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I. Resumen

Durante la sepsis, el sistema inmunoldgico desarrolla un estado patolégico en respuesta a
una infeccién. Hiperinflamacion, hipercoagulabilidad e inmunosupresion causan dafio a
diferentes drganos vitales y, frecuentemente, la muerte. En algunos pacientes, el trastorno
inmune se perpetlay se genera un estado patologico crénico que se ha denominado PICS,

por sindrome de inflamacion/inmunosupresion y catabolismo persistente.

Los linfocitos T CD8 juegan un papel indispensable en la respuesta contra patégenos
intracelulares. Una de las caracteristicas mas conspicuas del PICS es la susceptibilidad a
infecciones y reinfecciones virales, lo que sugiere que las células T CD8 funcionan en forma
inadecuada en este sindrome. En trabajos previos, hemos demostrado que la sepsis
cronica tiene efectos discretos en la funcién de las células T CD8. En particular, afecta su
capacidad de producir la citocina interferon gamma (IFN-y), una molécula clave para la
funcién protectora de estas células. Nuestros datos indican que el defecto en la produccion
de IFN-y se establece a nivel epigenético y se asocia con una falla en la expresién del RNA

largo no codificante (INCRNA) NeST.

El objetivo de este trabajo fue inducir la expresion forzada de NeST en células T CD8
expuestas a inflamacion cronica secundaria a sepsis, con el fin de demostrar si la presencia
de NeST corrige el defecto en la produccién de IFN-y. Con ese fin, cloné NeST en dos
sistemas de expresion retrovirales y estandaricé un método para lograr la infeccion de
células T CD8 activadas. Finalmente, analicé, en un sistema in vitro y en un modelo in vivo
de infeccidn por Listeria monocytogenes los efectos que la expresion forzada de NeST tiene

sobre la produccion de IFN-y.



Abstract

Sepsis represents a pathological response to infection. Severe inflammation, thrombophilia,
and paradoxical immunosuppression damage vital organs and frequently cause death. In
patients that survive sepsis, the immune disturbances extend develop into a chronic
pathological condition named persistent inflammation/immunosuppression and catabolism

syndrome (PICS).

CD8 T lymphocytes play an essential role in the response against intracellular pathogens.
A hallmark feature of PICS is susceptibility to viral infections and reactivations, suggesting
that CD8 effector functions are particularly compromised. In previous work, we
demonstrated that sepsis affects in a cell-intrinsic manner the behavior of CD8 T cells. In
particular, sepsis had a severe impact in the capacity of CD8 T cells to produce interferon
(IFN)-y, a molecule key for CD8 responses. Our data, indicated that the defect in the
production of IFN- y, was established at the epigenetic level and was associated with a

failure in the expression of the long non-coding RNA (IncRNA) NeST.

The aim of this work was to induce forced expression of NeST in CD8 T cells exposed to
chronic sepsis, in order to determine whether the presence of NeST was able to restore the
capacity to produce IFN-y. To this end, | subcloned NeST into two different retroviral
expression vectors and standardized a method to infect activated CD8 T cells. Finally, using
an in vitro and in vivo system of infection with Listeria monocytogenes, | analyzed the effects

of NeST forced expression.



[l. Introduccioén

2.1 El sistema inmunologico

Nuestro sistema inmunolégico ha evolucionado para protegernos, en particular de
enfermedades infecciosas. Para lograr eso, involucra una serie de érganos, células y
moléculas que actlian en conjunto para generar lo gue conocemos como respuesta inmune.
El sistema inmunoldgico interactia con otros sistemas reguladores, en particular el

enddcrino y nervioso para preservar la homeostasis en el organismo.*

El sistema inmunolégico estd conformado por dos ramas: la respuesta inmune innata,
evolutivamente mas antigua, provee proteccién temprana en forma estereotipada; la
respuesta inmune adaptativa reconoce patégenos en forma especifica y genera

mecanismos de memoria que protegen durante reencuentros. >

2.1.1 El sistemainmune innato

Los organismos complejos han generado diferentes mecanismos para protegernos de la
invasion y colonizacion por patdégenos. Esto ha conducido a una carrera armamentistica
entre huéspedes y microrganismos, que ha promovido la formacién de nuevos mecanismos
de defensa e infeccion, respectivamente. La inmunidad innata (también conocida como
natural) provee la primera linea de defensa contra patégenos. Consiste en mecanismos de
defensa celulares y bioquimicos, concentrados en epitelios, preparados para montar una
respuesta rapida. La manera en que se activan estos mecanismos es el reconocimiento de

patrones estructurales de microbios y células dafiadas. 1*



El sistema inmune innato se compone de diferentes niveles que evitan la invasion de
patdgenos: (1) barreras fisicas y quimicas, como epitelios, moco, o quimicos como los
péptidos antimicrobianos producidos por los epitelios 0 ambientes con pH acido. Estas
barreras detienen la entrada o avance de microrganismos al torrente sanguineo y 6rganos
del cuerpo; (2) proteinas séricas solubles, como el complemento y otros mediadores de la
inflamacién. ElI complemento funciona creando poros en membranas celulares,
principalmente en bacterias, creando un desequilibrio osmético irreversible para el
patdgeno; (3) células fagociticas, como los neutréfilos y macréfagos que engullen microbios
y restos de células apoptéticas para controlar infecciones y modular la respuesta

inflamatoria (Figura 1).2*

Las células del sistema inmune innato responden al reconocimiento de patrones
moleculares presentes en patdégenos (PAMPs, por el inglés Pathogen-Associated Molecular
Patterns) y a sefales liberadas por células propias cuando éstas son dafiadas o sufren
estrés (DAMPs, por el inglés Danger-Associated Molecular Patterns). La identificacién de
estos patrones la hace un grupo de receptores invariantes conocidos como PRRs (por el
inglés Pattern Recognition Receptors). Las secuencias que reconocen incluyen
carbohidratos como manosa, proteinas como flagelina, o nucle6tidos como DNA, RNA y
dsRNA. La activacién de PRRs activa vias de sefalizacion que promueven la respuesta

antiviral y/o la inflamatoria.>



2.1.2 El sistema inmune adaptativo

Una de las consecuencias de la activacion del sistema inmune innato es la activacion del
sistema inmune adaptativo. Los dos componentes de la respuesta adaptativa son los
linfocitos By T (Figura 1). Las células B son las encargadas de la produccién de anticuerpos
(IgG, IgA, IgE, IgM), que realizan procesos cruciales como la opsonizacion, neutralizacion
de patégenos y activacién del complemento. Ademas, las células B son presentadoras de
antigeno (APCs), en particular durante respuestas inmunes secundarias. Por otro lado, las
células T son activadas tras el reconocimiento de un antigeno cargado en el complejo
principal de histocompatibilidad (MHC). Las funciones de los linfocitos T pueden variar
dependiendo de las sefiales que reciben y el tipo de antigeno que reconocen. Esto
determina su papel dentro del sistema inmunolégico como linfocitos CD4 ayudadores
(activados via MHC-II) o como linfocitos CD8 (activados via MHC-I) con capacidades

citotoxicas. >
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Figura 1. Componentes del sistema inmunoldgico. El sistema inmune presenta dos
respuestas complementarias contra patdgenos, la innata de respuesta temprana y la adaptativa
con capacidad de memoria (Abbas K. et al 2015).




