ligando AH10-7 es capaz
de inducir una secrecion significativa de IL-4 en comparacién al vehiculo (p<0,0001) seguido por
AH17-5 (p<0,01), aGalCer y OCH (p<0,05). En cuanto a la secrecién de IFN-y, el ligando AH10-7
también es capaz de inducir una produccidn significativamente mayor de esta citoquina (p<0,0001)

seguido por aGalCer y AH17-6 (p<0,01) y finalmente AH17-5 (p<0,05) (Figura 8, arriba).

Mediante el célculo de la relacion IFN-y/IL-4 se puede establecer cuéles ligandos inducen
una respuesta de tipo Thl. aGalCer se considera como un ligando de tipo ThO, por lo tanto, se utilizd
esa relacién como referencia para los otros compuestos. A partir de este parametro, se puede
concluir que sélo los ligandos AH17-6 y AH17-8 presentan un perfil similar de respuesta de tipo Th1.
Los ligandos OCH, AH17-1 y AH17-4 podrian considerarse de tipo Th2 ya que se observaron niveles
cercanos al limite de deteccidén de IFN-y luego de la inyeccidén con estos glicolipidos, mientras que

AH17-5y AH10-7, en nuestros analisis, se comporta como ligando de tipo ThO (Figura 8, abajo).

Al comparar con la bioactividad demostrada por estos ligandos in vitro, destaca
particularmente el ligando AH10-7, ya que induce una potente respuesta in vivo sin embargo esto
no se observé en ensayos de estimulacion in vitro. Por el contrario, AH17-6 es un ligando capaz de
inducir una respuesta potente tanto in vivo como in vitro. Al comparar los ligandos AH17-6 y AH17-
8, cuya Unica diferencia estructural corresponde al grupo hidroxilo en el C'4 de la cadena esfingosina
presente en AH17-6 pero no en AH17-8, se evidencié que ambos ligandos son capaces de inducir un
perfil de tipo Th1, sin embargo, por la produccién de IFN-y se observa una respuesta mas potente
con la inyeccién de AH17-6. Esto indicaria que el grupo hidroxilo en C'4 marca una diferencia en la
potencia de la respuesta de citoquinas, a pesar de que pueda influir en una mayor produccién de IL-

4 debido a la caracteristica polar que le confiere al ligando (Arora, Kharkwal et al. 2016).
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Figura 8. Ligandos derivados de aGalCer inducen secrecion diferencial de IL-4 e IFN-y en suero de
ratones wild-type. Se inyectaron 4 nmol de los distintos glicolipidos en ratones C57BL/6 para
evaluar la naturaleza de la respuesta inmune inducida por cada ligando. La secrecion de IL-4 e IFN-
y en suero fue evaluada mediante ELISA luego de 24 y 48 horas, respectivamente. Se determind la
razon entre la produccién de IFN-y e IL-4 para diferenciar los perfiles de activacion de tipo Thl o tipo
Th2. N =4 (animales por grupo). Se utilizd la prueba estadistica ANOVA de una via con post test de
Tukey. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p < 0.0001
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5.4. Caracterizacion de los clonotipos de células iNKT expandidas in vivo luego del

tratamiento con aGalCer, AH17-6 y AH17-8

A pesar de que las células iNKT poseen un TCR semi-invariante, se ha propuesto que la
influencia de la cadena VP puede ser importante en el reconocimiento de antigeno y en la naturaleza
de la repuesta inducida por éste (Tuttle, Krovi et al. 2018). Por lo tanto, en este proyecto se propuso
evaluar la frecuencia de uso de las cadenas Va-VB en células iNKT expandidas in vivo luego de la
estimulacién con ligandos derivados de aGalCer que indujeron respuestas potentes en los ensayos
anteriores. Por su similitud estructural, escogimos evaluar la expansién de clonotipos de células
iNKT en respuesta a la inyeccidn con AH17-6 y AH17-8, incluyendo el ligando aGalCer para
comparacion. Se estandarizd un protocolo de expansidon de células iNKT en ratones hCD1d-Kl,
mediante inyeccidn intraperitoneal de los ligandos anteriormente mencionados. Luego de 72 horas,
los esplenocitos fueron recolectados y sometidos a tincién con anticuerpos de superficie y
tetrametro CD1d-aGalCer para detectar la poblacidon de células iNKT (B220°'TCR-B* tetrdmero CD1d-
aGalCer*). Esta poblacidon fue enriquecida mediante sorting celular por fluorescencia activada
(FACS). En general para todos los tratamientos se obtuvo una cantidad de 10.000 a 20.000 células,
las cuales fueron lisadas y utilizadas directamente como templado para la sintesis de cDNA con el
kit de perfilamiento de TCR, SMARTer Mouse TCRa/B de Takara (Clontech). En este kit también se
encuentran los componentes necesarios para realizar las reacciones de PCR que amplifican el
templado y que afaden los tags de lllumina necesarios para realizar la secuenciacién de las cadenas

completas de TCR a/B mediante Secuenciacion de Nueva Generacion (NGS).

