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Resumen

En el microambiente tumoral existe una respuesta inmune mediada por
células innatas y adaptativas; por otro lado, las células cancerosas evaden
esta respuesta mediante diversos mecanismos que promueven un entorno
inmunorregulador. Uno de los mecanismos de evasion es la liberacion de
mediadores solubles, y uno de los principales es el TGF-B, que induce la
proliferacion y diferenciacion de linfocitos T reguladores que a su vez
suprimen la funcion de los linfocitos T efectores. La sefializacion del TGF-B
esta mediada rio abajo por un complejo proteico llamado SMAD2/3/4 que
se transloca al nucleo e induce la expresion génica, también se ha descrito
que existe otro factor de transcripcion llamado TIF1-y que puede interactuar
con el complejo SMAD2/3 e inducir la expresion de un grupo distinto de
genes. En este trabajo nos centramos en generar modelos para el estudio de
la sefializacion de TGF-B en linfocitos T reguladores con el fin de establecer
dianas moleculares para el disefio de nuevas estrategias terapéuticas. Estos
modelos se basaron en la generacién de una cepa de ratdn transgénico para
obtener linfocitos T requladores especificos de antigeno vy, en el disefo de
ARN guia para la posterior edicion de SMAD4 y TIF1-y en linfocitos T
reguladores primarios. Ademas, evaluamos el nivel de expresion de TIF1-y
en distintas poblaciones de los linfocitos y demostramos que los linfocitos
T reguladores expresan mayores niveles de este gen en comparaciéon con
otras poblaciones del bazo y los ganglios linfaticos. Finalmente, realizamos
ensayos preliminares de transferencia adoptiva de linfocitos Treg en ratones

con melanoma y evaluamos si habia un efecto en la progresién tumoral.



Abstract

In the tumor microenvironment there is an immune response mediated by
innate and adaptive cells; on the other hand, cancer cells evade this response
by various mechanisms that promote an immunoregulatory environment.
One of the evasion mechanisms is the release of soluble mediators, and one
of the main ones is TGF-B, which induces the proliferation and differentiation
of regulatory T lymphocytes that in turn suppress the function of effector T
lymphocytes. TGF-B signaling is mediated downstream by a protein complex
called SMAD2/3/4 that translocates to the nucleus and induces gene
expression, it has also been described that there is another transcription
factor called TIF1-y that can interact with the SMAD2/3 complex and also
induces gene expression. In this work we focused on generating models for
the study of TGF-g signaling in regulatory T lymphocytes in order to establish
molecular targets for the design of new therapeutic strategies. These models
were based on the generation of a transgenic mouse strain to obtain antigen-
specific regulatory T lymphocytes and, on the design of guide RNA for the
subsequent editing of SMAD4 and TIFT-y in primary regulatory T
lymphocytes. In addition, we analyze the expression level of TIF1-y in
different lymphocyte subsets and demonstrated that regulatory T
lymphocytes express higher levels compared to other spleen and lymph
node populations. Finally, we performed preliminary adoptive transfer assay
with Treg into melanoma bearing mice and evaluated its effect in tumor

progression.
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Introduccion
Melanoma

Incidencia
En el ano 2020 la OMS reportd que dentro de los canceres con mayor

incidencia se encuentran aquellos que afectan la piel, siendo el melanoma
maligno dentro de este grupo el de mayor letalidad (Rastrelli, M y
cols.,2014). De acuerdo con la incidencia estandarizada por edad en 2020,
paises como Nueva Zelanda, Australia, Noruega y Suecia oscilaron en rangos
> 36.6 por cada 100 000 personas, colocandolos como los de mayor
incidencia a nivel mundial. En el caso de México se estima una incidencia de
1.5 por cada 100 000 personas (Figura 1), (GLOBOCAN, 2021).

Estimated age-standardized incidence rates (World) in 2020, melanoma of skin, both sexes, all ages

ASR (World) per 100 000

256
1.5-5.6
0.67-1.5

0.37-0.67 B not applicable
<0.37 No data

(@) World Health
& #.2 Organization

Figura 1. Incidencia a nivel mundial estandarizada por edad de melanoma en hombres y
mujeres en 2018. EL mapa de calor muestra la incidencia estimada estandarizada por edad de mayor
a menor correspondiendo a una gamma de azules de mayor y menor intensidad respectivamente
(GLOBOCAN, 2021).



Factores de riesgo
Al igual que otros canceres el melanoma se considera una enfermedad

multifactorial donde se involucran factores genéticos (alteraciones
multifactoriales), ambientales y hereditarios (alteraciones de nacimiento). La
radiacion UV juega un papel importante como factor de riesgo ambiental
debido a su capacidad genotdxica, con frecuencia conduce a mutaciones en
el DNA. El melanoma suele presentarse después de los 55 anos y originarse
en zonas de mayor exposicion como cabeza, cuello y extremidades. Por otro
lado, algunos otros factores como antecedentes familiares, tendencia a
nevos melanociticos y caracteristicas fenotipicas como cabello, piel y ojos
claros también predisponen al desarrollo de melanoma (Schadendorf, D. y
cols.,2018; Shain, A., Bastian, B., 2016).

Los factores mas importantes involucrados para el desarrollo de melanoma
maligno y que este pueda tener una progresion metastasica son los
asociados con alteraciones genéticas en moléculas de vias principalmente
relacionadas con proliferacién, supervivencia, ciclo celular y apoptosis
(Russo, A. y cols., 2009). Dentro de las moléculas con mayor indice de
mutaciéon se encuentra BRAF el cual pertenece a una familia de
protooncogenes que participa en la via de las MAPK (proteinas cinasas
activadas por mitégenos) y promueve crecimiento y proliferacion celular. Es
la principal mutacion encontrada en casi el 50-70% de melanomas
metastasicos, esta genera una ganancia de funcion resultando en una
proliferaciéon celular no controlada repercutiendo en el desarrollo y
crecimiento tumoral (Gray-Schopfer, V.,2007; Schadendorf, D. y cols.,2018).
Otra mutacién que induce un mecanismo de ganancia de funcion es la
GTPasa NRAS con un 15-20 % de presencia en pacientes con melanoma.
Otros estudios han identificado algunos genes mutados solo en el 5% de los
pacientes que participan rio abajo de la via MAPK como MITF, BRN-2 y
reguladores de ciclinas (CDK4 y CDK2A), moleculas que también se
encuentran implicados en la regulacion de ciclo celular (Gray-Schopfer,
V.,2007). También se han encontrado alteraciones de la via PI3-K/AKT
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ocasionando hiperactivacion o una pobre retroalimentacion negativa, dado
por mutaciones puntuales o aumento en el numero de copias de genes en el
cromosoma, que conducen a un aumento en la supervivencia celular, ciclo
celular descontrolado y cambios en metabolismo (Figura 2), (Russo, A. y
cols., 2009; Schadendorf, D. y cols.,2018). Existen otras moléculas que
pueden estar alteradas como el receptor de melanocortina (MC1R) activado
por la hormona estimulante de a-melanocitos (MSH) propiciando el proceso
de melanogénesis; aunque las variantes alélicas de dicho receptor no son
suficientes para el desarrollo de melanoma; dado su papel en la
pigmentacion de la piel, una baja en la produccion de melanina genera una
mayor vulnerabilidad a mutagénesis por radiacion UV en locus de BRAF,
NRAS y CDKNZ2A (Russo, A. y cols., 2009). Se han descrito algunas otras
moléculas como las involucradas en adhesion celular, regulacion de la
estructura de cromatina, entre otros (Russo, A. y cols., 2009; Schadendorf,
D. vy cols.,2018).

Melanoma
Growth factor

| |
M l /}}'MLN""@

PI3K -
NRAs%wwa L4 ¢ POKD
* —-————P Surwval
“‘ CD _‘ B Metabohsm
MEK 953” ut
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ERK @
T
DA Transcription factors CORNA

OO WA

Figura 2.Vias de sefalizacion alteradas en melanoma.
Principales vias afectadas en melanoma por mutaciones
puntuales y/o aumento en el numero de copias de genes
(Schadendorf, D. y cols.,2018).



Fisiopatologia
Los melanocitos son células localizadas principalmente en |la

epidermis y los foliculos pilosos, especializadas en la produccion
de melanina responsable de la pigmentacion de piel y cabello. En
una exposicion a rayos UV, los queratinocitos producen la hormona
estimulante de a-melanocitos (a-MSH), esta se unira al receptor MCIR
expresado en melanocitos induciendo el proceso de melanogénesis,
trayendo consigo la proliferacion y diseminacion de melanocitos que
conlleva a la formacion de un nevo. La melanina es una molécula que tiene
la capacidad de absorber los rayos UV y asi proteger dano al DNA (Gray-
Schopfer, V.,2007; Shain, A., Bastian, B., 2016).

En condiciones normales los melanocitos se encuentran localizados en la
capa basal de la epidermis, a lo largo de la mucosa, meninges y la capa
coroidea del ojo, se sabe que el cuerpo humano posee alrededor de 3 mil
millones de melanocitos cutaneos. De acuerdo con la zona donde se
restringe la proliferacion de melanocitos, los nevos pueden denominarse
nevo de union (epidermis), nevo dérmico (dermis) o nevo compuesto
(superpuesto en ambas regiones). Generalmente los nevos son benignos, sin
embargo, existen diferentes aspectos que deben tomarse en cuenta como la
forma, tamano y color, un nevo displasico suele presentar melanocitos con
una morfologia atipica. Una vez que aparece un nevo displasico este puede
progresar con un crecimiento radial, lo que implica una lesién
intraepidérmica con ligera invasion local de la dermis, este puede
evolucionar a una fase de crecimiento vertical en donde las células suelen
adquirir un potencial metastasico. Cabe mencionar que no todos lo
melanomas pasan por todas y cada una de las fases de crecimiento, y que
en algunos casos puede desarrollarse de melanocitos aislados (Figura 3),
(Gray-Schopfer, V.,2007).
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Figura 3. Progresion de melanocitos a melanoma. a. Disposicion en la zona epidérmica de
melanocitos en piel normal. b. En la aparicion de un nevo los melanocitos adquieren una
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(RGP). d. Crecimiento en fase vertical (VPG) con alto potencial metastasico por capacidad de
infiltracion del sistema vascular y linfatico (Gray-Schopfer, V., 2007).
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Diagnoéstico y Terapia
Para el diagnostico de melanoma suele tomarse en cuenta las caracteristicas

de las lesiones en la piel de acuerdo con los criterios de ABCDE indicando A:
asimetria, B: borde irregular, C: variacion de color, D: diametro >6mm vy E:
superficie evaluada (Russo, A. y cols., 2009). En la actualidad también se
pueden buscar alteraciones genéticas en cualquiera de las moléculas
mencionadas con anterioridad o ciertos marcadores para un diagnostico
certero y se pueda brindar la terapia mas adecuada. De acuerdo con el
comité de uniéon americana en cancer, el melanoma se puede clasificar bajo
diversas escalas de acuerdo con: el grosor (estadio de reslow; T), afeccion
de ganglios linfaticos (estadio N) y presencia de metastasis (estadio M) (Tabla
1), (Schadendorf, D. y cols.,2018).