Probablemente la caracteristica mas importante que describe el mecanismo de accién de
los dos tipos de linfocitos es la especificidad, conferida directamente por los receptores de
antigenos BCR (B cell receptor) y TCR (T cell receptor). Ambos tipos de receptores son
generados por un proceso conocido como recombinacién somatica que produce un vasto
repertorio de receptores capaces de reconocer a innumerables antigenos de manera

especifica. >%

2.1.3 Inmunidad humoral y celular

Los linfocitos B y los anticuerpos que producen conforman la inmunidad humoral. Los
anticuerpos se componen por dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas, que a su vez
contienen una region variable y una region constante. Los anticuerpos o inmunoglobulinas
tienen una estructura similar a una “Y”. La parte superior contiene un dominio constante y
uno variable que forman el sitio de unién al antigeno, también conocido como Fab
(fragment, antigen-binding). La base, o regién Fc (fragment, crystallizable), estd compuesta
por dominios constantes de las dos cadenas pesadas. La regién Fc es el mediador de las
propiedades efectoras de los anticuerpos por medio de la unién con receptores especificos

o proteinas del complemento. "

Cada tipo de anticuerpo tiene una localizacién predominante y funciones determinadas. Los
anticuerpos IgG (IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4) son los mas abundantes en la circulacién y tienen
muchas funciones, como la activacion del complemento, opsonizacion, citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos y neutralizacion. Los anticuerpos IgA se secretan en mucosas,
donde neutralizan patégenos y regulan la microbiota. Los IgE, asociados con

hipersensibilidad y reacciones alérgicas, juega un papel importante en la inmunidad contra



helmintos. Finalmente, los anticuerpos IgM son los primeros en producirse durante la

respuesta inmune y son potentes activadores del complemento.* "

La inmunidad celular es mediada por los linfocitos T. Los linfocitos CD4 ayudadores pueden
dividirse en diferentes subtipos funcionales (i.e. Thl, Th2, Thl7, Treg). Juegan un papel
fundamental en la regulaciéon de las repuestas inmunologicas a través de efectos en células
del sistema inmune y en células no inmunes. Su accion es mediada por la liberacién de
mediadores solubles conocidos como citocinas. Su contraparte, los linfocitos CD8, tienen
acciones mas directas sobre el control de patdgenos y células infectadas. Sus mecanismos
regulatorios se concentran en la secrecion de citocinas y productos citotoxicos e induccién
de muerte celular por contacto. Durante una infeccidn la accion en conjunto de ambos tipos

de células es central para una respuesta inmune exitosa.#

2.1.4 Memoriainmunolégica

Durante su activaciébn en respuesta a antigenos, los linfocitos B y T sufren una
diferenciacion que implica grandes cambios en su metabolismo y expresion de genes. Los
cambios metabdlicos representan el sustento que les permite proliferar vigorosamente; los
cambios en la expresion de genes les permiten adquirir funciones efectoras. Las células T
recientemente activadas se diferencian en células con capacidad de autorenovacion y con
capacidad de generar grandes cantidades de células efectoras con diferenciacion terminal.
Estas ultimas seran la poblacién numéricamente predominante durante la respuesta inmune
aguda. Sin embargo, moriran por apoptosis unos dias mas tarde, limitando asi su capacidad
inflamatoria. Las células autorenovables sobrevivirdn por periodos prolongados en érganos
linfoides secundarios como células de memoria central y en tejidos como células de

memoria residentes de tejidos.? *



2.2 Mecanismos efectores de los linfocitos CD4 y CD8

Como mencioné antes, tras su activacion, las células CD4 y CD8 virgenes sufren un
proceso de diferenciacion que les confiere capacidades funcionales. Durante un evento
infeccioso o por inmunizacion las células se diferencian en poblaciones heterogéneas de

células efectoras que pueden eliminar a los patégenos.®

Después de su activacion por MHC-II, los linfocitos CD4 virgenes se dividen en diferentes
subtipos denominados “ayudadores®, clasificados en base a su expresion de factores de
transcripcion, produccion de citocinas y expresion de receptores de quimiocinas. Estos
incluyen las células Thl (T ayudadoras tipo 1) que producen IFN-y y TNF y juegan un papel
central en la respuesta contra patdgenos intracelulares y contra tumores. Las Th2, que

producen IL-4, IL-13, e IL-5 y que representan las coordinadoras de la inmunidad contra
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Figura 2. Subtipos de linfocitos T. Los subtipos de linfocitos T CD4 producen diferentes tipos
de citocinas regulando procesos del sistema inmunoldgico. (Bailey SR. et al. 2014).




parasitos. Las Th1l7 producen IL-17 y orquestan la inmunidad en contra de bacterias y
hongos extracelulares. Adicionalmente, los linfocitos T reguladores o Treg tienen funciones
imprescindibles como reguladores negativos de la respuesta inmunoldgica y el
mantenimiento de la tolerancia inmunoldgica. Este grupo de células expresa marcadores

como CTLA-4y PD-1y produce TGFB e IL-10, citocinas antiinflamatorias. 1© 11.12

Por otro lado, los linfocitos T CD8 reconocen y responden a péptidos presentados por
moléculas del MHC-I. Los linfocitos CD8 activados expresan una vasta cantidad de
moléculas de secrecion y llevan a cabo acciones antimicrobianas, en particular la lisis de
células infectadas. Los linfocitos CD8 son importantes en la defensa contra patégenos
intracelulares como virus, bacterias y protozoos. Para alcanzar la maxima expansién, los
linfocitos T CD8 necesitan integrar multiples sefiales, incluyendo la que se genera a través
del TCR, sefiales coestimuladoras y citocinas inflamatorias como la IL-12 y los interferones
(IFNs). Mdltiples miembros de la familia de receptores de factor de necrosis tumoral (TNFR)
emiten sefales coestimuladoras y de supervivencia para los linfocitos CD8. Ademas, se ha
demostrado que moléculas adaptadoras de la sefalizacion por TLRs como Myd88 tienen
un papel intrinseco en la expansion y viabilidad, asi como en la formacion de memoria en

linfocitos CD8 citotoxicos (Figura 2). 121314

2.3 IFN-y y linfocitos CD8

El interferon gamma (IFN-y) es una citocina crucial en la inmunidad contra patégenos
intracelulares y cancer. Es producido por una amplia variedad de células del sistema
inmunoldgico, incluyendo células innatas como las NK y células de la inmunidad adaptativa
como las Thl y linfocitos CD8 citotéxicos (CTLs). En células del sistema inmune innato, la

produccion de IFN-y puede inducirse por citocinas (ej. IL-12 e IL-18) o por la activacion de



PRRs. Por otro lado, en células T, la capacidad de producir IFN-y se adquiere durante la
diferenciacion a subtipos efectores (i.e. Thl en células T CD4), cuando éstas son activadas

a través del TCR en presencia de coestimulacién y ciertas citocinas > 6,

El IFN-y ejerce efectos pleiotrépicos. En células dendriticas promueve la expresion del
MHC-1 y de proteinas involucradas en esta via de presentacién antigénica. Ademas, se ha
reportado que la produccién de IFN-y puede tener efectos sobre la modificacion proteosoma

y sus subunidades, generando el inmunoproteosoma (Figura 3)7: 18,

Cytokines Antigen
(IL-12 and IL-18) stimulation

JLL/ ¥ \_le TCR
@ @ @
& @
K Ve J
IENYR1 (f:\%:ﬁ:ym

Cytosol @
l ‘ = Enzymes

* Kinases
l = Metabolic requlators — S::l:ogramming

* Chromatin regulators
g ﬁ » Transcription requlators
®

Regulatory
functions

* Transcription (IRFs)
Effector = Antigen presentation
functions » Cell recruitment
2 = Antimicrobial
§ responses

Figura 3. Produccion y sefializacion de IFN-y. Mdltiples células del sistema
inmunoldgico secretan IFN-y al activarse como linfocitos Th1 y linfocitos T citotoxicos.
La union de IFN-y con su receptor induce la sefializacién por JAK-STAT, donde
STATL1 es el factor activador de las funciones de interferén incrementando las
funciones reguladoras y efectoras de la incrementando las funciones reguladoras y
efectoras de la citocina (Lionel B. Ivashkiv 2018).
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La diferenciacion de los linfocitos CD8 les permite adquirir capacidad citolitica y producir
citocinas (ej. IFN-y y TNF). Ambas capacidades son relevantes para la eliminacion de
patdgenos. El IFN-y promueve la diferenciacion de células CD4 a Thl y la proliferacion y
supervivencia de linfocitos CD8. Ademas, facilita la expresion de factores de transcripcion

como T-bet y Eomes que contribuyen a la expresion de genes de funcién esencial 1* 2,

2.3.1 LncRNA NeST

Numerosos estudios en los ultimos afios han identificado la transcripcion de secuencias
largas (>500 bases) de RNA que no codifican para proteinas. Se ha postulado que estas
secuencias, llamadas IncRNA (RNA largos no codificantes), representan elementos
reguladores esenciales en procesos fisiolégicos y que alteraciones en su expresion podrian

causar enfermedades o contribuir a su desarrollo 2.

La remodelacion de la cromatina contribuye a la identidad y funciones celulares a través de
modificar la accesibilidad de regiones discretas de DNA a los efectos de factores de
transcripcion. Estas remodelaciones dependen del reclutamiento local de complejos que
remodelan la cromatina, es decir, que hacen modificaciones post-traduccionales (ej.
acetilacion, metilacion) en las histonas. Una de las funciones demostradas para los IncRNA
es facilitar el reclutamiento local de la maquinaria molecular que realiza la remodelacién de

la cromatina 2.