En base a este experimento, la determinacion de la secuencia de la cadena de TCR de las
poblaciones de células iNKT expandidas in vivo demostré que la mayoria de las células expresan la
cadena TRAV11D-TRAJ18 o Val4-Jal8, tal como era esperado para la poblacion de células iNKT
(datos no mostrados). En cuanto al uso de cadenas BB, se observa una gran diversidad de clonotipos
de células iNKT expandidos luego de la inyeccion de los glicolipidos (Figura 9). Para los animales
tratados con aGalCer, se evidencia un uso mas frecuente del re-arreglo TRBV13-2-TRBJ2-7 (12,79%),
mientras que para los animales tratados con AH17-6 y AH17-8, el clonotipo mas frecuentemente
identificado corresponde a TRBV13-2-TRBJ1-2 (13,76 y 17,92% respectivamente). Al considerar el
uso total de los segmentos J independientemente de su apareamiento con el segmento V, se
observa que TRBJ1-2 es expresado de forma mas frecuente en las células iNKT bajo cualquier
tratamiento. Por otro lado, en cuanto al uso del segmento V, la mayoria de las células iNKT

evidencian la expresién de TRBV13-2, también denominado B8.2 (~“60% en todos los tratamientos)
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y, en segundo lugar, de TRBV29 6 B7 (~20% en todos los tratamientos), las cuales son expresadas en

la mayoria de las células iNKT del ratén C57BL/6 segln se ha reportado previamente (Wun, Cameron

et al. 2011).
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Figura 9. Clonotipos de TCR de células iNKT expandidas luego de la inyeccion con ligandos

derivados de aGalCer en ratones hCD1d-Kl. (Continta en la siguiente pdgina)
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Figura 9. Clonotipos de TCR de células iNKT expandidas luego de la inyecciéon con ligandos
derivados de aGalCer en ratones hCD1d-KI. Luego de 72 horas posterior a la inyeccién de
glicolipidos en ratones hCD1-Kl, esplenocitos fueron recolectados y las células iNKT fueron aisladas
mediante sorting celular. Las librerias fueron generadas con el kit de perfilamiento TCR o/B
SMARTer Profiling Kit y secuenciadas en un equipo Illumina MiSeq utilizando el kit de 600 ciclos,
MiSeq Reagent Kit v3. Los datos fueron analizados usando el paquete de software MiXCR para
ensamblaje de clonotipos.

Dentro de las regiones determinantes de complementariedad (CDR por sus siglas en inglés),
el loop CDR3p es la Unica regidn hipervariable en el TCR de las células iNKT (Matulis, Sanderson et
al. 2010). A partir de los logos de secuencia del segmento CDR3f (Figura 10A), se observa la
expansién de una poblacidon mas diversa en cuanto a secuencia aminoacidica luego del tratamiento
con aGalCer y AH17-6, comparado con la regidn de CDR3B con menor variabilidad que se observa
en clonotipos expandidos por el tratamiento con AH17-8. Por lo tanto, a partir de esta observacién
se puede postular que AH17-8 induce la expansidén de una menor cantidad de células iNKT (debido
a que la cantidad de lecturas también fue menor, como se ve en la Figura 9) y ademas es un ligando
mas selectivo. Posiblemente, el grupo hidroxilo en C'4 genera una interaccién importante con la
molécula hCD1d y/o con el TCR de ratdn, por lo que su ausencia genera una menor bioactividad por
parte de AH17-8 al ser reconocido por un menor repertorio de TCR, o al generar interacciones mas

débiles.
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Al analizar la composicién aminoacidica de las secuencias CDR3f con cada tratamiento
(Figura 10B), se encuentra que con aGalCer los CDR3B de los clonotipos expandidos poseen en
promedio un punto isoeléctrico mas bajo que con AH17-8, probablemente por la mayor presencia
de residuos de acido glutdmico en los clonotipos expandidos por aGalCer. Adicionalmente, en
comparacién con aGalCer, en los clonotipos expandidos por AH17-6 se encontré una mayor
frecuencia de aminoacidos polares. La importancia de la composicidn aminoacidica de las
secuencias de CDR3B aun es materia de estudio, pero se postula que puede tener una relacién

indirecta con el reconocimiento preferencial de ligandos con modificaciones quimicas especificas.
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Figura 10. Analisis de la region CDR3p de los TCR de células iNKT expandidas luego de la inyecciéon
con ligandos derivados de aGalCer en ratones hCD1d-KI. (A) Logoplots para la regién CDR3f de los
clonotipos expandidos fueron calculados utilizando el paquete ggplot2 en R. (B) Las propiedades
fisicoquimicas correspondienrtes a la region CDR3 de los clonotipos expandidos fueron calculadas
utilizando el programa B repertoire. N =1 (RNA proveniente de 2 animales por tratamiento). Kruskal-
Wallis test. * p <0.05
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5.5. Analisis estructural de las cadenas de TCR a/B e influencia en el reconocimiento de

