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Resumen del proyecto

Las células T helper 17 (Th17) son células T CD4 con funciones importantes en respuestas contra bacterias y
hongos extracelulares en barreras mucosas. Las células Th17 juegan un rol clave en diferentes patologias,
siendo ampliamente estudiadas en enfermedades autoinmunes. Sin embargo, el rol de estas células en el
cancer aun es controvertido, reportdndose tanto efectos anti-tumorales como pro-tumorales. Esta
controversia puede explicarse por una caracteristica remarcable de las células Th17, su gran plasticidad.
Las células Th17 pueden tener propiedades reguladoras o inflamatorias dependiendo del ambiente de
citoquinas en el que se diferenciaron. Las bases moleculares que determinan la funcién reguladora o
efectora de las Th17 son adn muy mal comprendidas.

En el presente proyecto estudiamos un nuevo regulador intrinseco de las células Th17. Este nuevo
regulador es TMEM176B, un canal idnico con capacidades inmunorreguladoras. Nuestro grupo tiene amplia
experiencia en el estudio de TMEM176B a nivel de las células dendriticas. Sin embargo, el rol que cumple en
las células Th17 no habia sido abordado hasta el momento.

Resultados preliminares mostraban que TMEM176B determina la diferenciacion hacia el fenotipo regulador.
Por lo tanto, nos propusimos caracterizar a TMEM176B como conductor de dicho fenotipo. Estudiamos los
mecanismos por los cuales TMEM176B determina el fenotipo regulador, asi como su relevancia en células
humanas in vitro y en modelos murinos de cdncer in vivo.

La inhibicién de Tmem176b resulté en células Th17 con un fenotipo mas efector, con aumento en produccién
de IFNg, aumento en la fosforilacion de AKT y de la glicélisis, y disminucién de las capacidades
regulatorias.

En humanos, encontramos que la expresion de Tmem176b en células Th17 en tumores de pacientes con
cdncer colorrectal se asociaba a un peor prondstico.

Por lo tanto, aportamos un nuevo blanco para la modulacién farmacolégica de las células Th17, pudiendo
tener aplicabilidad en cdncer.

Ciencias Médicas y de la Salud / Medicina Basica / Inmunologia / Inmunologia celular
Palabras clave: TMEM176B / Células Th17 / /

Antecedentes, problema de investigacidn, objetivos y justificacién.

Las células T CD4+ colaboradoras son actores claves en la respuesta inmune adaptativa. Luego del
reconocimiento de su antigeno especifico presentado por una célula presentadora profesional, estas células
se diferencian, dependiendo del ambiente de citoquinas, a diferentes subpoblaciones. Una de estas
subpoblaciones son las células T helper 17 (Th17). Las células Th17 ejercen funciones inmunes criticas contra
bacterias y hongos extracelulares en barreras mucosas (1), y tienen un rol patogénico determinante en
diversas enfermedades autoinmunes (2). En cdncer, el rol de las células Th17 es alun controvertido. Han sido
reportados estudios que muestran un efecto anti-tumoral de las células Th17, asi como otros que muestran
su participacion en la progresion tumoral.

Los efectos opuestos que las células Th17 parecen tener en el cancer pueden explicarse por la gran
heterogeneidad y/o plasticidad de estas células. A diferencia de las células Th1y Th2, que son
relativamente estables, las células Th17 presentan una gran plasticidad (3). Inicialmente, la diferenciacion
Th17 se vinculé a la accién conjunta de IL-6 y TGF-beta sobre linfocitos cooperadores virgenes (4-7).
Ademds, a la IL-23 se le atribuy6 un papel estabilizador del fenotipo al tiempo que promueve la
proliferacion de los clones Th17 diferenciados (4—7). Aflos mds tarde fue demostrado que las Th17 pueden
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diferenciarse en ausencia de TGF-beta (8). La combinacion de IL-1beta con IL-6 e IL-23 condujo a la
generacion de células Th17 con fuerte potencial efector o patogénico (8). Ademds, desde etapas precoces se
reconocié que los linfocitos Th17 tienen aspectos ontogénicos y funcionales muy cercanos a las células T
reguladoras (Treg)(6). De esta manera, hoy sabemos que las células Th17 pueden tener propiedades
reguladoras o efectoras dependiendo del microambiente citoquinico en el que se diferencian. Estos
fenotipos contrarios pueden explicar por qué las células Th17 tienen potentes propiedades anti-tumorales
en algunos disenos experimentales, mientras que en otros promueven el crecimiento tumoral. Sin embargo,
las bases moleculares de como, cudando y por qué las células Th17 se diferencian hacia poblaciones
efectoras o reguladoras son todavia muy mal comprendidas (9).

