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RESUMEN

Los linfocitos T CD4 en reposo pueden activarse por citocinas, independiente del
reconocimiento de un antigeno, lo cual se ha observado en cultivos con suero fetal bovino y
en combinacién con citocinas y quimiocinas como TNF-a, IL-6, IL-2 o IL-4, IL-1B, IL-8 y
MIP-1a, en concentraciones de nanogramos. Se realizaron cultivos de linfocitos T CD4
humanos de memoria en medio AIM V con suero AB humano e IL-15, en presencia o
ausencia de medios condicionados provenientes de células mononucleares de sangre
periférica activadas con anticuerpos anti-CD3/anti-CD28/anti-CD2 (para la activacion a
través del receptor de célula T) o con lipopolisacaridos bacterianos (para la activacion a
través del receptor de tipo Toll-4). Las citocinas y quimiocinas presentes en los medios
condicionados fueron evaluadas mediante el inmunoensayo de ProcartaPlex. Se determino
la viabilidad celular, la proliferacion, y la expresion de moléculas de superficie (CD3, CD4,
CD45R0, CCR5, CXCR4, CD25 y CD54) de los linfocitos T CD4 humanos de memoria
mediante citometria de flujo al dia 2, 5 y 8 de cultivo. La viabilidad se mantuvo a lo largo
del cultivo con el medio condicionado proveniente de la activacién del receptor de tipo
Toll-4 (TLR4-CM), pero disminuyd en presencia del medio condicionado proveniente de la
activacion a través del receptor de célula T (TCR-CM). El TLR4-CM, pero no el TCR-CM,
mantuvo la expresion estable de CD3 y CD4. Ambas condiciones estabilizaron la expresion
de CD45RO y CCR5. De acuerdo con estos resultados, el TLR4-CM promovié la
viabilidad y estabilidad del fenotipo de memoria. Ninguno de los medios condicionados
indujo proliferacién o expresién de marcadores de activacién; sin embargo, indujeron un

aumento en la expresion del receptor de quimiocina CXCR4, siendo este efecto mayor en



los linfocitos expuestos al TCR-CM. Este trabajo de investigacion muestra que los
linfocitos T CD4 de memoria no son activados, pero pueden ser sensibles a factores
solubles producidos por células activadas con antigenos o patrones moleculares asociados a
patogenos, los cuales pueden contribuir a su homeostasis y favorecer la expresion de

CXCRA4.



ABSTRACT

Resting CD4 T lymphocyte can be activated by cytokines in an antigen independent
manner, which has been observed in cultures with fetal bovine serum and in combination of
cytokines and chemokines such as TNF-a, IL-6, IL-2 o IL-4, IL-1pB, IL-8, and MIP-1q, in
nanogram concentrations.

Cultures of memory human CD4 T lymphocytes were performed in AIM V medium
with human AB serum and IL-15, in the presence or absence of conditioned medium from
peripheral blood mononuclear cells activated using anti-CD3/anti-CD28/anti-CD2
antibodies (for the T cell receptor activation) or with bacterial lipopolysaccharide (for the
Toll-like receptor 4 activation). Cytokines and chemokines present in the conditioned
medium were evaluated by ProcartaPlex immunoassay. Cell viability, proliferation, and
expression of surface molecules (CD3, CD4, CD45R0O, CCR5, CXCR4, CD25, and CD54)
on memory human CD4 T lymphocytes were determined by flow cytometry on day 2, 5
and 8 of culture. Cell viability was maintained throughout the culture with the conditioned
medium from Toll-like receptor 4 activation (TLR4-CM) but decreased in the presence of
the conditioned medium from T cell receptor activation (TCR-CM). The TLR4-CM, but not
the TCR-CM, maintained the expression of CD3 and CD4 stable. Both conditions stabilized
the expression of CD45R0O and CCR5. Thus, the TLR4-CM supported better the viability
and stability of the memory phenotype. None of the conditioned mediums induced
proliferation or expression of activation markers; however, they induced an increased
expression of CXCR4 chemokine receptor, being this effect higher in cells exposed to the
TCR-CM. This research work shows that memory CD4 T lymphocytes are not activated by,

but may be sensitive, to soluble factors produced by antigen or pathogen associated
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molecular patterns-activated cells, which may contribute to their homeostasis and favor the

CXCR4 expression.



ABREVIATURAS

AICD: por sus siglas en inglés Activation-induced cell death (Muerte inducida por activacion celular)
APC: por sus siglas en inglés Antigen presentig cell (Célula presentadora de antigeno)

Bax: por sus siglas en inglés Bcl-2 associated X-protein (Proteina X asociada a Bcl-2)

Bcl: por sus siglas en inglés B-cell lymphoma (Linfoma de célula B)

BSA: por sus siglas en inglés Bovine serum albumin (Albumina sérica bovina)

Ca: Calcio

CCL.: por sus siglas en inglés Cysteine-cysteine ligand (Ligando cisteina-cisteina)

CCR: por sus siglas en inglés Cysteine-cysteine chemokine receptor (Receptor de quimiocina cisteina-
cisteina)

CD: por sus siglas en inglés Cluster of differentiation (Grupo de diferenciacion)

cGAMP: por sus siglas en inglés Cyclic guanosine monophosphate-adenosine monophosphate (Monofosfato
de guanosina-monofosfato de adenosina ciclico)

CM: por sus siglas en inglés Conditioned medium (Medio condicionado)

CXCL.: por sus siglas en inglés Cysteine-X-cysteine ligand (Ligando cisteina-X-cisteina)

CXCR: por sus siglas en inglés Cysteine-X-cysteine chemokine receptor (Receptor de quimiocina cisteina-X-
cisteina)

FBS: por sus siglas en inglés Fetal bovine serum (Suero fetal bovino)

ICAM: por sus siglas en inglés Intercellular adhesion molecule (Molécula de adhesion intercelular)
IFN: interferon

IL: interleucina

IMF: Intensidad media de fluorescencia

LFA: por sus siglas en inglés Lymphocyte function-associated antigen (Antigeno asociado a la funcion de los
linfocitos)

LPS: por sus siglas en inglés Lipopolysaccharide (Lipopolisacarido)

MACS: por sus siglas en inglés Magnetic-activated cell sorting (Clasificacion de células activadas
magnéticamente)

MAPK: por sus siglas en inglés Mitogen-activated protein kinase (Proteina quinasa activadas por mitégenos)
Mcl: por sus siglas en inglés Myeloid cell leukemia (Leucemia de células mieloides)

MHC: por sus siglas en inglés Major histocompatibility complex (Complejo principal de histocompatibilidad)
NFkB: por sus siglas en inglés Nuclear factor-kappa B (Factor nuclear kappa B)

PAMP: por sus siglas en inglés Pathogen-associated molecular patterns (Patrones moleculares asociados a
patdgenos)

PBMC: por sus siglas en inglés Peripheral blood mononuclear cells (Células mononucleares de sangre
periférica)

PBS: por sus siglas en inglés Phosphate-buffered saline (Buffer fosfato salino)

Suero hAB: suero AB humano

Tc: por sus siglas en inglés T citotoxic (T citotoxica)

TCR: por sus siglas en inglés T cell receptor (Receptor de célula T)

Trn: por sus siglas en inglés T follicular helper (T colaboradora folicular)

TGF: por sus siglas en inglés Transforming growth factor (Factor de crecimiento transformador)
Tw: por sus siglas en inglés T helper (T colaboradora)

TLR: por sus siglas en inglés Toll-like receptor (Receptor de tipo Toll)

TNF: por sus siglas en inglés Tumor necrosis factor (Factor de necrosis tumoral)

Treg: T reguladora

VIH: Virus de inmunodeficiencia humana



INTRODUCCION

Los linfocitos T CD4 humanos en reposo comprenden las poblaciones celulares
naive y de memoria, y pueden distinguirse por la expresion de moléculas de superficie
como CD45RA y CD45RO0, respectivamente. Estas células tienen la caracteristica de
presentar una vida prolongada y proliferacion homeostatica (division intermitente sin
cambios en el fenotipo celular), inducida por el contacto con citocinas como IL-7 y/o 1L-15,
y/o interacciones de baja afinidad con un péptido acoplado al MHC expresado en la
superficie de otras células. Gran parte de la evidencia acerca de la supervivencia y
proliferacion homeostatica de linfocitos T CD4 en reposo se ha realizado en modelos de
raton, y existe poca informacién sobre el cultivo de linfocitos T CD4 humanos en reposo
por tiempos prolongados y en ausencia de suero fetal bovino (FBS). Se decidid usar suero
AB humano en lugar del FBS para reducir la exposicion a las altas concentraciones de
factores de crecimiento presentes en el FBS (Castells-Sala et al., 2017; Subbiahanadar
Chelladurai et al., 2021).

Se ha propuesto que los linfocitos en reposo son blanco de un proceso llamado
activacion colateral (bystander activation) (Tough et al.,, 1996; Zhang et al., 1998;
Geginat et al., 2001; Di Genova et al., 2006), el cual se describe como los cambios
fenotipicos y funcionales inducidos por mecanismos independientes del contacto antigeno
especifico y el receptor de célula T (TCR) (Bangs et al., 2006; Bangs et al., 2009), e
inducidos por citocinas y quimiocinas como TNF-a, IL-6, IL-2 o IL-4, IL-1B, IL-8 y MIP-
la, producidas por otras células activadas via el TCR, durante infecciones virales como el

virus de inmunodeficiencia humana (VIH), o via los receptores de tipo Toll (TLRs) como el



receptor de tipo Toll-4 (TLR4) y su activacion por la presencia de patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMP) como los lipopolisacaridos (LPS) bacterianos (Boyman,
2010; Pacheco et al., 2019).

De manera que un medio proinflamatorio compuesto por citocinas y quimiocinas
generadas por células inmunes activadas podrian estar teniendo un efecto sobre linfocitos T
en reposo. Para fines de este proyecto de investigacion, se cultivaron linfocitos T CD4
humanos de memoria en un medio de cultivo AIM V en presencia de IL-15 y 5% de suero
AB humano, y se determinaron los efectos de factores solubles provenientes de células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) estimuladas a través del TCR o del TLR4,
sobre la viabilidad celular, la proliferacién y moléculas de superficie a lo largo de 8 dias de
cultivo. Este enfoque se podria asemejar a los posibles efectos de un medio proinflamatorio

sobre los linfocitos T CD4 en reposo durante una respuesta inmune.



I. ANTECEDENTES

1. Linfocitos T CD4 humanos de memoria.

1.1. Generalidades de los linfocitos T CD4.

Existen dos subpoblaciones de linfocitos T que expresan en su superficie las
moléculas CD4 o CD8, y presentan distintas funciones durante una respuesta inmune. Los
linfocitos T que expresan en la superficie celular la molécula CD4, reconocen a traves de su
receptor de célula T (TCR) los péptidos unidos al complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) de clase 1l expresada en la superficie de células presentadoras
de antigenos (APC) profesionales. Esta interaccion diferencia a los linfocitos CD4 en
linfocitos T colaboradores (TH), los cuales producen citocinas que polarizan hacia un tipo
de respuesta inmune. Mientras que los linfocitos T que expresan la molécula CDS8,
reconocen a través de su TCR los péptidos antigénicos unidos al MHC de clase | expresado
en todas las células, promoviendo asi la diferenciacién de los linfocitos CD8 a linfocitos T
citotoxicos (Tc), los cuales llevan a la eliminacion de la célula blanco (Guégan &
Legembre, 2018).

Los linfocitos CD4 activados y diferenciados participan como intermediarios en la
respuesta inmune adaptativa, mediante la estimulacion de otras células inmunes. Tienen la
capacidad de responder contra una variedad de infecciones y células cancerosas
heterogéneas, diferenciandose en varios linajes de linfocitos efectores que se caracterizan
por expresar diversos factores de transcripcion que llevan al linfocito T a secretar citocinas

especificas, como son los linfocitos Thl que producen principalmente IFNy, los linfocitos
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Th2 que secretan IL-4, IL-5 e 1L-13, los linfocitos TH9 que producen IL-9, los linfocitos T
colaboradores foliculares (TrH) que producen IL-21, los linfocitos TH17 que producen IL-
17 e IL-22 y los linfocitos T reguladores (Treg) que producen IL-10 y TGF-f (DuPage &
Bluestone, 2016). Esta polarizacion celular depende de estimulos externos, y va dirigida
tanto a células inmunes innatas como adaptativas para responder especificamente al evento
que impulsa el tipo de respuesta.

Una caracteristica importante de estos linfocitos es la capacidad de migrar desde la
sangre hacia diferentes tejidos mediante interacciones con las células endoteliales por
medio de selectinas e integrinas que permiten su arresto y extravasacion. Ademas, los
linfocitos recirculan de los vasos linfaticos hacia la sangre a través del ducto torécico
(Guégan & Legembre, 2018).

La respuesta inmune finaliza con la eliminacién del antigeno y gran parte de los
linfocitos T CD4 efectores (activados) son eliminadas (>90-95%) por el proceso de
apoptosis llamado muerte inducida por activacion celular (AICD), y s6lo un pequefio
porcentaje sobrevive y se diferencia en linfocitos T CD4 de memoria (de vida larga)
(Hammarlund et al., 2003; Farber et al., 2014). A diferencia de los linfocitos T CD4
naive (linfocitos que no han tenido contacto con su antigeno especifico), los linfocitos T
CD4 de memoria adquieren una experiencia antigénica que persiste y puede proporcionar
proteccién de por vida contra una gran diversidad de patdgenos. A diferencia de la
diversidad de clonotipos presente en la poblacién naive (dado por la variabilidad del TCR),
los linfocitos humanos T de memoria han revelado clonotipos conservados y con menor
diversidad (Robins et al., 2009; Robins et al., 2010).

Otra caracteristica de los linfocitos T de memoria es que exhiben bajos umbrales

de activacion y respuestas efectoras rapidas incluso en presencia de bajas dosis de antigeno
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y/o con bajos niveles de coestimulacion, comparando con los linfocitos T naive (Rogers et

al., 2000; London et al., 2000; Berard & Tough, 2002; Farber, 2009).

1.2. Generacion y homeostasis de los linfocitos T CD4 de memoria.

In vivo, la vida media de los linfocitos naive humanos es alrededor de 1-10 afios
mientras que la vida media de los linfocitos de memoria es de 1-12 meses (Michie et al.,
1992; De Boer & Perelson, 2013). Se ha observado que los linfocitos naive se mantiene
por mayor tiempo en interfase con un recambio celular lento, en cambio, los linfocitos de
memoria se mantienen menos tiempo en interfase y su recambio celular es mas rapido que
el de las naive (Tough & Sprent, 1994). En cuanto a las subpoblaciones de linfocito T
CD4 y CD8, los linfocitos CD4 tienen una vida media mas corta (Vukmanovi-Stejic et al.,
2006). Estas diferencias podrian indicar la presencia de diversos mecanismos
homeostaticos.

En la figura 1 se observa la dinamica de la frecuencia de los linfocitos T de
memoria a lo largo de la vida de un individuo, la cual se puede dividir en tres fases:
generacidn, homeostasis e inmunosenescencia (Farber et al., 2014).

Al nacer, todos los linfocitos T en la sangre periférica de los seres humanos son
naive, y durante la primera década se observa un dramatico incremento en la proporcion de
linfocitos T de memoria en circulacion debido a la alta exposiciébn a patdgenos,
disminuyendo la susceptibilidad a estos. Posteriormente, para la segunda década de vida, se
estima que el 35% de los linfocitos T en circulacion corresponde a linfocitos de memoria

(Cossarizza et al., 1996). Durante el rango de los 20-25 afios la frecuencia de estos
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linfocitos llega a una meseta, manteniéndose estable durante la edad adulta (Saule et al.,
2006; Sathaliyawala et al., 2013), momento en el cual el nimero de linfocitos que vienen
del timo comienza a reducirse y los linfocitos de memoria comienzan a ser mantenidas a
través de la renovacion celular homeostéatica (den Braber et al., 2012). Despueés de décadas
de una estabilidad en la frecuencia, la proporcion y funcionamiento de los linfocitos T de
memoria se comienza a ver alterada durante la inmunosenescencia que inicia entre los 65-
70 afios (Cossarizza et al., 1996; Saule et al., 2006; Goronzy & Weyand, 2013), y
paraddjicamente, los linfocitos T de memoria en circulacion aumentan. Se ha propuesto que
la infeccion persistente del citomegalovirus humano es la principal causa de este aumento

(Tu & Rao, 2016),

Generacion inmunosg—
de memoria Homeostasis nescencia
100 . Linfocitos T de memoria 1
D | 1 - 800
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5 80 . !
“+ | |
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Figura 1. Frecuencia de linfocitos T de memoria y susceptibilidad a patdgenos a lo largo de la vida humana. Los
linfocitos T de memoria pasan a través de tres fases distintas: generacion de linfocitos de memoria, homeostasis e
inmunosenescencia. Posterior al nacimiento la frecuencia de los linfocitos de memoria (linea negra y roja) comienzan a
incrementar hasta llegar a una meseta y se correlacionan inversamente con la susceptibilidad a patégenos (linea punteada),
calculada como la tasa de hospitalizacion por enfermedades infecciosas. lustracion tomada y modificada de Farber et al.,
2014.
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Los linfocitos de memoria circulan a través del cuerpo, y pueden encontrarse tanto
en tejidos no linfoide como en drganos linfoides secundarios, donde responden al
reencuentro de su antigeno especifico. En un adulto, la frecuencia de los linfocitos T totales
en sangre periférica representa sélo del 2-2.5% del total de linfocitos T en el cuerpo
(Ganusov & De Boer, 2007), y de este porcentaje, los linfocitos T de memoria representa
alrededor del 40-50% del total de los linfocitos T en circulacion (figura 1). Por otro lado,
los linfocitos T de memoria representan la subpoblacion de linfocitos T predominante en
mucosa, piel, bazo y medula ésea (Ganusov & De Boer, 2007; Mueller et al., 2013). Se ha
propuesto que los linfocitos de memoria son retenidas en distintos compartimentos
anatomicos posiblemente como un mecanismo que estabiliza y preserva a los linfocitos T
de memoria especificas contra patdgenos, manteniendo asi una homeostasis inmunologica
en el cuerpo (Farber et al., 2014).

La poblacion de linfocitos T de memoria es altamente heterogénea y se han descrito
diversas subpoblaciones dependiendo de sus caracteristicas fenotipicas, efectoras y por su
distribucion en los tejidos. En sangre periférica, se han dividido principalmente en
linfocitos T de memoria central (Tcm) ¥y de memoria efectores (Tem). Aunque ambas
subpoblaciones tienen la capacidad de responder a antigenos (Champagne et al., 2001;
Ellefsen et al., 2002; Pédron et al., 2011; Wang et al., 2012), los linfocitos Tcm se
caracterizan por tener una alta capacidad proliferativa (Fearon et al., 2006; Wang et al.,
2012), producir mayor cantidad de interleucina-2 (IL-2) y circular hacia los tejidos
linfaticos, mientras que los linfocitos Tem producen mas citocinas efectoras y circulan a
multiples tejidos periféricos (Lanzavecchia & Sallusto, 2002). La vida media de los

linfocitos Tcm es més corta que los linfocitos Tem (Vukmanovic-Stejic et al., 2006).
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Existen otros tipos de subpoblaciones de linfocitos T de memoria. Se ha descrito
una poblacién que puede ser encontrada en circulacion llamada células madre T de
memoria (Tscwm), las cuales exhiben un alto potencial de supervivencia y capacidad
proliferativa, y fenotipicamente se parecen a los linfocitos naive. Ademas, tienen la
capacidad de renovarse y ser multipotentes, pues pueden diferenciarse a linfocitos Tem 0
Tcem (Gattinoni et al.,, 2010; Gattinoni et al.,, 2011). Otra subpoblacion, llamados
linfocitos T de memoria “residentes de tejido” (Trm) estan presentes solo en tejido y no se
encuentran en circulacion (Purwar et al., 2011; Clark et al., 2012; Sathaliyawala et al.,
2013).

En sangre periférica de individuos sanos, gran parte de los linfocitos de memoria
circulantes producen IFNy, IL-2 y/o TNF después de una corta estimulacion (Figura 2), y
una baja proporcion produce IL-4, IL-10 e IL-17 (Zhang et al., 2010; Gattinoni et al.,
2011). En cuanto a las subpoblaciones de linfocitos de memoria, los linfocitos Tem tienen
una gran proporcion de células productoras de IFNy y TNF, y pocas son productoras de IL-
2. Los linfocitos Tscm tienen una baja proporcion de células productoras de IFNy y TNF,
con una mayor proporcion de células productoras de IL-2 que los linfocitos Tem. Por
altimo, la subpoblacion de linfocitos Tcm tiene la mayor frecuencia de las células
productoras de IL-2, y una frecuencia de células productoras de IFNy y TNF intermedia,

entre Tem Y Tscm (Gattinoni et al., 2011; Gattinoni et al., 2012).
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Linfocitos T de memoria en circulacion

IL=2 +++ +++ ++
IFNY + ++ +4++
TNF - . 4+

Figura 2. Esquema del grado de produccion de citocinas entre las diferentes subpoblaciones de linfocitos T de
memoria. Las tres poblaciones de memoria son capaces de producir interleucina-2 (IL-2), interferén-y (IFNy) y factor de
necrosis tumoral (TNF), pero difieren en el grado y la calidad de estas respuestas. llustracion tomada y modificada de
Farber et al., 2014.

1.3. Supervivencia y proliferacién homeostéatica de linfocitos T CD4 de memoria.

Los linfocitos T CD4 de memoria y naive son considerados como células en reposo
debido a la divisién celular intermitente sin cambios en su fenotipo, proceso Ilamado
proliferacion homeostatica. Los linfocitos T CD4 de memoria presentan una mayor
regulacién positiva transcripcional de genes que codifican marcadores de activacion
acoplados al TCR en comparacion con los linfocitos T naive, incluyendo mdltiples
moléculas asociadas al MHC de clase Il, receptores de quimiocinas, CD95 (Fas) y
moléculas efectoras (Weng et al., 2012). In vivo, a diferencia de los linfocitos naive donde
las células son mantenidas como células individuales con una vida media prolongada y una
baja tasa de proliferacion, los linfocitos de memoria son mantenidos como clonas
especificas que expresan un TCR Unico, y presentan un recambio mas rapido (Macallan et
al., 2003; Macallan et al., 2004; Vukmanovic-Stejic et al., 2006).
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Las principales citocinas descritas que promueven la supervivencia y la
proliferacion homeostatica de los linfocitos T en reposo son las citocinas IL-2, IL-4, IL-7 e
IL-15 (Boise et al., 1995a; Vella et al., 1997; Nakajima et al., 1997) que comparten la
subunidad yc (gamma comin o CD132) del receptor de IL-2. También se ha reportado el
efecto de IL-6 (Teague et al., 1997). Otros factores que se han descrito en la participacion
de la supervivencia y proliferacion homeostatica son las sefializaciones tonicas mediante
interacciones de reactividad cruzada entre el TCR y auto-antigenos, antigenos ambientales
y/o antigenos microbianos de organismos comensales residentes en los tejidos (Surh &
Sprent, 2008; Farber et al., 2014).