Tabla 1.Clasificacion de melanoma de
acuerdo con el comité de la union americana
en cancer. (Schadendorf, D. y cols.,2018).

Definttion
T dassification
T1
A 08 mm thideness, no wiceration
B 0-8-1 mm thickness {:0-8 mm with ulceration)
T2
=1-2 mm thickness, no vkeration
B »1-2 mm thickness with ulceration
LE]
=2-4 mim thickness, n ulceration
B =2-4 mm thickness with ulceration
T4
A =4 mm thickness, noulceration
B =4 mim thickness with ulceration
M dassification
My Mo regional lymph nodes affected
Mlac One lymph node affected, micro-metastasis or
macro-metastasis, of in-transit or satellite metastasis
M2ac Two tix three lvmph nodes affected, or at least one lymph
node affected and in-transit or satellite metastasis
M3a¢ At least four lvmiph nodes affected or at least
two lymph nodes affected and matted nodes
M classification
Mo Mo evidence of distant metastasic
M1
a Distant metastasis to skin
b Distant metastasis to lung
C Diistant non-CNS metastasis
d M5 metastasis
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Actualmente existen diversos tratamientos para pacientes con melanoma,
cuando se trata de un melanoma primario la escision es el tratamiento de
eleccion. Sin embargo, en estadios mas avanzados la administracion de
alguno de ellos dependera del estadio y principalmente la molécula alterada
en este. Dentro de los principales farmacos se encuentran los inhibidores de
BRAFY¢°°t: vemurafenib y dabrafenib, MEK : trametinib y cobimetinib, ademas
el uso de inmunoterapias como anticuerpos anti-PD1: pembrolizumab,
nivolumab y anti-CTLA4: ipilimumab), que permitira una respuesta por parte

de las células T efectoras en contra del tumor (Figura 4). En cambio, el uso

ﬁabrafen@ %

Vemurafenib — (‘RA) Cra

\

‘Cobimetinib/ —'_'(ME@

' Trametlmb ] Cell growth
/ Proliferation
Survwal
(MAPK/ERK /

MELANOMA

LYMPHOCYTE

Figura 4. Tratamientos  en
Melanoma. Durante el desarrollo de
melanoma existen diferentes
moléculas que se  encuentran
alteradas siendo los principales
blancos terapéuticos (Leonardi, G. y
cols., 2018).
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de terapias combinadas es muy frecuentemente dado en aquellos

melanomas metastasicos (Leonardi, G. y cols., 2018).

Ademas de los tratamientos antes mencionados también se han realizado
estudios para que se puedan aumentar la cantidad de linfocitos infiltrantes
como la administracion de IL-2 e INF-a, aunque no todos los pacientes
responden de manera positiva al tratamiento. Por esta razéon, en la
actualidad existan diversos estudios que buscan nuevas terapias
combinatorias como el uso de péptidos inmunogénicos, células CART vy el
diseno de estrategias que disminuyan a las células T reguladoras, mismas
que se sabe juegan un papel muy importante en la progresiéon tumoral (Liu,
Y., y Sheikh, M. S., 2014).

.

: L

® I @

Figura 5. Respuesta antitumoral en melanoma. La participacion de ambos
brazos de la respuesta inmune es primordial para la eliminacion del tumor
(Biorender).
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Respuesta inmune contra en melanoma
Durante la homeostasis el sistema inmune se encarga de examinar y eliminar

constantemente células precancerosas para evitar la progresion de tumores.
El melanoma es considerado uno de los canceres mas inmunogénicos y con
un mayor potencial de evasion inmune, debido a su alta carga mutacional y
un alto grado de plasticidad, lo que conduce a un escape inmune (Marzagalli,
M.,2019). Para evitar la progresion tumoral es necesaria la participacion de
la inmunidad innata y la adaptativa en las etapas tempranas de
transformacion celular. Dentro de las células innatas que participan en la
respuesta antitumoral se encuentran las células NK, las cuales son las
principales en montar una respuesta citotoxica mediante interacciones de
receptores de citotoxicidad natural y ligandos expresados en células de
melanoma, también pueden contribuir indirectamente con el reclutamiento
y maduracion de células presentadoras de antigeno por la liberacion de
diferentes quimiocinas como CXCL1, CCL5. De este modo los macrofagos,
neutroéfilos y células dendriticas (DC) llegan al tejido tumoral para ejercer
funciones como fagocitosis, secrecion de moléculas tumoricidas (ROS, NO e
INF-y) y quimiocinas. La fagocitosis de células apoptéticas o desechos de
estas, impulsara la respuesta adaptativa mediante la presentacion antigénica
una vez que las células dendriticas migran al ganglio mas cercano para
realizar la presentacion a células T virgenes. Del mismo modo, éstas células
fagociticas secretan citocinas para el desarrollo adecuado de células T
efectoras, las cuales juegan un papel fundamental, como en el caso de
linfocitos TCD8+, que son las encargadas de liberar perforina y granzimas,
mientras que los linfocitos TCD4+ interaccionan con los linfocitos B
originando la produccion de anticuerpos especificos para los antigenos
asociados a tumores (TAA) conllevando asi a una citotoxicidad mediada por
anticuerpos por parte de células NK (figura 5), (Marzagalli, M.,2019 vy
Passarelli, A.,2017).
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Ya hemos hablado de la respuesta antitumoral por parte del sistema inmune,
sin embargo, se sabe que las células del melanoma tienen un alto potencial
de la evasion de dicha respuesta y esto involucra diferentes factores como
la liberacion continua y exacerbada de TAA, agotando a los linfocitos T o
disminuyéndolos (Marzagalli, M.,2019). Ademas, se ha observado que
pueden modificar el comportamiento de células como fibroblastos que
contribuyen a la liberacion de moléculas inmunosupresoras y al mismo
tiempo inducir la expresion de PDL1 en las células de melanoma que
promueve el agotamiento de linfocitos efectores T CD4 y CD8, lo que ayuda
en la progresion tumoral. También se ha demostrado que tienen la capacidad
de inducir una expresion baja de moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad y moléculas co-estimuladoras en células presentadoras
de antigeno y produccion defectuosa de quimiocinas (Margolin, K., 2014;
Marzagalli, M.,2019). Todo este ambiente protumoral da pauta al
reclutamiento y/o diferenciacion de linfocito T reguladores que podran
inhibir las respuestas antitumorales por la expresiéon de moléculas como
CTLA4 y la produccién de IL-10, TGF-B e IDO (Figura 6), (Margolin, K., 2014).

Figura 6. Escape inmunolégico en melanoma. Las células tumorales en
melanoma adquieren la capacidad de evadir el sistema inmune por diferentes
mecanismos de inmunosupresion (Biorender).
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Linfocitos T reguladores en Melanoma

Como ya se menciono anteriormente, la modulacién reguladora persistente
del microambiente tumoral es determinante para la progresion del
melanoma, esto también se ha corroborado en la clinica ya que la
administracion de terapias con INF-a e IL- 2 que ayudan a aumentar la
respuesta antitumoral por linfocitos T efectores y NK, después de un tiempo
dejan de funcionar, buscando respuesta a esto se encontraron aumentadas
citocinas como IL-10 y TGF-beta sugiriendo que su persistencia reguladora
es un punto fundamental en la modulacién de la respuesta antitumoral
(Leonardi, G. y cols., 2018).

Dentro de este ambiente regulador se encuentran los linfocitos del mismo
nombre, se sabe que en condiciones de homeostasis estas células son las
encargadas de proporcionar tolerancia y la eliminacién de estas células

induce autoinmunidad.

En diversos estudios se ha demostrado que la presencia de linfocitos T
reguladores dentro del microambiente tumoral contribuye de manera
positiva a la persistencia de melanoma, por ello el reclutamiento de estos
linfocitos es clave y se ha descrito que la migracién de estos se debe a las
quimiocinas CCL22 y CCL3. Ademas, la presencia de otros mediadores como
IDO e IL-10 en este entorno puede inducir una conversion de linfocitos
efectores a un fenotipo regulador y la presencia de TGF-B promueve la
supervivencia de linfocitos T reguladores y la apoptosis de T efectores.
Asimismo, la expresién de moléculas inhibitorias como CTLA4 y PDL-1 evitan
la activacion de linfocitos por parte de células presentadoras de antigeno
(Figura 7), (Ouyang, Z.,2016).
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Figura 7. Linfocitos T reguladores en Melanoma. Durante la progresion del
melanoma se han descrito diversas funciones para los linfocitos T reguladores en
el microambiente tumoral en melanoma como: secrecion de citocinas
inmunosupresoras y expresion de moléculas inhibitorias (Biorender).

