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1. RESUMEN

Los linfocitos T CD8+ citotoxicos tipo 1 (Tc1) producen interferén (IFN)-y y
presentan una alta capacidad citotoxica. A pesar de esto, su desempefio en esquemas
de inmunoterapia antitumoral esta limitado por el hecho que son células senescentes
incapaces de autorenovarse y sobrevivir a largo plazo. En este sentido, estudios
recientes convergen en que los linfocitos T CD8+ de memoria serian los candidatos
ideales para la terapia adoptiva antitumoral, puesto que tienen la capacidad de persistir
y proteger al organismo en una amplia ventana de tiempo. Antecedentes de nuestro
laboratorio y de la literatura sugieren que un subtipo particular de linfocitos T CD8+
caracterizados por la produccién de interleuquina (IL)-17 (T¢c17) tienen caracteristicas
compatibles con los linfocitos T de memoria, lo cual los convierte en potenciales

candidatos para esquemas de inmunoterapia celular.

En este trabajo, nos propusimos evaluar el fenotipo y las propiedades funcionales
de los linfocitos T¢17, de manera de dilucidar su potencial terapéutico antitumoral. Para
lograr este objetivo, generamos linfocitos Te1 y Tc17 mediante un protocolo de
diferenciacion in vitro y transferimos adoptivamente estas células en ratones C57BL/6.
Los restltados obienidos indican que los linfocitos Tc17 generados in vitro expresan
mayores niveles de genes y proteinas relacionadas al fenotipo memoria (Tcf-7, Lef-1,
Bcl-6, IL-2) y menores niveles de genes y proteinas relacionadas al programa efector (T-
bet, Eomes, Blimp-1, CD25, GzmB, Pfn1, IFN-y, TNF-a) en comparacion a los linfocitos
Te1. Interesantemente, los linfocitos Tc17 mostraron mayor persistencia in vivo asi como
un fenotipo caracteristico de células de memoria (CD127+KLRG1-) en contraste a los

linfocitos Te1 (CD127-KLRG1+). Asimismo, observamos que soélo los linfocitos Tc17




logran expandirse in vivo en respuesta a una segunda estimulacién con el antigeno
(expansién secundaria). Consistentemente con estos datos, la transferencia adoptiva de
linfocitos Tc17 confiere inmunidad frente a un desafio tumoral, a diferencia de la
transferencia adoptiva de linfocitos Tc1. Mecanisticamente, este resultado podria ser
explicado en parte ya que la progenie de los linfocitos T¢17: (1) produce mayores niveles
de las citoquinas antitumorales IL-2 e IFN-y, (2) corresponden a células polifuncionales,

y (3) presentan un patrén de migracién centrai a través de los linfonodos.

En conjunto, los resultados obtenidos en esta tesis demuestran que los linfocitos
Tc17 generados in vitro presentan un fenotipo y propiedades funcionales (persistencia y
expansion secundaria) similares a los linfocitos T CD8+ de memoria. Interesantemente,
esto se correlaciona con un mejor desempefio en un modelo de proteccion antitumoral.
De esta forma, los datos recopilados en este trabajo aportan nuevas evidencias que
destacan el potencial de los linfocitos Tc17 en el disefio de nuevos esquemas de

inmunoterapia antitumoral mas eficientes.




2. ABSTRACT

Type 1 cytotoxic CD8+ T (Tc1) cells produce interferon (IFN)-y and are endowed
with high cytotoxic capacity. In spite of this, their performance in immunotherapeutic
regimens against cancer has been limited by the fact that they are senescent cells and
thus are unable to self-renew and survive in the long term. In this line, recent studies
have shown that memory CD8+ T lymphocytes are the ideal candidates for adoptive
antitumor therapy, because they have the ability to persist and protect the organism in
the long term. Data from our lab and the literature suggest that a particular subtype of
CD8+ T lymphocytes characterized by the production of IL-17 (Tc17 cells) share
characteristics with memory T lymphocytes, which makes them potential candidates for

T cell immunotherapy.

In this work, we sought to evaluate the phenotype and functional properties of Tc17
cells, in order to elucidate their potential for antitumor immunotherapy. To achieve this
goal, we generatéd Te1 and Te17 cells with an in vitro differentiation approach and then
adoptively transferred these cells into C57BL/8 mice. The results show that in vitro
generated Tc17 cells express higher levels of genes and proteins related to the memory
phenotype (Tcf-7, Lef-1, Bel-6, 1L-2) and lower levels of genes and proteins related to the
effector program (T-bet, Eomes, Blimp-1, CD25, GzmB, Pfn1, IFN-y, TNF-o) compared
to Te1 cells. Interestingly, Tc17 cells showed a greater in vivo persistence as well as a
memory-like T cell phenotype (CD127+ KLRG1-) in contrast {o Te1 lymphocytes (CD127-
KLRG1+). We also observed that only Tc17 cells were able to expand in vivo in response
to a secondary stimulation with the antigen (secondary expansion). Consistently with
these data, the adoptive transfer of Tc17 but not Te1 cells confers immunity against a

tumor challenge. Mechanistically, this result could be explained in part since the progeny




of the Tc17 cells; (1) produce higher levels of the antitumor cytokines interleukin (IL)-2
and IFN-y, (2) are polyfunctional cells, and (3) have a central pattern of migration through

lymph nodes.

Together, the results presented here demonstrate that in vitro generated Tc17 cells
display a phenotype and functional properties (persistence and secondary expansion)
similar to memory CD8+ T Ilymphocytes. Interestingly, this correlates with better
performance in an antitumor protection model. Thus, the data collected in this work
provide new evidence highlighting the potential of Tc17 lymphocytes in the design of

novel and more effective immunotherapies against cancer.




3. INTRODUCCION

3.1 Inmunidad adaptable y memoria inmunolégica

El sistema inmune adaptable corresponde a un subconjunto de células, moléculas
y procesos del sistema inmune que nos permiten eliminar o prevenir el crecimiento de
organismos patégenos y/o células malignas. La respuesta inmune adaptable se puede
clasificar en: (1) La respuesta humoral, que es mediada por linfocitos B y se encarga
principalmente de la eliminacién de patégenos extracelulares y sus toxinas; y (2) la
respuesta celular que es mediada por linfocitos T y se encarga principalmente de la
eliminacién de patégenos intracelulares y células transformadas (Abbas y cols., 2014).
Una de las cualidades fundamentales de la inmunidad adaptable es la memoria
inmunolégica, que nos permite “recordar” nuestro historial antigénico y responder con
mayor intensidad frente a antigenos a los que hemos sido expuestos con anterioridad
(Sallusto y cols., 2010). Esta propiedad nos permite gozar de inmunidad duradera y
altamente eficiente contra patdgenos infecciosos y es la base fundamental de las
vacunas (Sallusto y cols., 2010). Ademas, avances recientes en el campo de la
inmunologia antitumoral sugieren que los linfocitos T de memoria serian los candidatos
ideales en esquemas de inmunoterapia celular (Gattinoni y cols., 2012), puesto que
conferirian inmunidad prolongada contra tumores primarios y posibles focos de
metastasis. Por esta razén, numerosos esfuerzos han sido puestos en dilucidar los
mecanismos que gobiernan la formacién de los linfocitos T de memoria, de forma de
utilizar dicha informacion en el disefio de nuevas estrategias de inmunoterapia mas

eficientes.




3.2 Linfocitos T CD8+: virgenes, efectores y de memoria.

Entender el proceso de generacion de linfocitos T de memoria requiere, en primera
instancia, comprender el desarrollo de [a respuesta inmune adaptable. En esta tesis, me
centraré principalmente en los linfocitos T CD8+, clasicamente relacionados con la
respuesta citotoxica y cuya funcién principal es la eliminacién directa de células

infectadas o transformadas a fravés de la induccion de apoptosis.

Previo al encuentro con el antigeno, los linfocitos T CD8+ transitan por nuestro
organismo via sistema circulatorio en un estado de reposo, con una baja tasa de
proliferacion y un bajo consumo energético, en cuyo caso reciben el nombre de linfocitos
T virgenes (Tough y Sprent, 1994; Hamilton y Jameson, 2012). Cada linfocito T CD8+
virgen presenta en su superficie multiples copias de un Unico receptor denominado
Receptor de Células T (TCR por T cell receptor}, que no esta codificado en la linea
germinal, sino que surge a partir de un proceso de recombinacion genética que ocurre
durante la maduracion de los linfocitos T. De esta forma, la respuesta inmune adaptable
cuenta con un amplio repertorio de linfocitos T CD8+ que expresan TCRs Unicos, cada
uno de los cuales reconoce especificamente un péptido determinado unido a una
molécula del complejo principal de histocompatibilidad clase | (MHC-I) (complejo

péptido/MHC).

El inicio de la respuesta inmune adaptable se produce cuando el TCR de un
linfocito T CD8+ virgen es estimulado de forma especifica por el complejo péptido/MHC-
| presentado por una célula dendritica madura. Se requieren tres sefiales para activar a
un linfocito T virgen: (1) el reconocimiento especifico del complejo péptido/MHC, (2)

sefiales co-estimulatorias y (3) citoquinas (Abbas y cols., 2014). Frente a estos




estimulos, el linfocito T se activa y prolifera, generando millones de linfocitos T
especificos contra el antigeno (Blattman y cols., 2002), proceso conocido como
expansion clonal. Ademéas de un gran aumento en el nimero de células antigeno-
especificas, los linfocitos T se diferencian hacia células T efectoras. Este “programa
efector” les permite a los linfocitos T adquirir las funciones necesarias para ejecutar la
respuesta inmune, como por ejemplo la formacién de granulos citotdxicos (granzimas y
perforinas), la capacidad de secrefar interieron gama (IFN-y), o la expresién de

receptores de quimioguinas gue guiaran su migracion hacia los sitios de inflamacion.

El proceso de diferenciacion hacia linfocitos T CD8+ efectores no es homogéneo,
pudiéndose distinguir al menos dos subtipos de linfocitos T derivados de la expansion
clonal: (1) Las células T efectoras de vida corta (SLECs, por Short-Lived Effector Cells)
y (2) las células efectoras precursoras de memoria (MPECs, por Memory Precursor
Effector Cells) (Kaech y cols., 2003). Las SLECs representan el 90-95% de los linfocitos
T especificos durante el pico de la respuesta y su funcién principal es la eliminacién de
las células infectadas o transformadas. Tienen una alta tasa proliferativa ya que
expresan altos niveles del receptor de alta afinidad para IL-2 (Il.-2Ra 0 CD25) (Kalia y
cols., 2010). Asimismo expresan altos niveles de moléculas efectoras, como granzimas,
perforinas e IFN-y, y son células senescentes que se caracterizan por presentar una alta
expresion del receptor inhibitorio KLRG1 (Killer-cell lectin-like receptor G1) (Kaech y
cols., 2003). Por otro lado, las MPECs son las células que daran origen a los linfocitos T
de memoria y representan el 5~10% de los linfocitos T especificos durante el pico de la
respuesta. Tienen una baja tasa proliferativa y expresan bajos niveles del receptor de
alta afinidad para [L-2 (Kalia y cols., 2010). Las MPECs poseen menor capacidad

efectora que las SLECs, pero conservan propiedades como la sobrevida y la




autorenovacién, dada por la expresion de proteinas anti-apoptdticas (Bcl-2) y receptores
de factores de crecimiento (IL-7Ra 0 CD127) {Kaech y cols., 2003). Estas dos sub-
poblaciones de linfocitos T activados coexisten hasta la eliminacién del antigeno, evento
que desencadena la fase de contraccion en la cual las SLECs son eliminadas via

apoptosis.