Estos dos fenotipos de células Th17 se diferencian ademds en sus vias metabdlicas. En los ultimos anos el
estudio del metabolismo en células del sistema inmune, ha cobrado gran relevancia. De hecho, ha surgido el
concepto de que las funciones inmunoldgicas se asocian fuertemente a programas metabdlicos que aportan
los niveles de energia y metabolitos necesarios en cada caso (10). Dicho de otra manera, hoy conocemos que
nutrientes y metabolitos son reguladores importantes de la funcién de células inmunes. Asi, la inmunidad
adaptativa es orquestada por una intercomunicacién dindmica y bidireccional entre sefales inmunoldgicas
y el metabolismo celular (10). Un estudio reciente mostré que las células Th17 generadas in vitro en
presencia de IL-6, IL-1beta e IL-23 presentan un perfil metabédlico diferente a las células generadas en
presencia de TGF-beta e IL-6 (11). Las células Th17 efectoras o “patogénicas” presentan una mayor
expresion de genes asociados a la via de la glicdlisis, y la capacidad glicolitica basal y mdxima es mucho
mayor al de las células Th17 reguladoras o “no patogénicas”(11). Estas células presentan aumentada la via
de AKT/mTOR, la biosintesis de colesterol y el metabolismo de aminodcidos, mientras que las células Th17
“no patogénicas” presentaban una mayor sintesis de dcidos grasos (11). Con algunas diferencias, lo mismo se
observa en células Th17 generadas in vivo (12).

A pesar del conocimiento generado en relacion al fenotipo, metabolismo y funcionalidad, todavia no se
comprende cédmo se regula a nivel molecular la decisién de diferenciar la célula Th17 hacia la subpoblacion
efectora o reguladora in vitro e in vivo. Entender co6mo modular ese aspecto es de gran relevancia para
diversas patologias. Mientras en el cdncer favorecer la diferenciacion a células Th17 “patogénicas” seria
beneficioso, en enfermedades autoinmunes (como la esclerosis multiple, artritis reumatoidea, enfermedad
inflamatoria intestinal, entre otras) la diferenciacion hacia “no patogénicas” seria lo buscado. En el presente
proyecto propusimos el estudio de un posible nuevo regulador intrinseco de las células Th17, el cual puede
constituir un blanco molecular para modular dichas células. Este nuevo regulador es TMEM176B, proteina
inmunoreguladora cuya funcion fue descripta por primera vez por nuestro equipo (13).

TMEM176B es una proteina intracelular transmembrana que pertenece a la familia de proteinas MS4A (14).
Se encuentra expresada de forma ubicua y estd localizada en la membrana endofagosomal y en la red
trans-Golgi (13, 15). A nivel la expresion en subtipos de células del sistema inmune, TMEM176B presenta una
alta expresion en células dendriticas derivadas de la médula 6sea y en células dendriticas convencionales
(15). La expresion de TMEM176B ha sido asociada al estado inmaduro de los monocitos y células dendriticas,
disminuyendo su expresion notoriamente luego de la estimulacién inflamatoria (16). Recientemente, ha sido
reportado que células dendriticas convencionales tipo 2 (cDC2) provenientes de ratones (17) y humanas (18)
expresan TMEM176B. Nuestro grupo fue el primero en mostrar la funcién de TMEM176B. Se demostré que
TMEM176B es un canal/transportador idnico (19). En DCs, TMEM176B regula el pasaje fagosomal de cationes
monovalentes lo que impacta directamente en la actividad V-ATPasa y de esa manera en el pH fagosomal
(13).

