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Resumen

Nuestro grupo ha reportado que la proteina Tmem176b es un canal/transportador iénico
intracelular fuertemente expresado en células dendriticas (DCs), que bloquea la respuesta
inmune antitumoral. ldentificamos al compuesto BayK8644 como un inhibidor de
Tmem176b. BayK8644 promueve el control tumoral en protocolos profilacticos pero no en
tumores establecidos a través de la activacion del inflamasoma y células. TEG@&dimos

que era neesario profundizar en los mecanismos inmunoldgicos implicados, con el fin de
obtener informacion que nos permitiera mejorar la respuesta terapéutica. Dada la relevancia
de las DCs en la respuesta dantnoral y la fuerte expresibn de Tmeml1l76b en esos
leuccritos, nos planteamos como objetivo general estudiar el impacto de la inhibicion de
Tmem176b en diferentes sytoblaciones de DCs (cDC1 y cDC2). Aqui hemos demostrado
que la inhibicion de Tmem176b con BayK8644 resulta en el bloqueo de una de las funciones
mas especificas de las cDC1, la presentacion cruzada de antigenos. Mostramos que la
encapsulacion de BayK8644 en NP-BdiPK8644) previene la inhibicion de la presentacion
cruzada de antigenos mientras mantiene la capacidad de activacion del inflamadoma. E
tratamiento con NFBayK8644 de animales que poseen tumores establecidos control6 el
crecimiento tumoral de una manera dependiente Timem176b El control tumoral se asocio

con una mayor infiltracion tumoral por células T CRBales y especificas de twn Por

tanto, la formulacién de BayK8644 en NP mejoré la eficacia antitumoral del compuesto libre
al evitar la inhibicion de la presentacion cruzada de antigenos al tiempo que desencadena la
activacion del inflamasoma. Por otra parte, caracterizamos meces inmunolégicos
desencadenados por cDC2 luego de la delecion génica y el bloqueo farmacoldgico de
Tmem176b. Mostramos en un modelovitro y ex vivoque las DC2 de animales portadores

de tumoresTmem176B o WT tratados con BayK8644 promovi6 la difiacion de células

Th17 de una manera dependiente del inflamasoma. Experimentos de transferencia celular
adoptiva mostraron que las células Th17 mejoran los efectostantrales del bloqueo de

PD1, sugiriendo que el eje cDC2/Th17 podria jugar un pagbetante en la terapia anPD

1. En suma, caracterizamos el impacto de la inhibicion de Tmeml176b en diferentes
subpoblaciones de DCs. Ese conocimiento aportd elementos para desarrollar formulaciones
que mejoren el efecto antumoral del BayK8644. Ademadescribimos mecanismos
desencadenados al inhibir a Tmem176b que potenciarian respuestas inmunes durante la

terapia oncologica basada en el bloqueo delPD
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Introduccion

/| 2Y2 j dzZSRs LX FaYFrR2 Sy St awSadzySyés YA ()
de Doctor en Ciencias Médicas, intentd caracterizar mecanismos celulares y
moleculares por los cuales el compuesto BayK844 encapsulado o eno
nanoparticulas de quitosano desencadena en el hospedero respuestas inmunes

contra ciertos tipos de cancer. En este contexto me gustaria inciar el apartado
GLYGNRRdAzZOOAsY¢ RSAONAROASYR2 fI NBflIOAsy Syl
me conducirdluego a detallar ciertas células y complejos de proteinas que forman

parte del sistema inmune innato del huésped. Esos actores son piezas claves en el
desarrollo de estas respuestas antitumorales. Pretendemos con este trabajo de

tesis, aportar conocimieto para la obtencién de nuevas formulaciones en el area

de la Inmunoterapia con el cancer.

1 Céancerz Inmunidad

Se define cancer como un conjunto de enfermedades con caracteristicas comunes,
las cuales se originan por la acumulacién de modificacionesétigas no letales en

una célula que pierde los mecanismos de control de la proliferacion y de la sobrevida.
Se han descrito mas de 200 tipos diferentes de cancer, que afectan a diferentes
tejidos del organismo, y que generan distintos sintomas y en ulimstancia,
tratamientos distintos. Estas desregulaciones en la célula se deben a factores
genéticos heredados, o factores externos como: tabaco, alcohol, obesidad, exposicion
a radiacién, etc. Estos factores, pueden generar procesos celulares como:
hiperproliferacion celular; evasion de factores supresores de crecimiento; invasion y
metastasis; inmortalidad replicativa; induccion de angiogénesis y resistencia a la
apoptosis. Dichos procesos celulares son conocidos como los sellos distintivos del

cancer (&hallmarkg v*°.
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9 Inmunoedicion del cancer

La idea de que el sistema inmunoldgico puede controlar el cancer ha sido objeto de
debate por mas de un siglo y se inicid6 cuando a principiosiglel XX, Paul Ehrlich
formuld la hipotesis de que el sistema inmune de un individuo tiene la capacidad de
evitar la generacién de tumorés Luego de transcurridos 50 afios, Frank MacFarlane
Burnet y Lewis Thomas sugme la existencia de un "mecanismo de vigilancia
inmunoldgica” contra las células tumorales. Su hipotesis proponia que la inmunidad
adaptativa era responsable de prevenir el desarrollo tumoral en huéspedes
inmunocompetentes. Este proceso ocurriria a travésl reconocimiento de
neoantigenos especificos de tumor. Como resultado de este mecanismo se lograba
mantener la homeostasis del organism8. Existen evidencias que apoyan esta
hipétesis propuesta por Burnet y Lewis, que provienen tanto de modelos animales
como de observaciones clinicas en humanos. Enetosdie ratones que poseen una
amplia variedad de inmunodeficiencias se observé una alta tasa de incidencia de
tumores . En modelos de trasplante, los tumores son rechazados en hospederos
singénicos, mientras que los trasplantes de tejidos normales son tolerados, lo que
confirma la existencia de antigenos especificos del tufhoFambién las células
presentadoras de antigenos profesites (APCs) tienen la capacidad de procesar y
presentar antigenos asociados a tumores a las células del sistema inmune. La
presentacion de antigenos genera células T de memoria y células efectoras que
censan el microambiente en el cual se generan, en bidmde células tumorales

En diferentes tipos de tumores humanos, incluidos melanoma, cancer de mama,
vejiga, colon, préstata, ovario, recto y glioblastoma, se hamaslo una sobrevida
prolongada en pacientes con mayor nimero de linfocitos y céluld$*NkSumado a

esto, se ha demostrado que las dék T reguladoras (Treg) ejercen efectos tanto
perjudiciales como beneficiosos para el huéspelf En suma, el sistema inmune ha
evolucionado, al menos en parte, para controlar el crecimiento desmedido de células
malignas’®.
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Estos nuevos datos dieron lugar a la formulacién dedadede la inmunoedicion del

cancer descrita por Robert D. Schreiber, que se concibe como un proceso dinamico
conformado por tres fases distintas: eliminacion, equilibrio y escapdsigaral.

En esta primera fasede eliminacién, conocida previamente como la
GAYYdzy2OAAAE L yOALF RSt O yOSNES LI NLAOALNIY
innato y adaptativo que actlan en estrecha colaboracion para detectar la presencia

del tumor y destruirlo, antes de que pueda gresar y aparezcan las manifestaciones

clinicas de la enfermeddd?. El sistema inmune podria funcionar como un sspr

tumoral extrinseco, eliminando las células tumorales o previniendo su desarrollo. Si

en esta fase el tumor es totalmente destruido, la fase de eliminacion representa el

final del proceso de inmunoedicién del canterverFigural.

Immunosuppressive
cell types
* TAM

] cDs o i MDSC
¢ Carcinogens 4. Tecell NKT [ : :T“ cell

* Radiation T cell
@ e) {j} Upregulation of
i

a. Eliminacién i b. Equilibrio i c.Escape

* Viralinfections O
* Chronic

inflammation ¢ ?}:[}a\czmdﬁdﬁb\ E
* Inherited MHCI rbirad 3

genetic
mutations

* CD155 and/or CD112
* CD47

* PD-L1 and/or PD-L2
* CD39 and/or CD73

= Dysregulation of
Non Cytokines = e . "
malignant Interferons, IL-12, i Ao 1T cell AP Tumor latente Progresion tumoral :::{:::;::'9"‘""‘9
tissue TNF and perforin crophage DC TTGFR  LIL-2
Recognition or s ' ' Metabolite dysregulation || |CCL4  LIL-15
effector molecules Células ' 11| T Adenosine TCCL2 tTIL-10
NKG2D, CD226 and TRAIL transformadas o 1|4 Typtophan LIL-12

Figural. Fases del proceso de inmunoedicion del cdndea inmunoedicion del cancer proced
través de tres fases: eliminacion, equilibrio y escageDurante la fase de eliminacién, el siste
inmune innato y adaptativo cooperan para reconocer células transformadas que escage
mecanismos de supresién tumoral intrinseelobjetivo de esta fase ediminarlas antes de que se
clinicamente detectales. b) Las células tumorales que son capaces de sobrevivir a la fe
eliminacién entran en la fase de equilibrio, en donde los tumores son moldeados por el :
inmune.c) Cuando el sistema inmune falla en controlar el crecimiento tumoral se entia fase d
escape, este escape se da por una disminucion en la inmunogenicidad de las células tumorales

por la aparicién de un ambiente inmunosupresbr2 Y R2 & Y2 RA T AeDdl, ®028. RS
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Sin embargo, el proceso de eliminacion puede no ser del todo satisfactorio y el
sistema innune ejercera un mecanismo de presion de seleccion, actuando sobre las
variantes celulares tumorales que expresan antigenos especificos del tumor (TSA), lo
cual facilitara la sobrevida de variantes tumorales menos inmunogéffiéasEsto

puede ocurrirpor una disminucion de la capacidad de presentar antigeno debido a la
reduccion en la expresion de MHC I/iitee otros mecanismos; a un aumento en la
expresion de inhibidores de la apoptosis {Btl FLIP), expresién de moléculas
inhibidoras de la transmision de sefiales a través del TCR en linfocitos' TPOD8
L1/PD1, ligando 1 de muerte celular programada),egpresion de moléculas que
promueven la muerte de las células T citotdxicas (Fasl.

Asimismo las células tumorales pueden secretar factores que inhiban las funciones
efectoras de las células del sistema inmu(TGE X -10. VEGF, LXR IDO,
gangliogdos, o MICA soluble) o son capaces de reclutar Treg y células mieloides
supresoras (MDSC) para generar un microambiente inmunosupresbriiL3, TGF

i Z-10Ly[PDGF). La secrecion dd k113 conduce al reclutamiento y polarizacion

de los macréfags M2 a partir de precursores mieloides, los cuales expresan TGF
IL-10 y PDGF inhibiendo a las células T. La liberacion de factores emmodlL + 9 DC 2
PGE2 por las células tumorales lleva a la acumulacién de MDSCs que bloquean la
accion de las células. Tas células Treg CD4jue expresan altos niveles de los
marcadores CD25 (HLwh 0 & RSt FIFO02NJ RS (GNI yaONRLIO)
inhibiendo las funciones citotoxicas de las células T" @DBavés de varias vias,
incluyendo la produccién de citoquisanmunosupresoras como-I0 y TGF = & f |
expresion de moléculas gnhibidoras como CTEA (proteina 4 asociada con los
linfocitos T citotoxicos) y RDL, que regulan negativamente la sefializacion a través
del TCR, y disminuyen la proliferacion y praudic de citoquinas citotdéxicas en las
células T°.

No obstante, algunas veces el sistema inmune actia como seleccionador deegaria

de células tumorales menos inmunogénicas, que no siendo eliminadas totalmente
pueden entrar en una fase de equilibrio o avanzar directamente hacia el escape.
Durante la etapa de equilibrio, las células tumorales ingresan en un estado de

latencia funadnal y pueden permanecelinicamente indetectables, incluso durante
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el resto de la vida del huésped. En ese caso la fase de equilibrio también representa
un segundo punto final estable de la inmunoedicién del caiteEnla clinica se
evidencia la existencia de la fase de equilibrio por ejemplo cuando 6rganos de
donantes sanos, pero con tumores en equilibrio, pueden dar lugar a nuevos tumores
en los receptores inmunosuprimidos por la ausencia de la presion de selection de
sistema inmune del receptdf.

El estado de equilibrio se puede ver afectado por diferentes variables, tales como la
acumulacion de wmevas mutaciones en la poblacion de células tumorales poco
inmunogénicas que no son afectadas por la inmunoedicion; o por causa de una
disfuncion en el sistema inmune como consecuencia de una inmunosupresion. Esta
tltima puede ser consecuencia del proced® envejecimiento natural, por otras
enfermedades o por factores exdgenos (drogas, exposicion a radiaciéon UV, etc.). En
este caso se avanza hacia la tercera fase o escape durante la cual las células
tumorales comienzan a crecer de una manera ineficientamemontrolada por el
sistema inmune y emerge la enfermedad detectable clinicamente. En esta fase de
escape, se desencadena una gran variedad de mecanismos celulares que permiten a
las células neoplasicas crecer de forma descontrolada, favoreciendo laegitogr
tumoral y el eventual establecimiento de metéstasis, Figiural. Durante esta fase,

el microambiente inmune del tumor puede adquirir incluso propiedades reguladoras
que contribuyen a crear un microambienteriunosupresor protumoray.

Yy GdzY2NJ y2 S&a dzy aAyYLIX S @& K2Y23SyS2 &3 Nz
realidad es algo mas parecido a un complejo ecosistema en el que aparecen células
tumorales y otros elementos celulares y acelulareEn el siguiente apartado
describiré el conjunto de todos los elementos e interacciones que aparecen en el
entorno local de una célula dentro de un tumor, que se define comizroambiente

tumoral, y los efectos de este sobre la forma en la que el tumaroery se disemina.
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9 Ciclo cancer- sistema inmune y el rol del microambiente tumoral

La respuesta inmune antitumoral es el resultado de un complejo proceso dinamico
que se establece entre las células tumorales, las células del sistema inmune y las
células del estroma que conforman ehicroambiente tumoral TME & dtumor
microenvironmerg). En 2013, los investigadores Chen y Mellman describieron una
serie de eventos, mediante los cuales las respuestas inmunes contra el cancer
conducen a una eliminacion efiz de las células tumorales. Esto se conoce como ciclo
Cancernmunidad?®. Como se mencioné anteriormente, la fase de eliminacién del
proceso de inmunoedicion del cancer puede comenzar en la etapa 1 de este ciclo,
mostrado en laFigura 2. El proceso se inicia con la libei@ de neoantigenos
generados como resultado de una tasa de muerte basal (paso 1). Para que este paso
produzca una respuesta de células T contra el cancer, debe ir acompafiado de sefales
inmunogénicas como por ejemplo citoquinas proinflamatorias y fastaree son
liberados por la microbiota intestinal o cuando la célula tumoral mi&e Los
antigenos asociados al cancer son capturadoJios(paso 2) que, tras migrar a los
ganglios linfaticos drenantes de tumor, presentan los antigenos tumorales capturados
y son capaces de activar a las células T (paso 3); esto resulta en el getztigacion

de la respuestas de las células T efectoras contra los antigenos especificos del tumor.
Estas células efectoras migran (paso 4) y se infiltran en el estroma tumoral (paso 5),
donde potencialmente son capaces de reconocer (paso 6) y elimasacélulas
tumorales (paso 7). Las respuestas citotoxicas mediadas por las células T liberan
nuevos antigenos tumorales, lo que alimenta el ciclo de inmunidad contra el cancer

2630 ver Figura2.
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Figura2. Ciclo de inmunidad al canceta generacion de inmunidacbntra el cancer es u
proceso ciclico que puede autopropagarse, que en prinaigiberia amplificar y ampliar |
respuestas de las células Este ciclo se puede dividir en sigiasos (1 a 7)comenzando con
liberacion de antigenos de la célulamoral y terminando con la muerte de dichas célul
Tomado y modificado de Chen & Mellman, 2013.

Como se mencioné anteriormente el progreso del ciclo Camreunidad requiere la
presencia de sefiales de activacion que le permiten a las DCs madurar, migrar a los
ganglios linfaticos presentar los neoantigenos a las células T virgéhesn dltima
instancia, el responsable del crecimiento tumoral, decapacidad de invasigrdel
escape inmua por parte del tumor y de la resolucion clinica del mismo, es el
microambiente tumoral. ETME estd compuesto por: células estromales locales,
como fibroblastos residentes y, células reclutadas como células endoteliales, células
del sistema inmune incluyelo células linfoides y mieloides, células precursoras
derivadas de médula Gsea, y plaquetas. Cabe destacar que las células mieloides
asociadas a tumores (TAMCs) comprenden cinco poblaciones mieloides diferentes:
macréfagos asociados a tumores (TAMs), noitos que expresan el receptor de
angiopoyetina2 Tie2 (TEMs), MDSCs, neutréfilos asociados a tumores (TANS) y
células dendriticas asociadas a tumores (TABEsAdemas participan todos los
mediadores moleculares que secretan estos tipos celulares y que interactian entre si
polarizando los distintos tipocelulares hacia diversos fenotipds™. Por ejemplo, el
comportamiento de los TAMs depende de su fenotipo o estado de activatitos

TAMs que presentan un fenotipo M1 (proinflamatorio) reaccionan a la presencia de

AYGSNFSNBY 3l YY! OLCb' 0 e ASONBillLyYy OAal2

Ay G SNI SdzamdzOEl fmi A LI{ENG eSfaetpraa netrosisitamorallaffa
(tumor nefONR2 & A & T I % (imiNa conirhrié,hlas TAMs con fenotipo M2
(antiinflamatorio) se han asociado a estados inmunosupresores y a la secrecion de
moléculas inmunosupresoras como la interleuquina 1QLQ)>’, la interleuquina 3

(IL3)*¥0St FIF OG2NI RS ONBOAZYNI SYNP26 TUBRAAYF2 NI (f2 NJ 1 6
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Por otro lado, las MDSCs son uno de los grupos de células inmunes con mayor
relevancia en el eado del TME Las MDSC son un grupo heterogéneo de células
mieloides que se caracterizan por un estado de inmadurez ontogénica y fuertes
capacidades inmunorreguladoras. Dentro de esa heterogeneidad, existen dos sub
grupos principales (monociticas y grargitecas). Ambos subtipos de MDSCs son
capaces de presentar propiedades inmunosupresoras contra los linfocitos CD8
citotéxicos y las célulasatural killer (NKs) mediante la secrecion de moléculas
inmunosupresoras, incluyendo arginasa 1 (ARG1); oxidaaisintasa, iducible

nitric oxide synthaséNOS); TGF Z-10Le[Indoleamina 2;8ioxygenasa (IDJY. Las

MDSG también pueden estimular angiogénesis mediante la produccion del factor de
crecimiento vascular vascular endothelial growth factprVEGF); del factor de
crecimiento fibrobasticofiproblastic growth factor FGF); y de la metaloproteinasa 9,
MMP-9; entre otros *!) y son capaces de promover procesos metastasicds La
presencia de las MDSCs se ha descrito como abundante en diversos tipos de tumores
y se ha asociado al gméstico desfavorable de los misnté8’. Las DCs sasl tercer

gran tipo celular que pertenecen a las células mieloffese detallara sobre las DCs

mas adelante en esta tesis.

Por dltimo, y no menos importante] etro grupo de células inmunes que forman el
TME son los linfocitos (TILS), compuestos por linfocitos T'(CD4); linfocitos B y
células NK. En la mayoria de los tumores, la presencia de linfocitos y células NK en el
tejido tumoral suele asociarse a yronéstico clinico favorablé***, También se ha
descrito la presencia de células T exhaustas en el TME. Las células exhaustas son
células T CD8agotadas, disfuncionales generadas durante infecciones crénicas y
cancer; que pierden su capacidad efectora y expresan receptohdsidores como

PD1 *2 Dicha poblacién encontrada en el TME combina caracteristicas de células T
exhaustas y de memoria, mostrando un fenotipo Unicaracterizado por la
coexpresion de P y factor de células T 1 (FCF asi como por la falta de expresion

RS ¢ LTacell imnmdunoglobulin and mueitomaincontaining 2 0 & 3INJ Yy 1 A Y|
(GZMBY,

En suma, las células inmunes enTME tienen tanto efectos anti como pro

tumorales. Las respuestas produgd@or macréfagos M1, células T citotoxicas,
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células Th1APCscélulas NK y células THPromueven el rechazo tumoraPor otro
lado, macréfagos M2, células Treg permiten la progresién tuniaral rol de otras
poblaciones celulares en el cancer esasmcontrovertido, como por ejemplo las
células Thl7 y las Th2, las cuales tienen reportado rolegusntirales como pre

tumorales™®y seran discutidas méas adelante en esta tesis.

He desrrollado en la Introduccion hasta ahora edo el sistema inmune intenta
combatir diferentes tipos de céancer. En los siguientes apartados me interesa
describir un actor relevante de la inmunidad innata, la célula dendriticZ)([Las
DCs son capaces de omgtar respuestas inmunes adaptativas efectoras, al tiempo
gue disponen de potentes estrategias capaces de regular el desarrollo del proceso
inflamatorio y de la respuesta adaptativa. Cabe recordar aqui que nos interes6 en
esta tesis comprender el impactoedla activacién del inflamasoma en diferentes

subpoblaciones de DCs.

9 Células dendriticas: DCs

Las DCs son un grupo heterogéneo de leucocitos que juegan un papel central en la
inmunidad innata pero también questan las respuestas adaptativas. Constituye
entonces un pivot central entre la inmunidad innata y adaptativa. Son las unicas APCs
capaces de estimular células T virgenes. Ademas, las respuestas de células T que
inducen pueden ser tanto efectoras como reguladords Se han desarrollado
estrategias en tengias antitumorales teniendo como blanco las DCs, como por
ejemplo la administracion de antigenos inmunomoduladores que activan las DCs
enddgenas, asi como la generacién de vacunas basadas &h I@sar comprender

la diversidad y las funciones de los subtipos de DCs y de como estos son moldeados
por el TME podria lograr beneficios clinicos en la inmunoterapia del cancer.

Las DCs ademas de localizarse en lugares diferentes en el organismo (6rganos

linfoides, tejidos periféricos 6 sangre), poseen propiedades de desplazamiento
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(migracién o no) diferente. En wontexto de cancer, las condiciones inflamatorias
dan lugar a la acumulacién de DCs en los tejidos periféticdsas DCs inmaduras
actian como células centinela, vigilando la poséié&rada de patdgenos invasores,

los cuales capturan, procesandolos engfreentos antigénicos. Una vez que ka
capturado el patégeno, IBCinmadura recibe sefiales de activacion, que inician su
maduracion. Una vez maduras, lasCDregulan positivamente la expresion del
receptor de quimiguinas CCR7, son atraidas hacia CClgan@do de CCR7), el cual

es producido por el endotelio linfatico, para migrar desde los tejidos periféricos a las
zonas de células T de los ganglios linfaticos drenafiteBn los 6rganos linfoides
secundarios presentan los antigenos procesados a los linfocitos T virgenes para la
induccion de una respuesta inmune especifica frente a esos antigenos. La maduracion
y la migracion de las DCs estan minuciosamergeleslas por diversas quingjainas

y moléculas de adhesigh®?

1 Heterogeneidad ontogénica, fenotipica y funcional de las DCs

Actualmente las DCs se clasifican de acoexdliferentes factores, como el fenotipo,
ontogenia, la firma genética, factores de transcripcion criticos para su diferenciacion,
los recpetores tipo toll TLRyy otras moléculas funcionalmente relevantes, como
receptores de quimiquinas y los receptoie de lectina de tipo C, etc. Podemos
clasificar a las DCs como DCs de estado est@io, DCs inflamatorias §L(células

de Langerhanson un origen embrionario y capacidad de autorenovaéfigs DCs

de estado estacionaripueden clasificarse en DCs convencionales (tipo 1 cDC1 y tipo
2 cDC2) DCs mieloidesn(DCs)y DCs plasmacitoides (pDCs). Estos subconjuntos se
identifican generalmente en base a la falta de expresion de marcadores para las
células T, células B, células ,N¥itrocitos u otros marcadores especificos de
granulocitos alta expresion de MHI y fatla de expresion de marcadores de

monocitos ®. Todos Is subconjuntos de BCde estado estacionaricen ratén
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comunmente expresan CD11c, mientras que en humanos las DC convencionales
expresan CD11c, pero las pDC carecedicteaexpresion’.

Las cDCs derivan de un precursor comun especifiddGigre-cDQ, en la médula

6sea. Para su desarrollo las cDCs dependen dedal5 & O2 Y2 SEMSCIF O 2 NJ «
like tyrosine kinase 3 ligaadd  &ctof éstimilador de colonias de granulocitos

macréfagos (GMCSFf*%  Las preDCs colonizan los tejidos y alli proliferan para

formar redes periféricade DCs.

Las ©C estan compuéss por dos grupos principalegesidentes y migraoras. Las
DCgesidenteshabitan6rganos linfoides secundarios y permanecen alli digréodo

su ciclo de vida. Las DRgradorasestan presentes en tejidos periféricos y @ngs

no linfoides y pueden migrar a través de la linfa hasta los ganigifaticos drenantes

més cercands.

LasDCs derivadas de monocitomdDC3$ 6 también llamadas DCs inflamatorias,

pueden confundirse facilmente cormDC2, las cuales presentan un fenotipo

CD11B/ 5 m T,Hen particular porque también expresan CD11b, y cantidades
intermedias de IRE. Esta discriminacion se logra en base a la expresion superficial

del receptor CD6ArS OSLIG 2 NJ GALIZ L LI NI fF°% EMd OOAsy
marcador fue utilizado en experimentos de esta tesis, para discriminand®xCs de

las cDC2.

Las cDC1 son el subconjunto de DCs mas conocido por su capacidad ipaskaest

respuestas celulares contra patdgenos intracelulares y tumores. Las cDC1 son
propensas a secretar la citoquiflal2p70polarizantepara inducir células T Chio

Th1;pero también son capaces de producir citoquinas reguladoras comé TGE L |

10°8 Estas cCD1 son eficientes en realizar la presentacion cruzada de antigenos y asi

logran estimular las células T citotoxicas CTBH@& que expresan proteinas
especializadas en las vias de presentacion de antigenos que permitezsgaroc

presentar antigenos exdgenos en moléculas Mide la superficie de las DEsEstas

célulascDClde ratonesexpresarCD11c, MHCUl, 5y h ¥ -/ wmXZ yCD103/ pl = / 51
y son negativas parA 5MT H D 0 { L w.t En bumahos 1a$ eDEDH también

expresanCD141 (BDGCB3). Las células murina®D€1 residentes de bazo y ganglios
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linfab A O2& SELINB &Ll Y [ 5y hqgbe residgh elStejidelpdisgreas I a O5
como pulmoén o intestino y y que luego migran a ganglios linfaticos expresan la
integrina CD103®. La expresion del receptor de quimioquinas XCR1 es com(n a las
cDC1 residentes en ganglios linfaticos y a las que migran desde tejidos pefitéricos

En tejidos no lifoides, todas las cDCs expresan CD24, el cual las distingue de los
macréfagos que en su lugar expresan CUO6El desarrollo de cDC1 depende de los
factores de transcripcién IRF8, ID2 y BATF3, y la pérdida de estos factores de
transcripcion elimina este subtipo de CB§®

Desdeun punto de vista funcional, muchos trabajos han mostrado que las cDC1 se
especializan en estimular células T Cntras que las cDC2 presentan antigenos a

los linfoctos T CD4"*". Sin embargo, éste dogma ha sido desafiado recientemente

por Ferriset al., ya que demostraroen modelos murinos (animale&rtCre que las

cDC1 también pueden activarélulas T CD4’®. En el afio 2019Binnewiesy
colaboradores demostraron en un modelo de céanéervivo que la inmunidad
mediada por células T CDdependia de poblaciones de células cR€gendientes

del factor de transcripcion IRF4

Bosteels y colaboradores demostraron en modelos murinos de inflamacion, la
existencia de un subtipo de cDC, en un contexto de inflamacién, a la cual
RSY 2 YA yboridPfige A f Ff I YYI G2NE aOBBTHEES 9y O2Yy i NI NP
superposicion significativa en la expresion de marcadores y factores de transcripciéon
entre cDC2 y MoDCs. Los autores demuestran que las ya conocidas moDCs son una
mezcla de las idDC2 y de MoDCs que tienen poca capacidednigrar y bajo

potencial como APCG

Las cDC2 estimulan de forma potente las respuestas de las células,Te€tBha

sido corroborado con égdios en ratones deficientes deRR, los cuales carecen de

cDC%’. La funcién y el desarrollo de cDC2 requieren los factores de transcripcion

IRF4, RBPJ, KLF4A y REI'BD 9a Gl a OSfdzZ a4 SELNBaly /5mmOz
(SRP) y CD301B8 Las células dendriticas cDC2 tanto en humanos como en ratones

son CD172" mientras que son negativas para XCR1 y CADM1. CD1c es un marcador

de cDC2 en humanos, sin embargo, los ratones carecen de genes CDlc. Las cDC2
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murinas son generalmente CDITOD103 a no ser una subpoblacion de intestino

gue coexpresan CD103 y CD11b & superficie. Las cDC2 de tejidos murinos no
linfoides (pulmén e intestino) son cominmente CD24as ¢cDC2 murinas de bazo
también han sido reportadas como que expresan CD4, ESAM, Clec12A®DCIR?2
Inicialmente se describieron los siguientes subtipos de DCs en sangre humana: cDC1
CD141, cDC2 CDly pDC CIR3, las cuales son similares a sus contrapartes de
raton en andlisis transcripcionales y funcional€€°. Villani y colaboradores
realizaron estudios de RNAseq, que provienen de muestras de sangre humana, e
identificaron seis poblaciones de DCs en sangreamanDC1 correspondalas cDC1
CD141(BDCA3")CLEC9Ayue tienen la capacidad de realizar la presentacion cruzada
de antigenos, las DC2 y DC3 corresponden a una subdivision de las cDC2
(CD1UBDCAL1"), DC4 corresponde a CB1D141CD116CD16 y compartenfirmas

con los monocitos; DC5 es un subtipo Unico de DCs, y DC6 corresponde a las pDCs
productoras de interferd de tipo I°°.

Por su parte Brown y colaboradores describieron dos subtipos de cDC2 en modelos
murinos, cDC2A (que requieren a Thet para su diferenciacion) y cDC2B (que expresan
whwt God 9aG2a SaddzRAz2a Gl YoA®YelasEDRSY 24l NI
DCs. En sangre humana solo encontraron el subtipo cDC2B. cDC2A estaba presente

en tejidos linfoides y no linfoides, mientras que las cDC2B (las cuales abarcan las
DCsMgl2+) estaban presentes en bazo y LNs drenantes &e piel

Bourdely y colaboradores describieron recientemente la existencia de un subtipo de

DCs en sangre humana, quanllaron DC3. Las cuales poseen un fenotipo CD88
CD1¢éCD163 . Tanto en modelos in vitro, como en modelos in vivo de cancer de

mama, estas DC3 poseen capacidad de secretar grandes cantidades de citoquinas y
quimioquinas que polarizan las células T, tambiemen la capacidh de activar

células TCDECD103CD6Y%% . Esto le confiere a este subtipo de DCs la capacidad de

modular la respuesta inmune antitumoral.

Las cDC2 humanas pueden realizar la presentacion cruzada de antigenos, y producir

altos niveles de interleucina (IL) 12, propiedades quins&an, al menos en parte, al

subtipo de cDC1 en ratonéd
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Se requiere profundizar en estudios con respecto a las cDC2 humanas, ya que segun
el contexto, las cDQumanas pueden inducir la polarizacion de diversos subtipos de
células Th CD4y también activar las células T CO8%. No hay marcadores
especificos que identifiquen poblaciones de cDC2 mayes residentes en ratones,

pero la expresion diferencial de CD11c y MHCII puede usarse como una caracteristica
distintiva®®. Basado en esta publicacién, en este trabajo de tesis cuando se analizaron
TDLN por citometa de flujo, se realizo la clasificacion de DCs migradoras como
MHC"9"CcD11¢"9"y DCs residentes como MHID1189"

En este apartado de mi tesis me interesa profundizar en los mecanismos que
poseen las DCs para presentar antigenos a las célulasadiemdo hincapié en el
YSOIyAdaY2 RS aLINBaSyidal OAaAsy ONHZ FRF RS FyidN:

los resultados

Las DCs presentan dos estadios diferentes en fenotipo y funcion: DCs inmaduras
(iDCs) y DC maduras (mDCs). Las iDCs, en estado figjalégmren y sensan los
tejidos periféricos, el sistema circulatorio sanguineo y linfatico, y los érganos linfoides
secundario®. En la periferia, éstas células captan antigenos a través de
macropinocitosis o0 eamocitosis mediada por receptes. Por su parte, las iDCs
también se activan indirectamente al reconocer sefiales de alerta en el
microambiente, talescomo ¢ b Cmth > L[ mmi ¥ tD9mHE SiO0Od 2 Y
(sefales de alerta) provenientes de células necroéticas o dafadas (proteirsh®ck

térmico, ATP, UTP, &cido Gri0)En respuesta a estas sefiales, las DCs inician su
GYlFRdzNF OAsyé¢ | UGN @Sa APSprofesionalosidagaceside 02y JA
activar a linfocitos T virgenes. Los linfocitos T'GD@D8 expresan receptores que

reconocen péptidos antigéros asociados a moléculas del MHC clase 1l y clase |,
respectivamente.

Durante el proceso de maduracion, las DCs reducen su capacidad endocitica a traves

de una disminucion en la expresion de receptores antigénicos, menor capacidad

fagocitica y macropindiica. A diferencia de otras células fagociticas (como
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macrofagos y neutroéfilos), las cuales degradan totalmente las moléculas endocitadas;
las DCs preservan parcialmente el producto de la endocitosis, mediante la regulaciéon
del pH en los compartimentosdasomales/endosomalé¥.

Se conocen tres vias de procesamiento antigénico, la via exdgena endocitica, la via
endégena o biosintética y la presentacion cruzada de antig€h&sla via exdgena

se procesan los antigenos endocitados. Un conjunto de proteasas se activa a medida
que los endosomas disminuyen su pH, las cuales van degradando las proteinas hasta
obtener péptidos apropiados para ser ubicados en las moléculas MHC deliclase

[ dzS32 RS SadsS LINRBPOSaz2zx St O2YLX S22 LISLIWAR?
membrana celular, donde presentara el péptido antigénico a células T. CB4ia
exdgena es la utilizada, preferentemente, para la presentacion de antigenos
provenientesde microorganismos extracelulares, intravesiculares y también para
virus con envoltura, que ingresan en el citoplasma luego de transitar por el
compartimiento endosomal. Por otra parte, varias proteinas de membrana, sean
propias de la célula o provenierstede patdgenos intracelulares, también seran
procesadas y presentadas por esta via, al igual que cuerpos apoptoticos y necroéticos.
Por otro lado, lavia enddgenaes la que procesa la mayoria de los péptidos a ser
presentados a las células T CB8 el conexto delas moléculas MHC de clasedtds

son generados por el proteasoma, el cual degrada proteinas ubiquitinadas; lo que
significa que tanto proteinas propias localizadas a nivel intracelular como
provenientes de patdgenos que se replican en el citocsmh sometidas a esta forma

de procesamiento. Los péptidos resultantes se transfieren al lumen del reticulo
endoplasmico (RE) mediante transportadores especializados y son unidos, con la
ayuda de chaperonas (ej. calnexina y calreticulina), a moléculasddtifase |EI
blogueo de la translocacion de calreticulina inhibe la expresion de MHC clase 1l y
moléculas coestimulatorias al igual que la capacidad de los linfocitos a€®8ados

de reconocer antigenos tumor especifidds

Una vez que el péptido sncuentraasociado al MHC [, el complejo migra a través

del aparato de Golgi hacia la membrana plasmatica. La tercera via conocida, la
presentacion cruzadale antigenos(Figura3), aurge de la interseccion de las vias

endogena y exdgena. Esta via se requie el objetivo deniciar una respuesta
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inmune citotoéxica contra tumores, bacterias intravesiculares, virus, como también
para mantener la tolerancia a autoantigenbapresentaion de antigenos tumorales

por parte de las APCs es un proceso clave en el inicio de la inmunidad antitumoral.
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Figura 3. Vias intracelulares para la presentacién cruzada en células dendriticasgode le
fagocitosis, los antigenos exégenos puedegresar al citosol, donde son procesados po
proteasoma Los antjenos procesados pueden cargarse en moléculas de MHC de claseRE
(via citosolica con cargan el REo reimportarseal fagosoma para cargarse emoléculas de MH
de clase | (via citosoélica con casgafagosomas)

SNARE SEC22B, que se localizd eongpartimento intermedioREGolgi (ERGIC) e interactia
la sintaxina 4 en los fagososjamedia el reclutamienta los fagosomade componentes deRE
incluido el transportador asociado con e@bpesamiento de antigenos (TARJternativamente, Ic
antigenos exdgenos pueden degradarse en péptidos en el fagosoma, donde luego se ¢
moléculas MHC de clase | (la via vacuokataptado de Olivier P. Joffre, Elodie Segura, Ariel ¢

& Sebastian Amigorena, 2012

Se han reportado principalmente dos vias intracelulares para la presentacion cruzada,
O2y20ARI & O2Y2 ONI & & Cskniiagiénxriizada b #ravésd dedad | Odz2 f |
via citosolica es sensible a inhibidores del proteasoma, lo que sugiere que las

proteinas internalizadas acceden al citosol, donde son degradadas por el
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proteasomd. AUn sigue siendo tema de debate si los antigenos degradados se
transportan nuevamente al fagosoma o al RE para un procesamiento adicional y de
qué forma son cargados en moléculas de MHC de clase |. Sin embargo, muchos
estudibs sugieren que los fagosomas juegan un papel importante en la presentacion
cruzada de antigend’ Por lo tanto, nos referimos a la via citosélicapresentacion
cruzada como una via en la que se produce el procesamiento de antigenos en el
citosol, independientemente del sitio de cargd géptido.

Varios grupos han demostrado la presencia en fagosomas o endosomas de proteinas
que normalmente resideen el RE®. En DCs humanas, por ejemplo se observé que
ocurria la Nglicolsilacion de ciertos péptidos luego de la fagocitosis. Dicho proceso es
caracteristica del RE, por lo que fue demostrado la comunicacion directa entre
ambos compeimientos celulares, el RE y el citosol. Se encontraron resultados
similares en DCs de ratdn

Cebrian y colaboradores describieron una via intracelular requerida par
presentacion cruzada de antigenos, en la cual el reclutamiento de proteinas del RE al
fagosoma depende de la proteina Sec22b. Los autores demuestran que
especificamente Sec22b colocaliza con marcadores del compartimiento intermedio
6 9 w D REirfermatliate compartment 6 y proponen que las proteinas que
participan en cargar el MHCmigran desde el RE al compartimiento ERGIC, para
luego retornar al RE o son dirigidas al fagosoma en un mecanismo dependiente de
Sec228".