ligandos modificados de aGalCer

Para evaluar como se relaciona la estructura del TCR de las células iNKT y la bioactividad y
potencia de ligandos con diversas modificaciones estructurales, se determinaron las secuencias de
TCR expresados por hibridomas evaluados previamente en las Figuras 4 y 5. Se realizd la
determinacion de secuencias mediante NGS en hibridomas monoclonales (Tabla 1), con el kit de
perfilamiento TCR o/B SMARTer tal como se indicd previamente. La mayor disponibilidad de células
de estas lineas inmortalizadas permitido obtener una cantidad de RNA apropiada para extraer y
preparar el cDNA desde este templado. Se encontrd que todos los clones analizados expresaban la
secuencia variable TCR V[8.2, con algunas diferencias en el segmento de unién TRBVJ.
Particularmente, se observd que los tres clones provenientes de ratén WT analizados comparten el
segmento J2-4, mientras que los clones provenientes de ratén hCD1d-Kl se dividen en aquellos que
expresan el segmento J1-5 y los que expresan J1-3. Dado que es la cadena TCR-a la que interactlia
directamente con el ligando glicolipidico, no se conoce cual es la posible influencia de la cadena VB
y mucho menos del segmento JB en el reconocimiento del ligando por parte de las células iNKT. Se
ha propuesto previamente en la literatura que la cadena B podria influenciar indirectamente la
unién con el ligando mediante la modificacidn de la estructura terciaria del TCR de las células iNKT,

pero hasta ahora eso no ha sido comprobado.

Tabla 1. Secuencias de TCR de hibridomas monoclonales derivados de raton hCld Kl y WT.

Cepade TCRVB

origen
K2C10 hCD1d-KI Vald-Jald VB8.2 11-5 CASGGGAGNQAPLF
K2G7 hCD1d-KI Vald-Jald V[R8.2 11-5 CASGGGAGNQAPLF
K3C10 hCD1d-KI Vald-Jals VB8.2 11-5 CASGGGAGNQAPLF
K4E6 hCD1d-KI Vald-Jalsd VB8.2 11-5 CASGGGAGNQAPLF
K2B3 hCD1d-KI Vald-lal8 VB8.2 11-3 CASGDGTGNTLYF
K2H7 hCD1d-KI Val4d-lal8 V(8.2 11-3 CASGDGTGNTLYF
B1E1l WT Vald-Jals Vp8.2 12-4 CASGDMGGQSQNTLYF
B2AS8 WT Val4d-Jal8 VB8.2 12-4 CASGDMGGQSQONTLYF
B2G5 WT Vald-Jal8 VB8.2 12-4 CASGDMGGQSQNTLYF
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Por otro lado, en los ensayos funcionales con los hibridomas de células iNKT, se observaron
diferencias en la potencia con la que los clones podian responder a las concentraciones maximas de
ligandos, evidenciando una diferencia intrinseca e individual de cada hibridoma monoclonal. Para
evaluar si esta diferencia podria estar fundamentada en el cambio en composicidn aminoacidica del
segmento CDR3[B se propuso establecer modelos de los TCR evaluados mediante herramientas
bioinformaticos como el modelamiento molecular de las secuencias determinadas en estos
hibridomas de células iNKT. Este modelamiento se basé en la homologia de las secuencias con
estructuras previamente cristalizadas y conocidas, mediante el protocolo RosettaTCR Model (Figura
11). Se escogieron las secuencias mas completas de un clon representativo para cada grupo que
comparte expresion del segmento J. Luego de que se obtuvieron modelos estables, se procedid a
realizar un analisis de docking de ligandos y dindmica molecular para establecer la conformacién
mas probable y de menor energia que adquieren los ligandos en el sitio de unién de las moléculas
hCD1d y mCD1d en contacto con los tres modelos de TCR evaluados. En la Figura 12 se muestran
las figuras representativas de estos andlisis de dindmica molecular. Una de las caracteristicas
observadas que ya se habia descrito previamente en literatura, es que hay ciertos residuos no
conservados entre hCD1d y mCD1d. Particularmente, en hCD1d hay un residuo de triptéfano
(W153/160) en el lugar de un residuo de glicina en mCD1d (G155). Esta sustitucién parece ser
importante en la conformacién que adopta el ligando en la molécula CD1d, ya que en mCD1d se
observa que el grupo aromadtico en la cabeza galactosil, modificacién que comparten AH17-6 y
AH17-8, se encuentra preferentemente inclinado hacia la molécula mCD1d, mientras que en el
contexto de hCD1d este grupo aromatico se encuentra plegado hacia el solvente, posiblemente por
el impedimento estérico que ejerce el residuo de triptéfano. Se desconoce que implicancia pueda
tener esta sustitucidn en el reconocimiento del ligando en un contexto humano o de ratén, pero un
impedimento estérico y un cambio en el angulo del grupo galactosil que es reconocido por el TCR
de las células iNKT podria explicar una menor bioactividad de los ligandos con este grupo aromatico

en hibridomas del ratén hCD1d Kl versus WT (Figuras 4 y 5).