Mi trabajo de doctorado contribuyé a la publicacién de un articulo en el que mostramos el rol de TMEM176B
a nivel del sistema inmune en el cdncer (19). En ese trabajo mostramos que TMEM176B inhibe al inflamasoma
NLRP3 al controlar al calcio citosélico. Su deficiencia resulta en una mayor respuesta inmune anti-tumoral,
y una mayor eficacia de los bloqueadores de puntos de control (anti-PD1y anti-CTLA4), de manera
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dependiente del inflamasoma (19). En dicho trabajo mostramos también que la deficiencia de TMEM176B se
asocia con un aumento en frecuencia de células Th17, y que a su vez la IL17 seria necesaria para la
respuesta anti-tumoral generada en ratones Tmem176b-/- (19). Luego hemos trabajado en caracterizar
cémo la modulacién farmacoldgica y la delecion genética de TMEM176B en DCs modulan respuestas Th17
anti-tumorales. Habiamos mostrado entonces que en los ratones deficientes en Tmem176b habia una mayor
activacion del inflamasoma en células dendriticas convencionales tipo 2 (cDC2), y una mayor frecuencia de
linfocitos Th17 en el ganglio que drena el tumor de estos ratones comparados con los WT. Dado que las
células cDC2 estdn especializadas en la diferenciacién de los linfocitos TCD4 hacia las subpoblaciones Th2
y Th17 (20), evaluamos si la deficiencia de TMEM176B en las cDC2 estaba influenciando la diferenciacion
hacia Th17.

Mediante separacién celular por citometria de flujo de cDC2 de ganglios que drenan el tumor, mostramos
gue las cDC2 provenientes de ratones deficientes de TMEM176B o tratados con BayK8644 inducian una
mayor diferenciacidn de linfocitos TCD4 OT2 hacia células Th17 que las cDC2 de ratones WT o tratados con
vehiculo, respectivamente. A su vez, esto fue dependiente del inflamasoma ya que el aumento en la
diferenciacién hacia células Th17 se pierde en ratones deficientes en TMEM176B y Caspasa 1.
Recientemente se reporté la expresidn de TMEM176B en células ROR-gamma-t positivas como son las
células Th17, células linfoides innatas tipo 3 y células dendriticas convencionales tipo 2 ROR-gamma-t+ (15,
21). Sorprendentemente, Tmem176b forma parte del selecto grupo de 11 genes cuya expresién depende
directamente de ROR-gamma-t (22). Si bien el rol de TMEM176B en células dendriticas ha sido bien
explorado, su rol en las células Th17 no ha sido abordado.

Por lo tanto, nuestros resultados previos sugerian que la expresiéon de TMEM176B en células dendriticas es
capaz de modular el balance regulador/efector de las Th17. Sin embargo, debido a que TMEM176B también
estd expresado en las propias células Th17, el objetivo del presente proyecto fue estudiar cudl es el papel
qgue juega este canal idnico en las células Th17. Nuestros resultados preliminares sugerian que TMEM176B
dirige el fenotipo regulador en las Th17. En ese contexto, nos propusimos caracterizar a TMEM176B como
conductor del fenotipo regulador estudiando los mecanismos por los cuales TMEM176B conduce al fenotipo
regulador, asi como su relevancia en modelos preclinicos de cdncer y en células humanas.

Para abordar este objetivo general nos propusimos evaluar el rol de TMEM176B en la activacién del
inflamasoma, en la via de senalizacion Akt/mTOR y en el inmunometabolismo de las células Th17. También
fue nuestro objetivo evaluar la relevancia bioldgica de las células Th17 deficientes en TMEM176B en un
modelo de cdncer murino asi como en humanos.

Metodologia/Disefio del estudio

En el presente proyecto se planteé el estudio del rol intrinseco de Tmem176b en las células Th17.

