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Resumen

Los bioensayos funcionales in vitro son fundamentales para la correcta
caracterizacion de medicamentos biolégicos como los inhibidores de los puntos
de control inmunitarios (ICI). Estos ICI pueden bloquearse mediante anticuerpos
que impiden la transmision de senales coinhibitorias, permitiendo, de esta ma-
nera, una respuesta inmunitaria méas efectiva contra las células cancerigenas. En
este trabajo, se ha puesto a punto un bioensayo in vitro para activar los linfocitos
T, a través del correceptor del TcR (CD3), sin la necesidad de antigeno, y eva-
luar el impacto de la interaccion entre HVEM (mediador de entrada del virus del
herpes) y BTLA (atenuador de linfocitos B y T) en esta activacion. El bioensayo
consiste en la realizacion de un cocultivo entre unas células estimuladoras (linea
celular CHO modificada genéticamente para la expresion del gen que codifica
para scFv anti-CD3) y como células respondedoras, la linea celular Jurkat TPR,
que expresa tres factores de transcripcion unidos a tres fluorocromos diferentes
(mCherry, CFP y eGFP: unidos a AP-1, NF-kB y NFAT respectivamente), con el
objetivo de estudiar su activacion mediante citometria de flujo. Durante el trabajo
se ha realizado el clonaje de la proteina BTLA y la posterior transduccion en las
células Jurkat TPR. A continuacién, se realizaron los bioensayos en los que se
demostré que funcionaban activando los linfocitos T, sin necesidad de presentar
antigeno y detectando los fluorocromos mediante citometria de flujo. Mediante
este ensayo, comprobamos que la interaccion BTLA-HVEM disminuye la activa-
cion de las células Ty, el bloqueo de este ICI mediante anticuerpos anti-HVEM,
aumentaba la respuesta de las células Jurkat TPR respondedoras. En conclusion,
hemos desarrollado un sistema experimental in vitro que permite estudiar inte-
racciones ligando/receptor en el contexto de la activacion de las células T, para
aumentar o reprimir la funcion de las mismas.
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Introduccion

Los linfocitos T

Los linfocitos T forman parte de la respuesta inmunitaria adaptativa.
Cuentan con los receptores de antigenos de los linfocitos T (TCRs) que se encuen-
tran asociados al complejo CD3 (Alcover et al., 2018).

La activacion de los linfocitos T (Figura 1) requiere de multiples sefiales
y comienza cuando el TCR reconoce un péptido asociado al complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) de una APC (célula presentadora de antigenos). Esto
va a resultar en que el complejo CD3 transduzca la senal al interior del linfoci-
to desencadenando una cascada de sefializacion celular (Alcover et al., 2018). A
continuacion, va a tener lugar una segunda senal de coestimulacién, necesaria
para que contintie la activacion del linfocito. Se produce gracias a la interaccion
entre CD28-CD80/86 que, junto a la primera sefial, va a resultar en la entrada de
Ca?* en el citoplasma, dando lugar a la activacion del factor nuclear de las células
T activadas (NFAT). Ademas, se va a activar la protein kinasa C que resulta en la
activacion del factor nuclear kB (NF-kB), y la generacion de la proteina activa-
dora 1 (AP-1). Estos factores de transcripcion se translocan al nicleo y su accion
coordinada resulta en la transcripcion de la citoquina interleucina 2 (IL-2). IL-2
se une al receptor de alta afinidad dando lugar a la tercera senal que resulta en la
proliferacion y diferenciacion de las células T (Esensten et al., 2016).
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Figura 1. Representacion del proceso de activacion de un linfocito T. Creado con
BioRender.com
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Inhibidores de los puntos de control inmunitarios

La segunda senal comentada anteriormente puede que, en lugar de coes-
timulacion, sea de cohibicién, lo que también se conoce como punto de control
inmunitario. Un ejemplo, y en el que se va a centrar este trabajo, es el formado
por HVEM-BTLA. Los inhibidores de los puntos de control inmunitarios (ICI)
son moléculas, como anticuerpos, que bloquean estos puntos de control. Su im-
portancia radica en que pueden ser empleados en inmunoterapia contra el cancer
(De Sousa Linhares et al., 2018).

El atenuador de linfocitos B y T (BTLA) es un receptor transmembrana
de tipo I perteneciente a la superfamilia de las inmunoglobulinas. Su dominio ci-
toplasmatico presenta dos motivos inhibidores clasicos: ITIM e ITSM. El ligando
de BTLA es HVEM (mediador de entrada del virus del herpes); es miembro de la
superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral (Pasero y Olive, 2013).