Se ha demostrado que la supervivencia prolongada y la proliferacion homeostatica
in vivo de los linfocitos T CD4 humanos naive es inducida por mecanismo periféricos y
timopoyeéticos, aungque durante la involucion del timo asociado a la edad, la preservacion
del pool de linfocitos naive es principalmente por mecanismos periféricos, siendo la IL-7 el
principal inductor de la supervivencia, promoviendo la expresion de moléculas anti-
apoptoticas como Bcl-2 (linfoma de célula B2), Bcl-xL y Mcl-1 (leucemia de células
mieloides 1) (Silva & Sousa, 2016; Silva et al., 2017). La principal fuente de IL-7 en los
ganglios linfaticos son las células fibroblasticas reticulares, mientras que en la médula 6sea
y en el timo es producida por células estromales (Link et al., 2007). Los linfocitos naive
producidas en el timo salen a la periferia, donde circulan a través de la sangre y 6rganos
linfoides secundarios, compitiendo entre ellas por la IL-7.

Por otro lado, el mantenimiento del pool de linfocitos T CD4 humanos de memoria
no esta completamente entendido, y es posible que diferentes mecanismos contribuyan a la
supervivencia y recambio homeostatico de las diferentes subpoblaciones de memoria en

diferentes compartimentos, tanto en circulacion como en distintos tejidos. Se ha descrito un
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mecanismo importante que podria estar manteniendo de forma homeostatica a las
poblaciones de memoria. Durante una infeccién, los linfocitos de memoria que no son
especificos pueden activarse a través de un fendmeno llamado inmunidad heteréloga
(reactividad cruzada) (Welsh & Selin, 2002; Clute et al., 2005).

Se ha reportado que los linfocitos T CD4 de memoria requieren IL-7 e IL-15 (Surh
& Sprent, 2008; Chetoui et al., 2010; Litvinova et al., 2013), y no esta bien establecido si
necesitan el contacto con el antigeno-MHC de clase Il (sefializacion a través del TCR) para
su mantenimiento funcional y homeostasis como los linfocitos naive (Kassiotis et al.,
2002; Kassiotis et al., 2006; Surh et al., 2006; van Leeuwen et al., 2009; Boyman et al.,
2009; Bushar et al., 2010; Gasper et al., 2014). Gran parte de los linfocitos T CD4 de
memoria recircula hacia la médula 6sea, donde residen células del estroma productoras de
IL-7 (Tokoyoda et al., 2009; Di Rosa & Gebhardt, 2016). Por otro lado, la IL-15 es
producida por monocitos/macréfagos, células dendriticas, epiteliales, células del estroma de
la médula 6sea y fibroblastos, en inmunopatologias o durante la respuesta inmune a
patdgenos microbianos y parasitos en tejido no linfatico y epitelial, asi como en los tractos
respiratorios y gastrointestinales (Badolato et al., 1997; Fehniger & Caligiuri, 2001;
Perera et al., 2012). De igual manera, la IL-15 induce la expresion de moléculas anti-
apoptoticas como Bcl-2 y Bel-xL (Nolz & Richer, 2020), inhibe la apoptosis inducida por
CD95 (Mueller et al.,, 2003) y a la proteina proapoptética Bax (Oh et al., 2008),
promoviendo de esta manera la supervivencia celular.

Gran parte de la evidencia acerca de la supervivencia y proliferacion homeostatica
de los linfocitos T en reposo proviene de modelos de ratdén deficientes de citocinas,
receptores de citocinas, moléculas MHC y/o componentes de la cascada de sefializacion del

TCR (Surh & Sprent, 2008). In vitro, la informacion sobre la supervivencia y la
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homeostasis de los linfocitos T CD4 humanos en reposo es escasa (Michie et al., 1992;
Boise et al., 1995a; Hamann et al., 1996; Farber et al., 2014), y de estos estudios, los
cultivos se mantienen por periodos cortos (de 24 a 48 horas) o en presencia de otras células,
por lo que también es relevante su estudio de forma separada, pues de acuerdo a la
literatura, cada subpoblacion requiere de diferentes condiciones para su supervivencia y

proliferacion homeostatica.

1.4. Fenotipo de los linfocitos T CD4 de memoria.

La expresion de receptores de quimiocinas también ha ayudado a clasificar a los
diferentes tipos de linfocitos T humanos de memoria, aunque esta expresion puede ser
transitoria dependiendo del microambiente (Dutton et al., 1998; Campbell et al., 2003) y
no permite delimitar funcionalmente de manera consistente las diferentes subpoblaciones
de linfocitos T de memoria (Andrew et al., 2001).

Una forma general de caracterizar fenotipicamente a los linfocitos T CD4 humanos
de memoria provenientes de sangre periférica es a través de la presencia de las moléculas
de superficie CD3, CD4, CD45RO (o la ausencia de CD45RA) y CCR7. Esta combinacion
de marcadores permite la identificacion de las subpoblaciones de linfocitos Tscm, Tem Y
Tem (Farber et al., 2014). Aunque se pueden utilizar otros marcadores como CD28 y
CD95 para distinguir otras subpoblaciones de linfocitos T de memoria que se han descrito
como los linfocitos T de memoria de transicion (Tte) y linfocitos T de memoria efectoras

terminales (Temra) (Mahnke et al., 2013).
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La molécula CD3 es expresada por todos los linfocitos T y se asocia al TCR
(Smith-Garvin et al., 2009), formando un complejo para la transduccion de la sefal
posterior al reconocimiento del antigeno asociado al MHC. ElI complejo CD3-TCR es
internalizado y degradado para la desensibilizacion del linfocito T (y que no haya una
sobreestimulacion) (Liu et al., 2000), mientras que la activacion con superantigenos induce
su internalizacion y reciclaje (Bronstein-Sitton et al., 1999).

Durante la activacion del linfocito T CD4 a través del TCR, ademéas de la
participacion de CD3, las moléculas CD4 y CD45RO tienen diversas funciones para llevar
a cabo una activacién eficiente. CD4 funciona como correceptor para el reconocimiento del
MHC de clase Il y la transduccion de la sefializacion intracelular (Geginat et al., 2014;
Glatzova & Cebecauer, 2019). CD45R0O es la isoforma de bajo peso molecular de la
molécula tirosina fosfatasa transmembranal CDA45, esta presente en los linfocitos activados
y de memoria, y regula la actividad de la quinasa Lck, encargada de iniciar la transduccion
de la sefalizacion del complejo CD3-TCR (Arlettaz et al., 1999; Dunlock et al., 2022).
Ademas de la sefial que induce el péptido-MHC, son necesarias sefiales coestimuladoras
para una activacion y expansion optima del linfocito. La molécula CD28 representa la
principal molécula coestimuladora expresada constitutivamente en los linfocitos T (con
excepcion de las subpoblaciones Temy Tte) que se une a las moléculas B7-1 (CD80) y B7-
2 (CD86) presentes en las APC, resultando en el aumento de la proliferacion del linfocito
T, produccion de citocinas y supervivencia (Linsley et al., 1991; Boise et al., 1995b).

El mecanismo por el cual los linfocitos naive y de memoria salen a circulacion y
regresan a los organos linfoides secundarios, es a través de la expresion del receptor de

quimiocina CCR7, el cual tiene como ligando las quimiocinas CCL19 y CCL21 producidas
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por las células reticulares fibroblasticas (Kobayashi et al., 2017; Yan et al., 2019), mismas
que producen IL-7 (MacLeod et al., 2010).

La molécula CD95, es considerada un antigeno de activacion, el cual es un miembro
de la familia de factor de necrosis tumoral/factor de crecimiento nervioso-R (TNF/NGF-R).
Se ha demostrado que esta molécula es expresada por los linfocitos T después de la
estimulacién con el antigeno, asi como en toda la poblacion de memoria (Fagnoni et al.,
2000). Aunque CD95 se ha relacionado como inductor de muerte celular, involucrado en la
sefializacion de la via apoptética, se ha visto que posterior a la activacion a través del TCR,
CD95 se agrega con CD3 y aumenta la proliferacion del linfocito T, aunque continua la
interrogante sobre su papel exacto durante la activacién celular. En cuanto a su expresion
en la poblacion de linfocitos de memoria, se ha propuesto su papel como una respuesta no
apoptotica que acelera el proceso de diferenciacién/maduracion de linfocitos T naive
(Guégan & Legembre, 2018).

Ademas, las diferentes subpoblaciones de linfocitos T CD4 de memoria expresan
diferentes moléculas de superficie (Mahnke et al., 2013). Entre estas moléculas, para fines
de este trabajo de investigacion, se encuentran los receptores de quimiocina CXCR4 y
CCR5, las cuales regulan la migracion celular y participan como correceptores en la
infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) (Contento et al., 2008).
CXCRA4 es el receptor de la quimiocina CXCL12 (SDF-1A), se expresa constitutivamente
en toda la poblacién T CD4 de memoria, y su funcion es dirigir al linfocito hacia la médula
6sea (Contento et al., 2008; Mahnke et al., 2013; Bianchi & Mezzapelle, 2020). CCR5 es
el receptor de las quimiocinas CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1b) y CCL5 (RANTES) y su
funcion es dirigir al linfocito hacia tejido inflamado. Este receptor se expresa en toda la

poblacion T CD4 de memoria con excepcion de los linfocitos Tscm (Contento et al., 2008;
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Mahnke et al., 2013; Mukaida et al., 2020; Ntanasis-Stathopoulos et al., 2020; Zeng et

al., 2022)

2. Activacion canonica del TCR de los linfocitos T CDA.

Actualmente, se entiende por activacion del linfocito T como un resultado del
proceso en el que interaccionan APC vy linfocitos T en reposo (naive o de memoria)
formando una compleja estructura llamada sinapsis inmunoldgica. La APC presenta un
antigeno especifico a través del MHC y es reconocido por el TCR. Ademas de este
reconocimiento, el proceso de activacién necesita la participacion de moléculas
coestimuladoras y de adhesidn, asi como la presencia de citocinas que llevan a la
diferenciacion y polarizacion del linfocito T (ej. Thl o Th2) (Pettmann et al., 2018;
Castro-Sanchez et al., 2019; Hilligan & Ronchese, 2020) (figura 3).

La activacion, a través del reconocimiento del antigeno-MHC-TCR, induce cambios
celulares, moleculares y de metabolismo en ambas células. Estan descritas diversas formas
de estudiar estos cambios, como las cascadas de sefializacion intracelulares (Smith-Garvin
et al., 2009; Castro-Sanchez et al., 2019), medicion del Ca?* intracelular (Joseph et al.,
2014), el reordenamiento de la actina (Colin-York et al., 2019), el metabolismo (Maclver
et al., 2013; Ren et al., 2017), expresion de moléculas de superficie (Holthaus et al.,
2018), proliferacion (Motamedi et al., 2016), capacidad de cooperacion con el linfocitos B
(Lebrec et al., 2014), secrecidn de citocinas y quimiocinas (DuPage et al., 2016), y AICD

(Shin et al., 2019), entre otras.
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Figura 3. Esquema de la interaccion célula dendritica y linfocito T CD4 durante la presentacion de un péptido, y
las sefiales para su polarizacion. La célula dendritica activada presenta a través del MHC de clase Il un péptido
procesado proveniente de patégenos internalizados a través de PRR (por sus siglas en inglés pattern recognition
receptors) especializados, y es reconocido a través del TCR del linfocito T CD4, mientras CD4 participa como
correceptor CD4 (sefial 1). Este acercamiento celular promueve la interaccion de las moléculas coestimuladoras CD28
expresada en el linfocito T, con las moléculas CD80 y CD86 expresadas por la célula dendritica posterior al
reconocimiento de los PAMP (por sus siglas en inglés, pathogen-associated molecular patterns) o TF (por sus siglas en
inglés, inflammatory tissue factors) a través de los PRR especializados, como los TLR (Toll-like receptors) (sefial 2).
Estas interacciones inducen la expresion de varios factores solubles o factores de unién a membrana, como la interleucina-
12 (IL-12) y el ligando 2 de quimiocina CC (CCL2), que promueven el desarrollo de linfocitos Thl 0 Tw2,
respectivamente (sefial 3). La naturaleza de la sefial 3 depende de la activacion de determinados PRR por PAMP o TF.
Los PAMP y TF de tipo 1y tipo 2 se pueden definir como aquellos que selectivamente activan a las células dendriticas
para la produccion de altos niveles de factores polarizadores de linfocitos Thl o Th2. Posterior a la activacion del linfocito
T a menudo se requiere un estimulo que retroalimente la expresion optima del tipo de perfil mediante el ligando CD40
(CD40L). IFN-y, interferon-y; TNF-B, factor de necrosis tumoral-B; IL-4, interleucina-4; IL-5, interleucina-5; 1L-13,

interleucina-13 Ilustracion tomada y modificada de Kapsenberg et al., 2003.

Entre las moléculas de expresion temprana durante la activacién del linfocito T CD4
a través del TCR son las moléculas CD25 y CD54. Estas moléculas estdn bien
caracterizadas como marcadores de la activacion del linfocito T (Thoma et al., 1992;
Hernandez-Caselles et al., 1993; Chirathaworn et al., 2002; Cortés-Rubio, 2013;
Rosenblum et al., 2016). La molécula CD25 es la subunidad alfa del receptor de alta
afinidad para IL-2 y participa en la supervivencia y proliferacion del linfocito T
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(Letourneau et al., 2009; Bajnok et al., 2017; Peng et al., 2022). La expresion de la
molécula de adhesion CD54 (ICAM 1) en linfocitos T activados fortalece las interacciones
fisicas con otras células (linfocito T - linfocito T o linfocito T - linfocito B) y a estructuras
como endotelio vascular, matriz extracelular y epitelio. Ademas, participa en la
transduccion de sefiales intracelulares que regulan la proliferacion y producciéon de
citocinas (Dustin et al., 1986; Tohma et al., 1991; Tohma et al., 1992; Maio & Vecchio,
1992; Chirathaworn et al., 1995; Stanciu & Djukanovic, 1998; Roy et al., 2001; Singh
etal., 2021).

Otra molécula detectada durante la activacion del linfocito T a traves del TCR es la
molécula Ki67, la cual se detecta tanto intracelular como intranuclear, y participa durante
las fases activas del ciclo celular, por lo que esta ausente en linfocitos en reposo. Su funcion
no esta del todo entendida y comdnmente se usa para detectar proliferacion. (Li et al.,

2015; Motamedi et al., 2016; Sun & Kaufman, 2018).

3. Activacion colateral de los linfocitos T.

Ademas de la activacion especifica explicada anteriormente, se ha descrito otro tipo
de activacion del linfocito T Ilamada activacion colateral (encontrada en la literatura como
bystander activation), la cual se ha definido como todos los cambios fenotipicos y
funcionales que tiene el linfocito T mediante un mecanismo independiente de la via
especifica del TCR (Bangs et al., 2006), resultando en una activacion que no es antigeno-
especifica (Bangs et al., 2009) y estd mediada por sefiales solubles en respuesta a infeccién

por virus o bacterias que favorecen un medio inflamatorio con la presencia de citocinas y
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quimiocinas, (Wucherpfennig, 2001), o por comunicacion intercelular via uniones
estrechas (como las uniones gap) donde células infectadas o activadas transfieren diversos
componentes a células vecinas, como cGAMP, Ca?*, NFkB, MAPK e inflamasomas
(Pacheco et al., 2019).

La activacion colateral se describio por Unutmaz y colaboradores (Unutmaz et al.,
1994) utilizando linfocitos T CD4 humanos naive y de memoria purificadas a partir de
células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de donadores sanos. Los linfocitos T
CD4 fueron cultivados in vitro con citocinas proinflamatorias (IL-2, TNF-a e IL-6),
induciendo su proliferacion y la expresion de la molécula de activacién CD69. Ademas, los
linfocitos de memoria fueron capaces de tener una funcion efectora mediante la produccion
de IFN-y e IL-4, asi como la capacidad de cooperar con los linfocitos B para producir
anticuerpos. Con estos resultados propusieron que la activacion colateral podria participar
in vivo reclutando linfocitos T efectores al sitio donde hay una respuesta inmune y
mantener el repertorio policlonal de los linfocitos naive y de memoria, sin cambiar su
fenotipo, en ausencia de una estimulacion antigénica.

Posteriormente, Tough Yy colaboradores (1996) demostraron en ratones la
proliferacion de linfocitos T mediada por citocinas y no por antigenos. Los resultados de
este trabajo sugerian una explicacion a la masiva proliferacion de los linfocitos T durante
una infeccién por virus, que, se ha demostrado, gran parte no son antigeno especificas
debido a la baja frecuencia de TCR especificos en el repertorio de linfocitos naive (Murali-
Krishna et al., 1998; Moon et al., 2007; Obar et al., 2008; Jenkins et al., 2010; Kwok et

al., 2012; Alanio et al., 2015).
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Figura 4. Mecanismos de activacion colateral mediada por patégenos infecciosos. Células infectadas por virus o
bacterias pueden inducir la activacion de células no infectadas a través de sefiales solubles (citocinas) y por comunicacion
intercelular (uniones gap). Ag, antigeno; APC, célula presentadora de antigeno; cGAMP, monofosfato de guanosina
ciclico-monofosfato de adenosina; IFN, interferén; IL, interleucina; LPS: lipopolisacarido; MHC: complejo principal de
histocompatibilidad; TCR: receptor de células T; TLR: receptor tipo toll. llustracién tomada y modificada de Pacheco et
al., 2019.

Se ha propuesto que la activacion colateral del linfocito T mediada por citocinas no
es una respuesta incidental, sino que podria estar participando durante las respuestas
inmunes induciendo apoptosis para dar un espacio inmunoldgico (Bangs et al., 2009;
Serbanescu et al., 2016; Sckisel et al., 2017;), un estado de preparacion para que la célula
responda rapidamente a su antigeno especifico (Unutmaz et al., 1995; Geginat et al.,
2001; Jiang et al., 2003; McSorley, 2014), una amplificacion de la respuesta innata y
adaptativa para contrarrestar una infeccion (Unutmaz et al., 1994; Geginat et al., 2001;

Bangs et al., 2009; Di Genova et al., 2010; Munk et al., 2011; Chu et al., 2013; Salerno
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et al., 2016) y el mantenimiento del repertorio de memoria policlonal (Tough et al., 1996;
Zhang et al., 1998; Geginat et al., 2001; Di Genova et al., 2006). Por otra parte, se ha
propuesto su posible participacion en inmunopatologias (Meresse et al., 2004; Brennan et
al., 2008; Sattler et al., 2009; Wenink et al., 2012; Chevalier et al., 2016; Whiteside et
al., 2018; Kim et al., 2018), asi como en enfermedades donde se promueve un ambiente
proinflamatorio como es el caso de la infeccién por el VIH (Bangs et al., 2006).

A partir de estos trabajos, se han utilizados diversos modelos para demostrar y
describir a la activacion colateral como un proceso celular que ocurre en condiciones tanto
fisioldégicas como patologicas. Se ha descrito principalmente en modelos de ratén o en
linfocitos CD8 humanos en condiciones patolégicas (Slichter et al., 2016; Sckisel et al.,
2017; Whiteside et al., 2018), por lo que poco se conoce de la activacion colateral en

linfocitos humanos T CD4 en reposo, particularmente en la poblacién de memoria.
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Il. ANTECEDENTES DIRECTOS DE LA ACTIVACION COLATERAL DE

LINFOCITOS T CD4 HUMANOS EN REPOSO

Se han realizado experimentos in vitro de activacion colateral en linfocitos T CD4
humanos en reposo, en los cuales los linfocitos fueron cultivados en presencia de suero
fetal bovino (FBS) y citocinas en concentraciones en el rango de nanogramos (Unutmaz et
al., 1994, 1995; Kanegane & Tosato, 1996; Geginat et al., 2001; Sattler et al., 2009;
Munk et al., 2011). Otros estudios utilizaron sobrenadantes provenientes de PBMC o de
células dendriticas estimuladas con el superantigeno enterotoxina B estafilococica (SEB)
(Geginat et al., 2001; Bangs et al., 2009), o de macréfagos estimulados con
lipopolisacaridos (LPS) de bacterias (Unutmaz et al., 1994), usando suero AB humano. En
la tabla 1 se muestran detalles sobre la activacion colateral de los linfocitos T CD4
humanos en reposo.

Los efectos que se observaron en los linfocitos en reposo activados colateralmente
fueron la induccion de proliferacion celular (Unutmaz et al., 1994, 1995; Kanegane &
Tosato, 1996; Geginat et al., 2001), expresién de marcadores de activacion (Unutmaz et
al., 1994, 1995; Kanegane & Tosato, 1996; Bangs et al., 2009; Sattler et al., 2009),
induccién de un fenotipo efector (Unutmaz et al., 1994; Geginat et al., 2001; Sattler et
al., 2009; Munk et al., 2011), capacidad cooperadora con los linfocitos B (Unutmaz et al.,
1994), induccién de un nivel de apoptosis menor al de la activaciéon a través del TCR
(Bangs et al., 2009), activacion de diferentes vias de sefializacion intracelular (Geginat et
al., 2001), asi como diferentes niveles de expresion de moléculas de adhesion y receptores

de quimiocinas y citocinas (Unutmaz et al., 1995; Geginat et al., 2001; Sattler et al.,
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2009). En términos generales, la activacion colateral se puede analizar de una forma similar
a la activacion de un linfocito T a través del TCR.