Para abordar este objetivo primeramente evaluamos el rol de TMEM176B en la activacién del inflamasoma
en células Th17. Para esto diferenciamos células Th17 a partir de linfocitos T CD4+ naive purificados de
esplenocitos de ratones Tmem176b-/- o WT. La purificacion se realizé mediante separaciéon magnética por
seleccion negativa (Miltenyi Biotech.). La diferenciacidn de las células T CD4+ naive a Th17 se logré
cultivando a las células durante 6 dias en presencia de TGF-beta (2,5 ng/mL), IL6 (30 ng/mL) y anti-
IFNgamma (10 ug/mL). Al dia 3 del cultivo se cambié el medio manteniendo la concentracién de las
citoquinas y anticuerpos antes mencionados y agregando IL2 (5 ng/mL).

Una vez diferenciadas las células Th17 se estimularon durante 4 horas con ATP (5 mM) y se evalué la
activacion de Caspasa 8 y Caspasa 1 por citometria de flujo. Alternativamente, se diferenciaron células Th17
WT en presencia de diferentes concentraciones de BayK8644 (inhibidor farmacoldgico de TMEM176B) y
luego de diferenciadas se estimularon durante 4 horas con ATP (5 mM) y se evalué la activacién de Caspasa
8 por citometria de flujo.
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Paralelamente también se evalué la fosforilacion de AKT en condiciones basales por Western Blot. Para
esto al menos 2 millones de células Th17 WT o Tmem176b-/- se lisaron y se sembraron 30 ug de proteinas en
geles de poliacrilamida. Se transfirio a membrana de nitrocelulosa y se incubd con anticuerpos anti-
phospho AKT (Ser473) o anti-AKT (pan). Se incubd con anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa y se
revelo con sustrato ECL (SuperSignal West Pico PLUS).

También se evalud el perfil metabdlico de las células Th17 WT y Tmem176b-/-. Para esto se diferenciaron
células Th17 WT y Tmem176b-/-y, en colaboracién con el Dr. Carlos Escande, realizamos pruebas de estrés
mitocondrial (Mito Stress Test) y de glicdlisis (Glicolysis Stress Test) en el equipo Seahorse Analyzer.

Se evalud la produccion de IFNg por células Th17 Tmem176b-/- con la via de la glicolisis inhibida mediante
2-deoxiglucosa y la via de la fosforilacion oxidativa inhibida con oligomicina. Para esto células Th17
Tmem?176b-/- diferenciadas in vitro se estimularon con PMA (50ng/mL), ionomicina (lug/mL) y Brefeldina A
en presencia o no de 2-deoxiglucosa (5 mM) u oligomicina (1 uM) durante 5h. Luego de este tiempo se
marcaron las células para evaluar la produccion de IFNg por citometria de flujo.

Dentro de los objetivos planteados en este proyecto se encontraba la evaluaciéon de la funcionalidad de las
células Th17 Tmem176b-/-. Para abordar este objetivo, primeramente, se evalud la capacidad de estas
células de inhibir la proliferacién de células T CD8. Para esto se generaron células Th17 reguladoras WTy
Tmem176b-/-y se co-cultivaron con esplenocitos de ratones OT1 junto con péptido OVA-I. Luego de 3 dias se
analizé la proliferacion de los linfocitos T CD8 evidenciada por la dilucion de la marcacién de CellTrace Far
Red por citometria de flujo. También se evalué la funcionalidad de estas células in vivo. Para esto, se
generaron células Th17 a partir de esplenocitos de ratones 0T2 u OT2 Tmem176b-/- en presencia del
cocktail de citoquinas especificado mds arriba y Tug/mL de péptido OVA (323-339). Luego de 6 dias
diferenciacién se administraron via intravenosa 6 millones de Th17 WT o Tmem176b-/- a ratones B6 que
previamente se les habian inoculado células tumorales EG7.0VA y estaban siendo tratados con anti-PD1. Se
siguio el crecimiento tumoral y la sobrevida de estos ratones.