Luego de la fase de contraccién, las MPECs comienzan su diferenciacion a
linfocitos T de memoria, [os que pueden clasificarse en al menos dos subtipos: Los
linfocitos T de memoria central (Tcm, por central memory T cell) y los linfocitos T de
memoria efectora (Tewm, por effector memory T cell) (Mueller y cols., 2013). Estos subtipos
celulares difieren principalmente en su patron de migracion, capacidad proliferativa y
capacidad efectora. Los linfocitos Tcm se caracterizan por expresar la integrina L-
selectina (CD62L) y el receptor de quimioquinas CCR7, lo que les permite migrar a través
de los 6rganos linfoides secundarios (Sallusto y cols., 1999; Masopust, 2001). Por el
contrario los linfocitos Tem no expresan CD62L ni CCR7, migran por la sangre y pueden
entrar a los tejidos periféricos (Sallusto y cols., 1999; Masopust, 2001). Los Tcm tienen
una mayor capacidad proliferativa que los Tem ya que pueden secretar IL-2 (Wherry y
cols., 2003). Esta propiedad les permite a los linfocitos Tew montar una respuesta
secundaria de mayor magnitud. Por otro lado, los Tem poseen un mayor compromiso con
el programa efector que los Tem, lo que se manifiesta en una mayor expresioén de
moléculas efectoras como IFN-y, granzimas y perforinas (Masopust, 2001). Este mayor
grado de diferenciacion les permite a los linfocitos Tem responder de forma mas rapida
frente a la estimulacién antigénica, lo que sumado a su presencia en los tejidos
periféricos favorece la rapida eliminacién de los patégenos antes de que éstos se

multipliquen y/o propaguen por el organismo.




Ademas de las poblaciones de Tem ¥ Tem previamente descritas, evidencia reciente
ha mostrado la existencia de un nuevo subtipo de linfocitos T de memoria no circulantes
que residen en el cerebro y las mucosas (pulmones, intestino y piel), los cuales han sido
denominados linfocitos T de memoria residente (Trm, por resident memory T cell)
(Mueiler y cols., 2013). Estos linfocitos de memoria muestran un fenotipo CD62L-CCR7-
al igual que los Tem, sin embargo los Trm se caracterizan por expresar el marcador de

activacion CD69 y la integrina CD103 (Gebhardt y cols., 2009).

3.3 Modelo de potencial decreciente

En la literatura se han propuesto distintos mecanismos para explicar cémo se
generan los diversos subtipos de linfocitos T CD8+ “efectores” y de “memoria” durante
el desarrollo de la respuesta inmune (Kaech y Cui, 2012). El modelo de diferenciacion
progresiva o de potencial decreciente es el mas aceptado actualmente y establece que
los linfocitos T CD8+ virgenes, dependiendo de la intensidad de las sefiales de activacion
que reciben, avanzan unidireccionaimente a fravés de una serie de estados de
diferenciacion que culminan en la generacién de linfocitos T efectores de vida corta
(SLECs) (Gattinoni y cols., 2011). De esta forma, en la escala de diferenciacion, los
linfocitos T virgenes (T, por T Naive) corresponden a las células menos diferenciadas,
seguidas de los Tcm, los Tem Y finalmente las SLECs, que corresponden al estado
terminalmente diferenciado (Gattinoni y cols., 2011). Este modelo se sustenta en la
observacién de cambios fenotipicos graduales desde el fenotipo T virgen hasta las
SLECs. Por ejemplo, dos moléculas importantes en el homing a los érganos linfoides
secundarios como CDB2L y CCR7 se expresan en los linfocitos T virgenes y Tem pero
no en los linfocitos Tem ni en las SLECs (Sallusto y cols., 1999). Por otra parte, el receptor

inhibitorio KLRG1, implicado en la mantencién de la senescencia (Voehringer y cols.,




2001), es expresado progresivamente a medida que los linfocitos T maduran hacia un
estado terminalmente diferenciado (Wirth y cols., 2010). En la misma linea, estudios de
transcriptémica han mostrado que dos tercios de los genes que se expresan
diferencialmente entre estas subpoblaciones celulares muestran un comportamiento
progresivo en el orden Tx, Tem, Tem ¥ SLECs (Willinger y cols., 2005; Gattinoni y cols.,
2011). Por ejemplo, moléculas efectoras como granzimas y perforinas aumentan su
expresion en el orden Tn, Tewm, Tem y SLECs (Gattinoni y cols., 2011). Asimismo, factores
de transcripcion relacionados a la adquisicion del fenotipo efector como T-bet, Eomes,
Blimp-1, 1d2 y Zeb2 aumentan su expresién progresivamente en el orden Tn, Tem, Temy
SLECs (Gattinoni y cols., 2011). Al contrario, factores de transcripcion asociados con el
fenotipo T virgen como los sefializadores de la via Wnt-B-catenina Tef-7 y Lef-1,
miembros de la familia Kif y otros factores de transcripcion como Foxp1 e Id3 disminuyen
su expresién progresivamente en el orden Tn, Tem, Tem Y SLECs (Gattinoni y cols., 2011).
De esta forma, se establece una gradiente de estados de diferenciacion a través de la
cual los linfocitos T transitan unidireccionalmente (T virgen hacia SLECs). Esta vision
cobra especial relevancia cuando se toma en consideracién que propiedades
funcionales como la sobrevida y proliferacién de los linfocitos T son propias de los
estados menos diferenciados (Tn ¥ Tcwm), ¥ se pierden a medida que los linfocitos
adquieren las propiedades efectoras de células terminalmente diferenciadas (Tem v
SLECs). Este hecho, como se discutira a continuacion, tiene importantes consecuencias

a la hora de utilizar a los linfocitos T con fines terapéuticos.

3.4 Inmunoterapia contra el cancer: Terapia adoptiva de linfocitos T

Histoéricamente han existido tres pilares para el tratamiento del cancer: Cirugia,

quimioterapia y radioterapia. Sin embargo, la inmunoterapia ha surgido como un posible
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cuarto pilar, cuyo principio es promover los mecanismos propios del sistema inmune para
reconocer y eliminar las células transformadas (Mellman y cols., 2011). Una de estas
terapias es la terapia celular o terapia adoptiva de linfocitos T que consiste en administrar

linfocitos T especificos contra antigenos tumorales en el paciente.

En diversos estudios clinicos se ha demostrado que los linfocitos T pueden eliminar
tumores establecidos (Rosenberg y Restifo, 2015). Uno de los protocolos de tratamiento
mas utilizados consiste basicamente en la extraccion de linfocitos T autdlogos del tejido
tumoral, [a expansion de estos linfocitos T en cultivos ex vivo, y la reinfusion de éstas
células en el paciente que ha sido previamente tratado con un régimen de deplecién
finfocitica (Dudley y cols., 2002). Este tipo de tratamiento ha tenido especial éxito en
pacientes con melanoma metastasico, mostrando tasas de regresién cercanas al 50% y
regresion completa en mas del 20% de los pacientes (Dudley y cols., 2002; Rosenberg
y cols., 2011). Se cree que el melanoma es susceptible a esta terapia debido a que
presenta una alta tasa de mutaciones en comparacién con otros tipos de cancer
(Lawrence y cols., 2013), lo que generaria posibles neocantigenos tumorales capaces de
ser reconacidos por los linfocitos alojados en el tumor (Gubin y cols., 2014). No obstante,
estudios clinicos recientes han adoptado otras estrategias para ampliar el alcance de [a
terapia adoptiva de linfocitos T a otros tipos de cancer con resultados prometedores. Por
ejemplo, se han obtenido tasas de respuesta completa superiores al 90% en pacientes
con linfoma y leucemia tratados con linfocitos T que han sido medificados genéticamente
para expresar receptores quiméricos confra el antigeno CD19 (Kochenderfer y cols.,

2010; Maude y cols., 2014).

Sin embargo, una de las principales limitaciones de la terapia celular es la pérdida

de funcién antitumoral in vivo, puesto que los linfocitos T CD8+ maduran hacia un estado
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terminalmente diferenciado incapaz de persistir a largo plazo en el organismo hospedero
(Crompton y cols., 2014). Si bien los linfocitos T efectores terminales son altamente
citotdxicos y producen grandes cantidades de IFN-y, pierden la capacidad de migrar a
los 6rganos linfoides secundarios, producen menos IL-2 y son células senescentes
(KLRG1), lo cual impacta negativamente su desemperio antitumoral (Gattinoni y cols.,
2005). En este sentido, estudios preclinicos han demostrado que linfocitos T CD8+
menos diferenciados como los Tem poseen un mayor potencial antitumoral que los
linfocitos Tem, debido a su capacidad de sobrevivir, proliferar, y dar origen a células
efectoras continuamente (Klebanoff y cols., 2005; Gaftinoni y cols., 2009, 2011).
Asimismo, estudios clinicos de terapia adoptiva de linfocitos T en pacientes con
melanoma han correlacionado positivamente el fenotipo de linfocitos T menos
diferenciados con la efectividad de la terapia (Rosenberg y cols., 2011; Zhou y cols.,

2005).

3.5 Diversidad funcional en los linfocitos T CD8+

Ademas de la diversidad que existe en cuanto al nivel de diferenciacién de los
linfocitos T CD8+, se ha demostrado que también exisie heterogeneidad a nivel
funcional. La literatura se ha centrado principalmente en el estudio de los linfocitos T
citotoxicos de tipo 1 (Tc1) que corresponden al linaje por defecto de los linfocitos T CD8+.
Sin embargo, estudios recientes sugieren que las sefiales presentes durante la
activacion de los linfocitos T CD8+ virgenes dan lugar a la activacién de programas
funcionales alternativos, pudiéndose distinguir linfocitos Tc1, Te2, Tc9 y Te17 (Mittriicker
y cols., 2014). Citoguinas como IL-2, [L-12 e IFN-y promueven la dferenciacién de los
linfocitos T virgenes hacia linfocitos T¢1, mientras que citoquinas como TGF-3 e IL-6

promueven el programa Tc17 (Huber y cols., 2009). Cada uno de estos subtipos de

12




linfocitos T CD8+ se caracteriza por expresar factores transcripcionales maestros y
moléculas efectoras especificas. Por ejemplo, los linfocitos Tc1 expresan el factor
transcripcional maestro T-bet, secretan principalmente [FN-y, y expresan moléculas
citotéxicas como granzimas y perforinas. En contraste, los linfocitos T¢17 expresan el
factor transcripcional maestro RORyt, se caracterizan por secretar [a citoquina
inflamatoria IL-17 y no expresan granzimas ni perforinas (Huber y cols., 2009; Yen y

cols., 2009).

3.6 Linfocitos Tc17 y su potencial antitumoral

Estudios recientes involucran a los linfocitos Te17 en el desarrollo de
enfermedades infecciosas, en fendémenos de autoinmunidad y también en el cancer. La
acumulacién de linfocitos Tc17 ha sido observada en tumores humanos de pacientes
con céncer gastrico (Zhuang y cols., 2012), de Utero (Zhang y cols., 2014), de cabeza y
cuello (Tsai y cols., 2012), de higado (Kuang y cols., 2010}, de colon (Wu y cols., 2014)
y también en diversos modelos de cancer incluyendo el modele murino de melanoma

B16 (Kryczek y cols., 2007).

