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Two roads diverged in a yellow wood,
And sorry | could not travel both

And be one traveler, long | stood

And looked down one as far as | could
To where it bent in the undergrowth;

Then took the other, as just as fair,

And having perhaps the better claim,
Because it was grassy and wanted weatr;
Though as for that the passing there
Had worn them really about the same,

And both that morning equally lay

In leaves no step had trodden black.
Oh, | kept the first for another day!

Yet knowing how way leads on to way,
| doubted if | should ever come back.

| shall be telling this with a sigh
Somewhere ages and ages hence:
Two roads diverged in a wood, and | -
| took the one less traveled by,

And that has made all the difference.

(Robert Frost, 1915)
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RESUMO

Melo, Gulherme Afonso. O PAPEL DO MODULADOR EPIGENETICO CBX4 NA
DIFERENCIACAO DE LINFOCITOS T CD8. Rio de Janeiro, 2023. Doutorado em
Imunologia e Inflamacao, Instituto de Microbiologia Paulo de Goes, Universidade

Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

As células T CD8*, componentes cruciais na resposta imune contra patégenos
intracelulares e células tumorais, podem se diferenciar nos fenétipos efetor ou de
mem©aria, em respostas agudas, ou em células exaustas em respostas cronicas. Esse
processo de diferenciacdo € controlado pela atuacdo coordenada de reguladores
transcricionais e epigenéticos, 0s quais ainda estdo sendo identificados e seus
mecanismos moleculares de atuacdo descritos. Foi demonstrado que o complexo
repressor Polycomb (PRC)2 possui papel central na diferenciacdo de células T CD8*
efetoras, no entanto, € desconhecido se o outro complexo da mesma familia, PRC1,
também participa desse processo. Neste estudo foi investigado o papel de PRC1, com
um enfoque na subunidade Cbx4, na diferenciacéo de células T CD8* em modelo de
infeccdo murina viral aguda e crénica por LCMV ou em modelo de diferenciacdo in
vitro. Nossos resultados mostraram que Cbx4 favorece a diferenciacdo de células T
CD8* para o fendtipo efetor, reprimindo o fendtipo e perfil transcricional de memoria,
e favorece a funcéo efetora destas células, promovendo a expresséao de citocinas proé-
inflamatorias e atividade citotoxica. Ensaios de superexpressao de mutantes
funcionais de Cbx4, revelaram que essas func¢des sdo dependentes primariamente
dos motivos de interagdo com SUMO (SIM), responsaveis pela funcdo E3 SUMO
ligase da proteina, e em menor parte do cromodominio de Cbx4, que conecta as
atividades de PRC1 com PRC2. Além disso, foi visto que Cbx4 também participa do
controle do ciclo celular e sobrevivéncia de células T CD8*, principalmente através de
seu cromodominio. Por fim, em resposta imune cronica, foi observado que Cbx4
também reprime o fendtipo de células T CD8* exaustas precursoras, um subconjunto
de células T CD8* exaustas com maior capacidade multipotente e proliferativa. As
evidéncias levantadas neste trabalho adicionam a proteina Cbx4 ao panorama de
reguladores da diferenciacéo de células T CD8*, expandindo o conhecimento sobre
0S mecanismos moleculares deste processo, e indicam um possivel alvo para a

melhoria de estratégias terapéuticas.
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ABSTRACT

Melo, Gulherme Afonso. O PAPEL DO MODULADOR EPIGENETICO CBX4 NA
DIFERENCIACAO DE LINFOCITOS T CD8*. Rio de Janeiro, 2023. Doutorado em
Imunologia e Inflamacao, Instituto de Microbiologia Paulo de Goes, Universidade

Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

CD8* T cells, crucial components in the immune response against intracellular
pathogens and tumor cells, can differentiate into effector or memory phenotype cells,
during acute responses, or exhausted cells during chronic responses. This
differentiation process is controlled by the coordinated activity of transcriptional and
epigenetic regulators, which are still being identified and having their molecular
mechanisms described. It was demonstrated that Polycomb repressor complex
(PRC)2 plays a central role in the effector CD8* T cell differentiation, however, it is
unknown whether the other Polycomb complex, PRC1, also participates in this
process. In this study, the role of PRC1 in the CD8* T cell differentiation process, with
focus on the Cbx4 subunit, was investigated using murine LCMV acute and chronic
viral infection models or in vitro differentiation models. Our results showed that Chx4
favors effector CD8* T cell differentiation, repressing memory phenotype and
transcriptional profile, and favors CD8* T cell effector function by promoting
proinflammatory cytokine expression and cytotoxic activity. Overexpression of Cbx4
functional mutants revealed that those functions are mainly dependent on SUMO
interaction motifs (SIM), responsible for SUMO E3 ligase function, while less
dependent on Cbx4 chromodomain, which connects PRC1 and PRC2 activities.
Besides, it was also observed that Cbx4 participates in cell cycle control and survival
of CD8* T cells, mainly through its chromodomain. Furthermore, in chronic immune
response, Chx4 also represses the exhausted precursor CD8* T cell phenotype, a
subset of exhausted CD8* T cells with higher “stemness” and proliferative capacity.
The evidence gathered here add Cbx4 to the panel of CD8" T cell differentiation
regulators, expanding the knowledge regarding the molecular mechanisms of this
process and pointing out a possible target for the enhancement of therapeutic

strategies.

Keywords: CD8* T lymphocytes; epigenetics; Polycomb; Cbx4; Immunologic memory;

T cell exhaustion.
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1 INTRODUCAO
1.1 Aspectos basicos de sistema imune

O sistema imune, ou sistema imunitario, é constituido por um conjunto de
mecanismos e agentes envolvidos na protecdao de organismos (hospedeiros) contra
microrganismos invasores (Ex: bactérias e virus), agentes nocivos (Ex: toxinas) e
doencas (Ex: cancer), e na manutencao e retorno do organismo para um estado de
saude e equilibrio (homeostase) (DELVES; ROITT, 2000a; MEDZHITOV, 2008;
PARKIN; COHEN, 2001). A classica divisdo das respostas imunes em inata e
adaptativa, de acordo com velocidade e especificidade de seus mecanismos, favorece
a compreensdao aprofundada dos processos efetores e regulatérios do sistema imune,
bem como da interdependéncia entre eles (DELVES; ROITT, 2000a; PARKIN;
COHEN, 2001).

A resposta imune inata, primeira linha de defesa do organismo, conta com
mecanismos de defesa constitutivos, como funcdes de barreira das superficies
epiteliais e da mucosa e a producdo de peptideos e enzimas antimicrobianos, além
de mecanismos induziveis dependentes da acéo efetora de diversos tipos celulares
(DELVES; ROITT, 2000a; MEDZHITOV; JANEWAY, 2000; PARKIN; COHEN, 2001).
O sistema inato é composto por uma maioria de células da linhagem mieloide,
incluindo mondécitos, macréfagos, células dendriticas, neutréfilos, eosindfilos,
basdfilos e mastdécitos, algumas das células da linhagem linfoide, incluindo as células
NK e células linfoides inatas (ILCs, do inglés Innate lymphoid cells), além de células
epiteliais de funcéo especializada (DELVES; ROITT, 2000a; PARKIN; COHEN, 2001).

Uma grande parte dos mecanismos inatos é desencadeada apés o
reconhecimento de sinais associados a microrganismos invasores ou ao dano do
organismo, os padrdes moleculares associados a microrganismos invasores (PAMPs,
do inglés Pathogen-associated molecular patterns), como o lipopolissacarideo (LPS),
ou associados ao dano (DAMPs, do inglés Damage-associated molecular patterns),
como a proteina HMGB-1 (do inglés High-mobility group box 1) extracelular,
respectivamente (BIANCHI, 2007; KAWAI; AKIRA, 2010; MEDZHITOV; JANEWAY,
2000). O reconhecimento de PAMPs e DAMPs € mediado por receptores chamados
de PRRs (do inglés Pattern recognition receptors). Ja a resposta imune adaptativa,
mediada por células T e B da linhagem linfoide, cuja inducédo depende de processos
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da imunidade inata, possui alta especificidade a determinantes moleculares, o0s
antigenos, e é responsavel pela aquisicdo da memoaria imunitaria de forma especifica
(DELVES; ROITT, 2000a; PARKIN; COHEN, 2001). As células da imunidade inata
nao s6 sao cruciais para a apresentacao de antigenos para linfécitos, como favorecem
0 seu recrutamento, através da inducdo de processos inflamatorios, além de guiarem
a sua diferenciacdo. Os tipos de PAMPs e DAMPs detectados em uma resposta
imune, e consequentemente, o tipo de perturbagdo que incide sobre o hospedeiro,
determina a especializacdo das células do sistema imune adaptativo, como sera
descrito em maiores detalhes a seguir (IWASAKI; MEDZHITOV, 2015).

O entendimento de como sinais recebidos por linfécitos sdo processados e
elaborados em perfis especificos de diferenciacao € topico de intenso interesse no
campo da imunologia molecular (CHANG; WHERRY; GOLDRATH, 2014; CHEN et al.,
2018c; KAECH; CUI, 2012; XU; PEREIRA; MARTINEZ, 2021). A compreenséao desses
mecanismos € critica ndo so para a elucidacao dos processos adaptativos de defesa
(tanto imediatos quanto duradouros), mas para a manipulacéo racional e eficiente de
leucdcitos em protocolos de imunizacdo e imunoterapia. Em particular, no presente
projeto, focamos em atores centrais do processo de regulacdo da expressao génica
no controle da diferenciacdo de linfécitos T CD8*, células fundamentais para a
resposta imune contra patdgenos intracelulares e células tumorais (HARTY;
TVINNEREIM; WHITE, 2000; SHANKARAN et al., 2001).

Nos tépicos de introducdo a seguir serdo descritos conceitos basicos do
sistema imune (com énfase na imunidade adaptativa e na linhagem de células T) e
serdo relatadas as principais descobertas e evidéncias a respeito do processo de
diferenciacéo de células T CD8*, com um enfoque especial na regulagéo transcricional

e epigenética envolvida neste processo.

1.1.1 Aimunidade adaptativa

As células T e células B podem reconhecer um antigeno, como por exemplo,
um microrganismo patogénico ou uma toxina, através de receptores de antigeno de
superficie que possuem especificidade e afinidade contra uma determinada estrutura
molecular, chamados de Receptores de Células T (TCR, do inglés “T cell receptor”)
ou Receptores de Células B (BCR, do inglés “B cell receptor”), respectivamente. A

especificidade no receptor concede um direcionamento preciso da resposta a um
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determinado alvo, caracteristica importante uma vez que as células da imunidade
adaptativa exercem mecanismos efetores bastante robustos e potentes (DELVES;
ROITT, 2000a; PARKIN; COHEN, 2001). A alta especificidade de TCRs e BCRs é
produto de um processo de extensa recombinagdo somatica de segmentos génicos
V(D)J que compdem a sequéncia codificante dos genes dessas proteinas pela
atividade de enzimas, incluindo as recombinases RAG1 e RAG2. Esse processo de
recombinacdo, que ocorre durante o desenvolvimento dessas células, promove a
geracdo de um alto repertério de receptores TCRs e BCRs, que Sao expressos
unicamente em diferentes células T e B, respectivamente (DELVES; ROITT, 2000a;
SCHWARTZ, 2003).

As fases finais de desenvolvimento, ou amadurecimento, das células T e B se
passam nos orgdos linfoides primarios timo e medula Ossea, respectivamente
(PARKIN; COHEN, 2001). Finalizado o desenvolvimento, as células maduras sao
exportadas dos o6rgaos linfoides primarios pela circulagdo sanguinea periférica e
linfatica. As células B e T maduras que recirculam e ainda nao encontraram a molécula
pela qual seu receptor é especifico, as células virgens ou naive, residem em 6rgaos
linfoides secundarios conectados pelo sistema circulatério, incluindo o baco,
linfonodos e tecidos linfoides associados a mucosa (MALT, do inglés Mucosa-
associated lymphoid tissues) (DELVES; ROITT, 2000b; PARKIN; COHEN, 2001).
Nesses ambientes, as células T e B interagem com células do sistema imune inato,
gue as auxiliam no reconhecimento de antigenos. O processo de reconhecimento e
apresentacao de antigenos é uma etapa fundamental para a ativacdo das células da
imunidade adaptativa e, com mencionado anteriormente, depende do funcionamento
cooperativo com as células da imunidade inata (IWASAKI; MEDZHITOV, 2015).