El ultimo objetivo de este proyecto era estudiar el rol de TMEM176B en células Th17 humanas. Para esto se
purificaron células T CD4+ naive de células mononucleares de sangre periférica a partir de conos de
leucorreduccidn obtenidos en aféresis de donantes de plaquetas. Estas células se diferenciaron a células
Th17 por estimulacién con perlas anti-CD3/anti-CD28 (1 perla cada 2 células), TGF-beta (1 ng/mL), IL-6 (20
ng/mL) e IL23 (100 ng/mL). Al dia 3 de cultivo se retiran las perlas y se agrega IL2 (10 ng/mL). TMEM176B se
inhibié durante la diferenciacidn utilizando BayK8644 (5-10 uM). Al quinto dia de diferenciacion se evalué
por citometria de flujo el fenotipo de las células y la produccion de IFNg.

Elrol de TMEM176B en las células Th17 humanas también se estudié a través del andlisis bioinformdtico de
la correlacion de expresion de TMEM176B en Th17 con el prondstico de pacientes con cdncer de colon. Para
esto se utilizaron los datos de secuenciacion de ARN de célula Unica (scRNAseq) de Pelka et al. (23).

Los datos de Pelka et al. (23) estan disponibles publicamente, incluyendo los datos de expresion, sus
anotaciones de tipos y subtipos celulares, asi como los metadatos de los pacientes. La exploracidn y el
andlisis de los datos de expresion de célula Unica se realizaron usando Seurat (24). Partiendo de las
células anotadas como “T, NK e ILC3" (76.965 células), se filtraron los datos para retener solo las células Ty
visualizar los distintos clusters dentro de este grupo celular. Se identificé y anoto a las células Th17
manualmente usando los marcadores RORC e IL-17 junto con anotaciones de autores y para ellas se estudid
la expresion de TMEM176B. A su vez, esta expresidn se correlacion6 con los distintos grupos clinicos de
pacientes categorizados en Pelka et al (23). Los pacientes estdn originalmente clasificados segun la
condicién MMRd o MMRp, y segln si presentaron o no infiltracidn de células tumorales en los ganglios
drenantes (como ganglios positivos y negativos, respectivamente).

Resultados, andlisis y discusion
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Nuestra hipdtesis de trabajo es que TMEM176B controla funciones reguladoras de las células Th17,
pudiendo constituir un nuevo blanco sobre las células Th17 para potenciar sus funciones efectoras. En
cuanto al mecanismo involucrado hipotetizamos 3 vias no excluyentes. Por un lado, dado que hemos
mostrado que TMEM176B inhibe la activacién del inflamasoma NLRP3, y que se ha reportado la activacién
de NLRP3 en células Th17, hipotetizamos que TMEM176B inhibe funciones efectoras de las células Th17 a
través de la inhibicidn del inflamasoma. Por otro lado, en algunas lineas celulares tumorales TMEM176B
inhibe la fosforilacién de AKT. Qué es lo que sucede a nivel de las células Th17 no es conocido. Ha sido
reportado que la activacién de la via AKT/mTOR en células Th17 promueve la expresion de Thet e IFN-
gamma, induciendo un fenotipo efector. Por lo tanto, hipotetizamos que la modulacién de las funciones
reguladoras de las células Th17 por TMEM176B podria darse por regulacion de la via AKT/mTOR. Por ultimo,
dado que las vias metabdlicas determinan el fenotipo de las células Th17, nuestra hipdtesis es que
TMEM176B podria estar modulando, a través de la movilizacion de iones calcio y/o la fosforilacidon de AKT,
las vias metabdlicas y por lo tanto el fenotipo de las células Th17.

Comenzamos entonces evaluando si TMEM176B regula la activacidn del inflamasoma en células Th17. Para
esto generamos células Th17 WT y Tmem176b-/- con cocktail de citoquinas que induce Th17 reguladoras
(TGF-b e IL-6) y una vez diferenciadas se estimularon con ATP. Encontramos que las células Th17
Tmem176b-/- tienen una mayor activacion de la Caspasa 8 luego del estimulo con ATP que las células Th17
WT, pero no se observa aumento de Caspasa 1. A su vez, si las células Th17 WT se diferencian en presencia
de BayK8644, y luego se estimulan con ATP se da un aumento dosis dependiente del porcentaje de células
con caspasa 8 activa. En las condiciones evaluadas (4 y 8 horas de estimulo con ATP) no fue posible
detectar IL1b en el sobrenadante de cultivo. Por lo tanto, al igual que lo que ocurre en células dendriticas,
TMEM176B inhibe la activacidn del inflamasoma en las células Th17. A diferencia de lo que ocurre en las
células dendriticas, en donde la deficiencia de TMEM176B conduce a un aumento de la activacidn de la via
NLRP3-Caspasa-1, en las células Th17 esto ocurre a través de la via NLRP3-Caspasa-8.

