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INTRODUCCION: IMPORTANCIA DE LA RESPUESTA CELULART CD8
CONTRA ELVIRUS DE LA HEPATITIS B
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LINFOCITOS T CD8 VHB-ESPECIFICOS

El virus de la hepatitis B es un virus
hepatotropo y no citopatico

Las células T CD8 controlan la
infeccion del VHB en los pacientes que
resuelven la infeccion aguda, sin
embargo la enfermedad puede hacerse
croénica si la respuesta es insuficiente.

La hepatits crénica acaba degenerando
en cirrosis hepatica y
hepatocarcinoma.

06/04/2021 2



INTRODUCCION:AGOTAMIENTO CELULAR

H - s VI Congreso
,N’ Senalizacion
aizo— 30 abril Celular

Partial Exhaustion Il Full exhaustion

Timg-3

Functional T cell Partial Exhaustion |

im-3

Proliferative PD-I

Death/Delection

potential D P
> CTLA-4
. ([ .
® ® TIGIT
- . '
) 2 e “' o040 e Lag-3 KLRGI Apoptosis
nosie % So%e  ® N & IFN-
() OA TNF -y Y
TNF-a ‘ o4 IFN-y “0.3 o4 Granzime B
Granzime B GranZ|.me B Perforine
. Perforine
Perforine
— Antigen load

Time of infection

JULIA.PENA@EDU.UAH.ES

Durante la infeccidn cronica
por el VHB, la persistente
antigenemia afecta a la
capacidad efectora y de
proliferacion de los linfocitos
T CD8-VHB especificos, que
sufren un proceso de
agotamiento progresivo. Con
el tiempo, la cantidad de
moléculas co-estimuladoras
negativas que expresan va
aumentando, y se producen
cambios epigenéticos que
impiden la recuperacion de
éstas células en sus estadios
finales. Finalmente son
deleccionadas y acaban
muriendo por apotosis.

06/04/2021 3



H L : VI Congreso
QM Senalizaciéon
aizo— 30 abril Celular

INTRODUCCION:AGOTAMIENTO CELULARY TRATAMIENTOS

Podemos revertir el agotamiento celular en algunos pacientes crdnicos gracias al tratamiento antiviral, que consigue evitar la
presion de antigenos como el antigeno HBs (AgHBs) sobre el sistema inmune al parar la replicacion viral.

Esto no es suficiente en todos los pacientes y por eso es necesario el estudio de otros tratamientos que bloqueen vias de co-
estimulacién negativa como la via PD-1 o la estimulacidn de vias positivas con agonistas como 4-1BBL o citoquinas.

= TRATAMIENTO ANTIVIRAL
2
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= (+)CITOQUINAS
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HIPOTESIS: ;PUEDE LA IL-15 SER UN BUEN TRATAMIENTO
INMUNOMODULADOR?

Entre los posibles tratamientos para revigorizar a los linfocitos T CD8, pensamos que la IL-15 podria ser un buen candidato ya
que permite activar vias de supervivencia como Bcl-2, evitando su apoptosis. Ademas de ser una citoquina que promueve la
memoria inmunoldgica y que podria tener un papel importante en el metabolismo mitocondrial.

= BLOQUEO PD-I
= CITOQUINAS:IL-15
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HIPOTESIS: POSIBLE EFECTO DE LA IL-15 EN LA DIFERENCIACION A

CELULAS PROGENITORAS
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Las células progenitoras
activadas antigeno (Ag)-
especificas se definen por la
expresion del factor de
transcripcion TCFl+ y son las
encargadas de generar la
progenie (P) efectora (TCFI-).

La IL-15 podria tener un papel
en la diferenciacion,
estimulando la proliferacion de
células de memoria
progenitoras, con capacidad de
autorenovarse y a su vez dar
una progenie efectora.
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HIPOTESIS: POSIBLE EFECTO DE LA IL-15 EN LA REPROGRAMACION
MITOCONDRIAL
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Recovered T cell

Buck et al. Cell 2016;166: 6376

La reprogramacion
mitocondrial hacia
un metabolismo
menos glicolitico y
en el que haya
mayor oxidacion
de acidos grasos
(FAO) y mayor
fosforilacion
oxidativa
(OXPHOS) podria
mejorar las
capacidades
efectoras de las
células agotadas.
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Buck et al. Cell 2016;166: 63-76
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Alizadeh D, et al. Cancer Immunol Res 2019;7:759-72