Mc Carter y cols. en 2007 informaron que los pacientes con melanoma
conforme avanzan en la progresién tumoral muestran aumento del namero
de linfocitos T reguladores en sangre periférica. Cuando observaron la
relacion de estas células con respecto al total de linfocitos CD4 se observd
qgue los linfocitos T reguladores constituian una proporcion significativa en
pacientes con melanoma metastasico en comparacién con los controles
normales. En este mismo estudio se determind los niveles de TGF-B en suero,
observando que eran significativamente mayores en pacientes con
melanoma primario y metastasico. Los hallazgos anteriores sugieren que
conforme avanza la enfermedad el ambiente regulador es indispensable para
la persistencia del tumor. Aunado a esto se observo que la acumulaciéon de
estas células dentro de microambiente tumoral era directamente

proporcional a la disminucion en la supervivencia.
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En otros estudios con modelos de melanoma murino el agotamiento de
linfocitos T reguladores mejora la respuesta antitumoral y la supervivencia
(OQuyang, Z.,2016). Como la mayoria de los antigenos tumorales son
autoantigenos se ha informado que estos también pueden inducir linfocitos
T reguladores tumor especifico y de este modo suprimir la respuesta
antitumoral de una manera mas eficaz (Fujii, H., 2016). Por otro lado, Vence,
L. y cols. en 2007 demostraron que, en sangre periférica de pacientes con
melanoma metastasico, existian grupos de linfocitos Tregs tumor
especificos y que estos mantenian la expresion de FoxP3 y la produccion de
citocinas reguladoras, sugiriendo nuevamente que la presencia de estos

linfocitos es clave para persistencia tumoral.

TGF-B en melanoma
Se sabe que la familia de los factores de crecimiento transformante esta

conformada por mas de 30 proteinas, involucrados en acciones pleiotropicas
como el crecimiento, supervivencia, migracion y diferenciacion (Yu, Y. y
cols., 2019). La senalizacién de TGF- B comienza con la unién de ligando al
receptor TBRII y luego el reclutamiento y fosforilacion de TBRI formando un
complejo heterotetramérico el cual activara vias dependientes e
Independientes de SMAD’s (Hata, A., y Chen, Y. G., 2016). Las proteinas
SMAD son factores moleculares conformado por 8 proteinas que a su vez se
dividen en tres grupos funcionales: reqgulados por receptores (R-SMAD: 1,
2,3, 5y 8), SMAD comun (co-SMAD:4) y SMAD inhibidores (I-SMAD: 6 y 7),
(Yu, Y. y cols., 2019). Una vez activo el complejo de receptores recluta y
fosforila a SMAD 2 y 3, induciendo la interaccion con SMAD4, una vez
formado este complejo se traslocara a nucleo para regular la expresion de
genes (Hata, A., y Chen, Y. G., 2016; Yu, Y. y cols., 2019). Se ha descrito que
ademas de SMAD 4 existe otro factor llamado TIF-1y que puede interactuar
con SMAD2/3, sustituyendo la funcion de co-SMAD, pero también regulando
la expresion de genes (figura 8), (Yu, Y.y cols., 2019).
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El rol de TGF-B dentro del microambiente tumoral es controvertido dado que
en algunos canceres la presencia de este suele asociarse con un mejor
pronostico, en el caso de melanoma no es asi y se ha relacionado con el
avance en el estadio del paciente (Javelaud, D.,2008). Lauden, L. y cols. en
2014 demostraron en muestras de pacientes y lineas celulares, que los
melanomas metastasicos producen mayor cantidad de TGF-B, en este mismo
estudio demostraron que TGF- B es necesario para la supervivencia y
proliferacién y que la ausencia de este, conlleva a una progresiéon defectuosa

del ciclo celular y por ende a una eliminaciéon del tumor.

TGF-B

TGFBRI
TGFBRII

Figura 8. Via de senalizacion de TGF- 3. La union de TGF- B activara el receptor desencadenando
una senal rio abajo mediada por SMAD s (Biorender).

En un estudio realizado por Tuncer, E, y cols. en 2019 observaron en células
de melanoma que la inhibicion de la sefializacion rio debajo de TGF- B por
SMAD'’s previene la progresion tumoral, mientras que la actividad sostenida

por ausencia de regulacion por SMAD7 aumenta el potencial metastasico.
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Por otro lado, en algunos otros estudios se han descrito diversos
mecanismos en los que participa el TGF- B como: la activacion de folistatina
que inhibe la apoptosis, suprime la expresion de SKI un oncogén y filamina
ambos asociados con la inactivacion de proteinas SMAD vy la regulacion de la
expresion de MHC de clase | (Hussein M. R.,2005).

Dentro de este microambiente, la presencia de TGF- B juega otro papel que
involucra su senalizaciéon en células del sistema inmune (Figura 9) donde su
funcionalidad se basa en la supresion de una respuesta contra el tumor. Esta
citocina ejerce efectos sobre las diferentes células que comprenden el
sistema inmune como las células NK donde disminuye la produccién de INF-
vy su actividad litica por la inhibiciéon de receptores en la superficie de estas
células. En el caso de células dendriticas fomenta una disminuciéon en la
presentacion de antigeno y/o que estas induzcan tolerancia, ademas afecta

la migracion de estas a ganglios linfaticos. Por otra parte, en macréfagos y

| VY|

\ TGF- /
reas %’

J
\—/ y
/

Figura 9. Efecto de TGF- 8 en células del sistema inmune en melanoma. TGF- (3 tiene efectos
pleiotrdpicos en diferentes células del sistema inmune, disminuyendo la respuesta antitumoral y
promoviendo un ambiente regulador.

/N
)
\ |

21



neutréfilos provoca una transicion de un fenotipo antitumoral a uno
regulador, que también podran influir sobre la respuesta de linfocitos T
efectores (Flavell, R. y cols.,2010, y Lee, N., y cols., 2015). Con lo que
respecta a linfocitos T ya se sabe que los linfocitos T CD8* tienen un papel
crucial en la inmunidad antitumoral ya que ejercen actividad citotéxica
especifica, sin embargo, esta se ve afectada con la presencia de TGF- By
cuando la senalizacién de este se bloquea en linfocitos T recuperan su
capacidad efectora (Flavell, R. y cols.,2010). Para los linfocitos CD4+ la
sefalizaciéon de TGF-B induce un cambio en el fenotipo, propiciando la
expresion de FoxP3 y RORyt, provocando la diferenciacién a células Treg y
Th17, respectivamente. En consecuencia, la inducciéon de linfocitos T regs y
el reclutamiento de estos al tumor propicia un ambiente de inmunosupresion
dado que estas células ademas de producir citocinas reguladoras también
pueden expresar moléculas en su membrana con la capacidad de inhibir a
linfocitos efectores y células presentadoras de antigeno y de este modo
evitar aln mas una respuesta contra el tumor (Flavell, R. y cols.,2010, y Lee,
N., y cols., 2015).

Antecedentes
Dado que TGF- tiene un papel dual ya que puede inducir, inhibir o promover

la respuesta de los diferentes subtipos de linfocitos T, algunos estudios han
explorado el bloqueo de esta via para tratar de definir su influencia sobre el
crecimiento tumoral. En el trabajo realizado por Gorelik, L. y Flavell, R. en
2001 demostraron que la inhibicion de la sefial de TGF- B en linfocitos T
inhibe al crecimiento tumoral. Usando un modelo transgénico que expresan
un receptor dominante negativo TGF-BRIl en linfocitos T que las hace
insensibles a la senalizacion de TGF-B; se observd que los ratones
transgénicos no desarrollaron tumores mientras que los ratones silvestres
si, cuando se les inoculaban células de tumor EL-4. Asi mismo, se desafiaron

con células de melanoma metastasico (B16-F10) por via intravenosa, después
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de 3 semanas, los ratones silvestres tuvieron metastasis en los pulmones no

siendo asi en los ratones transgénicos (figura 10).

WT CDadnTGFpRII

I X 10'EL-4i.p.

2x10°
BI16-Fl0iv.

Figura 10. El bloqueo de la sefial de TGF- 3 en linfocitos T impide el
crecimiento tumoral. a y c ratones silvestres y b y d ratones
transgénicos. Se inocularon con lineas tumorales de timoma (cavidad
peritoneal) y melanoma (metastasis pulmonar), por via peritoneal o
intravenosa, respectivamente. Se observa crecimiento tumoral (a y b) o
metastasis (c y d) (Gorelik, L. y Flavell, R., 2001).

En este mismo trabajo se preguntaron si una de las subpoblaciones de
linfocitos tenia una mayor participacion en la respuesta antitumoral, por ello,
se eliminaron linfocitos T mediante el uso de anticuerpos anti-CD4 o anti-
CD8. En ratones transgénicos se observdé que al eliminar uno u otra
subpoblaciéon los ratones presentaron tumores y murieron en los mismos
dias, en conclusion, se requiere de ambas subpoblaciones para montar una

eficiente respuesta antitumoral (Tabla 2).

Como ya se ha mencionado anteriormente una de las terapias utilizadas en
pacientes con melanoma es la administracion de IL-2 para inducir la
proliferacion de células citotoxicas. En un estudio realizado por Park, J. y
cols. en 2012 se planted el uso de una terapia combinatoria de IL-2 y un
farmaco inhibidor del receptor de TGF-B tipo | en nanoparticulas de
polimeros, estas se administraron con dosis semanales a ratones C57BL/6

que previamente se les inoculd células de melanoma B16-F10. El s6lo uso
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Tabla 2. Se requiere del bloqueo de TGF-B en linfocitos T para
controlar el crecimiento tumoral. Reconstitucion de ratones
deficientes de Rag con combinaciones de linfocitos transgénicos y
silvestres en un modelo de melanoma (Gorelik, L. y Flavell, R., 2001).

Table 1 Requirement for CD4" and CD8" cells in tumor resistance
of CD4dnTGF-RIl mice.

Percent of mice tumor free/survival time

Treatment* WT dnTGF-RIl

PBS 014 100/>90
anti-CD4 0/13 0/13
anti-CD8 0/12 0/12

*, Mice were treated with 0.2 mg per mouse per injection of indicated antibodies or
PBS as control on days -1, 2 and 5, and injected with 1x 10° EL-4 cells on day 0. Three
mice per treatment group were used.

del inhibidor o en combinacién con IL-2, disminuyo el tamano del tumor y
aumentd la sobrevida de los animales, asi mismo, se demostr6 que el
numero de células CD8 aumentd cuando se inhibi6 la via de TGF-B y que la
relacion CD8/Tregs aumentd, sin embargo, en este punto no se sabe si este
cambio en la relacion se debe a que el bloqueo de la sefal repercute mas en

una subpoblacién que en otra (Figura 11).