11



El IncRNA NeST, también conocido como Tmvepgl o Ifng-asl, controla la transcripcion de
Ifng en diferentes subtipos linfoides. A pesar que no se ha dilucidado por completo su
mecanismo de accion, se ha propuesto que NeST actla en cis sobre la secuencia de Ifng,
reclutando complejos que promueven la transcripcion de Ifng a través de modificar el

paisaje epigenético local.
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Figura 4. Estructura del locus de Ifng de humano y ratén. Alineacion de 600 kb flanqueando
del gen de Ifng del cromosoma 12 en humano y 10 en el ratén. Se muestran los genes en flechas
azules con la direccion de la transcripcion. El transcrito Tmevpgl (NeST) se encuentra 100 kb rio
abajo del inicio de la transcripcion de Ifng (Modificada de JR Schoenborn 2007).

Como se ilustra en la Figura 4, NeST esta codificado en el locus de Ifng (en el cromosoma
10 del raton y en el cromosoma 12 del humano). Su secuencia se localiza en la cadena de
DNA opuesta a la que codifica Ifng. En el ratén, NeST contiene seis exones dispersos en
una regién de 45 kb. La variante mas abundante conocida contiene 914 nucleétidos y se ha

detectado en linfocitos CD4+, CD8+ y células NK 23 2425,
2.4 Sepsis

La sepsis es la presencia de disfuncién de 6rganos vitales, provocada por una respuesta
inmune descontrolada, dirigida en contra de una infeccién que esta lejos de los érganos
afectados. Esta definicion enfatiza la idea de una respuesta exagerada no-homeostética,
claramente patoldgica. En los Estados Unidos se ha reportado que el 2% de los pacientes
admitidos en un hospital tienen sepsis. De estos pacientes la mitad son atendidos en
unidades de cuidados intensivos (UCI), lo que representa el 10% de todas las admisiones

en las UCI %627,
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Figura 5. Alteraciones inmunes que suceden durante y después de la sepsis. Se
desencadenan miltiples eventos que modifican el estado homeostatico. En ocasiones,
éstos se perpetdan, lo que conduce a un estado cronico de inflamacion e
inmunosupresion (RS Hotchkiss et al. 2016).

A pesar que la inflamacioén descontrolada se considera la principal alteracion fisiopatoldgica
en sepsis, se ha documentado que, en forma simultanea, los pacientes con sepsis
desarrollan inmunosupresion. Ademas, en pacientes que sobreviven eventos de sepsis, las
alteraciones inmunes (inflamaciébn e inmunosupresion) pueden persistir por periodos
prolongados. A este fenédmeno se le conoce como Sindrome de inflamacion,
inmunosupresién y catabolismo o PICS, por sus siglas en inglés. La inflamacion asociada
a PICS esta caracterizada por un aumento en la proteina C reactiva (una proteina de fase
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aguda), neutrofilia y liberacion de células mieloides inmaduras. A diferencia de la respuesta
inflamatoria inmediata producida por PAMPs y DAMPs, la etiologia de la inflamacion
persistente en sepsis es desconocida. Sin embargo, se ha propuesto que la inflamacion
persistente en PICS es promovida por la presencia de DAMPs y alarminas (i.e. DNA

mitocondrial, histonas, HMGBI) liberadas por tejidos dafiados (Figura 5) 2.

La inmunidad adaptativa se afecta en forma grave en pacientes con sepsis. Por ejemplo,
disminuye el nimero de linfocitos (linfopenia), la produccién de citocinas pro-inflamatorias
y la presentacion de antigenos. Las células mieloides circulantes demuestran un fenotipo
alterado y funcién anti-microbiana defectuosa. Ademas, secretan citocinas antiinflamatorias
(ej. IL-10 y TGF-B) que suprimen la respuesta de otras células inmunes. Por otro lado, las

células presentadoras de antigenos (APCs) demuestran una pobre capacidad de presentar

a Effects of protracted sepsis on the innate immune system

"re\’_r' f &

Follicular Dendritic cell Macrophage NK cell Neutrophil MDSC

dendritic cell
T Apoptosis T Apoptosis T Anti-inflammatory T Apoptosis T Release of immature T Apoptosis
+ Antigen ! Antigen cytokine secretion + Cytotoxic neutrophils 4 Cytotoxic function
presentation presentation { HLA-DR expression function T IL-10 secretion + Cytokine secretion
to B cells to Tcells + Pro-inflammatory + Cytokine + Apoptosis
+ Cytokine cytokine secretion secretion + Reactive oxygen
secretion L Pathogen killing species release
+ Nitric oxide release
+ Expression of
adhesion markers

b Effects of protracted sepsis on the adaptive immune system

CD4*Tcell CD8*Tcell Treg cell B cell

* Cell exhaustion * Cell exhaustion * Resistance to apoptosis| [T Apoptosis
T Apoptosis T Apoptosis T Suppressive activities + Antigen-specific
T T2 cell polarization | |+ Cytotoxic function antibody production
+ Adhesion molecule + Cytokine secretion

expression + TCR diversity
+ CD28 expression
+ TCR diversity

Figura 6. Alteraciones celulares provocadas por la sepsis. El estado de inflamacion e
inmunosupresion sostenido durante la sepsis puede afectar profundamente la funcion de
diferentes tipos celulares del sistema inmunolégico innato y adaptativo (RS Hotchkiss et al. 2013).
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antigenos y una expresién anormalmente alta de moléculas inhibitorias como PD-L1. El
aumento en la expresion de moléculas inhibitorias, la disminucién en los niveles de MCH-II
y la produccion de citocinas antiinflamatorias favorece la conversion de los linfocitos T hacia

fenotipos Th2 y reguladores (Figura 6) 2829,

Los cambios antes mencionados conllevan a un estado de inmunosupresion que se
manifiesta por un incremento en la presencia de infecciones oportunistas y reactivaciones
de virus latentes. Por ejemplo, ha sido posible identificar DNA viral en circulacién en el 42%

de estos pacientes 2° %0,

2.4.1 Sepsis y los linfocitos CD8

En un trabajo previo del laboratorio del Dr. Crispin, se exploraron los efectos que la sepsis
y la inflamacion crénica subsecuente, tienen en células T CD8. Con este fin, se utiliz6 un

modelo de sepsis conocido como cirugia de ligacion y perforacion cecal (CLP). Se indujo

CD45.1 mice LM-OVA
pe Sham
OT-I mice OT-l cells 30 days 3
» O\
O
Sham » ) ‘-\24;’3)0
T’ > '7.)7.\ | —p Analysls
v ays s
ce D 000 7days
oY)

2. . oL

Figura 7. Modelo experimental utilizado para evaluar los efectos de la sepsis en linfocitos
T CD8. Los ratones OT-lI que expresan el receptor especifico para OVA fueron sometidos a
cirugia falsa (sham) o ligadura y perforacion cecal para la induccién de sepsis. Después de 30
dias los ratones se sacrificaron y sus células CD8+ (OT-I) fueron recuperadas e inyectadas a
ratones CD45.1. Las células OT-I tienen el marcador CD45.2 que permitié diferenciarlas de las
enddgenas.
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sepsis 0 se realizaron cirugias control —sham- (se anestesia al ratén y se expone la cavidad
abdominal sin ligar ni perforar el colon) en ratones OT-I, que expresan un TCR especifico
para ovoalbumina (OVA) y en ratones CD45.1 (normales a excepcion de la expresion del
alelo 1 de Ptprc, que codifica CD45) 31 %2, Treinta dias después de la cirugia, se aislaron las
células CD8 (OT-I) y se transfirieron a ratones CD45.1 sometidos a ambos tipos de cirugia.
De esa manera, se separo el efecto de la sepsis en las células T CD8 del efecto de la sepsis
en el resto del raton (y de su sistema inmune). Es decir, se obtuvieron las siguientes
condiciones: (1) ratones control en donde ni el ratén receptor y ni las células habian sido
expuestas a sepsis; (2) ratones en los que sélo las CD8 habian estado en un ambiente de
sepsis; (3) ratones en donde el receptor habia estado expuesto a sepsis, pero las CD8 no