Nuestro grupo en conjunto con otros autores hemos aportado evidencia que
demuestra que los linfocitos Tc17 cumplen un papel antitumoral en el desarrollo del
cancer. Dos grupos independientes mostraron en estudios preclinicos que la terapia
adoptiva con linfocitos Te17 generados in vitro promueve [a eliminacion de tumores
establecidos en ratones B6 (Hinrichs y cols., 2009; Garcia-Hernandez y cols., 2010). En
esta misma linea, en nuestro l[aboratorio reportamos que ratones deficientes en el factor
transcripcional maestro del linaje Tc17 (ratones Ror'®) a| ser desafiados con tumores

transplantables presentan un crecimiento tumoral exacerbado con respecto a ratones
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normales, apoyando la hipétesis que los linfocitos Tc17 contribuirian en la respuesta

inmune antitumoral (Nufiez y cols., 2012).

El hecho que los linfocitos Tc17 generados in vifro no expresan moléculas
citotdxicas como granzimas y perforinas (Huber y cols., 2009) y que no son capaces de
inducir la apoptosis en células blanco cargadas con antigeno (Yen y cols., 2009) abre
cuestionamientos respecto de los mecanismos que explicarian el potencial antitumoral
de los linfocitos Tc17. En este sentido, el gurpo de Dutton demostrd que la efectividad
de la terapia adoptiva de linfocitos Tc17 depende de la capacidad de estas células para
producir [FN-y, TNF-a e IL-17, citoquinas que mediarian el reclutamiento de linfocitos T,
macrofagos y neutrofilos al microambiente tumoral favoreciendo [a eliminacion del tumor
(Garcia-Hernandez y cols., 2010). Asimismo, el grupo de Restifo correlaciond la
efectividad de la terapia adoptiva de linfocitos Tc17 con la capacidad de las células para
transformarse in vivo a un fenotipo productor de IFN-y (Hinrichs y cols., 2009). De esta
forma, la capacidad antitumoral de los linfocitos Tc17 podria ser explicada gracias a su
capacidad de transformarse a linfocitos productores de IFN-y —tipo Tc1. En este sentido,
estudios in vitro han demostrado que la estimulacién de linfocitos Te17 con IL-12 induce
su reprogramacion hacia células tipo Tc1 que expresan T-bet, producen IFN-y y poseen
capacidad citotéxica (Tajima y cols., 2011). Interesantemente, durante mi seminario de
titulo pude comprobar que los linfocitos Tc17 se transforman in vivo en células tipo Tel
IFN-y+ granzima B+ al ser transferidos a ratones con melanoma, favoreciendo Ia

eliminaciéon del tumor (Flores-Santibanez y cols., 2015).

Por otra parte, otros antecedentes sugieren que los linfocitos Te17 podrian

corresponder a células en un estado de diferenciacion mas temprano que los linfocitos
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Tc1. De acuerdo con esta idea, un estudio reciente demostré que los linfocitos Te17
generados in vitro presentan acumulacion de B-catenina y alta expresién de Tcf-7
(Muranski y cols., 2011), lo que sugiere una sefializacién activa de la via Wnt/B-catenina,
que es una de las vias importantes en la mantencién del programa molecular de los
linfocitos T de memoria. En la misma linea, el grupo de Restifo observé que los linfocitos
Tc17 poseen mayor persistencia in vivo en comparacion con linfocitos Tc1 en un modelo
de terapia celular antitumoral (Hinrichs y cols., 2009). Ademas, se ha reportado que
luego de la transferencia adoptiva en ratones con tumor, los linfocitos Tc17 presentan
una alta expresion de la cadena alfa del receptor de IL-7 (CD127) (Yu y cols., 2013), lo
que podria explicar su mayor capacidad de sobrevida. Sin embargo, aun no es claro si
los linfocitos Tc17 poseen otras cualidades funcionales propias de los linfocitos T de

memoria, como la capacidad de montar una respuesta secundaria.

15




4. HIPOTESIS

Los linfocitos Tc17 poseen caracteristicas de linfocitos T de memoria y presentan

mayor potencial antitumoral que los linfocitos Te1

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar las propiedades de memoria de los linfocitos Tc17 generados in vifro y

estudiar su potencial antitumoral en comparacion a los linfocitos Tc1

5.2 Objetivos especificos

5.2.1 Estudiar la expresién de moléculas relacionadas al fenotipo de memoria en los

linfocitos Te17 generados in vitro

5.2.2 Estudiar in vivo el fenotipo y la persistencia de linfocitos Tc17 generados in vitro

5.2.3 Estudiar in vivo la expansién secundaria de linfocitos T¢c17 generados in vitro

5.2.4 Estudiar in vivo la actividad antitumoral de los linfocitos Tc17 generados in vifro
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Materiales

6.1.1 Anticuerpos

Los anticuerpos (anti ratén) contra CD8a PECy7 (clon 53-6.7), CD8a
APCeFluor780 (clon 53-6.7), CD16/32 (clon 93), CD25 PE (clon PC61.5), CD25 APC
(clon PC81.5), CD45.1 eFluor450 (clon A20), CD45.2 PE-Cy7 (clon 104), CD62L FITC
{clon MEL-14), CD62L PE (clon MEL-14), [L-17 eFluor660 (clon eBio17B7), IFN-
1 eFluoré60 (clon XMG1.2), IFN-y FITC {clon XMG1.2), TNF-a FITC (clon MP8-XT22),
IL-2 PECy7 (clon JES6-5H4) y Va2 PE (clon B20.1) se obtuvieron en eBioscience. Los
anticuerpos contra CD8a FITC (clon 53-6.7), CD44 APC (clon IM7), CD45.1 APC (clon
A20), CD45.2 PerCPCy5.5 (clon 104), CD62L PECy7 (clon MEL-14), CD127 APC (clon
A7R34), KLRG1 PE (clon 2F1/KLRG1), KLRG1 APC (clon 2F17KLRG1), IL-17 PE (clon
TC11-18H10.1), granzima B Alexa Fluor647 (clon GB11) y Vp5 APC (clon MRS-4) se
obtuvieron en BiolLegend. El anticuerpo bloqueador o-IFN-y (clon XMG1.2) y los
anticuerpos activadores o~-CD3 (clon 145-2C11) y «-CD28 (clon 37.51) se obtuvieron en

BiolLegend.

6.1.2 Ratones

Ratones C57BL/6, OT-l y B6.SJL-Ptprc® Pep3°/BoyJ (B6.SJL), se obtuvieron en
The Jackson Laboratory {Bar Harbor, USA). Los ratones OT-l contienen una insercion

genética que en linfocitos T CD8+ permite la expresion de un TCR transgénico (cadenas

Va2 y V35) con especificidad contra un péptido de ovoalbtmina (OVAzs7-264), presentado
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en contexto MHC-l H2-KP. El fenotipo de los ratones OT-l fue verificado en cada
experimento por citometria de flujo mediante un marcaje en sangre con anticuerpos
contra CD8a, Va2 y VB5. Los ratones B6.SJL son ratones congénicos con la cepa
C57BL/B, lo que significa que son genéticamente idénticos a excepcion de un Gnico locus
que codifica la proteina CD45 (Ly5 o Piprc). Mientras que los ratones C57BL/6 y OT-I
poseen el alelo CD45.2 (Ly5.2 o Ptrpc®) en su genotipo, los ratones B6.SJL poseen el
alelo CD45.1 (Ly5.1 o Piprc?). Para los experimentos de co-transferencia adoptiva se
cruzaron ratones OT-| (CD45.2) con ratones B6.SJL (CD45.1) y de la F1 se obtuvieron
ratones OT-l que co-expresan las proteinas CD45.1 y CD45.2 (OT-1 CD45.1/.2). Todos
los ratones se mantuvieron en el bioterio de la Fundacién Ciencia y Vida en condiciones
libres de patogenos especificos. Para los experimentos se utilizaron ratones entre 6y 12

semanas de edad.

6.1.3 Células B16-OVA

La linea celular tumoral de melanoma murino B16 que expresa la proteina
ovoalblimina (B16-OVA) fue donada por el Dr. Randolph Noelle (Dartmouth Medical

School, USA){(Guo y cols., 2012).

18




6.2 Métodos

6.2.1 Aislamiento de células de bazo, linfonodos y tumor

Para la obtencién de células de bazo, se extrajo el bazo del raton y se recibid en
una placa de Petri con 10 mL de RPMI + 10% SFB y se perfundié para obtener una
suspensioén celular. Esta suspension se centrifugd a 600 x g durante 7 minutos a 4°C y
el pellet de células se resuspendié en 2 mL de buiffer de lisis de glébulos rojos (RBC Lisis
Buffer, eBioscience) y se incubo durante 5 minutos en hielo. Las células se lavaron con

RPMi + 10% SFB y se resuspendieron en 10 mL del mismo medio

Para la obtencién de células desde los linfonodos periféricos (PLN por Peripheral
Lymph Node) o linfonodos drenantes del tumor (TdLN por Tumor draining Lymph Node),
éstos se exirajeron y se disgregaron mecanicamente con una tijera. La suspension
celular se filtré por una malla metalica de 90 pm, y se llevd a un volumen de 5 mL con

RPM! + 10% SFB.

Para la obtencion de linfocitos infiltrantes de tumor se extrajeron los tumores y se
disgregaron mecanicamente con una tijera en HBSS + 5% SFB. Luego, la suspensién
celular y restos de tejido se llevaron a 5 mL con HBSS + 5% SFB y se realizé una
digestion enzimatica con 1 mg/mL de Colagenasa D (Roche) y 50 pg/mL de DNAsa |
(Roche) a 37°C con agitacion suave durante 30 minutos. Al terminar la digestion, el tejido
se filtré a través de una malla de 70 pm (cell strainer, BD Biosciences), se centrifugd a
500 x g durante 5 minutos a 4°C y las células se resuspendieron en 2 mL de buffer de
lisis de globulos rojos y se incubaron por 5 minutos en hielo. Tras el tratamiento, las

células se lavaron y luego resuspendieron en 3 mL de Percoll 40%. Con una pipeta
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Pasteur, se agregaron 3 mL de Percoll 70% bajo la suspension celular, y se centrifugd a
750 x g durante 20 minutos a 25°C. Luego, se recuperaron las células mononucleares
contenidas entre las dos fases y se traspasaron a otro tubo. Las células se lavaron con
HBSS + 5% SFB de manera de eliminar el Percoll remanente. Finalmente, las células se

resuspendieron en 3 mL de RPMI + 10% SFB.

Para determinar el nimero de células obtenido, se tomd una alicuota de la
suspension celular y se contaron las células en una cdmara de Neubauer con tincién de

azul de tripan.