Por el contrario, la presentacion cruzada a través de la via va@stasistente a los
inhibidores del proteasoma, pero sensible a inhibidores de la protedlisis lisosomal (en
particular, inhibidores de catepsina &sto sugiere que tanto el geesamiento de
antigenos, como la asociacion a moléculas del MHC clase | ocurren en el
compartimiento endociticd Para proteger los péptidos antigénicos de la
degradaion por proteasas lisosomales, I8MDCspor ejemplo, mantienen los
fagosomas y endosomas/lisosomasum pH cercano a la neutralidagH=7.5) %,
mientras que los macrofagos y neutrofilos los mantienen a un pH de 4.5 gug0

logra inhibir la activacion de las proteasas lisosom3lé$ El pH alto del fagosoma y
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del endosoma/lisosoma se atribuye a una reduccion de la actividad dATPYsy

al rapido reclutamientale la NADPH oxidasdOX2*%*% La actividad reducida de la
V-ATPasa altera el transporte de protones hacia el lumen, lo que resulta en una
acidificacion moderadeEl aumento de NOX2 produce especies reactivas de oxigeno
(ROS), que reaccionan con los protones en eba@spluminal, creando asi un
ambiente alcalino®. Cabe destacar en este punto, y serd desarrollado en
profundidad méas adelante quauestro grupo demostré que Tmeml76b es un
canal/transportador iénico, el cuakgula el pasaje de cationes en la membrana de
fagosomas, lo que impacta directamente en la actividag&il?asa y de esa manera en

el pH fagosomal.

Savina y colaboradores demostraron el rol que cumple la GTPasa Rac2 en el proceso
de presentacion cruzada de antigenos en DCs esplénicas que expresan CPE(CDS8

las DCs CD8Rac2 determina el ensamblaje a los fagosomas del comiikpPH
oxidasa (NOX2), mientras que en las DCs, &a81 ensambla NOX2 en la membrana
plasmatica. En ausencia de Rac2, se reduce el pH fagosomal y por ende la eficiencia
de la presentacién cruzada de antigenos debido a inhibicion de la generacion de
especes reactivas de oxigeno (ROS) en los fagosomas de DC LOB8autoes
demuestran que Rac 1 y Rac@ntrolan el pH y la oxidacién del fagosoma en los
diferentes subtipos de DCs, lo que impacta directamente en la eficiencia de la la

presentacion cruzada dantigenos?.

Es importante destacar en el mecanismo de presentacion cruzada de antigenos que el
procesamiato del antigeno en el compartimiento endofagosémico se produce
mediante una cinética rapida. Shanshan y colaboradores proponen que esto ocurre
en un tiempo no mayor a 25 minutos post fagocitosis, y demuestran la importancia
de la ciretica de liberacion deantigeno al fagosoma y como afecta directamente esta
cinética en la presentacion cruzada de antigeno en un modelo de vacuna con
levaduras en DCs murirtds

Como serd detallado en el proximo apartado, nuestro grupo dgraaque las DCs

murinas deficientes en Tmem176b (Tmem17$lpresentaban menor capacidad de
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presentacion cruzadde antigenos a las células T CDBn est trabajo se observo en
las DCSTmem176B ™ que el pH del fagosoma permanecia alcalinizado durasge |
primeros 30 minutos después de la fagocitosis, lo que podria explicar el defecto de

presentacion cruzad¥.

Los antigenos tuprales pueden ser presentados por las DCs en un contexto de MHC
clase | (MH@) o MHC clase Il (MHG, permitiendo la activacion de linfocitos T CD8

0 CD4 respectivamente. Los antigenos presentados en Mid@h tradicionalmente
derivados de proteinasrpsentes en el citosol, los cuales son procesados por el
proteasoma Yy transportados hacia el reticulo endoplasmico mediante el
transportador asociado al procesamiento antigénico 1y 2 (TAP1 y TésP2porter
associated with Antigen Processind.a activaion de linfocitos T CD8tumor
especificos induce su migracion al sitio tumoral, donde pueden lisar células tumorales
directamente debido a que reconocen péptidos tumorales presentados en-IMHC
proteinas expresadas en todas las células. Esta citotodigidalucra la liberacion de
proteinas citotéxicas principalmente granzimas A, B y C junto con perfdfinaas
perforinas polimerizan con la membrana celular formando canales por los cuales las
granzimas liberadas ingresan a la célula y activan a las caspadasiendo
apoptosis’. Un mecanismo alternativo de los linfocitos T Cp&a eliminar a las
células tumorales, involucra la expresion en membrana de ligandos de receptores de
muerte, como el ligando de Fas (FasL) o el ligando de Apo2/TRAIL (Apo2L/TRAIL), los
cudes gatillan la activacion de caspasas y la apoptosis, cuando se unen a sus
receptores™.

Comofue mencionadociertas subpoblaciones de DCs poseen la capacidad de realizar
la presentacion cruzada dentigenos, lo que les permite procesarlos y presentarlos
en el contexto de MHC en vez de MH@ °. Este proceso permite la eficiente
activacion y diferenciacion dédinfocitos T CD8 hacia linfocitos T citotoxicos
antitumorales”®.

Por otra parte, antigenos tumorales internalizados desde el ambiente extracelular
seran pesentados en el contexto de MHICen las DCs, permitiendo la diferenciacion

de linfocitos T CD4jue también contribuiran a una eficiente eliminacion del tumor.
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9 Contribucion de las cDC en el contexto de la respuesta inmune anti

tumoral.

LasDCsdesemgeiian un papel central en la inmunidad antitumoral, ya que atraen
TIFHOU2NBa a2fdzotSas bEBagd/ SRSSOSY AZENBWABY Sy U 5«
el TME.

En el contexto de la terapia antitumoral es imprescindible promover la presentacién
cruzada de atigenos tumorales por parte de las células dendriticas, ya que las células
T CD8son las principales células efectoras en esta respuesta.

Como se mencioné anteriormente, las cDC1 se caracterizan por ser mas eficientes en
el proceso de presentacion cruzada antigenos, o que generard una respuesta
mayor de células T CH&si como las cDC1 también polarizan respuesta de células
CD4 (Th1)*}%%% yn estudio reciente dem&® en tumores altamente
inmunogénicos que para que ocurra el rechazo son esenciales las cDC1 dependientes
RSt FIF OG2N) RS (BddicycldhbdlRidpd ramstription fac@0ATKE &

3¢ . También ha sido demostrado que, la administracién de vacunas formuladas
utilizando cDC1 aumentaron la infiltracion de células T*GD8D4 en el TME, y
disminuyeron la progresion tumoral, incluso en ciertgms de tumores que no
respondian al tratamiento con anticuerpo aftD1. La terapia combinada de cDC1
cargadas con antigenos tumorales mas la terapia conPRinli generé efectos
sinérgicos en un modelo de cancer que respondia a la inhibicién ceRamt®

Los ganglios linfaticos que drenan al tumor (TDLN) estan constituidos por
subconjuntos diferentes de cD@XDC2, residentes y migradoras; asi como otras DCs
migradoras, como pueden ser un subtipo especificos de tejido periférico y las MoDCs
65.

Diversos estudios se han realizado en base a esta diferenciacion de cDCs, asi, se ha
demostrado en mdelosex vivg que las cDC1 migradoras fueron el subtipo capaz de
generar una activacion y consecuente proliferacion de células T. @BBse le ha
atribuido a las cDC1 migradoras, la capacidad de transportar antigenos tumorales a

los TDLN, en modelos deelanoma %% Los autores proponen a las cDC1
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migradaas CD103como una subpoblacion indispensable para genera inmunidad
antitumoral

Estudios genéticos y funcionales revelan caracteristicas similares entre las cDC1 de
ratbn y de humano. La presencia de cDC1 en tumores de melanoma humano se
correlaciondé ca una mejor respuesta a la terapia aRiD1, asi como con una mayor
infiltracion de células T CD8&n los tumores, que se asocia con un pronostico clinico
positivo ""*°®> Ya hemos mecionado anteriormente el rol fundamental de las cDC1

en el desarrollo y mantenimiento de la inmunidad antitumoral en modelos
experimentaled® . Sin embargo, las cDC2 también poseen un rol fundamental en
diferentes tips de cancer humano ya que son capaces de iniciar respuestas de
células TCD4

Los tumores @n infiltrados con frecuencia por cDC2, las cuales migran al TDLN para
iniciar las respuestas. RecientmerBénnewies y colaboradores, demostraron una
correlacion positiva entre la abundancia de las cDC2 vy la infiltracion de célula’s TCD4
Los autores utikaron un modelo de carcinoma de células escamosas de cabeza y
cuello, en el cual se correlacion6 una sobrevida aumentada cuando existia infiltracion
de cDC2Las células Treg restringen las respuestas antitumorales via cDC2, ya que
inhiben la maduraciérde las DCs e impiden la migracién de estas al TDaN.
autores mostraron que pacientes con melanoma que tenian un bajo namero de
células Treg respondian mejor a la terapia con-BBtl, mostrando una mayor
densidad de cDC2 intratumoralés

La eliminacion de la supresion por parte de las Treg permite que las células T CD4
productoras de IFR se acumulen en eIME lo que sugiere que las respuestas de
IFNt pueden proporcionar un efecto antitumoral dominarit&°’

Curiosamente, en un estudio comparativo entre células mieloides de humanos y
ratones, se observé en humanos una correlacion positiva entre la firma genética del

subtipo cDC2 con un prondstico clinico positivo en adenocarcinoma de ptfifhén
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1 Eje: cDCZ% Th17 z respuesta anti tumoral.

Como ya mencionamos anteriormente, algunas cDC2 promueven respuestas inmunes
en las que se actan las células Th2 e 182 En cambio otras cDC2 inician
respuestas inmunes que generan activacién de células Th17 &ILC3

El rol de las células Th17 en el cancer es controvertido debido a su amplia diversidad
y a la plastiidad de las células productoras delll.en el TMEyY a la via de
diferenciacion que la genera. Las células Th17 pueden diferenciarse a partir de células
T CDZ4naiveen presencia de TGFZ-6,ll-mi  -21. Ua#23 es fundamental para

la diferenciacién terminal y el mantenimiento de las células Thl7. Cuando la
diferenciacion a Th17 ocurre en presencia dé,ll-mi 83, ly en ausencia de
TGH = &8 3 3as $huZ cgn pbtéhfes funciones efectot®s Las células Th17

se caracterizan por su capacidad de secretet7i IL-17F, 1121, 1122 y CCL20.
También expresan el factor de transcripcion RO,

Han sido reportados estudios gunuestran un efecto antumoral de las células
Th17, asi como otros que muestran su participacion en la progresion tumoral. Se ha
detectado una alta frecuencia de células Th17 en el infiltrado tumoral de pacientes
con carcinoma hepatocelular, colorrettacarcinoma pancreatico; y se asocia con un
mal prondstico. Por el contrario, la infiltraciébn de células Th17 mejoré notablemente
la sobrevida de pacientes con carcinoma de ovatioPor el contrario, no se
observaron cambios en la sobrevida en pacientes con cancer nasofaringeo, con
respecto a la presencia de Th17 intratumoral¥s Estos resultados contradictorios
también se encontram en modelos de tumores en ratones (experimentos de
transferencia adoptiva).a causa de estos resultados discutibles podria deberse a la
plasticidad de las células Thl7 yT8lE que se genera en cadpda de cancerEs
importante destacar que, lasélulss Th1l7 diferenciadas en presencia de IGF
producen IL10, reforzando su poder inmunoregulador. En cambio, las células Th17
diferenciadas en presencia de-NlU X6 € 123 no expresan CD39 y CD73. La
expresion de CD39 y CD73 lleva a la transformacidaléieo ADP a adenosina, la cual

tiene potente efecto inmunosupresor. Estas célulasegpresan los factores de
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GNF yAONRLIOAsY ¢06S0G & whw! (% (57, prda® INS & dzf G |
Mn® 9adla OStdzZ 4 ¢ KmT I morél bisigvadh EmalginosY SRA |y
disefios experimentale§**>1° | as células Th17 también pueden diferenciarse en

Treg que expresan FOXP3 y mostrar una funcién inmunosupresora'&ficaz

Estudios en pacientes con melanoma con alta frecuencia de células Th17 mostraron

un aumento de la sobrevida del pacierit&

Se sugiere que las células Thl7 median una funcién citotoxica contra las células
tumorales, al inducir el reclutamiento de otras células efectoras, asi promoviendo la
adividad antitumoral de manera indirecta. Por ejemplo, aumentan la migracion de

células T efectoras, como linfocitos T citotoxicos ‘CB&lulas NK, y aumentan la

funcion de estas ultimas. Ademas provoca el aumento de citoquinas cefaylle

finalmente ativaran los linfocitos T citotoxicos. Las células Th17 pueden promover la
produccion de la quimioquina CCL20 por el tejido tumoral, y de esta forma reclutar

células T CD&l tumor. Por ultimo, las Th17 también activan macréfagos para que
produzcan 12. Esta aumenta la actividad citotoxica del macrofago. Y aumentan la

infiltracion de neutréfilos al microambiente tumorsdf+11°

En el siguiente apartado intentaré describir las vias de activacion del inflamasoma
NLRP3, el cual, como mencionado anteriormente, es nuestro foco de estudio en
esta tesis y en nuestro grupo de trabajo. Primero describiré a Tmem176b como un

regulador iénico del inflamasoma NLRP3.

1 Tmem176b como un regulador idnico del inflamasoma NLRP3

Nuestro grupo mostré por primera vez que Tmeml176b es una canal i6nico con
propiedades inmunoreguladoras el cual modelacontenido iénico del citostl Con
esabase el foco del trabajo ha sido caracterizaruwtepunto de vista biologico en

profundidad a ésta proteina intracelular Tmem176b en diferenescenarios
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fisiopatoldgicosAsi demostramos recientemente que Tmem176b se posiciona como
un potencial regulador i6nico del inflamasoma NLRP3 en un modelo turffSra

ta9amtc. stolefahceNIBE | AicS R |)yyRu HoyiddeOTMEM176A

F2NXIY LI NIS RS I FrheNbrdndspanni @dorhdBamiy Ny | &

subfamily & tf+1241%3

TMEM176B posee expresion ubicua en humanos, encontrandose en érganos como
pulmén, rifion, ganglios linfaticos y bazo. Con respecto a la expresion en células del
sistema inmune, TMEMWG6B se expresa ertDCsy plasmocitoides, granulocitos,
Y2y 2O0A(2az *Rd sorlds &élutashhi7 & ILES*

TEMEM176Be localiza en la membrana endofagosomal, asi como en la red trans
Golgi®"*?% Su expresién se ha asociado al estado inmaduro de monocitos y DCs, la
cual disminug luego de un estimulo inflamati® *2*.

Louvet y colaboradores reportaron en experimentos de transcriptomica un aumento
en la expresion de Tmem176b en corazones aloinjertados tolerados en comparacion
con los rechazados o los injertos génicos?>. Un estudio llevado a cabo por
Anandasabapathy y colalemtores demostré que TMEM176B se encuentra sobre
expresada en DCs migi@ras que inhiben la respuesta inmune a vacundsy
ademas tambien fue encontrado sobreexpresado en células dendriticas involucradas
en la diferenciacion de las células T2

Villani y colaboradores demostraron un aumento en la expresiéon de Tmem176b en
DC humanas de tipo 2 (CB) utilizando técréas de secuenciacion de RNA
(scRNAseq) previo a una separacion por citometria de flujo (FACS). Este aumento de
expresion fue observado en un subtipo de €Djue expresa una firma Unica de
genes de inflamacién aguda y crénica, el cual los autores den@mna DC¥.

Ademas otro estudio en muestras de sangre humana realiz0 scRNAseq con un previo
andisis de citometria de flujo de alta dimensién, demostré la expresion de
¢YSYMTCO Sy dzy &adzoiadAlLl2 RS 5/a [jdzS f2a
parcialmente similar al DC3 identificado por Villani y colaboradores, pero en el cual se
incluyeron marcadoregomo el CD14 para su discriminacion. Asi la poblacion de
a5/ o¢ SCGD8SCBLECD163 y también expresaba marcadores monociticos
como CD14, S100A8, S100A9, S100A12, y¥%.CAN
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También Brown y colaboradores demostraron en modelos murinos, que Tmem176Ay
Tmem176b esta altamente expresado en witgpo de cDC2 que ellos diferencian

por ser ThetDC2, el cual posee un perfil grilamatoric™.

Nuestro grupo ha reportado que TMEM176B es un canal i6nico inmunomodulador y
en BMDCsontrola el pH fagosomal y promueve la presentacion cruzada para activar
linfocitos Treg CD8mecanismo asociado con la tolerancia a los aloinjeftos

Para mostrar que TMEM176B se requiere para que ocurra la presentacion cruzada de
antigenos, en este trabajo Segovia y colaboradores, realizaosayos de
presentacion cruzadm vitro. Para esto se trataron células ATDCs (DCs tolerogénicas
autdlogas, derivadas del receptor) con diferentes estimulos como la proteina soluble
OVA 6 beads recubiertas con OVA, y luego fueron cultivadas con cél@RS T
derivadas de ratones QT (ratones que expresan el TCR transgénidOT
OxhHdmM+i pdmMUO [[dzS NBO2y20S St LISLIWAR2 {LLbCES
molécula de MHC de clase | -K9. LAS ATDCs mpenian de animales que
expresaban o no la proteina Tmem176b. El aumento de proliferacion de estas células,
medida a travé de una sonda fluorescente (DDAO), refleja una mayor presentacion
cruzada de antigenos. Se observaron en estos experimentos que las ATDCs derivadas
de animales Tmem178bfueron menos efectivas en realizar la presentacién cruzada

de antigenos. Es importe destacar que se utilizé el péptido minimo derivado de la
proteina OVA, SIINFEKL para estimular ambos tipos de ATDCs y no se observo una
diferencia en la exposicion de este péptido a células T.@D8ea que la diferencia
observada entre ambos tipos @I'DCs no es debida a la presentacion del péptido en

si en la molécula de MHC, sino que la diferencia ocurre durante el procesamiento del
péptido en el proceso de presentacion cruzada del antigeno. Los autores concluyeron
que Tmeml76b es necesario paraligzar la presentacion cruzada de antigenos
solubles y particulados de la proteina OVA por las ATDCs. También se utilizé la
expresion de OVA endogena, a través de la electroporacion de las ATDCs con OVA
MRNA, y en estos experimentos no se observo difeasnentre las ATDCs derivadas

de animales WT 6 Tmem176bh indicando que Tmem176b no esta involucrado en la

via endégena de presentacion de antigeflosEn este trabajo también fue descrito

gue el pH fagosomal de las ATDCs derivadas de animales WT lograron mantener un
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pH cercano a la neutralidad aun luego de 120 minutos post fagocitosis; mientras que
las ATDCs derivadas de animalee1766 poseenun pH mas basic&Estudios en
oocitos de Xenopusen complemento de estudios en BMDCs demostraron que
Tmem176b es un canal/transportador i6nico, que en la membrana de fagosomas
regula el pasaje de cationes lo que impacta directamente excti@idad VATPasa y

de esa manera en el pH fagosoMaEn ese trabajo, nuestro equipo demostré
también de forma directa que lasréy CD8CD11¢ inhiben el rechazo del
trasplante?’.

Diversos estudios sugieren la participacion de TMEM176B en la modulacion de la
presentacion cruzada de antigenos en humanos. Por ejemplo, en madelos la
inyeccion de DCs se asocio con la inhibicion de la funcion de las células T efectoras, de
una forma especifica de antigeno, y también con la induccion de células Trég CD8
egecificas de antigeng’*?

Las DCs humanas que son capaces d&aedh presentacion cruzada de antigenos,
como las DCs BDCAshnguineas, las DCs BDCwkidentes de amigdalas, las DCs
BDCA3Yy laspDC, descritas por Segura y colaboradores como DCs inflamatorias
presentan una firma genética similar a las DCs dervag@amonocitos, por la tanto
podemos inferir que expresarian TMEM1768

Diferentes estudios han mostrado que la expresion de canales i6nicos, como
TMEML176B, sta alterada en varios tipos de cancer en comparacion con tejidos
normales. En cancer gastrico bajos niveles de ARNm de TMEM176A y TMEM176B han
sido correlacionados con mejor sobrevif®. Cuajungco y col. mostraron que la
expresion de TMEM176A, asi como de TMEM176B se encuentra elevada en linfomas,
pero no en tejidos normales, y que TMEM176A por si solo esta incrementado en
carcinoma de pulmén®, Del mismo modo, fue descrito que TMEM176B esta sobre
expresado en carcinoma renal, especificamente en células que forman parte de la

neovascularizacién de este tumor, sugiriersd un rol en la angiogenesis.
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1 Inflamasoma NLRP3

Los inflamasomas son plataformas multiproteicas citosdélicas que se ensamblan en
respuesta a patrones molecuks asociados a patdégenos invasores (PAMPg)aiia
(DAMPs), producen la maduracion de citoquinas proinflamatorias comema IL-S L [
18 y desencadenan las defensas inmunes innatas para eliminar a microorganismos
patogénicos'®* Estos complejos multiméricos estan compuestos por una proteina
aSyaz2Nl IjdzS LISNI Sy S ébSent linf melaiBn@S 0JG 25NJ ! LB Hw O
6 a y dzO thi§ding Adéntain leucineich repeat), la proteina adaptadora ASC

0 adaptor molecule apoptos@ssociated speelike protein containing a CARDD &  dzy
zimégeno inactivo, la Praspasd 3

La familia de proteinas del receptor NLR (NLRP) es un grupo de receptores de
reconocimiento de patrones (PRR) conocidos por mediar la respuesta inmune innata
inicial a la lesion celular y el estrés. La familia NLRP consta de 14 miembros distintos y
es la subfamilia de NLR mejor caracterizada. Ciertas proteinas NLR (NLRP3, NLRP1,
NLRC4) estan funcionalmente relacionadas en su capacidad para formar
inflamasomasLas proteinas no NLR como son AIM2, IFI16 y Pyrin también forman
inflamasomas. Otros tipos de inflamasomas, incluidos los inflamasomas NLRP6 y
NLRP7 siguen siendo controvertidds

Los primeros estudios cientificos sobre los NLR suponian que todas las proteinas
NLRP solo activaban inflamamasomas via Caspa&sto se cona@i como su
"funcion candnica". A pesar de esta suposicibn, no se ha demostrado
bioquimicamente que ciertos NLRP formen inflamasomas y activen Cdsgpea
ejemplo, NLRP12). Entonces, los NLRP actualmente se subdividen en dos categorias:
1) los NLRP canaois, que actian a través de la formacién de inflamasomas
activadores de Caspaday 2) los NLRP no candnicos, que funcionan a través de
mecanismos independientes del inflamasoma o caspasas alternativas. Algunos NLRP,
como NLRP3, tienen funciones candnigas canonicas, segun el estimulo y el tipo

de tejido en cuestion®>.
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Ertre los diferentes inflamasomas identificados hasta ahora, NLRP3 es de gran interés
ya que las mutaciones en el geMLRP3estan asociadas con enfermedades
autoinflamatarias como el sindrome de MuckWells, la enfermedad inflamatoria
multisistémica de inio neonatal y la urticaria por frio familiar (sindrome
autoinflamatorio). Por otro lado, mientras que otros inflamasomas son
principalmente detectores de motivos moleculares especificos, NLRP3 actlia como un
sensor general de perturbaciones celulares queluyen flujo de potasio, dafio
lisosémico y produccion de ROS. Ademas de este papel central de NLRP3 en la
inflamacion, publicaciones recientes muestran que el inflamasoma NLRP3 también
estd involucrado en la fisiopatologia de varios trastornos neuroldgicosio la
enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y la esclerosis mtffiple
Existen evidencias claras de un r@ gdroteinas relacionadas al inflamasoma en
enfermedades humanas, abarcando desde enfermedades inflamatorias
monogenéticas hasta desérdenes inmunes y metabdlicos mas cofilines

Por lo descrito anteriormente y por ser el mas estudiado, me centraré en el NLRP3 a
continuacion en esta tesis deatrajo.

El ensamblado del inflamasoma NLRR@r (Figura 4) da como resultado el
procesamiento de la procaspaganactiva en una cisteif@roteasa activa, caspada

gue posteriormente activa las citoquinas proimflatorias, la Hwm i e -1& La L[
activacion del inflamasoma también induce piroptosis, una forma de muerte celular
inflamatoria®®*,

Hay dos sefales clave que permiten la activacion del inflamasoma NLRP3, una
primera sefal de cebado y una segunda sefal de activacion 6 ensamblado. La sefial
de cebado, ocurre a través de dstimulacion de PRR via PAMPs y/o DAMPs vy la
subsecuente sefalizacion a través deSNF® 9a G2 FdzySydl I SELINX
inactvaydeprdlb-mi = | dzy'ljdzS y2 Saidt OfFNR aiA fF AYR
es necesaria 0 no para la posterior actigacdel inflamasoma. El cebado también

tiene una segunda consecuencia: la desubiquitinacion de NLRP3 por BRCC3, que es
también un requisito para la activacion del inflamasoma NLRP3 y la fosforilacion de
ASC. No esta totalmente descrito el mecanismo a trdeésual la desubiquitinacion

contribuye a la activacion del inflamasoma NLRP3.
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La segunda sefial de activacion o ensamblado conduce a la formacion final del
inflamasoma NLRP3 mediante la oligomerizacion de NLRP3 inactivo, ASE€ y Pro
caspasdl, formando el complejo final con NLRP3, ASC vy -¢agpasdl. La
oligomerizacion de Pr@aspasd induce su clivaje autoproteolitico a la forma activa

de la Caspash. La Caspash activa es una proteasa dependiente de cisteina que
cliva los precursores de las citoqusn®roll-m i e-1L-118,Ngenerando la forma
biolégicamente activa de estas citoquiras

Con respecto a la segunda sefial en el proceso de activacion, sabemos que hay una
gran cantidad de PAMPs y DAMPs que activan el inflamasoma NLRP3, incluidos ATP,
acido urico, nigericina, aluminio, asbesto, agregados amiload@s0omo una gama de
toxinas microbianas, incluida la toxina @ostridium difficiley las toxinas Shiga
derivada deEscherichia colNinguno de estos estimulos se une y activa directamente
NLRP3. En cambio, estos estimulos involucran una serie de orfameas que
finalmente culminan en la activacién del inflamasoma NLRP3. Estas vias incluyen el
eflujo de potasio de la célula, la ruptura lisosémica, la movilizacion de calcio, la
producciéon de ROS, la translocacion de NLRP3 a las mitocondrias y ladibdeaci
DAMPs mitocondriales, como el ADN mitocondrial y la cardiolipina. También se ha
reportado que un eflujo de cloro puede activar al inflamasdiiia

Estudios recientes sugieren que el eflujo de postasio es el puntoodeergencia

para todas estas vias, ya que el bloqueo del eflujo de potasio inhibe la activacién del
AYTE Il YIdavndreans ¢ o 3 dzl & ol 220 RS G2RI &
anteriormente y un nivel bajo de potasio es suficiente para desencadenar la
activaciondel inflamasoma NLRP3. En este modelo, NLRP3 sirve como sensor general
de alteraciones en la homeostasis celular, y asi desencadena un potente impulso pro
inflamatorio para recuperar la homeostasis o desencadenar la muerte en la célula
afectada®.

Por otro lado, podemos mencionar a los regldres negativos del inflamasoma
NLRP3 que incluyen sustancias con una estructura similar a los dominios PYD o CARD,
autofagia, citoquinas, NO, CO y miRNA. La existencia de un equilibrio entre la
activacion y la inactivacion del inflamasoma NLRP3 esochitira mantener la

homeostasis normal y la funcién fisiolodita
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Como se menciond anteriormente, la activacion de NLRP3 incluye mdultiples sefales,
la mayoria de las cuales no son mutuamente excluyentes, incluido el eflujo de Potasio
(K) e iones Cloruro (§) flujo de iones de Calcio (Ga disrupcién lisosémica,
disfuncion mitocondrial, cambios metabdlicos y desensamblaaos-Golgi. Dichas
sefales estan interrelacionadas y se superponen. Hasta el momento, no existe un

Unico modelo de activacion de NLRP3

40



Signal 1: priming Signal 2: activation
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Figura 4. Mecanismo de activacion del inflamasoma NLRRP3I asS3l M O0a4lLd

proporcionada por componentes masianos o citoquinas enddgenas que conducen a la activaci
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extracelular, toxinas formadoras de poros, virus de ARN, cristales y particulas. Mdultiples

moleculares o celulares, incluidos el flujo i6nicg, (Cly Ca"), la disfunciéon mitocondrial y la generac
de especies reactivas de oxigeno mitocaalds (mtROS) y el dafio lisosémico, activan el inflama
NLRP3. La formacién del inflamasoma activa la caspasa 1, que a su vez eselipgie pro &I1L-118IN.
Caspasd cliva a gasdermin D (GSDMD), obteniendo como resultado la formaciéon de e ind

piroptosis.Tomado de Swanson et al, 2019.
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El estudio de la relacién entre el sistema inmune y el cancer, y los mecanismos de
evasion al sistema inmune utilizado por los tumores, han permitido el desarrollo de
una variedad de terapias contra el cancer que utilizan al sistema inmuné de
hospedero para generar respuestas contra las células tumorales. Estas terapias,
denominadas inmunoterapias, las cuéles son el foco de estudio de esta tesis y de

nuestro grupo de investigacion, seran desarrolladas a continuacion.

1 Inmunoterapia contra el cancer

9 Generalidades

Las evidencias que apoyan la teoria de la inmunoedicién y el ciclo de la inmunidad
antitumoral impulsaron a que la terapia en cancer se enfocara a la actividad
antitumoral del sistema inmun&?**° Lainmunoterapiaes una estrategia terapéutica

qgue aprovecha el sistema inmune del hospedero para generar una respuesta contra
las células tumorales. En este sentido, busca una respuesta duradera intentando
prevenir recaidas o la aparicion de metastaiejando a obtener resultados en
términos de sobrevida libre de enfermedad y sobrevida global que no se habian
logrado con estrategias como la radio y quimioterapia.

Dentro de la categoria inmunoterapia pasiva estan los anticuerpos monoclonales
OY! omor2 @f 2y I t ) Wiygitlds Ga2artigénos especificos del tumor y la
transferencia adoptiva de célulasCT ¢! R2 LJG A @S ), |65t clidles gosedhnl L@ €
por si mismo actividad anti tumoraf*. En la actualidad, los mAb son el tipo de
inmunoterapia mas empleada y la mejor caracterizada. Podemos mencionar
diferentes tipos de mAb ampliaente utilizados*'*2 como anticuerpos dirigidos

frente a receptores de vias de sefializacibfi anticuerpos que reconocen vy

neutralizan factores tréficos, anticuerpos que inducen la muerte de las células
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tumorales directamente o a través de otros mecanismos que implican al sistema
inmune @or ejemplo, via del complemento, fagocitosis citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo$ADCQ)***!*> etc. En cambio, la ACT se basa en la
transferencia de células citotoxicas que se han manipuédeivopara modificarlas,
activarlas o expandirlas. Segun el origen de las células transferidas se habla de una
inmunoterapia celular autéloga o alogénica. Is@n observado excelentes resultados
clinicos con d transferencia de células T autdlogas modificadas por ingenieria
genética para expresar un receptor antigénico quimérico especifico (células’¢AR T)
Por el contrario, ejemplos de inmunoterapia activa son las vacunas y los
bloqueadores de punto de control (BPC) que requiela activacion del sistema

inmune del hospedero para su actividad.

La inmunoterapia ha marcado una revolucién en la terapia contra el cancer porque
ha logrado efectos que nunca antes se habian conseguido con las terapias clasicas.
Estas terapias han deastrado inducir la regresion tumoral completa y duradera en
algunos tipos de cancer, convirtiéndose un verdadero hito en las terapias dirigidas,
sin embargo presentan desafios como comprender los mecanismos de resistencia y
los eventos adversos inmuno r&tionados. Describiré los BPC, que son farmacos
actualmente aprobados por laFood and Drug Administration(FDA para su
administracion en diferentes tipos de cancer, y es en esta area que nuestro grupo
de trabajo ha publicado recientemente el beneficio deo de los BPC combinados

con la administracion de BayK8644.

1 Bloqueadores de Puntos de Control Inmune (BPC)

Los puntos de control inmunoldgicos son de extrema importancia al mantener las
respuestas inmunes dentro de un rango fisioldgico deseado egeot al hospedero

de desarrollar autoinmunidad, sin embargo, son utilizados por los tumores a su favor,
suprimiendo de esta formka respuesta inmune. En condiciones normales, los puntos

de control inmunolégicos juegan un papel crucial en la prevencion lade
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autoinmunidad y también en la proteccion de tejidos cuando el sistema inmune esta
respondiendo a una infeccion patogénica. La regulacién de estos puntos de control
inmunoldgicos puede ser inducida por tumores, y permitir asi una evasion de la
respuestainmune. Los dos receptores de los puntos de control inmune mas
estudiados en el contexto clinico de la inmunoterapia del cancer, son el receptor del
antigeno 4 del linfocito T citotoxico (CTLAY el receptor de la proteina 1 de muerte
celular programadaPD1), que son puntos de control del sistema inmune que
regulan de forma negativa la funcién de las céluld¥.T.os bloqueadores de puntos

de control inmune eliminan sefales inhibitorias para la activacion de célulasug lo q
permite a las células T especificas del tumor superar los mecanismos reguladores y
desencadenar una respuesta antmoral efectiva.

El receptor CTLA (CD152) se expresa luego de que las células TyCOBS se
activan y tiene un rol importante en ltlerancia de las células T. También es
expresado por células Treg FoX3nodula su funcién supresota®’*® CTLA y su
homologo estuctural, el receptor coestimulador CD28, comparten los mismos
ligandos B71 (CD80) y BZ (CD86), los cuales son expresados por APCs entre otras
células'®. CTLA¢ inhibe las funciones de las células T por diferentes vias: se une a su
ligando con una mayor afinidad que su contraparte CD28, inhibeflalizacion por el

TCR al reclutar fosfatasas en su dominio intracelular, disminuye la expresion del
ligando B7 en las APCs e induce la secrecién de la enzim& {12

La funcion principal de CT4Aes regular la actividad de células T ersidb de
GOS0l R2¢é¢3> LIR2N) S2SYLX2 Sy sNHlFIy2a -4 AyT2ARS
también puede atenuar la activacion de células T en tejidos periféricos dado que los
ligandos B7 también pueden ser expresados por células T actifadasbloqueo de

la via CTL-A surgié como una estrategia para el tratamiento del cancer; en ensayos
clinicos para Ipilimumab un mAb completamente humanizado que bloquea4;TLA
las tasas de respuesta promediaron entre el 10 y el 15% entre lasnpeg con
melanoma avanzadd*®°3'* E| |pilimumab fue el primer inhibidor de puntos de
control inmunoldgico en obtener la aprobacion de la FDA para el tratamiento del
melanoma metastasico en 2011. Ademas, el benefterapéutico del bloqueo de

CTLA4 también puede resultar de la reduccion de Tregs a través de la'RBCC
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Otro punto de control inmunologico es la moléculaPQCD279). RID se expresa en
células T, NK, NKT, células B, macrofagos y algunas subpoblaciones de DCs durante la
activacion inmune e inflamaciéon crénica. Funciona como un importeegelador
negativo de la inmunidad generada por las células T, y esocsti el proceso de
toleranciaen los tejidos periféricos y la homeostasis inmdfe PD1 tiene dos
ligandos conocidos, PDOL (CD274) y P2 (CD273)*°"° PDL1 se expresa
ampliamente en células hematopoyétis y no hematopoyéticas, inadas APC,
células epiteliales, estrones y tumorales, y la expresiébn es estimulada por
citoquinas proinflamatorias como IFN TNF" y también por el factor VEGF. La
expresion de PID2, por otro lado, se restringe principalmente a las DCs, macrofagos

y células B, y es inducida por citoquinas corad YLGMCSF***%°. Debido a que los
ligandos de PE) se expresan ampliamente en tejidos no linfoides, se cree quk PD
actla principalmente regulando la activacién de la célula T en perifériauego de

la unioén a sus ligandos, ADtrangnite una sefal canhibitoria a través de la tirosina
fosfatasa SHP2, atenuando la activacion de la célula T. El reclutamiento de SHP2
atentia directamente la sefalizacion del TCR al desfosforilar elementos de
sefializaciéon proximal&¥ 10161162 Ademas, el receptor PD activado secuestra
mediadores de sefializacién del TCR, induce la expresion de factores
proapoptéicos y altera la motilidad y el metabolismo de las céluld$®TPD1
también se expresa en células Tregs, y la participacion delPRromueve la
diferenciacion, el mantenimiento y la funcién supresora de Tregs, lo que induce aun
méas la tolerancia de las células'®. Las células también expresan RPD y la
sefalizacion de RD modula la inmunidad humoral al inhibir la expansién de las
células B, la diferenciacion de las células plasmaticas y las funciones efectoras de las

células B>®

Hnalmente me gustaria hacer referencia a los mecanismos a través de los cuales el
bloqueo de PEL desencadena la inmunidad anti tumoral. La via del Rldera la

activacion de las células T y atenua las funciones efectoras y la proliferacion de las
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célules T, lo que promueve la aparicion de las células T exhaustas, las cuales describi
Sy Sf LI NIFR2 I yi¥8Ngl exhausting 8eylds Ndlufad Rés RIS & ¢
mecanismo importante que limita la aadad de las mismas en presencia de
estimulacién antigénica cronica y actla para preservar clones de linfocitos T que de
otra manera sufririan una muerte celular inducida por activaéion

La terapia con anticuerpo arD1 puede mejorar la inmunidad antitumoral al
prevenir el 32 { I Y &x®alstidg @edas células T CH&l promover el cebado

de las células @e novoy/o al modular las células que ya poseen un fenotipo de
exhausta, vefHgura 5, tomada de la revisién publicada recientemente por nuestro

grupo°®.