(Figura 7). Es importante mencionar que, dado que las células T CD8 eran especificas para
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Figura 8. Produccién y expresion del mensajero de IFN-y en linfocitos CD8 afectados por
sepsis. A) Expansién de linfocitos T CD8 OT-I en respuesta a LM-OVA. B) Produccién de IFN-
vy en células OT-l. C) Expresion del INncRNA NeST en células OT-l. D) Ensayos de
hipersensibilidad a la DNAasa | en secuencias conservadas no codificantes en el locus de Ifng.
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un antigeno no presente en el ratdén ni en las bacterias, éstas no se activaron a través de
su receptor de antigenos durante la sepsis. Finalmente, se evalu6 la funcionalidad de las
células CD8 al infectar a los ratones con una cepa de Listeria monocytogenes que expresa

OVA (LM-OVA) 3334,

Este experimento reveld que la inflamacion crénica afecta la funcion de las células CD8 a
través de diferentes mecanismos. En primer lugar, la transferencia de células CD8 control
a ratones que han sufrido sepsis, afecta su activacion y expansion en respuesta a Listeria.
Eso sugiere que alteraciones inducidas por sepsis, probablemente en células
presentadoras de antigenos, 3+ merman la activacion de las células CD8, lo que se refleja
en una menor proliferacion (Figure 8A). La transferencia de células CD8 expuestas a sepsis
a ratones control confirmé lo anterior, ya que la expansion clonal no se alter6 cuando la
sepsis solo habia afectado a las células CD8. En cambio, cuando analizamos la produccién
de IFN-y, encontramos que ésta era significativamente menor en células CD8 control
activadas en un ambiente expuesto a sepsis y también en células CD8 expuestas a sepsis
y activadas en un ambiente control (Figura 8B). La falla en la produccion de IFN-y por las
células control transferidas a ratones con sepsis podria ser secundaria a su activacion
deficiente. Sin embargo, también observamos una falla equivalente en magnitud en las
células CD8 expuestas a sepsis, pero activadas en un animal control. Lo anterior sugiere
un defecto intrinseco a la célula CD8, adquirido por su exposicion a la inflamacion asociada
a sepsis. Es importante mencionar que al ser OT-l, las células CD8 no se activaban a través
de su receptor de células T durante la sepsis, lo cual sugiere que mecanismos asociados a
disfuncion de células T CD8, en particular agotamiento, no estaban involucrados.
Experimentos adicionales demostraron que la disminucion en la capacidad de producir IFN-

y se establecia a nivel transcripcional y coexistia con baja accesibilidad a la cromatina en
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el locus de Ifng (Figura 8 B, D). Finalmente, demostramos que la falla en la produccion de

IFN-y se asociaba a un defecto en la transcripcién del IncRNA NeST (Figura 8C) 313637,

En resumen, esta serie de experimentos demostré que la inflamacién crénica asociada a
sepsis induce efectos complejos en el sistema inmune 3% uno de los cuales es un bloqueo
en la transcripcién de Ifng asociado a un defecto en la expresion de NeST en células T CD8.
En base a lo anterior, nos preguntamos si el defecto en la expresion de NeST representa la
causa de la baja transcripcion de Ifng en células T CD8 expuestas a sepsis y si la expresion

forzada de este IncRNA podria restaurar la produccion de IFN-y por células CD8 3t
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[ll. Hipbtesis

La expresion forzada de NeST restaurara, en células CD8 expuestas a sepsis, la produccion

de IFN-y.
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IV. Objetivos
General

Desarrollar un sistema de expresion de NeST en células T CD8 de ratdn y determinar si

dicho sistema es capaz de restaurar la produccién de IFN-y en células expuestas a sepsis.

Particulares

1. Clonar NeST a vectores de expresion retroviral

2. Evaluar la eficiencia de sistemas basados en lentivirus y en retrovirus para lograr la
transduccion de células T CD8 de ratén.

3. Analizar si la expresion forzada de NeST modifica la producciéon de IFN-y en células T
CD8.

4. Determinar si la expresion forzada de NeST restaura la produccion de IFN-y en células

T CD8 expuestas a sepsis.
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V. Materiales y Métodos
5.1 Ratones

A partir de ratones CD45.1 (B6.SJL-Ptprc? Pepc®/BoyJ), que expresan el alelo 1 de CD45y
de ratones OT-l (C57BL/6-Tg (TcraTcrb) 1100Mjb/J) que expresan un receptor de células
T especifico para ovoalbumina (OVA), generamos ratones CD45.1 OT-l. Comprobamos la
presencia homocigota del alelo 1 de CD45 y la presencia del receptor OT-I por medio de

citometria de flujo (Figuras 9 ,10), utilizando los marcadores enlistados en la Tabla 1.

Los animales utilizados se mantuvieron en condiciones estandar (21°C; ciclos de
luz/oscuridad de 12 h; acceso libre a comida y agua), en un bioterio de barrera, libres de
patdgenos especificos, en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador
Zubiran (INCMNSZ). Este proyecto y todos los procedimientos que incluye fueron
aprobados por el Comité para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) del
INCMNSZ (IRE-1933). Todos los ratones que se usaron tenian entre 7 y 12 semanas de
edad. Los animales fueron revisados todos los dias para asegurar su bienestar, de acuerdo

con lo establecido por el CICUAL del INCMSNZ.

. S5CA
 FSC-H
S5C-A
Va2 FITC
e

]
'
¥,
aak

"" i
s b

D

)

Ty

p {en '
LY S— ENB——R—

FSCA FSCA CDS.ARC \M‘PI; -
Figura 9. Citometria de flujo representativa de un ratén OT-l. De izquierda a derecha 1) Dot
plot de tamafio (FSC-A) contra granularidad (SSC-A) donde se selecciond la poblacién linfoide.
2) Dot plot de seleccién de eventos simples. 3) Dot plot de seleccion de la poblacion positiva para
CD8. 4) Gréfica con los marcadores VB5-PeCy7 y Va2-FITC donde se muestra un porcentaje del
83% para células positivas a ambas cadenas del TCR OT-I. Graficos capturados en el citbmetro
Novocyte Quanteon y analizados en FlowjoV10.
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Figura 10. Citometria de flujo representativa de un ratén CD45.1. De izquierda a derecha 1)
Dot plot de tamafio (FSC-A) contra granularidad (SSC-A) donde se seleccioné la poblacion
linfoide. 2) Dot plot de seleccion de eventos simples. 3) Grafica con los marcadores CD45.2-APC
y CD45.1-VF450, donde se muestra que el 99% de las células de este ratdn son positivas para
CDA45.1. Gréficos capturados en el citometro Novocyte Quanteon y analizados en FlowjoV10.

Tabla 1. Anticuerpos utilizados para fenotipar a los ratones.
Ratones CD45.1 OT-I

Marcadores Fluorocromos
CD45.1 VE-450
CDA45.2 APC
TCR-Va2 FITC
TCR-VB5 PE-Cy7

CD8 APC

5.2 Construccién de vectores virales
Vector lentiviral

Obtuvimos un plasmido que expresa NeST del laboratorio de la Dra. Karla Kirkegaard,
Stanford University (Kikegaard et al. 2013 ?%). Disefiamos oligonucledtidos (Tabla 2) para

amplificarlo en su totalidad e introducir los sitios de restriccion para Swal y Pacl.
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Usamos el vector de expresion pWPI, (donado por Didier Trono a través de Addgene #
12254). Usamos las enzimas de restriccion Pacl y Swal para linearizar el pldsmido y para
integrar el inserto de NeST. Defosforilamos los extremos del plasmido por accién de la
fosfatasa alcalina y lo corrimos en un gel de agarosa (1%) para verificar el corte del vector.
En un transiluminador de luz UV cortamos la banda correspondiente al vector linearizado y
purificamos el DNA con el sistema Zymoclean/ Gel DNA Recovery Kit de Zymo Research.
Posteriormente, introdujimos el INcRNA al vector mediante una reaccion de ligacion con la

ligasa del bacteri6fago T4 (16°C toda la noche) (Figura 11).