Como se ha mencionado antes la senalizacién rio abajo del receptor de TGF-
B esta dado por una familia de proteinas denominada SMAD las cuales
activaran diversos genes, una de estas proteinas es SMAD 4. En un estudio
utilizaron ratones condicionales en los que se elimind SMAD4 en linfocitos
T CD4 y se cruzaron con ratones OTIl (TCR especifico para un péptido de
Ovoalbumina), estos fueron inoculados con células B16-OVA y se midi6 la
incidencia de tumores encontrando que en aquellos ratones cuyos linfocitos
T carecian de SMAD 4 la incidencia era mayor comparada con los ratones

control. Con este dato se puede sugerir que TGF-B influye sobre las
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Figura 11. Uso de bloqueadores de TGF-B influyen en el crecimiento tumoral. Usando un
farmaco inhibidor del receptor tipo | de TGF- B, se limita el crecimiento tumoral y se aumenta la
respuesta antitumoral (Park, J. y cols., 2012).

poblaciones de linfocitos T, sin embargo, nuevamente no se sabe si la
ausencia de la via en linfocitos efectores o reguladores es el que influye

sobre el crecimiento tumoral (Figura 12), (Gu, A. D. y cols., 2019).

Por otro lado, se sabe que ademas de SMAD 4 la sefial de TGF- B se puede
llevar acabo por otra proteina llamada TIF1-y, en el laboratorio de la Dra
Licona se realizd un experimento donde se utilizaron ratones cuyos
linfocitos T son deficientes de TIF1-y o silvestres, se inocularon con la linea
de melanoma B16-F10 y se observé que aquellos ratones cuyos linfocitos T
eran carentes de TIF1-y tenian una disminucion significativa en el
crecimiento tumoral en comparaciéon con los ratones silvestres (Figura 13),

( datos sin publicar, tesis de maestria de Eugenio Contreras, 2019).
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Figura 13, La ausencia de SMAD4 en linfocitos T aumenta
la incidencia tumoral. Ratones condicionales deficientes de
SMAD 4 se cruzaron con OTIl y se inocularon con melanoma
B16-OVA. Se midio la incidencia de tumores (Gu, A. D. y cols.,

2019).
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Figura 12. La deficiencia de TIF1-y disminuye el crecimiento
tumoral. Se inoculd la linea de melanoma B16 en ratones silvestres
y condicionales deficientes de TIF1-y en linfocitos T, se siguid el
crecimiento y el peso del tumor (Eugenio Contreras, 2019).

Con todo lo anterior sabemos que la sefalizacion de TGF- B tiene efectos
sobre las diferentes poblaciones de linfocitos T presentes en el
microambiente tumoral, también se ha descrito que algunas terapias ya
utilizadas en clinica fomentan la respuesta antitumoral, pero va perdiendo

26



efectividad con el paso del tiempo, y se ha atribuido al ambiente
inmunosupresor influenciado principalmente por TGF- B en las diferentes
subpoblaciones de linfocitos T. Por esto es de suma importancia disectar el
efecto a nivel molecular en cada subtipo en estas células. Dentro de estas
subpoblaciones ya se ha mencionado que los linfocitos Tregs juegan un
papel muy importante por lo que en este trabajo se dilucidara la via
molecular que regula su fenotipo y como afecta el entorno tumoral, lo que

permitira disefar nuevas estrategias terapéuticas.
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Justificacion

Dada la influencia de la sefial de TGF- B en la respuesta antitumoral por
linfocitos T; la evidencia que si esta sefnal es mediada por SMAD 4 o TIF1-y
promueve efectos opuestos en esta respuesta, y conociendo el importante
papel de linfocitos Tregs en la progresion del tumor. Es imprescindible
dilucidar como se regula molecularmente la via de TGF- B en esta
subpoblacién con la finalidad de establecer blancos moleculares que

permitan disenar nuevas estrategias terapéuticas.
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Hipotesis
La sefal de respuesta al TGF-B a través de TIF1-y controla la funcién de

linfocitos T reguladores durante la respuesta inmune contra melanoma.
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Objetivo general

Caracterizar el fenotipo de linfocitos T reguladores tumor especificos y su
respuesta a la senal del TGF- B en ausencia de TIFly en un modelo de

melanoma murino.

Objetivos particulares

1. Medir la expresion de SMAD4 y TIF1-y en diferentes poblaciones de
linfocitos de bazo y ganglios linfaticos.

2. Generar un modelo murino de linfocitos T reguladores deficientes de
TIF1-y tumor especificos.

3. Editar genéticamente poblaciones de linfocitos T reguladores tumor
especificos para la eliminacion de TIF1-y o SMAD 4 mediante CRISPR.

4. Caracterizar el fenotipo de linfocitos T reguladores deficientes de
TIF1-y y SMAD 4 tumor especificos y su impacto en el crecimiento

tumoral.
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Materiales y métodos

Separacion de diferentes poblaciones de linfocitos T a partir de Bazo y
Ganglio.
Para medir la expresion de SMAD 4 y TIF1-y en diferentes poblaciones de

linfocitos T, primeramente, se obtuvieron Bazo y Ganglios a partir de un
raton reportero para Foxp3 (Foxp3-GFP), estos fueron colocados en cajas
petri Corning que contenian un par de mallas y 1 mL de RPMI suplementado
(10 % de SFB + 1x antibidtico y 1x de aminoacidos). A continuacion, se
disgregaron, se tomo la suspension celular y cada uno se colocé en un tubo
falcon de 15 mL, se lavaron colocando medio RPMI y se centrifugaron a 1500
rpm por 5 minutos. Se decant6 el sobrenadante, se colocé 1mL de buffer de
lisis de eritrocitos y se incubd por 3 minutos a T amb, se colocaron 2mL de
RPMI frio, se centrifugaron a 1500 rpm por 5 minutos y se decanto el
sobrenadante. Se agregaron 3mL de FACS-flow a cada muestra y se
separaron en 3 tubos, se centrifugaron a 1500 rpm por 5 minutos y se
decanto el sobrenadante. Posteriormente se incubaron usando 2 cocteles de
anticuerpos: 1) viabilidad-zombie red, o-CD4-Percp-Cy5.5, o-CD25-PB, o-
CD62L-PE, 0a-CD44-PE-Cy7 y GFP (Foxp3-GFP), y 2) viabilidad-zombie red, a-
CD4-Percp-Cy5.5, a-CD8- PBy a-CD19-PE, de esta manera pudimos identificar
y purificar por citometria de flujo: Linfocitos B, CD4 naives, efectores, de

memoria, reguladores y totales, y CD8 totales.

Extraccion de RNA.
Las 100000 células purificadas de cada poblaciéon se recolectaron en tubos

de ensayo de 5mL con 500 pL de Trizol y se congelaron a -20°C. Al dia
siguiente las muestras fueron descongeladas y luego se colocaron en tubos
eppendorf. Se agregaron 100 pL de cloroformo, se agitaron vigorosamente
durante 15 segundos y se centrifugaron a 12000 rpm por 15 minutos. Las
muestras contenian dos fases, una acuosa y otra organica, se tomo la fase
acuosay se colocé en otro tubo eppendorf se agregaron 10 pg de glicogeno

y 250 pL de isopropanol, se agitaron gentilmente e incubaron 10 minutos a
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T amb. Posteriormente las muestras se centrifugaron a 12000 rpm por 5
minutos, se retird el sobrenadante y se agregaron 500 pL de Etanol 75%,
seguido de una agitacién vigorosa. Después se centrifug6é a 7500 rpm por 5
minutos, se retiro el Etanol (dejar una gota para que la muestra no se seque).
Por ultimo, se coloca 20 pL de agua, se cuantificé y se almacené a -70°C.
Obtencion de cDNA

A partir de la extraccion se colocaron alrededor de 760 ng de RNA en un
tubo y se adicionaron 1 pL de dNTP s y 1 uL oligo dT, se incub6 a 65°C por
un minuto y se colocd en hielo inmediatamente. A continuacion, se
anadieron 4 pL de buffer 5X First-Strand y 2 pL de DTT 0.1M, se mezcl6 e
incubd a 42°C por 2 minutos, se agregd 1 pL de Super Script Il Reverse
Transcriptase (invitrogen) e incubd a 42°C por 50 minutos, terminado este
periodo se inactivd por 70°C por 15 minutos. Finalmente se adicionaron 60
uL de agua y se almacena a -20°C.

RT-qPCR

En una placa de 96 pozos para PCR se colocé 1 pyL de cDNA de las
muestras(por triplicado) y a cada uno se le agregaron 9 pL de mix (5 pL de
master mix, 0.2 pL de primers, 0.2 Rox high, 0.3 pL de DMSO y 3.2 pL de
agua). Una vez hecho se colocé en un termociclador bajo las siguientes
condiciones: 95-3 minutos, 90- 3 segundos, 60-20 segundos y melt core
continua.

Animales

Con la finalidad de obtener linfocitos Tregs tumor especificos y deficientes
en TIF1-y, se generaron ratones reporteros para Foxp3 (Foxp3-GFP),
deficientes de TIF1-y y tumor especificos (OTIl). Para ello se utilizaron 4
cepas diferentes. Para la cepa OTIlI/Foxp3 (Foxp3-GFP) se cruzaron ratones
hembra reporteros para Foxp3 (Foxp3-GFP) y un ratén macho OTIl (Donado
por el Dr. Leopoldo Santos Argumedo) y posteriormente se hicieron cruzas
entre la progenie de esta primera cruza, generando ratones de la cepa OTII-
Foxp3. En el caso de la cepa OTIIl/ TIF1-y f/f/CD4cre/Foxp3-GFP se cruzaron
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ratones hembra reporteros OTIl (Donado por el Dr. Leopoldo Santos
Argumedo) con un raton macho TIF1-y f/f/CD4cre/Foxp3-GFP vy
posteriormente la progenie se sigue cruzando. Por otro lado, se cruzaron
ratones hembra OTIl/Foxp3 con un ratéon Rip-mOVA/Foxp3/0OTI
continuando con la cruza de la progenie para generar la cepa Rip-
mOVA/Foxp3/OTIl. Por ultimo, para la cepa OTII/Rip-mOVA/Foxp3/ TIF1-y
f/f/CD4cre se cruzaran ratones hembra Rip-mOVA/Foxp3/OTIl con un raton
macho OTIIl/ TIF1-y f/f/CD4cre/Foxp3. A la par de estas cepas se expanden
los ratones CD45.1 que seran el grupo receptor de los linfocitos Tregs
transferidos.

Genotipificacion

Para genotipificar los ratones se realizé6 PCR de punto final para determinar

la presencia o ausencia de: Foxp3-GFP, TIF1-y flox, CD4cre y Rip-mOVA.