TCF-1*

Tumer cells Precursor exhausted Naive Dendritic cell

CD8' Teells CD8* Teells
P g Y
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PD-1* Effector .
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Fgura 5. Mecanismos subyacentes a la inmunidad antitumordesencadenads por la terapi
con BPC, como por ejemplo, el anticuerpo aRiD1.Para ciertodipos de cancerel tratamientc
con anticuerposanti-PD1 puede prevenir emecanismo de exhaustinde las células T Ct
efectoras,modular elexhausting de las células T CpBgenitorasexhaustasen el TME,asi com:
promover el cebado de células T efectoras CD8+T&LN,en humanos y ratonesPreveniro
modular el exhausting ais como promover el cebado de células T CDSn mecanismos r
excluyentesTomado de Hiket al, 2020.

Para entende los mecanismos que subyacen a la terapia con BPC, es importante

destacar la existencia de diferentes subtipo de linfocitos T*@RBaustos, que
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poseen diferentes funciones y que son modulados diferencialmente por la terapia

con anticuerpo antPD1/PDL1. Se le adjudica la funcion de promover la respuesta

anti tumoral en el contexto de terapia con BPC, a un subtipo de células T exhaustas
AYRAFTSNBYOALFIRIax ffFYFRIA &/ StdAla ¢ SEKIF
siguientes marcadore€D8 PB1" TCFL' TIM3 GZMBCX3CRTOX. En el TME, este

ddzo O2yadzy 12 LJzSRS | dzi 2 NNByY 2 @I Né&ithwustds)k NJ- 35,
GSNXYAYIFEYSYiS RAFSNBYOAI RI &#D1" ICEFIM3Y dzSa i NI y
GZMBCX3CRTOX '

Durante la terapia con BPC, los linfocitos T progenitores exhaustes’ (POF1

TIM3®) proliferan y se diferencian en linfocitos T terminalmeetehaustos (PR*

TCF1 TIM3") que pueden conducir al control del tumor. Las célulaslPDCF1

residentes en el tumor formarian un nicho de células T @B8gecificas del tumor

gue proliferan y pueden generar células diferenciadas en respuesta al blogueb

1. Se propone que este mecanismo funcione como un eje inmune complementario

que opera independiemmente del ciclo cancesistema inmune descrito

anteriormente-°®.

Teniendo en cuenta lo mencionado en el apartado anterior sobre el Ciclo €ancer
Inmunidad, y la accién descrita de CHALA PDBl, se ha observado que los
anticuerpos antiCTLA4 y antiPD1 ejerce su funcion en diferentes etapas del ciclo.
9y f2a aaidraza RS aOSo!l-R2ue eddindedpartitiddlacdt o0f 2 1j ¢
estimulacién positiva por CD28, sin embargo el bloqueo dé& BEtuaria en tejidos
periféricos inflamado&®. No obstante, resultados publicados recientemente sugieren
gue los mecanisn® de accién del bloqueo de C¥4A PDl no se encuentran
limitados Unicamente a estos sitios. Se ha reportado que se requiere de co
estimulacion por CD28 para que el bloqueo delPDgre rescatar células T CD8
exhaustas®’. Por lo tanto, puede que el bloqueo de-PRctlie en tejidos periféricos
asi0O2Y2 Sy aAiGA2a RS GOSol R2¢ o

El sistema inmunologico es muy dinamico y no solo reconoce una amplia gama de
antigenos tumorales en poblaciones de células tumorales heterogéneas, sino que

también se adapta para atacar nuevos antigenos a medida que lassciloiarales
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adquieren mutaciones. Esta plasticidad de las respuestas inmunes endogenas puede
explicar por qué el bloqueo de los puntos de control inmunoldgico destinado a
reactivar la inmunidad de células T enddgenas preexistentes logra respuestas

duraderss.

Como fue mencionado anteriormente, el tratamiento con BPC ha revolucionado el

tratamiento del cancer. Sin embargo, por razones todavia no comprendidas, solo
una pequefia parte de los pacientes tratados logran obtener beneficio clinico. Una
de las estategias propuestas para lograr vencer mecanismos de resistencia

primaria y secundaria es la inmunoterapia basada en Nanomedicina. A continuacion
me focalizaré en el uso de nanoparticulas en Biomedicina. En mi tesis de doctorado
utilizamos las nanoparticuls de quitosano como medio de encapsulacion del

compuesto BayK8644 y estudiamos su efecto como agentes inmunoterapéuticos.

1 Nanoparticulas en Biomedicina: Nanoterapia

La nanotecnologia es el estudio, disefio, creacion, manipulacién y tratamiento de
atomos moléculas o compuestos individuales para producir nanomateriales y
nanodispositivos con aplicaciones especiales en diversos campos de estudio. El
término nanoparticula (NP) hace referencia a distintos nanomateriales tanto
inorganicos como organicos o inso una mezcla de ambos, cuyas unidades
estructurales tienen dimensiones lineales que oscilan entB0@ nnt®®% Las
propiedades de estas NP vienen determinadas por muchos factores, como
composicién quimica del nucleo (distinguiendo las NPs de naturaleza orgéanica
(liposomas, polimeros) o inorganica, forma (esferas, prismas, etc), tamafo (entre 1y
100 nm), medio de dispsion (pueden ser estables en fase organica o acuosa, segun

el método de sintesis y tratamientos posteriores), estado de dispersion (dispersas,
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aglomeradas o agregadas) y ligandos en la digee (estabilizantes, modificadores
de la solubilidad, o de carga neta, etc)’ <"

El uso de NPs como nanovehiculos tiene ventajas debido a su tamafio hanométrico,
su autoensamblaje y su posible direccionamiento a osjidspecificos’® . Ademas,
pueden aumerdr la solubilidad y aumentar sustancialmente la vida media de
circulacion dediferentes farmacos®'’®. Diferentestrabajos han demostrado que es
posible la acumulacién de NPs en tumores, ya sea de forma pasiva o diffgida
forma pasiva tiene lugar gracias al efectopmeabilidad y retencion aumentada

6 9 t anbancéd permeation and retentiord lj dz§ O2 YA Syl I 02y
proceso de angiogénesis para satisfacer la mayor demanda de oxigeno y nutrientes
del tumor en crecimiento. Esta neovasculatura presenta unaitactura defectuosa,

con vasos sanguineos dilatados y con presencia de poros que permiten la
extravasacion en el intersticio tumoral. Por otra parte, el drenaje linfatico deficiente
hace que las macromoléculas sean retenidas dentro del tumor. Este ferndEfRR es

la base del transporte selectivo de farmacos al turtfdr La vectorizacién activa se
realiza mediante la conjugacién de sondas molecularkgandos sobre la superficie

de los nanosistema¥?

Por lo tanto, existen mdultiples esfuerzos para disef#® que funcionen como
nanovehiculos, principalmente se ha considerado el uso de liposomas, polimeros
sintéticos, dendrimeros y particulas tipo virus (VEPSF® Las NP bastas en lipidos

son la clase mas comdn de nanomedicinas aprobadas por la FDA, también los
liposomas que a menudo incluyen modificaciones de su superficie para aumentar su
circulacion y mejorar la administracion, ha permitido su uso en ensayos clinicos. Las
micelas poliméricas pueden cargar varios compuestos terapéuticos, desde pequefias
moléculas hasta proteinas, y se han utilizado para la administracion de terapias
contra el cancer en ensayos clint®8s

Las NPs polimérisason las NPs inmunoestimuladsnaas utilizadas, y fue el tipo de

NP utilizada en sta tesis de doctorado. Los componentes mejor caracterizados en el
uso de inmunoterapia del cancer son con PLGA (aciddgtito-co-glicélico), PGA
(acido poli eglutdmico), PLG (Dlacticoco-glicdlico), PEG (pettilenglicol), PEI

(polietilenimina)y NPs de quitosand™>'®". Estas NP se han empleado ampliamente
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como un adyuvante inmunoestimulador eficaz ervémunacion®***°. Por ejemplo,

Kim y colaboradores demostraron que la encapsulacion dentro de las NPs de PLGA
del agonista del receptor tipo toll 7/8 (TLR 7/8) aumendd expresion de las
moléculas coestimuladoras (CD40, CD80 y CD86) en comparacién con el control a
través de la activacion de células dendriticas derivadas de médula ésea (B¥DC)
También mostraron que la administracion subaga de las NPs las conduce a su
migracion a los ganglios linfaticos drenantes de tumor, donde posteriormente activa
las DCsy las células T CD&:élulas T citotoxicas), lo que da como resultado una
mayor respuesta antitumoral en modelos de vejiga, melaaomcarcinoma renal;
demostrando asi el papel de las NPs de PLGA como potentes adyuvantes
inmunoestimuladores para la inmunoterapia contra el cariéer

En un estudio reciente, Da Silva y colaboradores utilizaron NPs de PL&ha pa
liberacion de dos agonistas de TLRs (acido poliinoghoiodtidilico 6 Poly:IC vy
WSaAljdZAY2R0 Sy O2Y0AylOAsy 02y alLtoh OGLINRIG:S
para mejorar la eficacia terapéutica de las vacunas contra el cancer en ratowes. La
administracion de estos inmunomoduladores modificé significativamente las
poblaciones de células linfoides y mieloides en el tumor y en ganglio linfatico
drenante de tumor. Ademas, estas nanovacunas mejoraron la sobrevida a largo plazo
de los ratones paiadores de tumores entre un 75% y un 100% y casi duplicaron el
tiempo de sobrevida sin progresion de los ratoh&s

Existe otro tipo de NPs que son dirigidas a las DCs con el objetivo de facilitar la
captaciéon de antigenos y mejorar la presentacion cruzada de estos. Como sera
descrito en los proximos apartadds esta tesis, la activacion de las células T virgenes

y de memoria ontra antigenos exogenos, comson los antigenos tumorales,
depende de la presentacion cruzada de antigenos por parte de las DCs, en el contexto
RSt O2YLX S22 al / ° RSun éhtéxtd 8e inmundterdpitr comtra el
cancer, la respuesta disminuida de las células T® @&@Besenta un obstaculo
importante. Varios trabajos publicados muestrgoe el uso de NPs facilitan la
fagocitosis del antigeno exégeno, y en consecuencia la presentacion cttzadd a
captacién y presentacién de los antigenos por parte de las DCs es afectado por el

tamafio, la carga la hidrofobicidad de las NRas NPs mas eficientes en captar los
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antigenos y en ultima instancia mejorar la presentaciéon cruzada de antigenos
exd6genos, son aquellas que tienen carga superficial poSijtamafio inferior a 500

193195y potencial para liberar antigenmel compartimento citosolicd®*’. Hirai

nm
y colaboradores reportaron que NPs de silice amorfa con un tamafo entre 70 a 100
nm mejoraron la entrada de antigenos exdgenos desde los endosomas y fueron
capaces de inducir la presentacion cruzada de antigenos. Sin embargo no se
obtuvieron los mismos resultados con las particulas de silice de tamafio mayor a 100
nm 194.

En un estudio reciente, Gong y colaboradores desarrollaron una nanovacuna
GONI yAT2NXYI 06t S& A Y LIdefbash énlun cagugadd depadiirBeyoS a =
péptido, y que generd una fuerte respuesta inmune sin provocar toxicidad sistémica
en ratones. La nanovacuna transformable facilitd la administracion citosélica a las
células del sistema inmune y promovio la presentacizada del antigeno. Ademas

fue capaz de activar el inflamasoma NLRP3, aumentando asi la inmunidad anti
tumoral, a través de una respuesta de células T'CR8nado a estoel tratamiento
combinado de la nanovacuna con la terapia coticarerpo antiPDLL provocd una
disminucién del crecimiento tumoral y una sobrevida prolongada de animales

inyectados con células tumorales como B16BMA y modelos delPV E6/7 (T-T)
198
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Los hallazgos esenciales para el desarrollo de la inmunoterapia contra los tumores,
mediante el bloqueo de los puntos de control, generd el otorgamiento del Premio
Nobel de Medicina en el afio®8 para los investigadores James Allison y Tasuku
Honjo. Los BPC han logrado mejorias espectaculares en sobrevida global y
sobrevida libre de enfermedad en melanoma metastasico y otros canceres. Pero
como lo comentamosanteriormente, solo una minoria deds pacientes tratados
obtiene algun beneficio clinico. Nuestro grupo de trabajo cree que es necesario
identificar, caracterizar y manipular nuevos puntos de control en la inmunidad -anti
tumoral para lograr vencer mecanismos de resistencia primaria y seewiada los
BPC Una estrategia para la manipulacién de nuevos puntos de control, es intentar
modular farmacolégicamente la inflamacién relacionada con el cancer. Es por esto,
que en el proximo apartado me centraré en el rol de la inflamacién en un contexto

tumoral.

1 Rol de la Inflamacién en la terapia antitumoral

La activacion del sistema inmune adaptativo a travésudeldeBPC en células T ha
revolucionado la terapia antitumoralLas estrategias propuestas para lograr vencer
mecanismos de resistencia ipraria y secundaria intentan conocer el genoma
tumoral, la diversidad del receptor TCR, la accesibilidad de las células del sistema
inmune al TME, el rol de la inflamacién asociada al tumor, entre8fros

La inflamacion se define como una respuesta de los tejidos vascularizados frente a
infecciones y dfo tisular, orquestada por el sistemamune, que consisterela
extravasacion de mediadiores quimicos y células hacia las zonas donde se encuentra
el agente extrafio o la lesion con la finalidad de resolver la agresion. Para ello, la
respuesta inflamatoria consiste en una serie de pasos que inicia en el recomdoimie

del agente responsable de la inflamacion y sigue daeautamiento de células del
sistemainmune al sitio donde se ubica dicho agente, la destruccién del mismo, el
control de la reaccion mediante mecanismos activos con el fin de finalizar la

respuesa y finalmente la reparacion del tejido dafiado
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Los tumores inflamados, enriquecidos de célulascitotoxicas infiltrantes que

expresan P 43S RSY2YAYylLy Gdzy2NBa aOFfASyiSaség @

A su vez, se ha reportado que la induccion de unarteucelular inmunogénica, la

cual explicaré mas adelante, mediante el uso de determinados quimioterapéuticos
YS22N} fF STAOFIOAF RS f2a .t/ Ff GNIya¥Fz2N
AYVTFALTGONI R2a L2 NI OSft dzf ' @or @ 2ontr&rig, lod tpviczeNB & o OF f
G SERT @A LIZNJ AYFALGNI OAsy 4SS OF NI OGSNAT Iy Lk
de la masa tumoral y una falta de infiltrénide CTL en el ndcleo del tumor. Estos

tumores generalmente se consideran tumores "frios" con poca sensibilidad a los BPC

¥ [ I AYyYdzy23GSNI LIALF AyaSyidl GFYoAaASy O2y @SN
que puede incrementar la respuesta a los BPC. Por tanto, existe un interés creciente

en modular las vias inflamatorias para mejorar la inmunidad tumoral,
particularmente en el contexto de BPC.

La inflamacién crénica modela el microambiente tumoral, afectando la plasticidad

celular al otorgarle caracteristicas mesenquimales a las células epiteliales, al polarizar
diferentes subtipos de células inmuned, desdferenciar células, al isietizar ROS,

citoquinas, o a través de mecanismos epigenéticos y/o de la modulacion de cascadas
reguladoras en células tumorales y estrom&f8s

El rol que juega la presencia teinflamacion en el cancer es complejo y altamente

debatido. Por lo tanto se necesita profumdr en la investigaciéde los mecanismos
desencadenados por los BPC para desarrollar biomarcadores predictivos de
respuesta. En este contexto, la inflamacion es sin duda un factor clave en la
inmunidad antitumoral activada por los PBC.

Considerando lo astior, se ha sugerido, por ejemplo, que desencadenar la via de

STING (proteina transmembranal73 ¢ TMEM173;estimulador de genes de

interferén)/ IFN de tipo | puede ser una estrategia para incrementar la eficacia de la
inmunoterapia en ciertos tipos deancer *°®. Se ha visto en modelos murinos de

melanoma que la activacion de esta via es esencial en terapjasttdd m -CLA®

combinadas con quimioterapia, ya que el dafo tisular que esta ultima provoca, activa

receptores de ADN citosélico, que finalmente activan la via STING/IFNYip% |
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Otro ejemplo de respuesta a BPC al inducir inflamacion lo muestra la administracion
de agonistas especificos del receptor tipo Toll 3-@)l.Rue luego de la terapia con
h-PD1 controlan el crecimiento tumoral a través de células T* GMma8les y
especificas de tumdf®2%

Los componentes inmunes innatos déflEdesempefian un papel fundamental en la

activacion y modulacion de la respuesta inmune adaptativa contra el tumor. Asi,

diversos estudios desarrollan estrategias destinadas a modular la actividad de células

inmunes innatas en el contexto de la inmunoterapia contra el cancer, las cuales son

un requisito obligatorio para el reclutamiento de células T activadas en el sitio de

accion. En este contexto, la activacion de los inflamasomas es una funcion clave
mediada pr el sistema inmune innato. El rol que cumple el inflamasoma en la

inmunidad antitumoral es controvertido, ya que se han descrito efectos- anti

tumorales como praumorales®®*.

La activacion del inflamasoma puede llevar aetetto positivo en la inmunoterapia

combinada por ejemplo a quimioterapia. En la quimioterapia se utilizan farmacos

que son citotéxicos (por ejemplo, antraciclinas y oxiplatino) que provizamnerte

celular inmunogénicaen la cual se observa una-lozalizacién de la proteina de

reticulo endoplasmatico calreticulina a la membrana celular, la cual actiia como sefial

405 YSYS¢ |t dzyANBS | /% gsto leSgrmite b GABGS 3248 @
reconocer la célula que esta4 muriendo e iniciar una wesga antitumoral *°®. En esta

muerte celular inmunogénica se da la liberacibn de ATP que es esencial para el
reclutamiento deAPCy la activacion subsecuente del inflamasoma para libersrilL

por DCs La liberacion de ATP por la muerte celular inmunogénica media la activacion

del inflanasoma NLRP3, creando un vinculo entre respuestas inmune innatas y
adaptativas. La activacion del inflamasoma en DCs lleva a la liberaciomdedL €& | f
NEOf dzii YASY (2 LIAGSNA2NI RS OSf dzconta ¢ + @&
antigenos tumorale&®®?°” La muerte celular inmunogéniaagjora la eficacia de los

ot/ T FE ONI YATF2NXYEN GdzY2NBa AyYdzy2fs3aAaOl YS)
Sy (Gdzy2NBa aOlfASyiSEE SyNAI[dzSOAR2a RS OSf d
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Ahora me centraré en los estudios que hemos desarrollado en nuestro grupo de
investigaciondondehemos demostrado que la activacion del inflamasoma mejora la
inmunoterapia en el contexto del bloqueo de -BDenfatizando una vez mas el rol
que tiene la inflamacién en el contexto de la inmunoterapia contra el cdfter
Actualmente se reconocgue canales ionicos y la homeostasis idnica controlan
funciones importantes de las células inmunes, entre las que se encuentra la respuesta
inflamatoria. Esi fuertemente demostrado que la homeostasis idnica, movilizacion
de K, C&"y Cl, es critica erla activacién del inflamasoma NLRP3%3?% Nuestro

grupo mostré en el trabajo recientemente publicadd’, en modlosin vitro, que
Tmem176b inhibe al inflamasoma NLRP3, ya que el tratamiento con ATP y Nigericina,
ambos activadores del inflamasoma NLRP3, inhibieron la secreciéavde IL-$8, L [
en DCs humanas y de ratdn, asi como en macréfagos. El mecanismo pat el c
Tmem176b controla la activacion del inflamasoma parece ser a través de la
regulacion de la concentracién de “antracelular. AGn méas, en modelos
experimentales tumorales vivg la ausencia de Tmem176b en el hospedero resultd
en un mejor control dda progresion tumoral. Los tumores fueron rechazados en
ratones Tmem1766 a través de mecanismos dependientes de la activacion del
inflamasoma, de células T C®robablemente de células Th17.

Mediante un screeningin vitro, identificamos a la molécal BayK8644 como un
potente inhibidor de Tmem176b; BayK8644 es conocido por modular la actividad de
canales de Cévoltaje dependientes tipo L. BayK8644 induce la secreciondeé IL Sy
ratones WT, y es capaz de dar lugar a un rechazo tumoral similarabvats en
animalesTmem176B", de una manera dependiente de Tmem176b, caspasa 1/11 y
células T CD8

Ademas, fue realizado un analisis bioinformatico de datos transcriptomicos publicos
de biopsias tumorales de pacientes con melanoma tratados conAd anti-PD 1,

que sugiere que, entre los pacientes progresores, TMEM176B es el Unico gen
relacionado con el inflamasoma regulado positivamente durante el tratamiento, en
comparacion con la etapa previa al tratamiento. Este andlisis muestra que
TMEM176B podriastar involucrado en un mecanismo de resistencia a los BPC.

Ademas, mostramos en este trabajo que el tratamiento con BPC en ratones
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Tmem1768 es mas eficaz que en ratones WT, de manera dependiente del
inflamasoma. A su vez, la activacion del inflamasqauece ser elevante para la
respuesta antitumoral desarrollada por los BPC, ya que se pierde en los ratones
Caspasd /11712

En conclusion, observamos un@ejor sobrevida y enleetimiento del crecimiento
tumoral cuando el bloqueo farmacolégico de TMEM176B se realiz6é posteriormente al
BPCterapia conanti-PD1. Por el contrario, la inhibicion de TMEM176B antes del
tratamiento conmAb anti-PD1 no mejor6 la eficacia del BPC. Portdato, estos
resultados sugieren que el momento de la activacion del inflamasoma podria ser
crucial en la modulacién de la inmunidad activada por el anticuerpePamti *°°.

En este sentido, un estudio reciente confirmé la relevancia de la activacion del
inflamasoma en el desarrollo de la inmunidad antitumoral, en el contexto de la
terapia de blogueo de RD. Paa esto utilizaron un anticuerpo ar@iD39 en modelos

de cancer de colon en raton. CD39 es una enzima extracelular que a partir de AMP
convierte ATP extracelular (eATP), un activador del inflamasoma NPRPRos
autores muestran el control del cancer de colon de ratén inducido con células MC38
en animales salvajes (WT), pero el efecto se pierde en animales que no poseen
Caspasd/11, NLPRP3, PyCard 6 P2X7r. Sin embargo, nclastssi la inyecion del
anticuerpo antiCD39administrada antes o después de la terapia oohb anti-PD-1,

podria llevar a diferentes resultados clinit®s

También en el estudio de cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC) se ha
investigado como afecta la activacion del inflamasoma en la inmunoterapia, ya que
solo una subpoblacion de pacientes respordesta terapia. Recientemeni2ouguet

y colaboradoresnostraron que el uso de un agonista deteptor purinérgico P2X7
(P2X7R) fue capaz de controlar el crecimiento tumoral. El P2X7R es un canal idénico
activado por ATP que se expresa predominantementecélulas inmunes y en
algunas células tumorales. Las funciones de P2X7R fueron descritas en células
inmunes, donde participa en la activacion de NLRP3 para inducir la maduracion y
secrecién de citocinas proinflamatorias demil.  -$8 pbr[macréfagos PCS'°. El
agonista de este receptor estimuld la inmunidad antitumoral, al inducinkess de

IL-18 por DCs. La-lI8 genera la produccion de IFN I dzYSy Gt yR2 I NB&
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inmune antitumoral y potencio células T NK, TCR4AT CD8 La accion combinada

RS SadsS l3zyradtr O2y I Aynwod12dbBeNitalda | 02y
animales con cancer de pulmoén. La regresion del tumor se correlaciond con una
mayor infiltracion de células inmunesagorsecrecion de HL8 dentro del TME y una

mayor expresion de RDL por las células tumorales. Ademas, este modo de accion

fue confirmado &mbién utilizando el modelo de tumor de melanoma &F1®>*,

Con el objetivo de obtener un mayor beneficio clinico en el uso de inmunoterapias,
actualmente es altamente debatida la importancia de la secuencia y el momento en
el cual realizar el bloqueo de puntos de control inmunolégico (terapias te@DLA

4 6"-PD1) y cdno combinarlos con el uso de tratamientos para la modulacion de las
respuestas inflamatorias.

En este contexto, el analisis en biopsias de melanoma humano antes de la
administracion combinada de terapia con anticuerpo &iliLA4/antPD1 revel6 una

firma transcriptémica de IFN tipo I, que se asocid a falta de respuesta a la terapia.
Esto posiciona la via del IFN tipo | como un potencial mecanismo de resitencia a la
terapia con BPC. Sin embargo, en biopsias de melanoma humano reslizadate

el tratamiento temprano con arPD1, la firma transcriptomica de IFN de tipo | se
asocio con mejores respuestas clinicas. En conclusién, el resultado clinico final de un
paciente tratado con inmunoterapiapAbanti-PD1, depende del momento eme el

IFN de tipo | es producido y liberado. Se necesita profundizar en los estudios para
determinar el tiempo en que es deseable 0 no que se active la via del IFN de tipo | en
dichos paciente&®®.

Se ha descrito en modelo murino de cancer de mama, utilizando una linea tumoral
(células 4T1), que los animales deficientes dsiL LINBa Sy Gty dzy | dzyYSy
inmunidad antitumoral, con efecto sinérgico con el bloqueo de-PDEsto no fue
evaluado en otros tipos de tumores transplantables y los autores atribuyen el efecto
al aumento de células del sistema inmune innato en el FRIE

Un ensayo clinico en humanos, CANTOS, vincul6 la inhibicion derla ILO2 Yy  dzy |

menor incidencia de cancer de pulmdén en pacientes con aterosclerosis. Dicho
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bloqueo se realizé con umAb, Canakinumab. Los pacientes al ingresar al ensayo no
poseian ningun pio de cancer, y se observd que el Canakinumab prevenia eventos

vascualres luego de sufrir infarto de miocartfid
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Objetivos

El rol que juega la inflamacién en el cancer es complejo y eftemiebatidd®® >
Nuestro grupo de trabajo ha reportado que la liberacion del inflamasoma NLRP3
favorece las respuestas inmunes atinorales espontdneas y desencadenadas por

el BPC. En ese contexto, hemos caracterizado la proteina intrac&élmm176b

como un regulador iénico del inflamasoma NLRP3. Sin embargo, existen una serie de
puntos importantes en relacion a ese mecanismo que aun no han sido dilucidados.
Particularmente, si bien Tmem176b esta expresado en cDC1y cDC2, no conocemos el
impacto que podria tener la inhibicion de Tmem176b en esas subpoblaciones de DCs.
Como se explicé en la introduccion, existe una especializacion funcional entre las
subpoblaciones de DCs. De esa manera, la inhibicion de Tmem176b en cDC1 y cDC2
podria tener casecuencias diferentes en ambas subpoblaciones, pudiendo
desencadenar o incluso inhibir respuestas inmunes adaptativagusntirales. Nos
interesa abordar dos resultados previos de nuestro grupo que creemos son
importantes para definir a Tmem176b como fida en inmunoterapia oncoldgica.
Primero, a diferencia de la respuesta attnoral observada al inhibir
farmacolégicamente a Tmem176b con BayK8644 en un protocolo profilactico, no se
observd una respuesta artimoral eficiente cuando el modelo fue terapéco. Y
segundo, nos resulta contraintuitivo que Tmeml176b favorezca la presentacion
cruzada de antigenos diCqespecializacion funcional de las cDC1), al mismo tiempo
que inhibe la inmunidad antumoral en modelos murinos.

El objetivo general de estadis es estudiar el impacto de la inhibicibn de Tmem176b
en cDC1 y cDC2 para poder desarrollar estrategias que permitan mejorar el efecto
anti-tumoral del BayK8644 y/o identificar mecanismos inmunolégicos

desencadenados por el bloqueo de Tmem176b.

Consi@rando lo anterior, nos planteamos asi dos objetivos especificos para esta

tesis.
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1 Objetivos especificos

Objetivo especifico:1

Estudiar y mostrar como potenciar la respuesta antitumoral mediante el desarrollo de
nanoparticulas de quitosano que caen al BayK8644 (NBPayK8644). Mediante el

uso de esta formulacién nanotecnoldogica de BayK8644, favorecer el mecanismo de
presentacion cruzada de antigenos en cDC1 y mantener la capacidad del compuesto

de desencadenar la activacion del inflamasoma NLRP3.

Objetivo especifico 2

Demostrar la importancia de las cDC2, en el efectotamboral inducido al inhibir
Tmem176b, mediante delecién génica 6 farmacol6gicamente con BayK8644. Estudiar
el efecto de las cDC2 sobre la diferenciacion a células cagnotigo Th17 y estudiar

el rol de las células Th1l7 en la respuesta-amtioral generada por la terapia con
BPC.
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Materiales y métodos

1 Reactivos y Anticuerpos

Los reactivos y anticuerpos utilizados en esta tesis se detallanTablel 2 pagina
74.

1 Animales

Se utilizaron ratones C57BL/6 Tmem17Bby Tmeml76b &t A GG SNXIF (1Sa¢é =
Tmem1768 Caspasd’ de entre 6 y 10 semanas (Jackson Lab; Bar HarbordME)
sexo indistinto Los ratones fueron criados en la Unidad de Animales Transgénicos y
de Experimentacion (UATE)ldestitut Pasteur de Montevideo en condiciones libres

de patogenos especificos (SPF). Estos fueron mantenidos en un ambiente controlado,
con temperatura entre 19 y 21°C, y ciclos de 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad.
Los ratones recibieron agua ycrdn estéril administradas en condicioras libitum

Los ratones Tmem176bse generaron en la cepa 129/SvJ y los ratones heterocigotos
se retrocruzaron durante 10 generaciones en el fondo C57BL/6 (Janvier, Saint
Berthevin, Francia) como se informa &n Los ratones Tmem178iCaspasd’ se
generaron microinyectando Crispr/Cas9 dirigidos a Caspasm embriones
Tmem1768". Se gaotiparon animales F1 y se cruzaron ratones heterocigotos para
generar animales Tmem176aspasd’ homocigotos F2. Todos los experimentos

se realizaron de acuerdo con la normativa local y aprobados por la Comision de Etica

(CEUA) del Institut Pastede Montevideo.

9 Cultivo de lineas celulares

La linea celular E.GJVA (ATCC®R @GRMMo n>X f Ay F2Yl GNYAO2 RS 2
cultivada en medio DMEM suplementado con 10% suero bovino fetal (SBF), HEPES 10
mM, piruvato de sodio 1 mM, MESsIminoacidos n& & Sy O A | -incaptoatanal |
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0.05 mM, penicilina/estreptomicina 100 unidades/mL, 0.4 mg/mL de geneticina y
1mM de Lglutamina. Se mantuvo en estufa a 37°C en presencia de 5% de CO2 y se

realizaron pasajes cada 3 dias para mantener el cultivo en faseaxgial.

La linea celular B3Z, (linfoma timico de origen murino) fue cultivada en medio RPMI
suplementado con 10% suero bovino fetal (SBF), HEPES 10 mM, piruvato de sodio 1
mM, MEMI YAy 2t OAR2a y 2 SnérGayptaefanof DH5 il = j
penicilina/estrgptomicina 100 unidades/mL y 1mM deglutamina. Se mantuvo en

estufa a 37°C en presencia de 5% de CO2.

1 Modelos tumorales y tratamientos con NP -BayK8644, eNP o BayK8644
libre.

Se inyectaron ratones Tmem176b y TmemI7&57BL/6 subcutaneo con 0.5 ¥ 10
células de linfoma timico E.&WA. En el experimento indicado, la inyeccion se
realiz6 alternando un ratén Tmem176b y un TmemI76tasta completar ambos
grupos. Al recibir el tratamiento, se alterné entre animales tratados con BayK8644 y
con vehiculo animales tratados con NBayK8644 y eNP. El crecimiento del tumor

se midié con calibre manualmente cada 2 dias y se tomaron los dos diametros
principales del tumor. Se administraron por via iftienoral 70 nmoles de BayK8644

libre, BayK8644 encapsulado eanoparticulas de quitosano, o la misma cantidad de

NPs vacias a los dias +2, +4, +6, +8, +10 después de la primera inyeccion. Los ratones

se sacrificaron cuando uno de los diametros principales del tumor alcanzé los 2 cm.

1 Cultivo primario de células den driticas derivadas de médula 6ésea (BMDCs)

Para la obtencion de células dendriticas derivadas de médula 6sea (BMDCSs) se realiz6
el protocolo descrito por Segovia y colaboradot®s Para esto se esde la médula
6sea de los fémures y tibias de ratones Tmem17&WT) y Tmem176b. Luego de

lisar los glébulos rojos, se siembran 5,0xdélulas por placa de Petri, en medio RPMI
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suplementado (10% de suero fetal bovino, HEPES 10 mM, piruvato delswdih
MEM-amino&cidos no esenciales 1%, 1mM E dz{i | Ynferfdpthetanol 0.05 mM,
penicilina/estreptomicina 100 unidades/mL) con 0.4 ng/mL de-G3F. Al dia 3 y 6,

se renueva el medio de crecimiento, agregandole-G8&F al cultivo cada vez.

1 Estudio de la presentacion cruzada en células dendriticas esplénicas de
raton.

Para la obtencién de DCs esplénicas, se extrajo el bazo de ratones C57BI6, se corto en
trozos pequefios y se tratd con colagen&sgdRoche, Merck). A los 30 minutos de
incubacion a 37°C, seetlivo la reaccion enzimética con una solucion de EDTA
(concentracion final 10mM). Se realiz6 lisis de globulos rojos con una solucion de
cloruro de amonio. Finalmente los esplenocitos se lavaron con PBS/SFB1%. Para el
aislamiento de células CDT1se utilzaron anticuerpos monoclonales anti CD11c
murinos acoplados a microesferas magnéticas suministradas en el kit comercial
G/ 5MmmMmO aAONR. SFRa ! fGNXtdz2NBX Y2dzaSé oaArfi
conforme el protocolo sugerido por el fabricante. Brevemetds,células esplénicas
fueron marcadas con anticuerpos aftD11c conjugados a las esferas, se hicieron
pasar por una columna magnética sometida a un campo magnético y asi fueron
retenidas en la columna. Para la obtencion final de estas, la columnaise detla
influencia del campo magnético y las células son eluidas de la columna con ayuda de
un émbolo. Después de la obtencion de la fraccion CDialpureza de la muestra

fue confirmada mediante la técnica de citometria de flujo.

Las células esplénica3D11¢ fueron incubadas durante 4 horas en medio RPMI
suplementado con diferentes concentraciones de proteina OVA soluble
(endogradeOvalbumin, LIONEX, Diagnostics and Therapeutics, DE), con el péptido
OVA (257264; SIINFEKL) (InvivoGen) a diferentes auremeones 6 con el
compuesto BayK8644 libre (R&D Systems). En ciertas condiciones, sumado al
tratamiento con la protéina OVA soluble, se adiciond determinada concentracion de

nanoparticulas de quitosano, cargadas con el compuesto BayK86Ba{{B644) o
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su contraparte vacia eNP. Luego las células fueron lavadas con PBS/BSA1% Yy fijadas
con glutaraldehido 0,008 % durante 3 minutos en hielo. Posteriormente se realizé un
lavado con una solucién de glicina (0,2 M) y luego con PBS. Finalmente las células
esplénicas CD1Icse incubaron con la linea celular B3Z (linea celular hibridoma de

células T) durante 18 horas a 37°C y 5% dee@©stufa.

La utilizacion de la linea celular B3Z especifica para el péptido OVA (SIINFEKL), en
asociacion con la molécula MHCerpite estudiar la activacion de dichas células T, y
fue amablemente proporcionada por el Dr. Ignacio Cebrian del Laboratorio de Fusién

de Membranas, IHEMLONICET; Facultad de Ciencias Médicas, UNCuyo.

La linea celular B3Z es un hibridoma de célulasucibigs por bgalactosidasa (lacz).

Estan transfectadas establemente con la construccién quimérica BettibB o VY

(regién extracelular de Dectm Fdza A2yl RF | f 1 NBIAsy OAG2LH
células, ademas, se transfectan transitoriamente congen reportero NFATLacZ

(factor nuclear NFAT de células T activadas, fusionado al gen lacZ de E. coli); ya que

/| 50 v RA & LI NI dzy | aS3lf AYUGNF OSft dzft I NJ |j dzS
transcripcional NFAT. Estudios previos demostraron que el gen legerdde

9 4 OK S N Odaladtosid@sa f(ldcz), ibajo el control de la region potenciadora

completa de K2 o el factor nuclear en el elemento de las células T activadas (NFAT)

solo, se induce especificamente en las células T transfectadas y activadds. Por

tanto, la activacion de las células T transfectadas, resulta en la sintesis de los
productos de los genes-fLy lacZ. La activacién de dichas células T (B3Z) se midid
RSGSOGI yR2 f {galattaSidasapbrRienBidadrdptica a 590 nm utilizando

clorofenol rojoi -D-galactopirandsido (CPRG; Roche) como sustrato para la reaccion.

1 Nanoparticulas de quitosano (NPs) cargadas con BayK8644 (NP-
BayK8644) 6 con la sonda 6-coumarin (NP -6cou).

|.Sintesis

La sintesis de nanoparticulas de quitosano fue reddizanediante la técnica de

desplazamiento de solvente reportado por Torreciéla al. **® donde una fase
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organica (que contiene lecitina de soja, crodamol (aceite neutro de acidos grasos
caprilico y caprico) y acetona) se vierte sobre una fase agqasacontiene 10 mg de
quitosano y 50 mg de un polimero de PEG (poloxamer 188), para dar lugar a una
emulsién que luego se rotavapora para eliminar el solvente organico. La Preparacion
de las nanoparticulas de quitosano peguiladas vacias (eNP) y cacgad@dayK8644
(NRBayK8644) 6 con la sonda 6 coumarin -@dBu) se preparan a partir del
quitosanePEG y se afladen 0.5 mL de una solucion etandlica de BayK8644 (20
mg/mL) 6 1 mL de una solucion etandlica deoGmarin (0.2 mg/mL) a la fase

organica.

[I.  Caracerizacion fisicoquimica
Tamario de la particula, potencial Z e indice de polidispersidad (PDI)

El diametro hidrodinamico, el potencial zeta y el indice de polidispersidad (PDI) de las
NPs se obtuvieron usando un NaBetaSizer (Malvern Instruments Ltd., UKds

andlisis se realizaron en medio acuoso a 25°C, viscosidad de 0,8872 cP y RI de 1,33. El
tamafio de particula se ley6 en términos dpremedio y el potencial zeta se calculo

a partir de la movilidad electroforética medida usando la ecuaciéon de Hetmolt

Smoluchowski. Las muestras se analizaron por triplicado.