6.2.2 Separacion inmunomagnética de linfocitos T CD8+ totales

Para aislar los linfocitos T CD8+ totales se extrajeron células a pariir del bazo y/o
PLN de un ratén OT-l (ver seccidbn 6.2.1) y se utilizd el kit de separacion
inmunomagnética CD8a+ T cell Isolation kit (Miltenyi Biotec). Las células de PLN y/o
bazo se incubaron con el mix de anticuerpos acoplados a biotina (15 pL por cada 100
millones de células en 300 uL de Verseno + 0,5% SFB) («-CD4 o-CD11b a-CD11¢, a-
CD19, a-B220, a-CD48b, «-CD105, a-MHC Class I, o-Ter119 y a-TCRy8) durante 15
minutos a 4°C con agitacion rotatoria. Luego de la incubacién, las células se lavaron y
se incubaron con perlas magnéticas acopladas a anticuerpos anti-biotina (30 pL por cada
100 millones de células en 300 plL de Verseno + 0,5% SFB) durante 15 minutos a 4°C
con agitacion rotatoria. Luego de la incubacion las células se resuspendieron en 1 mL
de Verseno + 0,5% SFB y se pasaron por una columa LD (Miltenyi Biotec). Se recuperé
la fraccién negativa que contiene los linfocitos T CD8+ totales y se centrifugaron las

células a 600 x g a 4°C por 7 minutos.
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6.2.3 Cell sorting de linfocitos T CD8+ virgenes

Para aislar los linfocitos T CD8+ virgenes se realizé un marcaje en superficie de
las células obtenidas luego de la separacion inmunomagnética (ver seccion 6.2.2). Para
esto, se incubaron 10 millones de linfocitos T CD8+ totales en 100 pl. de RPMI + 10%
SFB con anticuerpos contra CD8a APCeF780, CD25 PE, CD62L FITC y CD44 APC
durante 15 minutos a 4°C en oscuridad. Luego de la incubacién se lavaron las células
con RPMI + 10% SFB y se centrifugaron a 600 x g a 4°C por 7 min. A continuacion, las
células se resuspendieron en RPMI + 10% SFB y se aislaron los linfocitos T CD8+

virgenes (CD8a+ CD25- CD44° CD62L") mediante celf sorting (FACSAria Ill, BD

Biosciences).

6.2.4 Generacion de linfocitos Tc1 y Tc17 in vitro

Para obtener células Tc1 y Tc17 antigeno especificas, se purificaron linfocitos T
CD8+ virgenes de ratones OT-l (ver seccidon 6.2.2 y 6.2.3) y se activaron con «~-CD3
(clon 145-2C11, Biolegend) y «-CD28 (clon 37.51, Biolegend) ambos a una
concentracion final de 1 yg/mik.. Ademas, para generar linfocitos Tc1 se agregd al cultivo
IL-2 (10 ng/mL), mientras que para generar linfocitos Tc17 se agregd TGF-p1 (2 ng/mL),
IL-6 (20 ng/mL) y o~IFN-y (5 pg/mL). La activacion se realizo en placas de 96 pocillos de
fondo redondo a una concentracién de 0,5 x 10° células/mL en medio IMDM
suplementado con 10% SFB, fungizona (0,25 pg/mL) y B-mercaptoetanol (50 pM) en un

incubador a 37°C y 5% COQO: por 4 dias.
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6.2.5 Evaluacion de moléculas de superficie por citometria de flujo

La caracterizacién fenotipica de las distintas poblaciones celulares se realizé por
citometria de flujo multiparamétrica (FACSCanto 11, BD Biosciences). Para la deteccion
de moléculas de superficie mediante citometria de flujo, entre 0,1 y 1,0 x 10° células se
incubaron con un anticuerpo contra CD16/CD32 (Fc Block) en PBS + 2% SFB durante
20 minutos a 4°C en oscuridad para bloquear los receptores Fc. Luego, se lavaron las
células con PBS + 2% SFB y se cenirifugaron a 600 x g por 7 minutos a 4°C.
Posteriormente, las células incubaron con los respectivos anticuerpos fluorescentes y
con Fixable Viability Dye eFluor780 (eBioscience) para descartar las células muertas, en
PBS + 2% SFB durante 30 minutos a 4°C en oscuridad. Finalmente, las células se
lavaron con PBS + 2% SFB, se centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a 4°C y se
resuspendieron en 200 pL de PBS + 2% SFB para ser analizadas en el citometro. Los

datos de citometria se analizaron con el programa FlowJo (Tree Star, Inc.)

6.2.6 Evaluacion de células productoras de citoquinas por citometria de flujo

Para analizar la expresion intracelular de citoquinas por parte de linfocitos T se
realizé una activacién policlonal in vitro. Células de bazo, de PLN, de tumor o linfocitos
Te1 o Te17 generados in vitro se incubaron a 2 x 10° células/mL en RPMI 10% SFB, en
presencia de PMA 0,25 pM (Sigma), ionomicina 1 pg/mL (Sigma) y 1ul/mL de Brefeldina
A (GolgiPlug, BD Biosciences), durante 4 horas a 37°C y 5% CO.. Luego de la
incubacion, las células se centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a 4°C y se
resuspendieron en PBS + 2% SFB. Las células se marcaron en superficie (ver seccion
6.2.5) y posteriormente se centrifugaron a 600 x g por 7 minutos a 4°C. Para el marcaje

intracelular de citoquinas (IFN-y, IL-17A, TNF-o e IL-2), las células se fijaron y

22




permeabilizaron, resuspendiéndolas en 200 pL de Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences) e
incubandolas durante 20 minutos a 4°C en oscuridad. Al cabo de la incubacién, las
células se lavaron con 700 pL de Permwash (BD Biosciences) y se centrifugaron a 700
X g durante 8 minutos a 4°C. Luego, las células se incubaron con los respectivos
anticuerpos fluorescentes diluidos en 100 pl. de Permwash durante 30 minutos a 4°C en
oscuridad. Finalmente, las células se lavaron con 700 pL de Permwash, se centrifugaron
a 700 x g por 8 minutos a 4°C y se resuspendieron en 200 pl de PBS + 2% SFB para
ser analizadas en el citémetro. Los datos de citometria se analizaron con el programa

FlowJo (Tree Star, Inc.)

6.2.7 Obtencion y marcaje de células de sangre

Para la recoleccién de muestras de sangre los ratones fueron calentados bajo una
luz incandescente y con la ayuda de un bisturi se perforo la vena lateral de la cola. Entre
50 y 200 pL de sangre fueron recibidos en un tubo con 50 pL de heparina (Laboratorio
Sanderson, 1000 U.l./mL). A continuacién se tomaron 100 pl. de la sangre colectada y
se incubaron con un anticuerpo contra CD16/CD32 (Fc Block) durante 20 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad para bloquear los receptores Fc. Luego, se agregd
un mix de los anticuerpos contra moléculas de superficie deseados y se incubaron
durante 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. A continuacion se agregé 1
mL de solucién de lisis de glébulos rojos (BD FACS lysing solution, BD Biosciences) y
se incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Luego se centrifugd
a 600 x g durante 7 minutos a temperatura ambiente y se resuspendieron las células en
PBS + 2% FBS para ser analizadas en el citometro. Los datos de citometria se analizaron

con el programa FlowJo (Tree Star, Inc.)
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6.2.8 PCR en tiempo real

Para analizar la expresion de los mRNA de {cf7, lef1, bcl6, gzmb, pfn1, prdm1, kif2,
thx21, eomes y hprt en linfocitos T CD8+ virgenes, Tc1 y Tc17 se realizo PCR en tiempo
real. Los linfocitos T CD8+ virgenes fueron aislados desde bazo y/o PLN de ratones OT-
| mediante cell sorting (ver seccidn 6.2.3). Los linfocitos Te1 y Te17 fueron generados in
vitro (ver seccion 6.2.4). Se extrajo mRNA a partir de 5-10 x108 linfocitos T CD8+
virgenes o 1-3 x10° linfocitos Tc1 o Tc17. Para la extraccién de mRNA se utilizé el kit
EZNA total RNA (Q Bio-Tek) con digestién de DNA en columna (DNAse set RNAse free,
Q Bio-Tek) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. A continuacién se cuantificé el
mRNA en un especirofotdmetro (NanoPhotometer, IMPLEN) y se sintetizé cDNA a partir
de 1 yg de mRNA. Para la sintesis de ¢cDNA se utilizé el kit Superscript First Strand
Synthesis System for RT-PCR (Thermo Scientific) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Al cDNA sintetizado se le agregaron 4 volimenes de agua libre de nucleasas
y se guardé a -20°C. Para |a reaccién de PCR en tiempo real se utilizaron 5 pl. de cDNA,
10 pL de Brilliant 1l SYBR Green gPCR Master Mix (Agilent Technologies), partidores
(375-800 nM) y agua libre de nucleasas hasta un volumen final de 20 uL. Todas las
reacciones fueron realizadas usando un sistema Stratagene Mx3000P (Agilent
Technologies) en 40 ciclos utilizando una temperatura de denaturacién de 95°C,
temperatura de annealing de 58°C y temperatura de elongacion de 72°C. Los niveles de
expresion relativos de los fragmentos amplificados fueron calculados utilizando el ACt
entre el gen de interés y el gen constitutivo hprt (hipoxantina-guanina
fosforibosiltransferasa). Ademas los datos fueron normalizados respecto a la expresion
relativa de la muestra de linfocitos T CD8+ virgenes. Las secuencias de los partidores

utilizados para las reacciones de PCR en tiempo real se muestran en la tabla 1.
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Tabla 1. Partidores utilizados en el PCR en tiempo real.

Gen Sentido (5°2>3’) Antisentido (5'>3’)

tef7 CAATCTGCTCATGCCCTACC . CTTGCTTCTGGCTGATGTCC

left TGAGTGCACGCTAAAGGAGA CTGACCAGCCTGGATAAAGC
bcl6 CTGCAGATGGAGCATGTTGT CACCCGGGAGTATTTCTCAG
gzmb TGCTGCTAAAGCTGAAGAGTAAG CGTGTTTGAGTATTTGCCCATTG
pint GATGTGAACCCTAGGCCAGA GGTTTTTGTACCAGGCGAAA
prdm1 GACGGGGGTACTTCTGTTCA GGCATTCTTGGGAACTGTGT
thx21 AGCAAGGACGGCGAATGTT GGGTGGACATATAAGCGGTTC
eomes GCGCATGTTTCCTTTCTTGAG GGTCGGCCAGAACCACTTC

kif2 TGTGAGAAATGCCTTTGAGTTTACTG CCCTTATAGAAATACAATCGGTCATAGTC
hprt CTCCTCAGACCGCTTTTTGC TAACCTGGTTCATCATCGCTAATC

6.2.9 Persistencia de linfocitos Tc1 y Te17 in vivo

Se generaron linfocitos Te1 y Te17 in vitro desde un raton OT-l (CD45.2+) (ver
seccion 6.2.4). Se transfirieron adoptivamente 1 x 10° células Tc1 o Te17 por via
intravenosa en ratones congenicos B6.SJL (CD45.1+). Luego de 24 horas se inmunizé
cada ratén con 500 g de proteina OVA (Sigma-Aldrich) por via intraperitoneal. En el dia
10 después de la transferencia adoptiva, se obtuvieron muestras de sangre (ver seccién

6.2.7) y se analizarcn por citometria de flujo.
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6.2.10 Expansién secundaria de linfocitos Tc1 y Te17 in vivo

Se generaron linfocitos Tc1 y Tc17 in vitro (ver seccion 6.2.4). Los linfocitos Tet
fueron generados a partir de ratones OT-1 CD45.2 mientras que los linfocitos T¢17 fueron
generados a partir de ratones OT-l CD45.1/.2. El dia de la transferencia, los linfocitos
Te1 y Te17 se contaron en un microscopio con tincién de azul de tripan y se mezclaron
aunarazon 1:1. A continuacion se evalud la razén inicial (input) en el citdmetro haciendo
un marcaje contra CD45.1 y CD45.2. Se tomaron 2 x 10° células {otales de esta mezcla
y se transfirieron adoptivamente por via intravenosa en ratones congenicos B6.SJL
(CD45.1+). Con esta estrategia se pueden distinguir los linfocitos Tc1 transferidos
(CD45.1-CD45.2+), los linfocitos Tc17 transferidos (CD45.1+CD45.2+) y los leucocitos
enddégenos (CD45.1+CD45.2-). El dia 1 después de la transferencia adoptiva se
inmunizaron los ratones con 500 pg de proteina OVA (Sigma-Aldrich) por via
intraperitoneal. El dia 30 después de la transferencia adoptiva se re-inmunizaron los
ratones con 500 ug de proteina OVA (Sigma-Aldrich) y 500 uL de Adyuvante Completo
de Freund (CFA, Sigma) por via intraperitoneal. En los dias 11, 25 y 34 después de la
transferencia adoptiva se obtuvieron muestras de sangre y se analizaron por citometria
de flujo. Finalmente, el dia 36 después de la transferencia adoptiva los ratones fueron

sacrificados y se analizaron las células del bazo por citometria de flujo.