En primer lugar, se realiz6 una extraccion de DNA a partir de una biopsia de
dedos tomada a los 10-12 dias del nacimiento, se colocaron en un tubo y se
adicion6 150 pL de buffer de lisis (50mM Tris pH8 .0, 50 mM KCl, 2.5 mM
EDTA, 0.45% NP40 (Nonident-40) y 0.45% Tween 20) + 1 pL de proteinasa K
(Goldbio DBK-P480; 20 pg/mL) y se incub6 a 56°C por toda la noche.
Transcurrido esto se centrifugaron a 130000 rpm por 10 minutos. El
sobrenadante se transfirié a otro tubo y se agregaron 150 pL de buffer de
lisis. Se procedi6 a realizar la PCR de acuerdo con las siguientes condiciones
de reaccion: H,0: 6.9 L, Buffer: 1 pL, MgCl,: 0.4 pL, dNTP s: 0.2 pL, Primers:
0.4 pL, Tag: 0.1 yLy DNA: 1 pL. A continuacion, se desglosan las condiciones

para cada uno de los transgenes y los oligos que se usaron:
Oligos CD4 Cre.

Fwd: 5’ TAGTTTGGCAGGACCTTTGG 3’
Revyr: 5> TGGTCCCCAAGTCAGAAAC 3’

Revepacre:5” GCAAACGGACAGAAGCATTT 3’
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Productos esperados: CD4 Cre: 400pb CD4 WT: 297pb

1 72°C

35 ciclos
94°C | 94°C 72°C
4 i 45 T
! 65°C
: 45"

-0.3°C por ciclo

Oligos TIF1g fx/fx
Fwd: 5 CCCCAGTTGTCCTGGAACTA 3’

Rev: 5" CCATCTGGGAAAGGAAAACA 3’

N

Productos esperados: TIF1g fx/fx: 180 pb WT: 237pb

36 ciclos

94°C 94°C 72°C

72°C

15§ T
§ 60°C

1

Oligos Foxp3 GFP
Fwd: 5 CACCTATGCCACCCTTATCC 3’

Rev: 5> ATTGTGGGTCAAGGGAAG 3’

RN

Productos esperados: Foxp3 GFP: 400 pb WT: 350 pb
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38 ciclos

94°C ! 94°C 72°C : 72°C

5 0 10 25" 1 7
§ 60.5°C : 4°C
' 951 H o]
Oligos Rip-mOVA
Fwd: 5’ CAA GCA CAT CGCAACCA 3’
Rev: 5" GCAATT GCCTTIGTCAGCAT 3
Productos esperados: Rip-mOVA : 475pb
40 ciclos
95°C | 95°C 72°C i 72°C
5 1 30 L
§ 62°C : 4°C
H 30" H o

Fenotipificacion
Para determinar la expresion del receptor TCR-OTII se realizé una tincién de

citometria. Para ello se colocaron 50 pL de EDTA [5uM] en un tubo eppendorf
de 1.5mL, después se tomd una muestra de sangre realizando un pequefo
corte en la cola de los ratones. Acto seguido se centrifugé el tubo a 1500
rpm por 5 minutos se decanto el sobrenadante, se colocé 1TmL de buffer de
lisis de eritrocitos y se incub6é por 3 minutos a T amb. Las muestras se
colocaron en tubos de ensayo de 5 mL, una vez transcurrido el tiempo se
adicion6 2mL de RPMI frio, se centrifugaron a 1500 rpm por 5 minutos, y se
decanto el sobrenadante. Por ultimo, se colocaron anticuerpos: a-CD4-PB, -
TCR 02-PE y a-TCR 5.1y 5.2-Percp-Cy5.5 (Biolegend) y se incubaron a 4°C por
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30 minutos, después se lavaron con FACS-flow y centrifugaron a 1500 rpm
por 5 minutos, las células se resuspedieron en 300 pyL de FACS-flow. Las

muestras se analizaron en un citdmetro FACS-Melody.

Diseno de RNA guias
Para el diseio de RNA guias se buscé la secuencia de SMAD4 y TIF1-y en

ENSEMBL. Esta secuencia se analizo y se eligieron algunos exones candidatos
en base a los dominios funcionales de estas proteinas. Una vez elegidos los
blancos moleculares se procedié a la generacion de las guias en dos
programas diferentes (Crispor y Breaking cas). Se escogieron las de mayor
puntaje en especificidad y eficacia en ambos programas y posteriormente se
compararon con las guias prediseiadas en IDT (compania donde se
comprara el material para la edicion gendmica). De esta manera se eligieron
los mejores candidatos que nos den mayor garantia de que con la edicién se

genere una deficiencia de SMAD4 6 TIF1-y en linfocitos Tregs.

Modelo de melanoma y transferencia adoptiva de linfocitos Tregs.

Primeramente, se cultivaron células de melanoma murino B16-OVA en un
matraz de cultivo U75 con medio DMEM suplementado (medio DMEM + 10 %
de SFB + 1x antibiotico y 1x de aminoacidos). Se realizaron dos pases, en el
segundo pase se tomaron 750000 células y se colocaron en cultivo
nuevamente durante dos dias, una vez pasado este tiempo se retiraron con
ImL de tripsina y se incubaron a 37°C por 3 minutos. La suspension se
colocd en un tubo falcon de 15 mL, se lavaron colocando medio DMEM y se
centrifugaron a 1500 rpm por 5 minutos, luego se contaron y se ajustaron a
una dilucion de 1.25 x 10° células por mL. Después se indujo la formacién
de tumores en dos grupos de ratones CD45.1 (control y transferidos)
inyectando por via subcutanea 100 pL de la suspension celular, 3 dias antes

de la transferencia adoptiva.
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Los linfocitos Tregs para la transferencia se obtuvieron a partir de 2 ratones
reporteros para Foxp3 (Foxp3-GFP de 6-8 semanas). Se realiz6 eutanasia por
dislocacion cervical, posteriormente se obtuvo bazo y ganglios, estos fueron
colocados en cajas petri Corning con un par de mallas y 1 mL de RPMI
suplementado (10 % de SFB + 1x antibidtico y 1x de aminoacidos). A
continuacioén, se disgregaron con la parte trasera de un émbolo,
friccionandolo contra las mallas hasta el que tejido quedé completamente
desintegrado, se toméd el medio con el tejido disgregado y se coloc6 en un
tubo falcon de 15 mL. Se lavaron con medio RPMI y se centrifugaron a 1500
rpm por 5 minutos. Se resuspendieron en 500 pL de FACS-flow (PBS1x + 10%
SFB). Enseguida se realiz6 una purificacion de linfocitos CD4 mediante
MagniSort™ Mouse CD4 T cell Enrichment Kit (Invitrogen), las células se
colocaron en un tubo de ensayo de 5mL, se agregaron 70 pL del coctel de
anticuerpos y se incubo por 10 minutos a T° ambiente, seguido de esto se
adicionaron 2 mL de FACS-flow y se centrifugaron a 1500 rpm por 5min se
decant6 el sobrenadante y se colocaron 500 pL de FACS-flow. Finalmente, se
adicionaron 60 pL de perlas y se agregan 2 mL de FACS-flow, una vez hecho
esto se insertaron el tubo en el iman y se incubaron por 5 minutos, pasado

el tiempo las células se decantaron en otro tubo.

Una vez obtenidas las células se hizo una tincién con otro coéctel de
anticuerpos: viabilidad-Zombie red, «-CD4-Percp-Cy5.5, «-CD25-PB
(Biolegend) y Foxp3 se siguidé por la marca de fluorescencia GFP, se
incubaron a 4°C por 30 minutos, después se lavaron con FACS-flow y
centrifugaron a 1500 rpm por 5 minutos, las células se resuspendieron en 3
mL de FACS-flow. Se realiz6 una separacién de linfocitos Tregs por citometria

de flujo en un citometro FACS- Aria Il, siendo estos seleccionados como
CD4"/CD25%/Foxp3-GFP*. Una vez obtenidos los linfocitos Tregs se

centrifugaron, contaron y se llevaron a una concentraciéon de 1 x 10°

células/mL y otro tubo de 2 x 10° células/mL.
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Se tenian 2 grupos de ratones: grupo control o sin transferir (1 raton), grupo
de ratones transferidos (3 ratones), que a su vez esos ratones se dividieron
en dos grupos: transferidos con 2 x 10° células (2 ratones) y aquel con 4 x
10° células (1 ratén). Las células se inocularon intraperitonealmente.
Finalmente, se siguid el crecimiento tumoral dado por volumen y peso

durante 16 dias.
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Resultados

Expresion de SMAD4 y TIF1-y en diferentes poblaciones de linfocitos a
partir de Bazo y Ganglio.
La expresion de TIF1-y y SMAD 4, se midié en diferentes poblaciones de

linfocitos de Bazo y ganglios linfaticos purificados por citometria de flujo de
un ratén reportero Foxp3-GFP. Una vez separados las siguientes
subpoblaciones: Linfocitos B, CD4 naives, efectores, de memoria,
reguladores y totales, y CD8 totales, se aisl6 RNA y a partir de este se genero

cDNA el cual se utilizo en una reaccion para RT-gPCR. Como controles se

Ctl SMAD4 A Bazo SMAD4 B Ganglios linfaticos SMAD4
« 1.5- « 0.008- « 0.008
. z — z = TREGS
2 S 0.006- 3 0.006- B3 CD4 NAIVE
g 1.0 g 2 = CD4 EFEC
g g 0.004 - g 0:004 B3 CD4 MEM
£ 0.5 5 5 =1 CD4T
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— — A
o S o = B
>
3 0.0 3 0.000 L1 @ 0.000-
Bazo © & O K KR O & O KN K
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&q&oev\&é@b}“ S «Qg’b‘\?\uéou‘} &
SE P SO
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Figura 14 Expresion de SMAD 4 y TIF1-y en Bazo y Ganglios. Ay B. En la grafica se muestra la expresion
relativa de SMAD 4 en diferentes subpoblaciones de linfocitos de Bazo y Ganglios, respectivamente. C y D. Se
muestra la expresion relativa de TIF1- y en diferentes subpoblaciones de linfocitos en Bazo y Ganglios,
respectivamente. Como control se usaron células totales de Bazo (SMAD 4) y testiculos (TIF1-y). Las muestras
se obtuvieron de un ratdn (Foxp3-GFP) y se analizaron por triplicado.
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usaron Bazo y testiculo. En la figura 14 se observa que las subpoblaciones
presentan diferente expresiéon de SMAD 4 y TIF-y en ambos organos, en el
caso particular de linfocitos T reguladores, estos presentan una mayor
expresion de TIF1- y en comparacion con SMAD 4 tanto en bazo como en

ganglios y, también mas que otras poblaciones.