Estudio de la eficiencia de encapsulacion de laBiNK8644

La eficacia de encapsulacion de BayK8644 en las NPs se determiné indirectamente
por la diferencia entre la cantidad total de BayK8@éla formulacion y el farmaco

libre que se encuentra en el sobrenadante de la formulacion. La cantidad total de
farmaco se estimd disolviendo una alicuota de-Bd#yK8644 en acetonitrilo y se
mididé con un sistema de cromatografia liquida de alta resolu@ithiC). El farmaco

no encapsulado se determino luego de realizar una ultracentrifugacion y medir en el
sobrenadante de la misma por HPLC el compuesto BayK8644.

Para las medidas de HPLC se utilizé un Thermo Scientific Ultimate 3000 equipado con

un detectorUV ajustado a 410 nm y una columna Zorbax Ex@&®0 C18 de fase
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AYOBSNEI o6nXc E wmpn YY ROADPE GFYI 32 RS
consistié en una mezcla de acetonitrilo:agua (50:50 v/v). Las curvas de calibracion
estandar de BayK8644 fueron lineale$>(0.999) en el rango de conceationes

entre 0.t:2m®dn >3IK Y[ P

Andlisis de la Morfologia de las NPs

La morfologia de las NPs se examinG6 mediante microscopia electréonica de
transmision (TEM), JEOL JEBAO. Las muestras se tifieron con una solucion de acido
fosfotlngstico al 2% (p/v) y smlocaron sobre rejillas de cobre (mal@0) para su

visualizacién mediante TEM.

Espectroscopia de Raman de lasBéyK8644 y eNP

La formacion de las NPs se analizO mediante espectroscopia confocal Raman
realizada utilizando un microscopio confocal RaridiTec Alpha 30RA 202 (WITec
GmbH, Ulm, Alemania). Todas las muestras (eNPBayR8644 y BayK8644) se
colocaron en una oblea de silicio utilizada como sustrato y se secaron al aire durante

24 horas.

Estudio in vitro de liberacion del BayK8644 de BBYXK8644.

Se utilizé el método de didlisis dinamica para evaluar el comportamiento de
liberacion deBayK8644n vitro. En resumen, se colocaron 0.5 mL de muestra en una
bolsa de didlisis (corte 2KDa) y se dializaron contra PBS (pH 7.4 y 6.0) o btdfer ace
(pH 5), que puede simular la condicién fisiologica y el comportamiento de liberacion
intracelular. A continuacion, se agit6 la bolsa de didlisis a 120 rpm a 37°C y se extrajo
1 ml de dializado de la muestra a intervalos de tiempo predeterminadosa Par
mantener un volumen constante, se reemplazé un volumen igual de medio fresco. La

concentracion de BayK8644 liberada se determiné mediante HPLC.
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7 Captacion de NPs por las células detriticas de la médula 6sea (BMDC).

Al dia 8 de cultivo, las BMDCs seoggeron en una solucion que contenia SFB y EDTA.
Para los ensayos de microscopia confocal, se sembraron nuevamente 1 @hlHs

en una placa de 12 pocillos, en los cuales se colocarsaprente cubreobjetos de
vidrio. Las células se dejaron adheaturante 1,5 horas y se estimularon durante 30
minutos con NF6cou a 37 °C para permitir el proceso de endocitosis, o a 0 °C (como
control negativo), se lavaron y luego se mantuvieron durante 15 minutos en las
mismas condiciones con medio fresco. Las imégefueron tomadas con un
microscopio laser confol £ RS o6F NNAR2 aSYASaLISOGNT ¢
Coulter).

Para los estudios de internalizacion por citometria de flujo, se siguid el mismo
protocolo mencionado anteriormente. Se recogieron las BMDCS y las muestras se

adquirieron con un citbmetro déujo Cyan ADP equipado con un laser de 488 nm y

un filtro de banda (530/40 nm), que permitié evaluar la fluorescencia de la sonda 6

coumarin. Para el analisis de datos se utiliz6 el software FlowJo v.X (BD, Ashland, OR,

EE. UU.).

1 Estudios de localizacion por microscopia confocal

Las BMDC derivadas de animales Tmem?¥7¢irmem176b C57BL/6 se sembraron

en placas de 12 pocillos (1 X’1@lulas/pocillo) que contenian cubreobjetos de vidrio

y se cultivaron durante 1,5 horas. Luego, las células se orateon NP de -6ou
durante 30 minutos, se lavaron y se mantuvieron durante 15 minutos con medio de
mantenimiento fresco. Las células se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 2% (p/v)
durante 15 minutos, se permeabilizaron y se bloquearon usando Tritona1@Q%,

BSA al 3% en PBS. Se utilizdé el anticuerpo primario, anticuerpo policloral anti

mTmem176b de conejo (Grupo Proteintech) a una concentracién ®g/rél, o un
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anticuerpo IgG control, diluido en solucion BEETritonX100 y se incubd overnight

a 4 °C. Se realizaron tres pasos de lavado usando solucion de PBS. Luego se afadi6
anticuerpo secundario IgG (H + L) Biotlmmkey anticonejo diluido 1:50@n BSA
PBSTritonX100 y se incubd durante 1,5 horas. Después del lavado, las células se
incubaron con estreptavidinAlexa Fluor 568 (Molecular Probes) diluido 1:1000 en
BSAPBSTritonX100. Finalmente, los nucleos se tifieron con DAPI diluido 1: 5000 (Life
Technologies), el cual fue incubado durante 5 minutos. Se utilizé ProLong (Molecular
Probes) como medio de montaje. Las imagenes fueron tomadasrconicroscopio

ft SN O2yF20If RS o0FNNAR2 &aSYASALISOGNIf %SA

9 Cuantificacion de la Activacion Inflammasoma

Como una lectura de la activacion del inflamasoma NIiR#A80, se cuantifico la L

Mi Sy St a2 o NBSd¢ BNRCY. Gdno s&$ner@idad dnferdénente, al dia

8 de cultivo de las BMDCs, se colectaron y sembraron 5,0 BMDCs en una placa

de 96 pocillos y se dejaron adherir durante 1,5 horas. Luego, las células se
SAGAYdzE I NPy RdzNI yiS oPS Kelddrén y Gayon dudEmep? > I K Y[
horas con las dosis indicadas de BayK8644 librdBdyR8644 y eNP. Se recolecto el
sobrenadante de cultivo para determinar la presenciadmiL. O2y dzy ({AdG RS

segun el protocolo del fabricante (Biolegend, 432603)

Para determinar la activacion de Caspéagaor la técnica de Western blot, al dia 8 de

cultivo de las BMDCs, se recolectaron en una solucion que contenia SFB y EDTA, se
sembraron 2,0 x 0de BMDCs en una placa de 6 pocillos y se dejaron adherir

durante 1,5 horas. Luego, las células se estimularon en ausencia ddusirite 3

K2Nl & O2y nXwup >3IkY[ RS [t{=Z &S fI O Ny @&
indicadas de NBayK8644 y eNP. Los sobrenadantes de cultivo de las BMDC se
precipitaron con TCA al 20% (v/v) y se lavaron con acetona. Se generaron lisados
celulaes con tampon RIPA en presencia de un céctel inhibidor de proteasas. Los

lisadoscelulares y los precipitados de los sobrenadantes de cultivo se sometieron a
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electroforesis, se transfirieron y se tifieron con anticuerpos-easpasal (Adipogen,

AG20B0042). La cuantificacion se realiz6 mediante el software ImageJv.1.5i.

La activacion de caspadatambién se cuantifico en cultivo de BMDCs derivadas de
animales Tmem1768 mediante la técnica de citometria de flujo. Como se mencion6
anteriormente, en etlia 8, las BMDC se sembraron (5.0x#ulas/pocillo) en placas

de cultivo de 35 mm y se dejaron adherir durante 1,5 horas. Las células se
estimularon durante 2 horas con 100 uM de BayK8644libreB&iK8644 y eNP y
luego se lavaron. Las BMDCs se tifieomm FLICA (Kit FLICA 660 Caspdse
ImmunoChemistry) durante 30 minutos a 37 °C y se analizaron utilizando un
citometro de flujo Cyan ADP equipado con un laser de 633 nm y un filtro de banda
(670LP). Para el andlisis de datos se utilizo el software d-\¥J(BD, Ashland, OR,
EE. UU.).

Para el andlisis de Caspdsactiva utilizando la sonda FLICAn modelosex vivg
animales Tmem1768 se inyectaron subcutdneamente con 5.0%xX&lulas de la

linea EG7.0VA. Cuando el tamafio de los tumores alcanzo &nson diametro mas

largo, se inyect6é intrdumoralmente cada 2 dias 70 nanomoles de BayK8644
encapsulado en NPs o el mismo volumen de NP vacias (eNP). 24 horas después de la
tercera dosis de NPs se extrajeron los TDLN para analisis mediante la técnica de
citometria de flujo. Los TDLN fueron colocados en una solucion de PBS/SFB/Azida de
sodio y luego se filtraron por una membrana de 50 um de poro. Se determinaron las
células viables y mediante la exclusion de dobletes, exclusion de células T, By NK se
analzo la poblacion de DCs. Dentro de la poblacion MHZ CD11tse analiz6 el

porcentaje de células FLIGA

1 Analisis ex vivo de células T CD8totales y especificas de antigeno tumoral .

Se inyectaronanimales Tmem1766 subcutaneamente con 5.0x1@élulas de la
linea EG7.0VA. Cuando el tamarfio de los tumores alcanzé 5 mm en su diametro mas

largo, se inyectd intrdumoralmente cada 2 dias 70 nanomoles de BayK8644

69



encapsulado en NPs o el mismo volumen de NP vacias (eNP). 24 horas después de la
terceradosis de NPs se extrajeron los tumores y los TDLN para analisis mediante la
técnica de citometria de flujo. Los TDLN fueron colocados en una solucion de
PBS/SFB/Azida de sodio y luego se filtraron por una membrana de 50 um de poro. El
tejido tumoral se ai® y se disocid en presencia de colagenasa D (1 mg/ml) (Roche
Merck) durante 10 min a 37 °C. La reaccion se detuvo con EDTA (concentracion final
10 mM) y la suspensién se filtr6 a través de una membrana de poro de 50 pum.
Después de la lisis de globulosomjse realizo el andlisis de citometria de flijara

esto las suspensiones de células individuales se tifieron con anticuerpos contra las
Y2f SOdzf | & RS -AREzIIS NFREQGBREPelcBQy5'5, OMfentamero

't/ @& ¢FIT@ @stevtitimo pamiscriminar células tumorales EGOVA. Se
determinaron las células viables y mediante la exclusién de dobletes se analiz6 el
porcentaje y el nimero absoluto de células T ®D8 W b células T CD8 / WOVA,
especificas para el antigeno tumoral. Todosdats se adquirieron en un FACS Aria
Fusion (BD Biosciences) y se analizaron con el software FlowJo (software FlowJo v.X

(BD, Ashland, OR, EE. UU.).

Dentro del grupo de animales tratados con-B&/K8644 se realizdé una clasificacion
de acuerdo a la cinéticde crecimiento tumoral. Los animales que al momento de la
reseccion su tumor no habia duplicado el tamafio inicial (primera inyeccién de NPs),
se denominaron Respondedores y, aquellos animales que no controlaban el tamafio

del tumor se denominaron Progress.

1 Analisis de la expresion génica en el TME por RTPCR cuantitativa.

Se inyectaronanimales Tmem1766 subcutaneamente con 5.0x1@élulas de la

linea EG7.0VA. Cuando el tamafio de los tumores alcanzé 5 mm en su diametro mas
largo, se inyect0 intriumoralmente cada 2 dias 70 nanomoles de BayK8644
encapsulado en NPs. 24 horas después de la tercera dosis de NPs se extrajeron los
tumores para analizar por FAICR cuantitativa la expresion ddol, Rorc Tgfi X

Foxp3, Gats, 14, Ctla4 e Ifng, normalizada por Gapdh {Tﬁ.‘jPara [aRFPCR
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cuantitativa se aislé el ARN total de los tumores usando el reactivo TRIzol (Invitrogen,
Carlsbad, CA). La transcripcion reversa se realizé utilizando[M G wS @S NE&
¢ NJ y & O N priindrsaafeatorio® siguiendo las instrucciones del fabricante
(Invitrogen). La expresion génica se evalud con el reactivo Fast SYBR Green Master
Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA). juasersde raton utilizados en este

estudio ® disefiaron todos sobre diferentes exones para evitar la amplificacion del
ADN gendmico. La PCR en tiempo real se realizé utilizando el sistema EComieeal

PCR System (lllumina). La expresion génica se normalizé usando gliceraldehido 3
fosfato deshidrogerasa Gapdh y se expresdé en unidades arbitrarias usando el

método 2" " 216

1 Evaluacion in vitro, de la capacidad de las BMDCs de diferenciar células T
CD4 a un fenotipo Th17.

Anadlisis del fenotipo de las BMDCs

Se determind el fenotipo al dia 8 de cultivo de las BMDCs derivadas de animales
Tmem1766* y Tmem176b por citometria de flujo Para la caracterizacién se

analizaron marcadores de diferenciaciéon y maduracién ,CD11c, MHC clase I, CD80 y

CD86 como descrito pdr>. Ademas se adicioné al mix de marcado los anticuerpos
ant-CbmTtHh & -/ wm LI NI RAAONARAYAYIFINI fla &adzolLl2of
datos se adquirieron en un FACS Aria Fusion (BD Biosciences) y se analizaron con el

software FlowJo (software FlowJo v.X (BD, Ashland, OR, EE. UU.).

Evaluacion de la capacidae las BMDCs de diferenciacion de células T &£8&ulas
Thl7.

Al dia 8 de cultivo de BMDCs derivadas de animBiesm1768*, Tmem176b 6
Tmem176B Caspasdl””, se recogen y se siembran 2,0¢BMDCs por pocillo, en
una placa de 96 wells de fondod@ndo. Se estimulan con 0.2 pg/mL de LPS

overnight Luego de lavar con PBS, las céluascargadas con el péptido SIEKL
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OVAIl (323339) en medio RPMI suplementado cadlirante 45 minutos a 37°C y 5

%CQen estufa.

Para la obtencién de células C$pEnicas, se extrajo el bazo de ratones-IQEBe

cortd en trozos pequefios y se tratd con colager@séRoche, Merck). A los 30
minutos de incubacion a 37°C, se detuvo la reaccion enzimatica con una solucion de
EDTA 10mM. Se realiz0 lisis de globulos ragposuna solucion de cloruro de amonio.
Finalmente los esplenocitos se lavaron con PBS/SFB1%. Para el aislamiento se
utilizaron anticuerpos monoclonales anti CD4 murinos acoplados a microesferas
YIF3AYySGAOFa adzYAYAAGdNF RFA Sy GSNI t (dINES = O 2re SNk
(Miltenyi Biotec Inc, Auburn, CA, USA) conforme el protocolo sugerido por el
fabricante. 10x10 células CD4se incubaron con ,2x1¢' BMDCs durante 5 dias a

37°C y 5% de G®n estufa. Al dia 3 de cultivo se le adicion@ &l cultivo. Aquinto

dia de cultivo el cultivo se estimula durante 3 horas con PMA (50 ng/mL) y luego 4
horas de estimulo con ionomicina>/mL. Luego se evalud por citometria de flujo el
porcentaje de células Thl7, analizando la expresion de la citoguiivadentro de la

poblacién CD%

1 Evaluacion ex vivo, de la capacidad de las cDC2 de diferenciar células T
CD4 a un fenotipo Th17.

Los animales fueron inyectados con células HOVA segun mencionado
FYOGSNAZ2NYSY(GS Sy dqaz2RSt23a Gdzy2NIfSaé¢ RS
grupos: Tmem176" vs Tmem1766; Tmem176B vs Tmeml76bCaspasd™;

w
ax

tratamiento durante 1012 diascon BayK8644 (70 nmoles diarios) o su vehiculo
control por via i/p. Se realiz6 la extraccion de los TDLN de los anisealsstaron en
trozos pequefios y se tratdo con colagen&sdRoche, Merck). A los 20 minutos de

incubacién a 37°C, se detuvo la rednoceénziméatica con una solucién de EDTA 10mM.
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Se realizo la separacion celular por citometria de flujo (FACS) mediante un separador
celular FACS Aria Fusion (BD) de cada supoblacion de cDC2 provenientes de TDLN,
migradoras y residented?ara la obtencién @l células CD4esplénicas se procedid
como lo mencionado en el item anterior, mediante el uso de un kit dé Kinyi.

Luego se cultivaron independientemente las subpoblaciones de cDC2 provenientes
de cada tipo de animales con células T derivadas dmestOTll, en una relacion 1:5

y se adicionoé la citoquina-R al tercer dia de cultivo. Al quinto dia de cultivo el
cultivo se estimula durante 3 horas con PMA (50 ng/mL) y luego 4 horas de estimulo
con ionomicina, >g/mL. Luego se evalud por citometida flujo el porcentaje de
células Thl7, analizando la expresion de la citoquirie/ Identro de la poblacion

CDA4.

1 Transferencia adoptiva de células (ACT) con un perfil Th17

Generacion in vitro de células Th17 con un perfil efector.

Para la obtencion deélulas CD4esplénicas, se extrajo el bazo de ratoneslQ3e

cortd en trozos pequefios y se tratdé con colageAas@Roche, Merck). A los 30
minutos de incubacion a 37°C, se detuvo la reaccion enzimatica con una solucion de
EDTA 10mM. Se realizg lises globulos rojos con una solucion de cloruro de amonio.
Finalmente los esplenocitos se lavaron con PBS/SFB1%. Para el aislamiento se
utilizaron anticuerpos monoclonales anti CD4 murinos acoplados a microesferas
magnéticas suministradas en el kit comercial 5n aA ONR. SIFR& ! f G4 NIt d
(Miltenyi Biotec Inc, Auburn, CA, USA) conforme el protocolo sugeridoebpor
fabricante. Se sembraron 2,0mL de células CD4n placas de petri de 100mm y

se mantuvieron durante 5 dias con las siguientes citoquih&s(30 ng/mL), i OHAN
ng/mL), 123 (50ng/mL), antiL Cb ' >J&a ™ fi 0 & elpéptidd BINKEKR OUA
(323-339). Al dia 3 de cultivo se adicionéI(5 ng/mL).
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ACT de células Th17 con un perfil efector.

Animales C57BI6 WT fueromyectados subci@ineamente con 5,0xf0células de la
f NYSI 9Dt dhzx! St -ADNporvind/p Ids diasg,9 y4HEIRS9 uny ( A
grupo se transfiri6 adoptivamente con&1@ de células con un fenotipo Th17 i.v., y

el otro grupo recibié PBS i.v.

1 Citotoxicidad in vivo contra células que expresan el antigeno tumoral

Los esplenocitos® NJ G2y S&a [/ prtnidjekc HEANHSFSHRY RBRATSNB
con una sonda DDAO &y0 Ya O Gyl 2¥a) ®aont 22¢é¢ 0d [ LIRofl
alta se carg6 durante 60 min a 3766n péptido SIINFEKRVAI (257-264) 50 >M.

Después de tres lavados, la poblacién alta y baja se mezclaron en una proporcion de

1: 1. Las mezcla de células (2,0yX@ inyectaron por via ien ratones portadores (0

y 2nadideé 0 RS { dzY 2 NI Zes realizb B &ansfedzhcia Sdbptivia ciulas

¢CKMT Yt a St-PDvy A QdzZ§NL¥t ah -B¥l. Cuafrd Ho@slizBaNl1J2  h
tarde, los ratones se sacrificaron y se cosecharon los bazos. Los esplenocitos se
analizaron mediante citometria de flujo para evaluar las poblaciones altas y bajas de

DDAO. La citotoxicidad especifica se calcul6 utilizando la siguiente formula:

Porcentaje de lisis especifica =[fbaive/rportador de tumor]) X 100.

r =% de células DDAObajo/% de células DDAOalto.

9 Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos fueraalizados por GraphPad Prism 7 (GraphPad Software,
Inc., La Jolla, CA). Los andlisissdbrevidase realizaron con la prueba l-cank
(MantelCox). La comparacion de dos condiciones experimentales se realizé con la
prueba t de Student para datos no apades. La comparacion de mdultiples
condiciones se realizo con pruebas ANOVA de una via. Las diferencias en la expresion

génica entre los grupos de respondedores y progresores se evaluaron utilizando la
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prueba t para datos no apareados cuando se cumplié p@siuion de normalidad.
Los resultadossiempre mostradosen esta tesisson el promedio+/- SEM grror

estandar de la media
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Tabh 2

PROVEEDO!

REACTIVO BIBLIDGRAII}.: IDENTIFICADOR
ANTICUERPOS
CD8a —APCCYT (53-6,7) Biolegend Cat#100714
TCR-B-PE (H57-597) Biolegend Cat#109208
CD19-PercPCy5.5(1D3) BD Cat#551001
OVA-pentamer-APC Proimmune Cat#41045
TCRvB12-biotina (MR11-1) BD Cat¥#553299
CD11lb-PercPCyS.5 (M1,/70) Biolegend Cat#101228
CD11c-PECYT (HL3) BD Cat#558079
CD20-PE(16-1041) BD Cat¥#553769
l-Ab/Class Il {AF6-120.1) BD Cat#562012
Ly6G&C/Grl —FITC (RB6-BCS) Biolegend Cat# 108406
ME1.1 PercPCy5.5 (PK13E) BD Cat#551114
?:;:_‘FEC;I;ER'PE“PD’S'S Biolegend Cat#f 103236
CD3-PercPCy5.5(100328) Biolegend Cat#100328
RORgt-PE Invitrogen Cat#12-6981-82
CD4-Pacific Blue (GK1.5) Biolegend Cat#l0428
E{[;T;?jlli?”t Violet 505 Biolgend Cat#139323
CDB6-FITC (GL1) INWITROGEN Cat#11-0B62-B2
L:g;;‘;;i]smpu-mexa Fluor Biolegen Cat# 144024
IL-17-Alexa 647 (TC11-18H10) BD Cat#560184
ROR-gt-PE (AFIS-3) INWITROGEN Cat#12-6981-82
XCR1-APCCYT (ZET) Biolegend Cati148224
Streptavidin-Alexa Fluor 568 Maolecualr Prabes Cat# 511226
DAPI Life Technologies Cat#D1306

76



REACTIVO

PROVEEDOR/
BIBLIOGRAIA

IDENTIFICADOR

Productos quimicos, Péptidos, y Proteinas recombinantes

Collagenase O Roche- Merck Catd 11088 858 001
OVA =oluble LIOMEX, Diagnostics and

" Caty# LETOO27
{endogradeOvalbumin) Therapeutics 3
Peptido OWaA-|
tH—2Kh—rn.astr|cted OvaA MHC InvivoGen Cat# vac-sin
clazz | epitope)
(257-264; SIINFEKL)
Péptido OVa-I
[l-afd) res.tru:ted OWA MHC InvivoGen Catt vac-isq
class |l epitope)
(323-330; SIINFEKL)
CPRG [Chlorophenol red-f-D- Roche- Merck Cat# 10884308001
galactopyranoside)
HEPES INWITROGEN Cat#15630080
Piruvato de sodio INVITROGEN Cat#11360070
MEM-aminadcidos no INVITROGEN Cat#11140050
ezenciales
B-mercaptoetanol Merck Cat#MB250
Penicilina/Estre ptomicina INVITROGEN Cat#15140122
Geneticina (G418 sulfato) INVITROGEM Cat#11811031
L-glutamina INWITROGEN Cat#25030081
medio RPMI 1640 GlutaMAX INWITROGEN Cat# 61870010
Suero Fetal Bovino INVITROGEN Cat# 10270106

Sobrenadante de cultivo de

GM-C5F células COS transfectadas con My A
GM-CSF murino
Prolong Gold Antifade INVITROGEN Cat#P10144
Mountant
Anticuerpo anti-caspasa-1 Adipogen AG-20B-0042
Quitosano (Protasan UP CL
113 ultrapure chitosan Movamatrix MN/A
hydrochloride)
G-coumarin Sigma Aldrich Cat# 12779
Lecitina de zoja LIPOIC Cat# 579000
Crodamaol (caprylic and capric
Crod Cat# GEOGGE4

fatty acid neutral il reca 2
Paol 188 li d

oloxamer 188 (polimero de sigma Aldrich Cat#Ka894

PEG)
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PROVEEDOR/

REACTIVO - IDENTIFICADOR
BIBLIOGRAIA
P4 (éster de forbol) Sigma-Aldrich Catéi P 1585
lonomicina (activador de sizma-Aldrich Cat# 13509
NFAT) e
Brefeldina A Biolegend Cat# 420601
IL-16 RED Systerms Cat # 401-ML-025
IL6 R&D Systems Cat # 406-ML-025
IL-23
RED Systems Cat# 1887-ML-010
IL-2 RE&D Systems Cat # 402-ML-020/CF
anti-IFNy RE&D Systems Caté MAB4B51-5P
DDAD-SE Thermao Fisher Cat# C34564

Anticuerpo policlonal anti-
TMEMI176E

Proteintech

Cath 19825-1-AP

Control goat 1gG RE&D Systems Cat# AB-108-C
TRIzol Reagent Invitrogen Cat# 15596026
M-MLY Reverse Transcriptase Invitrogen Caty 28025013
Random primers Invitrogen Cat# 48190011
Fast SYBR Green Master Mix Applied Biosystems. Cat# 4385612
Lipopolysaccharidesfrom Sigma Caté L4391

Escherichiacoli0ll11:B4

[+]-BayKEE44

Santa Cruz Biotechnology

Cat# =c-364594 CA5: 98791-67-4

FLICA 660 Caspase-1 Assay

(FLICA1) Immunochemistry Caty 0122
Ensayos comerciales
Kit ELISA IL-1P raton Biolegend Cat# 432603

CO11c MicroBeads UliraPure
mouse

x

Milte nyi Biotec Inc

Cat# 130-108-338

CD4 MicroBeads UltraPure,
mouse

Miltenyi Biotec Inc

Cat# 130-117-043
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REACTIVO

PROVEEDOR/
BIBLIOGRAIA

IDENTIFICADOR

Modelos experimentales: Lineas celulares

E.GV-OVA

ATCC

Cat# CRL-2113 RRID:CVCL_3505

B3Z: Hibridoma célulaT que
expresa TCR especificos para

lgnacio Cebrian del
Laboratorio de
Fusion de

péptido OVA (257-264) Membranas, IHEM- MfA
[SIINFEKL) en el contexto de COMICET; Facultad
H-2Khb. de Ciencias Médicas,
UNCuyo
Modelos experimentales: organismos/cepas
Ratan: Tmeml76b-17"~ Cristina Cuturi's lab MjA
Ratdn: Tmeml7eh*+ Criztina Cuturi's lab MJA
. The Jacksol
Raton: C57BL/6) = ackson Cat# 000664 RRID:IMSR_IAX:000664
Laboratory
The lackson
Raton: OT-II Cat# B6.Cg-Tg(TcraTerb)425Chn/)
aton Laboratory ) g-Te(TcraTcrhb) n/.

Oligonucleotidos

Primers for RORyt (mRMNA) Segoviaet ol., 2019 MjA
Primers for Ifny Segoviaet ol., 2019 MA
Primers for Foxp3 Segoviaet ol., 2019 MfA
Primers for Tgft Segoviaet al., 2019 MNiA
Primers for ldo-1 Segoviaet al., 2019 N/A
Primers for CHa4 Segoviaet al, 2019 MN/A
Primers for 4 Segoviaet al, 2019 MN/A
Primers for Goto3 Segoviaet al, 2019 MN/A
Primers for Gapdh Segoviaetf al, 2019 MjA
Programas
Flowlo v¥.0.7

owiow Flowjo, LLC N/A

GraphPad Softw

GraphPad Prizsm & rap a;m: are. MA
Fijiimage processing package Imagel v.15 MjA
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Resultados

A Parte |

El BayK8644 libre inhibe la presentacion cruzada de antigeno por las DCs

esplénicas in vitro.

La generacion de linfocitos T citotoxicos contra antigenos exdgenos requiere de la

presentaédn de los mismos por las moléculas del MHC I, lo que se denomina:

Gt NBaSyidl OAsy [/ Nutuesidgruppda repgriadgosseyrtema 76b

regula el pH fagosoah en BMDCs y de esa manera controla el procesamiento de

antigenos exogenos para ser cargados en el MHC de clase | (via de la presentacion

cruzada)®’. En este trabajo nos propusimos primeealuar nuestra hipétesis en la

cual panteamos que al inhibir la protga Tmem176b con el compuesto BayK8644 se

inhibiria la via de la presentacién cruzada de antigenos. Para estudiar ese aspecto,

cultivamos DCs derivadas de bazo de animales naive C57BL/6, previamente

purificadas con perlas magnéticas a@id11c (detallado en Materiales y Métodos), y

luego incubadas con medio de cultivo (NT), con la proteina OVA soluble 6 con OVA

mas Baykg8644 (I0 Hn >a0 Rdz2NI yiS n K2Nlaod {lFoSvyza I

esplénicas son eficientes en realizar la presentacion cruzada de antigenos y asi logran

estimular las células T citotoxicas CB¥>. Las DCs se cultivaran vitro con el

hibridoma TCD8 o %X St Odzl f O &afliajo 8l gnfol delprodofor A Y I |

de la IE2 y la expresa por estimulacion con el complejetSIINFEKL. La capacidad

de las DCs de realizar la presentacion cruzada de antigenos se determind por la

actividad de la enzima LadZomo se observa en Kgura 1la proteha OVA soluble

fue capaz de inducir una activacion dedependiente en las células B¥gura }, y

aumento significativamente la actividad LacZ en comparacion con el control NT. El
@Yycnn fAONB | dzyl O2yOSYiaGNl OAsy RS wmn >

B3Z en comparacion con la proteina OVA soluble. Por el contrario el BayK8644 libre a

una@ Yy OSY iGNl OAsy RS Hn >a LINRP@20s5 dzyl RAAYAY

de la actividad LacZ, lo que revela la disminucion del proceso de presentacion cruzada
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de antigenos en células CD1bsplénicasRigura 1B). Este resultado también fue
obtenidodzi A f AT I YR2 pn (Fgara RQHa.sikla r¥pprtadonque las
células B3Z son capaces de activarse en ausencia de sefiales de coestimtflacién
Parece poco probable entonces que la disminucion de la activacion de B3Z se deba a
alteraciones como el fenotipo de 1883 inducido potencialmente por el BayK8644. El
efecto del BayK8644 sobre la activacion de las células B3&amatrerse entonces a

una modulacién del compuesto sobre el procesamiento de la OVA. Para evaluar esa
interpretacion, cargamos a las DCsn el péptido de la proteina OVA, SIINFEKL
(OVA257264) a concentraciones de 0.1, 0.5, 1.0 y 10 ndfagura 1 D)Ese péptido

se une a las moléculas de MHC clase | H2kb y es el minimo péptido reconocido por el
TCR de las células B3Z. Es entonces un antigeno que no requiere procesamiento por
parte de las DCs para estimular células B3Z. Observamos que el BayK8644 libre n

afecta la presentacion del péptido SIINFEKL en las moléculas dé& MHC

A) B) [ NT

OVA + BayK8644 10 mM

EJ ovA + Bayk8644 20 mv
0.5 L —— e —

s
0.2 0.5 1

B3Z activation
(Absorbance 595 nm)

Activation de
células B3Z (%)

- s
n

0.3

0.2

0.1

NT . E .0 3.0 —

OVA protein (mg/mL)

C) D)

EE ONT

OVA 3 mg/mL A SINFEKL
O SIINFEKL + BayK8644

OVA 3 mg/mL

0794 T s + BayK8644 50 mV 100
0.6
0.5
0.4

0.3

células B3Z (%)

*QLE

Activation de

0.2

B3Z activation
(Absorbance 595 nm)

0.19 0 T T T T
0.1 0.5 1 10

0.0
SIINFEKL (ng/mL)
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Figura 1.BayK8644 libre inhibe la presentacién cruzada en células dendr
CD11& Se evalud por escpecftoorimetro la activacion de la linea celular B3
reconocer el péptido SIINKEKL via MHGs DCs esplénicas CDEkcestimularo
con la proteina OVA (a diferentes concentraciomes)) (A), con OVA (3 mg/ml) m
BayK8644 libre (10 6 20 yM=4)(B);, 6 con OVA3 mg/ml) mas BayK8644 libEf
MM (n=1) (C)6 con el péptido SIINFEKL en diferentes concentraciones mas
BayK8644 libren=3 (D). *P <0.05 **P< 0.01 ***P< 0.001 ****P <0.0001. T
estadisticos: ANOVA de una (#ey B) y test de Student no paread€ y D.

Como esperabamos, con este resultado podemos concluir que el BayK8644 libre fue
capazde inhibir el procesamiento de antigenos en la via de la presentacion cruzada,
lo que conlleva a formular que el BayK8644 podria estar limitando la generacion de

linfocitos T CD8+ especificos de antigenos tumorales.

Encapsulacion del BayK8644 en nanogiculas de quitosano.

5

La generacion de linfocitos T C@8pecificos de antigenos tumorales es fundamental
en la respuesta desencadenada contra el tuffforPara promover la generacién de
esta subpoblacion de células T CBBmismo tiempo que intentar evitar inhibir la
presentacion cruzada de antigenos disefiamos junto al grupo de los Dres. Helena
Pardo y Alvaro Mombru (Facultad de QuimjcRolo Tecnolégico de Pando, UdelaR)
particulas de quitosano que logran encapsular al BayK8644B&yR8644). La
liberacion retardada de BayK8644 al estar encapsulado podria en teoria evitar la
inhibicién de la presentacion cruzatfa Se sabe que el procesamiento de antigenos a
través de la via de la presentacién cruzada requiere una cinética répitla tasa de
liberacion de antigenos en los endofagosomas afecta directamentéciarefia de la
presentacion cruzada, con un limite de tiempo aparente de 25 minutos después de la
internalizacién para que la liberaci@e antigenos sea productiven ese sentido, el

pH fagosomal alcalinizado transitoriamente durante los primeros 30 tosnlespués

de la fagocitosis se asocié con una presentacion cruzada deficiente edClas
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Tmem176B . Por lo tanto, razonamosug la formulacién de Bayk8644 a través de

un mecanismo de liberacion lenta en el compartimento endosémico podria evitar la
inhibiciébn de la presentacion cruzada por el compuesto. Las nanoparticulas de
quitosano (NP) se han caracterizado como estrategiasndapsulacion de farmacos

que liberan comuestos con una cinética lentdor lo tanto, especulamos que la
encapsulacion de BayK8644 en NP de quitosano podria evitar la inhibicion de la
presentacion cruzada por el compuesto, manteniendo probablemente gacadad

de activacion del inflamasoma.

Cbémo se obeserva en Tablal, fueron sintetizadas NPs de quitosano (polisacéarido
lineal semicristalino compuesto por unidades deadetii Dglucosamina y D
glucosamina un@d YSRALFYGS Syt | &g ay redubiddd2 enNsRA O2 &
superficie con polietilenglicol (PEG), el cual forma una capa hidrofilica protectora
alrededor de las nanoparticuld€® Se realizaron sintesis de NPs que contenian al
compuesto (+BayK644 (PM 356.3 g/mol) 6 a la sonda fluorescentm@marin (PM
350.4 g/mol). Esta Ultiam nos permitié realizar experimentos de seguimiento 6
rastreo de las NPis vitro. El tamafio promedio, el indice de polidispersidad (IP) y el
potencial Z de las nanop#éttlas de csNP, csNHEG, csNPEGBayK8644 y csNP
PEG6cou, se detallan en [@ablal asi como también la eficiencia de encapsulacion

de la formulacion que contiene BayK8644.

Tablal Propiedades fisicequimicas de las nanoparticulas obtenidas (media + DS; n = 3)

) Eficiencia
] ) Tamafo = DS Zeta potencial + N
Tipo de nanosistemas PDI = DS encapsulacion
(nm) DS (mV)
(%)

NP 180.7 + 15.0 0.249 + 0.075 27813
NP-PEG 173.4+4.1 0.218 + 0.020 25957
NP-PEGBayK8644 2099+11.9 0.198 + 0.032 24622 99.8+0.1
NP-PEG6coumarin 199.1 + 2.65 0.228 £ 0.006 242+1.0

El tamafio de las csNP obtenido mediante la utilizacion de un Nano Zetasizer, fue en
promedio cercano a 200 nm, el cua sncuentra dentro del rango de tamafos

Optimos para mejora el tiempo de circulacion de las NPs en los fluidos bioldgicos, asi
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como también para su internalizacién celufdt Ademas podemos concluir que las
soluciones coloidales obtenidas son estables, ya que su potencial Z es menor a 30 mV.
La eficiencia de encapsulacion del compuesto BayK8644 en tadasintesis

realizadas, siempre fue mayor a 99%.