Por lo tanto, teniendo el antecedente que la activacion colateral se lleva a cabo por
el contacto de los linfocitos con citocinas y quimiocinas producidas durante una respuesta
especifica a un antigeno via el TCR, como ocurre durante una infeccién viral, o durante la
activacion del TLR4 en presencia de patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMP)
como LPS (Boyman et al., 2010; Pacheco et al., 2019), se podria esperar un efecto directo

de estas citocinas y quimiocinas sobre linfocitos T CD4 humanos de memoria.
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TABLA1

Activacion colateral de linfocitos humanos T CD4 en reposo

Citocina(s)

Subpoblacién celular

Medio de cultivo

Efecto

Referencias

TNE-o +1IL-6 +IL-
2/IL-4

IL-2/1L-15

IL-7.IL-15. TNE-a.
IL-6 +1IL-10

IL-4, TNF-o, IL-6 +
IL-10
IL-7+IL-15+ SN de
CD estimuladas con
LPS

PBMC estimuladas
con SEB (Transwell)

IL-16.IL-6,IL-7. IL-

8. IL-12.IL-15.IL-
17.IL-18. TNF-a +
MIP-1o

IL-12+1L-18

Naive

Naive y de memoria

Naive v de memoria
(central y efectora)

Naive

Naive v de memoria

Naive y de memoria

Memoria

Naive y de memoria

Medio RPMI 5-8% de

suero hAB
Medio RPMI 10% de
FBS

Medio RPMI 1% de
suero hAB

Medio RPMI 1% de
suero hAB

Medio RPMI 1% de
suero hAB

Medio RPMI 1% de
suero hAB

Medio RPMI 10% de

suero hAB

Medio RPMI 10% de
FBS

Fenotipo intermedio entre naive
(CD45RA) v de memoria (marcadores
de activacion y moléculas de adhesion)

Actividad efectora
Expresion de CD69
Proliferacion

Proliferacion, expresion de CD40L y
cambio del la expresion de CCRS

Actividad efectora

Proliferacion

Proliferacion

Expresion de CD25 y CD69
Diferente expresion génica
Menor apoptosis que la activacion a

través del TCR

Actividad efectora
Expresion de CCRS

Actividad efectora

Sin proliferacion ni apoptosis

Unutmaz ef
al .. 1994;
1995

Kanegane y

Tosato. 1996

Geginal ef al ..
2001

Bangs er al .,
2009

Bangs et al ..
2009

Bangs et al ..
2009

Sattler er al ..
2009

Munk et al ..
2011

CD, céhulas dendriticas; PBMC, células mononucleares de sangre periférica; SEB, enterotoxina B estafilococica; TNF, factor de
necrosis tumoral; IL, interleucina; MIP, proteina inflmatoria de macréfagos; hAB, suero humano tipo AB; FBS, suero fetal bovino;
TCR, receptor de célula T
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I11. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cuales son los efectos de factores solubles liberados por PBMC activadas a través del
TCR o0 TLR4 sobre la viabilidad, la expresion de moléculas de superficie y el fenotipo en

reposo de linfocitos T CD4 humanos de memoria?

V. HIPOTESIS

Los factores solubles liberados por PBMC activadas a través del TCR o TLR4 promoveran

la viabilidad y estabilizaran la expresion de moléculas de superficie de linfocitos T CD4

humanos de memoria manteniendo un fenotipo en reposo

V. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar los efectos de los factores solubles liberados por PBMC activadas a través del

TCR o TLR4 sobre la viabilidad, expresion de moléculas de superficie y el fenotipo en

reposo de linfocitos T CD4 humanos de memoria.

29



Objetivos particulares

Obtencion de medios condicionados a partir de PBMC humanas activadas a través
del TCR (TCR-CM) o TLR4 (TLR4-CM), y caracterizacion de los factores solubles
presentes.

Incubacién y analisis del efecto de los factores solubles liberados por PBMC
activadas a través del TCR o TLR4 sobre linfocitos T CD4 humanos de memoria.
Analisis de su viabilidad, expresion de moléculas de superficie y el fenotipo en

reposo.
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VI. MATERIALES Y METODOS

1. Separacion de PBMC, activacion a través del TLR4 o del TCR, y recoleccion de los

medios condicionados TLR4-CMy TCR-CM.

1.1. Separacion de PBMC.

Las PBMC fueron separadas a partir de paquetes leucocitarios (buffy coats) de
donadores sanos hombres usando gradientes de Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare,
Uppsala, Sweden). Los paquetes leucocitarios se mantuvieron en obscuridad a 20°C
durante 24 horas aproximadamente. Para el inicio de la separacion de las PBMC, fue
necesario resuspender la sangre (15 veces), y se diluy6 en buffer fosfato salino (PBS) 1X
estéril (pH ajustado entre 7.2-7.4) en una proporcién de 1:2, y nuevamente se resuspendio
(15 veces). Esta suspension se coloco sobre la solucion de Ficoll-Paque (10ml de solucion
por 30 ml de suspension) de manera que quedaran dos fases. La preparacion se centrifugé a
400xg durante 40 minutos a 20°C (sin freno ni aceleracion). Finalizado el tiempo de
centrifugacion, se recuperaron las PBMC a partir del anillo formado entre el Ficoll y el
plasma, y se resuspendieron en PBS 1X estéril. Se realizaron dos lavados; en el primero se
centrifugé a 350xg durante 15 minutos a 20°C (con freno y aceleraciébn méaxima) para
retirar cualquier exceso de Ficoll y plasma presente, el segundo lavado se centrifugé a

100xg durante 15 minutos a 20°C para desechar posibles plaquetas presentes.
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1.2. Activacion de PBMC a través del TLR4 o del TCR y recoleccion de los medios

condicionados TLR4-CM y TCR-CM.

Para la obtencidn de los medios condicionados, las PBMC fueron separadas a partir de
paquetes leucocitarios (buffy coats) de 4 donadores sanos hombres (21-57 afios) usando
gradientes de Ficoll-Paque PLUS (ver aparatado 1.1. Separacion de PBMC). Para la
activacion del TLR4, se sembraron 2.5X10° de PBMC/ml en placas de 12 pozos de fondo
plano con alta adherencia (CelIBIND, Corning) en medio de cultivo mas lipopolisacaridos
biotinados ultrapuros de Escherichia coli O111:B4 (LPS-EB Biotin, InvivoGen) a una
concentracion final de 1pg/ml durante 24 horas a 37°C con 5% de CO». Para la activacion
a través del TCR, se sembraron 5X10° PBMC/ml en placas de 12 pozos de fondo plano con
alta adherencia en medio de cultivo mas anticuerpos anti-CD3/anti-CD28/anti-CD2
acoplados a perlas magnéticas en una proporcion perla-célula de 1:2 durante 3 dias. Al
finalizar los tiempos de las incubaciones correspondientes, los CM fueron recolectados y
centrifugados a 300xg durante 10 minutos a 20°C.

Para la remocién del LPS-EB biotinados, los CM fueron previamente incubados con
Estreptavidina acoplada a Dynabeads M-280 (Invitrogen) en una proporcion de 1mg de
Dynabead por cada 10 pg de LPS usado, y se coloc esta suspensidn en rotacion suave (a 4
rpm) durante 30 minutos a 4°C. Finalizando la incubacion, los CM se centrifugaron a
300xg durante 10 minutos y se colocaron en tubos Amicon Ultra-4 100K (Merck
Millipore) para su ultrafiltracion. Se centrifugaron a 4000xg durante 10 minutos a 20°C. Al
finalizar la centrifugacién, los CM fueron alicuotados y congelados a -20°C.

Los anticuerpos anti-CD3/anti-CD28/anti-CD2 acoplados a perlas magnéticas fueron

removidos mediante centrifugacion a 300xg durante 10 minutos a 20°C, y de igual manera
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se ultrafiltraron con tubos Amicon Ultra-4 100K bajo las mismas condiciones, alicuotando
y congelando a -20°C. Ver figura 5.

Los medios condicionados fueron ultrafiltrados para remover vesiculas o restos
celulares, de manera que los posibles efectos detectados por la incubacion de los linfocitos
T CD4 humanos de memoria con los medios condicionados fueran exclusivamente debidos

a los factores solubles presentes en estos.

2. Andlisis de citocinas y quimiocinas de los medios condicionados TLR4-CM y TCR-

CM a través del inmunoensayo ProcartaPlex Multiplex.

Las concentraciones de citocinas y quimiocinas en los CM (obtenidos a partir de 4
donadores hombres sanos) se determinaron usando el kit ProcartaPlex Human Cytokine &
Chemokine Panel 1A 34-plex (Invitrogen, Thermo Fisher, Carlsbad, CA, USA), de
acuerdo con el protocolo del fabricante. Los resultados fueron analizados en un Sistema
Bio Plex 200 (Bio-Rad) usando el software Bio-Plex Manager 6.1. Las citocinas y
quimiocinas analizadas fueron: Eotaxina (CCL11); GM-CSF; GRO-a (CXCL1); IFN-o;
95 IFN-y; IL-1B; IL-1a; IL-1RA; IL-2; IL-4; IL-5; IL-6; IL-7; IL-8 (CXCLS8); IL-9; IL-10;
IL-12 p70; IL-13; 96 IL-15; IL-17A; IL-18; IL-21; IL-22; 1L-23; IL-27; IL-31; IP-10
(CXCL10); MCP-1 (CCL2); MIP-1a (CCL3); MIP-1p (CCL4); RANTES (CCL5); SDF-

la (CXCL12); TNF-a; TNF-B (LTA).
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3. Purificacién de linfocitos T CD4 humanos de memoria e incubacion con los medios

condicionados TLR4-CM o TCR-CM.

3.1. Purificacién de linfocitos T CD4 humanos de memoria.

Para la purificacion de linfocitos T CD4 humanos de memoria, se inicio con la
separacion de PBMC a partir de paquetes leucocitarios de 8 donadores sanos hombres (24-
59 afos) usando gradientes de Ficoll-Paque PLUS (ver aparatado 1.1. Separacion de
PBMC). Subsecuentemente se purificaron los linfocitos T CD4 humanos de memoria
mediante seleccion negativa utilizando el kit Memory CD4* T Cell Isolation conteniendo
anticuerpos contra CD8, CD14, CD16, CD19, CD36, CD45RA, CD56, CD123, TCRy/o, y
CD235a (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). A partir de 120X10° de PBMC,
se resuspendieron en 40ul de buffer MACS (AutoMACS Rinsing Solution méas albumina
sérica bovina (BSA) en una dilucion 1:20 a 4°C) por cada 10’ de células, adicionando 10pl
de memory CD4* T Cell Biotin-Ab Cocktail 11 por cada 107 de células. Se resuspendid e
incubd durante 10 minutos a 4°C en obscuridad. Posteriormente, se adicionaron 30ul de
buffer MACS por cada 107 de células mas 20l de Anti-Biotin Microbead por cada 107 de
células. Se resuspendié e incubd por 15 minutos a 4°C en obscuridad. Al finalizar la
incubacion, se adiciond 1ml de buffer MACS por cada 107 de células y se centrifugd a
300xg durante 10 minutos a 4°C. Las células se resuspendieron en 500l de buffer MACS
y se filtraron a través de una columna magnética LD (Miltenyi Biotec), previamente
enfriada a 4°C y humedecida con 2ml de buffer MACS. Los linfocitos T CD4 humanos que
pasaron a través de la columna se recuperaron y la suspension celular se centrifugd a 300xg

durante 10 minutos a 20°C y se resuspendieron en medio AIM V (Gibco, Grand Island,
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NY) mas 5% de suero AB humano (Valley Biomedical, Winchester, VA), 500ul de medio
de cultivo por 1X10° de células. Este medio de cultivo suplementado se us6 para todos los

experimentos mostrados en este trabajo de investigacion.

3.2. Incubaciéon de linfocitos T CD4 humanos de memoria con los medios

condicionados TLR4-CM o TCR-CM.

Para el cultivo, se sembraron 2X10° células/100 pl de medio de cultivo en placas de
96 pozos con fondo plano en presencia o ausencia de I1L-15 (1 o 10 ng/ml) durante 2,5y 8
dias a 37°C con 5% de COx. Para la estimulacion con los sobrenadantes, los CM obtenidos
de PBMC activadas a través del TLR4 o TCR, provenientes de 4 donadores (ver apartado
2.1. Activacion de PBMC a través del TLR4 o del TCR vy recolecciéon de los medios
condicionados TLR4-CM y TCR-CM), se homogenizaron por condicion. Los CM
provenientes de PBMC estimuladas con LPS (TLR4-CM) o con anticuerpos anti-CD3/anti-
CD28/anti-CD2 (TCR-CM), fueron agregados en una proporcion medio de cultivo-CM de
1:1 més IL-15 (1 o 10 ng/ml). Al dia 5 de cultivo se agregd en total 50 pl de medio de
cultivo fresco mas CM (manteniendo la proporcién 1:1). Como control negativo, para
todos los experimentos, los linfocitos de memoria fueron mantenidas con medio de cultivo
solo. Como control de la activacion candnica, se sembraron 2X10° de células/100 pl de
medio de cultivo y se estimularon con anticuerpos anti-CD3/anti-CD28/anti-CD2
acoplados a perlas magnéticas en una proporcion perla-célula de 1:2 durante 2, 5y 8 dias,
agregando 100l de medio de cultivo fresco al dia 2, y con un reemplazo de medio al dia 5,

removiendo 100upl y agregando 100upl de medio de cultivo fresco, sin romper los
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agregados. Las células fueron analizadas al dia 2, 5y 8 a través de citometria de flujo. Ver

figura 5.
1. ACTIVACION DE PBMC Y RECOLECCION 2. INCUBACION DE LINFOCITOS T CD4 DE
DE MEDIO CONDICIONADO MEMORIA CON MEDIO CONDICIONADO
; ) ) = Purificacion de
Purificacion Medio AIM V + Buffy Purificacién linfocitos T CD4 de

Bufy __, 4e PBMC por —

et —— de PBMC por —

5% de suero hAB coat memoria por

gradiente . N gradiente seleccion negativa
Activacion con LPS Activacion con anticuerpos anti- - ]
biotinilado durante 24 horas  CD3/CD28/CD2 acoplados a perlas Condiciones de cuitivo celular
(activacion TLR4) magnéticas durante 3 dias Mlid;% /(\1“\1') \1/O+n5g 7mt|1)e suero hAB +
| (astivacion TER) ~TLR4-CM + 1 0 10 ng/ml de IL-15

Incubacién con -TCR-CM + 1 0 10 ng/ml de IL-15
estreptavidina- - Anticuerpos anti-

erlas magnéticas CD3/CD28/CD2 acoplados a
i perlas mangéticas

Remocién de perlas magnéticas con campo magnético l
Incubacién por 2, 5 y 8 dias

Centrifugation and ultrafiltration
Analisis por citometria de flujo

Alicuotar y congelamiento

Analisis de citocinas y quimiocinas

en el Sistema Bio Plex
Figura 5. Diagrama de flujo de la secuencia experimental. PBMC, células mononucleares de sangre periférica; LPS,
lipopolisacaridos; suero hAB, suero AB humano; TCR, receptor de célula T; TLR4, receptor tipo Toll 4; TLR4-CM,
medio condicionado proveniente de la activacion del TLR4; TCR-CM, medio condicionado proveniente de la activacion
del TCR.
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4. Inmunofluorescencia para el analisis por citometria de flujo.

4.1. Tincion con el colorante Ghost Dye Red 710 e inmunofluorescencia con
anticuerpos monoclonales acoplados a fluorocromos para la deteccion de las

moléculas de superficie CD3, CD4, CD45R0O, CCR5, CXCR4, CD25y CD54.

Se us6 un panel de 9 fluorocromos para analizar la expresion de moléculas de
superficie, proliferacion y muerte celular en citometria de flujo. Previamente a la tincion, se
removieron los anticuerpos anti-CD3/anti-CD28/anti-CD2 del cultivo de linfocitos
activados. De manera que se recolectaron en PBS 1X estéril, se centrifugaron a 300xg
durante 5 minutos a 20°C y se resuspendieron en PBS 1X estéril mas 0.5% de BSA. Se
colocaron las células durante 30 segundos en un agitador vortex (Marca Grant Instruments,
UK), posteriormente se colocaron en un magneto separado durante 2 minutos y la
suspension celular se colocd en un nuevo tuvo. Este paso se repiti6 una vez mas. La
suspension celular se centrifugd a 300xg durante 5 minutos a 20°C y se resuspendio en PBS
1X estéril.

El colorante de viabilidad Ghost Dye Red 710 (GDR-710) se utiliz6 a una dilucién
estandarizada 1:2000 (Tonbo Biosciences, San Diego, CA, USA). Este colorante se une a
grupos aminos de la célula, de manera que, si la membrana celular estd comprometida, este
colorante ingresara a la célula, lo que resulta en un aumento de la intensidad media de
fluorescencia (IMF), permitiendo la distincién de células vivas (menor IMF) y muertas
(mayor IMF) (Paschall et al., 2020). Para todas las condiciones, las células fueron
resuspendidas en PBS 1X esteéril y se centrifugaron a 300xg durante 5 minutos a 20°C. Las

suspensiones celulares se colocaron en PBS 1X mas el colorante GDR-710 a cada
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condicion. Se resuspendio y se incubo durante 30 minutos en obscuridad a 4°C. Al finalizar
la incubacion se centrifugdé a 300xg durante 5 minutos a 4°C, se resuspendio en PBS 1X
estéril mas 0.5% de BSA (previamente enfriado) y nuevamente se centrifugd a 300xg
durante 10 minutos a 4°C. Se desechd el sobrenadante de manera que quedara
aproximadamente 100l del volumen en cada condicion.

Posteriormente se incubG con una combinacion de anticuerpos especificos contra
moléculas de superficie para analizar el fenotipo: el anticuerpo anti-CD3 PE-Cy7, dilucién
estandarizada 1:100 (clona UCHT1, Tonbo Biosciences), para detectar el complejo proteico
CD3 vy distinguir la poblacion de linfocitos T, el anticuerpo anti-CD4 PerCP-Cy5.5,
dilucidn estandarizada 1:50 (clona OKT4, Tonbo Biosciences), para detectar el correceptor
CD4 como marcador de linfocitos Tw, el anticuerpo anti-CD45RO PE, dilucion
estandarizada 1:100 (clona UCHL1, Tonbo Biosciences), para detectar la isoforma de la
tirosina fosfatasa transmembranal CD45R0O vy distinguir la subpoblacion de linfocitos de
memoria, Yy los receptores de quimiocina CCR5 y CXCR4, se marcaron con los anticuerpos
anti-CD195 (CCR5) PE/Dazzle 594, dilucion estandarizada 1:100 (clona J418F1,
BioLegend, San Diego, CA), y anti-CD184 (CXCR4) PE-Cy5, dilucion 1:10 estandarizada
(clona 12G5, BD Biosciences). Para determinar la activacion celular, se marcé la molécula
coestimuladora CD54 y la subunidad alfa del receptor de IL-2, CD25, con los anticuerpos
anti-CD54 FITC, dilucién estandarizada 1:100 (clona 15.2, Tonbo Biosciences), y anti-
CD25 APC, dilucién estandarizada 1:50 (clona BC96, Tonbo Biosciences),
respectivamente.

Los anticuerpos mencionados en el parrafo anterior se afiadieron para todas las

condiciones. Se incubaron durante 10 minutos en obscuridad a 4°C. Finalizando este
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tiempo, se agregé PBS 1X estéril mas 0.5% de BSA y se centrifugd a 300xg durante 10

minutos a 4°C.

4.2. Fijacion y permeabilizacion intranuclear de anticuerpos monoclonales para la

deteccién de la molécula Ki67.

Finalmente, para determinar la proliferacion, se marcé la proteina Ki67 con el
anticuerpo anti-Ki67 eFluor450, dilucién estandarizada 1:40 (clona 20Raj1, Thermo Fisher
Scientific, San Diego, CA), utilizando el set de fijacion y permeabilizacion nuclear
Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer (Thermo Fisher Scientific).

Las células se resuspendieron en 200ul de Foxp3 Fixation/Permeabilization working
solution (1 parte de Foxp3 Fixation/Permeabilization Concentrate mas 3 partes de Foxp3
Fixation/Permeabilization Diluent) y se incubaron durante 30 minutos en obscuridad a 4°C.
Al finalizar la incubacion se centrifugaron a 400xg durante 5 minutos a 20°C y se realizaron
2 lavados con 200ul de 1X working solution of Permeabilization Buffer (1 parte de
Permeabilization Buffer 10X mas 9 partes de agua MilliQ). Se agreg6 el anticuerpo anti-
Ki67 a cada condicién y se incub6 durante 30 minutos en obscuridad a 20°C. Al finalizar la
incubacion se realizaron 2 lavados con el 1X working solution of Permeabilization Buffer.

Las células se mantuvieron en PBS 1X hasta la adquisicion en el citometro de flujo
Attune Nxt (Thermo Fisher Scientific). Generalmente, se colectaron 10,000 células y se
realizd el anélisis usando el software FlowJo vX.0.7. En la figura 6 se muestra la l6gica

que se usé para obtener los distintos parametros analizados (porcentajes e IMF).
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Figura 6. Esquema del analisis de la citometria de flujo de los experimentos de linfocitos T CD4 humanos de memoria.
Se muestra el ejemplo del andlisis de linfocitos T CD4 humanos de memoria incubados con s6lo medio de cultivo durante
2 dias.

5. Analisis de resultados y analisis estadistico.

El porcentaje de pureza posterior a la seleccién negativa de los linfocitos T CD4
humanos de memoria fue usualmente >92% segun lo verificado por citometria de flujo
(tiempo 0).

Las muestras que presentaron menos del 50% de viabilidad celular (dia 8 de cultivo),
no fueron incluidas en el andlisis del fenotipo y de marcadores de activacion, aunque la

viabilidad si fue reportada.
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Para los marcadores CD3, CD4, CD45R0, CXCR4, CCR5, CD25, CD54 y Ki67,
los porcentajes y las IMF fueron obtenidos a partir del subconjunto de linfocitos T CD4*
CD3* CD45R0O" exclusivamente. Los resultados de IMF fueron normalizados respecto a la

IMF del dia 2 con s6lo medio de cultivo, de manera que:

indice = -~
naice = —
;

Donde I corresponde a la IMF del dato a normalizar e 12 corresponde a la IMF del
dia 2 con s6lo medio de cultivo y suero AB humano.

Se decidio normalizar respecto al dia 2 de cultivo debido a una mayor estabilidad
de la expresion de las moléculas de superficie. Al dia 0 se observo que la expresion de las
moléculas de superficie era heterogenea en todos los donadores, posiblemente por la
variedad interindividual y por el procesamiento de las células durante la purificacion de
los linfocitos T CD4 de memoria, de manera que, al mantenerlos en cultivo durante 48
horas, la expresion de las moléculas de superficie se estabilizaba (ver Anexo A).

El anélisis estadistico se llevo a cabo usando el software Graph Prism Version 9
(GraphPad Software, San Diego, CA). Se aplico la prueba de Levene para la
determinacion de la homogeneidad de las varianzas y se determind la significancia
estadistica con la prueba t de Student de dos colas para datos no pareados. P<0.05 fueron

considerados significativos.
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VIl. RESULTADOS

1. Citocinas y quimiocinas producidas por PBMC activadas a través del TLR4 o del

TCR.