Hipotesis y objetivos del trabajo

Las sefales coinhibidoras y coestimuladoras regulan el curso de la ex-
pansion clonal y de diferenciacion de las células T naive hacia las células T efec-
toras (Bonilla y Oettgen, 2010). En este trabajo, se plantea el desarrollo de una
plataforma experimental para evaluar el papel de la interaccion HVEM-BTLA en
el curso de la activacion de los linfocitos T mediada por anticuerpos anti-CD3 uti-
lizando un bioensayo reportero basado en células estimuladoras (CHO) y células
respondedoras (Jurkat TPR).

Material y métodos

En primer lugar, se llevd a cabo el clonaje de BTLA partiendo de ARNm de
raton BL6 que habia sido extraido previamente, este se transform6 en ADN com-
plementario de BTLA, y a continuacion, se ligo con el vector intermediario pJET,
con el objetivo de obtener un mayor numero de copias del plasmido. Tras esto, se
realizo la digestion de pJET con BTLA y la del vector final retroviral pMSCV con
las mismas enzimas Xhol y HindIIl. Se secuenci0 el inserto para comprobar que
no hubiese sufrido mutaciones a lo largo de los pasos.

La segunda parte del trabajo se basd en la transduccion de las células
Jurkat TPR con BTLA. Se realiz6 la transfeccion de la linea celular HEK293T con
tres plasmidos para generar las particulas retrovirales: dos de empaquetamiento
y pMSCV con el inserto de interés. Seguidamente, se realiz6 la transduccion de
linfocitos Jurkat TPR de tal forma que se expresase de forma estable la proteina
BTLA. Para asegurarse de que todos los linfocitos Jurkat TPR estaban expresan-
do BTLA se llevo a cabo su cultivo y seleccion utilizando la técnica de clonaje de
célula tinica mediante dilucion limite. Una vez se confirmé que toda la poblacion
expresaba BTLA, se procedio a realizar las pruebas para comprobar la funciona-
lidad del bioensayo.
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El bioensayo se basa en el cocultivo de dos poblaciones celulares, una
poblacion estimuladora y otra la respondedora. Como células estimuladoras se
empleo la linea celular CHO (ovario de hamster chino) que habian sido modifica-
das previamente en el laboratorio para expresar de forma estable OKT3, que es
un fragmento de cadena tinica anti-CD3 humano. De esta forma pueden activar
células T humanas en cocultivo sin necesidad de que una APC presente un antige-
no al linfocito T, ya que se recrea la primera sefal de activacion de los linfocitos T.

Como células respondedoras se emple6 la linea celular Jurkat TPR. Son
unos linfocitos T de leucemia humana en los que se ha generado un “Triple Para-
meter Reporter” (TPR), sistema reportero de tres parametros como el disenado
por los investigadores Sabrina Jutz et al. (2016). Los factores de transcripcion
NF-xf, NFAT y AP-1 han sido fusionados con las proteinas fluorescentes CFP,
eGFP y mCherry, respectivamente (Jutz et al., 2016). De esta forma, los espectros
de emision de estas proteinas permiten evaluar simultaneamente la actividad de
NF-kp, NFAT y AP-1 en respuesta a la estimulacion. Asi, si se modifican genética-
mente las células con las moléculas deseadas se puede ver su interaccion y efecto
en la activacion de los linfocitos T. En este caso se modificara la poblacion CHO
con HVEM y la Jurkat TRP con BTLA.

Resultados

Comprobacién de induccién CHO-scFv anti-hu CD13 y Jurkat TPR

En la Figura 2 se representan los resultados de citometria del primer
ensayo. El objetivo de este ensayo era comprobar que el anticuerpo OKTS3 es ca-
paz de inducir la activacion del linfocito T; para ello se realizaron tres cocultivos
durante 24 horas de tres condiciones distintas (estimulo policlonal, ausencia de
estimulo y activaciéon anti-CD3) y se mantuvo también en cultivo a las células
Jurkat TPR sin inducir para usarlas como control negativo.