Generacion de un modelo murino de linfocitos Tregs deficientes de TIF1-y
tumor especificos.

Tipificacion de los ratones.
Para tipificar los ratones se usaron dos estrategias metodoldgicas la primera

de ellas fue mediante PCR de punto final para corroborar si los ratones
portaban los transgenes. En el caso particular de TRIM se esperaba una
banda para el gen transgénico de 180 pby de 237 pb para el gen silvestre,
la presencia de ambas bandas corresponde a un raton heterocigoto (figura

15). Esta tipificacién se ha realizado en 28 ratones.

Figura 15 PCR de TIF1-y. Gel de agarosa
al 1.5%, donde se observa el fragmento de
237 pb esperado para el gen silvestre
(fleca roja), mientras que el fragmento de
180 pb denota la presencia del transgén
(flecha verde). La imagen representa a
ratones heterocigotos (carriles 1y 2) y
ratones transgénicos (carriles 3 y 4).
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Para la tipificacion de ratones reporteros de Foxp3 se realiz6 otra PCR para
detectar la presencia del transgén. En este sentido las bandas esperadas
fueron de: 350 pb para el gen silvestre y 400 pb para el transgén (figura 16)

Se han realizado alrededor de 101 tipificaciones.

Figura 16. PCR de GFP. Gel de agarosa
1.5%, representa 3 ratones transgénicos
(carriles 1-3) y 1 ratén heterocigoto (carril
4). Determinados por la presencia de un
fragmento de 350 pb indicando el gen
silvestre (flecha anaranjada) y 400 para el
transgén (flecha azul).

Por otro lado, para identificar el transgén CD4cre también se realizé una PCR
punto final en la cual se observa una banda de 297pb para el gen silvestre y
400 pb para el transgén, en el caso particular de este ratdn la presencia de
las dos bandas indica un raton transgénico (figura 17). Cabe senalar que en
este caso particular se han tipificado 22 ratones. Finalmente, la ultima
tipificaciéon por PCR punto final fue para fue para identificar los ratones
transgénicos RIP-mOVA, en la cual se espera una banda de 475 pb lo que
indica la presencia del transgén mientras que para el gen silvestre se espera

la ausencia de banda (figuras 18), hasta ahora se han tipificado 18 ratones.
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Figura 17. PCR de CD4cre. Gel de
agarosa 1.5%, se observan dos
fragmentos: uno de 297 pb para el gen
silvestre (flecha café) y otro de 400pb
para el transgén (flecha rosa). en la
imagen se representan dos ratones
silvestres (carriles 1 y 3) y dos ratones
transgénicos (carriles dos y 4).

-

Figura 18. PCR de Rip-mOVA. Gel de
agarosa 1.5%, se representan tres ratones
transgénicos (carriles 2-4) y un raton
silvestre  (carrii  1). El  transgén
corresponde a un fragmento de 475 pb
(flecha morada).
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En cuanto al transgén TCR-OTIl su expresion se observd mediante una
tincion de citometria donde se usaron diferentes marcadores de superficie:
CD4, TCR-a2, TCR-B5.1 y 5.2 para identificar en primera instancia a los
linfocitos CD4 con TCR a2/ B5.1 y 5.2 y a partir de estos, aquellos que
expresara GFP que corresponderian a linfocitos T reguladores. Para esta
determinacion se extrajo una muestra de sangre a partir de cola de los
ratones y posteriormente se realizd la tincion. Los datos obtenidos se
analizaron de la siguiente manera: primero se eligieron los singuletes por
tamano y granularidad, a partir de estos se seleccionan los linfocitos. En
base en estos se eligieron aquellos que fuera positivos para CD4, basandose
en estos se seleccionan los dobles positivos para ambas cadenas de TCR.
Una vez hecho esto se observo si algunos expresaban Foxp3 (Foxp3-GFP)
(Figura 19).
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Figura 19. Caracterizacion de linfocitos OTIl. Se muestran distintas graficas de puntos para
mostrar la estrategia de caracterizacion de linfocitos CD4 TCR a2/ 35.1 y 5.2. A. Se muestran
los eventos simples en base a granularidad. B. y tamano. C. Seleccion de Linfocitos. D. Eleccion
de CD4". E. Linfocitos dobles positivos para ambas cadenas. F. Expresion de Foxp3 (Foxp3-
GFP).
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A manera de resumen se muestra en la tabla 3 la cantidad de ratones que se
tiene por cada cepa actualmente.
Tabla 3. Numero de ratones por cada cepa. La tabla muestra el nombre de cada cepa,

generacion a la cada pertenece cada raton y numero de ratones existentes hasta este
momento.

Cepa de raton F Numero de ratones
OTIl/Foxp3-GFP (+/+) 2 23
OTIl/Foxp3-GFP (+/+) / TIF1-y () /CD4cre = 2 5
RIP-mOVA/Foxp3-GFP (+/+) /OTII/CD45.2 = 1 5
CD45.1 - 31

Edicion de linfocitos Tregs tumor especificos para la eliminacién de TIF1-y y
SMAD4 mediante CRISPR. Diseio de RNA guias.

Para la edicion de linfocitos T reguladores lo primero que se realiz6 fue el
disefio de RNA guias. Para ello los primero fue analizar la secuencia tanto de
SMAD 4 como de TIF1-y, las cuales se obtuvieron de ENSEMBL. En el caso
particular del gen de SMADA4, se han descrito 6 transcritos de los cuales solo
dos son codificantes 201 y 202, estan conformados por 12 exones y 11
exones, respectivamente. En el caso del transcrito 201 los exones 2-4
codifican para el dominio MH1, del 5-8 codifican la regiéon denominada
enlazadora o de union y finalmente del 9-11 el dominio MH2 (figura 20). Una
vez conociendo esto se consideraron los exones 2-4, 5-6 y 9-10 para generar

las guias contra estas regiones del gen.

Para TIF1-y se han descrito 7 transcritos de los cuales 4 son codificantes
(201, 202, 204 y 205). A partir de los transcritos 201 y 202 se codifica la
proteina completa, de manera particular el transcrito 201 esta constituido
por 20 exones y estos codifican para diferentes dominios como: exones 1-
8 que codifican dominio de ubiquitina ligasa, exones 8 -14 para un dominio
lamado enlazador intermedio, ex6n 15 codifica el dominio PHD vy, por
ultimo, los exones 16-20 para el bromodominio (Figura 21). A partir de esta
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informacion se eligieron los exones 2-4, 6-7 y 16-17 para el desarrollo de las

guias.

Una vez hecha la seleccidon de los exones blanco, se prosiguio con el uso de

84.77 kb Forward strand _ge-
73.77M5 73.78Mb 73 79Mb 731?]% 73 8105 73.82Mb 73 83N 73,830 T

GmS50126-201 > Gm32

processed pseudogene IncRN/

po3
transcript

processed transcript

73.78Mb 73 755 AN 73.80Mb TINEMD | 73.82Mb 7383V, 73.83M0

84.77 kb

Figura 20. Mapa genético de SMAD4. La imagen muestra la posicion del gen dentro del
cromosoma 18 (ratdn), también muestra los 6 transcritos descritos hasta ahora. Se exhibe la
proteina codificada por el transcrito SMAD4-201 esta compuesto por 12 exones (uno de los dos
codificantes). Los cuales codifican para tres dominios de la proteina: MH1, enlazador y MHZ2
(ENSEMBL 2021, 2021; creado con BioRender.com)

los programas CRISPOR y Breaking cas para generar las guias. Se tomaron
las secuencias de los exones de la plataforma de ENSEMBL; cuando se
trataban de exones seguidos también se contemplaron los intrones. En el
caso de CRISPOR ofrece una lista de las guias candidato para la secuencia
analizada donde ademas nos proporciona una serie de parametros
evaluados con cierto puntaje que ayudaron a elegir a las mejores candidatas
(Figura 22 y 24).
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Figura 21. Mapa genético TIF1-y. En la imagen se muestra la posicion del gen dentro del genoma
(cromosoma 3). También se presentan los 7 transcritos descritos hasta el momento. Se expone la
proteina codificada por el transcrito TIF1-y-20, este consta de 20 exones que codifican una proteina
con multiples dominios: ubiquitina ligasa, enlazador intermedio, PHD y un bromodominio.

Al mismo tiempo se utilizé6 la misma secuencia para realizar un segundo
analisis en el programa Breaking cas, de manera similar nos arroja una lista
de las posibles guias candidatas, ademas de algunos parametros de

evaluacion relacionados a la eficacia y eficiencia (Figura 23 y 25).

Una vez que se tenian ambos analisis se consultd la lista de RNA"s guias
predisefadas por la comparnia IDT (Integrated DNA Technologies), la cual
simplemente se consulta colocando el nombre del gen y la especie. En la
pagina aparece una lista de 6 guias, donde las 3 primeras aparecen con una
leyenda de recomendada y otras solo aprobadas (aunque también garantizan
su uso) (Figura 26). Esta lista se compardé con las guias de CRISPOR y
Breaking cas para todos y cada uno de los analisis hechos. Se encontraron

algunas coincidencias y se consideraron como los posibles candidatos.
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4.
Enzymes: Olil. SmiMJ, BStC8I 0°070°9°9 3
Cloning / PCR primers
53 off-targets
ATGTGATCTATGCCCGTCTG TGG 89 95 62 63 0 |0-0-1-7-79 [#
;-
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Enzymes: Nialll Mo 4
Cloning / PCR primers
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& Inefficient 04 L 4
Enzymes: AsuHPI. MiuCL. LpnPL BstNI,
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Clonin g / PCR primers
CTAGGTCTCATGTCCCGGGC T6G 85 89 52 51 ) |0-0-0-10-57 |4
3
Enzymes: BmeT110l, Ncil, Mspl, BseDI. e N 4
BStDEL LpnPI. StyD4I. Cfr9l, BstCs!
Cloning / PCR primers 67 off-targets

Figura 22.RNA’s guias para exones 2-4 de SMAD4 de CRISPOR. Se muestra la lista
representativa de guias generadas en CRISPOR que contempla diferentes parametros marcados
en cada casilla con un numero. En cuadro rojo se muestran las candidatas a que coincidian con
IDT y Breaaking cas.