En cuanto al efecto de las diferencias estructurales entre ambos ligandos, como se
mencioné anteriormente, la Unica diferencia entre AH17-6 y AH17-8 es que en este Ultimo se
elimind el grupo hidroxilo en C'4 de la cadena esfingosina. Como se habia propuesto, estos hidroxilos
vecinales (que estan presentes en el ligando original, aGalCer) son importantes en la interaccién

con residuos de aspartato D80 y D151/153, los cuales se encuentran conservados entre hCD1d y
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mCD1d. Esto podria explicar que la bioactividad de AH17-8 sea menor que la de AH17-6 en ambos

sistemas, ya que presumiblemente la unién con el CD1d seria mas débil.

Al comparar entre las distintas cadenas de TCR-JB evaluadas, se puede observar que
efectivamente existen diferencias en cuanto a los residuos que interactian de forma mds directa
con el ligando. A pesar de que la cadena TCR-a esté conservada en todos los clones evaluados, se
evidencian diferencias en las interacciones moleculares relevantes de residuos presentes en la
cadena TCR-a ademads de la cadena TCR-B. Particularmente para el ligando AH17-6, se observa que
la cadena que mas favorece interacciones con residuos es J1-5, ya que el ligando se encuentra
interactuando directamente con residuos de asparagina del loop CDR2a (N28*) y del loop CDR3B
(N96P3) posiblemente a través de puentes de hidrégeno con los dtomos de oxigeno del grupo
galactosil. Un residuo de arginina en el loop CDR3a (R92%%) se mantiene conservado en los tres TCR-
JB evaluados y es relevante en la interaccién con mCD1d, sin embargo, esta interaccién directa se
pierde al enfrentarse con hCD1d en TCR-B J2-4 y J1-5. En cuanto al reconocimiento del ligando AH17-
8, aparentemente existe una presentacién favorable en contexto de TCR-B J1-3, ya que se evidencia
una mayor cantidad de interacciones con residuos del TCR al comparar con J1-5, por ejemplo, con
el residuo de arginina en el loop CDR3a (R92%%) ademds de la interaccion con el residuo de
asparagina del loop CDR2a (N28%*!) que se mantienen tanto en contacto con hCD1d como con

mCD1d.

No se realizaron ensayos de medicidn directa de la afinidad entre el complejo TCR/CD1d-
ligando, sin embargo, a partir de la determinacién de estas dinamicas moleculares podemos concluir
que la naturaleza del TCR-B si puede influir en las interacciones predominantes tanto con CD1d
como con el ligando, y que la naturaleza del ligando también puede influir en establecer

interacciones mas o menos estables con determinadas cadenas del TCR de células iNKT.
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KAE6
TRBV13-2/TRBJ1-5 TCRa
CDR1 CDR2
KTOQVEQSPQSLVWVROGENCYLOCMYSYTPDNHLRWFKODTGKGLWSLTY
CDR3
TSMNGRYSATLDKDAKHSTLHITATLLDDTATYICVYGDRGSALGRLHFGAGTALIVIP

TCRB
CDR1 CDR2
AVTQSPRNKVAVTGGKVTLSCNQTNNHNNMYWYRQDTGHGLRLIHYSYGAGST
CDR3
EKGDIPDGYKASRPSQENFSLILELATPSQTSVYFCASGGGAGNOQAPLFGEGTRLSVL

K2H7 TCRa

TRBV13-2/TRBJ1-3 CDR1 CDR2

KTAQVEQSPOSLVVROGENCVLOCNYSVTPDNHLRWFKQDTGKGLVSLTV
CDR3
SNGRYSATLDKDAKHSTLHITATLLDDTATYICVVGDRGSALGRLHFGAGTQALIVIP

TCRB
CDR1 CDR2
AVTQSPRNKVAVTGGKVTLSCNQTNNHNNMYWYRQDTGHGLRLIHYSYGAGSTEK
CDR3
GDIPDGYKASRPSQENFSLILELATPSQTSVYFCASGDGTGNTLYFGEGSRLIVY

B2A8 TCRa
CDR1 CDR2
KTQVEQSPOSLYVRQGENCVLQCNYSYTPDNHLRWFKQDTGKGLVSLTY
CDR3
TSNGRYSATLDKDAKHSTLHITATLLDDTATYICYVGDRGSALGRLHFGAGTALIVIP

TCRB
CDR1 CDR2
AVTQSPRNKVAVTGGKVTLSCNQTKNHNNMYWYRQDTGHGLRLIHYSYGAGSTEK
CDR3
GDIPDGYKASRPSQENFSLILELATPSQTSVYFCASGDMGGQSONTLYFGAGTRLSVL