A)
eNP NP-BayK8644
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Figura 2 Caracterizacion fisicoquimica dasnanoparticulas de quitosand\P9. A) Imaget
de micrografia electronica de transmision (TEM) que muestra la morfologiacas{és
diametro fisico de ladlPs. Los tamafios diesNPs son uniformes y revelan la distriboo
conservadaB) Espectro Raman de NBayK8644 (en rojBayKNps BayK8644 libre (azul
eNP vacias (negr€hNp§ C)Perfiles acumulativos de liberacion de BaykBédcapsulad
en NPs que varian en diferentes condiciones de pH. L&ajkB8644 mostraron un perfil
liberacion de BayK8644 dependiente del pH. La solucion dBayR se disolvio eRBS

buffer actetatoa los valores indicados de pH (pH 5.0, pH 6.(Hy7p}). La cantidad

BayK8644 libre liberada se determiné mediante HPLC a diferentes tiempos.
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En laFigura 2A, se observa en las imagenes de TEM de laBdyR8644 y eNP su
forma esférica y una distribucion de tamafio horénga. Los tamafios obtenidos por
TEM son menores que los obtenidos por Nano Zeta3iablal. Esta diferencia en la
medida de tamafio surge porque en solucién los iones de carga opuesta seran
atraidos a la superficide las nanoparticulas generando capas ionicas que se mueven
junto con ella, y el Nano Zetasizer mide el didmetro hidrodinamico de las
nanoparticulas en solucion, mientras que el TEM informa el diametro real de las

nanoparticulas sin la capa i6nicd

El estudio pomicroscopia Raman confocaFidura 2 B nospermitié evaluar los
posibles grupos funcionales involucrados en la formacién de las nanoparticulas de
quitosano. Como se desprende de la comparacién de los distintos espectros Raman
obtenidos, existen diferencias notorias entre los espectros del BayK8644 libre y el de
las NPs de quitosano vacias con respecto del obtenido con las NPs de quitosano
cargadas con BayK8644, obteniéndose un espectro distinto al que se hubiera
obtenido Unicamenteadicionando los espectros individuales. EI modo vibracional del
grupo amino del quitosano (NH2) se encuentra aproximadamente en la regién 3300
cm' %% mientras que las bandas caracteristicas de los modos vibracionales del
fosfato se encuentran en la regi6on de 1250 y 1080*guara el estiramiento
antisimétrico y simétrico @l PG respectivamente’>??® Por lo tanto, el espectro
Raman de las nanoparticulas gigitosano nos permite inferir que los grupos fosfatos
(PQ*) de la lecitina de soja y el grupo amino gNHel quitosano podrian ser los
grupos funcionales involucrados en su formacion. Pues, se observan diferencias en los
picos previamente mencionado® dos espectros de lecitina y quitosano con respecto

al espectro Raman de las nanoparticulas. Esto indica que se tiene que haber dado una
interaccién quimica entre los materiales constituyentes de las NPs y la molécula del
BayK8644, lo que resulta importana la hora de obtener una adecuada liberacion de

la molécula del BayK8644, la cual se daria a partir de la fase lipidica al irse

degradando la pared de quitosano.
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A la hora de seleccionar la mejor formulacion de las NPs de quitosano, se considero
gue loscompuestos (quitosano, lecitina de soja, Crodamol) que conforman la NP
permitieran la mayor liberacion del BayK8644 a pH acidos, menores a 7.4. Esto
representaria el pH del interior de endosoma, dénde deseamos que el BayK8644
interaccione con TMEM176Bo4. datos obtenidos de la liberacidin vitro del
BayK8644 de la NP de quitosano se muestralaeRigura 2 CSe determind la
liberacion en PBS (pH 7.4 y 6.0) o buffer acetato (pH 5) a intervalos predeterminados
de tiempos, a una temperatura de 37 °C. ibarbhcion en el medio acido (pH 5.0 y
6.0) fue levemente mayor a las 4 horas de incubacion, cuando comparada con el pH
neutro de 7.4. Sin embargo a las 24 horas de incubacion, existié una diferencia mayor
en la liberacién del BayK8644 a pH de 5.0, comperadn los pH de 6.0y 7.4. Cédmo

se observa en la grafica, en todos los tiempos testeados (mayores a 0.5 horas)

siempre se obtuvo mayor liberacion del compuesto BayK8644 a pH igual a 5.0.

Asi, la encapsulacion de BayK8644 en NPs de quitosano es altaeimntate,
generé NPs con caracteristicas fisicoquimicas compatibles con su uso con células y

libera el compuesto con una cinética lenta.

Las nanoparticulas de quitosano no inhibien la presentacion cruzada de

5

antigenos y promueven la activacion del inflsoma NLRP3.

Para determinar si la encapsulacion de BayK8644 en NPs de quitosano puede mejorar
las propiedades antitumorales del compuesto, estudiamos si laBdyR8644
modulan la biologia de [a3Csy de qué manera. Asi, luego de sintetizar las NPs de
guitosano con las caracteristicas de tamafio y potencial Z deseadas, evaluamos si las
NPs serian reconocidas y endocitadas por las BMDCs, proceso requerido para que las
NPs alcancen el endosoma. Como se observa Emglaa 3A, aproximadamente un

18 % de ds BMDCs fueron capaces de endocitar las NPs que contienen la sonda
fluorescente 6coumarin, al ser éstas incubadas a una temperatura de 37°C. El

tratamiento a una temperatura de 0°C de las BMDCs co#®ddi se utilizé como
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control negativo, el cual se mska en la grafica en color celesten laFigura 3B, se

puede observar la cuantificacion mediante citometria de flujo de las células 6
coumarin positivas. El porcentaje de célulascobimarin positivas fue
significativamente mayor cuando las BMDCs fudratadas a 37 °C, comparado con

el tratamiento a 0 °C. También se determind la Intensidad de fluorescencia media
(MFI) de ambos tratamientos, y como se muestra erriura 3C las MFI de 6
coumarin en las BMDCs tratadas a 37 °C fue significativamenter nogano el
tratamiento a 0 °C.

Para evaluar la localizacion intracelular de las NP cargadas con 6 coumarin a las
células dendriticas, se realizé microscogtégiira 3D) de los cultivos tratados a
diferentes temperaturas. Se puede observar que las BMD@xlas a 37 °C fueron
capaces ddanternaliar las NF6cou, ya que se observé emisién de fluorescencia
proveniente de la sonda-6oumarin (mostrada en verde) en el interior celular. Por el
contrario, en el tratamiento a 0 °C la fluorescencia de la$dtR ® observa del lado
externo de la membrana plasmatica. En resumen se concluye que en nuestro modelo
las NP cargadas con la sondaddimarin fueron internalizadas por las BMDCs
tratadas a una tempertatura de 37 °C probablemente a través del proceso de
endoctosis.

Como se mencion6é anteriormente, un objetivo de este trabajo fue inhibir a la
proteina TMEM176B con el compuesto BayK8644 encapsulado en NPs, sin afectar la
presentacion cruzada de antigenos. Para lograr dicha inhibicién el compuesto
BayK8644 debe @nzar el endosoma, compartimiento intracelular donde se localiza
TMEM176B. Nos propusimos demostrar que las NP4ocatizaban con la proteina
TMEM176B, mediante microscopia confocal. Bridara 3E, en la imagen central se
observa la marcacion intralegar con un patron puntillado de la proteina TMEM176B,

en rojo, y el nucleo en azul marcado con DAPI. La marcacion de TMEM176B fue
realizada también en células Tmem176lpara corroborar la ausencia de marcado

de TMEM176B; ambas imagenes fueron tomadizando las mismas condiciones

de ajuste del microscopio confocal. En la imagen de la derecha, logramos demostrar
la colocalizacion intracelular de las Meou (fluorescencia mostrada en verde) con la

proteina TMEM176B (fluorescencia mostrada en raa)la que BMDCs derivadas de
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ratones Tmem176b (WT) fueron tratadas con@t®umarin por 30 minutos a 37 °C.

El grafico de la derecha muestra la representacion de colocalizacion con los perfiles
de intensidades del anticuerpo aftMEM176B y de la sondacéumarin. Se observa

que la intensidad de fluorescencia del anticuerpo AMEM176B disminuye en la
posicion 0.5 de la imagen, y es en este punto que aumenta la fluorescencia de la
sonda 6coumarin. Este comportamiento de las intensidades se mantienta hals
punto 1.5 de la imagen, en el cual se invierten ambas intensidades. Este resultado
sugiere que las NPs serian internalizadas por endosomas TMEMY76&i, el
BayK8644 liberado por las NPs dentro de los endosomas estara en proximidad con la
proteina TMEM176B.

Una vez caracterizadas las NPs de quitosano, en cuanto a sus propiedades
fisicoquimicas y al proceso de endocitosis raddi por las DCs, donde fue
demostrado que son endocitadas por las BMDCs, sumado al resultado dénde fue
demostrada la capacidad del BayK8644 libre de inhibir la presentacion cruzada,
evaluamos si el BayK8644 encapsulado en nanoparticulas de quitosanoepiateg
inhibicion de la presentacion cruzada de antigenos. Como se observ&igura 3,

el tratamiento de células dendriticas CDll1derivadas del bazo de animales
C57BL/6, en presencia de 3mg/mL de la proteina OVA soluble ocurrié la presentacion
del péptido OVA, demostrado por un incremento significativo en la respuesta de las
células B3Z en comparacion a las células no tratadas. El BayK8644 libre (20 uM) fue
capaz de inhibir la presentacion cruzada del péptido OVA, como ya fue mostrado en
la Figural B Por el contrario el tratamiento de BayK8644 encapsulado en NPs de
guitosano mas la proteina OVA no afect6 la presentacion antigénica a los linfocitos T
CD8, comparada con las células tratadas solamente con OVA soluble. Asimismo se
observa en l&igua 3Fque las NPs vacias (eNP) tampoco modulan la presentacion
cruzada del péptido OVA, si se compara este tratamiento con el de OVA soluble
solamente. En conjunto, estos resultados indican que si bien el BayK8644 libre inhibiod
la presentacion cruzada dentigenos en nuestro modelo de trabajo, logramos
revertir dicha inhibicion al encapsular el BayK8644 en nanoparticulas de quitosano.
Este tratamiento permitiria la presentacion antigénica de las células dendriticas a las

células T CD8citotoxicas, especiicas de antigenos tumoralesh través de esta
88



estrategia de formulacion del BayK8644 se podria entomugigrar elefecto antt

tumoral del compuesto, mediado por células T CbBotdxicas en relacion al

BayK8644 libre

Nuestro proximo objetivo fuelemostiar que el BayK8644 encapsulado en NPs de

quitosano también era capaz de activar el inflamasoma en BMDCs derivadas de
animalesWT y Tmem176B. Como se observa en Rigura 3G, fue evaluadaa

liberacion de Wl en el sobrenadante de cultivo de BMDCs derivadas de animales

WT y que fueron tratadas con NBayK8644 6 NPs vacias (eNP). El tratamiento con
NRBayK8644 indujo un aumento en la liberacion d@ilL A A AYAFAOF G A @I YSy ii
gue el tratamiento con eNP, é@@MDCs derivadas de animales WT. Por el contrario no

existio diferencia significativa al cuantificar la liberaciconldé = Sy G NB | Yo2a
tratamientos, en BMDCs derivadas de animalesem1768". En laFigura 3H, se

analizé también la sintesisedI:l en el sobrenadante de cultivo de BMDCs

derivadas de animales WT, que fueron estimuladas &BayK8644, NPs vacias

(eNP) 6 BayK8644 libre. Se observé de forma preliminaretjtatamiento con las

NRBayK8644 estimularon de forma significativamente mayositdesis & -1

comparado con el tratamiento con eNBayK8644 libre.

89



A)

o
~

Sintratamiento
29,6% NP-6cou 02C
- NP-6cou372C

Células 6-coumarin’ (%)

Intensidad 6-coumarin

NT

Sin tratamiento

-

-
»

Tmem176b-

F)

Activation de

OVA
BayK
NP-B

eNP

ns
ns
1001 ok k ok k
—~
S 80
<
N
™ 604
m
(2]
< 401
=
0
o 204
o\ st %
- + + + +
8644 - - + _ .
ayK8644 - - - + -
- - - - +

o°c

IL-1B (pg/mL)

C)

P ,
® 150 exan P
5 —
c
S o12s
P
e =
5 <100
3 £
=5 75
st
g o 50
=
2 25
2
= 0
NT 0°C 37°C
- Aca-Tmem176b Ab
& 6-coumarin
S 125
R
S 5o
3 s
R
00 os 10 15 20 28
Posicion en laimagen
[] NP-BayK8644
Hl enP
35007
30004
.
2500
2000
ns
1500 [
1000
500 (:EW
0
wT Tmem176b”"

90



H I B3 N7
) =N\ ) Hl enP
[ NP-BayK8644 [ NPBayK8644
35001 . B enp T [ BayK8644
3000 . s [] Bayk8644 ns
—~ 251 ek —_
— 2500 . =
g @ 204
© 2000+ § g
2 @ E 15 —
a2 15004 o,
7 10001 s g o
4 S s —_
500 é £ 59
0 é 0
J)
NT eNPp NP-BayK8644 freeBayK2644
T 80% | 17,2% 24,4% 13,0%
w I, N 1 .. . 1 .‘ .
7 g | | G| 1 e
1 4 1 ]
S
Activation de Caspasa-1 (FLICAG60)
NE-

Caspase-1 (p20)/
Pro-caspase-1 (UA)

0.301

0.251

0.201

0.151

0.101

0.051

LPF5 BayKBodd eNP

— N — < Prolyipas 1508

 —

Lisado cabiar

“€ Caspasa 1 (20kDa)
Sobreeadarte

o
o
o

T
LPS

T
NP-BayK8644 eNP

91



Figura 3. BayK8644 encapsulado en nanoparticulas de quitosano no inhil
presentacion cruzada en células dendriticas CD11% induce activacion d
inflamasoma NLRP3.Las BMDCs fueron tratadasm vitro con 6coumarir
encapsulada en NPs (MEou) por 30 minutos, a 37 ° C, temperatura que perr
el proceso de endocitosis; y a 0°C como control negativo de la endocitc
intensidad del &coumarin se midié en un citometro de flujo CyAn ADP, equi
con un laser de 488 nm y un filtro de banda 530/40 nm.A) Grafico de puntc
representativo que muestra el porcentaje de células positivas parauéarin de
BMDC tratadas con N&tou a 37 °C (puntos rojos), en comparacion con las B
tratadas con N#cou a 0 °C (puntos celeste). Los puntosegrrepresentan BMI
no tratadas.B) Porcentaje de células-Gumarin positivas (se muestran t
experimentos independientes, ** p <0.01; ANOVA de una via); y la intensic
fluorescencia media (MFI) deld®umarin(C)determinada por citometria de flgj
*** 1 <0.001; *** p <0.0001. ANOVA de una (B2 y C, n=3D) Cortes confocale
obtenidos por microscopia confocal, de BMDCs tratadas cobchNP a la
temperaturas indicadas (0 °C y 37 °C). Las imagenes muestran la localizaci¢
de las NP. Las Ni2ou maradas en verde y en azul se observan los nucleos (t
con DAPI). Barras de escala,>f). n=3. E) Microscopia confocal que muestre
colocalizacion de las Ngtou y la proteina TMEM176b. Se trataron BMDC
ratones Tmem176b (WT) y ratones TmemI7&on N*-6cou durante 30 minuto
luego se realizd la tincidn con anticuerpo ahIEM176B (rojo). Los nucleos
tiferon con DAPI (azul). El grafico de la derecha muestra la representacio
colocalizacion mediante los perfiles de intensidad del anticuergo TWIEM176I
(rojo) y los NP de-6umarina (verde) obtenidos utilizando el software ImageJ
largo de una linea recta (en amarillo) trazada en la imagen de microscopia,
del cuadrado blanco. Las intensidades de fluorescencia se representargolalé¢
eje y y la posicion de la imagen a lo largo del eje) Se evalud la presentaci
cruzada deDVA OVA méas 20 uM de BayK8644 libre, OVA maBayR8644 u O\
mas eNP, por esplenocitos CDlatilizando el hibridoma de células T, B3Z.
DCsse estimularon con OVA soluble u OVA mas el estimulo indicado dur:
horas.Las DCsse cultivaron durante 18 hs con las células T.EBZ muestran tre
experimentos independientes, *** p <0,001, **** p <0,0001. Prueba ANOV
unavia. La activacion del infhasoma fue determinado mediante la cuantifica
de I:1 1 en sobrenadantes de cultivos de BMDCs Tmem176b(®/ H)y
Tmem1768 (G). LasBMDCs fueron tratadas con LPS2Bpg/mL) por 3 hora
lavadas y tratadas con 50 uM BayK8aite (H) 6 encapsuhdo en NPs ¢
quitosano (NFBayK8644), o su cantidad equivalente de NPs vacias (ENEBh G
H, se muestra un experimento representativo de 3 experimentos; ****p < 0.0
two-way ANOVA tesEn H 8 muestra un experimento *p <0.05.
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) La activacion del inflamasoma fue determinada mediante la cuantificacion por
citometria de flujo de la Caspadaactiva. BMDCs deadas de animales que
expresan Tmem176b fueron estimuladas con 100 uM dBaiEK8644 4 la misma
cantidad de eNP por 2 horas. La activacion de Casbasaiva fue determinada
mediante la sonda FLICA (FLICABWADBFMK) por 30 minutos luego del estimulo
con NPs y analizadas por citometria de flujo. Se muestra un experimento
representativo de 5 experimentos *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; test de ANOVA
de una via)) Gréficos de puntos representativos de la cuantificaciébn anterior por
citometria de flujo. Senuestra el andlisis en el cual se realiz6 previamente la
exclusiéon de dobletek)Determinacion mediante Western blot de la Caspakden
sobrenadante) y pr&Caspasd (lisado celular) en BMDCs que expresan Tmem176b.
Las BMDCs fueron estimuladas durantéddas con LPS (0.25 pg/mL), lavadas y
luego estimuladas con 50 uM NBayK8644 6 su control eNP. Se muestra un
experimento.

Fue evaluada también la activacion de Casgiasaediante citometria de flujo
utilizando la sonda FLICA, como medida de la activaigd inflamasoma en BMDCs
derivadas de animales WT. ErfFlgura 3,Iqueda demostrado el aumento, expresado

en porcentaje, de células Fliosuando las BMDCs fueron tratadas conBK8644,
comparado con el tratamiento con eNP o con el compuesto libykKB644. Las NP
BayK8644 asi como las eNP poseen a través de su efecto particulado la capacidad de
activar el inflamasoma.a Figura 3 Jepresenta un grafico de puntos mediante la
técnica de citometria de flujoorrespondiente a un experimento represetit@ que
mostr6 que las BMDCs tratadas con eNP poseen 17 @&laas Flica tratadas con
NP-BayK8644 poseen un 24 %e células Flica y las tratadas con BayK8644 libre
poseen un 13 %de células Flica dichos porcentajes fueron mayores al control sin
tratamiento, que presentd un 8 %e células Flica La poblacién celular mostrada en

los graficos de puntos, provienen del analisis de células viables y de la exlusion de

dobletes, analizada en el detector de fluorescencia donde emite la sonda FLICA.

Losresultados mencionados anteriormente muestran que el tratamiento de BMDCs
derivadas de animales WT con BayK8644 encapsulado en NP de quitosano fue capaz

de activar el inflamasoma. Fue realizado también el estudio preliminar de la
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expresion de Caspadamadiante la técnica de Western Blot. Se observa dridara
3 Kun aumento de la proteina Caspaka&n el sobrenadante de BMDCs tratadas con
NRBayK8644 comparada con la expresion de Caspasael sobrenadante de las

mismas células tratadas con eNP.

Ad, la encapsulacion del BayK8644 en NPs de quitosano protege la inhibicion de la
presentacion cruzada mediada por el compuesto libre, asi como también activa el

inflamasoma .

La administracion terapéutica con BayK8644 encapsulado en NPs de quitosano
aumenta la sobrevida y retarda el crecimiento tumoral en animales de una manera

dependiente de Tmem176b.

Mostramos que las NBayK8644 no inhiben la presentacion cruzada de antigenos,
asi como también desencadenan la activacion del inflamasoma. Hemos dadwost

en un trabajo previo de nuestro grupo que el BayK8644 inyectado i.p antes del
establecimiento del tumor controla el crecimiento tumoral (en un protocolo
preventivo). Sin embargo, no obtuvimos control del crecimiento tumoral en animales
con tumores esblecidos (protocolo terapéutictf. Para evaluar el efecto del
tratamiento terapéutico con NPBayK8644 fueron realizados estuntiogivo en
animales WT. Como se observa erfigura 4A, los animales WT tratados con NP
BayK8644 tuvieron una sobrevida significativamente mayor que los animales tratados
con NPs vacias (eNP). Sumado a esto, la administracion terapéuticaBiyK#644
retrasé el crecimiento tumoral con respecto al tratamti@ con eNPFigura 4B. Asi,
aproximadamente un 14 % de los animales tratados conB&iK8644 logro
mantener el tamafio tumoral hasta después del dia 14 -poshera inyeccion de NP
BayK8644.
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Luego de corroborar que el tratamiento con-BRyK8644 prolong@lsobrevida de

los animales WT, fue evaluado el efecto del mismo tratamiento en animales
Tmem176B". Cémo se observa en lgura 4 Cno hubo una diferencia significativa
entre el tratamiento con NBayK8644 y eNP, las curvas de sobrevida de ambos
tratamientos muestran un comportamiento similar. También fue determinado el
tamafo tumoral en ambos tratamientos como muestraHagura 4 D el cual no
presentd diferencias entre ambos grupos; el crecimiento tumoral tuvo un
comportamiento cinético similar. Seupde concluir por tanto que las NFayK8644

controlan el crecimiento tumoral de una manera dependienteldeem176b

Luego evaluamos la sobrevida de animales WT tratados en un protocolo terapéutico
con BayK8644 libre. COmo se observa dridara 4E, no hubo diferencia significativa
en el tratamiento corBayK8644 libre comparado con su vehiculo control. Las curvas

de sobrevida y el crecimiento tumoral tuvieron un comportamiento sinkilgura 4 E

Para comprender mejor como el tratamiento con-R&yK8644uede controlar el
crecimiento tumoral, evaluamos la activacion del inflamasoma en TDLN de los
animales tratados con NPBayK8644 o su control eNP. Previamente, habiamos
reportado que la inyeccion de BayK8644 libre via ipatoneal se asocié con una
mayor activacion de Caspadaen DCs del TDLN y dicho tratamiento controlé el
crecimiento tumoral de una manera dependiente de Cas{#$a'?°. Cémo se
observa en l&igura 4 Gobservamosn los TDLN de animales, que el tratamiento
con NPBayK8644 ingjo un porcentaje mayor de D@aspasd’ comparado con el
tratamiento con eNP. Liigura 4 Hnuestra los graficos de punto del analisis anterior
realizado por citometria de flujdEstudios ercurso estan buscando determinar si el
efecto antitumoral observado con el tratamiento con las -B&yK8644 es
efectivamente dependiente de activacion del inflamasoma . Para esto pretendemos
realizar ensayo# vivode sobrevida con animaleé8aspasdl/11”" tratados con NP

BayK. Esperamos ver que el efector protector se pierde en dichos animales.
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Figura4. Los ratones tratados con BayK8644 encapsulado en nanoparticul
quitosano mostraron una mayor sobrevidayn retraso en el crecimiento tumor.
en comparacion con las nanoparticulas vaci&e inyectaron subcutaneamei
ratones C57BI6 W{A-B, EF) y Tmem176B (GD) con 5,0x18 células de la line
EG7.0VA, linfoma timico. 70 nanomoles de BayK8i®é (EF) 6 BayK864
encapsulado en NPgel mismo volumen de NP vaciasN®) (A-D) se inyectarol
intra tumoralmente cada 2 dias cuando el tamafio de los tumores alcanzo 5

su diametro mas largo. Con un total de 5 inyecciones. El crecimiento del tun
sobrevida del animal se controlaron cada dos dias y se midi6 en su diamet
largo y més corto. Los ratones fueron sacrificados cuando los tumores alce
>200 mni o cuando estaban ulcerados. ** p = 0.005 Prueba de rango logar
(MantelCox).G) Evalbacion de Caspashen TDLN de animales que recibieron
BayK8644 6 eNP con el mismo protocolo que la figura A. Los TDLN fueron ¢
luego de la tercera inyeccion de NPs. Mediante citometria de flujo se detern
porcentaje de DCs FLICRas DChieron clasificadas por sus marcadores MHQ
CD11& con previa exclusion de células T, B y NK. *p<0.05 PANOYA unafa H)
Graficos de punto de la cuantificacion anterior. Las células mostradas con

proviene de una region ded@» MH@I'CD11¢& con un analisis previo de exlusior
dobletes y analizada dentro de la region de células viables .
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La infiltraciéon del microambiente tumoral por células T CD8totales y
especificas de tumor se asocian con la capacidaccal®rol tumoral en animales
tratados con NPBayK8644.

Especulamos que el tratamiento con BRyK86644, ademas de su capacidad para
desencadenar la activacion del inflamasoma, podria mejorar la eficacia antitumoral al
prevenir la inhibicion de la presenido cruzadade antigenos por BayK8644. Las
células T CD8antitumorales son activadas en los TDLN a través de la via de
presentacion cruzada. Por lo tanto, estudiamos en TDLN la presencia de células T
CD8 mediante citometria de flujo en los animales pattaes de tumores EG7.OVA
tratados con NFBayK8644, eNP 6 BayK8644 libre. Como de observarégula 5¢l
nimero de células T Cb®tales (A) y especificas de tumdiigura 5 Ben los TDLN

de animales tratados con NBPayK8644resenta unatendencia a semayor que en

los animées tratadoscon eNP 6 BayK8644 libre, aunque no fue alcanzada la
significancia estadistica. Dichos animales recibieron 3 inyecciones de su respectivo
tratamiento y se extrajeron los TDLN 24 horas luego de la tercera inyeccion para
realizar el analisis deitometria de flujo. La misma tendencia fue observada al
analizar el nimero de células T Chiales y especificas contra el antigeno tumoral
OVA en el microambiente tumordtifura 5C y D respectivamente), al comparar los

tres grupos NFBayK8644, eNPBayK8644 libre.

Encontramos una correlacién positiva estadisticamente significativa entre el tamafio
tumoral y el nimero absoluto de células T CBigura 5B y células T CD8
especificas contra el antigeno tumoral OVRyyraFigura 5F) en el microambiente
tumoral dentro de los animales tratados con-BRyK8644.

Para estudiar la presencia de célula€DS8 en el TME en ratones tratados con-NP
BayK8644, los animales fueron divididos en dos grupos, aquellos spencdan al
tratamiento con NP I @ YycnnX RSYy2YAYylI R24a dawSalLR2yRSR:
O2YUNRE | NRY St ONBOAYASY (2 0 dz¥ Ndst = RSY:
respondedores lamomento de la reseccion del tumor su tamafio tumoral era menor

a 100 mmMy como progrestes si tenfan un tamafio mayor a 100 Aim
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En laFigura &, se muestra un aumento significativo en el porcentaje de células T
CD8 ¢ / W(FiguraFigura 6 A y )Ben los animales tratados con NERayK8644 que
lograron responder al tratamiento, es decir aquellos animales que presentaron mayor
sobrevida y un retraso en el crecimiento tumoral Higura 6 Brepresenta un grafico

de puntos de un experimento representativo mostrando en los animales
respondedores una mayor frecuencia relativa de células T@CD8\vintratumorales

en relacion a los animales progresorea. poblacién celular mostrada erslgraficos

de puntos, provienen del andlisis de células viables y declas&dn de dobletes.

También fue demostradon aumento significativo en el nUmero absoluto de células T
CD8¢ / Wweén animales respondedores al tratamiento, \ligura 6 Cen la cuakl
nimero de células T CI#8/ Wse cuantificé por cada 1.0x16élulas tumorales.

En los animales respondedores se observé un aumento significativo en el nimero
absoluto de células T CD8specificas para el antigeno que expresan las células
tumorales @aministradas (EG7.0VA), evaluado a través de pentdmeros deQWAC
(FiguraFigura 6 [ H nimero absoluto de células T CD8 W lespecificas para el
antigeno OVA fue expresada por cada 1.6xd€lulas tumoralesAsi también se
observé un aumento en el porcentaje de células T ‘GBPecificas de antigeno
tumoral (Figura 6 [Een animales respondedores al tratamiento conB#yK8644. La
Figura 6 Fnuestra graficos de puntos representativos de esos experimenhtos.
poblacion celular mostrada en los graficos de puntos, provienen del analisis de células

viables y de la edusion de dobletes.

El analisis de células T CA el TDLN y en el microambiente tumoral respalda el rol
fundamental de preservar la presentacioruzada de antigenos con el tratamiento
con NPBayK8644 para mantener las propiedades antitumorales. Estudios enicurso
vivo intentan demostrar directamente la importancia de las células T @D8el
efecto antitumoral de las NMBayK8644 a través de la plecion de ese

compartimento celular utilizando anticuerpos monoclonales.
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Figura 6. Los animales tratados con NPBayK8644 respondedores
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Pentameros-OVA

al tratamiento desarrol

mayor respuesta en el TME via células T C&8 comparacion con los ratones pgresores.Se
inyectaron con 5x1&élulas de la linea E.@WA por via subcutanea. Cuando el tumor alcanzé
mm en su didmetro mas largo se inyectd intratumoralmenteBdlyK8644 cada 2 dias. 24 h des|
de la tercera inyeccion de NBayK8644 se reabh citometria de flujo para el andlisis del T
frecuencia (A) y numero absoluto (C) de células T CD8+T§fRecuencia (E) y nimero absoluto
de células T CD8+TGRspecificas para OVA. El nUmero absoluto fue expresado por ca
células tumoralesSe muestran graficos de puntos representativos para la cuantificacion de

T CD8+TCR y células T CD8+ especificas de OVA, (B y F) respectivanmeat05; *** p <0,001
***x n <0,0001 prueba t para datos no apareados.
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Screening de mecanismos cadma-reguladores a nivel intratumoral en animales

tratados conBayK8644 encapsulado en NPs de quitosano.

Como se mencion6 en la introduccién de esta tesis, la presencia de mecanismos
inmunolégicos efectores es capaz de desencadenaramiemos contraeguladores.

Para evaluar los posibles mecanismos involucrados en la inhibicién del crecimiento
tumoral en animales Respondedores al tratamiento conBeiPK8644, se realiz6 la
cuantificacion de la expresion de ARNm en tumores Y@K de rtones Tmem176b
C57BI6 que fueron tratados con tres inyecciones dd3ByK8644 intratumoralmente.
Como se muestra en l&igura 7 mediante RIQPCR no se obserwdiferencias
significativas en la expresion de los ARNmddd, Rorc, Foxp3, Gat&3l4 entre los
animales respondedores al tratamiento en comparacion con los animales
progresores, a ese tiempo de progresion tumoral estudi&itaembargo, e obsero

diferencias significativas en la expresion de los ARNGtldd,Ifng.
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Figura 7 Expresion de mRNA de diferentes mediadores inmunoldgicos
tumores E.G/OVA de ratones tratados con NPayK8644 analizada por HPICE
S inyectaron con 5xf@&élulas de la linea E.@WA por via subcutanea. Cua

el tumor alcanzé los 5 mm en su diametro mas largo se inyecté intratumoral

NPBayK8644 cada 2 dias. 24 horas después de la tercera inyeccion-
BayK8644 se realiz6 lateccidn de los tumores para analizar por-RJl
cuantitativa la expresion dé&dol, Roe, Tgh , Foxp3, Gata, IH4, Ctlad e Ifn-,

normalizada por Gapdh 2" ﬁ.f’Cada punto en el grafico corresponde a un an

* p <0,05; ** p <0,01, prueba t para datos no aparead®arael ardlisis de |.
expreson dell-4 se realip un testde Mann-Whitney, no parangtrico.
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Resultados

A Partel Il

Las BMDCs derivadas de animales Tmem176b (WT) yefim 768 poseen un

fenotipo de células dendriticas convencionales de tipo 2 (cDC2).

Nuestro segundo objetivo en este trabajo pretende estudiar la importancia de las

cDC2 en la respuesta attimoral inducida por el BayK8644, y su efecto sobre las
célulasThl7. Para poder evaluar la capacidad de las BMDCs derivadas de C57BL/6 WT

y Tmem176B" de diferenciar células T CDgrovenientes de ratones QT a células

Th1l7, nos propusimos primero confirmar el fenotipo de las BMDCs en nuestro

modelo de trabajo. Eprimer paso para cumplir este objetivo fue verificar por

citometria de flujo la correcta diferenciacion de las BMDCs, utilizando los marcadores

de diferenciacién y maduracién de esta poblaciéon (CD11lc, CD11b;lIMEDBS8O0,

CD86, LBG/Ly6C (Grl) (como ldescribe Segovia y colaboradordd. Luego de

esta caracterizacion estudiamos por citometria de flujexaresion del marcador

/ 5MTHM 6{Lwths qaAraaylf NBIdzATrhein27BE ENEN2 G SAY |
Figura 8,se observa una poblacion de células CODMIHCIT, cuyo porcentaje fue

YFE@2NI It gz Ff NBFEAT I N Séntrdd¢ ladcalulas & LJ2 & G ¢
CDII&MHCITZE 4S8 206G dz@2 | LINRPEA YI RI Y S\il8Figds dd 22 R
8 se muestran los resultados de BMDCs WT, los cuales fueron similares a los

obtenidos con las BMDCs provenientes de animafeem176B (no mostrados).

ey 296%| -] 993%

CDl1lc

MHCHI D172a
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Figura 8. Las BMDCs derivadas de ratones Tmeml176b C57BI6 y de |
Tmem1768 poseen um fewtipo caracteristico de células dendritic
convencionales de tipo 2 (cDC2)ediante citometria de flujo se determind
BMDCs derivadas de animales efmi76b C57BI6 y de ratondsneml1768 la
expresion de marcadores celulares como CD11lc,-MHC & / 5MT H N
muestran resultados provenientes de BMDCs derivadas de animales Tme
(WT), que fueron similares a las BMDCs derivadas de animales raioeesl 76k
' (datos nomostrado$. El grafico de punto de la izquierda proviene de un ar
de exclusién de dobletes y células viables, y muestra que un 99,6 % de las
expresa los marcadores MHIQy CD11c. A partir de esta poblaciéon MHCD11¢
se analio la expresion del MO R2NJ / 5mMTHh 6 3INY FAO:z
99,3 % de las células CD1$cE LINB &l y St  YI NDIF R2NJ / ¢

Las BMDCs derivadas de animales Tmem176poseen mayor capacidad de

5

diferenciar células T CDZ4 provenientes de animales QT a células Th17.

Para evaluar la capacidad de las BMDCs derivadas de animale$riémyg 760 de
diferenciar célulasl CDZ, provenientes de ratones @T, a células que poseen un
fenotipo Th17 se realizaron experimentos de diferenciaciarvitroy se determino el
fenotipo de las células T por citometria de flujo. COmo se observa Eiguaa 9 A
BMDCs derivadas deniaales Tmem176B tratadas con LPS, fueron capaces de
inducir un porcentaje significativamente mayor de células T'ICD# que las
BMDCs derivadas de animales WT que recibieron el mismo tratamiento con LPS. Asi,
BMDCs derivadas de animale§mem1768 poseen mayor capacidad de
diferenciacion a un fenotipo Th1l7 que las BMDCs derivadas de animales WT. En la
Figura 9 Bse observa el grafico de puntos representativo de la cuantificacion de la
Figura 9 Aen el cual se observa la expresion de 6.03 % deasélkl 7A" evaluado

dentro de la poblacion de células T CDdichas células T fueron cultivadas con
BMDCs derivadas de animales WT. Por el contrario un 9,46 % de células fueron IL
17A evaluado dentro de la poblacion de células T ‘CDando dichas oélas T

fueron cultivadas con BMDCs derivadas de anim@teem1768". La poblacién de

células IK17A" mostrada en laFigura 9 Boroviene de un andlisis previo de células
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viables, en las cuales se realizé exclusion de dobletes y que expresaban el marcador

4.

A) B)

WT Tmem176b™

n
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Figura9. BMDCs derivadas de animal@anem176B  poseen mayor capacidad
diferenciar células T CD4a células con un fenotipo Th17, comgalas con la
BMDCs derivadas de animales @376 WTy este efecto depende de la protei
Caspasdl. Se cultivd ada tipo de BMDC (WT Fmem176B en FiguraA y B 6
(Tmem176B° y Tmem176HBCaspasd’ en FiguraCy D) con células T derivadas
ratones OTll, en wna relacion 1:5 (DCs:CélulasAl)dia 3 se adiciono-R_al cultivo Al
quinto dia de cultivoes evalu6 por citometria de flujo el porcentaje de células 1
analizando la expresion de la citoquinalll.dentro de la poblacion CD4* p<0,05
two-way ANOVAA, n=4 yB, n=3). Las figas B y Dmuestran graficos de punt
mediante la técnica de citometria de flujo que es representativo de la cuantifi
realizada en A y C, respectivamente. Se muestra el porcentaje de céHIa&,
evaluado dentro de la poblacion de células T 'CD4 IL17A fue evaluada utilizan
un anticuerpo conjugado a APC, y el grafico muestra la intensidad en este c
fluorescencia (HL7AAPC), y el tamafio celular (FSC) en las ordenadas del gréfic
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Utilizando el mismo protocolo que en (A), BMDCs derivadas de anifiraes 1768

y Tmem176B Caspl™ fueron tratadas con LPSjgura 9 CComo se observa, BMDCs
derivadas de animale$mem176B  tratadas con LPS poseen mayor capacidad de
diferenciacién a un fenotipo Th17 que las BMDCs derivadas de anifmaéeal768
Casp? también tratadas con LPS. Este fenotipo de Th17 fue evaluado por citometria
de flujo, al igual que en (A) cuantificando las célulasIV'ltentro de la poblacion de
células T CD4Se utilizé como control negativo de diferenciaciéon las BMDCs sin tratar
(representado en la grafica como NT). Emura 9 Des el grafico de puntos
representativo de la cuantificacion de Fégura 9 Cen el cual se obserd que 2,77 %
de las células CD4éxpresaron H17A", cuando dichas células T fueron cultivadas con
BMDCs deriadas de animaleSmem1768. Por el contrario, un 10 % de células
fueron I:17A evaluado dentro de las células T G#ando dichas células T fueron
cultivadas con BMDCs derivadas de animaleem176b Caspasdal’". La poblacién

de células H17A" mostrada en l&Figura 9 Dproviene de un analisis previo de células
viables, en las cuales se realizé exclusion de dobletes y que expresaban el marcador

CD4.

Subpoblaciones de cDC2 residentes de ganglio drenante de tumor (TDLN)
provenientes de animales Tem1768 poseen mayor capacidad de diferenciacion a
células Th17 comparada con cDC2 provenientes de animales WT

El resultado de la seccién anterior confirma que, en un modeldtro, las BMDCs
derivadas de ratone¥mem1768 poseen mayor capacidad d#ferenciar células T
CD4 provenientes de ratones QT a células con un fenotipo Th17. Ademas fue
demostrado que este efectm vitro, depende de la proteina CaspakaBasado en
estos resultados y en los resultados dd-lgura 8que fue demostrado elenotipo
cDC2 de las BMDCs en nuestro modelo de trabajo, nos planteastodiar la
capacidad de las cDC de tipo 2 de diferenciar células Ta0D¥fenotipo de células
Th17. Para esto utilizamas modeloex vivg en el cual la proteina Tmem176b esta
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presente o no (inhibida farmacolégicamente o a través de inactivacion génica
(Tmem1768)).

Como muestra l&igura 10 Alas cDC2 residentes derivadas de TDLN de animales
Tmem176B poseen mayor capacidad de diferenci@ulas T CD4derivadas del
bazo de animales OT, a un fenotipo de células Thl7 comparadas o@C?2
residentes procedentes de TDLN de animdleeem176b(WT). El grafico de puntos
representativo de l&igura 10 Ase muestra en Igigura 10 Blonde 1,24 % de células
IL-17A" fueron determnadas cuando células T derivadas de animalesl @Eron
cultivadas con cDC2 derivadas de animales R@T el contrario, 2,14 % de células IL
17A se determinaron cuando células T derivadas de animalel$ fD&ron cultivadas

con cDC2 derivadas de animsiTmem1768. La poblacién de células-1ZA,
mostrada en l&igura 10 Bproviene de un analisis previo seleccionando la poblacion
T CD2 células viables y exclusion de dobletes.