Los medios condicionados obtenidos de la activacion de PMBC a través del TLR4
(TLR4-CM) o del TCR (TCR-CM) fueron analizados con el sistema Bio Plex 200 para
determinar la concentracion de citocinas y quimiocinas provenientes de las PBMC de 4
donadores y su valor promedio. En la Tabla 2 se muestra la variedad de citocinas y
quimiocinas detectadas en el TCR-CM y TLR4-CM. La activacion con LPS indujo una
mayor variedad y concentracion de citocinas que la activacién con anticuerpos anti-
CD3/anti-CD28/anti-CD2. En cambio, se detectaron concentraciones similares de
qguimiocinas con ambos tipos de activacion. Algunas citocinas y quimiocinas que se
determinaron, pero no se encontraron fueron CCL11 (eotaxina), IFN-a, IL-7, IL-15, IL-
12p70, IL-23, IL-27 e IL-31.

Con las condiciones de cultivo, la activacion con anticuerpos anti-CD3/anti-
CD28/anti-CD2 indujo la produccién de citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias, por
lo que no correspondio a la polarizacion hacia un fenotipo efector particular. En nuestras
condiciones de cultivo, la IL-2, la cual se esperaba que estuviera presente en los medios
condicionados proveniente de las células activadas con anticuerpos anti-CD3/anti-
CD28/anti-CD2, fue encontrada solamente en concentraciones moderadas (3.3 - 10.33
pg/ml), posiblemente debido al rapido consumo de esta citocina bajo una activacion y

proliferacion éptima de las células.

42



Bajo estas condiciones, una alta concentracion de IL-2 no estaria disponible para
los linfocitos en reposo cercanos. De hecho, el consumo de IL-2 por parte de células
activadas durante una respuesta inmune podria ser un efecto que reduciria la disponibilidad
de esta citocina para la activacion colateral de otras células.

La activacion con LPS de PBMC no indujo la produccion de IFN-y, 1L-23, IL-18, y
CXCL10 (IP-10), las cuales se han reportado que si se producen (EI-Mezzein et al., 2001;
Luan et al., 2017).

Se observé que IL-6, IL-1RA, CCL4 (MIP-1pB), CXCLS (IL-8), CCL2 (MCP-1) y
CXCL12 (SDF-1a) fueron las citocinas y quimiocinas mas abundantes en ambos medios
condicionados, estando las concentraciones en un rango de nanogramos.

Se pueden notar diferencias tanto en la concentracién como en el tipo de citocinas y
quimiocinas producidas entre ambas condiciones. Mientras que la activacién de las PBMC
con los anticuerpos anti-CD3/anti-CD28/anti-CD2 fue capaz de inducir la produccion de
todas las citocinas y quimiocinas mostradas en la tabla 2, la activacion con LPS no indujo
la produccion de IFN-y, IL-9, IL-21, IL-17A, IL-18, IL-22 e IL-4. La IL-13 fue detectada
s6lo en un donador en el TLR4-CM (3.86 pg/ml), y se encontraron bajas concentraciones
(0.26 - 1.05 pg/ml) de CXCL10 comparadas con el TCR-CM (242.54 - 1395.53 pg/ml).
Bajas concentraciones de IL-4 se encontraron en el TCR-CM de dos donadores (1.90 and
5.43 pg/ml).

Debido a que se obtuvo una gran variedad de niveles de citocinas y quimiocinas
entre donadores se decidi6 combinar los sobrenadantes para su uso posterior en la

incubacién con los linfocitos T CD4 humanos de memoria.
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TABLA 2

Concentracion de citocinas y quimiocinas en medio condicionado proveniente de PBMC activadas con LPS o

anticuerpos anti-CD3/CD28/CD2*

TLR4-CM TCR-CM
Donador Promedio Donador Promedio
1 2 3 4 (pg/ml) 1 2 3 4 (pg/ml)
Concentracion (pg/ml) Concentracion (pg/ml)
Citocinas IL-6 257155 227175 77546 61786  15591.6 | 22728 84197 117225 6806 5773.9
proinflamatorias | g 308 4415 282.8 128.1 290.1 369.6 87.7 1899 2517 2247
TNF-a. 926 1915 2752 795 159.7 189.6 77.7 140.3 1332 1352
L2 11 12.1 113 9.8 11.1 75 938 10.3 33 7.7
L5 52 6.1 6.0 3.0 5.1 35.1 293 105.2 1012 67.7
IL-lo 34 69 55 12 43 77.1 23 53 431 31.9
TNF-B 1.6 31 19 24 22 378 27 46 22.0 168
IFN-y 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 8990 2596 2710 13355 691.3
IL-13 00 00 39 05 11 3616 3921 899.9 566.0 554.9
IL-18 00 0.0 0.0 0.0 0.0 2085 91.4 119.0 2874 176.6
IL-9 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 322 62 314 432 282
IL-17A 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 312 23.1 229 28.4 26.4
IL-21 1.0 0.0 0.0 0.0 0.2 9.9 33 92 14.9 9.3
L4 0.0 06 0.0 0.0 0.1 54 0.0 0.0 19 18
Citocinas IL-1IRA | 113028 421924 897583 304128 434166 | 97768.5 169102 211404 666163  50608.9
antiinflamatorias | 1 ;o 24.4 365 471 24.4 33.1 137 48 183 10.8 119
IL-22 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 863 9.1 34.0 61.8 47.8
Quimiocinas CCLA 7429 659422 2243260 310961 805268 | 26903.0  55.0 409 727620 249403
ccL2 39588 85179 73128  5060.9 6212.6 79525 32740 36747 75475 5612.2
CXCL12 | 5707 94756  6601.1 40708 5179.5 74636 16456 14750 45618 37865
CXCL8 | 6206 32341 18900 13684 17783 35767 14236 11169 14784 1898.9
ccL3 1175 23437 16830 9814 12814 17923 27.0 34 1935.6 949.6
CXCL1 1064 11863 7475 5224 640.6 8292 4128 198.5 808.2 562.2
GM-CSF | 1199 3323 1332 95.1 170.1 514.1 48.6 98.1 2742 233.8
CCLS 18.0 246 329 299 26.3 509 43 25 80.6 34.6
CXCL10 03 07 1.0 0.8 0.7 13955 2425 588.0 10622 822.1

* Citocinas y quimiocinas analizadas, pero no encontradas: CCL11, IFN-o, IL-7, IL-15, IL-12p70, IL-23, IL-27 and IL-31.

2. Efecto de los medios condicionados TLR4-CM y TCR-CM sobre la viabilidad de
linfocitos T CD4 humanos de memoria.

Los cultivos de linfocitos T CD4 humanos de memoria suelen contener
concentraciones en nanogramos de las citocinas que comparten la subunidad yc del receptor
de IL-2 (IL-2, IL-4, IL-15, e IL-7), y altas concentraciones de FBS. El efecto de otras
citocinas y quimiocinas sobre la viabilidad celular y la estabilidad del fenotipo de memoria

no esta reportado, por lo que, en este trabajo, se examind a través de citometria de flujo
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durante 2, 5y 8 dias la viabilidad y el fenotipo de linfocitos T CD4 humanos de memoria
incubados con medios condicionados obtenidos de la activacion de PBMC con anticuerpos
anti-CD3/anti-CD28/anti-CD2 (TCR-CM) o con LPS (TLR4-CM).

Para detectar los cambios inducidos por estos factores, los linfocitos T CD4
humanos de memoria se mantuvieron en condiciones de cultivo previamente establecidas
(ver Anexos B, C y D) (medio AIM V suplementado con 5% de suero AB humano mas 1 o
10 ng/ml de IL-15), donde las células mantenian una buena viabilidad celular sin la
induccién de moléculas de activacion y proliferacion. A este medio de cultivo, se le afiadio
en una proporcion de 1:1 el medio condicionado (combinacién de 4 donadores) TCR-CM o
TLR4-CM. Una ventaja de no usar FBS es evitar posibles sinergismos de los factores
solubles presentes en los medios condicionados con el exceso de factores de crecimiento
presentes en el FBS.

De forma consistente, la viabilidad se mantuvo alrededor del 90% al dia 5 de
cultivo en presencia de IL-15, e incluso en presencia del medio condicionado TCR-CM o
TLR4-CM (figura 7). EI medio AIM V suplementado con 5% de suero AB humano,
permitio la supervivencia del control de linfocitos T CD4 de memoria activados a través
del TCR, esto en ausencia de IL-15 (94% al dia 2 y 83% al dia 8 de cultivo).

Al dia 8, los linfocitos cultivados en presencia del TLR4-CM mostraron un
decaimiento en la viabilidad por debajo del 80%, el cual no fue significativo respecto al dia
5, indicando que las citocinas y quimiocinas inducidas por la activacién de PBMC con LPS
no tuvo efecto toxico sobre los linfocitos de memoria. En cambio, los linfocitos cultivados
en presencia del TCR-CM mostraron un decaimiento de la viabilidad al dia 8 en presencia
incluso de 1 (67%) o 10 ng/ml (61%) de IL-15, siendo significativo al dia 8 respecto al dia

5 con 10 ng/ml de IL-15.
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Figura 7. Viabilidad de los linfocitos T CD4 humanos de memoria cultivadas con los medios condicionados TLR4-
CM o TCR-CM en presencia de IL-15. Linfocitos T CD4 humanos de memoria purificados cultivados en medio AIM V
con 5% de suero AB humano mas 1 o 10 ng/ml de IL-15. El medio condicionado proveniente de PBMC activadas con
LPS (TLR4-MC) o con anticuerpos anti-CD3/anti-CD28/anti-CD2 (TCR-MC) fueron adicionados el dia de la siembray la
viabilidad se determind a los dias 2, 5 y 8 mediante la tincién con el colorante Ghost Dye Red 710 (GDR-710). El dia 0
muestra la viabilidad celular después de la purificacion. Como control de la activacion de los linfocitos T (activacion
canonica), las células se incubaron con a anticuerpos anti-CD3/anti-CD28/anti-CD2 acoplados a perlas magnéticas, sin ser
expuestas a los medios condicionados ni a la IL-15. (A) Graficas de puntos representativas de la incorporacion de
colorante GDR-710. (B) Comparacion del porcentaje de viabilidad celular obtenido en ausencia o presencia de IL-15 o en
presencia de medio condicionado mas IL-15. Se muestra la viabilidad obtenida de las células activadas directamente con
anticuerpos anti-CD3/anti-CD28/anti-CD2. Los datos mostrados en la gréfica (B) son el promedio de 8 experimentos
independientes para los dias 0, 2 y 8, y 6 experimentos independientes para el dia 5 de cultivo y se muestra el error
estandar. *p < 0.05; **p < 0.01
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3. Los factores solubles provenientes de la activacion a través del TLR4, pero no a

través del TCR, promueven la expresion de CD3y CD4.

Posteriormente, se analizo la expresion de las moléculas de superficie CD3 y CD4
(figura 8). Como se menciond anteriormente, la molécula CD3 es rapidamente
internalizada despues de la activacion a traves del TCR y lentamente se vuelve a expresar
en la superficie celular, mientras que la expresion de CD4 aumenta después de 3-4 dias. De
acuerdo con lo anterior, las figuras 8D-E muestran que la activacion candnica
(directamente a través del TCR) disminuy6 la expresién de CD3 al dia 2 (I/12 de 0.63) y
lentamente se volvid a expresar (I/1> de 1.02 después de 8 dias de activacion a traves del
TCR), mientras que CD4 fue continuamente aumentando su expresion hasta los 8 dias (I/12
de 1.40 después de 8 dias de activacion a través del TCR). Por lo que se corrobor6 que la
expresion de CD3 y CD4, después de la activacion bajo nuestras condiciones de cultivo,
concuerda con lo establecido en la literatura (Ridgway et al., 1998; Wiegers et al., 2000;
Novak et al., 2001; van der Donk et al., 2021).

El medio condicionado TLR4-CM aument6 la expresion de CD3 al dia 2 (I/12 de
1.29 para 1 ng/ml de IL-15y 1.68 para 10 ng/ml de IL-15) y se mantuvo hasta los 8 dias de
cultivo (I/12 de 1.18 para 1 ng/ml de IL-15y 1.12 para 10 ng/ml de IL-15) (figura 8B). En
cambio, las condiciones con sélo IL-15 o con el TCR-CM mas IL-15, aumentaron la
expresion de CD3 al dia 2, regresando a los niveles basales al dia 8 de cultivo. Por lo tanto,
el TLR4-CM favorecidé una mayor expresion de CD3 por mas tiempo que el TCR-CM o
que sélo con IL-15.

Similar a CD3, la condicion con TLR4-CM mas IL-15 favorecio el aumento de la

expresion de CD4 durante 8 dias (I/1> de 0.85 y 0.88 en presencia de 1y 10 ng/ml de IL-15,
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respectivamente), mientras que el TCR-CM no tuvo efecto (figura 8C). La expresion de
CD4 disminuy6 con medio de cultivo solo (I/12 de 0.88 después de 5 dias y 0.78 después de
8 dias de cultivo) o en presencia de IL-15 (I/l2 de 0.74 y 0.75 después de 8 dias de cultivo
en presencia de 1 y 10 ng/ml de IL-15, respectivamente), incluso cuando la viabilidad se

mantuvo alta con esas condiciones (figura 7).
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Figura 8. La expresion de CD3 y CD4 en los linfocitos T CD4 humanos de memoria es mantenida por el medio
condicionado proveniente de las PBMC activadas a través del TLR4. Los linfocitos T CD4 humanos de memoria
purificados fueron cultivados en medio AIM V con 5% de suero AB humano mas 1 o0 10 ng/ml de IL-15 y en ausencia o
presencia de TLR4-CM o TCR-CM, como se indica, durante 2, 5y 8 dias. El medio condicionado proveniente de PBMC
estimuladas con LPS (TLR4-CM) o con anticuerpos anti-CD3/anti-CD28/anti-CD2 (TCR-CM) fueron adicionados el dia
de la siembra. (A) Histogramas representativos de la expresion de CD3 y CD4 en células viables con diferentes
condiciones de cultivo, como se indica. (B) La expresion de CD3 se increment6 ligeramente con todas las condiciones al
dia 2 pero s6lo se mantuvo con el TLR4-CM mas IL-15. (C) La expresion de CD4 se mantuvo sélo con el TLR4-CM mas
IL-15. (D-E) Las condiciones de cultivo promovieron la expresion de CD4 y disminuyeron la expresiéon de CD3 tras la
activacion con los anticuerpos anti-CD3/anti-CD28/anti-CD2 en ausencia de IL-15 o de los CM. La razén de cambio de la
expresion de CD3 y CD4 se normalizé respecto al dia 2 de cultivo con medio solo (I/I2). Cada punto representa un
donador. Los datos mostrados en las gréficas (B-E) son el promedio de 8 experimentos independientes para los dias 0, 2 y
8, y 6 experimentos independientes para el dia 5 de cultivo y se muestra el error estdndar. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p <
0.001; NS, no significativo
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4. La expresion de CD45RO y de CCR5 es mantenida por los factores solubles

provenientes de la activacion a través del TLR4 y del TCR.

Otras moléculas analizadas fueron CD45R0O y CCR5. La molécula CCR5 es el
receptor de las quimiocinas CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1B), CCL3L1 y CCLS5
(RANTES). Tanto CD45RO como CCRS5 fueron detectadas en los linfocitos T CD4
humanos de memoria, como se muestra en la figura 9A. Bajo las condiciones de cultivo, la
expresion de CD45RO aumentd después de la activacion directa de PBMC con los
anticuerpos anti-CD3/anti-CD28/anti-CD2 (/I de 1.76 después de 2 dias de activacion a
través del TCR) y se mantuvo en esos niveles durante los 8 dias de cultivo (I/l; de 1.77)
(figura 9D). Tanto el TLR4-CM como el TCR-CM aumentaron ligeramente la expresion
de CD45RO al dia 2 y mantuvieron estable esta expresion durante el tiempo de cultivo
(figura 9B). De forma similar, CCR5 aument0 después de la activacion a través del TCR
(1112 de 1.44 después de 2 dias de activacion a través del TCR) y esta expresion se mantuvo
durante los 8 dias de cultivo (I/1> de 1.54 después de 8 dias de activacion a través del TCR)
(figura 9E). La expresion de CD45R0O y de CCR5 disminuyd a lo largo del tiempo de
cultivo en presencia de so6lo IL-15 (I/1> de 0.81 y 0.74 para 1 y 10 ng/ml de IL-15,
respectivamente, después de 8 dias de cultivo). Se observo, en cambio, que, tanto el TLR4-
CM como el TCR-CM mantuvieron la expresion de este receptor a niveles moderados (I/12
de 0.93 para TLR4-CM mas 1 ng/ml de IL-15 y 0.87 para TCR-CM mas 1 ng/ml de I1L-15

después de 8 dias de cultivo).
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Figura 9. La expresion de CD45RO y CCR5 es mantenida por el medio condicionado proveniente de las PBMC
activadas a través del TLR4 o del TCR. Los linfocitos T CD4 humanos de memoria purificados fueron cultivados en
medio AIM V con 5% de suero AB humano mas 1 o 10 ng/ml de IL-15 y en ausencia o presencia de TLR4-CM o TCR-
CM, como se indica, durante 2, 5y 8 dias. EI medio condicionado proveniente de PBMC activadas con LPS (TLR4-CM)
0 con anticuerpos anti-CD3/anti-CD28/anti-CD2 (TCR-CM) fueron adicionados el dia de la siembra. (A) Histogramas
representativos de la expresion de CD45R0O y CCR5 en células viables con diferentes condiciones de cultivo, como se
indica. (B) La expresion de CD45RO se increment6 ligeramente al dia 2 y se mantuvo hasta los 8 dias de cultivo con
ambos CM, pero no con IL-15 sola. (C) La expresién de CCR5 se mantuvo con ambos CM, pero no con IL-15 sola. (D-E)
Las condiciones de cultivo promovieron la expresién de CD45R0O y CCR5 posterior a la activacion con anticuerpos anti-
CD3/anti-CD28/anti-CD2 en ausencia de IL-15 0 CM. La razén de cambio de la expresion de CD45RO y CCR5 se
normalizé respecto al dia 2 de cultivo con medio solo (I/12). Cada punto representa un donador. Los datos mostrados en las
gréficas (B-E) son el promedio de 8 experimentos independientes para los dias 0, 2 y 8, y 6 experimentos independientes
para el dia 5 de cultivo y se muestra el error estandar. *p < 0.05; **p < 0.01; NS, no significativo
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5. Factores solubles provenientes de la activacion a través del TLR4 y del TCR

aumentan la expresion de CXCRA4.

Otra molécula analizada fue CXCR4, la cual es el receptor de la quimiocina CXCL12
y se expresa de manera constitutiva en la superficie de los linfocitos T CD4. Después de la
activacion a través del TCR de los linfocitos T CD4 de memoria con los anticuerpos anti-
CD3/anti-CD28/anti-CD2, la expresion de CXCR4 se mantuvo a lo largo del tiempo de
cultivo (I/12 de 0.90, 1.02 y 0.93 después de 2, 5 y 8 dias de activacion a través del TCR)
(figura 10). Como se observd para CD3, CD4, CD45R0O y CCR5, la expresion de estos
marcadores en los linfocitos T CD4 humanos de memoria disminuy0 a lo largo del tiempo
de cultivo en presencia de sélo IL-15. CXCR4 disminuyé de forma similar con esta
condicion. En cambio, ambos medios condicionados aumentaron la expresion de este
marcador (I/1> de 1.10 y 1.32 para TLR4-CM y TCR-CM, respectivamente, mas 1 ng/ml de
IL-15, después de 2 dias de cultivo) comparado con la IL-15 sola (I/I2 de 1.01 con 1 ng/ml
de IL-15 después de 2 dias de cultivo). EI TCR-CM promovio la expresion de CXCR4 de
forma significativa al dia 2 de cultivo, siendo el mayor efecto observado en presencia de 1
ng/ml de I1L-15 (/12 de 1.32). Posterior a los 2 dias de cultivo, la expresion de este receptor
disminuyd, aunque contintio siendo significativamente mayor (/1> de 0.72 después de 8
dias de cultivo) que la expresion de las células cultivadas con sélo IL-15 (I/l2 de 0.53
después de 8 dias de cultivo).

La condicion con TLR4-CM indujo un efecto significativo al dia 2 en presencia de 10
ng/ml de 1L-15 (I/1> de 1.08) comparado con la expresion de CXCR4 con solo 1L-15 (I/12
de 0.87). Similar al efecto observado con el TCR-CM, la expresion de CXCR4 inducida

por el TLR4-CM disminuyo al dia 8 pero permanecié significativamente mayor que la
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expresion en condiciones con IL-15 sola (I/I> de 0.78 y 0.73 para TLR4-CM méas 1y 10
ng/ml de IL- 15, respectivamente, y 0.53 y 0.52 para 1 y 10 ng/ml de IL-15 sola después de

8 dias de cultivo) (figura 10B).
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Figura 10. La expresion de CXCR4 es aumentada por los medios condicionados provenientes de PBMC activadas a
través del TLR4 o del TCR. Los linfocitos T CD4 humanos de memoria purificados fueron cultivados en medio AIM V
con 5% de suero AB humano mas 1 o 10 ng/ml de IL-15 y en ausencia o presencia de TLR4-CM o TCR-CM, como se
indica, durante 2, 5 y 8 dias. EI medio condicionado proveniente de PBMC activadas con LPS (TLR4-CM) o con
anticuerpos anti-CD3/anti-CD28/anti-CD2 (TCR-CM) fueron adicionados el dia de la siembra. (A) Histogramas
representativos de la expresion de CXCR4 en células viables con diferentes condiciones de cultivo, como se indica. (B) La
expresion de CXCR4 increment6 al dia 2 con ambos CM, pero no con IL-15 sola. La expresion disminuyo6 a los dias 5y 8
de cultivo, pero se mantuvo mayor que su respectivo control de IL-15 sola. La razén de cambio de la expresién de
CXCR4 se normaliz6 respecto al dia 2 de cultivo con medio solo (I/12). Cada punto representa un donador. Los datos
mostrados en la grafica (B) son el promedio de 8 experimentos independientes para los dias 0, 2 y 8, y 6 experimentos

independientes para el dia 5 de cultivo y se muestra el error estandar. *p < 0.05; ***p < 0.01
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6. La expresion de CD25 aumenta en presencia de los factores solubles provenientes

de la activacion a través del TCR.