6.2.11 Modelo de proteccion antitumoral in vivo

Se generaron linfocitos Te1 y Te17 in vitro desde un ratdén OT-l (CD45.2+) (ver
seccion 6.2.4). Se transfirieron adoptivamente 1 x 10° células Tc1 o Te17 por via
intravenosa en ratones congénicos B6.SJL (CD45.1+). Como grupo control se inyectaron

ratones con el vehiculo (PBS). En el dia 1 y en el dia 13 después de la transferencia
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adoptiva se inmunizaron los ratones con 500 ug de proteina OVA (Sigma-Aldrich) por
via intraperitoneal. En el dia 14 después de la transferencia adoptiva los ratones fueron
desafiados con 1 x 10° células B16-OVA (ver seccién 6.1.3). Para el desafio tumoral los
ratones fueron anesiesiados con sevoflurano inhalatorio (SEVOrane, Abbott
Laboratories). Una vez dormidos, se les inyectaron 1,0 x 10° células B16-OVA por via
intradérmica en el flanco derecho del dorso. La evolucion del tamario de los tumores se
evalué cada dos o tres dias mediante dos mediciones perpendiculares del tumor
realizadas con un pie de metro. Ratones con tumores mayores a 300 mm? se sacrificaron
por razones bioeticas. En el dia 34 los ratones fueron sacrificados y se analizaron las

células del TdLN y tumor mediante citometria de flujo.

6.2.12 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico entre dos grupos de datos se utilizo el test t de Student
de dos colas. Para el andlisis estadistico entre méas de dos grupos se utilizé analisis de
varianza (ANOVA) de una via con post prueba de Tukey. Para el andlisis estadistico de
las curvas de expansion secundaria y crecimiento tumoral entre distintos tratamientos se
utilizé una prueba de ANOVA de 2 vias y post prueba de Bonferroni. Todos los analisis
estadisticos se realizaron utilizando el programa GraphPad Prism 8 (GraphPad Software,
San Diego, CA, EUA). Se considera la significancia estadistica con un valor de p < 0,05.

(* p < 0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,001, **** p < 0,0001)
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7. RESULTADOS

7.1 Generacion de linfocitos Te17 in vitro

Para estudiar el fenotipo y funcién de los linfocitos Tc17 utilizamos un protocolo de
diferenciacion in vitro. Brevemente, aislamos linfocitos T CD8+ virgenes (CD8+ CD25-
CDB2LM CD44°) desde el bazo y/o linfonodos periféricos (PLN) de ratones OT-l vy los
estimulamos con los anticuerpos activadores o-CD3 y 0-CD28. Ademas se agrego IL-2
a los cultivos para generar linfocitos Tc1 o TGF-B1, IL-8 y el anticuerpo bloqueador o-
IFN-y para generar linfocitos Tc17. Luego de 4 dias de diferenciacion analizamos la
produccion de citoquinas en los linfocitosTe1 y Te17 diferenciados (Figura 1). En la
condicion de diferenciacion hacia células Tc1 obtuvimos un 93,9 + 2,5 % de células
productoras de IFN-y que no producen IL-17A (0,3 £ 0,1 %). Por otra parte, en la
condicién de diferenciacion hacia células Tc17 obtuvimos un 87,0 £ 2,7 % de células
productoras de IL-17A yun 6,7 £ 2,7 % de células que producen [FN-y.

Tet Tc17 Fkkk ededede

] —
100 -
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T
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Figura 1. Generacion de linfocitos Tc17 in vitro. Se aislaron linfocitos T CD8+
virgenes y se activaron con «-CD3 y «-CD28 durante 4 dias en presencia de IL-2 para
generar linfocitos Tc1 o en presencia de TGF-B1, IL-6 y a-IFN-y para generar linfocitos
Te17. Luego de 4 dias las células se reactivaron con PMA e ionomicina en presencia de
brefeldina A durante 4 horas y se analizo produccion de IFN-y e IL-17A mediante tincion
intracelular y citometria de flujo. Las barras representan el promedio de células positivas
para cada citoquina £ error estandar de la media (n=6). **** p < 0.0001 test t de Student.

28




7.2 Fenotipo de linfocitos Tc17 generados in vitro

A continuacion evaluamos la expresion de CD44, CD62L, CD25, granzima B, TNF-
o e IL-2 en los linfocitos Tc1 y Te17 generados in vitro. La expresion de CD44 es
clasicamente utilizada para discriminar entre linfocitos T virgenes que expresan bajos
niveles de CD44 (CD44") y linfocitos T con experiencia antigénica (T efectores y T de
memoria) que expresan altos niveles de CD44 (CD44™) (Budd y cols., 1987). En la figura
2 se muestra que tanto los linfocitos Te1 como los linfacitos Tc17 muestran una alta
expresion de CD44, lo que sugiere que en ambas condiciones los linfocitos fueron
eficientemente activados. Por otra parte, la L-selectina o CD62L es una molécula de
adhesién que es expresada por linfocitos T virgenes y T de memoria central (Tew), ¥ cuya
funcién es permitir la entrada de los linfocitos T a los tejidos linfoides secundarios
(Sallusto y cols., 1999). Al evaluar la expresion de CD62L en los linfocitos Tc1 y Te17
generados in vitro observamos que los linfocitos Tc1 poseen una mayor expresion de
esta selectina en comparacion con los linfocitos Tc17 (64,0 + 11,3% confra un 16,2 +

7,4%) (Figura 2).

Ademas analizamos la expresién de granzima B (GzmB), proteasa presente en los
grénulos citotoxicos de los linfocitos T citotdxicos y cuya funcién es inducir la apoptosis
en las células blanco. En acuerdo con datos de la literatura (Huber y cols., 2009),
observamos que los linfocitos Tc17 no expresan GzmB a diferencia de los linfocitos Te1
que muestran una alta expresién de GzmB (Figura 2). Interesantemente, los linfocitos
Te1 muestran una alta expresion de la cadena alfa del receptor de IL-2 (CD25), a

diferencia de los linfocitos Tc17 (Figura 2).
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Figura 2. Los linfocitos Tc17 generados in vitro son CD44% pero no expresan CD25
ni granzima B. Se generaron linfocitos Te1 y Te17 in vitro y se evalud la expresion de
CDG2L, CD44, CD25 y granzima B mediante citometria de flujo. Las barras representan
el promedio de células positivas para CD62L, GzmB y CD25 y el promedio de la
intensidad media de fluorescencia (IMF) para CD44 + error estandar de la media (n=3-
4). * p<0.05, ** p < 0.01 **** p < 0.0001 test t de Student.

Finalmente observamos que tanto los linfocitos Tc1 como los linfocitos Tcl7
producen IL-2 y TNF-« (figura 3). Sin embargo, los linfocitos Tc17 muestran mayores
niveles de IL-2 que los linfocitos Te1, y por el contrario, los linfocitos Tc1 poseen mayores
niveles de TNF-a que los linfocitos Tc17. Si bien el TNF-o es producido tanto por las
células T de memoria como por las células T efectoras, la produccién de IL-2 esta
restringida a poblaciones de linfocitos T menos diferenciadas, como linfocitos T virgenes

y Tem (Sallusto y cols., 1999; Newell y cols., 2012),
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En resumen, los linfocitos Tc1 generados in vitro poseen una mayor expresion de
moléculas relacionadas al fenotipo efector (CD25, GzmB, IFN-y, TNF-o.) en comparacion
con los linfocitos Tc17. Ademas, los linfocitos Tc17 producen IL-2, al tiempo que
expresan bajos niveles de CD25, ambas caracteristicas relacionadas al fenotipo T de
memoria (Sallusto y cols., 1999; Newell y cols., 2012; Arsenio y cols., 2014). Todos estos
datos sugieren que los linfocitos Tc17 corresponderian a un estado de menor
diferenciacion similar a los linfocitos T de memoria, mientras que los linfocitos Te

estarian mas cerca del fenotipo T efector ierminalmente diferenciado.
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Figura 3. Los linfocitos Tc17 generados in vitro producen altos niveles de IL-2. Se
generaron linfocitos Tc1 y Tc17 in vitro. Luego de 4 dias las células se reactivaron con
PMA e ionomicina en presencia de brefeldina A durante 4 horas y se analizé produccién
de IFN-y, IL-17A, TNF-a e IL-2 mediante tincién intracelular y citometria de flujo. A la
izquierda se muestra la expresién de IFN-y e [L-17A en los linfocitos Te1 y Tel7
generados in vitro. A continuacion se muestra la expresién de TNF-a e IL-2 en una
ventana IFN-y+ para los linfocitos Tc1 o en una ventana IL-17A+ para los linfocitos Tc17.
Las barras representan el promedio de células positivas para cada citoquina + error
estandar de la media (n=4-7). * p < 0.05 test t de Student.




7.3  Perfil transcripcional de linfocitos Tc17 generados in vitro

Un area que ha tenido considerable atencion en los Gltimos afios es la identificacidn
de factores transcripcionales implicados en la regulacion de la diferenciacion de los
linfocitos T hacia el fenotipo memoria vs efector (Chang y cols., 2014). Con el objetivo
de determinar el estado de diferenciacion de los linfocitos Tc y Tc17 generados in vitro
medimos la expresion de los transcritos de algunos de estos factores transcripcionales
(tcf7, lef1, bel6, prdm1, thx21, eomes, kif2) y moléculas efectoras {gzmb, prf1} mediante

PCR en tiempo real.

Estudios recientes han demostrado que los factores Tcf-7, Lei-1, Bcl-6 y KIf-2 son
expresados principalmente por linfocitos T de memoria, y cumplen un rol fundamentai en
la autorenovacion, sobrevida y capacidad migratoria del fenotipo memoria (Gattinoni y
cols., 2009, 2011; Cui y cols., 2011; Ichii y cols., 2002; Takada y cols,, 2011).
Interesantemente, observamos que los linfocitos Tc17 expresan mayores niveles de los
MRNA fcf7, lef1 y bcl6 en comparacién a linfocitos Te1 (Figura 4), mientras que expresan

similares niveles de k/f2 que los linfocitos Tc1 (Figura 4).