La Figura Figura 10 Gnuestraque las cDC2 migradoras derivadas de TDLN de
animalesTmem176B" no presentaron diferencias en su capacidad de diferenciar
células T CD4derivadas del bazo de animales-lQTa un fenotipo de células Th17
comparadas corcDC2 migradoras procedentes d®LN de animale¥mem176b
(WT). LaFigura 10 Dnuestra la cuantificacion representativa de un experimento de
la Figura 10 CEI procedimiento de analisis fue similar al deFigura 10 B Sin
embargo los porcentajes fueron de 1,04% y 1,24% para WImgm1Bb' |
respectivamente.

Luego tilizamosun modeloex vivoen el cual la protein@mem176bfue inhibida
farmacolégicamente con el compuesto BayK8644. Los animales WT recibieron el
tratamiento de 70 nanomoles de BayK8644 intraperitoneal 6 su vehiculoatontr
(EtOH/PBS), durante 12 dias, como detallado en la seccion de esta tesis de Materiales
y Métodos.

LaFigura 10 Enhuestra que las cDG8sidentesprocedentes de TDLN de animales que
recibieron el tratamiento con BayK8644 no presentaron diferencias eragacidad

de diferenciarcélulas T CD4derivadas del bazo de animales-QTa un fenotipo de
células Th1l7 comparadas ce®DC2 residentes derivadas de TDLN de animales que

recibieron el tratamiento con vehiculo control. LBigura 10 Fmuestra la
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cuantificacion representativa de un experimento deHegura 10 E en la cual se
observa un porcentaje de célulaslitA" de 0,98 % y 0,99 % para vehiculo control y
tratamiento con BayK8644, respectivamente.

De manera interesante, las cDC2 migradoras derivada$DleN de animales que
recibieron el tratamiento con BayK8644 poseen una tendencia a tener mayor
capacidad de diferenciazélulas T CD4derivadas del bazo de animales-QTa un
fenotipo de células Th1l7 comparadas addC2 migradoras derivadas de TDLN de
animales que recibieron el tratamiento con vehiculo contrajura 10 GEI gréafico de
puntos representativo de I&igura 10 (Gse muestra en I&igura 10 Hlonde 0,83 %

de células H17A" fueron determinadas cuando células T derivadas de animalds OT
fueron cultivadas con cDC2 provenientes de animales que recibieron el tratamiento
con vehiculo controlPor el contrario 1,6 % de célulasilfA" se determinaron
cuando células T derivadas de animaledi@deron cultivadas con cDC2 derivadas de

animalesque recibieron el tratamiento con BayK8644

Por ultimo evaluamos la capaciddd las cDC de tipo 2 de diferenciar células T'@D4
un fenotipo de células Th17 utilizando animalesem176B y Tmem1766Caspasa

17" Las cDC2 residentes derivadas de TB¢IdnimalesTmem1768™ poseen mayor
capacidad de diferenciaglulas T CD4provenientes del bazo de animales-)Ta un
fenotipo de células Thl7 comparadas coDC2 residentes de TDLN de animales
Tmem176B Casp? (Figura 10)l

El gréfico de punt® representativo de ld&igura 10,lse muestra en l&igura 10 J
donde fueron determinadas 5,05 % de célulag7i’ cuando se cultivaron células T
con cDC2 de animalemem176B. Sin embargo 2,59 % de célulaslTA se
determinaron cuando células T fuwm cultivadas con cDC2 de animaleem1768"
Caspl. La poblacién de células-1ZA", mostrada en ld&igura 10 Joroviene de un
andlisis previo seleccionando la poblacion T 'CDdélulas viables y exclusion de
dobletes.

En laFigura 10 Kse muestraguelas cDC2 migradoras derivadas de TDLN de animales
Tmem1760 tienen capacidades similares de diferenciétulas T CD4provenientes

del bazo de animales @IT a un fenotipo de células Th1l7 comparadas cBC2

migradoras de TDLN de animal€smem176&’ Caspl”. LaFigura 10 Lmuestra la
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cuantificacion representativa de Eigura 10 Ken la cual se observa un porcentaje de
células IL17A" de 2,46 % y 1,69 % parBmeml76B y Tmem176b Casp?,

respectivamente.
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Figura 10. La subpoblacion de cDC2 residentes en ganglio drenante de t
(TDLN) proenientes de animalesTmem1768 poseen mayor capacidad
diferenciacion a células Thl7 comalas con células provenientes de anime
C57BL/6 WTSe realizé la separacion celular por citometria de flujo (FACS) d
supoblacion de cDC2 provenientes @®LN, migradoras y residentes. Lueg
cultivaron independientemente las subpoblaciones de cDC2 provenientes d
tipo de animales (WT ¥mem176B8 en Figura AD) 6 (C57BL/6 WT tratado ¢
vehiculo y C57BL/6 WT tratado con BayK8644 en FigtbaoHTmem1768 y
Tmem176B Caspasd’ en Figura-L) con células T derivadas de ratoneslQ@&r
una relacion 1:5 y se adiciono la citoquing lal tercer dia de cultivo. Al quinto
de cultivo se evalué por citometria de flujo el porcentaje de as8lilh17, analizan
la expresion de la citoquina-17 dentro de la poblacion CD4(Figura AD n=3
Figura EH n=2; Figura-lL n=3). Las figuras B, D, F, H, J y L son graficos de
representativos que muestran el porcentaje de células7A positiva dentro de |
poblacion de células Ch4valuada por citometria de flujo.
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La transferencia adoptiva de células con un fenotipdIl7 efector mejora el

efectoantit umor al de | a monotRDt.apia con anticuer

Nuestro resultado previo demostré que en un modejovivg las cDC2 residentes de
TDLN provenientes de animales TmemI76hducen mayor diferenciacion a un
fenotipo Thl7comparadas con cDC2 de animalesem176WT).

Con el objetivo de estudiar si las células Th17 con fenotipo efector estan implicadas
en el efecto antitumoral cuando el inflamasoma est4 activado, evaluamos en un
modelo in vivq que efecto tiene la transfencia adoptiva de células Thl17,

diferenciadas en preserwide Ikmi = &20NB € Y2y 20 SNIF LKL

P
(@)

anticuerpo monoclonah-PD1. Como se observa enHagyura 11 los animales que
fueron previamente inoculados con la linea tumoral EW/A, tratados con
anticuerpo "-PD1, a los cuales se les transfiriGopiivamente células O con
fenotipo Th17 presentaron una mayor sobrevida comparados con los animales que

recibieron PBS como control.

100 . - Thl7,+ Ac a-PD1 (n=8)
= & PBS + Aca-PD1 (n=9)
XX
S 80-
©
E 60
>
)]
S 40-
o]
o
" 204
0 T T—L! T 1
0 10 20 30 40

Dias postinyeccion tumoral

113



Figura 11. La transferencia adoptiva de células con fenotipo Th17 efector mej
efecto antili dzY2 NI f RS Y2y 2GS NI SdirdvidaQig ¥
animales C57BI6 WT que fueron inyectadobcutaneamente con 5,0x16e la line
celular de linbma timico EG7.0VA el diay®200 pg de arPD1 los dias 6, 9y 12
dia 9 un grupo se transfiri6 adoptivamente con Skd€lulas OTIl fenotipo Th17 i.v
y el otro grupo recibié PBS i.v. Las células Th1l7 con un fenotipo efector
generadasn viro, a partir de células T de bazo de animaledIOTp <0,05; Pruek
de rango logaritmico (Mantelox).

La transferencia adoptiva de células con un fenaiidhl7 efector provocé un

5

mayor porcentaje de lisis especifica, en un modelo in vivo de animales portadores de

tumor y tratados conRPDaAnticuerpo monocl onal

Basado en el resultado de la seccion anterior, que demostrélgueansferencia

adoptiva de élulas con un fenotipo Th17 efector mejora el efecto dmthoral de la

Y2y 23G§SNI LA  OPYL nbsypiopuSideS Balzar |& capacidad de lisis

especifica en un modeia vivg de animales que fueron previamente inoculados con

la linea celular EG@+! & GNJ Gl R2a O2y StPDI Qoind §€dzSN1J2 Y
observa en ld&igural2Figurg se obtuvo una mayor lisis especifica en esplenocitos de
FYAYLFESa 1jdzS LRaSNFy (dzY2NE | o801 WaleS NR Yy G NI
ademas recibieron la transferencia adoptiva de células Th17 con un perfil efector,

comparados con aquellos animales que recibieron PBS como control.
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Figura 12. Estudio de totoxicidad in vivo contra células que expresan OVA
ratones portadores de tumores EG3VA.Los esplenocitos de ratones C57BL/¢
tratamiento previo se tifleron diferencialmente con una sonda Di®&00.8 ml
(alto) o 0.08 mM (bajo). La poblacién de DDeéd@ se cargo durante 60 min a 3
con péptido SIINFEKL OVA 50 mM. Después de tres lavados, la poblacion a
se mezclaron en una proporcion de 1: 1. Las células mixtas (2.®elthyectaro
L2 NJ ONI A @ Sy NIndiveydS aR SelraNdituRles N&les rea
fI GNIYAFTSNBYOALlF | R2LIGAGI RBLo(P8S ns
Iy G A Od#&8MNLJRuatrd horas mas tarde, los ratones se sacrificaron
cosecharon los bazos. Los esplenocitos se analizaron mediante titorde flujc
para evaluar las poblaciones altas y bajas de DBAG:0.05; Prueba t de Stude
La citotoxicidad especifica se calculd utilizando la siguiente férmula:
Porcentaje de lisis especifica = [{haivdl portador de tumo]) X 100.

r =%de células DDABY% de células DDA,
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Discusion

Nuestro grupo habia reportado que la inhibicion farmacolégica deenihi6b
desencadena respuestas inmunes dntnorales a través de la activacion del
inflamasoma y mediadas por linfocitos T CB& A pesar de que el tratamiento fue
efectivo en protoolos profilacticos, no fue capaz de controlar el crecimiento de
tumores establecidos. Entendimos que era necesario profundizar en los mecanismos
inmunolégicos implicados, con el fin de obtener informaciébn que nos permitiera
mejorar la respuesta terapéutic®ada la relevancia de las DCs en la respuesta anti
tumoral®y la fuerte expresiéon de Tmem176b en esos leucotdtoplanteamos que
estudiar el impacto de la inhibicion de Tmem176b en diferentdgspoblaciones de

DCs podria aportar elementos pertinentes para resolver nuestro problema. De esa
manera,nos propusimos caracterizal impacto de la inhibicion de Tmem176b en
cDC1 y cDC2. Ese conocimiento es importante para desarrollar formulaciones y/o
tratamientos acompafantes que mejoren el efecto d@ntnoral del BayK8644. La
identificacion de los mecanismos implicados también podria aportar biomarcadores
que eventualmente sean Utiles en etapas de evaluacion clinica de la estrategia anti
tumoral basad en el uso de BayK8644 que ha desarrollado nuestro laboratorio.
Hemos demostrado quéa inhibicibn de Tmem176b con BayK8644, resulta en el
blogueo de una de las funciones mas especificas de las ED@#sentacion cruzada

de antigeno3®??* Entendemos que esto impacta directamente en la generacién de
una respuesta artiumoral eficiente.

Esta observacion nos motivé atdiar como potenciar la respuesta antitumorah

la subpoblacion de cDC1 mediante el desarrollo de NPs que contienen al BayK8644.
La encapsulacion de BayK8644 en NP-RBfKB8644) previenéa inhibicion de la
presentacion cruzada de antigenmsentras maniene la capacidad de activacion del
inflamasoma NLRP3. El tratamiento con-B#yK8644en animales que poseen
tumores establecidos, controld el crecimiento tumoral, de una manera dependiente
de Tmem176b. El control tumoral se asocié con una mayor infémacimoral por
células T CD8otales y especificas de tumor dentro del grupo de animales tratados

con NPBayK8644En suma la formulacion de BayK8644 en NP mejoro la eficacia
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antitumoral del compuestdibre al evitar la inhibicion de la presentacion cada de

antigenos al tiempo que desencadena la activacion del inflamasoma

Entendemos quauestro resultaddn vitro de presentacion cruzada de antigenes,

el cualla inhibicién farmacologica dBmem176b con el compuesto BayK8édHdibio

la presentacionde la proteina OVA soluble en DCs esplénicas era un resultado
esperable, ya que va en el mismo sentido gstudiosprevios de nuestro grupo que
muestran que Tmem176b favorece la presentacion cruzada de antigeDd3s
murinas deficientes en Tmem176b (Tmefsb’) mostraron menor capacidad de
presenar antigenos aas células T CD&or esta vid'. Entendemos que seria
interesante estudar en detalle los mecanismos moleculares que intervienen en la
inhibicién de la presentacion cruzada por el compuesto BayK8644.

La modulacion del pH fagosomal en las DCs, es uno de los mecanismos que controlan
el procesamiento de antigenos en el lumen fdgosoma, con esto surge la pregunta

si la inhibicion de Tmem176b con el compuesto BayK8644 modula el pH fagosomal.
Tambiénnos interesasaber si al modular el pH del fagosorsa ve afectadda
integridad del mismo, con una consecuente ruptura lisosényicberacion de
antigenos al citosol celular. Aportaria informacion a nuestro estudio mostrar a través
de la expresion enddégena de un determinado antigeno, si el compuesto BayK8644
esta involucrado en la via de presentacion de antigeno enddgena, redtringias
moléculas MH@E. Seria curiostambién evaluar si la internalizacion de un antigeno

soluble, como la OVA, es regulado o no por el BayK8644.

El resultado anterior en el cual mostramos que el BayK8644 inhibe el proceso de
presentacion cruzada dentigenos (espealizacion funcional de las cDQdos indujo

a buscar alternativas en el area de la nanomedicina parantar prevenir la
inhibicion de la presentacion cruzada de antigeradsnismo tiempo que promover la
generacion desubpoblaciones deélulas T CD8responsables de una respuesta anti
tumoral. Rara esto desarrollamos una estrategia de nanoparticulas capaces de
encapsular a nuestro compuesto de irde BayK8644Disefiamos junto al grupo de

los Dres. Helena Pardo y Alvaro Mombri (CenNanoMat, Instituto Polo
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Tecnologico de Pando, Facultad de Quimica) nanoparticulas de quit@gancon
nanocapsula de envoltura polimérica y nacleo oleoso, en la que queda contenida
mas del 99 % del BayK864h la formulacion de las NBayk644logramosobtener
valores degamafiode alrededor de los 200nm. Este tamafio siempre fue homogéneo
durante las sintesis realizadas en esta tesis. Es necesario destaupoitancia del
tamafo de las NPs, en formulaciones con un objetivo biolégico, yaartieyles con

un tamafio menor a 280 nm son generalmente eliminadas por via renal mientras
gue las particulas con tamafios superiores a los 300 nm son eliminadas por
opsonizaciénpor fagocitos y macréfagos circulantes o pueden ser filtradas por el
higado o bazg>?* En la sintesis de nuestras BRyK8644 para el desarrollo de
esta tesis se adicion6 PEG para recubrir los nanosistemas y podemos afirmar que
poseen una carga neta positivaal®@mos por literaturaque ks nanoparticulas con
carga superficial positiva pueden establecen interacciones electrostaticas con las
cargas negativas presentes en la superficie celular y penetrar las membranas
plasmaticas, mientras que las nanoparticulas con carga superficial reegatigutra
presentan bajos niveles de interaccion e internalizacion cefif€?’. Ademas, ds

NPs mas eficientes en captar los antigenos y en ultima instancia mejorar la
presentacion cruzada de antigenos exogenos, son aquellas que tienen carga
superficial positivd®. En cuanto a la forma, la esférica, la cual fue denaoist por
imagenes de microscopia electrénien esta tesisprovee mayor captacion celular

que la forma alargada debido a la simetria que éstas pdéeeMas aln, una
propiedad fisicoquimicamuy importante para determinar la estabilidad de la
suspension es el potencial @n potencialzeta alto (en valor absoluto) tipicamente
mayor a 30 mV indica un coloide estabfé Las NFBayK8644 sintetizadas en ast
tesis siempre tuvieron un potencial Z mayor a 25 mV

Logramos mediante una formulacion nanotecnoléginaapsulaal BayK8644 en NPs

de quitosano. Sabemogue las NPs son estrategias prometedoras para la liberacion
controlada de farmacos, especialmente encologid®.

Asi, studiamos el efecto de lancapsulacion del BayK8664dbre la presentacion
cruzada de antigenos y mostramos que dicha encapsulacién logra evitar la inhibicion

de la presentacion cruzada de antigenos mediada por el compuesto Rbrelo
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tanto, una formulacion basada en nanotecogia fue clave para resolver un
problema biolégico como lo es la inhibicidon de lagamtacion cruzada por BayK8644.

En el mismo sentido que nuestros resultados, y con el objetivo de potenciar la
presentacion cruzada de antigenos mediante el uso de natiopks, Gong y
colaboradores describieromna nanovacunaque provocé unincremento en la
presentacion cruzada de antigengsconsecuenteproteccion frente al desarrollo
tumoral. La nanovacuna transformable facilit6 la administracion citosdlica a las
céluls del sistema inmune y promovio la presentacion cruzada del antigeno. Ademas
fue capaz de activar el inflamasoma NLRP3, aumentando asi la inmunidad anti
tumoral, a través de una respuesta de células T'GB8atamiento combinado de la
nanovacuna con léerapia con anicuerpo anrPDL1 provocd una disminuciéon del
crecimiento tumoral y una sobrevida prolongada de animales inyectados con células
tumoralescomo B16F1@VA y modelos de HPV E6/7 I8

Otro encare utilizand®P para potenciar la presentaciénuzadafue el descrito por

Pei My col.en el quese intenta escapar de la via endosomal/lisosoma, y lagrarel
antigeno por ejemplo OVApermanezca en el citosgbara ser luego presentado a
linfocitos T CD8 En este estudidos autores utilizaron NPs de polietilenimina (PEI)
que que se caracteriza por el@$ LIS Sy R2as YA O2 &spohjd2dé] a dz
protones d@s drupos amina del PEI son capaces de captar protones del endosoma,
provocando un efecto tamponador del pH del endosoma, acompafiado por una
acumulacion de protones en el endosoma. Este incremento neto de la concentracion
de iones, provocaria la emtla masiva de agua al interior del ensosoma, el
hinchamiento y finalmente la ruptura del endosofifa

Finalmente, a el mismo sentido que nuestros resultados, en los cuales pretendemos
fomentar la presentadn cruzada de antigenos, para desencadenar una respuesta
inmune antitumoral DanielShae y colaboradores desarrollaron vesiculas poliméricas
(6 polimerosomas), los cuales son sensibles al cambio de pH. Dichos nanosistemas
encapsulan eficientemente a cGAMRie activa a STING. Cuando se desmontan en
respuesta a la acidificacion endolisosémica, las unidades del polimero desestabilizan
la membrana del endolisosoma y promueven asi el escape del missscantigenos

tumorales encapsulados en dichas nanopartisyaliméricas sintéticas condujeron
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al control tumoral en modelos de melanoma de ratdén y cancer de colon a través de

mecanismos que involucran a STAG

Es importante destacar en el mecanismo de presentacion crudadantigenos
implica una acidificacion gradual en el pH del fagolisosoma a lo largo del tiempo y que
el procesamiento del antigeno en el compartimiento endofagosémico se produce
mediante una cinética rapid&. Entendimos relevante estudiar en nuestro modklo
liberacion del compuesto BayK8644 de la nanoparticula de quitosadiferentes
nivelesde pH, simulando el cambio gradual que se prodenelos nveles de pH
dentro del fagolisosomaa lo largo del tiempo mientras ocurre el proceso de
presentacion cruzada de antigendduestros estudios en medio acuoso muestran
que a fH acidola liberacién del BayK864% mayor. Esk resultadoera esperable, ya

que el quitosano es un compuestensible a pkhéas acidd>2

Entendemos que este experimento debe ser complementado con un estuditro

con DCs mediante microscopia de fluorescencia, evaluando la liberacion del
BayK8644 conjuglo a biotinade laNPs de quitosanoEspeculamos que en est
estudio complementario, en el cual estan presenteszimas y proteinas
fagolisosémicagjue aceleran este proces@btendremos resultados similares de
liberacion del BayK8644 a pH acidos, a tiempos menores a los determinados en
medio acuoso.

Esto nos panite especular en el contexto de la presentacién cruzada de antigenos,
que el BayK8644 sera liberado de la NPs luego de que ocurra la presentacion cruzada
de antigenos, ya que las D@santienen los fagosomas y endosomas/lisosomas a un

pH cercano a la netalidad (7.5) durante 120 minutos, y luego el pH se aciditica

Nuestro grupo previamente ha demostrado que Tmem176b se encuentra expresado
en DCs convencionales y plasmocitoides y su lacaz es a nivel de la membrana
endofagosomal, asi como en la red tre@elgi”*? En esta tesis mostramos en
experimentos de microscopia confocal la colocalizacion de lasa¥éadas con una

sonda fluorescenteonla proteinaTmem176bNuestros resultados sugieren gagee
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el BayK8644 liberado pdas NPs dentro de los endosomas ed&tan proximidad con

la proteina TMEM176B.

En el objetivo de esta tesis plantemos nuestro interésleodarun resultado previo

de nuestro grupo que creemasiportante para definir a Tmem176b como bé en
inmunotergpia oncolégica y es qua diferencia de la respuesta atimoral
observada al inhibir farmacolégicamente a Tmem176b con BayK8644 en un protocolo
profilactico, no se observo una respuesta d@ntnoral eficiente cuando el modelo fue
terapéutico.Hemos logrdo en esta tesis mediantia formulaciéon de NiBayK8644
aumentar la sobrevida y retardar el crecimiento tumoral, en un modelwivo
terapéutico, con un tumor ya stablecido La proteccidén observada frente al
crecimiento tumoral con los nanosistemas -R&K8644 ocurri6 de manera
dependiente de Tmem176B\si, mejoramos los resultados previos de nuestro grupo,
en loscuales fuimos capaces de potenciar la inmunidad-@amtioral y mejorar la
eficacia de bloqueadores de puntos de control a través de la delgéidica y/o del
bloqueo farmacoldgico del canal iGnico Tmem176b, con BayK8644 pero un modelo
profilactica®®. El aumento de la sobrevida y control del crecimiento tumoral
mediante el tatamiento con NBBayK8644 por via intmoral fue dependiente de

la via de administracion, ya que la inyeccion deBdiP§K8644 por via intravenosa (i/v)

no generd proteccion frente al desarrollo de tumores. Esto puede deberse a que
cuando la inyeccion eeealizada por via i/v los nanosistemas son generalmente
reconocidos como cuerpos extrafios y rapidamente son eliminados por el sistema
fagocitico mononuclear, principalmente las células de Kupffer presentes en el higado
y los macréfagos del baZd Una de las ventajas de la inyeccién de Nanoparticulas
por via intratumoral, es queesaprovecha el efecto de permeabilidad y retencion

I dzY Sy i I Rl enhahdedv pernéation and retentibrd YSYy OA 2yl R2
introduccidn, el cual permite la acumulacion de la NPs en el tumor. Esto es debido a
que el proceso de angiogénesis del tumor preser#sog sanguineos dilatados que

permiten la extravasacion en el intersticio del turtfor33
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Para comprender mejoel mecanismo mediante el culals NPBayK8644 controlan el
crecimiento tumoraldeterminamosla presencia de Caspasaactiva enos TDNL de
animales con tumor establecido En animales que recibieron el tratamiento
terapéutico con R-BayK8644 por via inttmmoral se observl activacionet
inflamasoma enTDLN. Este resultadde activacion de Caspadaen TDLN de
animales tratados con NBayK comparado con animales tratados con ebdlituerda

con el resultado obtenido previamente pouestro grupo de trabajo, en el cual se
observd que en los TDLN la activacion de CaspaBgée mayor en animales
Tmem1768°, comparado con su control WT. Este aumento fue observado
anicamente en células dendriticas de tipo 2 (cDC2) residentes TDLN, perola®
cDC2 migradoras ni en las cB&1Cabe destacar que las cDC2 son CH14% cDC1
NE&aARSy(iSa RS, mantrgsHteNad cDER nfigraddag Bon CHIE3
Entendemos que es necesario verificar que el efectotantoral desencadenado por

las NPBayK8644 es especificamente dependiente de la activacion de inflamasoma
NLRP3. Para esto pretendemos realizar un experimento/ivo con animales
Caspasal/IT, en los cuales creemos que se perdera el efecto protector de las NP
BayK8644. Ademas considerasmue seria importante mostrar en este punto que las
NPs logran llegar a los TDLN de los animales, para lo cual ya disponemos de NPs
cargadas con una sonda fluorescentecdaimarin, que nos permitira realizar el
seguimiento de las mismas en el animal tdidacon NF6coumarin por via intra

tumoral.

Mostramos tambiénin vitro, que el BayK8644 encapsulado eP&Nde quitosano
estimulé el inflamasoma NLRP3 en BMDCs. Estetefdue dependiente de
Tmem176b. Este resultado estd en el mismo sentido que lohgmeos reportado
previamente que el compuesto BayK866 libre es capaz de activar el inflamasoma
NLRP3 en BMDES Es importante recordar aqui que la composicién quimica de la
NP también influye en dicho fenébmeno, el quitosano por si mismo activa el

inflamasoma NLRP3 e induce la ruptura lisos6fica’.
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En nuestro modelo de trabajmostramosque el tratamiento con NBayK8644 al
promover la presentacion cruzada de antigenos, generaria una respuesta via
linfocitos T CD8 reponsables y necesarios para el desarrollo de la inmunidad
antitumoral. Observamosen el TME de animales tratados con-Bdg/K8644una
tendencia atener mayor nimero de células T CD®@tales y especificas contra
antigenosde tumor comparados con animaleatadoscon eNP o con el compuesto
BayK8644 libreEn este punto seria deseabteostrar que la respuesta antitumoral es
efectivamentevia células T CD8para esto petendemos realizar un experimento

vivo, en el cual las células T CB8ran depletadasediante el uso de un anticuerpo
h-CD8

En el TME danimales tratados con NBayK8644e observé una correlacion positiva
entre el tamafio tumoral y el nimero d=lulas T CD8otales y especificas contra
antigenosde tumor. También observamos dentro deste grupo, que los animales
que responden al tratamiento con NBayK8644 poseen mayor porcentaje y namero
absoluto de células T CD8totales y especificas contra antigena®e tumor
comparado con los animales progresores. Cuando analizamos las poblacenes d
células T CD&n los TDLN,alectamos una tendencia a tener mayor infiltracion en
nimero absoluto de células T CD8tales y especificos de antigenos tumorales en
TDLN de animales tratados con-B&K8644 comparados con animales tratados con
eNP o corel compuesto BayK8644 libre.

El analisis de las células T C&8TDLN yen el microambiente tumoral, por lo tanto,
respaldan el rol de las NfBayK8644en preservarla presentacion cruzada de
antigenosy asi mejorailas respuestas inmuneantitumorales Sabemos que en un
contexto de respuesta antumoral, la activacion de las células T contra antigenos
exdgenos, como lo son los antigenos tumorales, depende de la presentacion cruzada
de antigenos por parte de las CDEn esta tesis demostramos que al encapsular al
BayK8644 en NPs de quitosano, promovemqgdsentacion cruzada de antigenos

lo que induciria una respuesta de células T ‘Ci8i tumoral. Ademas logranso
obtener una respuesta inmune asitimoral con un tratamiento terapéutico con las
NRBayK8644, el cual no habiamos logrado con el compuesto libre. Este resultado se

correlaciona con los resultados previos de nuestro grupo, doleeostramos que la
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desinhbicion del inflamasoma en ratones deficientes en Tmem176b resulta en un
aumento en los linfocitos T CD@itratumorales, tanto totales como especificos del

tumor, resultando en una mejor sobrevida que los ratorEmem176b WT%.
Ademas, en ese trabajo fue demostraglarol fundamental de las células T C28
perder la proteccién frente al crecimiento tumoral en animal@mem176B

depletados de linfocitos T CD'8°.

En el trabajo previode nuestro grupdogramos potenciar la inmunidad astimoral y
mejorar la eficacia de bloqueadores de puntos de control a través de la delecion
génica y/o del bloqueo farmatimico del canal ibnico Tmem17@&on BayK8644 libre

120 Entonces, seria esperable que con el encare deg®encapsulan al BayK8644
también mejorariamosal respuesta artiumoral en un contexto de terapia con anti
PD1. Estudiamos el efecto de las MRyK8644 combinado a la terapancanttPD1,
manteniendo el mismo protocolo que el utilizado en nuestros estudios previos,
donde el BayK8644 fue administrado diariamente por via intraperitoneal 3 dias
después de comenzar la terapia con @B1?° Sin embargo nouvimos el efecto
esperado, ya que no mejoramos el efecto de la monoterapia conPditi en este
modelo combinado con NBayK8644. De todos modos sabemos @aotualmente es
altamente debatida la importancia de la secuencia y el momento en el cual resdlizar
bloqueo de puntos de 66 NBf Ay Ydzy2f s 3AQ2A 0 6PDNIYLIA |

como combinarlogon el uso de tratamientos para la modulacién de las respuestas

QX

inflamatorias.En este sentido Verma y colaboradores mostraron recientemente que
el tratamiento con antPD1 cuando elcebado a las células T CD&urre en
condiciones subodptimas confiere resistencia a la inmunoterapia y al fracaso
terapéutico, ya que se generan células -PDD38'CD8 disfuncionales, este
fendmeno puede revertirse mediante la estimulacion antigénica aaéa. Los
autores destacan que la secuencia adecuada de agentes inmunomoduladores es
crucial para obtener buenos resultados terapéutf@dsEs por esto que estamos
evaluana nuestro tratamiento con NBayK8644 mas anAfD1 en un orden inverso

al ya investigado. Asi cuando el tumor ya esta establecido realizamos la inyeccion con
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NRBayK8644 para luego a las 24 horas posteriores comenzar el tratamiento con anti
PD1. Esperamoson esta secuencia de tratamiento, lognaejorar la eficacia de
bloqueadores de puntos de contrdtsta ampliamente demostrado, guas células T

que se generan durante una repuesta inmune antitumoral es variable
cuantitativamente y cualitativamenteEn este contexto de diferencias cualitativas
varios estudios han demostrado silibtipo responsable de promover una respuesta
antitumoral en el contexto del bloqueo de ADse trata de ursubconjunto de
linfocitos infiltrantes de tumoregqTIL) que combina caacteristicas de células T
agotadas y células T de memoria y muestra un fenotipo Unico caracterizado por la
coexpresion de P, TcE1ly Tox asi como la falta de expresion de THE®
Esperamosjue al invertir el orden de nuestro experimento con terapia combinada de
NRBayK8644 y anticuerpo afRiD1poder correlacionata existencia de proteccion
frente al desarrollo tumoral con la presencia en el TME de un mayor porcentaje de

células progenitoras exhaustas con un fenoffpb1 Tox'PD1".

Ademas previamente se habia reportado que el bloqueo dd Riduce el rechazo
tumoral al revitalizar a las células T CD&vando a un aumento en la actividad
funcional y en la frecuencia. El bloqueo de la sefializacion del efe iRipide la
atenuacion de la sefalizacion del TCR, permitiendo que se restauitendan
efectorade alguna de lasulpoblaciones deélulas T CD&xhaustas*’*®” Basados

en la bibliografia mencionada sobre la respuesta inmunetantoral en un contexto

de terapia con BPC, consideramos que en nuestro modelo de inhibicion de
Tmem176b con el compuesto BayK8644, en el icusitro observamos que el BayK
inhibe la presentacion cruzada de antigenos, pero en modelivoobtenemos una
respuesta anti tumoral, y adicionalmente mejoramos el efecto de la terapia con BPC,
hipotetizamos que las células T CBBcontradas dentro de losfiltrados tumorales

(T CD8totales y especificos del tumor) podrian peatar un fenotipo de células T
efectoras (CD&rzBCD44PDI), y estamos investigando sobmgué subtipo de

células exhaustas existen en el TME y en los TDLN de nuestro modelo.
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Hastaahora en esta discusion me he centrado en las consecuencias que tiene la
inhibicion de Tmem176b sobre el mecanismo de presentacion cruzada de antigenos,
caracteristica funcional de la subpoblacién cDCL1.

Para etudiar el rol que tiene la activacion deflamasoma NLRP3 a través de la
inhibicibn de Tmem176b en las cDCs de tipo 2, evaluamos el efecto sobre la
diferenciacion a un fenotipdhl7y como esto afecta en lgespuesta inmune arti
tumoral. L& cDC2 inducen la diferenciaciéon a un perfil TH1En esta tesis
mostramosen un modelan vitro y ex vivola mayor capacidadjue tienen lacélulas

que poseen el inflamasoma activadie promover la diferenciacion a un fenotipo
Thl7comparada con las que no tienen el inflamasomi&vado. Mostramos que este
efecto se pierde en aquellas células que carecen de Cadpasaroborando la
dependencia de activacion del inflamasoma.

Es importante resaltar aglas diferenciagjue encontramos en esta tesis, en relacion

al tipo de cDC2 quearticipa (residentes versus migradoras) en la generacién de un
fenotipo Th17, entre la inhibicion farmacol6gica de Tmem176b con el compuesto
BayK86644cDC2 migradoras)y la delecion génicécDC2 residentes)Esto puede
deberse a que la inhibicién farmalégica es una inhibicion aguda, bloqueando la
funcion de la proteina Tmem176b, pero la proteina permanece expresada en la
membrana endofagosomal. Asi puede interaccionar con otras proteinas o formar
complejos, que puedan generar una respuesta compensatarital inhibicion.
Ademas los animales que posee la delecién génica de Tmem176b, mantienen la
expresion de su homoélogo Tmem176a, sin embargo la inhibicién farmacolégica con

BayK8644 es capaz de inhibir a ambas proteinas.

Los resultados antes mencionades esta tesiestan alineados con los resultados

obtenidos previamente por nuestro grupo, en lo que en un modelo experimental, se
20a4SNWs dzyl  YI &2 N T NBEBRG O TDLNRde andralésdzt | a ¢ /
Tmem176B en comparacion con animales WT y aniesdmem176b tratados con

anticuerpo antilbmi @ ! RS Yt & hl¥ patece®tSrierdzh dolampdrtante en el

desarrollo de la respuesta astimoral en ratones Tmeml76B, ya que la

neutralizacion de la {L7A en estos ratones conduce a la pérdida efecto anti
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tumoral. Asuvez,latui GASYS dzy NBft Ot @S Sy I 3IASySN
neutralizacién de dicha citoquina en ratones TmemZI78esulta en una reduccion

en el nimero de células Th17 a nivel del ganglio que drena el tGhén nuestros

experimentos mencionados anteriormente en esta tesis, atutvo de células

dendriticas con células T CDde le adicionaron las las citoquinasvlL %6, 1-:2B e

IL-2 al cultivo. Estemicroambiente citoqinico promovié la diferenciacion de las

células Th17 a un fenotipo efector 6 patogénico

Cabe ecordar en este punto que uno de los programas efectores adaptativos que son
activados por el eje inflamasomatiLi 8 yontelzto de cancer, son los linfocitos
cooperadores Th¥7°. Sin embargo, el rol de las células Th17 en el cancer es
controvertido. Han sido reportados estudios que muestran un efectetantoral de

las células Thl7, asi como otros que muestramanicipacion en la progresion

tumoral. De hecho, una alta frecuencia en células Th17 en el infiltrado tumoral de
pacientes con cancer de colon, de higado, o de pancreas se correlaciona fuertemente

con un mal pronéstico. Sin embargo, un aumento en el ndonuer células Thl7 en

tumores de ovario se ha asociadargjor sobrevida**'*> Comofue discutido en la

introduccién de esta tesis, estos hallazgos sorprengeyt controversiales, se deben

en principio a la plasticidad de las células Th17. Fundamentalmente las células Th17
diferenciadas en presencia de-Nl 36 eLlE23 no expresan CD39 y CD73. La
expresion de CD39 y CD73 lleva a la transformacion de ATP a &d®nosina, la cual

tiene potente efecto inmunosupresor. Estas célulasexpresan los factores de

0Nl YAONRLIOAsY ¢06SG & whw! 0% {57, prdz® KNS & dzf G |
Mnd® 9adla OStdZ a ¢KmTI d&iAsdvadsdamalguriosYSRA L Y

disefios experimentalé® 11115116

Para estudiar elol de las células Th17 en la respteeantitumoral generada por la
terapia conBPC en estatesis mostramos qued transferencia adoptiva de células
(ACT)con fenotipo Thl7 efectordiferenciadas en presencia deli  n¥ejora el
efecto antitumoralde la monoterapia con anticuerpo arfiD1. La ACT de las células

Th17 mejor6 la capacidad citotoxizavivode las células T Cb&ntra los antigenos
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tumorales. Estos resultados sugieren que las células efectoras Thl7 mejoran la
inmunidad tumoral provocada por el bloqueo de-PD

Estos resultados son congruentes con resultados publicados por Orozco y
colaboradores en lo que demuestran en un modelo de melanomaatbn, que la
transferencia de células adoptivas (ACT) de las células Th17 efectoras promueve la
acumulacion de DCs en el TME y la diferenciacion de las células @sg&sficas del

tumor en linfocitos T citotoxicos (CTL), necesarios para la respamtamoral™®.