[I-15 promueve la
activacion de
células T de
memoria durante
la infeccion,
promoviendo su
proliferacion.
Ademas, ésta
proliferacion de
células de
memoria se
relaciono con un
metabolismo mas
catabolico y mejor
respiracion celular.
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A. Ex vivo

|.Aislamiento de células
mononucleares de sangre
periférica

Plasma

PBMCs

Erythrocytes

2.Selecion de E

6 pacientes HLA A2+

3. Marcaje de células especificas con

pentameros

| HBV core-specific CD3+/CD8+ T cell

TCR recognition of HLA-A2/HBV
core complex

Pentameric
complex

HLA-A2/HBV
core epitope

Other specificity CD3+/CD8+ T cell

TCR that does not recognizes the

specific peptide TCR

cD3
Magnetic labeling

PE-conjugated  Anti-PE
epitope/A2 Microbea

cD8 Pentamers -
(@) -
O HBV core-specific
CDB T eell

B. Estimulacion in-vitro antigeno especifica durante 20 dias

|. Tratamientos con IL-2 o IL-15
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4. Concentracion mediante bolas magnéticas

Magnetic separation

lumn filled of

[
metallic beads
d
magnet

[

© _ | e colls doas
DO not attach 1o
@ J the calumn

2. Marcaje de células especificas, anticuerpos de membrana,

tincion intracelular de citoquinas, tincion intranuclear de
factores de transcripcion, marcaje citoplasmatico de proteinas
relacionadas con el metabolismo mitocondrial

5.Visualizacion mediante
Citometria de flujo

10

Elution of the labeled cells

—E
10°
)"iq

[ ]
Pentamer

3. DIA 7:Analisis de Fenotipos y estado
mitocondrial

4.DIAS 6,7,12,15,20: Analisis
longitudinal de células progenitoras y
progenie
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CD8+VHB ESPECIFICAS PROGENITORAS

After specific in-vitro challenge
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QP: Quiescent progenitor

PMP: Postmitotic progeny
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MATERIALY METODOS: ESTRATEGIA DE VISUALIZACION DE CELULAST

Celular
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AP: Activated progenitor

PP: Proliferative progeny
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RESULTADOS:VISUALIZACION DE CELULAS PROGENITORAS
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Day 7

Para detectar las
células progenitoras,
realizamos una cinética
de visualizacion en
distintos dias y
observamos que las
células aumentaban su
tamano e iban
perdiendo TCFI segun
proliferaban. De
manera que el pool
progenitor se
observaba mejor en
los primeros 3 dias y
luego daban paso a
progenies mas
efectoras TCF-1-,
mucho mas abundantes
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RESULTADOS: PROLIFERACION DEL POOL PROGENITORY EL POOL

PROGENIE
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RESULTADOS: EFECTO DE LA IL-15 SOBRE EL METABOLISMO
MITOCONDRIAL
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RESULTADOS: EFECTO DE IL-15 SOBRE LAS CAPACIDADES
EFECTORAS
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RESULTADOS : EFECTO SINERGICO DE aPD-LI+ IL-15
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Activated progenitor — Effector progeny pool = Las céulas progenitoras TCF-1+ dan lugar a la progenie TCF-1-y
poc! FSC somos capaces de detectar los distintos pools de células T
[ Tcrl CD8+ VHB-especificas
emPGE |« CPTIaGlutiP-Sérp  Proliferation CDIO0Tay-IFN % v-IFNITNF-e w |L-15 es capaz de restaurar el metabolismo mitocondrial de
2 ) las células T CD8-VHB especificas progenitoras
IL-15—> gD ++ ++ o+ ++ ++ ++ ++ +

= |I-15 restaura ademas la funcion efectora de las células T CD8-
VHB especificas que seran capaces de proliferar mas y producir
mayor cantidad de citoquinas (IFNg, TNFa,,CD107a)

{ \ @ = El tratamiento combinado de IL-15 + aPD-L| tiene un efecto

sinérgico y podria utilizarse como estrategia de tratamiento in
vitro para revigorizar las células T CD8-VHB especificas para su
posterior trasnsferencia adoptiva a los pacientes con hepatitis
Proliferative _Post-mitotic cronica por virus B.
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