Tabla 2. Oligonucleétidos usados en PCR

Oligonucleoétidos

Forward GCGCGATTTAAATACCAACCAAAAGTATAGTCATCCG

Reverse CGCGCGTTAATTAAGTCTTAAAATTCAATTTATTATAAAG

Figura 11. Plasmido PWPI. Como vector de expresion para lentivirus se utilizé el plasmido
pWPI. Para introducir la secuencia de NeST se utilizaron las enzimas de restriccion Swal y Pacl
indicados del lado derecho de la imagen.
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Vector retroviral

Como vector de expresion, utilizamos el plasmido retroviral MSCV-IRES-GFP donado por
Tannishtha Reya (Addgene plasmid # 20672; http://n2t.net/addgene:20672; RRID:
Addgene_20672) modificado para expresar el receptor CXCR6 (pp056, donado por Youjin
Lee, Marson Lab, UCSF #). Usamos las enzimas de restriccion EcoRI y Xhol para cortar el
pladsmido a los lados del ORF de Cxcr6. Utilizamos fosfatasa alcalina para desfosforilarlo y
lo corrimos en un gel de agarosa (1%) para separar el vector vacio del inserto de Cxcr6. En
un transiluminador de luz UV cortamos la banda correspondiente a MSCV-IRES-GFP (6.5
kb) y purificamos el DNA con el sistema Zymoclean/ Gel DNA Recovery Kit de Zymo

Research.

EcoRl (1780)

PPOS6_MSCY-Cxrer6- IRES-GFP

542

Figura 12. Plasmido pp056. Como vector de expresion se utilizo el plasmido retroviral MSCV-
IRES-GFP modificado que contiene la secuencia para el receptor CXCR6. Para introducir la
secuencia de NeST se utilizaron las enzimas de restriccion EcoRI y Xhol para cortar a los lados
el ORF de Cxcr6.
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Diseflamos oligonucleétidos (Tabla 3) para amplificar NeST y para introducir sitios de
restriccion para EcoRl y Xhol y lo clonamos al plasmido pTZ57R/T. Comprobamos,
mediante secuenciacion Sanger que el IncRNA estuviera presente en su totalidad y sin
mutaciones. Usamos una estrategia analoga a la descrita anteriormente para obtener el
ORF de NeST, flanqueado por los sitios de restriccion compatibles con el plasmido MSCV-
IRES-GFP. Finalmente, introdujimos el IncRNA al vector mediante una reaccién de ligacion

con la ligasa del bacteriéfago T4 (16°C toda la noche) (Figura 12).

Tabla 3. Oligonucleétidos usados en PCR

Oligonucleoétidos

Forward TCCGAATTCATACCAACCAAAAGTATAGTCATCCG

Reverse GGGCTCGAGGTCTTAAAATTCAATTTATTATAAAG

5.3 Transformacion en bacterias

Transformamos bacterias Stabl3 (Mehmet et al. 2017) con la reaccién de ligacién
previamente descrita. Para esto, usamos alicuotas previamente preparadas de bacterias
competentes (Stabl3; 50 uL). Se colocaron en hielo hasta quedar parcialmente
descongeladas, para después agregarles 3 uL del producto de ligacién. Se incubd la mezcla
en hielo durante 30 min y se sometieron a un choque térmico (42°C, 45 segundos). A
continuacién, se incubaron 2 min en hielo para luego agregarles 250 uL de medio SOC y
colocarlas en la incubadora a 37°C, 250 rpm (1 hr). Al término de la incubacion se
sembraron las bacterias en cajas de Petri con Agar LB, en presencia de Ampicilina (100

ug/mL) y se incubaron toda la noche a 37°C.

Al dia siguiente se eligieron colonias de bacterias para crecerlas en medio LB liquido (con

ampicilina) a 37°C, 250 rpm, durante 15 horas. Se aislé el DNA plasmidico con el kit Zyppy
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Plasmid Miniprep (Wittkop et al. 2020) y se comprobé la presencia del inserto mediante

restriccion.

5.4 Produccion de virus
Para la produccion de las particulas virales se utilizé el siguiente protocolo:

Se empezd sembrando 6x 10° células HEK293T en DMEM completo (10% SFB, Abs) en
una caja petri de 60 mm, que se colocé en la incubadora a 37°C. Al siguiente dia se revisé
la confluencia de las células en el microscopio y se verific6 que fuera de un 80% para
continuar con el protocolo. Se substituyé el DMEM por OptiMEM vy se incubd 37°C. Se

prepar6 el mix de transfeccién de las células de la siguiente manera:

Ejemplo para transfeccion con lipofectamina 2000 en células HEK293T en una caja petri de

60 mm.

Mix de Lipofectamina Volumen
OptiMEM 100 ul
Lipofectamina 2000 8 ul

Mix DNA Volumen
OptiMEM 100 ul
Vector DNA 1.5 ug
Vector Empaquetamiento lug
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Se mezclaron los 100 ul de la mezcla de lipofectamina con los 100 ul de Mix DNA y se
incub6 a temperatura ambiente por 10-30 minutos. Después se adicionaron los 200 ul a
cada pozo gota a gota tratando de abarcar toda el area del pozo y se incubé a 37°C toda la

noche.

El siguiente dia se retird el OptiMEM y se reemplaz6 por DMEM completo, que fue incubado
toda la noche a 37°C. La mafiana siguiente se colecto el medio que contenia el retrovirus
con cuidado de no llevar las células, posteriormente se adicion6 DMEM completo y se
regreso la placa a la incubadora a 37°C toda la noche. El medio con el retrovirus se guardo

a 4°C.

Al dia siguiente se colect6 el medio con el virus con la alicuota del dia previo, se centrifugé
y colect6 el sobrenadante. A continuacion el tubo con virus se centrifugd a 3000 rpm durante
1lhr a 4°C y posteriormente se retiré el sobrenadante con cuidado. Se hicieron alicuotas de

1mly se guardaron a -80°C.

5.5 Infeccién de linfocitos CD8 con virus

Obtuvimos el bazo y ganglios linfaticos inguinales y axilares de un ratén OT-lI CD45.1. Los
organos se pasaron a través de una malla de 20 um para conseguir una suspension celular
y se lisaron los eritrocitos con ACK. Las células T CD8+ se aislaron con un sistema de
purificaciéon basado en perlas magnéticas (MidiMACS separation Kit/ Miltenyi Biotec)

(Figura 13).
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Figura 13. Citometria de flujo representativa de purificacion por columna magnética. De
izquierda a derecha 1) Dot plot de seleccion de eventos simples 2) Dot plot de tamafio (FSC-A)
contra granularidad (SSC-A) donde se seleccioné la poblacién correspondiente a linfocitos 3)
Gréfica con los marcadores CD8-APC y Va2-PE donde se muestra un porcentaje del 91% para
células positivas para CD8 y la cadena alfa del TCR especifico a OVA. Gréficos capturados en
el citbmetro Novocyte Quanteon y analizados en FlowjoV10.

In vitro

Las células T CD8+ aisladas se activaron en una placa de 48 pozos recubierta con
anticuerpos aCD3/ aCD28 (2 ug/mL). Un dia mas tarde, se agreg6 a las células polibreno
(4ug/ml) y las particulas retrovirales (virus que codificaba NeST vy virus control). Para
incrementar la eficiencia de la infeccion, se centrifugaron las células durante 2hrs a 2500

rpm.

Las células se dejaron en la incubadora durante 48 hrs para después reemplazar el medio
de cultivo triplicando el volumen original y agregandole IL-2 100 U/mL. Cada 48 se agreg6

medio e IL-2 fresca para permitir a las células seguir proliferando.
In vivo

Para la infeccion con retrovirus in vivo utilizamos el protocolo publicado por John Wherry et
al. 2017 “°. Se aislaron las células con el sistema de purificacion basado en perlas
magnéticas (MidiMACS separation Kit/ Miltenyi Biotec). Posteriormente se colocaron en
activacion durante 16 hrs con anticuerpos aCD3 (1 ug/ml) / aCD28 (0.5 ug/mL) soluble en
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conjunto con IL-2 100 U/ml. Al dia siguiente se purificaron las células activadas por Percoll
en centrifugacién por 20 min a 800 g's. Las células recuperadas se colocaron en una placa
de 24 pozos sin tratar y se infectaron con una alicuota de 1ml de virus en centrifugacion a
2000 rpm’s durante 90 min, sin freno. Al finalizar la placa se mantuvo en incubacién durante
3 hrs a 37°C antes de resuspender en PBS, contar e inyectar las células a los ratones

correspondientes.