Por el contrario, los factores T-bet, Eomes y Blimp-1 se expresan principalmente
en linfocitos T efectores, y participan en ia adquisicion del fenotipo efector induciendo la
expresion de moléculas efectoras como [FN-y, granzimas y perforinas (Joshi y cols.,
2007; Pearce y cols., 2003; Rutishauser y cols., 2009). En acuerdo con lo anterior,
observamos que los linfocitos Tc1 muestran mayores niveles de los mensajeros para T-
bet (tbx27), Eomes (eomes), Blimp-1 (prdm7), granzima B {(gzmb) y perforina 1 (pfn1) en

comparacion con los linfocitos Te17 (Figura 4).
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Figura 4. Los linfocitos Tc17 generados in vitro poseen un perfil transcipcional de
linfocitos T de memoria. Se analiz6 la expresion transcripcional de tcf7, lef1, bcl6,
9zmb, pfn1, prdm1, thx21, eomes y kif2 en linfocitos Tc1y Tc17 generados in vitro. Los
graficos muestran la expresion relativa de los mRNA respecto a la expresion del gen
constitutivo hprt, normalizada respecto a la expresion de los linfocitos T virgenes. Las
barras representan el promedio de expresidn + error estandar de la media (n=3-4). *p<
0.05, ** p<0.01, ** p <0.001, **** p < 0.0001 ANOVA de una via.
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En conjunto, los datos hasta aqui expuestos demuestran que los linfocitos Tc17
generados in vifro tienen un fenotipo y perdil transcripcional compatible con el de los
linfocitos T CD8+ de memoria. Poseen baja expresion de moléculas relacionadas con el
fenotipo T efector (CD25, GzmB, Pfn1, IFN-y, TNF-a, Blimp-1, T-bet y Eomes) y alta

expresion de moléculas relacionadas al fenotipo T de memoria (IL-2, Tcf-7, Lef-1, Bel-6).

7.4 Los linfocitos Tc17 persisten in vivo y muestran un fenotipo propio de

linfocitos T de memoria

A continuacion decidimos determinar si los linfocitos Tc17 poseen las propiedades
funcionales caracteristicas de las células T de memoria. En primera instancia, evaluamos
la persistencia de las células in vivo, que da cuenta de la capacidad de sobrevivir y/o
proliferar. Para cumplir este objetivo, generamos linfocitos Tc1 o Tc17 OVA-especificos
desde un ratén OT-l1 CD45.2 y los transferimos adoptivamente en ratones congénicos
B6.SJL CD45.1 (ver seccidn 6.1.2 y 6.2.9). Con este sistema podemos rastrear las
células transferidas ya que expresan el alelo CD45.2 a diferencia de las células
enddgenas del raton receptor, que expresan el alelo CD45.1. Un grupo de ratones recibié
células Tel1 y otro grupo recibio células Te17. Para activar los linfocitos de forma
antigeno-especifica, 24 horas después de la transferencia adoptiva se inyectaron por via
intraperitoneal 500 pg de proteina OVA por ratén (Figura 5A). El dia 10 se extrajeron
muestras de sangre y se analizé por citometria de flujo la presencia de células
transferidas (CD8+CD45.2+). Como se observa en la figura 5B, tanto los linfocitos Te1
como los linfocitos Tc17 lograron mantenerse en los ratones hasta el dia 10, y no se
observaron diferencias significativas en [a frecuencia de células transferidas

(CDB+CD45.2+) entre los dos grupos de ratones.
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Ademas de la persistencia, evaluamos la expresién de CD62L, CD44, CD127,
KLRG1 y CD25 en las celulas transferidas. Interesantemente, los linfocifos Tc17
transferidos mostraron mayor expresion de las proteinas relacionadas al fenotipo
memoria CD44, CD62L (L-selectina) y CD127 (IL-7Ro) en comparacién con los linfocitos
Te1 transferidos (Figura 6). Por el contrario, los linfocitos Tc1 transferidos mostraron
mayores niveles del marcador de senescencia KLRG1, en comparacion con los linfocitos
Te17 transferidos (Figura 6). Ademas, se observé baja o nula expresion de CD25 en las

células transferidas de ambos grupos de ratones (Figura 6).
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Figura 5. Persistencia de linfocitos Te1 y Te17 in vivo. (A) Se generaron linfocitos
Te1 y Te17 in vitro desde un ratén OT-l (OVA-especificos CD45.2+) y se transfirieron 1
x 108 linfocitos Tc1 0 Te17 en ratones B6.SJL (CD45.1+). Al dia siguiente se inmunizaron
los ratones con 500 pg de proteina OVA por ratén por via intraperitoneal. Luego de 10
dias se analizé la frecuencia de las células transferidas en la sangre de los ratones
receptores mediante citometria de flujo. (B) En los graficos de citometria se muestra [a
frecuencia de linfocitos Tc1 o Te17 transferidos (CD8+CD45.2+). Las barras representan
el promedio de la frecuencia * error estandar de la media (n=9). ns no significativo, test
t de Student.
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Figura 6. Los linfocitos Tc17 muestran un fenotipo de linfocitos T de memoria in
vivo. Se generaron linfocitos Te1 y Te17 in vitro desde un ratéon OT-l (OVA-especificos
CD45.2+) y se transfirieron 1 x 10°linfocitos Tc1 o Tc17 en ratones B6.SJL (CD45.1+).
Al dia siguiente se inmunizaron los ratones con 500 g de proteina OVA por ratén por
via intraperitoneal. Luego de 10 dias se analizo el fenotipo de las células transferidas en
la sangre de los ratones receptores mediante citometria de flujo. Las barras representan
el promedio de células positivas para CD62L, KLRG1 y CD25 y el promedio de la
intensidad media de fluorescencia (IMF) para CD44 y CD127 + error estandar de la
media (n=4). * p < 0.05 test t de Student.
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7.5 Los linfocitos Tc17 se expanden in vivo frente a un segundo desafio con el

antigeno

Los resultados de este trabajo muestran que los linfocitos Tc17 presentan
caracteristicas similares a los linfocitos T de memoria, como la capacidad de secretar IL-
2 (Figura 3), la expresién de un perfil transcripcional menos diferenciado (Figura 4) y la
expresion de CD127 y CD62L in vivo (Figura 6). Por esta razon decidimos evaluar la
expansion secundaria in vivo de los linfocitos Tc17 y compararla con los linfocitos Tc1,

cuyo fenotipo se asemeja a linfocitos T efectores terminalmente diferenciados.

Para lograr este objetivo, se co-transfirieron adoptivamente linfocitos Te1 (OT-I
CD45.2) y Te17 (OT-I CD45.1/.2) OVA-especificos generados in vifro en ratones
congénicos B6.SJL CD45.1. Con este sistema es posible rastrear independientemente
los linfocitos Tel transferidos (CD45.1-CD45.2+) y Tc17  transferidos
(CD45.1+CD45.2+), y a la vez diferenciarlos de [as células endégenas del raton receptor
(CD45.1+CD45.2-). Los linfocitos Te1 y Tc17 se mezclaron y se co-transfirieron en un
solo grupo de rafones (Figura 7A). La composicién de la mezcla al momento de
inyectarlas se muestra en la figura 7B y corresponde a un 67% de células T¢17 y un 33%
de células Tc1. Al dia siguiente (dia 1) los ratones recibieron una dosis de proteina OVA
intraperitoneal (Figura 7A). En los dias 11 y 25 se extrajeron muestras de sangre de los
ratones y se evalud la persistencia de los linfocitos Tc1 y Te17 transferidos (Figura 7C).
De acuerdo a los datos mostrados en la figura 7D, en los dias 11 y 25 se mantuvo la
composicion de las células transferidas, observandose alrededor de un 69% de células
Tc17 (CD45.1+CD45.2+) y un 31% de células Tc1 (CD45.1-CD45.2+). Ademas, el
ndmero de células Te1 y Te17 transferidas no cambié significativamente entre los dias

11 y 25 (Figura 7E).
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Figura 7. Los linfocitos Tc17 pueden expandirse in vivo frente a una segunda
exposicién al antigeno. (A) Se generaron linfocitos Tc1 desde un ratén OT-1 CD45.2+
y linfocitos Tc17 desde un ratén OT-I CD45.1+/CD45.2+. Los linfocitos Tc1 y Te17 se
mezclaron y se co-transfirieron 2 x 10° células totales en ratones B6.SJL CD45.1+. Al
dia siguiente los ratones recibieron una dosis intraperitoneal de proteina OVA vy treinta
dias después fueron re-inmunizados con proteina OVA y CFA. En los dias 11, 25 y 34
post transferencia se analizé la frecuencia de células transferidas en la sangre de los
ratones receptores mediante citometria de fiujo. En el dia 36 se sacrificaron los ratones
y se analiz6 el bazo por citometria de flujo. (B) Input de linfocitos T¢1 y Te17 transferidos.
(C) Expresion de CD45.1 y CD45.2 en linfocitos T CD8+ de sangre obtenida los dias 11,
25y 34 post-transferencia. (D) Composicién de linfocitos transferidos (Tc17 y Te1) en la
sangre obtenida en los dias 11, 25 y 34 post-transferencia (n=4). La linea roja punteada
muestra el input. * p < 0.05 ANOVA de una via. (E) Frecuencia de linfocitos Te1y Te17
transferidos por millén de linfocitos T CD8+ totales en la sangre recuperada los dias 11,
25 y 34 post-transferencia (n=4). ** p < 0.01 ANOVA de dos vias.
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En el dia 30 los ratones recibieron un desafio con proteina OVA y Adyuvante
Completo de Freund (CFA) por via intraperitoneal (Figura 7A). Cuatro dias después del
desafio (dia 34) se analizd la presencia de células Tc1y Tc17 en la sangre (Figura 7C).
Interesantemente, el desafio antigénico cambié significativamente la composicion de las
células transferidas en favor de los linfocitos Tc17 (Figura 7D). Ademas, en la figura 7E
se muestra que sélo los linfocitos Tc17 se expandieron en respuesta al estimulo

antigénico, a diferencia de los linfocitos Tc1 que continuaron en fase de contraccion.

Seis dias después del desafio con OVA y CFA (dia 36) analizamos el fenotipo de
la progenie secundaria de los linfocitos Tc1 y Tc17 en el bazo de los animales (Figura
8A). No fue posible realizar el andlisis fenotipico de los linfocitos Tc1 debido a la baja
cantidad células encontradas (Figura 8A), de forma que sélo se muestra el analisis de
los linfocitos Te17 (Figura 8B). Interesantemente, la progenie de los linfocitos Tc17 esta
compuesta principalmente de células CD44" CD127+ KLRG1-, de las cuales un 29,6 +
3,7% expresa CDB2L (Figura 8B). Ademas, un 19,0 + 2,5% de las células mantiene la
produccion de IL-17, mientras que un 54,6 £ 7,3% induce la expresion de IFN-y (Figura
8B). Por otra parte un 24,0 £ 6,3% de células produce IL-2, mientras que un 21,2 + 4.4%

de las células produce TNF-o (Figura 8B).
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Figura 8. Los linfocitos T¢17 contintian mostrando un fenotipo de memoria luego
de la expansién secundaria. Se generaron linfocitos Tc1 desde un ratén OT-1 CD45.2+
y linfocitos Tc17 desde un ratén OT-1 CD45.1+/CD45.2+. Los linfocitos Te1 y Te17 se
mezclaron y se co-transfirieron 2 x 10° células totales en ratones B6.SJL CD45.1+. Al
dia siguiente los ratones recibieron una dosis intraperitoneal de proteina OVA v treinta
dias después fueron re-inmunizados con proteina OVA y CFA. En el dia 36 se
sacrificaron los ratones y se analizé el fenotipo de los linfocitos Tc17 en el bazo. (A)
Expresion de CD45.1 y CD45.2 en una ventana de células CD8+ CD45.2+ (transferidas)
en el bazo de ratones receptores. (B) Expresion de CD44, CD62L, CD127, KLRG1, IFN-
7, IL-17A, TNF-u. e IL-2 en linfocitos Tc17 transferidos (CD8+CD45.1+CD45.2+). Imagen
representativa entre 4 ratones.
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7.6 Los linfocitos Tc17 confieren inmunidad antitumoral

De acuerdo a los resultados presentados anteriormente, podemos afirmar que los
linfocitos Tc17 persisten in vivo (Figura 5 y 6) y son capaces de montar una respuesta
secundaria frente a la estimulacién antigénica in vivo (Figura 7 y 8). Estas propiedades
funcionales han sido descritas en la literatura como ventajosas en esquemas de
inmunoterapia antitumoral (Gattinoni y cols., 2012). Por esta razon, decidimos evaluar la
capacidad antitumoral de los linfocitos Tc17 en un esquema de proteccién antitumoral.
Con este fin, se generaron in vitro células Tc1 y Tc17 OVA-especificas desde un ratén
OT-I CD45.2 y se transfirieron independientemente en dos grupos de ratones B6.SJL
CD45.1. Ademas, como grupo control se trataron ratones con el vehiculo (PBS) (Figura
9A). En los dias 1 y 13 los ratones recibieron una dosis de proteina OVA por via
intraperitoneal, y en el dia 14 fueron inyectados por via intradérmica con células de
melanoma que expresan la proteina OVA (B16-OVA) (Figura 9A). A partir del dia 14, se
registré el area tumoral en los 3 grupos de animales y la cinética de crecimiento de los
tumores se muestra en la figura 9B. Interesantemente, los ratones tratados con células
Te17 presentaron un crecimiento tumoral disminuido respecto del grupo control (PBS)
(Figura 9B). Por el contrario, los ratones que recibieron células Tc1 presentaron un

crecimiento tumoral similar al control no tratado (PBS) (Figura 9B).