Como se habia indicado previamente, la activacion del linfocito T a traves del TCR
induce la expresién de marcadores de activacion bien caracterizados como CD25. La
activacion canonica de los linfocitos T CD4 de memoria a través del TCR, indujo una alta
expresion de CD25 bajo nuestras condiciones de cultivo (86.77% de células CD25" e /I,
de 28.26 después de 5 dias de activacion a través del TCR) (Figura 10D-E).

Los medios condicionados aumentaron el porcentaje de linfocitos T CD4 de
memoria CD25", aunque su efecto fue moderado comparado con los niveles inducidos por
la activacion directa a través del TCR (3.54% y 4.59% de linfocitos T CD4 de memoria
CD25" para el TLR4-CM y el TCR-CM mas 10 ng/ml de IL-15, respectivamente, después
de 2 dias de cultivo) (figura 10B y 10D). El aumento del porcentaje de células CD25"
inducido por el TCR-CM fue significativo al dia 2 de incubacion en presencia de 1 0 10
ng/ml de IL-15 (4.06% y 4.59%, respectivamente), respecto a las células cultivadas con IL-
15 sola (1.78% y 2.58% para 1 y 10 ng/ml, respectivamente). Sin embargo, no se observo
un aumento significativo de la intensidad media de fluorescencia de CD25 con los CM
(figura 11C).

La activacion a través del TCR de los linfocitos de memoria indujo, como previamente
se habia mostrado, altos niveles del marcador de activacién CD54 y de proliferacion Ki67
(86.6% y I/1> de 18.7 para CD54, y 62.1% y 1/l> de 18.6 para Ki67 después de 5 dias de
activacioén a través del TCR), pero no en presencia de los medios condicionados con las

mismas condiciones de cultivo en experimentos paralelos (ver anexo F).
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Figura 11. El porcentaje de linfocitos T CD4 de memoria CD25+ aumento en presencia de TCR-CM. Los linfocitos
T CD4 humanos de memoria purificados fueron cultivados en medio AIM V con 5% de suero AB humano mas 1 o 10
ng/ml de IL-15 y en ausencia o presencia de TLR4-CM o TCR-CM, como se indica, durante 2, 5 y 8 dias. El medio
condicionado proveniente de PBMC estimuladas con LPS (TLR4-CM) o con anticuerpos anti-CD3/anti-CD28/anti-CD2
(TCR-CM) fueron adicionados el dia de la siembra. (A) Graficas de puntos representativas de FSC vs CD25 de las células
viables con diferentes condiciones de cultivo. (B) El porcentaje de linfocitos T CD4 de memoria CD25* aumentd con
TCR-CM al dia 2. (C) La intensidad media de fluorescencia de CD25 tendi6 a aumentar con TCR-CM al dia 2. (D)
Porcentaje e (E) intensidad media de fluorescencia de células CD25* activadas a través del TCR (con anticuerpos anti-

CD3/anti-CD28/anti-CD2). La razén de cambio de la expresion de CD25 se normalizé respecto al dia 2 de cultivo con
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medio solo (I/12). Cada punto representa un donador. Los datos son el promedio de 8 experimentos independientes para los
dias 0, 2y 8, y 6 experimentos independientes para el dia 5 de cultivo. Las barras de error representan el error estandar. *p
<0.05

59



VIII1. DISCUSION

La respuesta inmune contra antigenos proteicos o contra PAMP induce la liberacion
de factores solubles para apoyar la activacion y la proliferacion de linfocitos especificos
contra un antigeno; tales factores también tienen contacto con linfocitos en reposo que no
son especificos al antigeno, y podrian tener un papel en su homeostasis, activacion parcial,
o la induccion de funciones efectoras (para una revision ver referencias Pacheco et al.,
2019; Lee et al., 2020).

In vitro, se ha observado que la activacion colateral induce la expresion de
marcadores de activacion y proliferacion de linfocitos T CD4 humanos en reposo
(Unutmaz et al., 1994; Unutmaz et al., 1995; Kanegane & Tosato, 1996; Geginat et al.,
2001; Bangs et al., 2009; Sattler et al., 2009; Munk et al., 2011). Estos efectos se han
observado principalmente en presencia de FBS y altas concentraciones de citocinas, que
pueden sobreestimular a las células. Estas condiciones que inducen efectos no estarian
representando lo que en realidad sucede in vivo. En lugar de citocinas o quimiocinas
particulares, en este proyecto de investigacion se analiz6 el efecto in vitro de factores
solubles derivados de células activadas sobre linfocitos T CD4 humanos de memoria que
podrian semejarse mas a las combinaciones y concentraciones de factores solubles
liberados durante una respuesta inmune.

El andlisis se llevo a cabo bajo condiciones en las que se minimizaron posibles
efectos aditivos, como la presencia del FBS, altas concentraciones de citocinas y la
presencia de vesiculas y restos celulares provenientes de células activadas. Los linfocitos
de memoria fueron cultivados en un medio AIM V suplementado con 5% de suero humano

e IL-15. Ademas, estas condiciones permitieron la activacion de linfocitos de memoria con
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anticuerpos anti-CD3/anti-CD28/anti-CD2, como se determind por la alta expresion de
marcadores de activacién (CD25 y CD54) y proliferacion, asi como la expresion de los
receptores de quimiocina CCR5 y CXCR4. En paralelo, los linfocitos T CD4 humanos de
memoria purificados y no activados fueron expuestos a medios condicionados provenientes
de PBMC activadas a traves del TLR4 o del TCR.

Las PBMC se activaron durante 24 horas para la obtencion del TLR4-CM y 3 dias
para el TCR-CM. Estos tiempos de activacion se eligieron con base a lo descrito en la
literatura (Harris et al., 2008; Ibrahim et al., 2014; Luan et al., 2017). Sin embargo, se
pueden explorar otros tiempos de activacion, ya gque la produccion y concentracién de los
factores solubles varia, lo que podria resultar en otros efectos sobre los linfocitos T CD4
humanos de memoria.

Se puede descartar la posibilidad de que LPS residual pudiera estar promoviendo la
expresion de CD3 y CD4 en los linfocitos de memoria, ya que hay una gran cantidad de
informacidn en la literatura que ha reportado la ausencia de TLR4 funcional en linfocitos
humanos T CD4 de memoria provenientes de donadores sanos. Se ha reportado TLR4
funcional en linfocitos T CD4 sélo en activacion a través del TCR y en linfocitos Treg
durante enfermedades inflamatorias (Komai-Koma et al., 2004; Caron et al., 2005;
Lewkowicz et al., 2006; Pace et al., 2015; Hao et al., 2017; Castro et al., 2022). Caron y
colaboradores (Caron et al., 2005) propusieron que el LPS no afecta a los linfocitos T
CD4 humanos probablemente debido a 1) la ausencia de moléculas accesorias en linfocitos
T (como CD14) que pertenece al complejo del receptor de LPS, 2) la localizacion
intracelular de las proteinas TLR4, que pueden ser modificadas para la expresion en la
membrana de la célula posterior a la activacion o, 3) la ausencia de las proteinas TLR4 en

los linfocitos T CD4 (Caron et al., 2005). De manera que, la evidencia reciente y los
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resultados obtenidos (ausencia de la expresion de Ki67 posterior a la exposicion con los
sobrenadantes) no apoyan el efecto directo del LPS sobre los linfocitos T CD4 de memoria
provenientes de individuos sanos.

En este trabajo se realizo la activacion a través del TCR utilizando, ademas de
anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28, anticuerpos anti-CD2. La molécula CD2 es un receptor
coestimulador expresado principalmente en linfocitos T y NK que se une a LFA-3, una
proteina de superficie celular expresada en células presentadoras de antigenos, durante la
sinapsis inmunolégica. CD2 influye en la reorganizacion del citoesqueleto de actina, la
sefializacion celular y la supervivencia de los linfocitos T (para una revision ver la
referencia Binder, 2020). Por tanto, la participacién de CD2 en la activacion a través del
TCR es importante para una activacion optima.

El uso de anticuerpos anti-CD2 puede explicar las variaciones del tipo y
concentracion de factores solubles producidos por PBMC activadas con sélo anticuerpos
anti-CD3 y anti-CD28. Harris y colaboradores (2008) reportan que la activacion de PBMC
humanas con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 durante 72 horas, induce la produccion de
IFN-y e IL-2 en el rango de nanogramos, mientras que con nuestras condiciones no se
detectaron dichas citocinas. En cambio, ellos no detectaron CXCL12 (SDF1a), mientras
gue con nuestras condiciones se detectd en un rango de nanogramos. Otra diferencia es que
ellos reportan una mayor concentracion de quimiocinas comparando con nuestros
resultados. Consistentemente no hubo deteccion de IL-15.

La citocina IL-15 es producida principalmente por monocitos/macrofagos durante la
respuesta inmune a patdégenos microbianos y parasitos (Badolato et al., 1997; Fehniger &
Caligiuri, 2001; Perera et al., 2012), y no se ha descrito su produccion durante una

respuesta inmune viral donde hay activacion a través del TCR. Se ha descrito su
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participacion en la proliferacion homeostatica de los linfocitos T CD4 de memoria, asi
como para la induccion de moléculas anti-apoptéticas (Nolz & Richer, 2020) y pro-
apoptoticas (Oh et al., 2008). Es importante sefialar que, bajo nuestras condiciones, la
adicion de 10 ng/ml de IL-15 no fue suficiente para inducir proliferacion, pero si promueve
viabilidad, por lo que suponemos la participacion de otros factores solubles para la
proliferacion.

Los medios condicionados provenientes de PBMC activadas a través del TLR4 o
del TCR contenian concentraciones de citocinas en un rango de picogramos/ml, con
excepcion de IL-6, que al igual que las quimiocinas CCL4 (MIP-1p), CXCLS (IL-8), CCL2
(MCP-1) y CXCL12 (SDF-1a), se produjeron en concentraciones de nanogramos/ml. No
se determinaron cuales de los factores solubles presentes en los medios condicionados
podrian ser los posibles responsables de los efectos observados. Nuestros resultados
pueden reflejar un efecto combinado de citocinas y quimiocinas que si detectamos y que se
ha reportado tienen efectos sobre linfocitos T CD4 humanos de memoria como IL-6, IL-1B,
TNF-a, IL-1RA, IL-10, CXCL8 (IL-8) y CCL3 (MIP-1a) (ver tabla 1).

Los resultados indican que las concentraciones (en el rango de picogramos) de
citocinas o quimiocinas producidas por otras PBMC activadas, no activan a los linfocitos T
CD4 humanos de memoria. Nuestras observaciones también indican que las citocinas y
quimiocinas producidas por células activadas a través del TCR o del TLR4 pueden
estabilizar (CD3, CD4, CD45RO y CCR5) (figuras 8 y 9) o aumentar (CXCR4) (figura
10) la expresion de receptores relevantes para la respuesta inmune de linfocitos T CD4 de
memoria. De manera que, las citocinas y quimiocinas producidas por las células activadas

contribuyen a la estabilidad del fenotipo en reposo in vitro. Ademas, el aumento de la
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expresion de CXCR4 sugiere que los factores solubles de las células activadas podrian
aumentar la capacidad de migracion de los linfocitos T de memoria en reposo. El perfil de
expresion de CXCR4 en los histogramas indica una marcada homogeneidad posterior a la
exposicion con los TLR4-CM y TCR-CM (figura 10), sugiriendo que la expresion de
CXCR4 aumenta en todas las subpoblaciones celulares (de memoria central y efectora); sin
embargo, es necesaria una mayor caracterizacion del fenotipo celular para determinar su
papel en la funcion celular.

En particular, incluso cuando CXCR4 se expresa de forma constitutiva por los
linfocitos T CD4 de memoria, tanto el TLR4-CM como el TCR-CM aumentaron la
expresion de esta molécula en el dia 2, y aunque disminuyd en los dias consecutivos su
expresion aln era mayor que en presencia de solo IL-15. Esta disminucion posiblemente se
debié al consumo de los factores, responsables de este efecto, presentes en el medio
condicionado. CXCR4 y su ligando CXCL12 (SDF-1) estan involucrados en muchas
funciones, como la regulacion del trafico de linfocitos maduros al tejido linfatico
secundario y su retencion en la médula 6sea para su autorrenovacion, controlando asi la
distribucion de linajes mieloides y linfoides mediante la regulacion de la entrada y salida
de la médula 6sea (Liu et al., 2015; para una revision ver referencia Pabst, 2018). Ademas,
se ha descrito que la interaccibn CXCL12-CXCR4 favorece la supervivencia y la
activacion del linfocito T (Suzuki et al., 2001).

Esta reportado que la expresion de CXCR4 disminuye tras la activacion a través del
TCR, la activacion policlonal, la interaccion con CXCL12, e IFN-y, mientras que IL-2, IL-
4, IL-7, e IL-15 aumentan su expresion (Arieta Kuksin et al., 2015). De manera que, las
citocinas y quimiocinas producidas por las células activadas pueden favorecer la

estabilidad del fenotipo celular en los linfocitos en reposo y aumentar su capacidad de
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migracion y supervivencia a traves de la expresion de CXCR4. En patologias inflamatorias,
como la infeccion por el VIH, un aumento de la expresion de CXCR4 puede ser relevante,
ya que la activacion inmune se correlaciona y predice la aparicion de cepas virales con
tropismo por CXCR4 y la progresion de la enfermedad (Connell et al., 2020).

En contraste con lo reportado en la literatura, los resultados presentados en este
trabajo de investigacion no muestran la induccion de marcadores de activacion o
proliferacion tras la exposicion a los sobrenadantes (ver anexo F). Esto podria estar
relacionado con las concentraciones de citocinas y quimiocinas producidas por PBMC
activadas en comparacion con las concentraciones de citocinas afiadidas en otros estudios.
La observacion previa de que los linfocitos en reposo responden a altas concentraciones de
citocinas mediante la proliferacion y expresan fenotipos de activacion, muestra que los
linfocitos T tienen, de hecho, la capacidad de activarse de una manera no especifica al
antigeno. Sin embargo, la importancia de esta capacidad para la funcion celular puede ser
dificil de evaluar debido a la dificultad para alcanzar altas concentraciones de citocinas in
Vivo.

La estimulacion colateral de linfocitos T CD4 de memoria promovida por los
factores solubles producidos por la activacién a través del TCR, aumenta la expresion de
CXCR4 acompafiada del mantenimiento de la expresion de CD45RO y CCR5, y un
fenotipo en reposo (por la baja o nula induccion de la expresion de CD25, CD54 y el
marcador de proliferacion). Debido a la ausencia de IL-15 en este medio proinflamatorio,
los linfocitos T CD4 de memoria podrian requerir de la citocina IL-7 para subsistir, por lo
que si no migran hacia la fuente productora (ej. médula 6sea), el medio proinflamatorio que
las rodea afectara de forma negativa su viabilidad. Este mecanismo apoya la propuesta de

que factores solubles producidos por células durante una respuesta a virus, inducen un
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espacio inmunoldgico para los linfocitos T especificos que se activan a través del TCR y se
encuentran proliferando (Bangs et al., 2009; Serbanescu et al., 2016; Sckisel et al., 2017).
De manera que la estimulacion colateral podria ser uno de los mecanismos por el cual los
linfocitos de memoria migren hacia sus nichos para la renovacion homeostatica (Liu et al.,
2015; Pabst, 2018).

Por otro lado, la ausencia de IL-15 en el medio condicionado donde se activaron los
receptores TLR4 con LPS en cultivos de PBMC, se puede deber a que fue consumida por
otras células durante la activacion, como posiblemente ocurrié con la citocina IL-2 en el
medio condicionado donde se activo a través del TCR en cultivos de PBMC.

El efecto observado de la estimulacion colateral de linfocitos T CD4 de memoria,
mediada por el medio condicionado proveniente de la activacion del TLR4, fue el
mantenimiento de la expresion de CD3, CD4, CD45R0O y CCRS5, un fenotipo en reposo y
un aumento de la expresion de CXCR4, mientras que la viabilidad no se vio afectada.

Estos resultados nos podrian indicar que los linfocitos T CD4 de memoria que se
encuentran cercanas a la respuesta inmune mediada por TLR4, tienen una mejor estabilidad
tanto en la viabilidad como en su fenotipo celular, y no necesariamente tengan que regresar
a médula désea para disponer de IL-7 (posiblemente por la tendencia de expresar menos
CXCR4 que los linfocitos estimulados colateralmente con el TCR-CM). De manera que la
estimulacién colateral mediada por factores solubles provenientes de la activacion del
TLR4 apoya la propuesta de que un medio proinflamatorio promueve el mantenimiento del
repertorio de memoria policlonal (Tough et al., 1996; Zhang et al., 1998; Geginat et al.,
2001; Di Genova et al., 2006).

El analisis por tiempo prolongado de los linfocitos T CD4 de memoria incubados

con medios proinflamatorios, apoya la propuesta de que factores solubles producidos por
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células durante una respuesta a virus o bacterias podrian estar participando como
estimuladores paracrinos, estabilizando el fenotipo de linfocitos T en reposo y cambiando
la expresion de los receptores de quimiocinas, posiblemente modificando sus capacidades
de migracion. Estos resultados divergen de los efectos reportados por algunos autores sobre
el efecto de citocinas proinflamatorias que inducen una activacion colateral (bystander
activation), por lo que proponemos el concepto de estimulacion colateral (bystander
stimulation) para describir los efectos de medios proinflamatorios sobre la viabilidad y el

mantenimiento del fenotipo en reposo de linfocitos T de memoria.
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IX. CONCLUSION

Este trabajo de investigacion abordé los efectos que tienen factores inflamatorios
sobre la viabilidad y el fenotipo de linfocitos T CD4 humanos de memoria. Para ello, fue
necesario establecer condiciones de cultivo por tiempos prolongados para mantener
linfocitos T CD4 humanos de memoria purificados, y que nos permitieran evaluar los
efectos de factores proinflamatorios provenientes de la activacion del TCR o TLR4 de
cultivos de PBMC humanas.

Por un lado, el medio proinflamatorio producido por la activacion del TCR,
promueve el aumento en la expresion de CXCR4 y la disminucion de la viabilidad,
mientras que el medio proinflamatorio producido por la activacién del TLR4, aunque
promueve menos, también induce la expresion de CXCR4, pero sin un efecto sobre la
viabilidad celular. Ambas condiciones promueven el mantenimiento de las moléculas de
superficie CD3, CD4, CD45R0O y CCRS5, asi como el mantenimiento de un fenotipo en

reposo (ausencia de las moléculas CD25, CD54 y Ki67).
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XI. ANEXOS

A. Estabilizacion de la expresion de las moléculas CD3 y CD4 en cultivos de linfocitos

T CD4 humanos de memoria al dia de purificacion (dia 0) y al dia 2 de cultivo.

Donador 1
Dia 0 Dia 2
© 73.5% | " :
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Figura 1. Estabilizacion de la expresion de las moléculas CD3 y CD4 en cultivos de linfocitos T CD4 humanos de
memoria al dia de purificacion (dia 0) y al dia 2 de cultivo. Linfocitos T CD4 humanos de memoria purificados y
cultivados en medio AIM V suplementado con 5% de suero AB humano (medio de cultivo). Gréficas de puntos
representativas de la expresion de CD3 y CD4 de células viables al dia de la purificacion (dia 0) y al dia 2 de cultivo de

dos donadores.
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B. Método de cultivo de linfocitos T CD4 humanos de memoria incubados con 1, 10 o

100 ng/ml de IL-7 o IL-15 durante 2, 5 y 8 dias.

Las PBMC fueron separadas a partir de paquetes leucocitarios (buffy coats) de 3
donadores sanos hombres (25-59 afios) usando gradientes de Ficoll-Paque PLUS (GE
Healthcare, Uppsala, Sweden) (ver apartado V1. Materiales y métodos, 1.1. Separacion
de PBMC). Posteriormente los linfocitos T CD4 humanos de memoria fueron purificados
mediante seleccion negativa (ver apartado VI. Materiales y méetodos, 3.1. Purificacion de
linfocitos T CD4 humanos de memoria). Los linfocitos T CD4 humanos de memoria se
cultivaron con distintas condiciones; medio de cultivo con 1, 10 o 100 ng/ml de IL-7 o IL-
15 (Miltenyi Biotec), o con anticuerpo anti-CD3/anti-CD28/anti-CD2 acoplados a perlas
magnéticas (Miltenyi Biotec). Se sembraron 2X10° de células/100ul de medio de cultivo
en placas de 96 pozos con fondo plano (Corning) durante 2, 5y 8 dias a 37°C con 5% de
COo.. Al dia 5 de cultivo se agrego6 50 pl de medio de cultivo fresco méas lo correspondiente
de la citocina dependiendo de la condicion. Como control negativo, para todos los
experimentos, los linfocitos de memoria fueron mantenidos con medio de cultivo solo.
Como control de la activacion canodnica (a través del TCR), se sembraron 2X10°
células/100ul de medio de cultivo y se estimularon con anticuerpo anti-CD3/anti-
CD28/anti-CD2 acoplados a perlas magnéticas en una proporcion perla-célula de 1:2
durante 2, 5 y 8 dias, agregando 100 ul de medio de cultivo fresco al dia 2, y con un
reemplazo de medio al dia 5, removiendo 100 ul y agregando 100 ul de medio de cultivo
fresco, sin romper los agregados. Las células fueron analizadas al dia 2, 5y 8 a través de

citometria de flujo.
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C. Las concentraciones de 1y 10 ng/ml de IL-15 mantienen la viabilidad de linfocitos
T CD4 humanos de memoria por tiempos prolongados comparada con las mismas

concentraciones de IL-7.

Para el desarrollo de este proyecto de investigacion fue necesario establecer
inicialmente las condiciones Optimas de cultivo para mantener a los linfocitos T CD4
humanos de memoria; viabilidad alta sin alteracion de la expresion de las moléculas CD3,
CD4 y CD45R0, asi como evitar la induccion de la expresion de moléculas asociadas a la
activacion (CD54 y CD25) y proliferacion (Ki67) celular.

Se determinaron los efectos de diferentes concentraciones de IL-7 o IL-15 sobre
cultivos de linfocitos T CD4 humanos de memoria, las cuales fueron purificadas a partir de
PBMC para evitar la presencia de otras células. Los linfocitos de memoria purificados se
cultivaron en un medio AIM V suplementado con 5% de suero AB humano.

Esta documentado que las citocinas IL-7 e IL-15 participan en la promocion de la
supervivencia y la proliferacion homeostatica in vivo de los linfocitos en reposo. Debido a
la ausencia de informacion sobre el cultivo de linfocitos T CD4 humanos de memoria por
tiempos prolongados, se evaluaron los efectos de diferentes concentraciones de las citocinas
IL-7 e IL-15 sobre la viabilidad y el fenotipo celular. Usando citometria de flujo, se analizo
la expresion de las moléculas de superficie CD3, CD4 y CD45R0, asi como la exclusion de
células que incorporaron el colorante GDR-710 para determinar la viabilidad celular, y la
expresion de las moléculas CD25 y CD54 asociadas a la activacion celular, y de la
molécula intranuclear Ki67 asociada a proliferacion celular.