En primer lugar, se cultivaron las células Jurkat TPR con PMA e iono-
micina (estimulo policlonal) como control positivo (Figura 2A). Gracias a este
control se confirmd que era posible detectar mediante citometria de flujo los fluo-
rocromos asociados a los factores de transcripcion. En la segunda condicion, las
células Jurkat TPR en cocultivo con la linea celular CHO sin modificar (ausencia
de estimulo), no se han expresado los factores de transcripcion (Figura 2B). La
intensidad media de fluorescencia (MFI) de los fluorocromos de interés es prac-
ticamente la misma que la de las células TPR sin inducir, lo que confirma que las
células CHO sin modificar no activan los linfocitos T. En tltimo lugar, se realiz6 el
cocultivo de la linea celular CHO-scFv anti-hu CD3 con Jurkat TPR (Figura 2C)
y se comprobo que las células CHO con OKT3 (scFv anti-hu CD3) son capaces
de inducir la activacion de las células Jurkat sin antigeno, ya que se produce un
aumento de la MFI respecto a las células TPR sin inducir.
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Sin embargo, la transcripcion del factor AP-1 resulté ser muy débil. Esto
se puede deber a que el factor AP-1 es el de activacion mas rapida de los tres y su
pico de expresion maxima ocurre segtn la bibliografia a las 8 horas, disminuyen-
do la expresion rapidamente (Jutz et al., 2016).
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Figura 2. Resultados del bioensayo del cocultivo entre CHO-scFv anti-hu CD3 y
Jurkat TPR. En la primera columna, se observa un esquema representativo de cada
condicion. En las tres columnas siguientes, se observan los histogramas normaliza-
dos del resultado de la citometria: en gris, el control negativo (TPR sin inducir), el
sombreado en color representa los factores de transcripcion (NF-xB: azul, NFAT:
verde y mCherry: rojo). MFI hace referencia a la intensidad de fluorescencia media.
Histogramas creados con el software FlowJo (Becton, Dickinson & Co., 2002).

Bioensayo CHO-scFv anti-hu CD3 mHVEM vy Jurkat TPR mBTLA

Tras haber confirmado que la activacion de los linfocitos T mediante la
induccién de CHO-OKT3 es posible, se procedio a estudiar el efecto de la interac-
cion HVEM-BTLA. Se realiz6 el ensayo para evaluar la interaccién entre HVEM
de expresion estable en las células CHO, y BTLA de expresion estable en las cé-
lulas Jurkat (Figura 3B). Se comprueba al comparar las Figuras 3A y 3B, que
la MFTI en el caso de CFP fusionado al factor NF-xB pasa de 9947 en el caso A, a
7028 en el caso B, lo que supone una disminucion del 29,34 % ([(9947— 7028) /
9947] x 100). En cuanto, al eGFP fusionado NFAT la MFI pasa de 19939 a 12021,
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lo que supone una reduccion de casi un 39,71 % en la tasa de transcripcion del
NFAT. Se observa que, de los dos factores de transcripcion, el que ve su expresion
mas reducida es el factor NFAT.

Esta disminucion de MFI indica que la interaccion entre HVEM-BTLA
inhibe parte de la respuesta de activacion del linfocito T. Se confirma por tanto
que HVEM y BTLA forman un punto de control inmunitario y que esta platafor-
ma experimental permite evaluar dicha interacciéon molecular.

Bioensayo CHO-scFv anti-hu CD3 mHVEM vy Jurkat TPR mBTLA con
anticuerpos
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Figura 3. Resultados del bioensayo del cocultivo entre CHO-scFv anti-hu CD3 mH-
VEM y Jurkat TPR mBTLA. En la primera columna se observa un esquema repre-
sentativo de cada condicién. En las tres columnas siguientes se observan los histo-
gramas normalizados del resultado de la citometria: en gris el control negativo (TPR
sin inducir) el sombreado en color representa los factores de transcripcion (NF-kB:
azul, NFAT: verde y mCherry: rojo). MFI hace referencia a la intensidad de fluores-
cencia media. Histogramas creados con el software FlowJo (Becton, Dickinson &
Co., 2002).

Tras confirmar la inhibicién de la activacion de los linfocitos T, en el ter-
cer ensayo se traté de modular esta respuesta empleando anticuerpos anti-HVEM
y anti-BTLA. Se realiz6 el ensayo con seis anticuerpos generados en el laborato-
rio de Inmunologia (del Rio et al., 2011; del Rio et al., 2012): cuatro anti-HVEM
(6Co, 10F3, 5B7y 1H7) y dos anti-BTLA (4G12b y 6A6). De estos anticuerpos, 6C9
y 10F3 son anticuerpos bloqueantes, es decir, se unen al sitio de HVEM donde
interacciona BTLA.