Figura 11. Modelamiento por homologia de TCRs expresados por hibridomas monoclonales de
células iNKT. Se realizo la secuenciacion de las cadenas de TCR expresadas por los hibridomas
monoclonales de células iNKT aislados de raton WT y hCD1d-Kl. A partir de las secuencias mds
frecuentes se realizé el modelamiento por homologia de las estructuras terciarias de los receptores
mediante el protocolo RosettaTCR Model.
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Figura 12. Docking de ligandos derivados de aGalCer en TCR expresados por hibridomas de células
iNKT en contexto de hCD1d y mCD1d. A partir del modelamiento del TCR V8.2 J2-4 expresados en
hibridomas de células iNKT derivados de ratén WT, y de TCRs V(8.2 J1-5 y J1-3 expresados en los
hibridomas de células iNKT de ratones hCD1d-KI se realizaron ensayos de docking molecular para
evaluar la unién de los ligandos AH17-6 y AH17-8 al ser presentados a estos TCR en contexto de

hCD1d y mCD1d.
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6. Discusion

Una de las dificultades para el estudio de las respuestas de células iNKT se debe a que su
baja frecuencia en el organismo complica la obtencién de células para cultivo primario. Por ello, los
ensayos con hibridomas derivados de células iNKT han surgido como una alternativa viable y
conveniente para el screening de ligandos derivados de aGalCer y evaluacion de su capacidad de
activacion de la respuesta de esta poblacién celular con prometedoras proyecciones terapéuticas
(Nyambayar, lIwabuchi et al. 2007). Una de las lineas de hibridomas mas ampliamente utilizadas para
el estudio de ligandos de células iNKT corresponde a DN3A4-1.2, sin embargo, la utilizacién de esta
linea conlleva ciertas desventajas, tales como la baja produccidn de IL-2 que en algunos casos no
permite evaluar la actividad de los ligandos con suficiente sensibilidad. La importancia de obtener
hibridomas provenientes del ratén hCD1d Kl radica en la necesidad de generar sistemas de estudio
de las respuestas de células iNKT que permitan establecer conclusiones mas aplicables en el ambito
clinico, dado que en el pasado diversos estudios con ligandos de células iNKT demostraron gran
promesa terapéutica en modelos de ratdn, sin embargo, fallaron en demostrar eficacia en ensayos
clinicos con humanos (Zhang, Springfield et al. 2019). Se plantea que la utilizaciéon de hibridomas
derivados de ratones hCD1d Kl pueda evidenciar una respuesta mas fidedigna a ligandos
glicolipidicos que poseen una mayor bioactividad en el organismo humano, dado que dichos
hibridomas se generan a partir de células iNKT que fueron seleccionadas en el timo gracias a la
interaccion con la molécula CD1d humana. En general, todos los hibridomas monoclonales
estudiados provenientes del ratén hCD1d Kl tuvieron una mayor activacion con aGalCer que el
hibridoma modelo, DN3A4-1.2, posiciondndose como herramientas validas y Gtiles para el estudio

de la respuesta generada por glicolipidos en células iNKT, en un modelo mas cercano a la clinica.

Un objetivo importante dentro del estudio de las células iINKT como blancos de
inmunoterapia, es la generacidn de ligandos con modificaciones quimicas que les confieran de la
capacidad de inducir respuestas polarizadas de citoquinas. A pesar de ser el ligando prototipo de las
células iNKT y de inducir una potente respuesta de citoquinas, aGalCer no ha presentado resultados
prometedores en ensayos clinicos (Zhang, Springfield et al. 2019). Se postula que esto podria ser
debido a que el perfil de citoquinas que induce este ligando presenta produccidn de citoquinas tanto
antiinflamatorias como proinflamatorias, lo cual se designa como un perfil de “tipo Th0”. Se ha
evidenciado que modificaciones quimicas que confieren a estas moléculas de propiedades mas

hidrofilicas favorecen un perfil mas antiinflamatorio o de tipo Th2, mientras que modificaciones que
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favorecen las interacciones hidrofébicas favorecen un perfil proinflamatorio o de tipo Thl (Arora,
Kharkwal et al. 2016). Esto es de especial relevancia si el objetivo es identificar ligandos que tengan
un potencial terapéutico en patologias tales como enfermedades autoinmunes o cancer, ya que se

requiere de una respuesta inmune dirigida para que se evidencie efectividad a nivel clinico.

Otro aspecto importante dentro del estudio de las células iNKT y su perfeccionamiento
como blancos farmacoldgicos, es el desarrollo de ligandos con una respuesta de mayor potencia,
que permita utilizar cantidades menores de compuestos y por lo tanto reduzca la posibilidad de
induccion de anergia a largo plazo, fendmeno ampliamente documentado respecto al uso de
aGalCer in vivo (Sullivan and Kronenberg 2005). Por ello, en el presente estudio nos enfocamos en
caracterizar los ligandos derivados de aGalCer en cuanto a su potencia tanto in vitro como in vivo, y
en cuanto al perfil de citoquinas que son capaces de inducir in vivo y, a partir de estas observaciones,
establecer conclusiones en cuanto a la importancia de las modificaciones quimicas especificas en

estos compuestos y su relacion con el completo TCR/CD1d-ligando.