Apoés a ativacdo, as células T e B entram em um processo de proliferacao
celular, e parte das células geradas passa a exercer seus mecanismos efetores que
incluem: (i) a produgé&o de anticorpos, ou imunoglobulinas, exclusivamente por células
B, que auxiliam na neutralizacdo de antigenos e na atuacéo de outras células e na
inducdo de outros mecanismos imunes; (ii) a liberacdo de diversas citocinas, que
controlam o funcionamento de outras células do sistema imune e; (iii) a capacidade
de matar outras células infectadas ou alteradas, principalmente por células T do
subtipo CD8 (T CD8*). Esses mecanismos, apesar de mais demorados em

comparacao aos da imunidade inata, sdo mais robustos e frequentemente essenciais
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para o controle de uma ameaca ao organismo (DELVES; ROITT, 2000b; IWASAKI;
MEDZHITOV, 2015; PARKIN; COHEN, 2001).

Além dos mecanismos efetores, as células T e B possuem a capacidade de
gerar a memoria imunitaria. Apos ativadas, as células T e B expandem e se
especializam, ou se diferenciam, em duas populacbes com fenoétipo distintos: o
fendtipo efetor, relacionado a protecdo do hospedeiro e ao retorno do organismo a
homeostase e; o fenétipo de memodria, cujas células possuem um grau limitado da
capacidade de exercer seus mecanismos efetores, ou ainda a auséncia deles,
permanecendo quiescentes e recirculando entre os orgaos linfoides secundarios
(DELVES; ROITT, 2000b; PARKIN; COHEN, 2001). As células de memoria apesar de
ndo contribuirem de forma significativa para a eliminacdo do antigenono curso da
resposta imune que as gerou, possuem um enorme impacto para encontros futuros
do organismo com esse mesmo antigeno(DELVES; ROITT, 2000a). Nesse contexto,
a resposta que culmina na ativacdo de uma célula T ou B naive € chamada de
resposta primaria, enquanto respostas consecutivas engatilhadas pelo reencontro de
células de memadria com o antigeno sdo chamadas de resposta secundaria, terciaria
etc. E importante frisar que a reativacido de células T e B de memoria possui o
potencial de gerar uma resposta imune mais robusta e mais rapidamente recrutada
comparada a resposta primaria, demonstrando a sua importancia para a imunidade
do hospedeiro (CUI; KAECH, 2010; DELVES; ROITT, 2000a).

1.2 A linhagem de células T

O desenvolvimento da linhagem de células T se inicia nas células progenitoras
hematopoiéticas (HSC, do inglés Haematopoietic Stem Cells) da medula 6ssea. O
inicio da timopoiese é marcado pela migracdo de CLPs (do inglés Common lymphoid
progenitor) para o timo e diferenciacdo no progenitor timico precoce (ETP, do inglés
Early Thymic Progenitor), que por sua vez se diferencia em diferentes estagios de
células progenitoras, os timacitos (AKASHI et al., 2000; DE OBALDIA; BHANDOOLA,
2015; HOSOKAWA; ROTHENBERG, 2021; ROTHENBERG, 2014).

O desenvolvimento de timocitos em células T maduras € dividido em dois
grandes estagios caracterizados pela expressédo dos correceptores CD4 e CD8 na
superficie: a fase duplo negativa (DN), onde ndo expressam nenhum dos
correceptores (CD4-CD8") (subdividida nas nos estagios DN2a, DN2b, DN3a, DN3b e
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DN4), e a fase dupla positiva (DP) (CD4*CD8*). No estagio DN, os timécitos podem
realizar o rearranjo da cadeia B do TCR e se comprometer com a linhagem de células
T convencionais (CD4* ou CD8"), que expressam um TCR composto por cadeias a e
B; ou, paralelamente, podem rearranjar genes que codificam as cadeias semi-
invariantes y e 8, que forma o complexo TCR yd (HOSOKAWA; ROTHENBERG, 2021,
ROTHENBERG, 2014). O rearranjo bem-sucedido da cadeia § determina uma série
de etapas que irdo culminar na transicao para a fase DP e recombinacé&o do locus da
cadeia a do TCR, com a geragdo de um TCRaf3 maduro. As DP passam entao por
processos de selecdo antes da geracao de linfécitos T CD4* e CD8* (HOSOKAWA,
ROTHENBERG, 2021; ROTHENBERG, 2014).

Os processos de sele¢cdo que ocorrem no timo, bem como a funcéo de células
T convencionais na periferia dependem fundamentalmente da sua habilidade de
reconhecer antigenos proteicos através de seu TCR. Esse reconhecimento, como
citado anteriormente, € mediado pelo auxilio de outras células do sistema imune. No
caso da apresentacdo de antigenos para células T, esse processo necessariamente
dependente de células apresentadoras de antigeno (APC, do inglés Antigen
Presenting Cells). A principal APC é a célula dendritica, porém neste grupo também
se incluem os macroéfagos, células B e células epiteliais timicas. Para que sejam
apresentados, os antigenos proteicos sdo processados no interior das APCs e
pequenos fragmentos peptidicos (epitopos) sdo conjugados a um complexo molecular
expresso na superficie celular chamado de complexo de histocompatibilidade principal
(MHC, do inglés Major Histocompatibility Complex). MHCs podem se apresentar em
duas construcdes diferentes: (i) o MHC de classe | (MHC-I), reconhecido por células
T CD8* e; o MHC de classe Il (MHC-II), reconhecido por células T CD4*. Geralmente,
o complexo MHC-I realiza a apresentagdo de peptideos gerados a partir do
processamento de antigenos encontrados no meio intracelular (citosol), enquanto o
complexo MHC-II apresenta peptideos de antigenos extracelulares presentes em
vesiculas endossomais, captados por fagocitose ou endocitose, entretanto exitem
excecgbes (PISHESHA; HARMAND; PLOEGH, 2022).

A apresentacdo do peptideo no contexto da molécula de MHC é necesséria
para o reconhecimento do antigeno e a ativacdo da célula T, conceito cunhado como
restricdo ao MHC (ZINKERNAGEL; DOHERTY, 1974). Portanto, é fundamental que o

TCR possua afinidade e seja capaz de interagir ndo somente com 0 epitopo para o
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qual é especifico, mas também com a propria molécula de MHC. Os timécitos DP
entram em contato com células epiteliais do cortex do timo (cTEC, do inglés Cortex
Thymic Epithelial Cells), que apresentam moléculas de MHC carregando peptideos
proprios (TAKABA; TAKAYANAGI, 2017). O sucesso na interacdo entre o TCR da
célula DP o MHC das cTECs engatilha sinais de sobrevivéncia, 0 aumento na
expressao do complexo TCRap e a diferenciagao para o estagio simples positivo (SP,
do inglés Single positive), onde ocorre 0 comprometimento com a linhagem de célula
T CD4* ou T CD8* determinado pelo reconhecimento pelo TCR do MHC-II ou MHC-I,
respectivamente. A diferenciacdo nos fenétipos T CD4* ou T CD8* é principalmente
dirigida através da aquisicdo de programas transcricionais regulados pela ativacéo
mutuamente exclusiva dos fatores de transcricdo ThPOK ou Runx3, respectivamente
(DE OBALDIA; BHANDOOLA, 2015; TANIUCHI, 2018). Células DP incapazes de
reconhecer e interagir com o MHC das cTECs sofrem apoptose pela auséncia da
sinalizacao de sobrevivéncia e sédo eliminadas (em um processo chamado “morte por
negligéncia”) (KYEWSKI; KLEIN, 2006).

As células SP entram em contato com células epiteliais da medula do timo
(mTEC) e células dendriticas, expressando MHCs carregados com uma vasta
variedade de antigenos proprios, que contempla todo o repertério de proteinas
expressas no organismo (DERBINSKI et al., 2001; ST-PIERRE et al., 2015). A maioria
das SP expressando um TCR com alta afinidade por MHCs carregados com antigenos
préprios, ou seja, demonstrando auto reatividade para proteinas proprias do
organismo, séo eliminados no processo de selecdo negativa, um dos principais
mecanismos de tolerancia central (KYEWSKI; KLEIN, 2006). No entanto, um grupo
menor de clones com alta reatividade ao complexo MHC:peptideo proprio de mTECs
escapa da morte celular programada e se diferenciam em células T que dao origem a
subpopulacao de células Trec de origem timica (TAKABA; TAKAYANAGI, 2017).

Os timécitos que sobrevivem as sele¢des positiva e negativa completam seu
desenvolvimento e atingem ao estado diferenciado de células T CD4* ou CD8*
maduras naive. Ao fim do seu amadurecimento, as células T naive ganham a
habilidade de direcionamento para 6rgaos linfoides secundarios e migram para a
periferia, onde recirculam até que encontrem o antigeno para qual seu TCR é
especifico e se ativem (ZUNIGA-PFLUCKER, 2004).

1.2.1 Tipos de células T convencionais (TCRap)
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As células T CD4*, também chamadas de células T auxiliadoras (ou helper; Th),
apresentam uma funcdo efetora variada e se diferenciam em fenoétipos distintos
envolvidos no auxilio ou regulagdo da funcao efetora de outras células do sistema
imune através da producdo de citocinas e quimiocinas que ativam, estimulam,
recrutam ou reprimem outros tipos celulares (DELVES; ROITT, 2000b; PARKIN;
COHEN, 2001). A caracterizacdo da funcédo efetora de células Th levou a diviséo
dessa linhagem em diferentes subconjuntos sendo os principais: as células Tu1, as
células Thz, as células THiz, as células Trec € as células Tw foliculares (Trr) (SARAVIA,
CHAPMAN; CHI, 2019).

A diferenciacao de células T CD4* para cada subtipo (com excecao das células
Trec geradas no timo) é determinada pelos sinais presentes no microambiente de
ativacdo, como as citocinas produzidas pela APC, que desencadeiam a ativacao de
um fator transcricdo chave para a aquisicdo do programa transcricional associado ao
fendtipo da célula, o “regulador mestre” (O’'SHEA; PAUL, 2010; SARAVIA; CHAPMAN;
CHI, 2019). Por sua vez, os estimulos disponiveis no microambiente de ativacdo sdo
definidos pelos sinais recebidos por PRRs de células do sistema inato, conectando a
determinacao do fendtipo da célula T CD4* com a natureza do antigeno que iniciou a
resposta imune (IWASAKI; MEDZHITOV, 2015).

Por sua vez, as células T CD8* de TCR af3, foco do presente trabalho, sédo
agentes fundamentais no controle e eliminacdo de microrganismos patogénicos
intracelulares, como parasitas, bactérias intracelulares e virus, e de células tumorais
(DUDLEY et al., 2002; HARTY; TVINNEREIM; WHITE, 2000; SHANKARAN et al.,
2001). A principal fungéo efetora de células T CD8* corresponde aos mecanismos de
inducéo da morte de células infectadas ou células tumorais, podendo ser chamados
também de mecanismos citoliticos ou citotdoxicos. Por esse motivo, essas células
também podem ser denominadas de células T citoliticas ou citotoxicas. Como descrito
nos tépicos anteriores, essas células sdo ativadas através do reconhecimento de um
peptideo proteico derivado de um antigeno apresentado no contexto da molécula de
MHC-I de uma célula APC. Apos sua ativacéo, o clone de célula T CD8* prolifera
intensamente e se diferencia em dois fendtipos distintos, células de fendtipo efetor e
células de fendtipo de memoria (que podem ainda apresentar diferentes subtipos,
como sera abordado no préximo topico) (KAECH; CUI, 2012; WILLIAMS; BEVAN,
2007).
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Um aspecto importante dos mecanismos citotoxicos de células T CD8* é que
sdo mecanismos direcionados as células que expressam em sua superficie o
complexo MHC-I conjugado ao peptideo indutor da ativacdo do clone (PIPKIN;
LIEBERMAN, 2007; TRAMBAS; GRIFFITHS, 2003). Dessa maneira, células T CD8*
atuam de forma especifica contra uma célula-alvo e ndo contra células nao infectadas
ou inalteradas na proximidade. Além da interacdo do TCR com o complexo MHC-
I:peptideo, outras interagbes também auxiliam esse contato, incluindo a interagéo do
correceptor CD8 com a molécula de MHC-I e a interagdo de diversas moléculas de
adesdao na superficie da célula T CD8* com seus ligantes na superficie da célula-alvo,
como do receptor ICAM-1 com seu ligante LFA-1 (DUSTIN, 2008; MERWE; DAVIS,
2003). Em conjunto, essas intera¢des provocam uma estabilidade no contato entre as
células T CD8* e as células-alvo, gerando uma interface caracterizada por um estreito
espaco definido pelo contato entre as duas células: a sinapse imunologica. Nessa
sinapse ocorre a realizacdo dos mecanismos de inducdo de morte celular de forma

compartimentalizada.