5.6 Citometria de flujo

Para la tincién de antigenos superficiales se emple6 una dilucién 1:100 de los anticuerpos
en PBS con 2% de suero bovino fetal (SFB). Se incubaron durante 30 minutos a 4°C en
oscuridad, posteriormente se realizaron lavados con PBS +SFB y finalmente se
resuspendieron en un volumen de 300 ul para su andlisis. Para la tincién intracelular de
interferébn gamma se utilizé el kit: Fixation/Permeabilization Kit BD Biosciences siguiendo

las instrucciones indicadas por el fabricante.

Se empled el citbmetro Novocyte Quanteon (Agilent) para la adquisicién de la muestras y

se analizaron en el software NovoExpress y Flowjo V10.
5.7 Extraccion de RNA

El RNA utilizado para los experimentos en tiempo real se extrajo y purific6 con TRIzol
(Thermofisher). La transcripcion inversa se realizé con 1ug de RNA utilizando SCRIPT

reverse transcriptase, usando oligo-dT para la amplificacion a cDNA.
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5.8 Medicién de IFN-y y NeST por qPCR

Los analisis de PCR en tiempo real se hicieron utilizando SYBR Green de Thermofisher con
primers especificos (Tabla 4). Para determinar la expresion de los transcritos se utilizo el
ACt como medida de expresion, para calcularlo se ocupbé como gen de referencia el de

actina (Actb).

Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados para gPCR

Forward Reverse
Ifng GAGGTCAACAACCCACAGGT GGGACAATCTCTTCCCCACC

Nest CTATTTGGTCGAGTCTGACAGAG CTATTTGGTCGAGTCTGACAGAG

5.9 Modelo de sepsis

Se utilizé un protocolo adaptado (Dejager, Pinheiro, Dejonckheere, & Libert, 2011; Rittirsch
et al., 2009). Los ratones se anestesiaron con pentobarbital sédico a una dosis de 30mg /kg
via intraperitoneal. Se realizé una incisién de 1 cm en la linea abdominal, 5 mm por debajo
del esterndn. Se expuso el ciego y en su porcion distal se realizdé una ligacién con seda de
4-0. Posteriormente se realizé una perforacion en el polo del ciego con una aguja de calibre
22F y mediante presion discreta se extrajo un boton de materia fecal. Se cerr6 la cavidad
abdominal por capas usando material quirirgico no absorbible. Al concluir la cirugia, se
administr6 1ml de solucién salina isot6nica via intraperitoneal y una dosis de inepem

(25mg/kg) por via subcutanea.
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5.10 Ensayos in vivo

En ratones OT-1 CD45.1 se realiz6 la cirugia CLP (cecal ligation and puncture), que consiste
en exponer el ciego, perforarlo obteniendo un botén de materia fecal y reintroducirlo en la
cavidad abdominal. Este procedimiento tiene como consecuencia la induccion de sepsis
producida por la microbiota intestinal del animal. Se les dio seguimiento a estos grupos
durante 30 dias donde se sacrificaron para obtener sus 6rganos linfoides secundarios y
después se purificaron sus linfocitos CD8+ que fueron infectados con el retrovirus de NeST
y el virus control. Posteriormente se transfirieron 200,000 linfocitos sometidos al protocolo
de infeccion a ratones WT CD45.2 que fueron infectados con una cepa de Listeria
monocytogenes que expresa un péptido derivado de OVA. Se siguieron a estos animales
durante 7 dias que al finalizarlos se sacrificaron. Se recuperaron sus células CD8+ y se

analiz6 la produccién de IFN-y por citometria de flujo y gPCR.

5.11 Analisis estadistico

Las pruebas estadisticas fueron calculadas usando Microsoft Excel y para el andlisis
estadistico utilizamos el programa Graphpad Prism V.5 se consider6 valores de P menores
0.05 como un valor estadisticamente significativo. Para los ensayos in vitro se utilizd t de
Student de dos colas, en los experimentos de citometria de flujo y gPCR. En los ensayos in
vivo con datos agrupados, se utiliz6 ANOVA con correccibn de Bonferroni para los
experimentos de citometria de flujo y gPCR. El nimero de experimentos esta indicado en

cada figura, y los datos se presentan como media £ SEM.
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VI. Resultados
6.1 Clonacion de NeST a vectores virales
Vector lentiviral

Del plasmido obtenido del laboratorio de la Dra. Karla A. Kirkegaard, Stanford University
(Kirkegaard et al. 2013 23 amplificamos con una DNA polimerasa de alta fidelidad la
secuencia del IncRNA NeST, integrando sitios de corte de Swal y Pacl. A continuacion,
digerimos el producto de PCR y el pWPI con las enzimas mencionadas. Purificamos el
plasmido linearizado y el producto de PCR y los ligamos. La presencia del inserto en el

vector se comprob6 por ensayo de restriccion (Figura 14).

Figura 14. Plasmido pWPI-NeST

Vector retroviral

A partir del plasmido pWPI-NeST, amplificamos la secuencia de NeST con oligonucleétidos
gue integraban los sitios de restriccion EcoRI y Xhol. Posteriormente el amplificado se

colocd en una reaccion de ligacion con el plasmido pTZ57R/T. Utilizando las enzimas
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previamente mencionadas se cortd el inserto de NeST y recuper6 el fragmento

correspondiente.

Para la construccion del vector retroviral se utilizé como templado el pldsmido MSCV-IRES-
GFP, que contenia la secuencia de Cxcr6 (pp056, donado por Youjin Lee, Marson Lab,
UCSF). Por medio de enzimas de restriccion se retird ese geny se llevé a cabo una reacciéon
de ligacién con el inserto obtenido de pTZ57R/T-NeST. La presencia del inserto en el vector

de expresion se comprobo por un ensayo de restriccion (Figura 15, 16).

-

Uy

Figura 15. Gel de agarosa con la construccion pp056-NeST y el plasmido control. Se
muestra el producto de la ligacién entre el plasmido pp056 y el inserto de NeST, obtenido
del plasmido pTZ57R/T por medio del corte de las enzimas EcoRIl y Xhol. En el primer carril
se cargo la escalera de peso molecular seguido de cuatro colonias que se transformaron
con el producto de la ligacion (N1, N2, N3, N4). Cada carril con pp056-NeST fue incubada
con las enzimas de restriccion Swal y Hindlll y se observaron las bandas esperadas
correspondientes a la digestion enzimatica (una banda de ~6000pb y otra de ~1000pb
respectivamente). A continuacion se cargé una escalera de pesos moleculares adicional y
el plasmido pp056 cortado por la enzima Ncol para eliminar la secuencia del receptor
CXCR®6. En el segundo carril marcado como C2 se observaron los resultados esperados,
indicados por la presencia de una banda de ~5,500 bp y una adicional indicada por ~500
bp. Para la produccion de particulas retrovirales se utilizaron el producto de la ligacion N4
“NesT 4” y el C2 “Control 2”.
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Adicionalmente, para generar un vector vacio como control, se utilizé la enzima Ncol para
eliminar las secuencias de Cxcr6 y del IRES. Después se colocd en una reaccion de ligacion
toda la noche para volver a unir los extremos del plasmido. Con esto se conservd la

secuencia de la proteina fluorescente verde (Figura 17).

6.2 Vectores virales e infeccién de linfocitos T CD8+ muridos

Para comparar los dos sistemas de transduccion (lentivirus vs. retrovirus), purificamos
células CD8 y las activamaos con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28. Al dia siguiente, las
infectamos con lentivirus o retrovirus (cada uno control y NeST) en presencia de polibreno
(4 ng/ml). Las células se mantuvieron en cultivo durante 5 dias. Durante este periodo se

agreg6 medio de cultivo fresco e IL-2 (100 U/mL) cada 48 horas (Figura 18).