Previamente, en estudios que evaluaron el potencial terapéutico del ligando AH10-7, se
habia evidenciado que la eliminacion del grupo hidroxilo en el C'4 suponia una desventaja para el
reconocimiento de ligandos en contexto de hCD1d, ya que este grupo funcional forma parte de una
interaccion importante con esta molécula. Sin embargo, al realizar una modificacién en el C’6 que
agrega un grupo éster fenilpropionato, se reestablecié la potencia en el compuesto AH10-7 y se
obtuvo una respuesta inmunoldgica asociada al perfil de tipo Thl (Chennamadhavuni, Saavedra-
Avila et al. 2018). Por lo anterior, nos propusimos evaluar la bioactividad y potencia de una nueva
serie de ligandos que poseen una combinacién de estas modificaciones: la presencia o ausencia del
grupo hidroxilo en C’4, la adicién de un grupo éster fenilpropionato o fenilacetato en C”6 del grupo
galactosil, y la adiciéon de un grupo fluorofenilo en la cadena del acido carboxilico. Dado que los
ligandos AH17-1, AH17-2 y AH17-3 que poseen la incorporacion del grupo fluorofenilo indujeron
bajos niveles de produccién de IL-2 en los hibridomas de células iNKT, se determind que esta
modificacién es perjudicial para la bioactividad de los ligandos. Posiblemente, la ausencia del grupo
hidroxilo en C'4 también influye en la falta de actividad de estos ligandos, ya que en AH17-4 se
evidencia una mayor bioactividad. Por ello, se postula que el grupo hidroxilo en C'4 es capaz de
conferir una mayor potencia al ligando AH17-4 a pesar de presentar modificaciones perjudiciales
como el grupo fluorofenilo. Entre los ligandos sin modificaciones en la cadena carboxilato, se

encontrd que los mas potentes fueron AH17-5y AH17-6, que poseen diferentes grupos en C”6 pero
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comparten el grupo hidroxilo en C'4, confirmando la importancia de este grupo para la bioactividad.
Sus analogos en cuanto al grupo éster en C”6, AH17-7 y AH17-8 respectivamente, que carecen del
hidroxilo en C'4, poseen levemente menor potencia de la respuesta, pero el grupo éster que
comparten parece ser favorable para su bioactividad ya que ésta no se ve significativamente
disminuida. En cuanto a la naturaleza del grupo éster en C”6, no parece haber una diferencia
relevante en la potencia si éste es fenilacetato o su andlogo de cadena mas larga, fenilpropionato.
En los estudios in vivo, se postula que la cadena mds larga del grupo fenilpropionato favorece un
perfil de citoquinas inclinado al tipo Th1, como se evidencia en la respuesta de AH17-6 (Th1) versus
AH17-5 (ThO0), lo que se condice con lo observado ampliamente en la literatura respecto a la
apolaridad de los sustituyentes y el favorecimiento de la respuesta tipo Thl (Chennamadhavuni,
Saavedra-Avila et al. 2018). Al complementar con los estudios estructurales, podemos concluir que
el grupo hidroxilo en C'4 es importante para la actividad de los ligandos derivados de aGalCer debido
a su interaccion con el residuo conservado D151/153 en CD1d, e idealmente se debe compensar
con sustituciones mas apolares en posiciones donde no se interfiera con la unién al CD1d y/o TCR,

para obtener un perfil de citoquinas inclinado hacia el tipo Th1.

En este proyecto se propuso utilizar el ratén parcialmente humanizado hCD1d Kl como
una alternativa viable para el estudio de las respuestas de las células iNKT en modelos preclinicos,
ya que posee caracteristicas que lo hacen mas cercano al humano y por lo tanto las conclusiones
gue se generen de este trabajo pueden ser mas aplicables a la clinica. Como se evidencié en este
trabajo, el reconocimiento de ligandos por parte de hibridomas de células iNKT puede darse en
contexto de hCD1d o mCD1d, sin embargo, existen diferencias estructurales entre ambas moléculas
gue pueden incidir en que esta interaccion sea mas o menos efectiva para la activacion de las células
iNKT. Actualmente se estan proponiendo nuevos modelos de ratdn parcialmente humanizados para
el estudio de células iNKT. En una publicacién reciente de nuestros colaboradores (Saavedra-Avila,
Dellabona et al. 2022), se disefié una nueva cepa de raton que, ademas de presentar la modificacion
hCD1d KI, expresa la cadena TCR-a de las células iNKT humanas, la cual se asocia a una variedad de
cadenas TCR-B de ratdn, segun sus observaciones. Los autores se refieren a esta nueva cepa como
ratén VaKI. En este modelo, evidenciaron que una alta cantidad de linfocitos T expresaron el TCRa/B
caracteristico de las células iNKT y eran reactivas a tetramero de CD1d/aGalCer, sin embargo, sélo
una reducida subpoblacidn presentaba caracteristicas candnicas de células iNKT, como la expresion
de NK1.1, CXCR6 y altos niveles del factor de transcripcién PLZF. Una caracteristica que comparte el