Células T CD8* podem induzir a morte especifica de outras células através da
exocitose na sinapse imunoldgica de proteinas citotoxicas contidas em granulos que
provocam a formacao de poros na membrana celular das células alvo, as perforinas,
além da liberacdo de proteinas que induzem a ativacdo de vias de morte celular
programada (apoptose) de outras células, as granzimas. As perforinas permitem a
permeabilizacdo da membrana celular para a entrada de granzimas. Adicionalmente,
as células T CD8* podem levar a morte de células alvo através da expressdo da
proteina de membrana FasL (CD95L), ligante do receptor de superficie celular Fas
(CD95), capaz de disparar a sinalizagéo para a indug¢ao da morte celular programada
na célula alvo (WONG; PAMER, 2003). Ambos 0os mecanismos citotoxicos induzem a
apoptose de células alvo, principalmente, através da ativacdo de vias de sinalizacao
de proteinas caspase (PIPKIN; LIEBERMAN, 2007; VOSKOBOINIK; WHISSTOCK;
TRAPANI, 2015).

Aléem dos mecanismos citotoxicos, células T CD8* também podem atuar na
protecdo do hospedeiro através da producéo de diversas citocinas pro-inflamatarias,
como IFN-y e TNF, que sinalizam a ativagdo de outras células ou ainda de
quimiocinas, que induzem o recrutamento de outras células para o sitio da resposta
(KAECH; CUI, 2012; WONG; PAMER, 2003). IFN-y e TNF produzem uma diversidade
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de efeitos sobre a resposta imune, uma vez que séo reconhecidas por diversas células
tanto da imunidade inata quanto imunidade adaptativa e sdo capazes de ativar
diferentes vias de sinalizacdo em cada elas. Destacam-se como exemplos de eventos
mediados por IFN-y a ativagdo de macrofagos e células NK, a indugao da regulagao
positiva de moléculas de MHC em diversos tipos celulares e a inducdo de vias de
sinalizacao antivirais em células epiteliais (IWASAKI; MEDZHITOV, 2015). Para TNF
pode-se listar a capacidade de amplificar a sinalizagdo para producéo de citocinas
pro-inflamatérias através da inducdo da expressdo e ativacdo dos fatores de
transcricdo NF-kB e AP-1 ou a inducdo da sinalizacdo de apoptose em células
infectadas (ASHKENAZI; DIXIT, 1998; MEHTA; GRACIAS; CROFT, 2018).

1.3 A ativacdo e resposta de células T CD8*

O processo de ativacao de células T CD8* é finamente regulado, protagonizado
pela cooperacao entre a célula T CD8* e a célula APC (SMITH-GARVIN; KORETZKY;
JORDAN, 2009). A ativacao da célula T CD8* culmina em mudancas significativas na
funcdo e fendtipo de células T CD8*, promovendo a robusta proliferacdo do clone
ativado e o concomitante inicio do processo de diferenciacdo no fenétipo efetor ou no
fenétipo de memoéria (CHANG; WHERRY; GOLDRATH, 2014; KAECH; CUI, 2012;
WILLIAMS; BEVAN, 2007). A seguir serdo descritos maiores detalhes de cada etapa
desse processo e abordada a complexidade na regulacao da diferenciacao de células
T CD8*.

1.3.1 O encontro de células T CD8* com células APC

Células T CD8* naive se ativam ao encontrar com uma APC apresentando o
peptideo cognato ao seu TCR. Alguns fatores sdo cruciais para esse evento. A
recirculagdo constante de células T CD8* naive pelos 6rgdos linfoides secundarios
permite que estas consigam entrar em contato com APCs apresentando o antigeno
para qual seu receptor é especifico (NOLZ; STARBECK-MILLER; HARTY, 2011). O
direcionamento de células T CD8* naive para 6rgaos linfoides secundarios depende
da atuacéo de receptores de quimiocinas, como o CCR7, assim como moléculas de
adesédo, como a integrina selectina-L (ou CD62L) (GUNN et al., 1998; HEMMERICH
et al., 2001; NOLZ; STARBECK-MILLER; HARTY, 2011, 2011).

Nos orgdos linfoides secundarios, as células T CD8* encontram com APCs

expondo diferentes peptideos derivados de antigenos proprios e néo préprios em seus
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complexos MHC-I (QI; KASTENMULLER; GERMAIN, 2014). A principal APC, a célula
dendritica convencional, que através de fagocitose ou macropinocitose engloba
diferentes materiais nos tecidos que residem enquanto imaturas, processando-os e
apresentando-os em seus complexos MHC-Il e -1 (neste caso, através de um processo
denominado “apresentacédo cruzada”). O estimulo de PRRs por PAMPs induz sua
ativacdo e maturacdo, que promove sua migracao para 6rgaos linfoides secundarios,
possibilitando seu papel de APC para células T (IWASAKI; MEDZHITOV, 2015; QI,
KASTENMULLER; GERMAIN, 2014).

A interacdo das células T CD8* com APCs é transitéria e a estabilizacdo deste
contato é mediada por moléculas de adesdo na superficie de ambas as células. No
entanto, apesar de momentaneo, o contato € suficiente para que o TCR da célula T
CD8" interaja com o complexo peptideo:MHC da APC, permitindo o reconhecimento
do antigeno. Caso TCR nao seja especifico para o peptideo apresentado, o contato
célula T CD8-APC é desfeito e ambas séo libertas para formar um novo par. Caso
haja o reconhecimento, uma série de efeitos é desencadeado em cascata para que a
ativacéo da célula T CD8* se concretize (Ql; KASTENMULLER; GERMAIN, 2014).

1.3.2 Os trés sinais para a ativacao de células T CD8*

A ativacdo de células T CD8* é mediada pelo reconhecimento do antigeno via
complexo TCR, porém ela s6 é plenamente concretizada apds o estimulo de trés
sinais: (i) o primeiro sinal, a sinaliza¢ao disparada pelo estimulo do complexo TCR; (ii)
0 segundo sinal, também chamado de sinal de coestimulacao, € a sinalizacdo induzida
por receptores co-estimulatorios (Ex: CD28), que interagem com seu respectivo
ligante na APC (p.ex.:CD80/CD86), €; (iii) o terceiro sinal é a sinalizagdo mediada pelo
estimulo de citocinas presentes no microambiente de ativacdo (KAECH; CUI, 2012;
WILLIAMS; BEVAN, 2007).

O primeiro sinal de ativacdo, a interagdo do TCR com o complexo MHC-I:
peptideo, promove o acoplamento do correceptor CD8 ao complexo TCR e o
engatilhar de uma cascata de sinalizacao intracelular. Essa sinalizacéo é iniciada por
uma série de fosforilagbes em dominios ITAM (do inglés, Immunoreceptor tyrosine-
based activation motif) do complexo CD3, um complexo proteico constituido pelas
cadeias CD3y, CD39, CD3¢ e CD3(, fundamental para a sinalizagcédo do TCR (SMITH-
GARVIN; KORETZKY; JORDAN, 2009). Essa série de fosforilacbes € mediada,
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principalmente, pelas proteinas quinase Lck, recrutada pelo correceptor CDS8, e
ZAP70, desencadeando uma cascata de sinalizacdo envolvendo diversas proteinas
intermediarias. Essa cascata culmina na ativacao de vérios fatores de transcricao que
induzem a transcricdo de genes associados a proliferacdo, funcao efetora e
diferenciacéo celular, incluindo o NFAT, NF-kB e os fatores de transcricao Fos e Jun,
gue em parceria formam o complexo AP-1 (HWANG et al., 2020; KAECH; CUI, 2012;
SMITH-GARVIN; KORETZKY; JORDAN, 2009).

O segundo sinal, € essencial para a ativacdo da célula T CD8* e € mediado
pela interacdo de receptores co-estimulatérios na superficie do linfocito T CD8* com
seus ligantes na superficie da APC (CHEN; FLIES, 2013; SMITH-GARVIN;
KORETZKY; JORDAN, 2009; WILLIAMS; BEVAN, 2007). O principal e mais bem
descrito receptor co-estimulatério é a proteina CD28 e seus ligantes nas APCs sado as
proteinas CD80 e CD86, no entanto diversos outros receptores, como o CD27 e 4-
1BB, ja foram descritos atuando nesta funcdo. Células APC em repouso nao
expressam (ou expressam pouco) ligantes de receptores co-estimulatérios e a
inducao da expresséo dessas moléculas € dependente da ativacao das APC ao entrar
em contato e detectar microrganismos ou citocinas pro-inflamatdrias, destacando a
importancia da atuacdo conjunta da resposta imune inata com a resposta imune
adquirida (REIS E SOUSA, 2006).

A sinalizacdo coestimulatoria leva a ativacao ou regulacao positiva de varias
vias de sinalizacdo, como as mediadas pelas proteinas P13 quinase (PI3K), Akt e Ras,
gue cooperam com as vias ativadas abaixo do complexo TCR e promovem sinais de
proliferacéo e sobrevivéncia a célula T CD8*. Entre os principais efeitos do sinal co-
estimulatorio destacam-se: (i) a amplificagdo do sinal de indugcédo de fatores de
transcricdo associados a ativacao da célula T CD8; (ii) a contribui¢cdo para a producéo
da citocina IL-2, fundamental para a proliferacao e diferenciacdo de células T CD8*, e
para a expressao de CD25; (iii) a ativacdo de proteinas reguladoras do ciclo celular
envolvidas com a progresséo do ciclo e regulagcdo negativa dos inibidores do ciclo
celular e; (iv) a ativagao de proteinas anti-apoptoticas, como as proteinas Bcl-2 e Bcl-
XL (CHEN; FLIES, 2013).

A auséncia do segundo sinal pode provocar um efeito chamado de anergia
(ELTANBOULY; NOELLE, 2021). A anergia da célula T CD8* desencadeia a ativacao

de diversos mecanismos inibitérios de forma dependente do fator de transcricdo NFAT
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(MACIAN et al., 2002; ZHENG; ZHA; GAJEWSKI, 2008). Um exemplo é a express&o
de enzimas E3 ligase de ubiquitina que promovem a degradacédo do complexo TCR
via proteossoma, o0 que por sua vez leva a inativacao das funcdes efetoras devido a
interrupc@o da sinalizagdo abaixo do TCR, podendo ocasionar também a morte do
clone de célula T CD8* (ELTANBOULY; NOELLE, 2021; MUELLER, 2004). A inducao
da anergia da célula T CD8* representa um mecanismo de tolerancia ao proprio, pois
células autorreativas que encontram um autoantigeno na periferia, geralmente, ndo
recebem sinais co-estimulatérios dependentes do amadurecimento de APCs
(ELTANBOULY; NOELLE, 2021).