Se observa en la figura 2 como se afecta la viabilidad celular de manera

dependiente de la concentracion de citocinas. En la figura 2A se puede observar a partir de
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un experimento representativo, como la incorporacion del GDR-710 va disminuyendo
conforme se aumenta la concentracion de las citocinas IL-7 o I1L-15, y como la ausencia de
estas (figura 2B, condicion de medio de cultivo solo) aumenta el porcentaje de células que
incorporan el colorante GDR-710, siendo mas notorio al dia 8 de cultivo. La viabilidad
celular posterior a la purificacion (dia 0) se mantuvo por arriba del 98% (figura 2C) y la
presencia de citocinas tendié a mantener el porcentaje de viabilidad por arriba del
porcentaje obtenido con medio de cultivo solo (79%) a 8 dias de cultivo. Se observo una
tendencia de estas células a mantener una mayor viabilidad celular con IL-15, pues al dia 8
de cultivo se obtuvo 87% con 1 ng/mly 90% con 10 ng/ml de esta citocina, comparado con
las mismas concentraciones de IL-7 (83% y 85%, respectivamente). En cuanto a los
porcentajes de viabilidad con la condicion de mayor concentracion (100 ng/ml), ambas
citocinas tienden a mantener una alta viabilidad (96% con IL-7 y 93% con IL-15). La
viabilidad celular de los linfocitos activados a través del TCR se mantuvo en 93% al dia 8

de cultivo.
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Figura 2. La viabilidad de los linfocitos T CD4 humanos de memoria tiende a ser dependiente de la concentracion
de la citocina IL-7 o IL-15. Linfocitos T CD4 humanos de memoria purificados y cultivados en medio AIM V
suplementado con 5% de suero AB humano (medio de cultivo) mas 1, 10 o 100 ng/ml de IL-7 o IL-15. La viabilidad
celular se determiné posterior a la purificacion (dia 0) y a los dias 2, 5 y 8 de cultivo mediante la tincion con el colorante

Ghost Dye Red 710 (GDR-710). Como control de la activacion de los linfocitos T (activacion canonica), las células se

93



incubaron con anticuerpos anti-CD3/CD28/CD2 acoplados a perlas magnéticas. (A) Graficas de puntos representativas de
la incorporacién de GDR-710 de cultivos incubados con 1, 10 o 100 ng/ml de IL-7 o IL-15 durante 2, 5 y 8 dias. (B)
Graficas de puntos representativas de la incorporacién de GDR-710 de células recién purificadas (dia 0) y de los controles
de células incubadas con medio de cultivo y células activadas con anticuerpos anti-CD3/CD28/CD2 acoplados a perlas
magnéticas durante 2, 5 y 8 dias, ambas condiciones sin citocinas afiadidas. (C) Comparacion del porcentaje de viabilidad
de los linfocitos T CD4 humanos de memoria con diferentes condiciones de cultivo. Se muestran los porcentajes de
viabilidad celular en la esquina superior derecha de cada gréafica de puntos. Los datos mostrados en la grafica (C) son el

promedio de 3 experimentos independientes y se muestra el error estandar.

D. Concentraciones de 1y 10 ng/ml de IL-7 o IL-15 mantienen a los linfocitos T CD4

humanos de memoria con un fenotipo en reposo.

Posteriormente se analizaron las moléculas CD3, CD4 y CD45RO0, las cuales son
marcadores para identificar a la poblacion de linfocitos T CD4 humanos de memoria a
través de citometria de flujo. Las tres moléculas participan durante la activacion del
linfocito T, posterior al contacto del TCR con el péptido unido al MHC. La molécula CD3
se requiere para la sefializacion intracelular, asi como para el ensamblado y transporte a la
superficie del complejo TCR-CD3. La molécula CD4 es el correceptor en la activacion del
linfocito T restringida por MHC clase Il. La isoforma CD45RO es una fosfatasa que
aumenta la sefalizacion intracelular durante la activacion del linfocito T. Esta bien
establecido que CD3 es rapidamente internalizado después de la activacion a través del
TCR y lentamente se vuelve a expresar en la superficie celular (van der Donk et al., 2021),
mientras que la expresion de CD4 y CD45R0O aumentan después de 3-4 dias (Ridgway et
al., 1998; Wiegers et al., 2000; Novak et al., 2001; Dunlock et al., 2022).

Los linfocitos de memoria a lo largo de 8 dias de cultivo bajo las condiciones
experimentales en las que se trabajaron mantienen de manera homogénea la expresion de

las tres moléculas (como se puede observar en las figuras 3A-B). Fue constante que al dia
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de la purificacion (dia 0), los linfocitos de memoria presentaron una heterogeneidad
principalmente en la expresion de CD3 y CD4 (figura 3C), y esta se homogeneizo al dia 2
de cultivo (figura 3A) en todas las condiciones incluyendo el control sin ninguna citocina
afiadida (figura 3C), aunque sélo en esta condicion al dia 8 de cultivo se observd que se
redujo el porcentaje de células CD3" y CD4*. La expresion de CD45RO fue muy
homogénea desde el dia 0 hasta el dia 8 de cultivo en presencia de IL-7 o IL-15 e incluso en
ausencia de estas (figura 3B y 3D).

En el control de activacion a traves del TCR, se observé lo esperado en la expresion
de las tres moléculas; la expresion de CD3 disminuy0 al dia 2 de activacion, regresando a la
expresion basal al dia 5 de activacion (/12 de 1.08) y aumentando al dia 8 (I/1> de 1.24)
(figura 3E), la expresion de CD4 fue aumentando conforme pasaban los dias de activacion
llegando a un maximo al dia 8 (/1> de 1.56) (figura 3F) y la expresion de CD45RO
aumento al dia 2 de activacion y se mantuvo asi hasta el dia 8 (I/12 alrededor de 1.5) (figura
3G). Estos resultados nos indicaron que las condiciones experimentales de activacion a
través del TCR eran oOptimas y los linfocitos de memoria eran capaces de activarse y
responder como se esperaba. Las diferentes concentraciones de IL-7 o de IL-15 no tienden
a modificar la expresién de CD3, CD4 y CD45R0 (figura 3E-G).

Posteriormente, se evalud si la presencia de IL-7 o IL-15 inducian la expresion de
las moléculas CD25 y CD54. De acuerdo con los resultados obtenidos, IL-7 e IL-15 no
inducen la expresion de CD25 a las concentraciones de 1y 10 ng/ml (figura 4A y 5A). En
cambio, la concentracion de 100 ng/ml de IL-7 o IL-15 si fue capaz de inducir la expresion
de CD25 en un porcentaje considerable de linfocitos T CD4 de memoria, siendo mayor en
los cultivos incubados con IL-7 (25% al dia 2, 30% al dia 5y 27% al dia 8) que con IL-15

(9% al dia 2, 12% al dia 5 y 14% al dia 8) (figura 4A y 5A). Aproximadamente el 3% de
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las células recién purificadas expresaron CD25 (figura 4B y 5A), y este porcentaje se
redujo a lo largo del cultivo con medio de cultivo solo (figura 4B y 5A) y con las
concentraciones de 1 y 10 ng/ml de IL-7, bajando aproximadamente hasta 1% al dia 8
(figura 4A y 5A). Las células con 1 ng/ml de IL-15 también redujeron el porcentaje de
células CD25" pero con 10 ng/ml se mantuvo el porcentaje inicial (figura 4A y 5A). En el
control de activacion a través del TCR, aproximadamente el 90% de las células expresaron
CD25 desde el dia 2 de activacion, manteniéndose aproximadamente este porcentaje hasta
el dia 8 (84% de células CD25%) (figura 4B y 5A). Aunque aument6 el porcentaje de
células CD25* con 100 ng/ml de IL-7 o IL-15, la IMF no aument6 como en el control de
activacion a través del TCR (figura 4C y 5D).

La expresion de CD54 se indujo solo con 100 ng/ml de IL-15 y se detectd hasta el
dia 5 (5% de células CD54") aumentando al dia 8 (8%) (figura 4D y 5B). El porcentaje de
células CD54" al dia de la purificacion fue cercana a 0% y se mantuvo asi a lo largo de los
dias de cultivo en ausencia de citocinas (figura 4E y 5B). En cambio, la activacion a traves
del TCR indujo la expresion de CD54 en mas del 90% de la poblacion celular al dia 2,
manteniéndose este porcentaje al dia 5, y al dia 8 disminuyd esta expresion
aproximadamente a 70% (figura 4E y 5B). De igual manera que CD25, a pesar de la
expresion de CD54 con la condicion de 100 ng/ml de IL-15, la IMF aumento, pero no al
nivel del control de activacién por el TCR (figura 4F y 5E).

Otra molécula evaluada por citometria de flujo fue Ki67 intracelular e intranuclear.
Esta molécula tiene gran participacion durante el ciclo celular y es utilizada cominmente
para la deteccién de proliferacion celular (Motamedi et al., 2016; Sun & Kaufman, 2018).
Las concentraciones 1 y 10 ng/ml de IL-7 o IL-15 no indujeron la expresion de Ki67

(figura 4G y 5C). En cambio, la concentracion mas alta de ambas citocinas si fue capaz de
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inducir proliferacion desde el dia 2 y aumentando el porcentaje de células Ki67" conforme
pasaron los dias de cultivo, siendo mayor con IL-15 que con IL-7 (18% contra 8 % de
células Ki67*, respectivamente) (figura 4G y 5C). Los linfocitos de memoria recién
purificados presentaron un 3% de proliferacion, y conforme pasaron los dias de cultivo en
ausencia de citocinas, este porcentaje se redujo a 0% (figura 4H y 5C). Las condiciones
usadas para activar a los linfocitos de memoria a traves del TCR indujo la proliferacion
celular. Al dia 2 de activacion prolifer6 alrededor del 30% de la poblacion celular, y a los
dias 5 y 8 de activacion este porcentaje aumento a mas del 60% (figura 4H y 5C). La
activacion a través del TCR no indujo un gran aumento de la IMF de Ki67, como sucedio
con las moléculas CD25 y CD54, pero si fue mayor que con 100 ng/ml de IL-7 o IL-15
(figura 41 y 5F)

Con los resultados anteriores, de acuerdo con la tendencia obtenida, se tomaron las
concentraciones de 1 y 10 ng/ml de IL-15 como condiciones éptimas para el cultivo de
linfocitos T CD4 humanos de memoria durante 8 dias; una viabilidad cercana al 90%,
expresion de los marcadores CD3, CD4 y CD45RO, asi como la ausencia de los
marcadores de activacion CD25, CD54 y Ki67. Ademas, con la finalidad de tener un
control de activacién a través del TCR, las condiciones experimentales fueron suficientes

para inducir la expresion de los marcadores de activacion CD25 y CD54, la proliferacion.

97



EXPRESION DE CD3 Y CD4

CD3::PE-Cy7-A

Interleucina-7 Interleucina-15
Dia 2 Dia 5 Dia 8 Dia 2 Dia 5 Dia 8
96.4% | 4 94.5%| 2] 91.3% 96.1% | . 948% | -] 93.1%

nE 1 ng/ml
EE

<

| ot

=]

Q

W] v 10 ng/ml

8 i

ol °1
e 100 ng/ml

o] K i o 3 o
CD4::PerCP-Cy5.5-A CD4::PerCP-Cy5.5-A

98



B)

CD45RO::PE-A

Interleucina-7

Dia 5

EXPRESION DE CD45RO Y CD4

Dia 8

Interleucina-15

Dia 5

0, 0, 0,
' o 99.8%| 4 99.7% W o 99.7%| . 99.7%
k| i k| El E gk k| i
10° 4 10° 4 1074 3 107 10° 3 10° 4 :
4 4 4 4 4
109 10 % 10 9 10 9 0 9 10 7
3 3 3 3 3 3
10 9 10 9 R | 10 9 10 9 10 9
L | o d L | o d od L |
Ty v ey T gy v gy 4 Ty
3 4 5 3 4 5
o 10 10 10 o o o 10 10 0 o
0,
10° o 99.8% 10° 4 10° 107 10° 4
L »\ - 5 o 54 5
0’ 4 A 10 1° 4 <| 10"
w
10ty 10° 4 10ty Q| ot 10° 4
14
10° 4 10° 4 1% o | 4 10° 4
5 3
| LI | L | ol °1 L |
gy v ey T gy v gy 4 Ty
o |DJ 10‘ 105 o o o ﬂlg |D4 105 ]
107 998% 10° 4 107 10° 1 10° 4
10° 10° 4 10° 0’ 10°
|04 | IO.‘ . 104 | |D4 | |Q‘ L
|DJ | I(]3 9 |Dg | |DJ b | |03 |
o o q o o q o q
Ty 4 ey v oy et T Ty
3 4 s 3 s 3 4 5 3 4 s 3 4 5
0 10 10 0 0 10 10 10 0 0 10 0 10 0 10 10 10 10 0 10

CD4::PerCP-Cy5.5-A

CD4::PerCP-Cy5.5-A

1 ng/ml

10 ng/ml

100 ng/ml

99



C)

D)

CD3::PE-Cy7-A

CD3::PE-Cy7-A

Dia 0

79.6%

EXPRESION DE CD3 Y CD4

Dia 5 Dia 8

s 91% 5]

72.8%

gy

gy T gy o gy v
o Iﬂa |D4 \05 o 10:. |0" |05 o |ﬂj Iﬂ“ |Ds
CD4::PerCP-Cy5.5-A
o
10 3
Ws 1
4
10 %
3l
10
o g
gy
o
Dia 5 Dia 8
10’ 4 1074 99.6% 0
10° 10° : 10° 4
3 o 3
10* 4 104 3 104
10° 10° 4 10° 4
o g o L |
Ty T o 4 oy 4
o "13 104 105 o \03 ‘O4 IDH o 103 104 “75
1ﬂe 1 Vne 1 ‘ﬂe k|
3 3
10° 4 10° 4 10° 4
H‘l" | 10 704 9
Vﬂ: 1 1"3 1 \ﬂ3 = |
LR o o
Ty T Ty T e ™
o 1D: 104 105 o \D: 104 |Ds o 10:‘ 104 |Ds

CD4::PerCP-Cy5.5-A

Medio de
cultivo solo

Anti-
CD3/CD28/CD2

Medio de
cultivo solo

Anti-
CD3/CD28/CD2

100



E)

AL ©
T8 o
[alala
oo
= Bl
O —g-0
o-H®
D— >
o —se+—— O
el 0]
> >
o —8+—— 0O
orpo
> ——
u] —t+—+h
[eT: 7o)
> —— D>
O+—8— 0O
o —+—
> ——>
o —+—&
[e: 2]
> —
o —+—H&
®
>H—— D>
o~
[
I L} 1 L
o w < w0 S
~ = - o o

(/1) €ao ep 4N

100

10
IL-15 (ng/ml)

100

10
IL-7 (ng/ml)

Anti-CD3/
CD28/CD2

F)

2.04
1.5+
0.5+
0.0

@17 yao ep 4

100

10
IL-15 (ng/ml)

100

10
IL-7 (ng/ml)

Anti-CD3/
CD28/CD2

0.0

@11 odsyao ep 4|

100

10
IL-15 (ng/ml)

100

10
IL-7 (ng/ml)

Anti-CD3/
CD28/CD2

101



Figura 3. Expresion de CD3, CD4 y CD5RO. Linfocitos T CD4 humanos de memoria purificados y cultivados en medio
AIM V suplementado con 5% de suero AB humano (medio de cultivo) mas 1, 10 0 100 ng/ml de IL-7 o IL-15 durante 2, 5
y 8 dias. A-B) Graficas de puntos representativas de la expresién de CD3, CD4 y CD45RO de células viables con
diferentes concentraciones de IL-7 o IL-15 durante diferentes dias como se indica. C) Graficas de puntos representativas
de la expresién de CD3, CD4 y CD45RO de células recién purificadas (dia 0) y de los controles de células incubadas con
medio de cultivo y células activadas con anticuerpos anti-CD3/CD28/CD2 acoplados a perlas magnéticas durante 2, 5y 8
dias, ambas condiciones sin citocinas afiadidas. D-F) Comparacion de la expresion de CD3, CD4 y CD45R0 de las
células humanas T CD4 de memoria con diferentes condiciones de cultivo. Los datos mostrados en las gréaficas (E-G) son

el promedio de 3 experimentos independientes y se muestra el error estandar.
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Figura 4. Expresion de CD25, CD54 y Ki67 en linfocitos T CD4 humanos de memoria bajo diferentes condiciones
de cultivo. Linfocitos T CD4 humanos de memoria purificados y cultivados en medio AIM V suplementado con 5% de
suero AB humano (medio de cultivo) mas 1, 10 o 100 ng/ml de IL-7 o IL-15. Los porcentajes e IMF de CD25, CD54 y
Ki67 se determinaron posterior a la purificacion (dia 0) y a los dias 2, 5 y 8 de cultivo. Como control de la activacion de

los linfocitos T (activacion candnica), las células se incubaron con anticuerpos anti-CD3/CD28/CD2 acoplados a perlas.
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Gréficas de puntos representativas del porcentaje de células CD25* (A), CD54* (D) y Ki67* (G) de cultivos incubados con
1, 10 o0 100 ng/ml de IL-7 o IL-15 durante 2, 5 y 8 dias. Graficas de puntos representativas del porcentaje de células
CD25* (B), CD54+ (E) y Ki67+ (H) de células recién purificadas (dia 0) y de los controles de células incubadas con
medio de cultivo y células activadas con anticuerpos anti-CD3/CD28/CD2 acoplados a perlas magnéticas durante 2, 5y 8
dias, ambas condiciones sin citocinas afiadidas. Histogramas representativos de la expresién de CD25 (C), CD54 (F) y
Ki67 (I) con las condiciones de cultivo indicadas durante los diferentes dias de cultivo.

109



A)

CD25" (%)

B)

CD54* (%)

C)

Ki67* (%)

D)

1001 3
i o?
80+ : %
H o g
: =
60- g
: fa)
H O
: -
40 Pood
b1 =
: 9 &: -
204 i : gD : I
N U I DU B 1Y L 1
ole88, 85,8y, i SRy OB¥ :
0 1 10 100 1 10 100 0
IL-7 (ng/ml) IL-15 (ng/ml) Anti-CD3/
CD28/CD2
E)
100+ : ?
ke
80+ .
i @
60 5
wn
fa)
O
3
404 i
=
20 : !
i D¥ !
N T T T Jod LB
0 1 10 100 1 10 100 0
IL-7 (ng/ml) IL-15 (ng/ml) Anti-CD3/
CD28/CD2
F)
1004 H
-
804 :
| )
60- i =
H ~
i ©
i >
| o
404 -] i
: w
! =
¥l o
20 { i
i v : ol io®
0leassav ‘-—EEM-&E_V i
0 1 10 100 1 10 100 0
IL-7 (ng/ml) IL-15 (ng/ml) Anti-CD3/
CD28/CD2

100+ iom -
i o
H v
I
H 1 o
10d i i
| LN
1o, 8 8g ! By By i
G UL
0.1
0 1 10 100 1 10 100 0
IL-7 (ng/ml) IL-15 (ng/ml) Anti-CD3/
CD28/CD2
100+
104 Z’g’g
2R N 13
1{o8¥ ew¥ ogd oa¥ opy oo of
0.1
0 1 10 100 1 10 100 0
IL-7 (ng/ml) IL-15 (ng/ml) Anti-CD3/
CD28/CD2
401
o
304
204
v
10 %
H ' H o
i ¥ | -4 2av
olesv:.env env 0BV epy (oH¥ o
0 1 10 100 1 10 100 0
IL-7 (ng/ml) IL-15 (ng/ml) Anti-CD3/
CD28/CD2

Dia 0
Dia 2
Dia 5
Dia 8

Figura 5. La presencia de 1 y 10 ng/ml de IL-7 o IL-15 mantiene en reposo a los linfocitos T CD4 humanos de

memoria. Linfocitos T CD4 humanos de memoria purificados y cultivados en medio AIM V suplementado con 5% de

suero AB humano (medio de cultivo) mas 1, 10 o 100 ng/ml de IL-7 o IL-15. Los porcentajes e IMF de CD25, CD54 y

Ki67 se determinaron posterior a la purificacion (dia 0) y a los dias 2, 5 y 8 de cultivo. Como control de la activacion de

los linfocitos T (activacion canonica), las células se incubaron con anticuerpos anti-CD3/CD28/CD2 acoplados a perlas
magnéticas. Comparacion de los porcentajes de células CD25* (A), CD54* (B) y Ki67* (C) con diferentes condiciones de
cultivo. Comparacion de las IMF de células CD25 (D), CD54 (E) y Ki67 (F) con diferentes condiciones de cultivo. La
razon de cambio de la expresion de CD25, CD54 y Ki67 se normalizo respecto al dia 2 de cultivo con medio solo (1/12).

Cada punto representa un donador. Los datos mostrados son el promedio de 3 experimentos independientes y se muestra

el error estandar.
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E. Fotografias tomadas con microscopio invertido de cultivos de PBMC activadas con

anticuerpos anti-CD3/anti-CD28/anti-CD2 o con LPS.

Para la obtencion del medio condicionado TCR-CM, se separaron PBMC de sangre
periférica de donadores hombres sanos y se incubaron durante 3 dias con anticuerpos anti-
CD3/anti-CD28/anti-CD2 acoplados a perlas magnéticas, activando sélo linfocitos T a
través del TCR. Se decidi6 este tiempo de incubacion debido a que fue el tiempo maximo
en el cual se pudieron mantener a las células con una buena viabilidad y sin retirar ni
agregar medio de cultivo. Ademas, es un tiempo en el cual, con este agente activador, gran
parte de las células expresan los marcadores de activacion CD25 y CD54, y proliferan. Al
microscopio se observaron cambios morfoldgicos como el aumento del tamafio (figura 6A-
B).