ratdn VaKl con el ratén hCD1d Kl, es la reduccion de la frecuencia de células iNKT en comparacion
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al ratén WT. Se propone que esto puede deberse a las diferencias en el trafico endosomal que
presenta hCD1d en comparacidon con mCD1d, lo que podria llevar a la presentacién de un repertorio
distinto de antigenos lipidicos endégenos, resultando en una menor seleccidn positiva o un aumento
de seleccién negativa de precursores de células iNKT en el timo de ratones VoKl y hCD1d Kl versus
el raton WT (Sille, Boxem et al. 2009). También se han encontrado notorias diferencias en la
actividad y capacidad anti carcinogénica de varios ligandos en estos modelos. Por ejemplo, en otro
trabajo de nuestros colaboradores (Saavedra-Avila, Keshipeddy et al. 2020) se describieron ligandos
similares a los analizados en este trabajo, con la diferencia de que las modificaciones aromaticas se
realizaron en el C”4 del grupo galactosil. Los autores observaron que los ligandos AH10-2 y AH10-3
no fueron capaces de inducir una respuesta en esplenocitos derivados del ratén WT, pero si en
esplenocitos de ratdon hCD1d KI. Observaron ademds una gran actividad anti carcinogénica de AH10-
3, expansién de células NKT1 y contraccion de la poblacidn NKT2, ademds de una transactivacién de
células NK significativamente mayor que con la inyeccién de aGalCer. En su publicacion posterior
(Saavedra-Avila, Dellabona et al. 2022), encontraron que sélo el ligando AH17-4 (también conocido
como 7DW8-5) tuvo un efecto anti carcinogénico tanto en el ratdon VaKl como en hCD1d Kl y WT,
mientras que el ligando AH03-1 demostré efecto terapéutico en hCDd1 y WT pero no en el ratén
VoKI. El ligando AHO3-1 posee una estructura idéntica a aGalCer con la diferencia de que no posee
el hidroxilo en C’4. Estas observaciones fundamentan la idea de que existe una dependencia de la
estructura del ligando y el reconocimiento por parte de los repertorios de TCR en las células iNKT
presentes en los ratones VaKl, hCD1d Kl y WT, lo que también se ha evidenciado en estudios con

células iINKT humanas.

Como se indicé anteriormente, existen caracteristicas generales de los ligandos
glicolipidicos que se asocian a una respuesta diferencial de citoquinas: cadenas alifaticas mas cortas
e insaturadas inducen una respuesta de tipo Th2 mientras que cadenas mas largas y grupos
funcionales apolares en la cadena alifatica y en el grupo carbohidrato inducen una respuesta de tipo
Th1. Diversas hipdtesis se han propuesto para explicar el mecanismo molecular detras de esta
observacién, incluyendo la influencia de localizacién del complejo CD1d-glicolipido en balsas
lipidicas y niveles diferenciales de co-estimulacidn en la sinapsis inmunoldgica entre las células
presentadoras de antigenos y las células iNKT (Arora, Kharkwal et al. 2016). Adicionalmente, existe
evidencia de que los diferentes subtipos de células iNKT tales como las células NKT1, NKT2 y NKT17,
los cuales se caracterizan por su perfil de secrecion de citoquinas, pueden ser generados a partir de