O terceiro sinal de ativacéo da célula T CD8* é fundamental para a finalizacédo
do processo de ativacdo da célula T CD8* e para a modulagéo da resposta imune
desta célula (CHANG; WHERRY; GOLDRATH, 2014; KAECH; CUI, 2012; WILLIAMS;
BEVAN, 2007). Esse sinal consiste nas sinalizacbes transmitidas por citocinas
presentes no microambiente de ativacdo de células T CD8*, entre elas as citocinas IL-
2, IL-10, IL-12, IL-15, IL-21, IL-27 e os interferons do tipo | (IFN-I). Diversas dessas
citocinas possuem papel chave na proliferacdo de células T CD8* em resposta
primaria e na inducédo de funcdes efetoras da célula T CD8*, como a producéo de IFN-
y e Granzima B, como IL-2 e IL-12, respectivamente (WILLIAMS; BEVAN, 2007;
ZHANG; BEVAN, 2011). Além disso, diversos estudos mostraram que a presenta,
auséncia ou os niveis de concentracdo dessas varias citocinas correlacionam com o
favorecimento da diferenciacéo da célula T CD8* para um determinado fenoétipo, efetor
ou memoria (CHANG; WHERRY; GOLDRATH, 2014; KAECH; CUI, 2012; PIPKIN et
al., 2010). Dessa maneira, 0 terceiro sinal ndo sO0 é essencial para 0 processo de
ativacdo da célula T CD8, como também é um dos principais fatores associados a

diferenciacéo dessas células.
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Figura 1. As principais caracteristicas da ativacdo e funcédo efetora de células T CD8*. (A) A
ativagdo de células T CD8* naive é mediada por trés sinais (na figura: I, Il e 11): (I) o reconhecimento do
antigeno através da interacdo do TCR da célula T CD8* naive com o peptideo apresentado no complexo
MHC-I da superficie da APC (Ex: Células dendriticas); (Il) a interagao entre receptores co-estimulatérios
de células T CD8* (Ex: CD28) e seus ligantes expressos na APC (Ex: CD80/B7.1 ou CD86/B7.2); (llI)
as citocinas presentes no microambiente de ativacdo (Ex: IL-12, IL-2 ou IFN-I). (B) Apés a ativagado, as
células T CD8* efetoras possuem diversos mecanismos empenhados para a eliminagdo da célula alvo
que expressa 0 antigeno especifico ao seu TCR. Os principais mecanismos sao: (i) a liberacdo de
granulos citotoxicos contendo proteinas granzimas e perforinas; (ii) a expressado do ligante de Fas
(FasL), receptor com funcéo de inducdo da apoptose €; (iii) a secrecao de citocinas efetoras, incluindo
as citocinas pro-inflamatorias IFN-y e TNF e a citocina IL-2.

Além dos trés sinais de ativacao, outros mecanismos da resposta imune podem
contribuir de forma significativa para a ativacao e geracao de memdéria imunitéria de
células T CD8*. O principal desses mecanismos € a atuacao de células TH especificas
para o antigeno cognato ao clone de célula T CD8* em ativacdo (BENNETT et al.,
1997; WIESEL; OXENIUS, 2012). Em alguns modelos, a interacdo de células Tn
ativadas pelo antigeno cognato ao da célula T CD8* com células dendriticas promove
a regulacao positiva de ligantes de receptores co-estimulatérios e a producao de
citocinas, como IL-12, por parte das células dendriticas (WIESEL; OXENIUS, 2012).
Essa funcdo ocorre, principalmente, pelo mecanismo de licenciamento de células
dendriticas, mediado pela interacao do receptor CD40 de células dendriticas com o
seu ligante, a molécula CD40L, na superficie de células TH.

Células Tn também podem contribuir para a resposta de células T CD8*
através: (i) da producao de quimiocinas capazes de atrair células T CD8* naive para
as APC em érgaos linfoides secundarios ou para os sitios de inflamacédo onde as
células T CD8* ativadas sao requeridas (CASTELLINO et al., 2006; NAKANISHI et al.,
2009) e; (ii) através da interacéo direta entre células T CD4* ativadas com células T
CD8*, pela interacéo do receptor CD40 expresso em células T CD8* com o ligante
CD40L em células T CD4*, a qual correlaciona com uma maior geracao de células T
CD8* de memoria (BOURGEOIS; ROCHA; TANCHOT, 2002).

1.3.3 O processo de expanséo e diferenciacao de células T CD8* pds-ativacao

Um atributo essencial da resposta imune de células T CD8* é o processo de
expansao clonal, permitindo que esta seja eficiente na eliminacdo do antigeno, além
da a geracdo de subpopulacdes de células ativadas capazes de desempenhar
mecanismos efetores citotdxicos e pro-inflamatoérios (fendtipo efetor) e a garantia da
memaoria imunitaria especifica ao antigeno (fenétipo de memoria) (KAECH; CUI, 2012;
WILLIAMS; BEVAN, 2007). Logo ap0s a ativacao da célula T CD8*, h4 um processo
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de proliferacdo massivo, podendo gerar um aumento de até 50.000 vezes do numero
total de células, as quais séo constituidas principalmente da populacao efetora (Figura
2) (BUTZ; BEVAN, 1998; KAECH; CUI, 2012).

Na resposta imune aguda, apos a eliminacdo do antigeno, a populacédo de
células T CD8* é quase que inteiramente eliminada por apoptose (em média, 90-95%
das células T CD8* ativadas) em um processo nomeado como contracao
(BADOVINAC; PORTER; HARTY, 2002). Apds a etapa de contracdo, sobrevivem
apenas as células de memoria que guardam a capacidade de persistir por longos
periodos através de proliferacdo homeostatica mediada por IL-7 e IL-15, e de
montarem respostas rapidas e robustas mediante a sua reativacdo (Figura 2)
(JAMESON; MASOPUST, 2009; KAECH; CUI, 2012; SURH; SPRENT, 2008).

Diversos trabalhos buscaram a caracterizacdo fenotipica dessas células e a
identificacdo dos reguladores por tras desse processo (CHANG; WHERRY;
GOLDRATH, 2014; KAECH; CUI, 2012). Foi demonstrado que a utilizacao do perfil de
expressao de duas moléculas, os receptores de superficie KLRG1 e IL-7Ra (CD127),
era suficiente para a separacdo de ambos os estados de diferenciacédo da célula T
CD8* em modelo de infeccao viral aguda, e estes perfis se tornaram classicamente
associados a cada fenétipo (JOSHI et al., 2007; KAECH et al., 2003; KAECH; CUI,
2012). Células T CD8" diferenciadas para o fenétipo efetor foram caracterizadas pela
alta expressdo de KLRG1 e baixa expressédo de CD127 (KLRG1*CD127°), enquanto
células T CD8* diferenciadas para o fenétipo de memoria apresentam o perfil oposto
(KLRG1CD127+) (KAECH; CUI, 2012).

Também foi observado que mesmo na fase inicial da resposta imune aguda,
era possivel encontrar ambas as populacdes KLRG1*CD127- e KLRG1CD127* de
células T CD8*. Essa caracterizacéo era capaz de identificar as células que sofreriam
contracdo apos a eliminacdo do antigeno ou que dariam origem a populacdo de
memoria, respectivamente (JOSHI et al., 2007; KAECH et al., 2003). Portanto, essas
populacdes foram nomeadas de células T CD8* efetoras de vida curta (TsLec, do inglés
Short-lived effector cells) e células T CD8* efetoras precursoras de memoria (Twpec,
do inglés Memory precursor effector cells), respectivamente (KAECH et al., 2002,
2003; KAECH; CUI, 2012). De forma similar, em tempos tardios de uma resposta
aguda as populacdes de células T CD8* terminalmente diferenciadas no fenoétipo

efetor ou de memodria sdo nomeadas de células T CD8* efetoras terminais (Tte, do
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inglés Terminal effector) ou células T CD8* de memdria (Tmem), respectivamente
(Figura 2) (KAECH; CUI, 2012).
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Adaptado de Kaech & Cui, 2012 (doi: 10.1038/nri3307)

Figura 2. A resposta e diferenciacdo de células T CD8" em contextos de resposta aguda. (A)
ApOs sua ativacdo, em contexto de resposta imune aguda, a célula T CD8* passa por um processo de
intensa proliferacdo nomeado expansao clonal. Essa expanséo da origem a duas popula¢des com
fenodtipos distintos: as células T CD8* efetoras terminais (Tte) (KLRG1*CD127-), geradas em maior
namero, e células T CD8* de memodria (Tvem) (KLRG1-CD127*). Essas populagbes também pode ser
encontradas em tempos precoces da resposta, sendo chamadas de células T CD8* efetoras de vida
curta (TsLec) e células T CD8* efetoras precursoras de memoria (Twrec). ApOs a eliminacdo do antigeno,
a populagéo de células T CD8* efetoras é majoritariamente eliminada na fase de contracdo e em tempos
mais tardios restam apenas células T CD8* de memoria. (B) As células T CD8* de memdria, por sua
vez, sdo heterogéneas quanto ao seu fendtipo e funcionalidade (como descrito na figura), sendo
possivel distinguir trés diferentes subpopulacbes: Células T CD8* de meméria central (Tcwm,
CD62LHCCR7H), Células T CD8* de memobria efetora (Tem, CD62L'°CCR7°) e Células T CD8* de
memodria residente (Trm, CD103HCD69HCD62L°).

1.3.4 As subpopulacfes de células T CD8* de memoaria

A investigacao de células T CD8* em resposta aguda em diferentes modelos
revelou que células T CD8*" de memoria apresentavam uma heterogeneidade
fenotipica, funcional e migratéria, sendo possivel separar diferentes subpopulacdes
(CHANG; WHERRY; GOLDRATH, 2014; GEBHARDT et al., 2009; HAMANN et al.,
1997; KAECH; CUI, 2012; SALLUSTO et al., 1999). As evidéncias levaram a definicao
de trés subpopulagbes de células T CD8* de memodria: (i) as células T CD8* de
memoéria central (Tcwm, do inglés Central memory); (ii) as células T CD8* de memaria
efetora (Tem, do inglés Effector memory) e; (iii) as células T CD8* de memoria
residente (Trm, do inglés Resident memory). Além disso, uma outra populagdo de

células T CD8* de memodria mais bem caracterizada em humanos, as células T CD8*
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de memoaria célula-tronco (Tscwm, do inglés Stem cell memory) também ja foi descrita
(GATTINONI et al., 2011; LUGLI et al., 2020).

A populagdo de células T CD8* Tcwm, caraterizadas, principalmente, pela alta
expressdo de moléculas associadas ao direcionamento para oOrgaos linfoides
(CD62LHICCR7H), é a principal responsavel pela geracdo de uma robusta e eficiente
resposta secundéaria. Possuem funcbes efetoras citotdxicas e pro-inflamatérias
limitadas, porém guardam um alto potencial proliferativo e multipotente (“stemness”),
sendo capazes de gerar novas células T CD8" efetoras rapidamente e independente
de sinalizacdo co-estimulatéria. Como seus marcadores caracteristicos sugerem, sao
capazes de migrar pela periferia, mas sdo comumente encontradas residindo érgaos
linfoides secundérios ou a medula-6ssea (CUI; KAECH, 2010; KAECH; CUI, 2012).
As células Tscm possuem um fenadtipo e funcionalidade similar a de células Tcwm, porém
com um potencial progenitor mais acentuado, apresentando uma maior capacidade
proliferativa, de renovacdo homeostatica e de multipoténcia em comparagdo com
células Tcm. Além disso, em modelo murino, seu estado menos diferenciado é
destacado pela menor expressao da molécula CD44, associado a ativacado de células

T CD8*, em comparacao com células Tem (LUGLI et al., 2020).

Em contraste, as células T CD8" Tewm caracterizadas pelo perfil oposto ao de
células T CD8* Tcm (CD62L°CCR7Y) migram pela periferia, mas sem um
direcionamento preferencial para os tecidos linfoides. Essas células sdo conhecidas
por apresentar funcdes efetoras citotoxicas e pro-inflamatérias em niveis comparaveis
a células T CD8* efetoras, porém sua capacidade proliferativa e de dar origem a novas
células efetoras é significativamente limitada em comparacao as células T CD8* Tecm
(CUI; KAECH, 2010; KAECH; CUI, 2012).