O O ® 6 ©
” Q MN 12
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OO itometria de flujo

0 :
Viabilidad +IL2 Viabilidad | it

Purificacion e }
Linfoctitos Tcpg  /nfeccion con virus

PMA/ jono
+*
Brefeldina

CD3/CD28 ~
Tincion
Figura 18. Estrategia experimental para infeccion in vitro con lentivirus. Flujo de trabajo

adoptado para realizar la infeccién con particulas lentivirus y evaluar la infeccién en los linfocitos
T CDS.
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Para evaluar la eficiencia de la infeccion utilizamos como marcador la intensidad de la
proteina fluorescente verde (GFP), integrada en la construccion pWPI-NeST vy el control
pWPI, por citometria de flujo y microscopia de fluorescencia. Durante los dias siguientes a
la infeccibn con los lentivirus se observé que la poblacibn con morfologia linfoide

desaparecia. Ademas, cuando analizamos la expresion de la proteina GFP, se observo que
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Figura 19. Infeccién con particulas lentivirales a linfocitos de ratén. Se muestra en la parte
superior de la figura un control de células sin infectar, se puede observar que se agrupan
conservando la morfologia esperada de un linfocito. Sin embargo, la infecciéon con particulas
lentivirales independientemente si contienen la secuencia del IncRNA NeST, modifican la
morfologia de las células en el grafico de tamafio x granularidad; indicativo de apoptosis. Las

células pertenecientes a esta poblacion dieron positivo para Sytox Orange, ademas de no
presentar la proteina fluorescente verde, marcador de una infeccion eficiente.
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no habia células positivas para el marcador, ni en células infectadas con el lentivirus control,
ni en las que recibieron NeST (Figura 19). Confirmamos la muerte de los linfocitos usando

una tincion de viabilidad (Sytox Orange).

Hicimos cambios en el protocolo de infeccidon con lentivirus, con el fin de mejorar la
supervivencia de las células. Cambiamos la forma de concentrar los virus (polietilenglicol,
columnas concentradoras, sin concentrar), sin embargo esto no mejor6 la infeccion.
Cambiamos la concentracion de polibreno y polietilenglicol (tienen efectos citotdxicos
conocidos), sin obtener resultados eficientes. También se probamos métodos para activar
a las células y mejorar su supervivencia por citocinas como la IL-7. Sin embargo, ninguna
de estas modificaciones tuvo efectos significativos en la tasa de infeccién o la viabilidad

celular.

Cuando probamos la transduccién con gamma-retrovirus, observamos una mejoria en la
supervivencia de las células (Figura 20). Una proporciéon considerable de las células
infectadas con el virus control expresaban la proteina GFP. Sin embargo, observamos muy

poca expresion de dicha proteina en las células OT-I purificadas infectadas con el retrovirus

Retrovirus control Retrovirus NeST
MY voes 3MT s
448 ',’2”;’

20M 9 & 3
q},‘ | < 2.0M
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Figura 20. Infeccién con particulas retrovirales a linfocitos T CD8. Se muestran los
resultados obtenidos de la infeccidn con particulas retrovirales donde se observa una viabilidad
considerable de las células infectadas.
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gue codificaba para NeST (Figura 21). En el laboratorio hemos notado este fendbmeno con
otros plasmidos. Cuando en plasmidos bicistrénicos se coloca un gen entre el promotor y
la secuencia que codifica para la proteina reportera, baja la expresion de esta Gltima. Dado

que la infeccion funcionaba de manera adecuada con el virus control, decidimos proseguir.

Virus Control Virus NeST S/n virus

o 5o 5 0M

GF& 1 GEPy GEM
’ all

2
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ERC S by

1.0 R b 4 ;3 1.0M ™

Figura 21. Niveles de GFP en células infectadas con retrovirus. Se muestran dot plots
representativos de la intensidad de la proteina fluorescente verde en células infectadas con
retrovirus. Se observa un porcentaje significativo de GFP en las células con el virus control,
mientras que los de NeST lo muestran en niveles muy bajos. Debido a esto se corroboré la
presencia de nuestro gen de interés por qPCR.

6.3 Infeccidon de linfocitos T CD8+ con retrovirus in vitro

Linfocitos CD8+ CD45.1 purificados se activaron con aCD3/ aCD28 (2 ug/mL) y se
infectaron 16 hrs después con el virus control o el que contenia la secuencia de NeST y se
evaluaron al dia 5 posterior a una ronda de estimulacién con IL-2 y activacién utilizando

PMA/ionomicina para observar los efectos de la infeccion.

El analisis por citometria de flujo demostré que un porcentaje de células CD8+ CD45.1
conservaban una buena viabilidad. No obstante, no se observaron cambios significativos
en la produccion de IFN-y en aquellas que se infectaron con el virus de NeST en

comparacion con células infectadas con el virus control (Figura 22). Es importante
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mencionar que, dado que no podiamos observar el reportero de infeccién (GFP), no
podiamos enfocar en analisis en las células con infeccion eficiente. Por esa razén, la
expresion de IFN-y fue evaluada en todas las células del cultivo, sin importar su estado de

infeccion.

Experimentos in vitro
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Figura 22 Produccion de IFN-y en linfocitos CD8 infectados con retrovirus. Se muestra los
resultados de la infeccidn con virus control y el virus que contiene la secuencia de NeST. No se
observaron cambios en la produccién de IFN-y en las células infectadas con el virus de NeST
comparadas con el control.
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Figura 23. Expresion de IncRNA NeST e IFN-y en linfocitos CD8 infectados con retrovirus.
Se infectaron linfocitos CD8 activados con esplenocitos y se analizé la expresién de los genes
del A) IncRNA NeST e B) IFN-y. Se indica el cambio de expresién del mensajero respecto a las
células infectadas con el virus control.
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Cuantificamos por gPCR la transcripcion de NeST y de IFN-y en las células infectadas con
los virus control y NeST. Observamos una tendencia a que ambos transcritos estuvieran
aumentados en las células infectadas con el retrovirus que codifica NeST (Figura 23). Sin
embargo, a juzgar por el incremento en la transcripcion del IncRNA, existia una variabilidad
grande entre experimentos, probablemente relacionada a cambios en la eficiencia de la

infeccion.

6.4 Retrovirus de NeST y su efecto en células provenientes de sepsis

Con el fin de determinar si los efectos de NeST sobre la produccion de IFN-y eran
relevantes, utilizamos el modelo de sepsis previamente descrito. Realicé CLP o cirugia
control a ratones OT-I CD45.1. Treinta dias después, los ratones se sacrificaron y se
purificaron células CD8 de drganos linfoides secundarios. Los linfocitos se activaron con
anti-CD3/CD28 y 24 horas después se infectaron con el retrovirus control o el que codifica
NeST. Se transfirieron 200,000 linfocitos provenientes del protocolo de infeccién a animales

CD45.2 a los que el dia previo se habia infectado con Listeria monocytogenes que expresa
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Figura 24. Infeccién con retrovirus in vivo La infecciébn con los diferentes retrovirus
provenientes de ratones sépticos no demostré diferencias en el incremento de la secuencia de
NeST y la produccién de IFN-y por citometria. ** Normalizado a CLP CNTRL
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OVA. Cinco dias mas tarde, los ratones se sacrificaron y analizamos la expansion clonal y

la capacidad de producir IFN-y de las células transferidas.

Los resultados de estos experimentos se muestran en la Figura 24, donde se indica el

porcentaje de IFN-y en células infectadas. No observamos diferencias en la produccién de

IFN-y por citometria de flujo entre células infectadas con el virus control y el que codifica

NeST. Aislamos por citometria de flujo (cell sorting) las células transferidas y analizamos el

nivel de mensajero en las células infectadas. No se observaron diferencias en el transcrito

de NeST entre los ratones sham y los ratones con sepsis. Tampoco se observaron cambios

significativos en la produccién de IFN-y en células donde se sobreexpresé NeST

proveniente de sepsis (Figura 25).
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Figura 25. Expresién del mensajero INcCRNA NeST e IFN-y de experimentos in vivo. Se
puede apreciar la expresion del mensajero del IncRNA NeST e Ifng. No se observaron cambios

n=2-3

41



VII. Discusion
Particulas retrovirales y su eficiencia en la transduccién de linfocitos muridos.

La infeccion con particulas lentivirales, ampliamente utilizada para la modificacién de
linfocitos humanos, ha probado ser eficiente e incluso ha sido usada en forma terapéutica
(ej. células CAR)#*4445_El poco éxito de reproducir este fendmeno en linfocitos de ratén ha
llevado a los investigadores a desarrollar diferentes métodos para poder replicar lo
observado en humanos. Entre los diferentes protocolos se ha optado por modificar la
envoltura de la particula viral*® e inclusive adicionar reactivos como Lentiboost/Sirion
Biontec 4”48 que aumentan la eficiencia de la transduccién. No obstante, la eficiencia de la
transduccién obtenida por los cambios en estas metodologias no logra resolver este