Dado que ha sido reportado que en algunas lineas celulares tumorales TMEM176B afecta la fosforilacion de
AKT evaluamos la fosforilacidn basal de AKT en células Th17 WT y Tmem176b-/-. Encontramos aumentado el
ratio pAKT/AKT en las Th17 Tmem176b-/- en comparacion con las WT. Dado que las especies reactivas del
oxigeno (ROS) mitocondriales pueden influenciar la fosforilacién de AKT evaluamos la produccién de ROS
mitocondrial no encontrando diferencia entre células Th17 WT y Tmem176b-/-. Para evaluar si esta mayor
fosforilacion de AKT repercute, a través de la via AKT/mTOR, en la produccién de IFNg inhibimos mTOR con
rapamicina y no encontramos diferencias en la produccion de IFNg. Por lo tanto, al menos en nuestras
condiciones, la via mTOR no influye en la produccion de IFNg por las células Th17.

Posteriormente evaluamos el perfil metabodlico de las células Th17 WT vs Tmem176b-/-. Resultados de
scRNAseq de células Th17 WT y Tmem176b-/- diferenciadas con TGF-b, IL6 y anti-IFNg mostraron un
aumento en la glicélisis, en la fosforilacién oxidativa y en ciclo de Krebs en las células Tmem176b-/-
comparando con las WT. Estos resultados bioinformdticos fueron confirmados con experimentos de
Seahorse, en donde encontramos una mayor fosforilacién oxidativa y glicélisis en las células Th17
Tmem176b-/- comparado con las WT. La inhibicién de la glicélisis con 2 deoxiglucosa resulté en una
inhibicion de la produccion de IFNg por células Th17 Tmem176b-/-.

Como se explicitd anteriormente, en este proyecto también buscdbamos evaluar la funcionalidad de las
células Th17 Tmem176b-/-. Para esto, primeramente evaluamos in vitro la capacidad de las células Th17 WT
y Tmem176b-/- de inhibir la proliferacion de células T CD8. Encontramos que si bien las células Th17 WT
inhiben la proliferacién de las células T CD8 esto no ocurre con las Tmem176b-/-, siendo esto en parte
debido a la produccién de IFNg por estas células, ya que la neutralizacién del IFNg afecta la proliferacion
de las células T CD8 cuando se co-cultivan con Th17 Tmem176b-/-, pero no cuando se co-cultivan con Th17
WT. Para evaluar la funcionalidad de estas células in vivo realizamos una transferencia adoptiva de células
Th17 WT vs Tmem176b-/-. En un primer experimento se pudo ver que las células Th17 Tmem176b-/- lograban

6/10



prolongar la sobrevida de los ratones con cdncer tratados con anti-PD1 mientras que la transferencia de las
células Th17 WT no. Cuando repetimos estos experimentos no pudimos lograr la reproducibilidad. Indagando
en las causas de esta falta de reproducibilidad encontramos que los ratones con los que trabajamos (0T2 y
Tmem176b-/- 0T2) habian perdido la capacidad de reconocer fuertemente al péptido de OVA (323-339). Se
compraron ratones 0T2 nuevamente y se estd eliminando el gen Tmem176b mediante la técnica
CRISPR/Cas9. Una vez que se obtengan nuevamente estos ratones se repetird este experimento para
confirmar el rol anti-tumoral de las células Th17 Tmem176b-/-.