As células T CD8" Trwm, tal qual as células T CD8* Tem também apresentam a
conservacdo das funcdes efetoras, porém, de forma exclusiva, tém sua migragédo
limitada e s&o encontradas residindo em tecidos nao-linfoides, principalmente, tecidos
de barreira, como a pele e epitélios de mucosa. Esse subtipo de célula T CD8" de
memoria € caracterizado pela baixa expressdo de CD62L e alta expressdo das
moléculas CD103 e CD69 (CD103MCD69HCD62L°), bem como a expressdo de
integrinas e receptores de quimiocinas especificos para o direcionamento para tecidos
especificos (como a integrina o437 para tecidos de mucosa intestinal) (CUI; KAECH,
2010; KAECH; CUI, 2012).
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O processo de diferenciacado de células T CD8* é um processo complexo e
dinamico, caracterizado pela atuacdo de diversos fatores regulatérios em concerto. E
demonstrado que a sinalizacdo associada a ativagdo contribui para a diferenciacdo de
células T CD8* no fenotipo efetor ou de memoria, provocando grandes mudancas em
diferentes aspectos da célula, incluindo o controle da expressdo génica atravées da
atuacdo de fatores de transcricdo em conjunto com reguladores epigenéticos, do
metabolismo e do ciclo celular dessas células. Muitos aspectos do controle da
diferenciacdo para o fendtipo efetor ou de memoria sdo compartilhados entre as
células T CD8" e T CD4*, no entanto, serdo descritos a seguir as evidéncias
levantadas em células T CD8*, célula onde esse processo é mais bem demonstrado

e a qual é o alvo do nosso estudo.

1.4 A diferenciacédo de células T CD8* no fendétipo efetor ou de meméoria

Diversos modelos ja foram propostos para explicar como a diferenciacao de
células T CD8* ocorre apos sua ativagao (Figura 3). No entanto, nenhum dos modelos
€ capaz de, separadamente, reconciliar todos os achados experimentais descritos na
literatura em diferentes modelos experimentais de resposta imune, sugerindo que o
processo de diferenciacdo de células T CD8* é regido de maneira dinamica e
dependente do contexto (CHANG; WHERRY; GOLDRATH, 2014; KAECH; CUI, 2012;
XU; PEREIRA; MARTINEZ, 2021).

Um desses modelos de diferenciacdo considera que células T CD8"* efetoras e
de memoria sdo originadas de células T CD8* naive distintas pré-programadas para
a geracdo de células de um fenotipo ou de outro. No entanto, esse modelo é
controverso uma vez que estudos demonstraram que uma unica célula T CD8* naive
€ capaz de originar ambos os estados diferenciados, inclusive multiplos subtipos de
célula de memoria (GERLACH et al., 2010; STEMBERGER et al., 2007). No entanto,
outro mais recente identificou subpopulacbes de células T CD8* naive possuem
potenciais de geracdo de células efetoras ou de memdria distintos (SMITH et al.,
2018).

Outros dois modelos para a diferenciacao de células T CD8* hipotetizam que a
duracdo da exposicdo aos diferentes sinais de ativacdo, ou a forca deles, estéo
associados com o potencial para a diferenciacdo da célula (KAECH; CUI, 2012;

KAECH; WHERRY, 2007). O modelo que utiliza a duracéo da exposi¢cao aos sinais de
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ativacdo, também chamado de modelo de potencial decrescente, sugere que o
estimulo constante ou repetitivo do antigeno e de sinais pro-inflamatérios promove a
diferenciacdo de células T CD8* efetoras para um estado mais terminalmente
diferenciado e, consequentemente, a perda do potencial de gerar células T CD8* de
memoria. Evidéncias para esse modelo, geradas em experimentos com a exposi¢ao
interrompida ou limitada de antigeno as células T CD8* ativadas mostram que quanto
menor o tempo de exposi¢cdo maior o potencial de geracdo de células T CD8* de
memoria (BADOVINAC; PORTER; HARTY, 2004; D’'SOUZA; HEDRICK, 2006). Ja o
modelo que relaciona a forca dos sinais de ativacao a diferenciacao de células T CD8*
sugere que quanto mais forte a sinalizacdo mediada pelo complexo TCR, receptores
co-estimulatérios e sinais pro-inflamatérios no microambiente de ativagdo, maior é o
potencial de diferenciacdo da célula T CD8* ativada para um fendétipo terminalmente
efetor (CHANG; WHERRY; GOLDRATH, 2014; JOSHI et al., 2007; KAECH; CUI,
2012; TEIXEIRO et al., 2009; ZEHN; LEE; BEVAN, 2009).

Por fim, um outro modelo proposto para explicar a diferenciacdo de células T
CD8* é o0 modelo de divisdo assimétrica. Nesse modelo ha a divisdo desigual de
componentes celulares da célula T CD8* para suas células filhas apos a primeira
divisdo pos-ativagcdo. Dessa maneira, as células filhas herdariam potenciais distintos
de diferenciacao no fenétipo efetor ou de memoaria. Evidéncias indicaram que a células
filha que herdam a sinapse imunoldgica sdo a que recebem sinalizacéo via TCR e
receptores co-estimulatérios mais forte, além de uma maior sinalizacdo de citocinas
pré-inflamatérias (como IL-12 e IFN-y) devido a maior proximidade com a APC, e
consequentemente, sdo fadadas a diferenciacdo no fendtipo efetor (CHANG et al.,
2007). Mais recentemente, surgiram novas evidéncias mostrando que a heranca
assimétrica de proteinas intracelulares, como o complexo proteico sensor metabdlico
MTORC1, e a indugéo diferencial de reguladores transcricionais nas células-filhas,
como de componentes do modulador epigenético complexo repressor Polycomb 2
(PRC2), determinavam o potencial de diferenciagédo de células T CD8* para o fenétipo
efetor ou de memdria (KAKARADOV et al., 2017; POLLIZZI et al., 2016).

Os modelos de duracéo e forca de sinais de ativacao e divisdo assimétrica nao
sado mutuamente excludentes, uma vez que todos possuem em comum a ideia de que
os trés sinais de ativacdo sdo os fatores que regem a determinagéo do fendétipo de

células T CD8"*. Além do fato de que a regulacao destes sinais (seja quantitativamente,
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qualitativamente ou temporalmente) controla a geracdo de células T CD8* em
diferentes graus de diferenciacao (Figura 3). Nesse eixo de diferenciacdo, as células
T CD8" Tscm representariam o extremo menos terminalmente diferenciado e com
maior capacidade de gerar células de outros fenétipos (maior carater progenitor),
enquanto células T CD8* Tre representariam o0 extremo mais terminalmente
diferenciado (CHANG; WHERRY; GOLDRATH, 2014; KAECH; CUI, 2012; XU;
PEREIRA; MARTINEZ, 2021). Além disso, em todos esses modelos, had o
entendimento de que a estimulacdo diferencial de sinais associados a ativacdo da
célula T CD8* é transduzida para o interior na célula e promove a ativacdo de
diferentes reguladores transcricionais e epigenéticos que vao direcionar a aquisi¢ao

do programa de cada fenétipo, efetor ou memoria.

Célula T CD8* naive
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Figura 3. A diferenciacdo de células T CD8* no fenétipo efetor e de memoria. Células T CD8*
naive se diferenciam em dois fenétipos apds sua ativacéo, células T CD8* efetoras ou de meméria.
Diversas evidéncias demonstram que células T CD8* de memdria se encontram em um estado menos
terminalmente diferenciado em comparacé@o as células efetoras e possuem uma maior capacidade
progenitora, o que é observado em seu maior potencial proliferativo, de auto renovacgéo e de geracgao
de novas células efetoras mediante uma resposta secundaria. S8o descritos na literatura diferentes
modelos para explicar o processo de diferenciacédo de células T CD8* e os modelos com um conjunto
de evidéncias mais solido apresentam uma caracteristica em comum: que o processo de diferenciacéo
€ dependente dos sinais de ativacdo. Dois modelos alegam que quanto maior a for¢ca ou duragéo dos
sinais de ativacao, maior o potencial de diferenciacéo para o fenétipo efetor. Outro modelo (de divisdo
assimétrica) aponta que a primeira divisao celular da célula T CD8* ativada da origem a duas células-
filhas com potenciais de diferenciacéo diferentes: a célula-filha mais proxima a sinapse imunolégica e,
portanto, que herdou a maior parte dos elementos envolvidos com a sinalizagcdo de ativagdo possui
maior potencial de diferenciacdo para o fenétipo efetor, enquanto que a célula filha mais distante da
sinapse possui maior potencial de diferenciacéo para o fenétipo de meméria

Diferente do que ocorre em respostas imune agudas, onde a sinalizacéo via
TCR e pro6 inflamatdéria € interrompida apés a eliminagcdo do antigeno, em respostas
imunes crénicas ha a persisténcia do antigeno e, portanto, da sinalizacdo associada
ao reconhecimento dele. Essa persisténcia da sinalizacao antigénica, bem como de

estimulos inflamatérios, em contextos de resposta imune crénica (como no caso de
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infeccdes crbnicas ou respostas antitumorais) provoca uma dinamica de diferenciagéo
de células T CD8* diferente da observada na resposta imune aguda. Em respostas
imunes cronicas ndo é observada a geracdo de células T CD8* de memoria e a
populacdo de células T CD8* efetora adquire um fenétipo hiporresponsivo, nomeado
como “exaustao celular”. As caracteristicas das células T CD8* exaustas e 0 processo

de diferenciacdo dessas células sera descrito no subtépico a seguir.

1.4.1 A diferenciagéo de células T CD8* no fendtipo de exaustéo

Relatos iniciais da exaustdo da imunidade adquirida datam de estudos da
década de 1960, associando o fenbmeno a exposicado de altas doses de antigenos
(BYERS; SERCARZ, 1968; STERZL; SILVERSTEIN, 1967). Uma descricdo mais
clara do estado de hiporresponsividade de células T CD8* foi obtida em experimentos
utilizando o modelo de infeccdo cronica pelo virus da coriomeningite linfocitica
(LCMV), onde foi observada a persisténcia de células T CD8* respondedoras
especificas para o virus, porém com prejuizo em suas funcgdes efetoras (GALLIMORE
et al., 1998; ZAJAC et al., 1998). Desde entdo, esse estado diferenciado disfuncional
foi relatado também em diversos contextos de resposta imune crénica, incluindo
infeccdes virais, bacterianas, parasitarias e na resposta imune ao cancer (VIRGIN;
WHERRY; AHMED, 2009). Estudos focados na investigagdo dessa populacéo
identificaram diversos atributos que descrevem esse estado hiporresponsivo e
demonstraram que a exaustdo de células T CD8* se trata de um processo de
diferenciacdo, com estagios intermediarios distintos que podem ser caracterizados
fenotipicamente e funcionalmente (BLANK et al., 2019; KURACHI, 2019; MCLANE;
ABDEL-HAKEEM; WHERRY, 2019; MILLER et al., 2019; PEREIRA et al., 2017,
WHERRY, 2011).

As células T CD8" exaustas (Tex) geradas no curso de uma resposta imune
cronica apresentam um comprometimento progressivo e hierarquico de suas fungcdes
efetoras e capacidade proliferativa, caracterizado por alteracdes fenotipicas e
metabdlicas. Essas transformacfes sdo dirigidas por um programa transcricional e
epigenético distinto dos observados na diferenciacdo para o fendtipo efetor e de
memoria. A principal caracteristica fenotipica de células T CD8* Tex € a progressiva
expressado de multiplos receptores inibitorios, sendo os principais os receptores PD-1,
CTLA-4, Lag-3 e Tim-3, entre outros, de maneira que as fases terminais da exaustao

sdo caracterizadas pela alta expressdo de multiplos receptores inibitorios. Esse
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aumento na expressao e co-expressao de receptores inibitérios correlaciona com a
progressiva diminuicdo e perda da producdo de citocinas importantes para a
funcionalidade da célula T CD8*, como o IFN-y, TNF, IL-2, e proteinas citotoxicas,
como a Granzima B. Em conjunto com a queda na funcionalidade efetora, as células
T CD8" Tex também progressivamente perdem sua capacidade proliferativa e
aumentam sua suscetibilidade a apoptose (Figura 4A) (MCLANE; ABDEL-HAKEEM,;
WHERRY, 2019; WHERRY, 2011; WHERRY; KURACHI, 2015).