problema por completo 4%,

Las diferencias obtenidas en el método de transduccién entre lentivirus y retrovirus reflejan
varias piezas clave en los componentes de los linfocitos de ratén. En algunos articulos
publicados, se menciona que, por lo menos en parte, la poca capacidad de infeccion
obtenida con lentivirus se debe a la ausencia de algunos componentes celulares en los
linfocitos de ratdén para su integracion en el genoma 4" “8, Evidencia de esto proviene de
pruebas realizada con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (perteneciente a la
familia de los lentivirus) en células de ratén, obteniendo baja eficiencia de transcripcion
reversa y translocacion al nicleo 4% 1. Al modificar genéticamente a los ratones para
expresar los factores y receptores presentes en las células humanas incrementd la
capacidad de infeccién 2. Sin embargo, los mecanismos moleculares de la baja
transduccion con lentivirus no se entienden en su totalidad, siendo necesario ahondar mas
en su investigacion para utilizarlos como posibles vectores en la infeccion de células de

raton.
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Por su parte, la familia de los gamma-retrovirus se encuentra ampliamente asociada con
diferentes especies de animales entre los que se encuentran los ratones °3. EI mas comun
presente en roedores se conoce como “virus de la leucemia murina” (MuLV, por sus siglas
en inglés), causante de sarcomas en los roedores **. Estudios han demostrado que las
gamma-retrovirus son variados en su capacidad de infeccién, que se modifica dependiendo
de su tipo de envoltura y sus componentes abarcando un amplio rango de huéspedes .
En consecuencia, estos vectores virales contienen todos los elementos requeridos para
concretar la infeccién en los linfocitos, siendo la opcién predilecta en metodologias in vitro

e in vivo.

En nuestros experimentos dichas caracteristicas de las particulas virales se vieron
reflejadas en la eficiencia de infeccion. Mientras que los linfocitos de raton infectados con
lentivirus disminuyeron significativamente su viabilidad, células CD8 infectadas con
retrovirus sobrevivian al protocolo de infeccién y aumentaban la expresién de nuestro gen
de interés en comparacion de células que recibieron el virus control. Los cambios
establecidos entre las metodologias in vitro e in vivo de este trabajo mostraban un
incremento en la supervivencia e infeccion de las células y permitieron identificarlas
posteriormente en los experimentos in vivo, demostrando ser un protocolo eficaz para

introducir genes de interés en linfocitos T CD8 de ratén.

LncRNA NeST, funcién como regulador de IFN-y

Investigaciones previas apuntan a que elementos no codificantes pueden tener una funcién
como reguladores de funciones bioldgicas. Particularmente NeST se ha demostrado que

puede tener una accién en cis sobre el locus de IFN-y provocando el reclutamiento de
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complejos de metilacibn donde pertenece WDR5, modificando la accesibilidad de la

cromatina, induciendo el aumento en la produccién de dicha citocina 2% 24,

La estrategia utilizada en este trabajo consistia en probar si la reintroduccion de NeST a
linfocitos por un vector retroviral era capaz de incrementar la produccion de IFN-y.
Adicionalmente, se queria probar si en células provenientes de ratdn con sepsis pueden
recuperar su produccién de IFN-y al sobreexpresarlo con el vector retroviral 3. Esto
impactaria de forma directa sus funciones efectoras, potenciando su proliferacion y

capacidad de respuesta ante una infeccibn como Listeria monocytogenes.

Los resultados in vitro demostraron la eficiencia de la infeccién con los retrovirus, mostrando
un aumento en la proteina fluorescente verde en el virus control y la expresion del
mensajero de NeST en las células infectadas con dichas particulas virales. No obstante, la
sobreexpresion de NeST no causé cambios en la produccién de IFN-y por citometria y
Unicamente mostré una ligera tendencia en el incremento del mensajero en las células
infectadas con el virus cargado con el RNA largo no codificante. Esto dio lugar a montar el
protocolo de infeccién en un sistema in vivo y comprobar su eficacia durante una infeccion.
En los resultados de los experimentos in vivo similar a los in vitro se observé que
independientemente de la infeccion con el virus control o cargado con la secuencia de
NeST, no habia cambios en la produccién de IFN-y. Dicho resultado fue consistente entre
los grupos de células provenientes de un animal sham o con sepsis (CLP). La principal
debilidad de este estudio radica en nuestra imposibilidad de diferenciar las células
adecuadamente transducidas (que por lo tanto expresan NeST) de aquellas en las que la
infeccion no fue eficiente. Lo anterior, porque el vector que codificaba NeST no producia
GFP a un nivel adecuado. Por esa razén, solo pudimos analizar la funcion y el fenotipo de

todas las células transferidas, de las cuales consideramos que aproximadamente el 25%
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sobre-expresaba NeST. Por esa razén, nuestro analisis podria subestimar el efecto de la

restauracion de la expresion de NeST.

Para la parte experimental podrian probarse otras metodologias para mejorar la
introduccion del LncRNA a las células. Por ejemplo podria probarse protocolos como la
electroporacion o lipofeccion en diferentes vectores y observar la eficiencia de transfeccion.
Igualmente, podrian utilizarse otro tipo de recursos como lineas celulares CD8 de raton
modificadas de manera especifica por el sistema CRISPR-Cas9 sobre el locus de Ifng para

sobreexpresar NeST en conjunto con algin marcador como una proteina fluorescente.

Entre las posibles hipétesis tedricas que explican la ausencia de cambio en la produccion
de la citocina recaen en el mecanismo de integracion viral. La integracion del vector viral en
el genoma celular ocurre de forma no dirigida®® °” 8, Es decir, a diferencia de sistemas
como CRISPR-Cas9, la introduccion de la secuencia de NeST por el virus no sucede
directamente sobre el locus de Ifng. Por lo tanto, si la accibn de NeST ocurre en cis sobre
el genoma, ésta no sucede debido a la distancia de insercién del vector viral y la secuencia
de ifng. Igualmente, el cambio en la accesibilidad de la cromatina inducida por la sepsis
también podria interferir con el correcto funcionamiento de NeST *°. Debido a que NeST
puede reclutar complejos que modifican el paisaje epigenético, su regulacion a la baja en
células provenientes de sepsis podria cerrar por completo su sitio de accién 1, En
consecuencia, a pesar de su incremento en el sistema, el IncRNA podria no alinearse
correctamente con su secuencia, conservando la alteracion provocada por la enfermedad

y manteniendo a la baja la produccion de IFN-y.
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VIIIl. Conclusiones

Los resultados obtenidos demostraron in vitro que la sobreexpresion del IncRNA NeST por
medio de un vector retroviral incremento la expresion del RNA largo no codificante, no
obstante la produccion de IFN-y no mostré cambios significativos en las células infectadas
con el virus control y nuestra secuencia de interés. Asi mismo, los experimentos in vivo no
demostraron que la reintroduccion de NeST al linfocito tuviera efectos significativos en la
presencia de la citocina, independientemente si las células provenian de un ambiente de
sepsis. Esto podria explicarse también a una baja eficiencia de transduccién del inserto de
NeST en los experimentos in vivo por lo que otros enfoques metodoldgicos podrian resolver
esta problematica. Por lo tanto, la presencia de NeST por si sola ho puede contrarrestar los
efectos del estado de poca funcionalidad inducido por sepsis, siendo necesario investigar
qué otras moléculas podrian jugar un papel importante para recuperar las funciones

efectoras de las células y modificar su paisaje epigenético.
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Figura 26. Esquema de la sobreexpresion de NeST en linfocitos T CD8. Los resultados de los
experimentos in vitro mostraron que la infeccién con particulas retrovirales incrementaba
NeST, no obstante no cambid la produccién de IFN-y. La infeccidn con el retrovirus de NeST a
linfocitos T CD8 in vivo no se observaron diferencias independientemente si provenian de un
animal con sepsis o sham.
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IX. Perspectivas

e Es necesario continuar la investigacion sobre el mecanismo de accion de NeST en
el locus de Ifng y la produccién de esta citocina.

e Los retrovirus son una estrategia eficaz para infectar linfocitos CD8 murido in vitro
en comparacion a otros tipos de particula viral como los lentivirus.

e Latransduccion in vivo de linfocitos CD8 de ratdn con particulas retrovirales es un
buen acercamiento a la sobreexpresion de genes de interés, aunque se necesita
trabajar estas metodologias para mejorar su eficiencia.

o Para comprobar los efectos de la sobreexpresién de NeST en linfocitos CD8 de

raton protocolos como la electroporacion y lipofeccion pueden ser de utilidad.
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