El ultimo objetivo de este proyecto fue evaluar el rol de TMEM176B en células Th17 humanas. Para esto se
purificaron células T CD4 naive de células mononucleares de sangre periférica. Se diferenciaron a células
Th17 en presencia o ausencia de BayK8644. Al igual que lo que sucede en ratoén, la diferenciacién de células
Th17 humanas en presencia de BayK8644 resulté en una mayor frecuencia de células Th17 productoras de
IFNg. Interesantemente, la inhibicién de TMEM176B resulta en una disminucién significativa de la frecuencia
de células Th17 diferenciadas in vitro. Como se menciond anteriormente, Tmem176b es uno de los 11 genes
regulados directamente por RORgt. Nuestros resultados sugieren que podria existir también una regulacion
inversa, Tmem176b controlando la expresidn de RORgt. Esto ocurriria solo en las células humanas, ya que en
ratén no encontramos una diferencia de expresion en RORgt por la inhibicidn de Tmem176b.

Por ultimo, evaluamos a partir de datos publicos de scRNAseq de 62 pacientes con cdncer colorrectal no
tratados la correlacidn entre la expresion de Tmem176b en Th17 y el prondstico. Dentro del conjunto de
pacientes, 28 pacientes presentaban células tumorales capaces de realizar “Mismatch repair” (MMRp),
mientras que las células tumorales de 34 pacientes no eran deficientes en el proceso de “Mismatch repair”
(MMRd). Es conocido que los pacientes que presentan tumores MMRd tiene una mayor carga mutacional y
alrededor del 50% de estos pacientes responden a las terapias con bloqueadores de puntos de control. Sin
embargo, los pacientes con tumores MMRp tiene una baja carga mutacional, no responden a los
blogueadores de puntos de control y por lo tanto tienen una peor sobrevida. Luego de identificar los
clusters de células Th17 en las muestras se analizé la expresién de Tmem176b. Encontramos que en los
pacientes MMRp un mayor nimero de células Th17 expresan Tmem176b comparado con los pacientes MMRd.
A su vez las células Th17 de los pacientes MMRp tienen un nivel de expresion de Tmem176b mayor que los
pacientes MMRd. En el mismo sentido, los pacientes que tienen infiltracién de células tumorales en ganglios,
pacientes con peor prondstico, presentan una mayor expresion de Tmem176b en las células Th17
intratumorales comparado con pacientes sin infiltracién en ganglios. Por lo tanto, evidenciamos una
correlacion entre la expresion de Tmem176b en células Th17 y el peor prondstico de pacientes con cdncer
colorrectal.

Conclusiones y recomendaciones

El desarrollo de estrategias farmacoldgicas para modular la polarizacion de las células Th17 hacia
fenotipos efectores es altamente relevante en la inmunoterapia del cancer.

En el presente proyecto evaluamos el rol intrinseco de Tmem176b en células Th17 con foco en la respuesta
inmune anti-tumoral. Encontramos que Tmem176b se encuentra sobre expresado en células Th17
reguladoras comparado con las efectoras. La deficiencia o la inhibiciéon de Tmem176b resulta en células
Th17 con un fenotipo mds efector, con aumento en produccidn de IFNg, aumento en la fosforilacién de AKT y
de la glicdlisis, y disminucién de las capacidades regulatorias.

En humanos, encontramos que la inhibicién de TMEM176B durante la diferenciacidn in vitro de células Th17
resulta en un aumento de IFNg. A su vez, encontramos que la expresion de Tmem176b en células Th17 en
tumores de pacientes con cdncer colorrectal se asocia a un peor pronéstico.

En conclusidn, encontramos que TMEM176B es un nuevo regulador intrinseco de la polaridad de las células
Th17 a través del control metabdlico. Esto puede tener importantes implicancias traslacionales. El inhibidor
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farmacolégico de TMEM176B, BayK8644, identificado por nuestro grupo y del cual hemos previamente
patentado su utilizacidn en cdncer, logré modificar la polarizacién de las células Th17 hacia Th17 efectoras,

pudiendo en un futuro ser utilizado en el tratamiento de algunos tipos de cdncer en combinacidn con otras
terapias.
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