1 2 3 4 5 6 7 8
Filter boxes @ Export Oligos (text-tabulated format)

START? | END? | STRAND? OLIGO? ONTARGETS? | OFFTARGETS? | GENES?

AGACGGGCATAGATCACAT!

GCAGTCAACTTACCAATTC
CTAGGTCTCATGTCCCGGGCTG

Figura 23. RNA s guias para exones 2-4 de SMAD4 de Breaking cas. Lista representativa de guias
en el programa Breaking cas, se muestran en casillas numeradas, con los parametros
proporcionados por dicho programa. Cuadro rojo se marcan las guias que coinciden IDT y CRISPOR.

Posteriormente se considerd que tan cercano estaba el sitio blanco de las
guias al inicio de la transcripcion para elegir los mejores RNA s guias. Al
final se eligieron 6 guias para SMAD4 y 5 para TIF1-y de la cuales solo se
eligieron un par para cada gen. En el caso de SMAD4 fueron para el exén 3

y para TIF1-y contra los exones 2 y 3 (Tabla 4).
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Cioning / PCR primers 73 off-targets
131/ fw TCAGAACAGGTATGLACCTC AGE a7 a5 48 56 67 |76 |0-0-0-8-104 |4
Enzymes: 8stDEL 1. BSpCNL Ml Goumgoen
Cioning / PCR primers
112 off-targets
639/ Tw WCEACTARMSACCACCVEATC. ANE a7 95 40 36 62 |73 |0-0-0-12-81 |2
Enzymes: Ksp22l Hpy 1881, Ndell 0-0-0-1-0
Cloning / PCR primer
94 off-targets
789 / rev AASTAGECRCTEORSCRENG Al 83 92 60 60 69 |91 |0-0-1-10-78
Enzymes: Ol Smiti 0-0-0-0-1
Cloning / PCR primers
B89 off-targets
257 /rev | TTCTACCAAGTCTTAGGGTG 766 78 a7 49 56 63 |77 |0-0-2-15-
Enzymes: Mbolf 113 105-1110002E22Rik "
Cloning / PCR primers 0-0-1-1-2
130 off-targets

Figura 24. RNA's guias para exones 3-4 de TIF1-y de CRISPOR. Imagen representativa de la lista
de guias proporcionada por CRISPOR para la secuencia de los exones 3—4. Cuadro rojo guias que
coinciden corplas predgsefiadas en Breaking cas y IDT. 5 6 7 8

Filter boxes @) Export Oligos (text-tabulated format)

START] | END{ | STRAND] | OLIGO? ONTARGETS] | OFFTARGETS? | GENES] |

21 - CTACATTCTTGACGACATAI 26 96.1

+ 1 73 46 8955

| 619 63 +  TCACTAAAGACCACCTGATCAGG 1 92 56 73 |
it 130 +  TCAGAACAGGTATGCACCTCAGG 1 110 65 87.1
792 81 - ARATAGGCACTGCGGCACACAGG 1 87 54 837
531 550 +  GAAGATAATGCAAGTGCAGTTGG 1 141 80 813

Figura 25. RNA's guias para exones 3-4 de TIF1-y de Breaking cas. Se observa en la imagen la
lista representativa para los exones 3-4 de TIF1-y. Los parametros proporcionados por el programa
se encuentran en las casillas enumeradas. Cuadro rojo guias coincidentes con CRISPOR y IDT.

On-targetscore Off-targetscore crRNA, 2 nmol tube v
Position  Strand Sequence PAM © e PR
$3,488.40 MXN
73675784 + ACAACCCGCTCATAGTGATA TGG 59 85

Show off-target details + | Show related products

On-target score Off-target score crRNA, 2 nmol tube v

Position  Strand Sequence PAM © e
$3,488.40 MXN ¢

73675901 + AGACGGGCATAGATCACATG AGG 63 60

Show off-target details + | Show related products

Figura 26. Guias predisefiadas de IDT. Imagen representativa de las guias predisefiadas en la
pagina de IDT (IDT, 2021).




Tabla 4. Guias candidato para SMAD4 y TIF1-y. Lista de guias candidato para SMAD 4y

TIF1-. En rojo se muestran las guias elegidas para la edicidon genética.

ﬂ

ACAACCCGCTCATAGTGATA TGG - Exon3 95
AGACGGGCATAGATCACATG AGG - Exon3 88 89.4 *
TGAATCGAATGTCCTTCAGT GGG - Exon5 80 79

SMAD4 - AGTACGTTCACGACTTTGA AGG - Exon5 95 9% *
GTATATGAGCTTAAATATCG AGG  + Exon9 89 90
AACTCTGTACAAAGACCGCG TGG - ’15’(;‘5” 95 95
CTACATTCTTGACGACATACTGG - Exon2 96 96.1 *
TCACTAAAGACCACCTGATCAGG  + Exon3 87 87.3 *

TIF1-y GACTAACAAACGTGTAGAACAGG + Exon6 88 88.2 *
TCATAACATGCTTCACCTGC CGG - Exon7 85 85 *
ATGGAAACGAATTGATCCAT TGG - Exon16 84 86

Progresion tumoral.
Por otro lado, se realiz6 un ensayo preliminar de transferencia adoptiva de

linfocitos T reguladores. A partir de un ratén reportero para Foxp3 (Foxp3-
GFP) se purificaron linfocitos T reguladores (CD4*/CD25"/Foxp3-GFP")

mediante citometria de flujo. Después se transfirieron 2x10° o 4x10°
linfocitos en ratones CD45.1, que previamente fueron inoculados con células
tumorales B16-Ova, se siguid el crecimiento tumoral dado por peso y
volumen. En la figura 27 se observa que los ratones que recibieron 4x10°
linfocitos T reguladores parecen tener ligeramente mayor crecimiento, sin

embargo en el peso del tumor, el grupo de ratones con 2x10° son los que
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parecen generar tumores mas grandes. Tendra que repetirse este

experimento para hacer conlcusiones al respecto.

A Tamaiio del tumor B Peso del tumor
2000 ) 0.4 )
-o- s/transferir n=1 — El s/transferir n=1
n=2 n=2
1500 & 200000 Tregs 0.3 =3 200000 Tregs
-4~ 400000 Tregs  n=1 B3 400000 Tregs n=1
[y2]
g 1000 o 0.2
500 0.1
0 T = T 1 0.0- T
0 5 10 15 20
Dias

Donador; C57BL/6-Foxp3-GFP/CD45.2
Receptor: C57BL/6-CD45.1

Figura 17. Crecimiento tumoral. A ratones CD45.1 se les transfirieron 2x10° (rojo; n=2 y 4x10° (azul; n=1)
linfocitos T reguladores y control (negro; n=1), tamano: seguimiento por 16 dias y peso: dia 16 (sacrificio de
ratones).
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Discusion

Teniendo en cuenta la participacion de linfocitos T reguladores en el
desarrollo de cancer. Existen datos en humano donde la presencia de T
reguladores correlaciona negativamente con sobrevida en multiples
canceres como: carcinoma de células renales, carcinoma de pulmoén de
células no pequenas, cancer pancreatico, gastrico, cervical, ovario, mama y
colorrectal. Ademas, se ha descrito en modelos de melanoma murino que el
60-70% de linfocitos T CD4* son T reguladores (Foxp3*/CD25%) y que estan
estrechamente relacionados con la progresion tumoral ya que en modelos
donde se elimin6 esta poblacion, mediante el uso de anticuerpos
monoclonales anti-CD25, mostraron capacidad de disminuir la progresion
tumoral (Stockis, J., Roychoudhuri, R., & Halim, T., 2019; Chen, X., Du, Y.,
Lin, X. y cols., 2016).

Asi mismo se debe adicionar que la diferenciacion y mantenimiento de
linfocitos T reguladores dentro del microambiente tumoral esta mediada por
multiples senales, siendo una de ellas la senalizaciéon de TGF-B que ademas
se sabe que la secrecidon de esta citocina en gran parte se da por células
tumorales, lo que promueve la persistencia de la funcién reguladora de estas
células en dicho microambiente (Margolin, K., 2014; Stockis, J.,
Roychoudhuri, R., & Halim, T., 2019; Paluskievicz, C. M., Cao, X., Abdi, R. y
cols., 2019). Ello propicia que los linfocitos T reguladores inhiban la funcién
de otras poblaciones efectoras como T CD8*, NK, macrofagos, células
dendriticas y linfocitos B (Yang, L., Pang, Y., & Moses, H. L.,2010).
Considerado la participacion de TGF- B para la funcion de este
compartimento celular a lo largo de este trabajo nos enfocamos en la
generacion de modelos que permitan el estudio de esta senalizacion para

ayudar a la generacién de nuevas estrategias terapéuticas.

La senalizacion de TGF-B se encuentra mediada candénicamente por un

complejo de proteinas llamadas SMAD “s, conformado por SMAD 2, 3 y 4,
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este trasloca al nucleo e induce la transcripcion de genes proapoptoticos,
inhibidores de ciclinas y relacionados al arresto celular. En etapas tempranas
de la vida participa en la embriogénesis, y en etapas adultas se sabe que
actua como un supresor de tumores inhibiendo la angiogénesis,
proliferacion celular e incrementando la permeabilidad vascular (McCarthy,
A. J., & Chetty, R., 2018; Schwarte-Waldhoff, I., & Schmiegel, W., 2002). En
contraste con esto también se sabe que existe otro factor de transcripcién
que puede interaccionar con el complejo SMAD2/3, llamado TIF1-y el cual
juega un papel importante regulando la proliferacion, diferenciacion,
apoptosis, motilidad, invasion y la respuesta inmune (Yu, C., Ding, Z., Liang,
H. y cols., 2019). Por ello, primero cuantificamos la expresion del RNA
mensajero de ambos factores de transcripcion en distintas poblaciones de
linfocitos de bazo y ganglios, donde podemos observar que especificamente
en T reguladores hay una mayor expresion de TIF1-y tanto en bazo como
ganglios, lo que nos podria dar una aproximacion de que la senalizaciéon de

TGF- B en este compartimento celular esta mediada por dicho factor.