En la Figura 4 se recogen los resultados de intensidad de fluorescencia
de la citometria para CFP unido a NF-kB y eGFP unido a NFAT. No se recogen
los resultados de mCherry unido a AP-1, ya que su senal era demasiado débil. Se
resumen los resultados de la MFI en los Graficos 4.1 para CFP unido a NF-xB y
en los Graficos 4.2 para eGFP unido a NFAT.
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Considerando los resultados de los graficos, se demuestra que dos de los
anticuerpos anti-HVEM (los bloqueantes): 6C9 y 10F3, son funcionales y pueden
revertir la inhibicién de los linfocitos T, aumentando la produccién de los factores
de transcripcion. En cuanto al anticuerpo, anti-HVEM 6Cg es el mas efectivo, y se
observa que la poblacion de células Jurkat TPR transducidas experimenta un in-
cremento del 34,23 % en la tasa de transcripcion del factor NFAT con respecto al
control y 26,67 % en la tasa de NF-kB. Respecto al anticuerpo anti-HVEM 10F3,
se da un incremento del 30,16 % en la tasa de transcripcion del factor NFAT con
respecto al control y del 11,81 % en la tasa de NF-kB. El anticuerpo anti-BTLA
6A6 al unirse a BTLA podria revertir la inhibicion de la interaccion HVEM-BTLA,
aunque en menor medida que los anticuerpos anti-HVEM bloqueantes.
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Figura 4. Resultados del bioensayo del cocultivo entre CHO-scFv anti-hu CD3 mH-
VEM y Jurkat TPR mBTLA con anticuerpos. En la primera columna, se observa un
esquema representativo. En las columnas 2 y 3 se observan graficos de barras que
representan los resultados de la media de intensidad de fluorescencia de (1) CFP fu-
sionado al factor nuclear NF-kB y (2) eGFP fusionado al factor nuclear NFAT. Como
control se recoge la MFI de las Jurkat TPR mBTLA cocultivadas con CHO-scFv an-
ti-hu CD3 mHVEM (barras rojas). Las barras azules y verdes representan las células
Jurkat TPR mBTLA cocultivadas con CHO-scFv anti-hu CD3 mHVEM en presencia
de cada anticuerpo: (A) Anti-HVEM y (B) Anti-BTLA.

Discusion y conclusiones

Como se puede observar en los resultados, se consigui6 la activacion de
las células TPR con las células CHO-OKT3 y se demostr6 que se podian detectar
mediante citometria de flujo los factores de transcripcion, sobre todo NFAT y NF-
kB y, en menor medida, AP-1.

En cuanto a la interaccion entre BTLA-HVEM, se vio que tenia un efecto
inhibitorio sobre la activacion de las células T, especialmente a nivel de NFAT
y NF-xB. Es necesario recalcar que, como se ha mencionado anteriormente, la
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interaccion entre HVEM-BTLA es muy compleja, con la presencia de senales in-
munopotenciadoras e inmunosupresoras al mismo tiempo (Battin et al., 2022).
Sin embargo, al comprobar el efecto inhibitorio de la interaccion HVEM-BTLA,
se demuestra que es un punto de control inmunitario y su potencial para ser mo-
dulado como posible inmunoterapia. El resultado coincide con lo que se ha rea-
lizado en otros trabajos utilizando las moléculas HVEM-BTLA humanas (Battin
et al., 2022). Cabe destacar, que la reduccion en la expresion de los factores de
transcripcion es parcial (~30 % (NF-kB) y ~40 % (NFAT); es posible que sean
necesarias mas interacciones para su inhibicién completa, ya que lo que se pone
apunto en este trabajo es un modelo experimental simplificado y disefiado espe-
cialmente para estudiar unos aspectos muy concretos.

Es por este potencial para modular la interaccion entre HVEM y BTLA
por lo que se traté de encontrar anticuerpos que la inhibiesen, con el fin de regu-
lar al alza la respuesta de los linfocitos T. De los anticuerpos probados se compro-
b6 que dos de los anticuerpos anti-HVEM (los bloqueantes) eran funcionales y
podian revertir la inhibicion de los linfocitos T, aumentando la producciéon de dos
factores de transcripcion (NFAT y NF-kB), demostrando su capacidad de actuar
como ICI. Es posible que la expresion de otros factores de transcripcion también
incremente al emplear dichos anticuerpos, pero en este trabajo solo se analizaron
los factores de transcripcion: AP1, NF-kB y NFAT.

La importancia de este trabajo se basa en haber puesto a punto un siste-
ma in vitro que permite estudiar la activacion de las células T de forma sencilla
y de como distintas moléculas influyen en este proceso. Asimismo, es un sistema
muy versatil y econdmico que permite el estudio de tres factores de transcripcion
de manera simultanea, evitando ademas el uso de animales de experimentacion.

En futuros experimentos en el laboratorio se podria continuar estudian-
do la interaccién de HVEM y BTLA, repitiendo el ensayo mas veces y probando
otros anticuerpos para tratar de encontrar anticuerpos mas efectivos. Ademas, en
un futuro también se podrian probar otras moléculas y estudiar el potencial de
otros anticuerpos sobre ellas, cuyo porcentaje de reactivacion de los factores de
transcripcion sea superior a los nuestros.

En resumen, esta plataforma molecular/celular ha permitido el desarro-
llo de un bioensayo reportero que esta ayudando a caracterizar nuevos anticuerpo
anti-HVEM y anti-BTLA con nuevas propiedades inmunoterapéuticas.
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