A caracterizacdo de estagios intermediarios de células T CD8* possibilitou a
identificacdo de subpopulacbes com diferentes caracteristicas funcionais. Uma
dessas subpopulac¢des identificadas consiste em células T CD8* Tex com atributos de
células de memaria e responsaveis por sustentar a resposta de células T CD8*. Elas
eram capazes de renovar e manter a populacéo de células T CD8* Tex, gerando novas
células com o mesmo fendtipo e células efetoras. Essa populacdo de células com
caracteristicas progenitoras, ou multipotentes, foi cunhada como célula T CD8*
exausta precursora (Trex, do inglés Precursor exhausted T cell). Atualmente, ela
representa um estagio mais inicial no curso da diferenciacdo para a exaustao. A
principal caracteristica desse estagio é a expressado do fator de transcricao Tcf-1,
associado ao feno6tipo de memodria e a caracteristica de multipoténcia (BELTRA et al.,
2020; IM et al., 2016; PALEY et al., 2012; PEREIRA et al., 2017; UTZSCHNEIDER et
al., 2016). Outra caracteristica importante de células T CD8* Trex € a menor expressao
de multiplos receptores inibitorios, exceto a expressao de PD-1, que é requerida para

a geracao destas células (CHEN et al., 2019).

Além da identificagdo da populacdo de células T CD8* Trex, outros estagios
intermediarios no espectro de diferenciacdo de células T CD8* para o fendtipo de
exaustdo tambéem foram definidos utilizando uma caracterizacdo baseada na
expressdo das moléculas Lyl08 e CD69 (BELTRA et al., 2020). Beltra e
colaboradores mostraram que a populacdo de células T CD8* Teex possui uma
heterogeneidade fenotipica e funcional, sendo possivel separar uma subpopulagéo
quiescente e residente de 6rgaos linfoides secundarios com maior potencial progenitor
(Ly108*CD69*), e uma subpopulacdo de células proliferativas com capacidade de
circular pela periferia (Ly1l08*CD69). Ambos os subtipos podem converter um no
outro, porém, a subpopulacdo proliferativa também poderia irreversivelmente

diferenciar-se para células T CD8* Tex com caracteristicas efetoras elevadas, como a
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maior producéo de proteinas citotoxicas e citocinas pro-inflamatorias. Essas células T
CD8" Tex que mantém potencial efetor (Lyl08'CD69-, ditas “intermediarias”)
progressivamente se diferenciam para células T CD8* Tex terminais, apresentando a
progressiva perda da funcionalidade e aquisi¢éo de caracteristicas fenotipicas citadas
no paragrafo anterior (Ly108-CD69*) (Figura 4B).

A Persisténcia B Subpopulagdes de Células T CD8* T,

antigénica
\_—7 Ly108* Ly108* Ly108 Ly108
Exaustao CD69* CD69 CD69 CD69"
Receptores > >
-0

inibitorios ‘ _ + ++ +4++

(PD-1, Lag-3, Tim-3)

Fungéo efetora i+ |+t + Precursoras Intermediaria Terminal
(IFN-y, TNF, IL-2, Gzm B)

[Tox |
Proliferagao ++ + - -

[Tel-1eMyb
Apoptose - + ++ | +++ T-bet

Figura 4. As principais caracteristicas da exaustdo de células T CD8* e as subpopulagdes de
células T CD8* exaustas. (A) A exaustdo de células T CD8* € um fendmeno que ocorre no contexto
da resposta imune crénica, causado pela persisténcia da apresentacdo de antigeno a uma célula T
CD8* efetora (Terr). O processo de diferenciacdo de células T CD8* exaustas (Tex) € marcado por
mudancas fenotipicas e funcionais como: o gradual aumento na expressao de multiplos receptores
inibitérios e na aquisicdo de um perfil hiporresponsivo caracterizado pela perda da fungéo efetora,
capacidade proliferativa e o aumento da apoptose. (B) A populacdo de células T CD8* Tex é
heterogénea e subpopulacdes distintas podem ser identificadas pela expressao das moléculas Ly108
e CD69, incluindo as populacdes exaustas precursoras (Teex, Lyl08*CD69* e Lyl108-CD69),
intermediérias (Ly108-CD69°) e terminais (Ly108-CD69*). Além disso, essas subpopulacdes também
podem ser caracterizadas pela expressao dos fatores de transcricdo Tox, Tcf-1, Myb e T-bet.

E argumentado na literatura de que a exaustdo de células T CD8* é uma
adaptacao evolutiva para lidar com a resposta imune crénica, onde a persisténcia
antigénica com a consequente persisténcia da sinalizagao inflamatoéria e estimulatoria
para células T CD8* promoveriam uma resposta inflamatéria exacerbada
desempenhada por estas células (BLANK et al., 2019; KALLIES; ZEHN;
UTZSCHNEIDER, 2020; SPEISER et al., 2014). No entanto, essa adaptacao impede
a eliminacdo do patdégeno ou antigeno, promovendo a resposta crénica, como a de
células cancerosas. Essa desvantagem, do ponto de vista clinico, € um obstaculo para
o tratamento de diversas doencas crénicas onde o papel de células T CD8* é crucial,
como infec¢des virais cronicas (Ex: o HIV e HCV) e o cancer (MCLANE; ABDEL-
HAKEEM; WHERRY, 2019; VIRGIN; WHERRY; AHMED, 2009).

Dessa maneira, diversos estudos focados na superacéo desse obstaculo foram
levantados. A caracterizacdo da exaustao de células T CD8" suscitou a descoberta
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de que esse fendtipo é altamente dependente da sinalizac&o inibitéria e trabalhos
seguintes mostraram que o0 bloqueio dessa sinalizacdo utilizando anticorpos
monoclonais antagonistas para receptores inibitdérios promoviam a atenuacao da
exaustdo da resposta de células T CD8* e o resgate dessas células, aumentando sua
funcionalidade, proliferacdo e longevidade (KALLIES; ZEHN; UTZSCHNEIDER, 2020;
SPEISER et al.,, 2014). Essa estratégia terapéutica, batizada de bloqueio de
checkpoints, ou bloqueio de receptores inibitérios foi extremamente significativa e foi
honrada pelo prémio Nobel em Fisiologia ou Medicina de 2018, concedido aos
pesquisadores James Allison e Tasuku Honjo. Apesar de ndo ser completamente
conhecido como esse bloqueio promovia a restauracéo da resposta de células T CD8*
(SPEISER et al., 2014), trabalhos seguintes demonstraram que a principal populagéao
afetada pelo bloqueio de checkpoints era a populacdo de células T CD8* Tpex,
enquanto as células T CD8* Tex terminais eram refratarias a terapia (HE et al., 2016;
IM et al., 2016; UTZSCHNEIDER et al., 2016).

1.5 A regulacdo transcricional e epigenética de células T CD8* em resposta

imune aguda e crbnica

O processo de diferenciacdo de células T CD8* é dirigido pelo controle
coordenado da expresséo génica, promovendo o desenvolvimento de um programa
transcricional caracteristico de um fenoétipo diferenciado (CHANG; WHERRY;
GOLDRATH, 2014; CHEN et al.,, 2018c; KAECH; CUI, 2012; XU; PEREIRA;
MARTINEZ, 2021). Nesse mecanismo de controle ha o arranjo da ativacédo de genes
envolvidos com a aquisi¢cdo e manutencdo da identidade de um determinado fenétipo
e com as funcdes desempenhadas por essas células, e o silenciamento de genes
associados a outros fendtipos e fungbes. O estabelecimento do perfil transcricional
caracteristico de um determinado fenétipo ou estado diferenciado é orquestrado pela
cooperacao da atuacao de fatores de transcricdo com a regulacdo de mecanismos
epigenéticos, como a metilagdo de DNA, a atuagédo de RNAs nao codificantes ou a
modificacdo pds-traducional de histonas. O sub-tépico abaixo ir4 tratar de conceitos
importantes de epigenética e prover descricbes breves a respeito de seus

mecanismos.

1.5.1 Epigenética: Conceitos e mecanismos
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Cunhado em 1942 por Waddington, epigenética € o termo que define os
estudos voltados para as alteracbes fenotipicas independentes das alteracdes
genotipicas no curso do desenvolvimento de um organismo (WADDINGTON, 2012).
Desde entdo, diversos avancos sobre como essas alteracbes ocorrem, em outras
palavras, como se ddo 0s mecanismos epigenéticos e como eles sdo controlados,
revelaram a importancia desses mecanismos para o desenvolvimento de organismos
multicelulares e para processos de diferenciacéo celular (ALLIS; JENUWEIN, 2016;
BIRD, 2007). Os mecanismos epigenéticos trabalham ndo apenas no controle de
programas de diferenciacdo, mas também no controle dindmico da adaptacé&o celular
a estimulos externos, ambientais e na transferéncia destas alteracbes para sua
progénie originada da divisdo celular, caracteristica nomeada como heranga
epigenética (ALLIS; JENUWEIN, 2016). A regulacdo epigenética permite que as
células de um organismo possam, de apenas um genotipo idéntico entre elas, gerar
diversos fenotipos caracterizados por um perfil transcricional diferente (ALLIS;
JENUWEIN, 2016; BELK; DANIEL; SATPATHY, 2022).

A regulacado epigenética funciona predominantemente através da modificacédo
da estrutura de regibes cromossémicas, modulando a acessibilidade da cromatina,
nome dado ao complexo formado por DNA gendmico, moléculas de RNA e as
proteinas associadas a estes &cidos nucléicos (ALLIS; JENUWEIN, 2016; BIRD,
2007). A cromatina é organizada através do enovelamento da dupla-fita de DNA
gendmico no octamero proteico de proteinas histonas, formando o nucleossomo, a
sua unidade basica de organizacdo, e ela pode se encontrar em diferentes graus de
compactagao (Figura 5A) (KORNBERG, 1974). No entanto, de modo abrangente, a
compactacao da cromatina pode ser categorizada em dois estados: (i) eucromatina,
definida pela cromatina levemente condensada e acessivel para a entrada da
maquinaria de transcricdo génica; e a (ii) heterocromatina, definida pela cromatina
mais condensada, inacessivel e silenciada quanto a expressao génica (ALLIS;
JENUWEIN, 2016).

Estudos iniciais focados na alteracdo da estrutura do DNA e cromatina
identificaram que ambas poderiam ser modificadas quimicamente através da
metilacdo de DNA em residuos de citosina (formando a 5-metilcitosina), realizada por
enzimas DNA metiltransferases (DNMT), e pela modificacdo pos-traducional de

proteinas histona, na regido da cauda da proteina. Foi demonstrado que ambos os
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mecanismos epigenéticos estavam associados a regulacdo transcricional e a
modificacdo quimica distinguia regides de eucromatina e heterocromatina (ALLFREY;
FAULKNER; MIRSKY, 1964; HOLLIDAY; PUGH, 1975; HOTCHKISS, 1948). Apo6s
essas descobertas, diversos trabalho descreveram a existéncia de diversos tipos de
modificacdes em proteinas da familia das histonas (diversos residuos das proteinas),
incluindo acetilacbes, metilacdes, fosforilagdes e ubiquitinacdes entre outras (ALLIS;
JENUWEIN, 2016). Também foi evidenciado que essas modificacbes quimicas
possuiam um carater consistente na regulacdo da transcricdo génica, sendo
modificacdes ativadoras, como a acetilacdo de histonas, ou repressoras, como a
metilacdo de DNA. Ja a metilacdo em histonas pode apresentar carater repressor ou
ativador dependendo do residuo onde a marca € depositada, como observado para a
marca ativadora H3K4me3 e para as marcas repressoras H3K9me3 e H3K27me3
(ALLIS; JENUWEIN, 2016).