Considerando esto nos propusimos el diseno de un modelo murino
transgénico que permitiera la obtencién de linfocitos T reguladores
deficientes de TIF1-y para ello realizamos cruzas de distintas cepas que nos
permitieran llegar a un ratén con el siguiente fenotipo Rip-mOVA/Foxp3-
GFP/OTI/TIF1- vy (f/f) /CD4cre/CD45.2, hasta este punto solo tenemos
ratones Rip-mOVA/Foxp3-GFP/OTII/CD45.2 (Tabla 3). Las caracteristicas
fenotipicas se eligieron ya que cada cepa proporcionaria una particularidad
a nuestro modelo como el ratén OTII el cual presenta linfocitos T con un TCR
(T cell receptor) de reconocimiento especifico para el péptido OVAs;3339
presentado por el complejo principal de histocompatibilidad tipo Il (MHC-II-
1), (Barnden, M. J., Allison, J., Heath, W. R. y cols., 1998), lo cual nos
permitira el uso de un modelo de melanoma antigeno especifico. expresion
de esta caracteristica se detectdé mediante una tincion de citometria para
detectar linfocitos T CD4*/TCRa,/TCRBs; (Figura 19). Para el caso del
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transgén Rip-mOVA, ayudara al enriquecimiento de linfocitos T reguladores,
el raton expresara de manera endogena el péptido de OVA;39335 en la
membrana celular de células tubulares de rifdn y principalmente en células
B de pancreas principal, lo que propicia que se puedan diferenciar linfocitos
T reguladores (36. Kurts, C., Heath, W. R., Carbone, F. R., 1996).

Avanzando en las peculiaridades del modelo también cuenta con un gen
reportero para Foxp3 el cual es regulador maestro para la diferenciaciéon de
linfocitos T reguladores, el gen de GFP (Green fluoresecent protein), se
encuentra intercalado en el exén 11 del gen de Foxp3 lo que permite
detectar a estos linfocitos como la poblacién GFP* (Haribhai, D., Lin, W.,
Relland, L. M. y cols., 2007). Con respecto al gen TIF1-y este se encontrara
floxeado en el intréon 1 e intréon 4, que permitira la eliminacion de los exones
2-4 y esto conllevara a la deficiencia de este gen (Kim, J., & Kaartinen, V.,
2008). En relacion con esto los ratones también deberan contener un
transgén CD4cre se trata de una insercion al azar que permite la expresion
de la proteina cre recombinasa bajo el promotor/potenciador /silenciador
de CD4, esta expresion permitira el corte de los sitos floxp solo cuando se
exprese CD4 (Lee, P. P., Fitzpatrick, D. R., Beard, C., 2001; Sawada, S.,
Scarborough, J. D., Killeen, N. y cols., 1994). Para el resto de los genes se
realizd una genotipificacion mediante PCR punto final con fragmentos

especificos para cada caracteristica (Figuras 15-18).

Ahora bien, para caracterizar el impacto de la senal de TGF-B en linfocitos T
reguladores se hara una edicion genética para eliminar la expresion de
SMAD4 y TIF1-y. Con esta comparacion podria proveer de blancos
terapéuticos dirigidos a la via relevante que regula esta poblacion. En primer
lugar, los linfocitos T reguladores se obtendran de bazo y ganglios de
ratones Rip-mOVA/Foxp3-GFP/OTII/CD45.2. Otro punto muy importante
para el desarrollo de esta estrategia fue el diseid6 RNA guias para cada blanco
molecular, lo primero fue realizar un analisis de la secuencia y que exones
codificaban cada dominio de la proteina con la idea de deletar los sitios con
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mayor impacto en la funcionalidad de la proteina en el caso de SMAD 4 se
eligieron los exones 2-4 que codifican el dominio MH1 que le permite la
interaccion con DNA, 5-6 codifican la region de union entre el dominio MH1
y 2 y ademas posee la seial de exporte nuclear y 9-10 los cuales codifican
el dominio MH2 que permite la interaccion con otras proteinas (Figura 20),
(Zhao, M., Mishra, L., & Deng, C. X., 2018). En el caso particular de TIF1-y los
exones 2-4 que codifican para una parte del dominio de ubiquitinligasa que
le permite principalmente ubiquitilacion de SMAD4, 6-7 codifican el dominio
enlazador intermedio relacionado a la interaccion con el complejo SMAD 2/3
y 16-17 para el bromodominio lo que adjudica su interaccion con histonas y
de esta forma tener una participacion epigenética (Figura 21) (Yu, C., Ding,
Z., Liang, H. y cols., 2019).

Conociendo esto se realizé el analisis de cada region en dos programas
diferentes: CRISPOR y Breaking cas. En el primero de ellos se muestra una
tabla detallada donde se proporcionan diferentes parametros evaluados
como la especificidad que es una prediccion de que tan probable una guia
puede conducir a una escision fuera del objetivo, con un puntaje de 0 -10,
siendo este ultimo el mejor, que indicaria que el programa no logro
encontrar una sola secuencia que difiera del objetivo en hasta 4 desajustes
(columna 3, Figura 22 y 24).0tro valor importante es la eficiencia si se trata
de una edicion con el uso de vectores, este parametro esta relacionado que
tan eficiente sera la guia cortando el objetivo donde nuevamente el puntaje
de 0 -100, siendo 100 el mejor, se muestran dos puntajes basados en 2
diferentes algoritmos Doench y Moreno Mateos, el cual debe ser considerado
dependiendo el promotor de vector a usar (columna 4, figura 22 y 24). Para
nuestro caso particular se ignora la comuna 5 dado que usaremos dos guias
y este valor esta mas enfocado en el uso de una guia, pero en grandes rasgos
se trata de la probabilidad de que se puedan realizar pequenas eliminaciones
cerca del objetivo debido a la microhomologia del sitio. El tltimo punto que

consideramos es los posibles blancos fuera de objetivo considerando hasta
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un maximo de 4 desajustes, y justo en la siguiente columna se muestran la
localizacion, si es cae en un intron o exén y cada uno tiene un valor asignado
que determina la probabilidad de que la guia pueda cortar en ese objetivo,
entre mas cercano sea ese valor a 0.02 es menor la probabilidad de un error
de corte (columna 6 y 7, Figuras 22 y 24), (Alkhnbashi, O. S., Meier, T.,
Mitrofanov, A. y cols., 2020; 43. Haeussler, M., Schonig, K., Eckert, H. y
cols., 2016).

Al mismo tiempo se realizé un analisis de las mismas regiones en Breaking
cas en donde al igual que CRISPOR se muestra una tabla donde los
parametros evaluados son menos, sin embargo, analiza los dos mas
importantes a considerar que son el numero de blancos fuera de objetivo,
aunque solo se muestra el numero se puede pulsar en la guia e
inmediatamente se muestra una lista detallada con valores de probabilidad
de corte y la localizacion de estos (columna 6, Figura 23 y 25). También
proporciona un “score” que esta directamente relacionado con la eficiencia
dado por la probabilidad de que un blanco fuera de objetivo pueda actuar
como un verdadero sitio de corte y la especificidad del “verdadero blanco”
(columna 8, Figura 23 y 25), (Oliveros, J. C., Franch, M., Tabas-Madrid, D. y
cols., 2016; Graham, D. B., & Root, D. E., 2015).

Considerando todo esto las guias con un mayor puntaje en especificidad y
menor numero de blancos fuera del objetivo se compararon con aquellas
predisenadas en IDT, para ambas moléculas se encontraron guias
recomendadas, catalogadas asi por su uso en otros trabajos con éxito, y
otras que solo aparecen entre las primeras 6 que a pesar de no estar
recomendadas IDT las garantiza para su uso en edicion (Figura 26). Las guias
candidato se muestran en la tabla 4 y con un recuadro rojo se sefalan
aquellas que son las elegidas para la posterior edicion de linfocitos T

reguladores mediante CRISPR-cas.

Como ultimo punto tenemos el ensayo preliminar de la transferencia de

linfocitos T reguladores de un ratéon reportero para Foxp3 a dos grupos de
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ratones donde previamente se indujo un tumor por la inyeccion de células
B16-ova por via subcutanea en el dorso de estos. Si observamos la Figura 27
se puede sugerir que la transferencia de linfocitos T reguladores policlonales
influye en el crecimiento tumoral, aunque habria que repetir el experimento
para determinarlo; sin embargo, creemos que al realizar estos ensayos con
linfocitos Treg antigeno especifico podremos observar una diferencia
significativa en dicho crecimiento. Como se mencioné antes este
compartimento celular esta estrechamente relacionado con un mal
pronostico en distintos canceres en humano y ahora también se sabe que la
heterogeneidad en la estabilidad y expresion de distintas moléculas esta
relacionada con el estadio de algunos tipos de tumores (Wing, J. B., Tanaka,
A., & Sakaguchi, S., 2019; 47. Wing, J. B., Tanaka, A., & Sakaguchi, S., 2019).
Por todo lo anterior parece indispensable seguir con el estudio de esta
subpoblacion en un contexto tumoral influenciado particularmente por la via
de TGF-B que ademas sabemos es primordial para su diferenciaciéon vy

mantenimiento.
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Conclusion

De acuerdo con los datos presentados en este trabajo se demostré que los
linfocitos T reguladores expresan una mayor cantidad de TIF1- en
comparacion con SMAD 4 y, con otras poblaciones de bazo y ganglios.
Ademas los datos sugieren que la presencia de linfocitos T reguladores

influye en la progresion tumoral,
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Perspectivas

1. Completar la generacion de los ratones Transgénicos RIP-
mOVA/GFP/OTII/CD45.2/TIF1-y (f/f) /CDA4cre.

2. Realizar los ensayos de transferencia con ratones RIP-
mOVA/GFP/OTII/CD45.2/TIF1-y (f/f) /CD4cre en ratones CD45.1

3. Generar clonas de linfocitos Tregs deficientes de TIF1- o SMAD 4

mediante CRISPR
4. Caracterizar el fenotipo de linfocitos Tregs deficientes de TIF1- y o

SMAD4 y su impacto en el crecimiento tumoral.
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