precursores que presentan cierto uso preferencial de cadenas Va-Vp (Tuttle, Krovi et al. 2018). Por
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lo tanto, fue relevante para el objetivo de este proyecto evaluar la frecuencia de uso de las cadenas
Va-VP en células iNKT expandidas in vivo luego de la estimulacién con los ligandos aGalCer, AH17-6
y AH17-8. A pesar de que las células iNKT poseen un TCR semi-invariante, se ha propuesto que la
influencia de la cadena VP puede ser importante en el reconocimiento de antigenoy en la naturaleza
de la repuesta inducida por éste. Tanto en humanos como en ratdn, la diversidad de la cadena de
TCR-B se genera por la utilizacién de genes variables TCR DB y JB, y por la adicién de nucleétidos no
codificados en la linea germinal durante el reordenamiento del gen del TCR-B. Esto resulta en un
gran nivel de diversidad del loop CDR3B y un repertorio policlonal en ambas especies (Cameron,
Pellicci et al. 2015). Diversos estudios han indicado que a pesar de que la cadena B del TCR no se
une directamente al antigeno reconocido por las células iNKT sino a la molécula de CD1d, si puede
influir en la interaccién de la cadena a con el antigeno. En este proyecto, nos propusimos evaluar
los posibles mecanismos existentes de identificacion diferencial de antigenos por parte de
diferentes TCR de células iNKT. Por ejemplo, se ha evidenciado en trabajos previos que frente al
estimulo con el ligando iGb3 una mayor proporcién de las células iINKT expandidas presentan la
cadena VB7 (Cameron, Cheng et al. 2022). En ensayos de reconocimiento de tetrdmeros de CD1d
unidos a diversos ligandos glicolipidicos, se observa un espectro de afinidad de TCRs con diferentes
cadenas B hacia los ligandos OCH y aGalCer, sin embargo, existe un sesgo evidente de
reconocimiento de OCH por parte de TCRs con cadena VB8.1 y VB8.2. En cambio, aGalCer es
reconocido de forma diferencial por TCRs con cadena V7 y VB2. Adicionalmente, existe evidencia
que sugiere que diferentes subtipos de células iNKT en el timo expresan preferencialmente
diferentes cadenas V[, ya que se ha encontrado correlacidn entre la expresion de VB7 por parte de
las células NKT1, de VB2 por las células NKT2 y de V8.3 por las células NKT17 (Cameron and Godfrey
2018). Esto sugiere que la identidad de la secuencia del TCR de las células iNKT podria influir en el
reconocimiento de diversos antigenos con modificaciones especificas, y en el perfil funcional de

estas células, direccionando la respuesta inmune que se pretende inducir.

En nuestras experimentos, encontramos evidencia de que las diferencias observadas en
TCR-B de hibridomas de células iNKT, especificamente en el segmento JB, tienen consecuencias
estructurales y posiblemente funcionales en el reconocimiento de ligandos modificados de aGalCer
presentados tanto en el contexto de hCD1d como de mCD1d. Gran parte de estas diferencias en la
interaccion TCR/CD1-ligando estaban mediadas por cambios en residuos aminoacidicos de las
moléculas hCD1d y mCD1d. Sin embargo, y como se evidencié en este proyecto, existe una

influencia de la cadena B en cuanto a los residuos de la cadena a que quedan mas expuestos para
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la interaccién con el ligando, y también hay una dependencia de la estructura del ligando en cuanto
a las interacciones preponderantes que se observan tanto con el TCR como con la molécula de CD1d.
Esto desafia las concepciones previas que se tenian respecto al TCR-B de las células iNKT, y ensayos
adicionales sobre la influencia de la afinidad y tiempos de unidn en la naturaleza y potencia de la
respuesta de citoquinas seran necesarios para determinar su relevancia bioldgica. Es necesario no
perder de vista la escala de estas observaciones, ya que se analizaron secuencias de hibridomas
monoclonales que fueron seleccionados en un principio por su alta afinidad al tetrdmero de
CD1d/aGalCer, induciendo posiblemente un sesgo en la diversidad del repertorio obtenido. Es
posible que al analizar una mayor diversidad de secuencias de TCRB, como las que se obtienen al
analizar células iNKT expandidas in vivo por ligandos distintos a aGalCer, se encuentre una mayor
cantidad de diferencias entre estas secuencias que tengan influencia en la interaccién con los
ligandos derivados de aGalCer. Por lo anterior, creemos que es relevante estudiar la influencia de
la cadena B del TCR de las células iNKT en el reconocimiento de ligandos, especialmente de ligandos
que inducen altos niveles de produccién de citoquinas, como AH17-6, y perfiles de activacién
definidos de la respuesta inmune en modelos pre-clinicos y en estudios in vitro con células humanas
cuando sea posible, ya que esto permitird establecer conclusiones relevantes para una futura
aplicacion clinica. Nuestro analisis supone un punto de partida para lograr discernir las interacciones
relevantes para la union de ligando y receptor en contexto de hCD1d/mCD1d, lo que supondra una
ventaja al evaluar qué modificaciones estructurales en los ligandos puedan conferir de una mayor
actividad en el sistema parcialmente humanizado del ratén hCD1d Kl y que por lo tanto puedan ser

de mayor utilidad en futuras aplicaciones clinicas.

Finalmente, consideramos importante destacar las fortalezas pero no perder de vista las
limitaciones de los modelos pre-clinicos en los cuales se realizan estudios relacionados a las células
iNKT. Estudios como el presente proyecto pretenden aumentar el conocimiento respecto a la
interaccion de diversos ligandos con el TCR de células iNKT, que previamente se creia no podia
ejercer una afinidad finamente regulada al ser de naturaleza semi-invariante. Actualmente, se ha
evidenciado que esto no es asi, y la influencia de la cadena B del TCR-iNKT estd actualmente en
estudio por varios grupos a nivel mundial. Creemos que esto aportara a un mejor entendimiento de
la biologia de las células iINKT y cdmo se pueden modular, ya sea mediante un disefio inteligente de
ligandos potencialmente terapéuticos, o a través del desarrollo de nuevas tecnologias basadas en

células CAR-NKT.
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