En estudios con sangre periférica de humanos con cancer de préstata y melanoma
avanzado, Dulos y colaboradores demuestran que el bloqueo con la terapRChti
induce una respuesta proinflamatoria TH17 Ademas estudios en pacientes con
melanoma mestastasico que poseen una alectiencia de células Th17 mostraron
una mayor inmunidad antumoral inducida por las vacunas administradas, lo que se
traduce a un aumento de la sobrevida del paciétite

Sabemos actualmente que la terapia con BPC induce en los pacientes efectos
adversosinmuno-relacionados, discutidos en la Inthaccion de esta tesis. En este
contexto, Kim y colaboradores demostraron el aumento de células con un perfil Th17
en sangre perfiérica de pacientes con cangeevio al tratamiento con anticuerpo
anti-PD1, en aquellos pacientes que presentaron efectosems severdd?.
Sumado a esteesultado, recientementeNakamuraet al, mediante estudios de
RNAseq, nceencatraron diferencias en el perfil de citoquinas relacionadas a las

células Th17 en células de sangre perfiférica de pacientes con mel&fioma

Finalmente, me gustaria recordar que si bien los BPC han logrado resultados notables

en el tratamiento de melanoma metastasico y otros tipos de canceres, es necesario
identificar, caracterizar y manipular nuevos puntos de control en la inmunidad anti

tumoral para lograr vencer mecanismos de resistencia primaria y secundaria. En este

sentido se necesita profundizar en la investigacion de los mecanismos
desencadenados por los BPC @gadesarrollar biomarcadores predictivos de

respuesta. Cabe recordar aqui que lamiL S& dzy FlF O02NJ RSGSN¥YA
propiedades efectoras de las células ThAgi, resta determinar en nuestros estudios

si la activacion del inflamasoma NLRP3 modulddaaticiacion de células Th17.
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Conclusion

Mostramos que el bloqueo con NPs de quitosano del inhibidor del inflamasoma
TMEM176B controla el crecimiento tumoral de una manera dependiente de
Tmem176b, e induce la presencia en el microambiente tumoral derfitvado de
células T CD8 La formulacion nanotecnolégica de BayK8644 nos permitié
desencadenar la activacion del inflamasoma en el TDLN evitando la inhibicion de la
via de presentacion cruzada. No obstante, se necesitan mas estudios toxicolégicos

para rasladar este enfoque a entornos clinicos.

Ademas mostramos la importancia de la activacion del inflamasoma NLRP3 en las
cDC2 para inducir la diferenciacion a células con un perfil Th17 efector o patogénico.
Proponemos que la activacion del inflamasoim&ivo podria ser una estrategia para
potenciar las respuestas efectoras de las células Thl7, y asi superar los efectos
adversos de la terapia con afD1, como lo son las resistencias primarias y

secundarias.

En suma, estudiamos en esta tesis el impade la inhibicibn de Tmem176b en
diferentes subtipos de cDCs, cDC1 y cDC2 con el objetivo de desarrollar estrategias
que permitan mejorar el efecto antitumoral del BayK8644libre y ademas

estudiamosmecanismosdesencadenados al inhibir a Tmem176b.
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Perspectivas

Como mencionado en la introduccién de esta tesis es de interés en nuestro grupo de
trabajo estudiar los mecanismos a través de los cuales el blogueo de la-tia PD
desencadena la inmunidad anti tumoral. La via delPikera la activacion de las
cdlulas T y atenda las funciones efectoras y la proliferacion de las células T, lo que
promueve la aparicion de laglulas T agotadas 6 exhaustds'® 1°° El agotamiento

65 GSEKIdZAGAY3Ié0 RS tFa OSftfdzZ I & ¢dafla dzy YS
de las mismas en presencia de estimulacion antigénica cronica y actla para preservar
clones de linfocitos T que de otra manera sufririan una muerte celular inducida por
activaciort*”. La terapia con anticuerpo af®D1 puede mejorar la inmunidad
antitumoral al prevenir el agotamiento de las células T*C&I8romover el cebado

de las células T de novo y/o al modular las células que ya poseen un fenotipo de
exhaustas.

En el trabajo previo de nuestro grupo logramos potenciar la inmunidadwmbral y
mejorar la eficacia de bloqueadores de puntos de control a través de la delecion
génica y/o del bloqueo farmacologico del canal ibnico Tmem176b con BayK8644
libre'®.

Como perspectiva general de este trabajo pretendemos estudiar el efecto de la
terapia canbinada de NBBayK8644 junto a la terapia con aRiD-1.

Con el objetivo de obtener un mayor beneficio en el uso de la inmunoterapia,
debemos investigar como afecta en nuestro protocolo de trabajo la secuencia y el
momento en el cual realizar el bloquee guntos de control inmunolégico (con anti
PD1) y cdbmo combinarlo con la activacién del inflamasoma a través del uso-de NP
BayK8644.

Pretendemos realizar estudios in vivo en lo cuales administraremdzapiR8644 por

via intratumoral y 24 horas posterioresla primera inyeccion de NBPayK8644, se
comenzara con la terapia con aftD1 por via intraperitoneal. Realizaremos un total

de 3 inyecciones con ariD1 y 5 inyecciones con {BRyK8644. Tenemos resultados
preliminares que muestran un retraso en el @miento tumoral utilizando este

protocolo, pero el nimero de animales es aun bajo.
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Ademas pretendemos estudiar que poblaciones de células T exhaustas se generan en
este modelo, asi esperamos con nuestro experimento con terapia combinada-de NP
BayK8644 y rdicuerpo antiPD1 poder correlacionar la existencia de proteccion
frente al desarrollo tumoral con la presencia en el TME de un mayor porcentaje de

células progenitoras exhaustas con un fenotipeI'toxXPD1".
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Formulating a TMEM176B blocker in nanoparticles improves its anti-tumoral
efficacy by reinforcing CD8" T cells.
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Abstract

Pharmacological blockade of the immunoregulatory cation channel TMEM176B with
BayK8644 triggers anti-tumoral immune responses in an inflammasome and CD8-
dependent manner. Although BayK8644 controls tumor growth in preventive
protocols, it failed to do so in established tumors. Since TMEM176B promotes antigen
cross-presentation, we speculated that BayK8644 may inhibit this process and thus
limit its anti-tumoral efficacy. Here we show that BayK8644 does inhibit cross-
presentation by splenic DCs to antigen-specific CD8" T cells. To prevent such
inhibition, we reasoned that formulating BayK8644 in nanoparticles may delay the
release of the compound in endosomes. Avoiding TMEM176B inhibition at least
during the first 30 minutes of nanopatrticle internalization by DCs, may help cross-
presentation to occur during that critical time frame. We indeed observed that
BayK8644 encapsulated in NPs (NP-PEG-BayK8644) did not inhibit antigen cross-
presentation, in contrast to the free compound. Moreover, NP-PEG-BayK8644
triggered inflammasome activation in a Tmeml176b-dependent manner. We then
injected empty NPs (eNP-PEG) or NP-PEG-BayK8644 to mice bearing established
tumors. NP-PEG-BayK8644 significantly controlled tumor growth and mice survival as
compared to eNP and free BayK8644 in a Tmem176b-dependent manner. NP-PEG-
BayK8644 therapy was associated with increased inflammasome activation by
dendritic cells in the tumor-draining lymph node. Moreover, responding animals
treated with NP-PEG-BayK8644 showed reinforced tumor infiltration by total and
tumor-specific CD8" T cells. In conclusion, formulating BayK8644 in NPs improved its
anti-tumoral therapeutic efficacy by inducing inflammasome activation while avoiding
inhibition of antigen cross-presentation. Thus, a nanotechnology-based formulation
was key to solve a biological problem such as inhibition of cross-presentation by

BayK8644.

134



Introduction

Immunotherapeutic approaches have revolutionized cancer therapy (1). However,
only a minority of treated patients have clinical benefits (2i 4). We thus need to
identify and target novel immunoregulatory molecules to trigger effective anti-tumoral
immune responses. In this context, TMEM176B has been proposed as an emergent

player in immunoregulation (51 7).

TMEM176A and TMEM176B are intracellular acid-sensitive non-specific cation
channel which belong to the MS4A family (8i 10). They are strongly expressed by
mouse, rat and human DCs (8,107 14) among other leukocyte subsets. Functionally,
TMEM176B plays a key role in tolerogenic DCs to prolong allograft survival (8).
Moreover, we have shown that TMEM176B inhibits the NLRP3 inflammasome
activation through ionic mechanisms in mouse and human DCs and macrophages
(15). Inflammasomes are cytosolic multiprotein complexes that sense cellular stress

and lead to Caspase-1-dependent activation of IL-1b and IL-18 (16).

High TMEM176A/B expression has been associated with diminished overall survival
in patients with colon (15), glioblastoma (17) and gastric cancer (18). Those data
therefore support TMEM176A/B as potential pharmacological targets in oncology.
Indeed, pharmacological and genetic evidence has shown that targeting TMEM176B
triggers strong anti-tumoral immune responses which depend on host inflammasome
activation and CD8" T cell responses (15). In vivo TMEM176A/B blockade with
BayK8644 controlled tumor growth in murine cancer models in preventive but not in

therapeutic protocols (mice bearing established tumors) (15).

We speculated that pharmacological blockade of TMEM176B may impair antigen
cross-presentation, a critical pathway to trigger anti-tumoral CD8" T cell responses
(19,20), and thus limit the therapeutic efficacy of BayK8644. Indeed, Tmem176b™

DCs showed undermined capacities of cross-presenting antigens to CD8" T cells (8).
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Limited V-ATPase-dependent phagosomal acidification and transient alkalinized
phagosomal pH were observed in Tmem176b” DCs during the first 30 minutes after
phagocytosis, potentially explaining the cross-presentation defect (8). In fact,
phagosomal pH is kept near neutrality by DCs to allow antigens to be cross-presented
(211 24). Moreover, endo-phagosomal antigen processing occurs through a fast
kinetic, since a time limit of 25 minutes has been proposed (25). Thus, exogenous
antigens that were not processed before that time, would not be presented on MHC
class | molecules (25). We therefore speculated that formulating BayK8644 through a
strategy that allows a slow release kinetic in endosomes may prevent inhibition of
cross-presentation by the compound while potentially maintaining its capacity to
induce inflammasome activation. Chitosan nanoparticles (NPs) are known to slowly
release hydrophobic compounds within hours in a process that is accelerated by
acidic pH (26,27). Thus, chitosan NPs should avoid BayK8644 release in
compartments such as early endosomes with neutral pH where antigen processing for
cross-presentation is thought to take place. Once cross-presentation occurred,

BayK8644 release might still trigger inflammasome activation.

Here we show that BayK8644 does inhibit antigen cross-presentation. BayK8644
encapsulation in NPs (NPBayK8644) prevents such inhibition while still triggering
inflammasome activation. NP-PEG-BayK8644 controlled tumor growth of established
tumors in a Tmeml176b-dependent manner. Tumor control was associated with
increased inflammasome activation by DCs the in tumor-draining lymph nodes
(TDLN) and with tumor infiltration by total and tumor-specific CD8" T cells within the
NP-PEG-BayK8644-treated animals. Thus, formulating BayK8644 in NPs improved
the anti-tumoral efficacy of the compound by triggering inflammasome activation while

preventing the inhibition of antigen cross-presentation.

136



Results
BayK8644 inhibits antigen cross-presentation by splenic DCs in vitro.

We first studied whether BayK8644 inhibits antigen cross-presentation in vitro.
Enriched splenic CD11c" DCs from WT mice were pulsed with OVA protein and co-
cultured with the OVA-specific CD8" B3Z T cell hybridoma in which the b-Gal enzyme
is under the control of the IL-2 promoter (32). OVA induced a dose-dependent
activation of B3Z cells (Figure S1). We observed that treating splenic DCs with
BayK8644 significantly decreased their capacity to activate B3Z cells (Figure 1A).
Conversely, BayK8644 did not inhibit activation of B3Z cells induced by the minimal
OVA peptide SIINFEKL (Figure 1B). Thus, these results suggest that Bayk8644
interferes with the processing of OVA protein through the cross-presentation pathway
in splenic DCs. Formulating BayK8644 through a strategy that avoids inhibition of
cross-presentation may therefore improve the anti-tumoral immune responses

triggered by the compound.
Encapsulation of BayK8644 in chitosan nanoparticles.

Processing of antigens through the cross-presentation pathway is known to require a
fast kinetic (33). The rate of antigen release in endo-phagosomes directly affects
cross-presentation efficiency, with an apparent time limit of 25 minutes post
internalization for antigen release to be productive (33). Accordingly, transient
alkalinized phagosomal pH during the first 30 minutes after phagocytosis was
associated with impaired cross-presentation in Tmem176b” DCs (8). We therefore
reasoned that formulating BayK8644 through a slow releasing mechanism in the
endosomal compartment might avoid inhibition of cross-presentation by the
compound. Chitosan nanoparticles (NPs) have been characterized as drug-
encapsulating strategies that release compounds with a slow kinetic (26,27). We

therefore speculated that encapsulating BayK8644 in chitosan NPs may avoid
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inhibition of cross-presentation by the compound while probably keeping its

inflammasome-activation capacity.

Chitosan NPs (semi-crystalline linear polysaccharide composed of N-acetyl D-
glucosamine and D-glucosamine units linked by b (1-4) glucosidic bonds) were
synthesized and coated on their surface with polyethylene glycol (PEG), which forms
a protective hydrophilic layer around the nanoparticles (28). Thus, empty pegylated
NPs (eNP-PEG), pegylated NPs containing the compound (+)-BayK8644 (NP-PEG-
BayK8644) and pegylated NPs containing the fluorescent probe 6-coumarin (NP-
PEG-6cou) were synthesized. The average size, the polydispersity index (PI) and the
Z potential of the NPs as well as the efficiency of encapsulation of the formulation
containing BayK8644, are detailed in Table 1. The NPs size was obtained by using a
Nano Zetasizer, showing an average size close to 200 nm, which is within the range
of optimal sizes to improve the biological fluids circulation time of NPs, as well as for
its cellular internalization (34). We can also conclude that the colloidal solutions
obtained are stable, since their Z potential is less than 30 mV. The BayK8644
encapsulation efficiency in all the performed syntheses was always greater than 99%.
In Figure 2 A, the TEM images of NP-BayK8644 and eNP show their spherical shape
and a homogeneous size distribution. The sizes obtained by TEM are smaller than
those obtained by Nano Zetasizer and shown in Table 1. This difference in size
measurement arises because in solution the ions of opposite charge will be attracted
to the surface of the nanopatrticles generating ionic layers that move along with it, and
the Nano Zetasizer measures the nanoparticles hydrodynamic diameter in solution,

while the TEM reports the actual diameter of the NPs without the ionic layer (35).

In Figure 2 B, (ESPECTRO RAMAN) the study by confocal Raman microscopy
allowed to evaluate there are notorious differences between the spectra of pure
BayK8644 and chitosan NPs with respect to that obtained with chitosan NPs loaded

with BayK8644, obtaining a spectrum different from the one that would have been
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used. obtained only by adding the individual spectra. This indicates that there must
have been a chemical interaction between the constituent materials of the NPs and
the BayK8644 molecule. The latter is important when it comes to obtaining an
adequate release of the BayK8644 molecule, which would occur from the lipid phase

as the wall of

We then studied the in vitro release kinetics of BayK8644 from NPs at different pHs.
As expected (26,27), we observed a slow kinetic release of the compound (Figure
2C). Acidic pH increased the percentage of released BayK8644 since 24 h incubation
of the NPs with the buffer (Figure 2C). Thus, encapsulation of BayK8644 in chitosan
NPs is highly efficient, generates NPs with physicochemical characteristics

compatible with their use with cells and releases the compound with a slow kinetic.

NP-PEG-BayK8644 do not inhibit antigen cross-presentation by DCs but still trigger

inflammasome activation.

To further determine whether encapsulation of BayK8644 in chitosan NPs may
reinforce the anti-tumoral properties of the compound, we studied whether and how
NPsBayK8644 modulate DCs biology. We therefore first assessed their internalization
by DCs. Flow cytometry studies showed that BMDCs efficiently internalizes NP-6cou,
increasing both the percentage of 6cou’ cells (Figure 3A, B) and 6cou mean
flouorescence intensity (MFI) (Figure 3A, C) in comparison to untreated cells and
BMDCs incubated at 0°C as a control to minimize active internalization. Confocal
microscopy experiments showed that at 0°C the NPs were lying at the cell surface,
whereas at 37 °C the NPs were in fact within the BMDCs (Figure 3D). Moreover, we
observed that NPs6-cou co-localized with the TMEM176B protein (Figure 3E),
suggesting that NPs are internalized by TMEM176B* endosomes (8). Thus,

BayK8644 released by NPs within endosomes will be in proximity to TMEM176B.
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We then wished to determine whether BayK8644 encapsulated in NPs may inhibit
antigen cross-presentation by DCs. Splenic DCs were loaded with OVA protein +
BayK8644 or + NPBayK8644 and co-cultured with B3Z CD8" T cells. We observed
that in contrast to BayK8644, NPBayK8644 failed to block activation of B3Z cells
(Figure 3F). Furthermore, treatment of DCs with NP-PEG-BayK8644 induced the
secretionof IL-1 b at hi gher -PEGireWTsbutindtm TmemN6b” DCs
(Figure 3G). Moreover, NP-PEG-BayK8644 were at least as effective as BayK8644 in
triggering IL-1 b s ecr et i on {(PEG-BayKBassd vaetd more dfféctive than
eNP-PEG and BayK8644 in inducing Caspase-1 activation in DCs (Figures 3I-J and
Figure S2). Thus, NP-PEG-BayK8644 trigger inflammasome activation in DCs while

preventing inhibition of antigen cross-presentation by BayK8644.

Therapeutic treatment with BayK8644 encapsulated in chitosan NPs increases

survival and retards tumor growth in a Tmem176b-dependent manner.

Having shown that NP-PEG-BayK8644 do not inhibit antigen cross-presentation while
still triggering inflammasome activation, we then studied whether those NPs may
control tumor growth in vivo in a therapeutic setting. We had shown that although
BayK8644 injected i.p before tumor establishment controlled its growth (preventive
protocol), it failed to do so in animals with established tumors (therapeutic protocol)

(15).

To evaluate the therapeutic efficacy of NPBayK8644, in vivo studies were carried out
in WT mice carrying established EG7 tumors. We observed that intratumoral injection
of NPBayK8644 significantly improved mouse survival and controlled tumor growth as
compared to animals injected with eNPs (Figure 4A, D). In contrast, when Tmem176b
/

“animals were treated with NP-PEG-BayK8644 or eNP, we found no difference in

mouse survival nor tumor growth in those conditions (Figure 4B, E). Thus,
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NPBayK8644 control tumor growth through a Tmeml176b-dependent mechanism.
Additionally, intratumoral injection of BayK8644 also failed to control tumor growth
and improve mouse survival in comparison to vehicle-treated animals (Figure 4C, F).
To further understand how NP-PEG-BayK8644 may control tumor growth, we
assessed inflammasome activation in the tumor-draining lymph nodes (TDLN) of
animals treated with NPBayK8644 or eNP. In fact, we had reported that i.p BayK8644
was associated with increased Caspase-1 activation in the TDLN and controls tumor
growth in a Caspl/11-dependent manner (15). Indeed, we observed that NP-PEG-
BayK8644 induced higher percentages of Caspase-1" DCs in the TDLN than eNP-
PEG (Figure 4G). Moreover, the anti-tumoral effect of NP-PEG-BayK8644 was

inflammasome-dependent, since it was abrogated in Casp1/11” mice (Figure 4H).

Increased tumor infiltration by total and tumor-specific CD8" T cells is associated with

tumor control in NP-PEG-BayK8644-treated animals.

We then speculated that, in addition to its capacity to trigger inflammasome activation,
preventing antigen cross-presentation inhibition by BayK8644 may enhance the anti-
tumoral efficacy of NP-PEG-BayK8644. Anti-tumoral CD8" T cells are primed in the
TDLN through the cross-presentation pathway. We therefore studied CD8" T cells by
flow cytometry in the TDLN form EG7 tumors-bearing animals treated with BayK8644,
eNP-PEG or NP-PEG-BayK8644. According to our hypothesis, absolute numbers of
tumor-specific and total CD8" T cells were increased in the TDLN from NP-PEG-
BayK8644 mice in comparison with BayK8644 and eNP-treated animals, although
statistical significance was not reached (Figure 5A-B). A similar trend was found in the
tumor microenvironment for absolute numbers of total and tumor-specific (Figure 5C-
D) CD8" T cells, when comparing the three therapeutic groups. We did find a

significant positive correlation between the size of tumors and the absolute numbers
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of total (Figure 5E) and tumor-specific (Figure 5F) tumor-infiltrating CD8" T cells within
the NP-PEG-BayK8644-treated group. Accordingly, we observed a significant
increase in the percentage and absolute number of intratumoral total CD8" T cells in
animals controlling tumor growth (responders) versus progressors within the NP-PEG-
BayK8644-treated group (Figure 5G-I). Similar results were found when analyzing
intratumoral tumor-specific CD8" T cells (Figure 5J, K, I). The analysis of CD8" T cells
in the TDLN and tumor microenvironment therefore supports a role for preserved

antigen cross-presentation in the anti-tumoral properties of NP-PEG-BayK8644.
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Discussion.

High TMEM176A/B expression has been associated with diminished overall survival
in different human tumors, suggesting that it is a potential pharmacological target to
control cancer progression (15,17,18). BayK8644 triggers inflammasome and CD8" T
cell-dependent anti-tumoral immune responses leading to tumor control in preventive
but not in therapeutic protocols (15). Here we report that formulating the
TMEM176A/B inhibitor BayK8644 in chitosan nanoparticles prevents inhibition of
antigen cross-presentation while strongly triggers inflammasome activation. This
approach improves the anti-tumoral efficacy of the compound, allowing the control of
established tumors in mice. Thus, a nanotechnology-based formulation was key to

solve a biological problem such as inhibition of cross-presentation by BayK8644.

Understanding the mechanisms by which NP-PEG-BayK8644 control tumor growth is
key to develop pharmacodynamic biomarkers which might help to determine which
patients may respond to this approach in translational settings. Rational combination
of therapies may also arise through this approach. Nevertheless, future work should
study whether, as observed with BayK8644, NP-PEG-BayK8644 therapy may also be

associated with increased CD4" RorgT" T cells and IL-17A production (5,15).

NPs are promising strategies for the controlled release of drugs, particularly in
oncology (36). Although chitosan is considered a safe polymer, variations in origin,
composition and molecular weight among other parameters have complicated the
translational pathway of chitosan nanopatrticles (37). Our study adds proof of concept
of the reinforced anti-tumoral properties of BayK8644 through its encapsulation in
nanoparticles. Further research will need to determine whether encapsulation of the
compound in NPs of other materials will give similar results in preclinical models. The

mechanisms studied here reveal that independently of the material used, BayK8644
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should not be released at early time points after NP internalization to avoid inhibition

of cross-presentation.

We have previously shown that its pharmacological blockade is not associated with
toxicities in mice (15), though further toxicological studies in larger species are
needed to position BayK8644 as a drug candidate. Additionally, immune-related
adverse events triggered by TMEM176A/B inhibition remains to be determined.
Nevertheless, we know that Tmem176b” mice do not suffer from spontaneous

autoimmune disease (8,15).

Triggering inflammation to improve anti-tumoral immune responses and improve
cancer immunotherapy is a matter of intense research (6,38). Specifically,
intratumoral injection of inflammogenic NPs have shown promising results to control
tumor growth. b-cyclodextrin nanoparticles loaded with the TLR-7 and TLR-8 agonist
R848 sensitized the mouse colon tumors MC38 to anti-PD-1 therapy by polarizing
tumor-associated macrophages to an M1 phenotype (39). The use of NPs has also
been reported to trigger anti-tumoral immune responses in a STING (Stimulator of
Interferon genes; TMEM173)-dependent manner. Tumoral antigens encapsulated in
synthetic polymeric nanoparticles led to tumor control in mouse melanoma and colon
cancer models through mechanisms involving STING (40). Moreover, endosomolytic
polymersomes designed for the cytosolic delivery of STING agonists (CGAMP)
improved the anti-tumoral therapeutic efficacy of the dinucleotides (41). In a different
approach, endosomal disruption in DCs using polymer NPs loaded with tumoral
peptides led to effective inhibition of tumor growth in mouse melanoma through
mechanisms involving cross-presentation and NLRP3 inflammasome activation (42).
Thus, combining STING agonists with TMEM176B inhibitors in a rationally designed
NP that also allows the cross-presentation pathway to occur might result in strong

inflammatory stimuli to trigger tumor immunity.
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In conclusion, here we show that blocking the inflammasome inhibitor TMEM176B
with NPs controls tumor growth in a Tmem176b, inflammasome and CD8" T cell-
dependent manner. The nanotechnological formulation of BayK8644 allowed us to
trigger inflammasome activation in the TDLN while avoiding inhibition of the cross-
presentation pathway. Nevertheless, further toxicological studies are needed to

translate this approach into clinical settings.
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Figure legends.
Figure 1. Free BayK8644 inhibits cross presentation in splenic dendritic cells

A) CD11c" splenic DCs were loaded with 3mg/ml soluble OVA for 4 hours + 10 uM or
20 puM of free BayK8644. Then, DCs were extensively washed, fixed, and cultured (18
hs) with the b-galactosidase-inducible B3Z T-cell hybrid, which is specific for the OVA
peptide (SIINFEKL) in association with H-2Kb MHC-1 molecules. B3Z T cell activation
was measured by assessing b-galactosidase activity in a colorimetric assay. A pool of
three independent experiments is shown. ***p < 0.001, ***p < 0.0001. One-way

ANOVA test.

B) Splenic DCs were loaded for 45 minutes with the OVA peptide SIINFEKL, which
does not need further processing in intracellular compartments to be presented on

H2K® MHCTt molecules+ 20uM BayK8644. DCs were then washed and fixed and co-

cultured with B3Z T cells. A pool of three independent experiments are shown. ***p <

0.001, ****p < 0.0001. Unpaired Student 6s

Figure 2. Physicochemical characterization of chitosan nanoparticles (csNP).

A) Transmission electron micrograph (TEM) image showing spherical morphology and
physical diameter of csNPs. Note that csNPs sizes are fairly uniform and it reveals the

conserved csNPs size distribution.

B) The Raman spectrum of NP-BayK (in red), free BayK8644 (blue) and empty NP

(black).

C) Cumulative drug release profiles of BayK8644-encapsulated NPs at different pH
conditions. The NP-BayK8644 displayed a pH-dependent BayK8644 release profile.

NP-BayK8644 solution was dissolved in RPMI culture media at the indicated pH (pH
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5.0, pH 6.0 and pH 7.4). The amount of free BayK8644 released was determined by

HPLC at different time points.

Figure 3. Chitosan nanoparticles are internalized by DCs, do not inhibit antigen cross-

presentation and trigger inflammasome activation.

A) BMDCs were treated in vitro with 6-coumarin encapsulated NPs (NP-6cou) for 30
minutes, at 37°C or 0°C as a negative endocytosis control. A representative dot plot is
shown with the percentage of 6-coumarin positive cells of BMDCs treated with NP-
6cou at 37°C (red dots), compared with BMDCs treated with 6-coumarinNP at 0°C

(cyan dots). Grey dots represent untreated BMDCs.

B) Percentage of 6-coumarin positive cells. A pool of three independent experiments

is shown. ** p < 0.01, One-way ANOVA test.

C) Mean Fluorescence Intensity (MFI) of 6-coumarin dye determined by flow

cytometry; *** p < 0.001; ****p < 0.0001. One-way ANOVA test.

D) Confocal microscopy analysis of BMDCs treated with NP-PEG-6cou (green
fluorescence) at the indicated temperatures (0°C and 37°C). Nuclei were stained with
DAPI (blue fluorescence). One experiment representative of three is shown. At least

50 cells were analyzed/experiment.

E) Confocal microscopy study showing the colocalization of NP-PEG-6cou and the
Tmem176b protein. BMDCs from Tmem176b (WT) mice and Tmem176b™ mice were
treated with NP-PEG-6cou for 30 minutes, then the immunostaining were performed
with anti-Tmem176b (red) antibody. Nuclei were stained with DAPI (blue). The graph
shows the colocalization representation by the intensity profiles of anti-TMEM176B
staining (red) and NP-PEG-6cou (green) obtained using ImageJ software, along the

indicated yellow line inside the white square. The fluorescence intensities are plotted
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along the y-axis and the image position along the x-axis. One experiment

representative of three is shown. At least 50 cells were analyzed/experiment.

F) CD11c" splenic DCs were left untreated or loaded with 3mg/ml soluble OVA for 4
hours + 20 uM BayK8644, NP-PEG-BayK8644 or eNP-PEG. B3Z T cell activation was
assessed through a colorimetric assay. A pool of three independent experiments is

shown, ***p < 0.001, ****p < 0.0001. One-way ANOVA test.

G) WT and Tmem176b” BMDCs were treated with LPS (0.25 pg/mL) for 3 hours,
washed and exposed for 2 hours to 50 uM BayK8644 encapsulated in chitosan
nanoparticles (NP-PEG-BayK8644), or an equivalent amount of empty NPs (eNP). IL-
1b was measured in the culture supernatant by ELISA. One experiment

representative of three is shown. ***p < 0.0001. Two-way ANOVA test.

H) WT BMDCs were treated with LPS (0.25 pg/mL) for 3 hours, washed and exposed
for 2 hours to 50 uM BayK8644 encapsulated in chitosan nanoparticles (NP-PEG-
BayK8644), or an equivalent amount of empty NPs (eNP) or 50 uM free BayK8644.
IL-1b was measured in the culture supernatant by ELISA. One experiment

representative of three is shown. ***p < 0.0001. Two-way ANOVA test.

) WT BMDCs were treated as in H. Inflammasome activation was studied by
assessiing Caspase-1 quantification by Flow cytometry using the FLICA-1 reagent.
Representative dot plots are shown for the FLICA quantification by flow cytometry.

One experiment representative of five is shown.

J) A pool of the five experiments commented in | is shown. *p<0.05, **p<0.01,

***p<0.001. One-way ANOVA test.
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Figure 4. Therapeutic treatment with BayK8644 encapsulated in chitosan
nanoparticles (NP-PEG-BayK8644) increases mice survival and reduces tumor

growth compared with empty nanoparticles (eNP-PEG).

WT and Tmem176b™ animals were inoculated with EG7 tumors. Once tumors
reached 25 mm?, animals were i.t. injected with 70 x10° moles of BayK8644, NP-
PEG-BayK8644 or eNP-PEG. Treatments were repeated every two days reaching a
total of five injections. Mice were euthanized when the longer diameter reached

tumors reached >200 mm.

Mouse survival of WT mice injected with NP-PEG-BayK8644 or eNP-PEG. **p< 0.01.

Log-rank (Mantel-Cox) Test.

Mouse survival of Tmem176b™ injected with NP-PEG-BayK8644 or eNP-PEG. ns=

not significant. Log-rank (Mantel-Cox) Test.

Mouse survival of WT mice injected with vehicle control or BayK8644. ns= not

significant. Log-rank (Mantel-Cox) Test.
Tumor growth follow up in WT mice injected with NP-PEG-BayK8644 or eNP-PEG.

Tumor growth follow up in Tmem176b” injected with NP-PEG-BayK8644 or eNP-

PEG.
Tumor growth follow up in WT mice injected with vehicle control or BayK8644.

Percentage of FLICA-1 (Active Caspase-1) positive cells within CD11lc+MHC+
conventional DCs in the TDLN 15 days after tumor cell inoculation in WT animals i.t.

injected with eNP-PEG or NP-PEG-Bay K86 44. *p< 0.05, Studentds t

Figure 5. Tumor control in NP-PEG-BayK8644-treated mice is associated with tumor

cell infiltration by CD8" T cells.
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WT mice were subcutaneously injected with 5.0x10° cell line E.G7-OVA. BayK8644,
eNP-PEG or NP-PEG-BayK8644 were i.t injected every 2 days when tumors size
reached 25 mm?. CD8" T cells were studied in cellular suspensions from tumors and
TDLNSs harvested at 24 hs after the third NP or BayK8644 injection from the indicated
groups. Animals from three experiments are shown. Absolute numbers are expressed
by 1x10° tumor cells ( V b*1clls). When indicated, NP-PEG-BayK8644-treated
animals were classified as responders if at the resection time their tumor sized

<100mm? and as progressors if they sized >100 mm?.

A) Absolute numbers of OVA-specific CD8" T cells in tumors.
B) Absolute numbers of total CD8" T cells in tumors.

C) Absolute numbers of OVA-specific CD8" T cells in tumors.
D) Absolute numbers of total CD8" T cells in tumors.

E) Correlation study between the tumor-infiltrating total OVA-specific CD8" T cell

absolute numbers and tumor size (mm?). Correlation test.

F) Correlation study between the tumor-infiltrating CD8" T cell absolute numbers and

tumor size (mm?). Correlation test.

G) Relative frequency of total CD8" T c el | s a neellsig turkobs bf2NP-PEG-
BayK8644-treated mice comparing progressor and responder animals. *** p < 0.001,

Student 6s t test .

H) Absolute numbers of total CD8" T c el | s a neellsig turkobs o2NP-PEG-
BayK8644-treated mice comparing progressor and responder animals. *** p < 0.001,

Student 6s t t est .

l) Representative flow cytometry dot plots of total and OVA-specific CD8" T cells in
tumors of NP-PEG-BayK8644-treated mice comparing progressor and responder
animals.
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J) Relative frequency of OVA-specific CD8" T cel | s a noells op tumdrslo?
NP-PEG-BayK8644-treated mice comparing progressor and responder animals. * p <

0. 05, Student d6s t test.

K) Absolute numbers of OVA-specific CD8" T cel | s a hoells g tumdrslop
NP-PEG-BayK8644-treated mice comparing progressor and responder animals. *** p

< 0.05, Studentds t test.
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Tables.

Table 1. Physico-chemical properties of the nanosystems obtained (mean + s.d.; n=3)

Size £ SD Zeta potencial Encapsulation
Type of nanosystem (nm) PDI £ SD + Sg (mv) effici:ncy (%)
cN\NP 180.7 +15.0 0.249 + 0075 27.8+1.3
cNP-PEG 1734+4.1 0.218+0.020 25.9+5.7
cNP-PEGBayK8644 209.9+11.9 0.198+0.032 24.6%22 99.8+ 0.1
csNP-PEG-6cou 199.1+2.65 0.228+0.006 24.2+1.04
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Materials and methods.

Nanoparticle Synthesis

Synthesis of CS-PEG copolymer

100 mg of chitosan-HCI (Protasan UP CL113), 27.6 mg of MeO-PEG-COOH, 2.4 mg
Biotin-PEG-CO,H and 3.4 mg of NHS were dissolved in 14 mL of water. Then, 69 mg
of EDC was added in four equal portions every 30 minutes. The resulting solution was
stirred for 24 hr at room temperature, and then was ultrafiltered (Amicon 10KDa) with

water and lyophilized to give chitosan-PEG as a white foam.

Preparation of CS nanoparticles

Synthesis of blank chitosan nanoparticles (NpCS) were prepared by using the solvent
displacement technique, described by Torrecilla et al. ((28)) based on the solvent
displacement method, with some modifications. Briefly, 40 mg of Lecithin were
dissolved in 0.5 mL of ethanolbef ore adding 125 ¢L of
acetone. This organic phase was directly poured over 20 mL of aqueous phase
containing 10 mg of CS and 50 mg of Poloxamer 188. The mixture turned milky
immediately as a result of the formation of CSNp. Finally, solvents were evaporated
under vacuum to a final volume of 10 mL. BayK8644 and fluorescent probe (6
coumarin) loaded CSNp formulations were prepared as described above by adding
0.5 mL of ethanolic BayK8644 solution (20 mg/mL) and 1 mL of ethanolic Coumarin
solution (1mg/mL) to the organic phase respectively. The final BayK8644

concentration obtained in CSNp was 1 mg/mL.

Nanoparticles characterization

Particle size and zeta potential

Hydrodynamic diameter and zeta potential of samples were obtained using a Nano-

ZetaSizer (Malvern Instruments Ltd., UK). Analyses were performed in aqueous
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medium at 25 °C, viscosity of 0.8872 cP and RI of 1.33. Particle size was read in
terms of z-average and zeta potential was calculated from measured electrophoretic
mobility using the Helmoltz-Smoluchowski equation. Samples were analyzed in

triplicate.
Surface morphology

The morphology of the nanocarriers was examined by transmission electron
microscopy (TEM), JEOL JEM-1010. Samples were stained with 2% (w/v)
phosphotungstic acid solution and placed on copper grids (200-mesh) for viewing by

TEM.
Encapsulation Efficiency of BayK8644-Loaded CSNp

The encapsulation efficiency of BayK8644 in the CSNp was determined indirectly by
the difference between the total amount of BayK8644 in the formulation and the free
drug found in the supernatant of the formulation. Consequently, the total amount of
drug was estimated by dissolving an aliquot of nonisolated BayK8644-loaded CSNp
with acetonitrile and measured with a high performance liquid chromatography
(HPLC) system. The no encapsulated drug was determined by the same method
following separation of the CS structures from the aqueous medium by
ultracentrifugation. The HPLC system consisted of a Thermo Scientific Ultimate 3000
equipped with a UV detector set at 410 nm and a reverse phase Zorbax Extend 300
cC18 column (4.6 I 150 mm i.d., pore si
consisted of a mixture of acetonitrile:water (50:50 v/v). The standard calibration

curves of BayK8644 were linear (r2 > 0.999) in the range of concentrations between

01-1. 4 eg/ mL.
Animals

Six-to-ten weeks old male or female C57BL/6 Tmem176b (WT) and Tmem176b™

mice were used (Jackson Lab; Bar Harbor, ME) and bred for up to 20 generations in
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the Transgenic and Experimental Animals Unit (UATE) of the Pasteur Institute in
Montevideo in conditions free of specific pathogens (SPF). These were kept in a
controlled environment, with a temperature between 19 and 21°C, and cycles of 14
hours of light and 10 hours of darkness. Mice received water and sterile ration
administered under ad libitum conditions. Tmem176b™ mice were generated in the
129/SvJ strain and heterozygous mice were backcrossed for 10 generations onto the
C57BL/6 background (Janvier, Saint Berthevin, France) as reported in ((29)).All
experiments were performed according to local regulation and approved by the Institut

Pasteur de Montevideo.
Cell line culture

The E.G7-OVA (expressing OVA antigen) cell line (ATCC® CRL-2 1 1 3 E, (Manassas,
VA), thymic Ilymphoma of murine origin) was cultured in DMEM medium
supplemented with 10% fetal bovine serum (SBF), 10 mM HEPES, 1 mM sodium
pyruvate, MEM-1% non-essential amino acids, 0.05 mM b-mercaptoethanol,
penicillin/streptomycin 100 units/mL and 0.4 mg/mL geneticin. It was kept at 37°C in

the presence of 5% CO..
Tumor Models and Treatments

Tmem176b and Tmem176b” C57BL/6 mice were injected s.c with 0.5 x 10° E.G7-
OVA thymic lymphoma cells. At the indicated experiment, injection was performed
alternating one Tmem176b and one Tmem176b” mouse until completing both
groups. In treated animals, alternation was done between BayK8644- and vehicle-
treated animals or NP-BayK8644 and eNP-treated animals. Tumor growth was caliper
measured manually every 2-3 days, and the two major diameters were taken. 70
nmoles of free BayK8644 or BayK8644 encapsulated in chitosan nanopatrticles, or the

same amount of empty NPs injections were repeated at the +2, +4, +6, +8 days after
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the first injection. Mice were sacrificed when one of the major tumor diameters

reached 2 cm.
Primary culture of dendritic cells derived from bone marrow (BMDCSs)

Dendritic cells derived from bone marrow (BMDCs) were obtained performing the
protocol described by Segovia et al ((30)). For this, the femurs and tibiae bone
marrow was extracted of Tmem176b and Tmem176b” C57BL/6 mice. After red blood
cells lysis, 5.0x10° cells were seeded in Petri dishes, in RPMI supplemented medium
(10% fetal bovine serum, 10 mM HEPES, 1 mM sodium pyruvate, 1 % non-essential
MEM-amino acids, 2 mM L-glutamine , 0.05 mM b-mercaptoethanol,
penicillin/streptomycin 100 units/mL). Thus, bone marrow-derived DCs were
differentiated by culturing bone marrow cells for 8 days in the presence of 0.4 ng/mL
GM-CSF. On day 3 and 6, the growth medium was renewed, adding GM-CSF to the
culture each time. At day 8, adherent cells were >95% CD11c'CD11b*MHC II™

evaluated by flow cytometry analysis.
Nanoparticles uptake by Bone Marrow Dentritic Cells (BMDCs).