Para la obtencion del medio condicionado TLR4-CM, una proporcion de las PBMC
obtenidas para la obtencion del TCR-CM (mismos donadores hombres sanos), se incubaron
durante 24 horas con 1 pg/ml de LPS acoplado a biotina, activando a monocitos, células
dendriticas y algunas subpoblaciones de linfocitos T a través del TLR4. Con estas
condiciones, se observd al microscopio un notable cambio en la morfologia celular

(proyecciones) y su adhesién al fondo de la placa (figura 6C).
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Figura 6. Fotografias a 200X tomadas con microscopio invertido de cultivos de PBMC humanas estimuladas con
anticuerpos anti-CD3/anti-CD28/anti-CD2 acoplados a perlas magnéticas al dia 0 (A) y a 3 dias de activacion (B), y
PBMC humanas estimuladas con 1ug/ml de LPS acoplado a biotina durante 24 horas (C).
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F. Linfocitos T CD4 humanos de memoria incubados con los medios condicionados

TLR4-CM o TCR-CM mantienen un fenotipo en reposo.
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Figura 7. El porcentaje de linfocitos T CD4 de memoria CD54* y de la IMF aumentan después de la activacion de
los linfocitos T CD4 de memoria a través del TCR, pero no con TLR4-MC ni TCR-MC. Los linfocitos T CD4
humanos de memoria purificados fueron cultivados en medio AIM V con 5% de suero AB humano mas 1 o 10 ng/ml de
IL-15 y en ausencia o presencia de TLR4-CM o TCR-CM, como se indica, durante 2, 5 y 8 dias. EI medio condicionado
proveniente de PBMC activadas con LPS (TLR4-CM) o con anticuerpos anti-CD3/anti-CD28/anti-CD2 (TCR-CM)
fueron adicionados el dia de la siembra. (A) Gréaficas de puntos representativas de FSC vs CD54 de las células viables con
diferentes condiciones de cultivo. (B) Los medios condicionados no inducen el aumento de células CD54*. (C) La IMF de
CD54 no aument6 con los medios condicionados. (D) Porcentaje e (E) intensidad media de fluorescencia de células
CD54* activadas a través del TCR (con anticuerpos anti-CD3/anti-CD28/anti-CD2). La razén de cambio de la expresion
de CD54 se normalizé respecto al dia 2 de cultivo con medio solo (I/12). Cada punto representa un donador. Los datos
mostrados en las gréficas (B-E) son el promedio de 8 experimentos independientes para los dias 0, 2 y 8, y 6 experimentos

independientes para el dia 5 de cultivo y se muestra el error estandar.
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Figura 8. El porcentaje de linfocitos T CD4 de memoria Ki67* y de la IMF aumentan después de la activacion de
los linfocitos T CD4 de memoria a través del TCR, pero no con TLR4-MC ni TCR-MC. Los linfocitos T CD4
humanos de memoria purificados fueron cultivados en medio AIM V con 5% de suero AB humano més 1 o 10 ng/ml de
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IL-15 y en ausencia o presencia de TLR4-CM o TCR-CM, como se indica, durante 2, 5y 8 dias. EI medio condicionado
proveniente de PBMC activadas con LPS (TLR4-CM) o con anticuerpos anti-CD3/anti-CD28/anti-CD2 (TCR-CM)
fueron adicionados el dia de la siembra. (A) Graficas de puntos representativas de FSC vs Ki67 de las células viables con
diferentes condiciones de cultivo. (B) Los medios condicionados no inducen el aumento de células Ki67*. (C) La IMF de
Ki67 no aument6 con los medios condicionados. (D) Porcentaje e (E) intensidad media de fluorescencia de células Ki67*
activadas a través del TCR (con anticuerpos anti-CD3/anti-CD28/anti-CD2). La razén de cambio de la expresion de Ki67
se normalizd respecto al dia 2 de cultivo con medio solo (I/12). Cada punto representa un donador. Los datos mostrados en
las graficas (B-E) son el promedio de 8 experimentos independientes para los dias 0, 2 y 8, y 6 experimentos
independientes para el dia 5 de cultivo y se muestra el error estandar.
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Abstract

It has been proposed that cytokines can induce activation of resting T cells in an antigen-independent manner.
However, experimental conditions have included the use of fetal serum and nanogram concentrations of added
cytokines. To evaluate the effect of cytokines and chemokines generated by activated immune cells on the
phenotypic profile of human memory CD4 T cells, the cells were cultured in FBS-free conditions in the presence of
IL-15 and 5% of hAB serum and incubated with conditioned medium (CM) obtained from PBMC activated through
the TCR using anti-CD3/CD28/CD2 antibodies (TCR-CM) or through TLR4 using bacterial LPS (TLR4-CM).
Cytokines and chemokines present in the CMs were evaluated by ProcartaPlex immunoassay. Cell viability,
proliferation, and surface markers were determined by flow cytometry on day 2, 5, and 8 of culture. Cell viability
was maintained by TLR4-CM plus IL-15 for 8 days but decreased in the presence of the TCR-CM plus IL-15. In
combination with IL-15, the TLR4-CM, but not the TCR-CM, maintained the expression of CD3 and CD4 stable.
Both conditions stabilized the expression of CD45R0O and CCRS5. Thus, the TLR4-CM better supported the viability
and stability of the memory phenotype. None of the CMs induced proliferation or expression of activation markers;
however, they induced an increased expression of CXCR4. This study indicates that resting memory CD4 T cells
are not activated by, but may be sensitive to soluble factors produced by antigen or PAMP-stimulated cells, which
may contribute to their homeostasis and favor the CXCR4 expression.

Keywords Bystander activation - Memory CD4 T cells - Cytokines - Chemokines - TCR - TLR4

Introduction

Human resting CD4 T cells comprise the naive and
memory cell populations, termed by the expression
of surface molecules as CD45RA + and CD45RO +,
respectively. These cells have a long half-life, and
they divide intermittently with no phenotypic changes,
a process called homeostatic proliferation. While the
naive subset is maintained by individual cells with a
long lifespan, the memory subset is maintained by long-
lived clones that have a more rapid turnover [1]. In vitro,
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Department of Immunology, Instituto de Investigaciones

Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de México,
Ciudad Universitaria, Ciudad de Mexico 04510, México

Published online: 21 December 2022

cytokines that enable the survival and homeostatic pro-
liferation of resting cells include IL-2, IL-4, IL-7, and
IL-15, which share the common cytokine receptor y
chain (y, or CD132) [2—4] and IL-6 [5]. Memory CD4 T
cells have been reported to require IL-7 and IL-15 [6-8].
It is not well established whether they require contact
with pMHC (peptide-Major Histocompatibility Com-
plex) expressed on the surface of other cells [9-12]. IL-7
induces survival through the induction of anti-apoptotic
molecules such as Bcl-2, Bel-xLL, and Mcl-1 [13, 14].
The main source of IL-7 in lymph nodes are reticular
fibroblast cells, while in bone marrow and thymus IL-7
are produced by stromal cells [15]. Instead, IL-15 is
secreted by monocyte/macrophages, dendritic cells, epi-
thelial and bone marrow stromal cells, and fibroblasts
during the immune response to microbial pathogens and
parasites [16—18]. Like IL-7, IL-15 induces the expres-
sion of the anti-apoptotic molecules Bcl-2 and Bcl-xL
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«Fig. 1 Viability of resting memory CD4 T cells cultured in FBS-free
conditions and IL-15. Freshly isolated resting memory CD4 T cells
were cultured in AIM V medium with 5% of hAB serum plus 1 or
10 ng/ml of IL-15. Conditioned medium (CM) from PBMC stimu-
lated with LPS (TLR4-CM) or anti-CD3/CD28/CD2 coated beads
(TCR-CM) was added at day of seeding and viability was deter-
mined at 2, 5, and 8 days by staining with the Ghost Dye Red 710
(GDR-710). Day O shows cell viability after purification. As a con-
trol of T cell activation (canonical activation), cells were incubated
with anti-CD3/CD28/CD2 coated beads but not exposed to CMs nor
IL-15 in parallel experiments. (A) Representative plots of the incor-
poration of GDR-710. (B) Comparison of the percentage of cell
viability obtained in the absence or presence of IL-15 or in the pres-
ence of conditioned medium plus IL-15. Viability obtained for cells
activated directly with anti-CD3/CD28/CD2 coated beads is shown.
Data are the mean of 8 independent experiments for days 0, 2, and 8,
and 6 independent experiments for day 5. Error bars represent SEM.
“p<0.05; “p<0.01

[19] and inhibits CD95/Fas-induced apoptosis [20]
and the proapoptotic protein Bax [21], enhancing cell
survival.

Besides homeostatic cytokines, it has been proposed
that cells may be targets of bystander activation [22-25],
which is described as the phenotypic and functional
changes induced by antigen-specific independent mech-
anisms mediated by the TCR [26, 27] and induced by
cytokines and chemokines produced by other cells acti-
vated through the TCR, such as viral infections, or by
pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) through
Toll-like receptors (TLR) [28, 29].

Several models have been used to study bystander
activation [22, 30-32], which has been reported mainly
in mice and in human CDS8 T cells under pathological
conditions. Little is known about bystander activation of
human resting memory CD4 T cells. In some of the few
existing in vitro studies, cells were cultured in the presence
of fetal bovine serum (FBS) and/or high concentrations of
particular cytokines (in the nanogram range) [25, 33-37].
Other studies used supernatants from peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) or dendritic cells stimulated
with staphylococcal enterotoxin B (SEB) [25, 27] or
macrophages stimulated with bacterial lipopolysaccharide
(LPS) [33], using human type AB (hAB) serum. Some of
the observed effects include cell proliferation [25, 33-35],
expression of activation markers [27, 33-36], adhesion
molecules and chemokine and cytokine receptors [25,
34, 36], induction of effector phenotypes [25, 33, 36, 37]
and apoptosis [27]. Thus, culture conditions have been
variable and have included the use of FBS and nanogram
concentrations of added cytokines.

Thus, a proinflammatory milieu composed of cytokines
and chemokines generated by activated immune cells may
affect resting T lymphocytes in the microenvironment. Here,
we cultured human resting memory CD4 T cells in FBS-free
conditions in the presence of IL-15 and 5% of hAB serum

and determined the effects of conditioned medium (CM)
obtained from PBMC activated through the TCR using
anti-CD3/CD28/CD2 coated beads (TCR-CM), or through
TLR4 using bacterial LPS (TLR4-CM). The CMs contained
a wide variety of soluble factors at low concentrations (in
the picogram range). Cell viability, proliferation, and surface
markers were determined for 8 days. This approach more
closely resembles the possible effects of an inflammatory
milieu on resting CD4 T cells during an immune response.
We report here that a proinflammatory CM generated
by TLR4-stimulated cells can maintain the expression
of lymphocytes markers, thus acting as a homeostatic
environment for memory CD4 T cells, maintaining their
resting phenotype and viability. Also, we found that both
CMs from TLR4 and TCR-stimulated cells increased the
expression of CXCR4 at the cell membrane.

Materials and methods

PBMC stimulation and conditioned medium (CM)
collection

PBMC were isolated from buffy coats of 4 healthy male
donors (21-57 years old) on Ficoll-Paque PLUS (GE Health-
care, Uppsala, Sweden) gradients. The culture medium used
for all the experiments was AIM V serum-free medium
(Gibco, Grand Island, NY) supplemented with 5% of hAB
serum (Valley Biomedical, Winchester, VA). For TLR4
stimulation, PBMC were plated at 2.5 X 10%ml in 12-well
flat bottom CellBIND Surface plates (Corning) in cul-
ture medium with biotinylated ultrapure Escherichia coli
O111:B4 lipopolysaccharide (LPS-EB Biotin, Invivogen)
at a final concentration of 1 ug/ml for 24 h at 37 °C with 5%
of CO,. For T cell activation, PBMC were plated at 5 X 105/
ml in 12-well flat bottom CellBIND Surface plates (Corning)
in culture medium with anti-CD3/CD28/CD2 coated beads
(Miltenyi Biotec) at a bead-to-cell ratio of 1:2 for 3 days.
At the end of the corresponding incubation days, the CMs
were collected and centrifuged. For the removal of LPS-EB
Biotin, the CMs were previously incubated with Dynabeads
M-280 Streptavidin (Invitrogen). Anti-CD3/CD28/CD2
coated beads were removed using a magnet (MidiMACS
Separator, Miltenyi Biotec). Both CMs were ultrafiltered
using Amicon Ultra-4 100 K (Merck Millipore).

Cytokine and chemokine analyses

Cytokine and chemokine concentrations in CMs were
determined using the ProcartaPlex Human Cytokine and
Chemokine Panel 1A 34-plex kit (Invitrogen, Thermo
Fisher, Carlsbad, CA, USA), according to the manufacturer’s
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Fig.2 Flowchart of the

experimental sequence. PBMC, FROM STIMULATED PBMC
peripheral blood mononuclear
cells; LPS, lipopolysaccharide; Buffy PBMC

—— purification —

hAB serum, human type AB gradient

serum; TCR, T cell receptor;
TLR4, Toll-like Receptor 4;
TLR4-CM, conditioned medium during 24 hours
from TLR4 stimulation; TCR- (TLR4 stimulation)
CM, conditioned medium from l

TCR stimulation

coat

d

Stimulation with
biotinylated LPS

Incubation with
streptavidine-coated beads

Removal of coated beads with magnetic field

|

Centrifugation and ultrafiltration

1. CONDITIONED MEDIUM COLLECTION

AIM V medium +
5% of hAB serum

2. INCUBATION OF RESTING MEMORY CD4
T CELLS WITH CONDITIONED MEDIUM

PBMC Purification of
—— purification —— memory CD4 T cells
gradient by negative selection

Buffy
coat

N

Stimulation with
anti-
CD3/CD28/CD2
coated beads
during 3 days
(TCR stimulation)

Cell culture conditions

AIM V medium + 5% of hAB serum +
- IL-15 (1 or 10 ng/ml)

- TLR4-CM + 1 or 10 ng/ml of IL-15
- TCR-CM + 1 or 10 ng/ml of IL-15

- Anti-CD3/CD28/CD2 coated beads

Incubation for
2,5 and 8 days

|

Flow cytometry analysis

Alicuot and freeze

Analysis of cytokines and chemokines
on a Bio Plex 200 System

protocol. Results were analyzed on a Bio Plex 200 System
(Bio-Rad) using the software Bio-Plex Manager 6.1. The
cytokines and chemokines analyzed were Eotaxin (CCL11),
GM-CSF, GRO-a (CXCL1), IFN-a, 95 IFN-y, IL-1p, IL-1a,
IL-1RA, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8 (CXCLS), IL-9,
IL-10, IL-12 p70, IL-13, 96 IL-15, IL-17A, IL-18, IL-21,
IL-22, IL-23, IL-27, IL-31, IP-10 (CXCL10), MCP-1
(CCL2), MIP-1a (CCL3), MIP-1p (CCL4), RANTES
(CCLS), SDF-1a (CXCL12), TNF-a, and TNF-f (LTA).

Isolation of primary human memory CD4 T cells
and incubation with CMs

PBMC were isolated from buffy coats of 8 healthy male donors
(24-59 years old) on Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare,
Uppsala, Sweden) gradients and primary human memory CD4
T cells were subsequently purified by negative selection using
the Memory CD4* T Cell Isolation Kit containing antibodies
against CD8, CD14, CD16, CD19, CD36, CD45RA, CD56,
CD123, TCRy/d, and CD235a (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany). The percentage of purity after the negative
selection of the memory CD4* T cells was routinely >92% as
verified by flow cytometry (time 0). Recently, purified cells
were plated at 2 10°/100 pl in 96-well flat bottom (Corning)
in AIM V in the absence or presence of IL-15 (1 or 10 ng/ml;
Miltenyi Biotec) for 2, 5, and 8 days at 37 °C with 5% of CO,.
For stimulation with the supernatants, cells were incubated
with a pool of the CMs obtained from 4 donors, as described
previously. CMs from PBMC stimulated with LPS-EB Biotin
(TLR4-CM) or anti-CD3/CD28/CD2 coated beads (TCR-CM)
was added at a proportion of medium-supernatant of 1:1 plus
IL-15 (1 or 10 ng/ml). 50 pl of fresh culture medium and
CM was added at day 5 (in the proportion 1:1). As a negative
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control, for all the experiments, memory cells were maintained
with culture medium alone. As control of canonical activation,
purified memory CD4" T cells were plated at 2 10%/100 ul
and stimulated with anti-CD3/CD28/CD2 coated beads at a
bead-to-cell ratio of 1:2 for 2, 5, and 8 days, adding 100 pl of
fresh culture medium at day 2, and with media replacement
at day 5, removing 100 ul and adding 100 pl of fresh culture
medium, without breaking the clumps. The cells were analyzed
at days 2, 5, and 8 by flow cytometry. Samples that presented
less than 50% of cell viability (from day 8) were not included
in the analysis of phenotype and activation markers, although
viability is reported.

Antibodies and flow cytometry

A 9-color panel for flow cytometry was used to analyze the
expression of surface molecules, proliferation, and cell death.
Initially, fixable viability Ghost Dye Red 710, 1:2000 dilution
(Tonbo Biosciences, San Diego, CA, USA) staining was
performed to exclude dead cells, followed by staining with
a combination of specific antibodies against phenotype
surface antigens: anti-CD4 PerCP-Cy5.5, 1:50 dilution
(clone OKT4, Tonbo Biosciences), anti-CD45RO PE,
1:100 dilution (clone UCHL1, Tonbo Biosciences), anti-CD3
PE-Cy7, 1:100 dilution (clone UCHT1, Tonbo Biosciences),
anti-CD195 (CCRS5) PE/Dazzle 594, 1:100 dilution (clone
J418F1, BioLegend, San Diego, CA), and anti-CD184
(CXCR4) PE-Cy5, 1:10 dilution (clone 12G5, BD
Biosciences). For activation markers anti-CD25 APC,
1:50 dilution (clone BC96, Tonbo Biosciences) and anti-CD54
FITC, 1:100 dilution (clone 15.2, Tonbo Biosciences) were
used. Finally, to determine proliferation, intra-nuclear staining
was performed for Ki67 eFluor450, 1:40 dilution (clone
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«Fig.3 The expression of CD3 and CD4 in resting memory CD4 T
cells is maintained by CM from TLR4-stimulated PBMC. Resting
memory CD4 T cells were cultured in AIM V medium containing
5% of hAB serum, adding 1 or 10 ng/ml of IL-15 and in the absence
or presence of TLR4-CM or TCR-CM, as indicated, during 2, 5, or
8 days. CM from PBMC stimulated with LPS (TLR4-CM) or anti-
CD3/CD28/CD2 coated beads (TCR-CM) was added at day of seed-
ing. (A) Representative histograms of the expression of CD3 and
CD4 of viable cells at different culture conditions during different
days, as indicated. (B) The expression of CD3 was slightly increased
with all the conditions at day 2 but it was only maintained up to
8 days by the TLR4-CM plus IL-15. (D) The expression of CD4 was
maintained only by TLR4-CM plus IL-15. (C and E) In control, par-
allel experiments, activation with anti-CD3/CD28/CD2 coated beads
in the absence of IL-15 or CM promoted the expression of CD4 and
lowered the expression of CD3. The fold change for the expression of
CD3 and CD4 was normalized respective to the expression at day 2
of culture with medium alone (I/I,). Each dot represents one donor.
Error bars represent SEM. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; NS, not
significant

20Rajl, Thermo Fisher Scientific, San Diego, CA) using
the Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set (Thermo
Fisher Scientific). The cells were maintained in PBS until
acquisition on an Attune Nxt Flow Cytometer (Thermo Fisher
Scientific). Typically, 10,000 cells were collected and were
analyzed using the FlowJo vX.0.7 software.

Statistical analysis

For CD4, CD3, CD45R0O, CXCR4, CCR5, CD25, CD54, and
Ki67, percentages and the mean fluorescence intensity (MF1)
were obtained from the memory CD4" CD3* CD45RO* T
cell subset. MFI was normalized respective to the expression
at day 2 of culture with medium alone (I/I,), due to the
more homogeneous expression of markers relative to day O.
Statistical analysis was performed with Graph Prism Version 9
(GraphPad Software, San Diego, CA). Levene test was applied
for determination of homogeneity of variances and statistical
significance was determined with the unpaired two-tailed
Student’s #-test. P <0.05 was considered significant.

Results

Maintenance of resting human memory CD4 T cells
in the absence of FBS

The maintenance of human memory CD4 T cells is usu-
ally performed with the use of nanogram concentrations of
so-called homeostatic cytokines, those that share the IL-2
receptor yc (IL-2, IL-4, IL-15, and IL-7) and high concentra-
tions of FBS. The effect of other cytokines and chemokines
on the cellular viability and the stability of the memory
phenotype is not reported. In this work, we examined the
effect of soluble factors released by activated cells on the

viability and phenotype of resting memory CD4 T cells.
To detect changes induced by these factors, we cultured
freshly isolated memory CD4 T cells, in FBS-free conditions
(AIM V medium) with 5% of hAB serum in the presence or
absence of IL-15 (1 or 10 ng/ml) and conditioned medium
from PBMC stimulated with biotinylated LPS (TLR4-CM)
or anti-CD3/CD28/CD?2 coated beads (TCR-CM). It was
expected that absence of FBS would avoid detecting phe-
notypic changes induced by synergism of cytokines in the
supernatants with growth factors in the FBS. In these condi-
tions, cell viability was maintained around 90% after 5 days
in the presence of IL-15 (Fig. 1). Culture in AIM V medium
alone allowed the survival of control cells activated through
the TCR in the absence of IL-15 (94% at day 2 and 83% at
day 8 of culture). Thereafter, we analyzed cells cultured in
the presence of conditioned medium from PBMC stimulated
with biotinylated LPS (TLR4-CM) or anti-CD3/CD28/CD2
coated beads (TCR-CM). To obtain the CMs, PBMC were
stimulated with LPS-biotin for 24 h or with anti-CD3/CD28/
CD2 coated beads for 3 days, as shown in Fig. 2. LPS was
removed from CMs using streptavidin coupled to magnetic
beads followed by magnetic separation of beads; anti-CD3/
CD28/CD2 coated beads were separated magnetically. Vesi-
cles or cell debris were removed by ultrafiltration, so that the
effects observed were exclusively due to the soluble factors
in the CMs. Concentrations of cytokines and chemokines in
the supernatants were analyzed with a Bio Plex 200 System
(Table 1). Subsequently, cells were incubated with CMs and
analyzed at day 2, 5, and 8 by flow cytometry. The effect of
TCR-CM and TLR4-CM was determined in parallel.

Figure 1 shows that both TLR4-CM or TCR-CM plus
IL-15 maintained cell viability around 90% for 5 days. At
day 8, cells cultured in the presence of TLR4-CM showed
a viability decay below 80%, which however was non-
significant, indicating that cytokines and chemokines induced
by the LPS stimulation of PBMC had no toxic effect on resting
lymphocytes. Accordingly, the TLR4-CM better supported
the stable expression of CD3 and CD4 (Fig. 3). Instead, cells
cultured in the presence of TCR-CM showed a viability decay
at day 8 even in the presence of 1 (67%) or 10 ng/ml (61%)
of IL-15, being significant at day 8 respective to day 5 with
10 ng/ml of IL-15.