Esse montante de conhecimento em constante evolucdo a respeito das
modificacdes quimicas de histona suscitou a hip6tese de que essas marcas formariam
um “codigo de histonas” e a informacgao carregada pela combinacido de marcas
promoveria estados da cromatina que auxiliariam na definicdo de fenétipos através da
regulacédo do perfil transcricional. Essa combinacdo de marcas poderia, inclusive,
configurar regibes contendo concomitantemente marcas ativadoras e repressoras,
sendo essas regides chamadas de regibes bivalentes, ou estado bivalente da
cromatina (ALLIS; JENUWEIN, 2016; BERNSTEIN et al., 2006%). Esse “codigo de
histonas” seria regulado e interpretado por uma série de proteinas que participariam
do processo de modificacdo pos-traducional e dos mecanismos de sinalizagcdo que
essas marcas gerariam. Essas proteinas foram divididas em trés categorias: (i)
proteinas escritoras, que realizariam a deposi¢cdo da marca de histona, como histona
acetiltransferases (HATs, do inglés “Histone acetyltransferases”) ou histona lisina
metiltransferases (KMTs, do inglés “Lysine methyltransferases”); (ii) proteinas
apagadoras que realizam a remoc¢ao da marca de histona, como histona deacetilases
(HDACs, do inglés “Histone deacetylases”) ou histona lisina demetilases (KDMs, do
inglés “Lysine demethyltransferases”) ou; (iii) proteinas leitoras, que sao capazes de
reconhecer uma marca de histona e desempenhar uma série de funcdes para reforcar
ou alterar a sinalizagcdo promovida por essa marca, ou ainda modular a estrutura

tridimensional da cromatina através do recrutamento de outras proteinas e complexos
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capazes de alterar o grau de compactacao dela (ALLIS; JENUWEIN, 2016; STRAHL;
ALLIS, 2000).

A Nucleossomo B
Apagadora
Cauda da histona

( Ex:HATs Ex:HDACs

2x Histona H2A KMTs KDMs ,’:

2x Histona H2B
2x Histona H3 beoee”
2x Histona H4

—>
<2 DNA

Nucleossomo: adaptado de Allis & Jenuwein, 2016 - 10.1038/nrg.2016.59

Figura5. O nucleossomo e as modificagdes pos-traducionais de histonas. (A) O nucleossomo é
a unidade basica de compactacado da cromatina, constituido pelo enovelamento da dupla-fita de DNA
em um complexo octamero de histonas formado por duas proteinas histonas H2A, H2B, H3 e H4. (B)
Cada proteina histona possui caudas que podem sofrer modificacfes pés-traducionais (ou marcas),
como acetilagbes e metilagbes, que sinalizam a modulacéo da acessibilidade de cromatina e auxiliam
na regulagéo epigenética do genoma. A deposicio dessas marcas € catalisada por enzimas escritoras
(Ex: HATs e KMTs) e removidas por enzimas apagadoras (Ex: HDACs e KDMs). Proteinas leitoras
também pode se ligar & essas marcas para realizar mecanismos de modula¢do da acessibilidade da
cromatina ou recrutar outros moduladores epigenéticos para reforgar ou atenuar a sinalizacéo da marca
identificada.

O controle da acessibilidade de cromatina, e consequentemente, a regulacao
da transcricdo génica, sinalizado pelas marcas epigenéticas é mediado pela
modulacao da interacao fisica entre as proteinas histona e a molécula de DNA, como
no caso da acetilacdo de histonas onde o grupamento acetil neutraliza a carga basica
da histona e enfraquece a interacdo da mesma com o DNA, e pelo recrutamento de
outros moduladores epigenéticos que podem contrapor ou amplificar o sinal daquela
marca (ALLIS; JENUWEIN, 2016). Nesse grupo estdo incluidos complexos
remodeladores da cromatina, como SWI/SNF ou NURF, que por mecanismos
dependentes de ATP sdo capazes de modificar a interagdo entre DNA e
nucleossomos ou manipular a posicdo de nucleossomos na cromatina, “rolando-os”
através da fita de DNA, ejetando-os ou substituindo-os (HARGREAVES; CRABTREE,
2011).

Esse controle da acessibilidade da cromatina através da regulacdo mediada
pelo “codigo de histonas” é fundamental para a modulacao da atividade de proteinas
gue compdem a maquinaria de transcricdo, como a RNA polimerase Il e fatores de
transcricdo, especialmente em regides regulatorias de grande importancia, como na

regido promotora do gene, o sitio de iniciacdo da transcricdo (TSS, do inglés
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“Transcription starting site”) e regides enhancer (que podem estar agrupadas,
formando uma regido super-enhancer) (ANDERSSON; SANDELIN, 2020; HNISZ et
al., 2013; SCHOENFELDER; FRASER, 2019). Em células T, essa cooperacao entre
regulacdo epigenética e regulacdo transcricional é fundamental para o
desenvolvimento e funcdo destas células. Diversos trabalhos jA mostraram a
importancia do funcionamento coordenado desses agentes regulatorios para o
desenvolvimento timico, manutencdo da identidade de linhagem de células T e
controle da expressdo de moléculas de sinalizacdo chave para a funcdo destas
células, como citocinas e receptores de citocinas (HOSOKAWA; ROTHENBERG,
2021; KANNO et al., 2012; MAQBOOL et al., 2020; ONODERA; NAKAYAMA, 2015;
PACE; AMIGORENA, 2020).

1.5.2 A regulacgéo transcricional e epigenética na diferenciacédo para o fendtipo

efetor ou memoria

ApOGs a ativacdo de células T CD8*, dindmicas alteragbes transcricionais e
epigenéticas ocorrem logo em seguida, dirigindo o processo de diferenciacdo. A
analise transcricional de células T CD8* geradas na primeira divisdo celular pos-
ativacdo por scRNA-Seq mostrou que as células-filhas do clone de células T CD8*
ativado adquirem um perfil transcricional com alta similaridade ao perfil de células
plenamente diferenciadas, mostrando que a escolha do fenétipo no processo de
diferenciacdo € iniciada muito precocemente, e dando suporte a hipotese da
diferenciacéo de células T CD8" por divisdo assimétrica (KAKARADOV et al., 2017).
Da mesma maneira, logo ap6s a ativacdo de células T CD8* ha a inducdo de
profundas alteracdes epigenéticas através de mecanismos de metilacdo do DNA e
modificacdo pos-traducional de histonas, com a consequente alteracdo da
acessibilidade de cromatina, em até mesmo poucas horas apés a ativagéo de células
T CD8*" (KAKARADOV et al., 2017; LI et al.,, 2021; RUSS et al., 2014; SCOTT-
BROWNE et al., 2016; YOUNGBLOOD et al., 2017).

Entre os diferentes agentes envolvidos nas alteracdes do perfil transcricional e
epigenético da célula T CD8* ativada, € demonstrado que alguns fatores de
transcricdo e reguladores epigenéticos possuem um papel pioneiro nessas
transformacdes, como T-bet, Eomes, Blimpl, Irf4, BATF e Runx3 (GODEC et al.,
2015; KURACHI et al., 2014; WANG et al., 2018; YAO et al., 2013). Em células T CD8*

naive, os genes para esses fatores de transcricdo possuem regides promotoras em
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estado bivalente de cromatina (H3K4me3*H3K27me3*), permitindo uma rapida
conversdo para um estado de cromatina permissivel, removendo as marcas
repressoras, e promovendo a ativacao da expressao apos a ativacao celular (LI et al.,
2021; RUSS et al., 2014).

A ativacdo de fatores de transcricdo pioneiros € o primeiro passo para a
aquisicdo do programa transcricional e epigenético que define o fenétipo da célula T
CD8*. Em cooperacgdo com a atividade de reguladores epigenéticos, esses fatores de
transcricdo preparam a paisagem epigenética para a atuacdo de outros fatores de
transcricdo que vao trabalhar para a especificacdo e manutencéo da célula T CD8*
em um determinado fenétipo (CHEN et al., 2018c; PIPKIN, 2021). O papel de diversos
fatores de transcricao na diferenciacdo de células T CD8* e manutencao do fenotipo
efetor ou de memoaria ja foi, e continua sendo, descrito. Entre esse grande grupo,
alguns exemplos importantes que podem ser destacados sdo os fatores de transcri¢ao
T-bet, Blimp-1, 1d2, Stat4 e Zeb2, associados com o fenoétipo efetor, e os fatores
Eomes, Bcl-6, 1d3, Stat3 e Tcf-1, associados com o fenétipo de memadria (CHANG;
WHERRY; GOLDRATH, 2014; CHEN et al., 2018c; KAECH; CUI, 2012).

Uma caracteristica marcante nessa rede de reguladores é que esses fatores
de transcricdo frequentemente atuam em pares antagonicos, onde o balanco da
atividade entre os integrantes de cada par permite a facilitacdo da diferenciacdo da
célula T CD8*" em um determinado fenotipo. Um exemplo bem documentado dessa
dindmica é o eixo definido pelos fatores de transcricdo T-bet e Eomes. Ambos o0s
fatores de transcricdo, membros da mesma familia, sdo ativados precocemente em
resposta ao estimulo via TCR e requeridos para a expressao de proteinas importantes
para a funcéo de células T CD8*, como o IFN-y, Granzima B, Perforina e o receptor
de quimiocina CXCR3. No entanto, ao longo do processo de diferenciacdo, é
observado que o balan¢o da expressao entre esses fatores participa do processo de
comprometimento da célula T CD8* com um fendtipo. A maior expressao de T-bet
favorece a diferenciacéo de células T CD8* para um fendtipo efetor, estimulado pela
sinalizagdo desencadeada pela citocina pro-inflamatoria IL-12, conectando a ideia de
gue sinais inflamatorios mais intensos propiciam a maior geracao de células T CD8*
de fendtipo efetoras (BADOVINAC; PORTER; HARTY, 2004; INTLEKOFER et al.,
2005; JOSHI et al., 2007).
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Em paralelo, o fator de transcricdo Eomes favorece a geracao de células de
memoria e € essencial para a geracdo de células T CD8* de memoria central
(BANERJEE et al., 2010; INTLEKOFER et al., 2005). A oposi¢éo entre os fatores de
transcricdo é exemplificada pelo bloqueio da geracdo de células T CD8* de fendtipo
efetor causado pela delecéo de T-bet. Por outro lado, a auséncia de T-bet ndo impacta
a geracao de células T CD8* de memoria, e a delecdo de Eomes resulta no oposto
(JOSHI et al.,, 2007; PALEY et al., 2013). De maneira similar, uma relacdo dual
antagodnica entre fatores de transcricdo também pode ser enxergada no eixo formado
pelos pares 1d2/1d3 e Bcl6/Blimp-1 (CANNARILE et al., 2006; KALLIES et al., 2009;
RUTISHAUSER et al., 2009; YANG et al., 2011).

Os fatores de transcricdo associados a diferenciacdo de células T CD8* em
fendtipo efetor ou de memoéria também podem atuar de maneiras antagOnicas
competindo pelo sitio de regulacdo génica. Um exemplo € a funcdo de Bach2 de
repressdo de genes associados a diferenciacdo para o fenétipo efetor através da
ligagdo com a regido de enhancer desses genes, impedindo a entrada e atividade de
fatores de transcricdo ativadores como AP-1 e IRF4 e promovendo a diferenciacéo
para o fenétipo de memdéria (ROYCHOUDHURI et al., 2016). A relacdo antagonica
pode também ser dada ndo através de uma competicdo com outros fatores de
transcricdo, mas através da protecdo de um determinado sitio regulatério contra
mecanismos repressores. O fator de transcricdo FOXO1 promove a expressao de
diversos genes associados ao fenétipo de memodria e a sobrevivéncia (como Tcf7,
Eomes, Bach2, Bcl2, Sell, 1I7r e Ccr7) se ligando a regides regulatérias do gene e
protegendo-as da marca repressora H3K27me3 depositada pela proteina Polycomb
Ezh2, como sera discutido a diante (GRAY et al., 2017; KIM et al., 2013).