At day 8, BMDCs were detached with a buffer solution containing SFB and EDTA. For
confocal microscopy internalization studies, 1.0x10° cells were seeded in a 12-well
plate, glass cover slips were previously placed in each well. Cells were allowed to
adhere for 1,5 hours and stimulated for 30 minutes with 6 coumarin-NP at 37°C to
allow endocytosis process or 0°C (as a negative control), washed and then chased for
15 minutes at the same conditions. Al
semi-spectral confocal laser scanning microscope (Beckman Coulter). For flow
cytometry internalization studies, the same protocol was followed as mentioned
above. BMDCS were collected and samples were acquired using Cyan ADP Flow
Cytometer equipped with a 488 nm laser and a band filter (530/40 nm). For data

analysis FlowJo v.X software (BD, Ashland, OR, USA) was used.
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Colocalization Studies by Confocal Microscopy

Tmem176b** (WT) and Tmem176b” C57BL/6 BMDCs were plated in 12-well plate
(1x10° cells/well) containing glass cover slips and cultured for 1,5 hours. Then cell
were treated with 6-coumarin NPs during 30 minutes, washed and chased for 15
minutes. Cells were fixed in 2% (w/v) paraformaldehyde (PFA) for 15 min,
permeabilized and blocked using TritonX100 0,1%, 3% BSA in PBS. Primary
antibody, rabbit anti-mTMEM176B Polyclonal antibody (Proteintech Group) 5 eg/mL,
or a control IgG antibody, was diluted in BSA-PBS-Triton solution and incubated
overnight at 4 °C. Three washing steps were performed using PBS solution. Biotina-
donkey anti-Rabbit IgG (H+L) secondary antibody diluted 1:500 in BSA-PBS-Triton
was added and incubated for 1,5 hours. After washing, cells were incubated with
Streptavidin Alexa Fluor 568 conjugate (Molecular Probes) diluted 1:1000 in BSA-
PBS-Triton. Finally, nuclei were stained with DAPI diluted 1:5000 (Life Technologies)
and incubated for 5 minutes. Sections were mounted in ProLong antifade mounting
medium (Molecular Probes). Fluorescence was observed by confocal microscopy

Zeiss LSM &pedtiEl s e mi
In Vitro Inflammasome Activation

IL-16 was quantified in BMDCs culture supernatant as a readout of the NLRP3
inflammasome activation. As mentioned above, at day 8, 5.0x10* BMDCs were
seeded in a 96-well plate, and allowed to adhere for 1,5 hours. Then, cells were
stimulated for 3 hs with 0.25 eg/mL LPS, washed and treated for 2 hours with the
indicated doses of free BayK8644, NP-BayK8644 and eNP. The presence of IL-1b
was determined with a ELISA kit, according to the manufacturer protocol (Biolegend,

432603).

To determine Caspase-1 activation by Western blot, culture supernatants from

BMDCs stimulated in the absence of FBS were precipitated with 20%(v/v) TCA and
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washed with acetone. Cell lysates were generated with RIPA buffer in the presence of
a protease inhibitor cocktail. Cell lysates and precipitates from culture supernatants
were electrophoresed, blotted and probed with anti-Caspase-1 (Adipogen, AG-20B-
0042) antibodies. Quantification was carried out using ImageJv.1.5i software and for

statistical analysis.

Caspase-1 activation was guantified in Tmem176b BMDCs culture as a readout of the
NLRP3 inflammasome activation. As mentioned above, at day 8, BMDCs were
seeded (5x10°cells) in 35 mm culture dishes, and allowed to adhere for 1,5 hours.
Cells were stimulated for 2 hr with 100 ¢ M of free BayK8644, NP-BayK8644 and eNP
and then washed. BMDCs were stained with FLICA-1 (FLICA 660 Caspase-1 Assay,
ImmunoChemistry) for 30 minutes, and analyzed by flow cytometry using Cyan ADP
Flow Cytometer equipped with a 488 nm laser and a band filter (530/40 nm). For data

analysis FlowJo v.X software (BD, Ashland, OR, USA) was used.
Antigen cross-presentation assays in mouse splenic dendritic cells.

To obtain splenic DCs, spleen of C57BI6 mice was extracted, cut into small pieces
and treated with collagenase-D (Roche, Merck). After 30 minutes of incubation at 37 °
C, the enzymatic reaction was stopped with a 10 mM EDTA solution. Lysis of red
blood cells was performed with an ammonium chloride solution. Finally, cells were
washed with PBS/SFB1%. For the isolation of CD11c* cells, murine anti-CD11c
monoclonal antibodies coupled to magnetic microspheres supplied in the commercial
kit "CD11c MicroBeads UltraPure, mouse" (Miltenyi Biotec Inc, Auburn, CA, USA)
were used according to the protocol suggested by the manufacturer. Briefly, splenic
cells were labeled with anti-CD11c antibodies conjugated to the beads. The cells were
allowed to pass through a magnetic column subjected to a magnetic field. Thereby,

CD11c" cells were retained on the column. Then, the column was removed from the
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influence of the magnetic field and cells were eluted. The purity of the CD11c" fraction

was confirmed by flow cytometry.

CD11c" spleen cells were incubated with 3 mg/mL of soluble OVA, or OVA plus 20
eM of free BayK8644, 20 ¢M of BayK8644 encapsulated into chitosan nanoparticles
(NP-BayK8644) or empty counterpart (eNP) for 4 hours in supplemented-RPMI
medium. Also, as a control, CD11c" spleen cells were incubated with SIINFEKL
peptide at indicated concentrations or SIINFEKL peptide plus BayK8644 for 4 hours in
supplemented-RPMI medium. Cells were then washed with PBS/BSA 1% and fixed
with 0.008 % glutaraldehyde for 3 minutes on ice and quenched with 0.2 M glycine
solution. After one final wash with PBS, CD11c" spleen cells were incubated with the
B3Z cell line (T cell hybridoma cell line) for 18 hours at 37°C and 5% CO,. B3Z cell
line specific for SIINFEKL allowed us to study the T cells activation, and was kindly
provided by Ignacio Cebrian (Membrane Fusion Laboratory, IHEM -CONICET;
Faculty of Medical Sciences, UNCuyo). The B3Z cell line is a b-galactosidase (lacz)
inducible T cell hybridoma. They are stably transfected with the Dectin-1-CD3g
chimeric construct (Dectin-1 extracellular region fused to the CD3g cytoplasmic
region). Furthermore, these cells are transiently transfected with an NFAT-LacZ
reporter gene (activated T-cell nuclear factor NFAT, fused to the E. coli lacZ gene);
since CD3g¢ triggers an intracell mloathe si gnal
transcriptional factor NFAT. Previous studies demonstrated that the heterologous lacZ
gene, under the control of the complete enhancer region of IL-2 or NFAT alone, is
specifically induced in transfected and activated T cells. Therefore, activation of
transfected T cells results in the synthesis of the products of the IL-2 and lacZ genes.
The activation of B3Z c el | -gdlactosidasevaatigity bje asur e d
optical density (absorbance at 595i 655 nm) using chlorophenol red-b-D-

galactopyranoside (CPRG; Roche) as substrate for the reaction.
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Ex vivo isolation and flow cytometry analysis of CD8+ T cells

Tmem176b C57BL/6 mice were injected s.c with 0,5 x 10° EG7 thymic lymphoma
cells. When tumors were palpable (tumor size of 5mm x 5mm), 70 nmoles of
BayK8644 encapsulated in NPs was intratumorally injected. NPs injections were
repeated at the +2, +4 days after the first injection. After the third NP-BayK8644

injection, tumors were resected.

Animals treated with NP-BayK8644 were classified according to tumor growth
kinetics. Those animals that control tumor growth over time (tumor size at the
resection time were <100mm?) were named Responders. Inversely, those animals did
not control the tumor size were called Progressors. T cells were isolated by
dissociating tumor tissue in the presence of collagenase D (1 mg/ml) (Roche- Merck)
for 10 min at 37°C. Reaction was stopped with EDTA 10mM, and the suspension was
filter through a 50 um strainer. After red blood cell lysis, flow cytometry analysis was
performed. For flow Cytometry analysis, single cell suspensions were stained with
antibodies against surface molecules CD8U-APC-Cy7, TCRb-PE, CD19-PercPCy5.5,
OVA-pentamer-APC and TCRvb12-FITC to discriminate EG.7-OVA tumor cells. All
data were collected on a FACS Aria Fusion (BD Biosciences) and analyzed with

FlowJo software (FlowJo v.X software (BD, Ashland, OR, USA).
Quantitative RT-PCR

Quantitative RT-PCR Total RNA from tumors was isolated using TRIzol Reagent
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Reverse transcription was performed using M-MLV
Reverse Transcriptase and random primers fol
(Invitrogen). Gene expression was assessed with the Fast SYBR Green Master Mix
reagent (Applied Biosystems, Foster City, CA). Mouse primers used in this study
(Table X) were all designed over different exons to prevent amplification of genomic

DNA. Gapdh gene was used as the reference gene. Real-time PCR was performed

162



using the Eco Real-Time PCR System (lllumina). Gene expression was normalized
using glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase and expressed in arbitrary units

using the 2% ®method ((31)).
Statistical analysis

Statistical analyses were performed by GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, Inc.,
La Jolla, CA). Survival analyses were done with the Log-rank (Mantel-Cox) test.
Comparison of two experimental conditions was
Comparison of multiple conditions was done with one-way ANOVA tests. Differences
in gene expression between responder and progressors groups were assessed using

the unpaired t-test when normality assumption was met.
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Highlights
¢ TMEM176B inhibits the NLRP3 inflammasome by controlling
cytosolic Ca*.

e Lack of Tmem176b enhances antitumor immunity via the
caspase-1/IL-1B pathway

e Human tumors responding to immune checkpoint blockade
display an inflammasome-activated signature

A TMEM176B inhibitor improves the antitumor activity of
immune checkpoint blockade
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Segovia et al. show that TMEM176B
inhibits inflammasome activation and IL-
1B cleavage by controlling cytosolic Ca?*
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infiltration by CD8" T cells and improves
the antitumor activity of immune
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SUMMARY

Although immune checkpoint blockers have yielded significant clinical benefits in patients with different ma-
lignancies, the efficacy of these therapies is still limited. Here, we show that disruption of transmembrane
protein 176B (TMEM176B) contributes to CD8* T cell-mediated tumor growth inhibition by unleashing
inflammasome activation. Lack of Tmem176b enhances the antitumor activity of anti-CTLA-4 antibodies
through mechanisms involving caspase-1/IL-1 activation. Accordingly, patients responding to checkpoint
blockade therapies display an activated inflammasome signature. Finally, we identify BayK8644 as a potent
TMEM176B inhibitor that promotes CD8* T cell-mediated tumor control and reinforces the antitumor activity
of both anti-CTLA-4 and anti-PD-1 antibodies. Thus, pharmacologic de-repression of the inflammasome by
targeting TMEM176B may enhance the therapeutic efficacy of immune checkpoint blockers.

INTRODUCTION However, only arestricted number of patients show clinical ben-

efits (Syn et al., 2017; Binnewies et al., 2018), suggesting that
Blockade of immune checkpoints, including the cytotoxic T  other immune inhibitory mechanisms may limit the efficacy of
lymphocyte-associated protein (CTLA)-4 and the programmed  these treatments. In this regard, high intratumoral K* leads to
cell death-1 (PD-1)/PD ligand-1 (PD-L1) pathway, have increased T cell dysfunction by inhibiting voltage and Ca?*-dependent K*
overall survival and progression-free survival of cancer patients.  channels expressed in antitumoral T lymphocytes (Eil et al.,

Significance

Therapies targeting immune checkpoint pathways have revolutionized treatment of several cancers. However, innate and
adaptive mechanisms may limit the clinical efficacy of this therapeutic modality. Here, we identify the transmembrane
protein 176B (TMEM176B) as an innate immune checkpoint that curtails CD8* T cell-mediated immunity by repressing in-
flammasome activation. Genetic disruption or pharmacologic inhibition of TMEM176B potentiates antitumor immunity and
enhances the efficacy of anti-CTLA-4 and anti-PD-1 antibodies in mice by unleashing infammasome activation. Accord-
ingly, an activated inflammasome signature delineates favorable clinical responses in patients receiving immune checkpoint
blockers. Thus, targeting TMEM176B may influence antitumor effector mechanisms by de-repressing inflalmmasome
activation.

oo Cancer Cell 35, 767-781, May 13, 2019 © 2019 The Authors. Published by Elsevier Inc. 767
This is an open access article under the CC BY license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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2016), suggesting a role for ionic channels as regulatory check-
points and therapeutic targets to reinforce antitumor immunity.

Recognition of immunogenic tumors by innate immune sen-
sors including the TMEM173 (STING) type | interferon pathway
leads to stimulation of CD8" T cell-mediated immunity and
potentiation of CTLA-4- and PD-1-targeted therapies (Woo
et al., 2014). Within the human myeloid compartment, STING
controls the NLRP3 inflammasome (Gaidt et al., 2017), a cyto-
solic multiprotein complex that, once activated, cleaves cas-
pase-1, which then processes pro-interleukin-18 (IL-18) and
pro-IL-18 to give the active and secreted forms of these
pro-inflammatory cytokines (Rathinam and Fitzgerald, 2016).
Altered levels of cytosolic cations have been shown to control
secretion of active IL-1p through modulation of inflammasome
activation (Gong et al., 2018). Interestingly, activation of the
NLRP3 inflammasome following immunogenic chemotherapy
sensitizes tumors to immune checkpoint blockers (Pfirschke
et al., 2016). However, the role of the NLRP3 inflammasome
in modulating checkpoint blockade therapies has not yet
been explored.

Transmembrane protein 176B (TMEM176B), also known as
tolerance-related and induced (TORID), has been identified as
animmunoregulatory cation channel (Louvet et al., 2005; Segovia
et al., 2014). This ubiquitously expressed protein contains four
transmembrane domains and an ITIM motif in its C terminus
(Eon Kuek et al., 2016). TMEM176B and its homologous
TMEM176A are members of the CD20-like MS4A family of pro-
teins (Eon Kuek et al., 2016; Louvet et al., 2005) and are highly ex-
pressed in monocytes, macrophages, and CD11b* dendritic cells
(DCs) (Condamine et al., 2010). Here we explored the role of
TMEM176B in inflammasome regulation, T cell-dependent anti-
tumor immunity and response to immune checkpoint blockade
therapies.

RESULTS

TMEM176B Inhibits Activation of the NLRP3
Inflammasome

To investigate whether TMEM176B regulates inflammasome
activation, we injected ATP in wild-type (WT) or Tmem176b "
mice (Figure 1A). In this model, neutrophil recruitment to the
peritoneal cavity relies on caspase-1/11 activation (Schroeder
et al., 2017). We observed that Tmem176b '~ mice recruited
significantly more neutrophils than WT animals. To determine
whether increased neutrophil recruitment upon ATP injection
was dependent on inflammasome activation, we generated
Tmem176b ' Casp? '~ double knockout (DKO) mice (Fig-
ure S1A). Peritoneal neutrophil recruitment was almost
completely inhibited in Tmem176b ' Casp1~'~ compared with
Tmem176b~'~ animals (Figure 1A). ATP-induced neutrophil
recruitment in Tmem176b '~ mice was also interrupted by injec-
tion of a caspase-1 inhibitor (Figure S1B). We then stimulated
WT and Tmem176b '~ bone marrow-derived DCs (BMDCs)
with the well-established NLRP3 activators ATP and nigericin
and determined IL-1p in culture supernatants as a readout of
inflammasome activation. We observed that, for both stimuli,
Tmem176b '~ BMDCs secreted significantly higher levels of
IL-1B than WT DCs in a dose- and time-dependent manner
(Figures 1B and 1C). Similar findings were observed when
we stimulated BMDCs with aluminum particles (Figure S1C).
Western blot studies confirmed that the mature (cleaved)
form of IL-18 was more abundant in culture supernatants from
Tmem176b~'~ BMDCs compared with those obtained from
WT cells (Figure 1D). Moreover, we observed increased
mature caspase-1 in supernatants from Tmem?176b '~ BMDCs
compared with WT cells when stimulated with ATP (Figure 1D).
Although lower doses (2.5 M) of nigericin induced expression of

Figure 1. The lonic Channel TMEM176B Inhibits the NLRP3 Inflammasome

(A) Representative dot plots and absolute number of neutrophils (CD11b* Ly6C™ Ly6G*) in peritoneal lavage 4 h after intraperitoneal (i.p.) injection with vehicle
control (PBS) or 20 mg/kg ATP. In the plots, CD11b* cells were analyzed for Ly6C and Ly6G expression. At least six animals were studied in each group in two
independent experiments. ns, not significant; ‘p < 0.05; one-way ANOVA test.

(B and C) Dose-response (B) and time-response (C) analysis of WT and Tmem176b /~ bone marrow-derived DCs (BMDCs) treated with LPS (0.25 pg/mlL) for 4 h,
washed and treated with ATP (left) or nigericine (Nig) (right). IL-1f in culture supernatants was determined by ELISA. One experiment representative of five is
shown. *p <0.05, **p < 0.01; two-way ANOVA test.

(D) Western blot analysis of pro-IL-1f and pro-caspase-1 (lysates) or IL-15 and caspase-1 (supernatants) in WT and Tmem176b '~ BMDCs stimulated with LPS
asin (B and C) and then treated for 90 min with 2.5 uM Nig or 0.5 mM ATP. One experiment representative of three is shown.

(E) Caspase-1 activation in WT and Tmem176b '~ BMDCs treated with LPS and then exposed to 0.5 mM ATP or 2.5 uM Nig for 45 min. Cells were harvested and
stained with FLICA1 reagent. One experiment representative of three is shown. *p < 0.05; two-way ANOVA test.

(F)IL-1p secretion by WT and Tmem176b~'~ BMDCs treated as in (E) compared with those treated with 10 uM Z-WEHD-FMK 15 min before ATP. One experiment
representative of three is shown. **p < 0.01, ****p < 0.0001; two-way ANOVA test.

(G and H) Detemination of IL-1 (G) and IL-18 (H) by ELISA in culture supernatants from WT, Tmem176b~/~, and Tmem176b~'~Casp1~/~ BMDCs treated as in
(E). One experiment representative of two is shown. *p < 0.05, **p < 0.01, ****p < 0.0001; two-way ANOVA test.

() Determination of IL-1f in culture supernatants of THP-1-differentiated macrophages expressing GFP or GFP-TMEM176B untreated or treated for 3 h with
0.25 pg/mL LPS and then for 2 h with 2.5 uM Nig. One experiment representative of four is shown. **p <0.01, ***p < 0.001; two-way ANOVA test.

(J) Calcium determination in WT and Tmem176b '~ BMDCs treated for 3 h with 0.25 pg/mL LPS and 0.5 mM ATP. Cells were loaded with Ca®*-sensitive probe
Fura-2. Emission at 340/380 nm was recorded in time-lapse experiments; 0.5 mM ATP was added when indicated by the arrow. Scale bars, 10 um.

(K) Determination of IL-13 in BMDCs exposed to the NLRP3 inflammasome activator ATP as described in (E) in the presence or absence of the intracellular Ca®*
chelator BAPTA (100 uM) or DMSO vehicle control. One experiment representative of three is shown. *p < 0.05; two-way ANOVA test.

(L) Determination of IL-1f in BMDCs ing ir ne ion in the presence of control buffer (5 mM) or high K* buffer (120 mM). One experiment
representative of three is shown. *p < 0.05; two-way ANOVA test.

(Mand N) Determination of IL-1f3 in BMDCs following inflammasome activation in the presence or absence of the Ca®*-activated K* channels blockers iberiotoxin
(IbTx) in (M) or hydroxychloroquine (HCQ) in (N). One experiment representative of three is shown in each case. *p <0.05, **p < 0.01; two-way ANOVA test.

In ELISA experiments, ND stands for not detected.

Mean + SD are shown.

See also Figure S1.
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mature caspase-1 in culture supernatants from Tmem176b '~
but not WT BMDCs (Figure 1D), higher doses (5 uM) of this
NLRP3 activator induced cleavage of caspase-1 in WT DCs,
whereas lipopolysaccharides (LPS) alone did not (Figure S1D).
In agreement with this observation, flow cytometry studies using
the FLICA1 reagent revealed higher caspase-1 activation in
Tmem176b~'~ BMDCs (Figure 1E), suggesting that caspase-1
may contribute to mature IL-1B secretion by Tmem176b /-
BMDCs. To confirm these findings, we induced inflammasome
activation in WT and Tmem176b/~ BMDCs in the presence or
absence of a caspase-1 inhibitor and found that IL-1p secretion
was completely inhibited when caspase-1 activation was inter-
rupted (Figure 1F). Moreover, IL-1B secretion was completely
abrogated in Tmem176b ' Casp1~/~ BMDCs (Figure 1G).
Thus, increased IL-1 secretion observed as a result of
Tmem176b deficiency requires intact caspase-1 activity. More-
over, Tmem176b '~ BMDCs also secreted higher amounts of
IL-18 compared with WT cells in a caspase-1-dependent
manner (Figure 1H).

We then speculated that TMEM176B overexpression may
impair IL-1B secretion in cells in which the inflammasome was
activated. To address this issue, THP-1-differentiated macro-
phages were transfected with TMEM176B/GFP or GFP alone
(Figure S1E) and then treated with LPS and nigericin. TMEM176B
overexpression impaired IL-1f secretion compared with GFP-
expressing cells (Figure 1l); this effect was not associated with
increased cell death (Figure S1F). Thus, cation channel
TMEM176B inhibits activation of the NLRP3 inflammasome. On
the other hand, TMEM176B expression in BMDCs appears to
be modulated, at least in part, by inflammasome activation (Fig-
ure S1G), suggesting bidirectional regulation of these pathways.
Of note, lower TMEM176B expression was not associated with
widespread inhibition of inflammatory mediators (Figure S1G) or
with increased cell death (Figure S1H) in inflammasome-stimu-
lated BMDCs.

TMEM176B Inhibits the Inflammasome through the
Control of Cytosolic Ca%*

TMEM176B is an endophagosomal non-selective monovalent
cation channel (Segovia et al., 2014). Because the NLRP3 inflam-
masome is tightly regulated by cytosolic K* (Munoz-Planillo
et al., 2013) and Ca?* (Murakami et al., 2012) levels, we specu-
lated that TMEM176B may inhibit inflammasome activation
through the regulation ofion homeostasis. To address this ques-
tion, we first determined cytosolic Ca* levels in WT and
Tmem176b~'~ BMDCs stimulated with ATP. BMDCs lacking
Tmem176b showed greater cytosolic Ca®* as compared with
WT BMDCs (Figure 1J). Interestingly, intracellular Ca®* chelation
completely blocked IL-1B secretion in WT and Tmem176b '
BMDCs (Figure 1K). This effect was also dependent on K* efflux
in WT and Tmem176b '~ BMDCs (Figure 1L).

We recently showed that Ca®*-activated K* channels are
involved in ATP-triggered inflammasome activation (Schroeder
et al., 2017). We therefore inhibited Ca®*-activated K* channels
in ATP-treated WT and Tmem176b '~ BMDCs and determined
the amounts of IL-1B in culture supernatants. Inhibition of
channel function using iberiotoxin or hydroxychloroquine
(Schroeder et al., 2017) led to dose-dependent reduction in
IL-1B secretion by WT BMDCs. Interestingly, IL-1p secretion
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by Tmem176b~'~ BMDCs was completely abrogated by both
inhibitors at doses that partially inhibited IL-1p secretion in
WT BMDCs (Figures 1M and 1N). Thus, heightened inflamma-
some activation in Tmem176b '~ BMDCs is highly dependent
on Ca’*-activated K* channels. These results suggest that
TMEM176B impairs ATP-induced cytosolic Ca®* accumulation,
preventing Ca®*-dependent K* channel-driven inflammasome
activation.

Lack of Tmem176b Restrains Tumor Growth in an IL-1-
and Caspase-1-Dependent Manner

To investigate whether TMEM176B-mediated regulation of in-
flammasome activation may influence antitumor immunity, we
first examined the relevance of TMEM176B expression in
human cancer. High stromal TMEM176B expressionincoloncan-
cer was associated with significantly lower overall patient survival
(Figures S2A and S2B). Moreover, we detected a striking negative
correlation between TMEM176B and NLRP3/IL1B expression
from single-cell RNA sequencing analysis in macrophages infil-
trating human melanoma (data analyzed from Jerby-Arnon
et al., 2018), suggesting a role for this axis in the tumor micro-
environment (Figure S2C). Accordingly, Tmem176b~'~ mice
inoculated with MC38 (colon), LL/2 (LLC1; lung), or EG7 (thymic
lymphoma) cell lines showed higher survival (Figure 2A) and
reduced tumor growth (Figure S2D) compared with WT mice.
Although TMEM176B is expressed by the three tumor cell
lines studied (Figure S2E), immune cells from tumor-bearing
Tmem176b '~ animals did not show enhanced in vivo cytotoxicity
against WT cells compared with tumor-bearing Tmem176b*'*
mice (Figure S2F), suggesting that tumor-associated TMEM176B
is not immunogenic in Tmem176b '~ hosts.

To investigate the mechanisms underying TMEM176B contri-
bution to tumor growth, we studied inflammasome activation
and found no differences in caspase-1 activation in tumors devel-
oped in WT and Tmem176b '~ mice (Figure S2G). However, we
found increased caspase-1 activation in tumor-draining lymph
nodes (TDLN) from Tmem176b '~ mice compared with WT ani-
mals (Figures 2B-2E). Moreover, flow cytometry analysis revealed
augmented caspase-1 activation in resident CD11c" MHC II*
CD11b* classical DCs (cDCs)in TDLN from Tmem176b '~ versus
WT tumor-bearing mice (Figures 2F, 2G, and S2H). Migratory and
resident cDCs were discriminated based on CD11c and MHC Il
expression (Figure S2H) as described (Laouietal., 2016). Interest-
ingly, CD11c™ MHC II* CD11b* cDCs expressed considerable
amounts of TMEM176B (Crozat et al., 2011) and TDLN contained
higher frequency of CD11b* TMEM176B* cells compared with
lymph nodes from naive animals (Figure S21).

Since CD11b* cDCs induce differentiation of Th17 cells (Durai
and Murphy, 2016), we speculated that this CD4" T cell subset
may augment in TDLN from Tmem176b~'~ mice. We observed
increased frequency of TCRB* CD4* RORyt" cells in TDLN
from Tmem176b '~ animals compared with WT and anti-IL-
1B-treated Tmem176b/~ mice (Figure S2J). Moreover, in vitro
re-stimulation of TDLN cells with ovalbumin (OVA) showed
increased proportion of IL-17* CD4* T cells in Tmem176b '
compared with WT mice (Figure S2K), and in vivo IL-17A
blockade showed a clear trend toward suppression of the anti-
tumor effect in tumor-bearing Tmem176b '~ mice (Figure S2L).
Thus, Tmem176b deficiency is associated with an enhanced
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frequency of functional TCRB* CD4* RORyt" IL-17* T cells in an
inflammasome-dependent manner.

To study whether increased inflammasome activation could be
responsible for tumor control in mice lacking Tmem?176b, we
blocked IL-1p and studied EG7 tumor development. Treatment
with anti-IL-1p-neutralizing antibodies, but not with control immu-
noglobulin G, eliminated the antitumor activity displayed by
Tmem176b '~ mice (Figure 2H). This effect was also verified in
Tmem176b '~ Casp? '~ DKOmice (Figure 2I). These results sug-
gest that diminished tumor growth observed in Tmem?176b "
mice depends on inflammasome activation.

To further examine the cellular effectors involved in tumor
growth inhibition in Tmem176b~'~ mice, we analyzed a panel of
immunological mediators by gRT-PCR and found no differences
between tumors growninWTor Tmem176b '~ mice (Figure S3A).
Moreover, we did not find significant changes in the percentage or
absolute number of infiltrating myeloid, B, NK, NKT, or CD4*
TcellsbetweenWT and Tmem176b '~ tumors (Figure S3B). How-
ever, the percentage of total CD8" T cells within tumor infiltrates,
as well as the absolute number of total and tumor-specific CD8*
T cells, was considerably increased in tumors grown in
Tmem176b '~ mice compared with those developed in WT
mice (Figures S4A and S4B). Although the absolute number of
CD4* CD25" Foxp3* regulatory T (Treg) cells was higher in
tumors developed in Tmem176b /'~ versus WT animals, an
increased effector T cell (CD8)/Treg (Foxp3) ratio was apparent
(Figure S4C). Moreover, tumor-infitrating CD8* T cells from
Tmem176b~'~ mice showed greater proliferation compared
with those obtained from WT animals when re-stimulated in vitro
with OVA MHC | peptide (Figure S4D). Interestingly, we found
downregulation of the Treg-related molecules Foxp3, CTLA-4,
CCL5, CCL19, and CCL22 in TDLN from Tmem176b '~ versus
WT mice (Figure S3A). Moreover, decreased percentages but
not absolute numbers of TCRB* CD4* Foxp3* Treg cells were
observed in TDLN from Tmem176b '~ versus WT mice, and

the CD8/Treg ratio in TDLN was significantly increased in
Tmem176b '~ mice (Figures S5A and B). In vivo, MHC |-depen-
dent CD8" T cell-mediated cytotoxicity against OVA-expressing
cells was increased in tumor-bearing Tmem176b '~ compared
with WT mice (Figures 2J and S5C). This effect was prevented in
Tmem176b '~ animals treated with anti-IL-1B antibodies (Fig-
ure 2K) as well as in Tmem176b '~ Casp1~/~ animals (Figure 2L).
Within the tumor microenvironment, CTLs from Tmem176b /-
Casp1~/~ animals expressed lower levels of the degranulation
marker CD107athan thosefrom Tmem176b '~ mice (Figure S5D).
Interestingly, depletion of CTLs in Tmem176b '~ mice using an
anti-CD8 antibody increased tumor growth to similar levels as
those observedin WT mice (Figure 2M). Thus, Tmem176bdeletion
enhances CTL-mediated tumor control through mechanisms
involving the caspase-1/IL-1B pathway. This mechanism is
associated with inflammasome-dependent induction of TCRB*
CD4* RORyt" cells. Altogether, these results support a role for
TMEM176B as an emerging immune checkpoint thatinterruptsin-
flammasome activation and links innate and adaptive antitumor
responses.

Infi. A Reinforces Immune
Checkpoint Blockade Therapies

Given the influence of Tmem176b deletion in antitumor immu-
nity, we investigated whether targeting this ion channel might
control the efficacy of immune checkpoint blockade. We found
increased survival of Tmem176b '~ compared with WT tumor-
bearing mice following treatment with anti-CTLA-4 monoclonal
antibody (mAb) (Figure 3A). This effect was dependent on inflam-
masome activation, as it was abrogated in Tmem176b '~
Casp1~'~ animals (Figure 3A). To investigate this further, we in-
jected anti-CTLA-4 or anti-PD-1 mAb in EG7 tumor-bearing
Casp1/11/~ or NIrp3 '~ mice. Lack of Casp1/11 eliminated
the antitumor effects triggered by CTLA-4 or PD-1 blockade (Fig-
ure 3B). Although the experiments performed in Nirp3 ™/~ mice

Figure 2. Mice Lacking Tmem176b Control Tumor Growth through an IL-18- and caspase-1-Dependent Manner

(A) Survival of WT and Tmem176b '~ mice injected subcutaneously with MC38 colon cancer cells (1 x 10% left graph), LL2 lung cancer cells (1 x 10° central
graph), or EG7 thymic lymphoma cells (1 x 10% right graph). Mice survival was monitored every 3 days. The ratio shows the number of surviving animals/total
injected mice from three experiments. ‘p < 0.05, **p < 0.01; log rank (Mantel-Cox) test.

(B and C) Western blot analysis (B) and semiquantification (C) of pro-caspase-1 and caspase-1 expression in tumor-draining lymph nodes (TDLN) from WT and
Tmem176b~'~ mice. At least four animals/group are shown. *p < 0.05; Student’s t test.
(D and E) Confocal microscopy (D) and semi ion (E) of caspase-1

n = 3 each group. *p < 0.05, ***p < 0.001; one-way ANOVA test.

(F) Flow cytometry analysis of FLICA1* cells within TDLN. SSC, Side scatter. One experiment representative of two is shown.

(G) Evaluation of FLICA1* CD11b* and CD11b™ classical DCs (cDCs) in TDLN is shown. ns, not significant; ***p < 0.001; Student’s t test.

(H) Survival of Tmem176b~'~ EG7 tumor-bearing mice treated with anti-IL-1f or control immunoglobulin G (IgG) antibodies. The ratio shows the number of
surviving animals/total injected mice from one experiment. “p < 0.05; log rank (Mantel-CoXx) test.

(1) Survival of untreated Tmem176b "/~ and Tmem176b~'~Casp1~/~ EG7 tumor-bearing mice. The ratio shows the number of surviving animals/total injected mice
pooled from three independent experiments. *p < 0.05; log rank (Mantel-Cox) test.

W) In vivo icity against OVA-expressing cells in WT and Tmem176b '~ EG7 tumor-bearing mice. Data from four different animals and one experiment in
each group are shown. **p < 0.01; Student’s t test.

(K) In vivo cytotoxicity against OVA-expressing cells in EG7 tumor-bearing Tmem176b '~ mice treated with anti-IL-1B neutralizing or control IgG antibodies.
*p <0.05; Student’s t test.

L) In vivo cytotoxicity against OVA-expressing cells in tumor-bearing Tmem?176b '~ versus Tmem176b ' Casp1~'~ mice. Data from two experiments are
shown. *p < 0.05; Student’s t test.

(M) Survival of tumor-bearing WT and Tmem176b '~ mice left untreated or treated with anti-CD8 depleting antibodies. The ratio depicts the number of surviving
animals/total injected mice. Data from one experiment are shown. *p < 0.05; log rank (Mantel-Cox) test.

The genetic background of the animals used was C57BL/6.

Mean + SD are shown.

See also Figures S2-S5.

ion using the FLICA1 fluorescent probe in TDLN. Scale bars, 10 um.
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Figure 3. Inflammasome Activation Reinforces Immune Checkpoint Blockade
(A) Survival of WT, Tmem176b~/~, and Tmem176b~/~Casp1~/~ mice inoculated with EG7 tumor cells and receiving anti-CTLA-4 or control IgG antibodies.

“p < 0.05; log rank (Mantel-Cox) test.

(B and C) Survival of WT and Casp1/11~/~ (B) or Nirp3~/~ (C) mice inoculated with EG7 tumor cells and injected with control IgG, anti-CTLA-4, or anti-PD-1

antibodies. ns, not significant; “p < 0.05; log rank (Mantel-Cox) test.

Data from three (A and B) or two (C) experiments are shown. The ratio depicts the number of surviving animals/total injected mice.

did not reach statistical significance, there was a trend toward
lower survival in those mice when treated with anti-CTLA-4 or
anti-PD-1 mAb (Figure 3C). Moreover, we found no differences
in tumor growth in mice lacking inflammasome components un-
der control conditions (Figures 3B and 3C), in agreement with
previous reports (Ghiringhelli et al., 2009). These results highlight
the importance of triggering inflammasome activation toimprove
the efficacy of checkpoint blockade therapies.

Sensitivity to Inmune Checkpoint Blockers Is

A iated with an “Infi. Activated”
Signature in Cancer Patients

We then investigated whether inflammasome-related genes
might be associated with clinical responses in patients treated
with immune checkpoint blockers. First, we analyzed whole-
exome sequencing and transcriptomics data from a cohort of
melanoma patients treated with immune checkpoint inhibitors
(Riaz et al., 2017). These studies focused on pre-treatment and

on-treatment tumor biopsies from patients receiving anti-PD-1
mADb after progression from anti-CTLA-4 therapy (IPI-progress-
ing) and patients treated with anti-PD-1 without previous anti-
CTLA-4 treatment (IPI-naive). In non-responding patients of the
IPI-naive population, only two inflammasome-related genes—
TMEM176A and TMEM176B—were significantly upregulated
during treatment compared with pre-treatment (Figure 4A; Table
S1). These observations emphasize the role of TMEM176 ionic
channels as potential mediators of resistance to checkpoint
blockade therapies.

Interestingly, when comparing patients responding or not to
anti-PD-1 at the pre-treatment stage, we found no significant
differences in inflammasome-related genes in the entire popu-
lation (Table S2), or inthe IPI-naive (Table S3) or IPl-progressed
(Table S4) groups. However, eight inflammasome-related
genes were significantly upregulated in responders versus
non-responders in the entire population during anti-PD-1 treat-
ment (Figure 4B). TMEM176A and TMEM176B were two of the
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Figure 4. Analysis of the Signature in Tumor Biopsies from Melanoma Patients Treated with Immune Checkpoint Blockers

(A) Paired analysis comparing pre-treatment versus on-treatment melanoma biopsies of patients who did not respond to anti-PD-1 therapy and were not treated
previously with anti-CTLA-4 antibody (IPI-naive). *p < 0.05; paired Student's t test.
(B) Heatmaps of transcriptome analysis from tumor biopsies of melanoma patients responding (responders) or not (non-responders) to anti-PD-1 therapy.

*p < 0.05; unpaired Student’s t test.
(C) Paired analysis comparing pre-treatment versus on-treatment melanoma biopsies of patients responding to anti-PD-1 therapy. The indicated inflammasome-

related genes were significantly upregulated during therapy. p < 0.05; paired Student’s t test.

(legend continued on next page)
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