Cytokines and chemokines produced by TLR4-
or TCR-stimulated cells

Table 1 shows the concentration of cytokines and
chemokines in the CMs obtained from PBMC of each donor
and the average value, which would be present in the pools
used for incubation with the resting memory CD4 T cells. A
variety of cytokines were detected in the TCR-CM, whereas
a less variety and decreased levels were found in the TLR4-
CM. Similar levels of chemokines were detected with both
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«Fig. 4 The expression of CD45RO and CCRS5 is maintained by CMs
from TLR4-stimulated or TCR-activated PBMC. Resting memory
CD4 T cells were cultured in AIM V medium containing 5% of hAB
serum, adding 1 or 10 ng/ml of IL-15 and in the absence or pres-
ence of TLR4-CM or TCR-CM, as indicated, during 2, 5, or 8 days.
CMs from PBMC stimulated with LPS (TLR4-CM) or anti-CD3/
CD28/CD2 coated beads (TCR-CM) were added at day of seeding.
(A) Representative histograms of the expression of CD45RO and
CCRS5 of viable cells at different culture conditions during differ-
ent days, as indicated. (B) The expression of CD45RO was slightly
increased at day 2 and was maintained up to 8 days by both CMs but
not by IL-15 alone. (D) The expression of CCR5 was maintained by
both CMs but not by IL-15 alone. (C and E) Culture conditions pro-
moted the expression of CD45RO and CCRS5 upon activation with
anti-CD3/CD28/CD2 coated beads in the absence of IL-15 or CMs.
The fold change for the expression of CD45RO and CCRS5 was nor-
malized respective to the expression at day 2 of culture with medium
alone (I/1,). Each dot represents one donor. Error bars represent SEM.
*p<0.05; “p<0.01; NS, not significant

kind of stimulation. Some cytokines and chemokines that
were determined but were absent were CCL11 (eotaxin),
IFN-a, IL-7, IL-15, IL-12p70, IL-23, IL-27, and IL-31.

In our culture conditions, stimulation with anti-CD3/
CD28/CD?2 coated beads induced the production of pro-
inflammatory and anti-inflammatory cytokines, and so it
did not correspond to polarization toward a particular effec-
tor phenotype. In our culture conditions, IL-2, which was
expected to be present in the CMs from anti-CD3/CD28/
CD2 stimulated cells, was found only at moderate concen-
trations (3.3—10.33 pg/ml). A low concentration of IL-2 in
the TCR-CM could be due to the rapid consumption of this
cytokine under optimal activation and proliferation of cells.
In these conditions, higher concentrations of IL-2 would not
be available for bystander resting cells. Indeed, consumption
of IL-2 by activated cells involved in the immune response
may be a general effect that would reduce the availability of
this cytokine for bystander stimulation.

Regarding the stimulation of PBMC with LPS, cytokines and
chemokines such as IFN-y, IL-23, IL-18, and CXCL10 (IP-10),
which have been reported to be produced upon LPS activation
of PBMC [38][38], were absent with our culture conditions.

A great variability of levels of cytokines and chemokines
was observed between donors, so it was decided to pool
them for incubation with resting memory CD4 T cells.

It can be observed that IL-6, IL-1RA, CCL4 (MIP-1p),
CXCLS (IL-8), CCL2 (MCP-1), and CXCL12 (SDF-1a) were
the most abundant cytokines and chemokines in both CMs,
being in the nanogram range. Differences can be noted in
both the concentration and type of cytokines and chemokines
produced by PBMC stimulated through the TLR4 or TCR.
Activation of PBMC with anti-CD3/CD28/CD2 induced
the production of all the cytokines and chemokines shown
in Table 1, whereas the activation with LPS did not induce
IFN-y, IL-9, IL-21, IL-17A, IL-18, IL-22, and IL-4. IL-13
was detected only in one donor in the TLR4-CM (3.86 pg/ml),

and low concentrations (0.26—1.05 pg/ml) of CXCL10 were
found compared to the TCR-CM (242.54—1395.53 pg/ml).
Low concentrations of IL-4 were found in the TCR-CM from
two donors (1.90 and 5.43 pg/ml).

Soluble factors from TLR4-stimulation,
but not from TCR-stimulation, promote
the expression of CD3 and CD4

Next, we analyzed the expression of the surface molecules
CD3 and CD4 (Fig. 3). Both molecules participate dur-
ing the T cell activation upon engagement of the TCR by
p-MHC. The CD3 molecule is required for intracellular sign-
aling and assembly and transport of the TCR-CD3 complex
to the surface. The CD4 molecule is the co-receptor in MHC
class Il-restricted T-cell activation. It is well established that
CD3 is rapidly internalized after stimulation by the TCR and
is slowly re-expressed on the cell surface [40], whereas the
expression of CD4 increases after 3—4 days [41].

Accordingly, Fig. 3C and E shows that control cells acti-
vated canonically (directly through the TCR) downregulated
the expression of CD3 at day 2 (I/I, of 0.63) and was slowly
re-expressed (I/I, of 1.02 after 8 days of TCR activation),
whereas CD4 was continuously upregulated until the 8 days
(I/I, of 1.40 after 8 days of TCR activation). So, it can be
assured that CD3 and CD4 expression upon activation
agrees with expectations in our culture conditions.

In the presence of the TLR4-CM, the expression of CD3
increased at day 2 (I/1, of 1.29 for 1 ng/ml of IL-15 and 1.68
for 10 ng/ml of IL-15) and was maintained up to 8 days (I/I,
of 1.18 for 1 ng/ml of IL-15 and 1.12 for 10 ng/ml of IL-15).
The expression of CD3 in cells incubated with IL-15 alone
or TCR-CM plus IL-15 was enhanced at day 2 and returned
to basal levels at day 8. Thus, TLR4-CM favored a higher
expression of CD3 longer than TCR-CM or IL-15 alone.

Like CD3, the TLR4-CM plus IL-15 condition favored a
high expression of CD4 for 8 days (I/I, of 0.85 and 0.88 in
the presence of 1 and 10 ng/ml of IL-15, respectively), while
the TCR-CM did not have any effect (Fig. 3B and D). The
expression of CD4 was downregulated in culture medium alone
(I/1, of 0.88 after 5 days of culture and 0.78 after 8 days) or
in the presence of IL-15 (I/I, of 0.74 and 0.75 after 8 days of
culture in the presence of 1 and 10 ng/ml of IL-15, respectively),
even when the viability was high in these conditions (Fig. 1).

Expression of CD45R0 and CCR5 is sustained
by soluble factors from TLR4-stimulation
and TCR-stimulation

The CD45RO isoform is a phosphatase that participates in
intracellular signaling during the T cell activation. CCR5
is the receptor for the CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1p),
CCL3L1, and CCL5 (RANTES) chemokines. Both CD45RO
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«Fig.5 The expression of CXCR4 is increased by the CMs from
TLR4-stimulated or TCR-activated PBMC. Resting memory CD4 T
cells were cultured in AIM V medium containing 5% of hAB serum,
adding 1 or 10 ng/ml of IL-15 and in the absence or presence of
TLR4-CM or TCR-CM, as indicated, during 2, 5, or 8 days. CMs
from PBMC stimulated with LPS (TLR4-CM) or anti-CD3/CD28/
CD2 coated beads (TCR-CM) were added at day of seeding. (A) Rep-
resentative histograms of the expression of CXCR4 of viable cells at
different culture conditions during different days, as indicated. (B)
The expression of CXCR4 was increased at day 2 by both CMs but
not by IL-15 alone. Expression decreased at day 5 and 8 of culture,
but it remained higher than their respective control of IL-15 alone.
The fold change for the expression of CXCR4 was normalized respec-
tive to the expression at day 2 of culture with medium alone (I/I,).
Each dot represents one donor. Error bars represent SEM. “p <0.05;

skt

p<0.001

and CCRS5 were well expressed by resting memory CD4 T
cells, as shown in Fig. 4A. In our culture conditions, the
expression of CD45RO increased after the direct stimula-
tion of PBMC with anti-CD3/CD28/CD2 (I/1, of 1.76 after
2 days of TCR activation) and was maintained at this level
during the 8 days of culture (I/1, of 1.77) (Fig. 4C). Both
TLR4-CM and TCR-CM slightly increased the expression
of CD45RO at day 2 and maintained it stable during the
culture time (Fig. 4B). Similarly, CCR5 was increased after
stimulation through the TCR (I/1, of 1.44 after 2 days of
TCR activation) and maintained the expression during the
culture time (I/I, of 1.54 after 8 days of TCR activation)
(Fig. 4E). The expression of CD45R0O and CCRS decreased
throughout the culture time in the presence of IL-15 only
(I/1, of 0.81 for 1 ng/ml of IL-15 and 0.74 for 10 ng/ml of
IL-15 after 8 days of culture). It can be observed, instead,
that TLR4-CM and TCR-CM maintained the expression of
these receptors at moderate levels (I/1, of 0.93 for TLR4-CM
plus 1 ng/ml of IL-15 and 0.87 for TCR-CM plus 1 ng/ml of
IL-15 after 8 days of culture).

Soluble factors from TLR4-stimulation
and TCR-stimulation increase the expression
of CXCR4

CXCR4 is the receptor for CXCL12 and is expressed consti-
tutively on the surface of CD4 T cells. After direct activation
of cells with anti-CD3/CD28/CD2 coated beads, the expres-
sion of CXCR4 was maintained through the culture time
(I/1, of 0.90, 1.02, and 0.93 after 2, 5, and 8 days of TCR
activation) (Fig. 5). As observed for CD3, CD4, CD45RO,
and CCRS5, the expression of resting memory CD4 T mark-
ers decreased throughout the culture time in the presence
of IL-15 alone. CXCR4 decreased similarly in this condi-
tion. However, both CMs increased the expression of this
marker (I/I, of 1.10 and 1.32 for TLR4-CM and TCR-CM
plus 1 ng/ml of IL-15, after 2 days of culture) compared
with IL-15 alone (I/I, of 1.01 with 1 ng/ml of IL-15 after

2 days of culture). The TCR-CM promoted the expression
of CXCR4 significantly through the culture time, being the
greatest effect observed in the presence of 1 ng/ml of IL-15
at day 2 (I/I, of 1.32). After two days, the expression of this
receptor decreased, although it remained significantly higher
(I/1, of 0.72 after 8 days of culture) than that of cells cultured
with IL-15 alone (I/1, of 0.53 after 8 days of culture). For the
TLR4-CM, a significant effect was observed at day 2 only
in the presence of 10 ng/ml of IL-15 (I/1, of 1.08) compared
with IL-15 alone (I/1, of 0.87). Like the effect observed with
the TCR-CM, CXCR4 expression induced by the TLR4-CM
decreased at day 8 but remained significantly higher than the
expression induced by IL-15 alone (I/I, of 0.78 and 0.73 for
TLR4-CM plus 1 and 10 ng/ml of IL-15, respectively, and
0.53 and 0.52 for 1 and 10 ng/ml of IL-15 alone after 8 days
of culture) (Fig. 5B).

CD25 expression is detectable after exposure
to soluble factors from TCR-stimulation

T cell activation through the TCR induces the expression
of well-characterized markers such as CD25 [42]. This
molecule is the high affinity alpha subunit of the IL-2
receptor. The direct activation of memory CD4 T cells
through the TCR induced a strong expression of CD25 in
our culture conditions (86.77% of CD25" T cells and I/, of
28.26 after 5 days of TCR activation) (Fig. 6C and E).

CM:s increased the percentage of CD25" memory CD4 T
cells, although their effect was moderate compared with the
levels induced by direct activation through the TCR (3.54%
and 4.59% of CD25* memory CD4 T cells for TLR4-CM
and TCR-CM plus 10 ng/ml of IL-15, respectively, after
2 days of culture) (Fig. 6B and C). The increase of CD25
induced by the TCR-CM was significant at day 2 of incuba-
tion in the presence of 1 or 10 ng/ml of IL-15 (4.06% and
4.59%, respectively), respective to cells culture with IL-15
alone (1.78% and 2.58% for 1 and 10 ng/ml, respectively).

Expression of the activation and proliferation mark-
ers CD54 and Ki67 were well expressed by cells activated
directly through the TCR (86.6% and I/1, of 18.7 for CD54,
and 62.1% and /I, of 18.6 for Ki67 after 5 days of TCR
activation), but not in the presence of CMs at the same
culture conditions in parallel experiments (Supplementary
information).

Discussion

The immune response to protein antigens or PAMPs pro-
duces the release of soluble factors supporting the activa-
tion and proliferation of antigen-specific lymphocytes; such
factors also reach non-antigen specific resting cells and
may have a role in their homeostasis, partial activation, or
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«Fig.6 The percentage of CD25" memory CD4 T cells increase in
the presence of the TCR-CM. Resting memory CD4 T cells were cul-
tured in AIM V medium containing 5% of hAB serum, adding 1 or
10 ng/ml of IL-15 and in the absence or presence of TLR4-CM or
TCR-CM, as indicated, during 2, 5, or 8 days. CMs from PBMC stim-
ulated with LPS (TLR4-CM) or anti-CD3/CD28/CD2 coated beads
(TCR-CM) were added at day of seeding. (A) Representative plots of
the FSC vs CD25 of viable cells at different culture conditions. (B)
The percentage of CD25% memory CD4 T cells increased with the
TCR-CM at day 2. (D) The mean fluoresce intensity of CD25 tended
to increase with the TCR-CM at day 2. (C) Percentage and (E) mean
fluorescence intensity of CD25 in cells activated through the TCR
(with anti-CD3/CD28/CD2 coated beads) in control experiments. The
fold change of expression was normalized respective to the expres-
sion at day 2 of culture with medium alone (I/1,). Each dot represents
one donor. Error bars represent SEM. “p <0.05

induction of effector functions (for a review see [28, 43]. It
can be assumed that the type and extension of this bystander
stimulation are variable, depending on the type and amount
of the soluble factors released from activated cells. Here, we
analyzed the effect of soluble factors derived from activated
cells on resting memory CD4 T cells in vitro. Analysis has
been performed under conditions minimizing confound-
ing effects, such as the presence of FBS, large quantities
of cytokines, and the presence of vesicles and debris from
activated cells (Fig. 2). Human resting memory CD4 T cells
were cultured in a fetal serum-free medium containing IL-15
and 5% of human adult serum. These conditions allowed
the activation by anti-CD3/CD28/CD2 antibodies, as deter-
mined by the high expression of the activation (CD25 and
CD54) and proliferation (Ki67) markers, as well as the
expression of the chemokine receptors CCR5 and CXCR4;
so, culture conditions were suitable for activation. In par-
allel, purified resting, non-activated, memory CD4 T cells
were exposed to conditioned medium (CM) collected from
cultures of PBMC activated through TLR4 or the TCR. The
concentrations of cytokines, except IL-6, were mostly in the
range of picograms, whereas some chemokines were pro-
duced in nanogram concentrations (CCL4 (MIP-1p), CXCL8
(IL-8), CCL2 (MCP-1), and CXCL12 (SDF-1a)).

In contrast with some reports in the literature using
particular cytokines to stimulate resting T cells, we
did not observe a relevant induction of activation or
proliferation markers upon exposure to the supernatants
(Fig. 6 and Supplementary information). This may
be related to lower concentrations of cytokines and
chemokines produced by activated cells compared to the
concentration of cytokines added in other studies. The
previous observation that resting cells are responsive
to high concentrations of cytokines by proliferating
and expressing activation phenotypes shows that cells
have indeed the capacity to be activated in an antigen
non-specific manner. However, the significance of this
capacity for the cell function may be hard to assess due

to the difficulty to reach high concentration of cytokines
in vivo. Our results indicate that the concentrations of
cytokines or chemokines produced by other activated
cells do not activate resting memory T cells. Instead,
these factors can stabilize (CD3, CD4, CD45R0O, and
CCRS5) (Figs. 3 and 4) or increase (CXCR4) (Fig. 5) the
expression of receptors relevant for the immune response
in memory CD4 T cells. Thus, cytokines and chemokines
produced by activated cells contribute to the stability of
the resting phenotype in vitro. In addition, the increase of
the CXCR4 expression suggests that soluble factors from
activated cells may promote the migration capability of
resting memory T cells. The profile of CXCR4 expression
in histograms do not indicate a marked heterogeneity upon
exposure to the TCR and TLR4 supernatants (Fig. 5),
suggesting that the expression of CXCR4 increases in all
the cell subtypes (central and effector memory); however,
a more extensive characterization of the cell phenotype is
necessary to determine its role in cell function.

It was shown that the presence of soluble factors from
TLR4-stimulated cells do not affect cell viability in the
presence of IL-15 (Fig. 1A). Consistently, the TLR4-CM
allowed the stability of phenotypic markers (such as CD4
and CCRS) during 8 days of culture, and the expression of
CD3 and CD45RO was increased at day 2 of culture and
was maintained up to 8 days (Figs. 3 and 4). In contrast,
the TCR-CM decreased cell viability, even in the presence
of IL-15, and was unable to maintain the CD4 and CD3
expression, although it supported stable levels of CD45RO
and CCRS. Notably, even when CXCR4 is expressed con-
stitutively by memory CD4 T cells, both TLR4-CM and
TCR-CM increased the expression of this molecule at day
2 (although it decreased later, its expression was still higher
than in the presence of IL-15 alone). CXCR4 and its ligand
CXCL12 (SDF-1) are involved in many functions like regu-
lation of mature lymphocyte trafficking within secondary
lymphoid tissue and retention of cells in the bone marrow
for self-renewal, thus controlling distribution of myeloid
and lymphoid lineages by regulating homing to and egress
from bone marrow ([44] and references therein; for a review
see [45]). In addition, it has been described that CXCL12-
CXCR4 interaction favors survival and priming of T cells
[46]. CXCR4 is downregulated by activation through the
TCR, polyclonal stimulation, CXCL12 interaction, and IFN-
v, whereas IL-2, IL-4, IL-7, and IL-15 upregulate its expres-
sion. Thus, cytokines and chemokines produced by activated
cells may favor the stability of the cell phenotype in resting
cells and increase their migration capability and survival
through CXCR4 expression. Under inflammatory patholo-
gies, like human immunodeficiency virus (HIV) infection, an
increase of the expression of CXCR4 may be relevant, since
immune activation correlates with and predicts the appear-
ance of CXCR4-tropic strains and disease progression [47].

@ Springer



Immunologic Research

The possibility that residual LPS could promote the
expression of CD3 and CD4 on resting cells can be discarded
since vast information from the literature has reported the
lack of functional TLR4 on human resting memory CD4
T cells from healthy donors. Functional TLR4 on CD4 T
cells has been reported only in TCR-activated, Treg effector
cells, during inflammatory diseases [48—53]. The possible
participation of Treg in our experiments was discarded since
CD25 +cells were not detected in recently purified cells
(Fig. 6B), while it was expressed upon activation through
the TCR in control experiments (Fig. 6D). Caron et al., 2005
proposed that LPS do not affect human CD4 T cells probably
due to (1) the absence of accessory molecules on T cells
(such as CD14) that belongs to the LPS-receptor complex,
(2) the intracellular localization of the TLR proteins, which
can be modified for expression on the cell membrane upon
activation or, (3) the absence of TLR proteins in the cell
[49]. So, current evidence and our own observations (lack
of Ki67 expression upon exposure to supernatants) did not
support a direct effect of LPS on resting T CD4 + memory
cells from healthy individuals. Thorough absorption of LPS
from supernatants was performed to remove high concentra-
tions of this agent.

In this work, activation through the TCR was carried
out in control experiments using anti-CD2 antibodies in
addition to anti-CD3 and anti-CD28 antibodies. CD2 is
a costimulatory receptor expressed mainly in T and NK
cells that bind to LFA-3, a cell surface protein expressed
on APCs at the immunological synapse. CD2 influences
the rearrangement of the actin cytoskeleton, cell signaling,
and T cell survival (for a review [54]). Thus, participation
of CD2 in activation through the TCR is important for
optimal activation. The use of anti-CD2 antibodies may
explain differences in the concentration of the soluble fac-
tors in our supernatants compared to the activation with
only anti-CD3 and anti-CD28 antibodies [55].

The identity of the factors responsible for the observed
effects was not determined. Our results may reflect the
combined effect and relative concentrations of diverse
components. PBMC were activated for 24 h for obtaining
the TLR4-CM and 3 days for TCR-CM. These activation
times were chosen based on what is commonly described
in the literature [38, 55, 56]. However, other activation
times can be explored.

Our results agree with the view that a proinflammatory
milieu mediated by TLR4 contributes to the homeostatic
maintenance of bystander resting memory T cells [22-25],
but not necessarily activates them in the absence of their
cognate antigen. On the other hand, our observations that
soluble factors released by cells activated through the
TCR induce a decreased survival of bystander resting
cells and an increase of CXCR4 expression agree with the
view of the generation of “immunological space” for the

@ Springer

proliferation of antigen-specific T cells [27, 31, 57] and
probably induce the returning of bystander cells to their
niches for homeostatic renewal [44, 44].

It has been proposed that bystander activation of rest-
ing T cells is induced during an immune response [28,
43], and that it induces expression of activation markers
and proliferation of human resting CD4 T cells in vitro
[25, 27, 33-37]. These effects have been observed
mainly in the presence of FBS and high concentrations
of cytokines, which may overstimulate cells, complicat-
ing the interpretation of the observed changes. Instead
of particular cytokines or chemokines, our culture con-
ditions may represent more closely the combinations
and concentrations of soluble factors released during an
immune response.

In summary, our findings show that the long-term
culture of human memory CD4 T cells in the absence of
fetal bovine serum, combined with low concentrations
of IL-15, is a suitable model for the study of activated
cells. Conditioned medium from TCR and TLR4-activated
PBMC stabilized the resting phenotype of memory cells,
as determined by the expression of CD3, CD4, CD45RO,
and CCRS. In addition, conditioned medium, mainly that
from TCR-stimulated PBMC, promotes an increase of
CXCR4 expression. Soluble factors produced by activated
cells do not activate resting memory cells, as determined
by the low or null induction of the expression of CD25,
CD54, and the proliferation marker Ki67. Thus, the long-
term analysis of resting memory T CD4 + cells supports
the proposal that soluble factors produced by cells during
an immune response to viruses or bacteria may play a
role as paracrine bystander stimulators, stabilizing the
phenotype of resting cells while changing their migration
capabilities. According to our observations, we propose
that the term “bystander stimulation” is appropriate for
the observed effects.
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