Al término de la cinética tumoral, se analizé la presencia de células transferidas en
el érgano linfoide drenante del tumor (TdLN, por Tumor-draining Lymph Node) y en los
tumores de los animales fratados con linfocitos Tc1 y Te17 (Figura 10).
interesantemente, en los TdLN de los ratones tratados con linfocitos Te17 encontramos

un mayor porcentaje de células transferidas (CD8+CD45.2+) en comparacién con los
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ratones tratados con linfocitos Tc1 (Figura 10). En cambio, en el tumor, la frecuencia de

células transferidas fue similar para ambos grupos de ratones (Figura 10).
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Figura 9. Los linfocitos Tc17 confieren proteccion frente a un desafio tumoral. (A)
Se generaron linfocitos Tc1 y Te17 in vitro desde un raton OT-1 (OVA-especificos
CD45.2+) y se transfirieron 1 x 10° linfocitos Tc1 o Tc17 en ratones B6.SJL (CD45.1+).
Al dia siguiente y el dia 13 post-transferencia se inmunizaron los ratones con 500 pg de
proteina OVA por ratén por via intraperitoneal. En el dia 14 post-transferencia se
desafiaron los ratones con 1 x 10° células tumorales B16-OVA por via intradérmica y se
monitored el crecimiento tumoral los dias siguientes. Se sacrificaron los ratones en el dia
34 post-transferencia y se analizé el érgano linfoide drenante del tumor (TdLN) y el tumor
por citometria de flujo. (B) Cinética de crecimiento tumoral de ratones tratados con Tc1,
Tc17 o vehiculo (PBS). Los puntos en el gréfico representan el promedio de cada grupo
+ error estandar de la media (n=8). ** p < 0.01, *** p < 0.001 ANOVA de dos vias.
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Figura 10. Los linfocitos Tc17 persisten en el érgano linfoide drenante del tumor.
Se generaron linfocitos Te1 y Te17 in vitro desde un ratén OT-l (OVA-especificos
CD45.2+) y se transfirieron 1 x 108 linfocitos Tc1 o Te17 en ratones B8.SJL (CD45.1+).
Al dia siguiente y el dia 13 post-transferencia se inmunizaron los ratones con 500 ug de
proteina OVA por ratén por via intraperitoneal. El dia 14 post-transferencia se desafiaron
los ratones con 1 x 10° células tumorales B16-OVA por via intradérmica. Se sacrificaron
los ratones el dia 34 post-transferencia y se analizaron las células del érgano linfoide
drenante del tumor (TALN) y del tumor por citometria de flujo. En los graficos se muestra
la frecuencia de células transferidas (CD8+CD45.2+) en el TdLN y en el tumor. Las
barras representan el promedio de cada grupo + error estandar de la media (n=8).
*p < 0.05, test t de Student.

Ademas de analizar la presencia de las células transferidas, también analizamos
su capacidad de producir citoguinas. La figura 11 muestra el analisis de 1a expresién de
IFN=y, IL-17, IL-2 y TNF-o de la progenie de los linfocitos Te1 y Tc17 destacados en la
figura 10. Interesantemente, tanto en el TALN como en el tumor los linfocitos Te17

mostraron mayor produccidn IL-2 que los linfocitos Te1 (Figura 11). Ademas, en TdLN
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los linfocitos Te17 mostraron mayor produccién de IFN-y en comparacion a los linfocitos

Te1 (Figura 11).

T Te17 Tel Tc17

108

% IFN-y +

TdLN  Tumor TdN Tumor TN Tumor  ° TdLN  Tumor

Figura 11. Los linfocitos Tc17 producen mayores niveles de IFN-y e IL-2 en ratones
con tumor. Analisis de las células Tc1 y Tc17 encontradas en el TdLN y el tumor el dia
34 (ver figura 10). Las células se activaron con PMA e ionomicina en presencia de
brefeldina A durante 4 horas y se analizé produccion de citoquinas mediante tincién
intracelular y citometria de flujo multiparamétrica. En los gréficos se muestra la
produccion de IFN-y, IL-17A, TNF-a e IL-2 en los linfocitos Te1 o Te17 transferidos
(CD8+CDA45.2+). Las barras representan el promedio de células positivas para cada
citoquina * error estandar de la media (n=3-4). * p < 0.05, test t de Student.
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En la literatura se ha demostrado que los linfocitos T capaces de secretar
multiples citoquinas simultaneamente (gj IL-2+ TNF-o+ IFN-y+), conocidos como
linfocitos T “polifuncionales”, son mas eficientes en la eliminacién de patégenos y
tumores en comparacién con los linfocitos que secretan sélo una citoquina (gj. IFN-y+)
(Seder y cols., 2008; Yuan y cols., 2008). Para determinar la polifuncionalidad de la
progenie de los linfocitos Tc1 y Te17 transferidos se realizd un andlisis mas fino de los
datos mostrados en la figura 11. En la figura 12A se muestran graficos de torta que
representan la disiribucion de las células respecto de las citoquinas que producen, desde
células que no producen ninguna de las 4 citoquinas medidas, hasta células que
producen simultaneamente las 4 citoquinas medidas. Ademas, se muestra esta misma
distribucion de frecuencias en un histograma para TdLN (Figura 12B) y tumor (Figura
12C). En estos graficos es posible visualizar que en el TdLN la progenie de los linfocitos
Tc17 presenia mayor polifuncionalidad que la progenie de los linfocitos Tc1. Por el
contrario, en el tumor no se observan diferencias significativas en cuanto a la
polifuncionalidad y ambos tipos celulares muestran principalmente produccion sélo de

una citoquina.
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Figura 12. Los linfocitos Tc17 producen una respuesta polifuncional en ratones
con tumor. Analisis de polifuncionalidad de las células Tc1y Tc17 a partir de los datos
mostrados en la figura 11. (A) Los graficos de torta muestran la distribucion de
frecuencias de células Tc1 o Tc17 transferidas (CD8+CD45.2+) de acuerdo a la cantidad
de citoquinas diferentes que producen simultaneamente desde 0 hasta 4 (IFN-y, IL-17A,
TNF-a, IL-2) en el TdLN y el tumor. (B-C) Histogramas de células Tc1 o Tc17
transferidas (CD8+CD45.2+) que producen simultaneamente desde 0 hasta 4 citoquinas
en TdLN (B) o tumor (C). Las barras representan el promedio de frecuencia de células
positivas en cada grupo + error estandar de la media (n=3-4). * p < 0.05, test t de
Student.
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8. DISCUSION

Actualmente, |a terapia adoptiva de linfocitos T es una de las estrategias mas
prometedoras para el tratamiento del cancer (Rosenberg y cols., 2011). Sin embargo,
una de sus principales limitaciones radica en que las células T CD8+ maduran hacia un
estado de diferenciacién terminal incapaz de sobrevivir y proliferar in vivo (Crompton y
cols., 2014). Estudios pioneros en este tipo de inmunoterapia supusieron que un mayor
numero de células altamente efectoras seria la mejor opcién a la hora de combatir
tumores establecidos. Sin embargo, al poco tiempo fue evidente que 1a baja persistencia
in vivo de las células terminalmente diferenciadas las incapacitaba para esta tarea. En
este sentido, diversos estudios pre-clinicos han demostrado que células menos
diferenciadas como las células T de memoria son mejores candidatos para la
inmunoterapia celular, puesto que conservan la capacidad de sobrevivir y proliferar, al
tiempo que pueden originar nuevas células efectoras con potente actividad antitumoral
(Gattinoni y cols., 2011; Klebanoff y cols., 2005). En el trabajo aqui expuesto,
observamos que los linfocitos Tc17 generados in vitro poseen un fenotipo similar a los
linfocitos T CD8+ de memoria y son capaces de responder in vivo frente a una exposicion
secundaria al antigeno, a diferencia de linfocitos Tc1. Interesantemente, estas
propiedades correlacionan con un mejor desempefio antitumoral en un modelo de terapia
celular adoptiva, acompafiado de un patrén de migracion central y la capacidad de
respuesta polifuncional, ambas caracteristicas ventajosas para la efectividad de la

terapia.

Abundante evidencia en la literatura converge en que la serializacion de la via Wnt-

B-catenina promueve la adquisicién del fenotipo T de memoria, mientras que restringe la
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diferenciacion de los linfocitos T CD8+ hacia células T efectoras terminales (Zhou y cols.,
2010; Zhao y cols., 2010; Gattinoni y cols., 2011). Interesantemente, en esta tesis
observamos que los linfocitos Tc17 generados in vitro muestran una alta expresién de
los transductores de la via Wnt-B-catenina Tef-7 y Lef-1, similar al fenotipo reportado en
linfocitos T de memoria (Gattinoni y cols., 2011). Esto cobra especial relevancia ya que
estudios realizados por el grupo de Restifo han demostrado que la activacion
farmacologica de la via Wnt es suficiente para restringir la diferenciacion terminal en los
linfocitos T CD8+ (Gattinoni y cols., 2009, 2011), favoreciendo la generacion de linfocitos
T de memoria alftamente indiferenciados con un potente potencial terapéutico (Gattinoni

y cols., 2009, 2011).

Bcl-6 es ofro factor importante en la mantencidén del fenotipo memoria y se ha
reportado que se acumula a medida que los linfocitos T CD8+ transitan hacia el fenotipo
memoria in vivo (Cui y cols., 2011). Consistentemente, se ha demostrado que la
sobrexpresion de Bcl-6 en linfocitos T CD8+ promueve la generacion de linfocitos Temin
vivo (Ichii y cols., 2002; Cui y é:ols., 2011). El hecho que los linfocitos Tc17 expresen
mayores niveles de Bel-6, Tcf-7 y Lef-1 podria ser consecuencia de la estimulacion de la
via IL-8/STAT-3. Diversas citoquinas relacionadas al programa Tc17 como IL-8, IL-21 e
IL-23 estimulan la fosforilacion de STAT-3, que induce la expresion de RORyt e IL-17, y
reprime [a expresion de granzima B e IFN-y (Yen y cols., 2009; Huber y cols., 2009).
interesantemente, se ha reportado en la literatura que STAT-3 controla la expresion de
Bcl-6 (Cui y cols., 2011) y Tcf-7 (Durant y cols., 2010) en linfocitos T CD8+ y CD4+,
respectivamente. De hecho, linfocitos T CD8+ deficientes en STAT3 son de vida corta,
fallan en la generacidn de linfocitos Tem in vivo, y presentan una menor expresién de Bel-

6 en comparacion a células normales (Cui y cols., 2011). De esta forma, la sefializacién
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de la via [L-6/STAT-3 podria contribuir a la adquisicion del programa molecular T de
memoria observado en los linfocitos Tc17. En acuerdo con esta hipotesis, se ha
demostrado que linfocitos T CD8+ que tienen alta expresién del receptor para IL-6
poseen mayor potencial para originar células de memoria en comparacién con los
linfocitos T CD8+ que expresan menores niveles del receptor para IL-6 (Castellino y cols.,

2007).

Por otra parte, los factores transcripcionales T-bet, Eomes y Blimp-1 cooperan en
la adquisicién del programa T efector terminal, induciendo la expresidn de genes propios
del fenotipo efector como IFN-y, GzmA, GzmB, Prf1 y KLRG1, mientras que reprimen la
expresion de genes propios del fenotipo memoria como Tcf-7, 1d3, CD62L y CCR7
(Pearce y cols., 2003; Joshi y cols., 2007; Rutishauser y cols., 2009; Xin y cols., 2018).
En la literatura se ha reportado que linfocitos T CD8+ deficientes para T-bet/Eomes
(Intlekofer y cols., 2008) o T-bet/Blimp-1 (Xin y cols., 2016) presentan una deficiencia en
la diferenciacién hacia el fenotipo efector in vivo, mientras que expresan moléculas
relacionadas al fenotipo memoria y espontaneamente activan el programa Tc17 (Rora,
Roryt, IL-17, IL-23R, Ccr6). De esta forma, T-bet, Eomes y Blimp-1 actuarian reprimiendo
el fenotipo memoria y simultdneamente el conjunto de genes relacionados al programa
Tc17. En acuerdo con lo anterior, en este trabajo nosotros observamos que los linfocitos
Tc17 generados in vitro presentan baja expresion de T-bet, Eomes y Blimp-1 al tiempo

que expresan bajos niveles de las proteinas efectoras IFN-y, GzmB y Pfn1.

Dentro de las principales propiedades funcionales de los linfocitos T de memoria
se encuentra la capacidad de (1) persistir por tiempos largos en el organismo hospedero

y (2) conservar el potencial para montar una respuesta secundaria contra el antigeno.
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La capacidad de los linfocitos T de memoria de mantenerse in vivo depende
principalmente de la exposicion a citoquinas como IL-7 e IL-15 (Goldrath y cols., 2002),
que favorecen la sobrevida de las células induciendo la expresién de proteinas anti
apoptéticas como Bel-2 (Hamilton y Jameson, 2012). En este trabajo observamos que
los linfocitos Tc17 muestran una alta expresion de la cadena alfa del receptor para [L-7
(CD127) in vivo, similar a lo reportado en la literatura (Yu y cols., 2013), lo que sugiere
que los linfocitos Tc17 podrian presentar ventajas en la sobrevida a largo plazo. En
acuerdo con esta idea, observamos que en el modelo de inmunoterapia antitumoral los
linfocitos Tc17 lograron persistir en el érgano linfoide drenante del tumor, a diferencia de
los linfocitos Tc1. De esta forma, estos resultados sugieren que la sefializacion via IL-7
podria favorecer la sobrevida in vivo de los linfocitos Tc17, aunque mas experimentos

son necesarios para demostrarlo.

Una propiedad fundamental para inducir una respuesta secundaria eficiente es la
capacidad que tienen los linfocitos T de memoria de proliferar en respuesta a la
estimulacion antigénica (expansion secundaria). En esta tesis observamos que a
diferencia de los linfocitos Tc1, los linfocitos Te17 lograron expandirse in vivo luego de
una exposicion secundaria al antigeno. Esta cualidad se ha relacionado con la
produccion y sefalizacion autocrina de IL-2 (Feau y cols., 2011), y consecuentemente
se ha reportado que linfocitos T con un menor grado de diferenciacién (Tem) producen
mayores niveles de [L-2 en comparacién a linfocitos T mas diferenciados (Tem) (Sallusto
y cols., 1999; Newell y cols., 2012; Kiebanoff y cols., 2005). Conscuentemente, en esta
tesis observamos que un alto porcentaje de los linfocitos Tc17 generados in vifro produce
IL-2, e incluso una fraccion de [a progenie secundaria de los linfocitos Tc17 continta

preduciendo IL-2 in vivo.
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Interesantemente, sélo los linfocitos Tc17 fueron encontrados en los drganos
linfoides (bazo y linfonodos) de los ratones después de la estimulacién antigénica
secundaria. Este patrén de migracién a través de los 6rganos linfoides es caracteristico
de los linfocitos T de memoria central, y depende de la expresion de L-selectina (CD62L)
y del receptor de quimioguina CCR7 ({Sallusto y cols., 1999; Masopust, 2001).
Paraddjicamente, observamos que los linfocitos T¢17 generados in vifro no expresan
CD62L al momento de la transferencia adoptiva, ni tampoco expresan el factor
transcripcional KIf-2, que gobierna la expresién de sell (gen que codifica CD62L). Sin
embargo, una fraccién de los linfocitos Tc17 son capaces de re-expresar CD82L in vivo,
y mantienen la expresién de CD82L in vivo incluso después de la estimulacién antigénica
secundaria, Esta propiedad de migrar a través de los 6rganos linfoides podria permitir el
contacto de los linfocitos Tc17 con células dendriticas y de esta manera favorecer la
respuesta secundaria. En este sentido, estudios previos han relacionado positivamente
la capacidad de los linfocitos T de migrar a los linfonodos con una mayor efectividad en
esquemas de inmunoterapia celular antitumoral (Klebanoff y cols., 2005; Gattinoni y

cols., 2011).

Diversos reportes de la literatura han destacado [a superioridad de los linfocitos T
de memoria en esquemas de terapia adoptiva antitumoral, debido a que son capaces de
sobrevivir, proliferar y dar origen a células efectoras continuamente (Klebanoff y cols.,
2005; Gattinoni y cols., 2009, 2011). En este sentido se ha planteado en la literatura que
los linfocitos T de memoria comparten con las células madre de otros tejidos
caracteristicas “troncales” como la autorenovacion y multipotencialidad, ya que pueden
dar origen a linfocitos T efectores terminalmente diferenciados (Gattinoni y cols., 2012;

Graef y cols., 2014). Interesantemente, en este trabajo observamos que una parte de la
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progenie secundaria de los linfocitos Tc17 retiene caracteristicas de células menos
diferenciadas, como la produccion de IL-2 o la expresién de CD62L (autorenovacion);

mientras que otra fraccion adquiere la capacidad de producir IFN-y (multipotencialidad).

Tanto el fenotipo como las propiedades funcionales observadas en los linfocitos
Te17 (persistencia, expansion secundaria, migracion a los linfonedos, autorenovacion y
multipotencialidad) sugieren fuertemente que los linfocitos Tc17 poseen cualidades
idéneas para su uso en terapias adoptivas antitumorales. En acuerdo con esta idea,
nuestro grupo junto a otros autores hemos demostrado que la terapia adoptiva con
linfocitos Tc17 generados in vitro en ratones con melanoma promueve [a eliminacion de
tumores establecidos (Hinrichs y cols., 2009; Garcia-Hernandez y cols., 2010; Flores-
Santibanez y cols., 2015) mediante un mecanismo dependiente de la produccidn de IFN-
y (Garcia-Hernandez y cols., 2010). Sin embargo, la efectividad terapéutica de los
linfocitos Tc17 ha sido cuestionada por estudios que muestran que los linfocitos Tct son
mas eficientes que los linfocitos Tc17 en la erradicacion de tumores establecidos en base
al nimero de células transferidas (Garcia-Hernandez y cols., 2010; Flores-Santibanez y
cols., 2015). En contraste con este antecedente, en esta tesis observamos que la
trasferencia adoptiva de linfocitos Tc17 generados in vifro confiere inmunidad
antitumoral, mientras que los linfocitos Tc1 no logran proteger a los ratones frente al
desafio tumoral. En este sentido, es posible conciliar estos resultados argumentando
que la alta capacidad efectora de los linfocitos Tc1 es importante para mediar una rapida
eliminacion de las células tumorales en una primera etapa, mientras que las cualidades
de memoria de los linfocitos Tc17 sustentarian un ataque continuo en el tiempo,
confiriendo inmunidad por periodos mas largos. Sumado a esto, observamos que los

linfocitos T¢17 producen mas IL-2 y presentan caracteristicas polifuncionales, siendo
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capaces de producir simultdneamente diversas citoquinas (IL-17, IFN-y, TNF-c, |L-2).
Producir una respuesta polifuncional seria una propiedad importante de los linfocitos
Tc17 ya que este tipo de respuesta se ha relacionado con una mayor proteccion frente

a patégenos virales y tumores (Seder y cols., 2008; Yuan y cols., 2008).
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RESUMEN DE RESULTADOS

Los linfocitos Tc17 generados in vitro presentan una mayor expresion de genes y
proteinas relacionadas al fenotipo memoria (Tcf-7, Lef-1, Bel-6, IL-2) y una menor
expresion de genes y proteinas relacionadas al programa efector (T-bet, Eomes,
Blimp-1, CD25, GzmB, Pfn1, IFN-y, TNF-a) en comparacion a los linfocitos Te1

generados in vitro

Los linfocitos Te17 persisten in vivo y muestran un fenotipo CD127+KLRG1-

caracteristico de células de memoria

Los linfocitos Tc17 se expanden in vivo en respuesta a una segunda estimulacion

con el antigeno (expansién secundaria)

Una fraccion de la progenie secundaria de los linfocitos Tc17 se mantiene como
células Tc17 tipo memoria (CD62L+ IL-17+ IL-2+), mientras que la otra fraccién se

transforma en linfocitos T efectores IFN-y+.

La transferencia adoptiva de linfocitos Tc17 confiere inmunidad frente a un desafio

tumoral

Los linfocitos Tc17 se mantienen circulando en los érganos linfoides secundarios

de los ratones con tumor y responden de manera polifuncional
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10. CONCLUSIONES

En conjunto, los resultados obtenidos en esta tesis demuestran que los linfocitos
Te17 generados in vitro presentan un fenotipo y propiedades funcionales (persistencia y
expansion secundaria) similares a los linfocitos T CD8+ de memoria. Interesantemente,
esto se correlaciona con un mejor desempefio en un modelo de proteccién antitumoral.
De esta forma, podemos concluir que los linfocitos Tc17 corresponderian a un estadoe de
diferenciacion temprano, que retiene caracteristicas propias de las células de memoria,
siendo capaces de persistir y migrar a través de los érganos linfoides secundarios, y
también dar origen a células efectoras tipo Tc1 con propiedades antitumorales. El
conjunto de datos presentados en esta tesis aportan nuevas evidencias que destacan el
potencial de los linfocitos Tc17 en el disefio de nuevos esquemas de inmunoterapia

antitumoral mas eficientes.
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