Um outro exemplo € o fator de transcrigcdo Blimp-1 capaz de recrutar a histona
metiltransferase G9a e a histona deacetilase HDAC2 para promover a deposi¢ao de
marcas repressoras H3K9Me2/3 e a remocao de H3Ac nos loci dos genes ll2ra e
Cd27, prejudicando a diferenciagéo para o fenétipo de memdéria (SHIN et al., 2013).
No entanto, alguns fatores de transcricdo também possuem o potencial intrinseco de
atuar como moduladores epigenéticos, como o fator de transcricdo Tcf-1 que pode
agir como uma proteina HDAC, com papel essencial para a aquisicdo do fendtipo de
memoéria (JEANNET et al., 2010; ZHOU et al., 2010; ZHOU; XUE, 2012).
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Como outros fatores de transcricdo associados a capacidade progenitora,
persisténcia e ao fenotipo de memoaria, como FOXO1 e LEF1, Tcf-1 € expresso em
células T CD8* naive e apos a ativacao sua expressao € suprimida na maior parte das
células geradas na expansao clonal, correlacionando com a aquisicdo do fenétipo
classico de células T CD8* TsLec ou Tte (KLRG1*CD127°) (DANILO et al., 2018; LIN
et al., 2016; RAO et al., 2012). Essa regulacdo negativa de Tcf-1 é fortemente
dependente dos mecanismos epigenéticos de metilagdo do DNA mediado pela
Dnmt3a e deposicdo da marca repressora H3K27me3, depositada pela enzima Ezh2,
subunidade catalitica do complexo PRC2 (DANILO et al., 2018; GRAY et al., 2017;
YOUNGBLOOD et al.,, 2017). De forma reciproca, a populacdo que possui alta
expressdo de Tcf-1 apresenta o fendtipo classico de células T CD8* Twmprec (KLRG1
CD127%). Diferentes trabalhos demostraram que a expressao de Tcf-1 é requerida
para a geracao de células T CD8* de memodria central, sua funcdo de reativacdo em
resposta secundaria e longevidade através da manutencdo da populacdo por
proliferacdo homeostatica dependente de IL-15 (JEANNET et al., 2010; ZHOU et al.,
2010; ZHOU; XUE, 2012).

Um estudo posterior também mostrou que células T CD8* precursoras de
memoria com alta expressdo de Tcf-1 exibiam caracteristicas limitadas de
diferenciacdo em um fenoétipo efetor, apresentando alta similaridade em seu
transcriptoma e paisagem epigenética com células T CD8* de memdria central
plenamente diferenciadas, reforcando a ideia de que representavam precursores
precocemente comprometidos com esse destino celular (PAIS FERREIRA et al.,
2020). De maneira convergente, a delecéo de Tcf-1 diminui drasticamente, porém nao
inibe completamente, a geracdo de células T CD8* precursoras de memoéria ou de
memoéria central, indicando que esse fator de transcricdo ndo é completamente
responsavel a formacao dessas populacées (PAIS FERREIRA et al., 2020; ZHOU et
al., 2010).

Em 2019, foi relatado que o fator de transcricdo Myb também atua como um
dos reguladores centrais na geracao de celulas T CD8* de memoaria central atraves
do seu papel de restricdo da diferenciacao terminal de células T CD8* e promocéo de
um programa celular de multipoténcia e longevidade (GAUTAM et al.,, 2019). Foi
demonstrado que a expressao de Myb é requerida para a geracdo de células T CD8*

de memoria central CD62L* com caracteristicas de células-tronco multipotente, que
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ela correlaciona positivamente com a expresséao de Tcf7 e Bcl2, enquanto correlaciona
negativamente com a expressao de Zeb2, e seu papel como regulador desses genes
foi evidenciado pela ligagédo direta de Myb aos loci gendmicos de Tcf7 e Zeb2. Foi
observado também que sua superexpressdo provoca 0 aumento da populacdo de
células T CD8* de memdaria central, a melhora na polifuncionalidade destas células
(definida pela co-expressdo mudiltiplas das citocinas IFN-y, TNF e IL-2) e melhor
reativagdo em resposta secundéria, mostrando que o fator de transcricdo também é
importante para a regulacdo da funcionalidade destas células, além da regulacédo da
diferenciacdo (GAUTAM et al., 2019).

1.5.3 A regulacdo transcricional e epigenética na diferenciacao para o fenétipo

de exaustao

Diferente do que se pensava quando primeiramente descrito, o fenétipo de
exaustdo de células T CD8* configura um estado diferenciado distinto dos fenotipos
efetor e de memoria, fenotipicamente, funcionalmente, bem como em relagéo a seu
programa transcricional e epigenético (BELK; DANIEL; SATPATHY, 2022; MCLANE;
ABDEL-HAKEEM; WHERRY, 2019; WHERRY; KURACHI, 2015). Estudos iniciais em
modelo de infeccdo viral crénica por LCMV-cl1l3 mostraram que células T CD8*
exaustas apresentavam um perfil transcricional distinto de células T CD8* efetoras ou
de memodria geradas em modelo de infeccdo viral aguda (DOERING et al., 2012;
WHERRY et al., 2007). Em complementacdo, a analise comparativa de regides
acessiveis na cromatina entre células T CD8" exaustas, naive, efetoras ou de
memdaria em multiplos trabalhos (avaliando células T CD8* exaustas geradas tanto em
contexto de infeccéo viral cronica quanto em modelos de tumor) revelou que células
T CD8* apresentam uma paisagem epigenética distinta dos outros fenétipos, com
milhares de regifes diferencialmente acessiveis (BENGSCH et al., 2018; MOGNOL et
al., 2017; PAUKEN et al., 2016; PHILIP et al., 2017; SCOTT-BROWNE et al., 2016;
SEN et al.,, 2016). Diversas dessas regides compreendiam genes associados ao
fendtipo de exaustdo e a diferenciagdo para esse fenotipo, como o gene codificante
para os receptores inibitérios PD-1 (Pdcdl) e Tim-3 (Havcr2) ou o fator de transcrigcéo
Tox (Tox), que se apresentavam mais acessiveis, e genes associados a funcao
efetora, como a citocina pré-inflamatéria IFN-y (Ifng), que se apresentavam menos

acessiveis.
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Consolidando a hipotese de que a exaustao de células T CD8* configura um
estado diferenciado caracterizado por assinaturas transcricionais e epigenéticas
proprias, foi demonstrado também que células T CD8* exaustas geradas em
diferentes infecgbes virais crénicas humanas e em respostas a diferentes tipos de
cancer possuem um perfil epigenético conservado com células T CD8* exaustas
murinas (BENGSCH et al., 2018; PRITYKIN et al., 2021; SATPATHY et al., 2019; SEN
et al.,, 2016). Além disso, células T CD8* exaustas provenientes de humanos e
geradas em modelos murinos também apresentaram uma assinatura transcricional
comum (BENGSCH et al., 2018). Adicionalmente, a analise do epigenoma de células
T CD8* em tempos diferentes na resposta antitumoral mostrou que o programa de
regulacdo epigenética associado ao processo de diferenciacdo de células T CD8*
exaustas € dividido em duas fases distintas (PHILIP et al., 2017). Foi observado que
apos a primeira fase de remodelamento sdo geradas células T CD8* exaustas que
guardam a capacidade funcional de resgatar suas funcdes efetoras caso removidas
do microambiente tumoral, enquanto apds a segunda fase as células T CD8* exaustas
se mostraram terminalmente comprometidas (PHILIP et al., 2017). Esses resultados
indicaram que a diferenciacdo para o fendtipo de exaustdo era um processo com
multiplas etapas, o que foi corroborado por trabalhos posteriores que caracterizaram
estagios precursores, intermediarios e terminais de células T CD8* exaustas, como
mencionado no tépico 1.4.1 (BELTRA et al., 2020; IM et al., 2016; MILLER et al., 2019;
PALEY et al., 2012).

Todas essas evidéncias geradas em analises globais ressaltam a existéncia de
uma rede regulatoria constituida de moduladores epigenéticos e fatores de transcricao
que arquiteta o processo de diferenciacdo de células T CD8* para o fenétipo de
exaustdo. Diversos fatores de transcricdo que participam do processo de
diferenciacéo de células T CD8* para o fenotipo efetor ou de memdéria tambéem foram
descritos envolvidos na diferenciacao para o fenotipo de exaustdo (BELK; DANIEL;
SATPATHY, 2022; MCLANE; ABDEL-HAKEEM; WHERRY, 2019). Por exemplo, os
fatores de transcricdo T-bet e Eomes foram descritos como indispensaveis para a
diferenciacdo de células T CD8* exaustas (PALEY et al., 2012). O fator de transcricdo
T-bet, associado a diferenciacao terminal de células T CD8* efetoras, em contextos
de resposta crénica € requerido para a geracao de uma populacédo de células exaustas

em estado intermediario, que retém parcialmente sua capacidade funcional,
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possivelmente através da sua funcéo de represséo génica de PD-1 (BELTRA et al.,
2020; HUDSON et al., 2019; KAO et al., 2011; RAJU et al., 2021). Por outro lado,
véarios trabalhos mostraram que os niveis de expressdo de Eomes correlacionavam
positivamente com a diferenciacdo terminal de células T CD8* em células exaustas e
sua funcéo foi associada com a regulacao de genes distintos em comparacéo ao seu
papel na promoc¢ao do fenotipo de memaria (DOERING et al., 2012; HUANG et al.,
2017; ODORIZZI et al., 2015; PALEY et al., 2012).

Outro fator de transcricdo que apresenta func¢des distintas no contexto de
resposta cronica é o NFAT, ativado diretamente abaixo do estimulo via TCR, em um
exemplo da importdncia de como a cooperatividade entre fatores de transcrigéo
modula a trajetdria da regulacao transcricional. Em tempos precoces em uma resposta
viral aguda, a ativacao de NFAT e AP-1 promove a inducdo de genes envolvidos com
a ativacao de células T e sua resposta efetora, no entanto, em respostas cronicas, é
favorecido a atuacdo de NFAT independente de AP-1, neste caso, promovendo a
atenuacéo da funcéo efetora (MARTINEZ et al., 2015). Em resposta a infecgao viral
cronica, foi demonstrado que ha a prevaléncia da atividade independente de NFAT,
possivelmente através da inibicdo da formacdo do complexo AP-1, formado pelas
proteinas Jun e Fos, devido ao papel antagbnico de BATF que compete por Jun
(KURACHI et al., 2014; MARTINEZ et al., 2015; MCLANE; ABDEL-HAKEEM;
WHERRY, 2019). O fator de transcricdo NFAT na auséncia de seu parceiro
transcricional AP-1 se liga a genes chave para a diferenciacdo no fendtipo de
exaustdo, como 0s genes para 0s receptores inibitérios PD-1, Lag-3 e Tim-3
(MARTINEZ et al., 2015).

Em contraste aos exemplos citados acima, alguns outros fatores de transcrigéo
gue participam da regulacéo transcricional no processo de diferenciacéo de células T
CD8* exaustas cumprem um papel semelhante ao descrito na diferenciacdo para o
fendtipo efetor ou de memaria. Dois exemplos sé@o os fatores de transcrigdo Tcf-1 e
Myb, ambos associados com a indugdo de um estado menos terminalmente
diferenciado e com capacidades progenitoras e regenerativas, como as vistas em
células T CD8* exaustas CD62L* (GAUTAM et al., 2019; TSUI et al., 2022; ZHAO,;
SHAN; XUE, 2022). Diversos trabalhos mostraram que Tcf-1 é indispensavel para a
diferenciacdo e manutencéo de células T CD8* exaustas precursoras, que mantém

capacidade progenitora de se renovar atraves de proliferacdo homeostatica e gerar
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outras populacdes de células exaustas em niveis mais avancados de diferenciacao
terminal (CHEN et al., 2019; MAN et al., 2017; MILLER et al., 2019; UTZSCHNEIDER
etal., 2016; WU et al., 2016). Seguindo o mesmo paralelo, recentemente foi observado
que Myb também é um fator de transcricdo essencial para a geracdo de células T
CD8* progenitoras no contexto de respostas crénicas, assim como foi demonstrado
para respostas agudas (TSUI et al., 2022). Em células T CD8* exaustas precursoras,
Myb é um regulador positivo da expresséo génica de Tcf-1 (Tcf7) e de diversos outros
genes associados a esse fen6tipo, como para as proteinas de superficie CD62L (Sell)
e (Ccr7), e orquestra a diferenciacdo dessa populacdo. Além disso, Myb também
promove o controle da funcéo efetora de células T CD8* exaustas, evitando respostas
inflamatérias exacerbadas por parte de células T CD8, destacando o papel
fundamental desse regulador para a resposta de células T CD8* em condicdes

cronicas.

Por fim, um conjunto de diferentes trabalhos explorando a regulacao
transcricional e epigenética de células T CD8* exaustas culminou na identificacdo de
um fator de transcricdo deterministico para a diferenciacéo nesse fenétipo, o fator de
transcricdo Tox (ALFEI et al., 2019; KHAN et al., 2019; SCOTT et al., 2019a; YAO et
al., 2019). Tanto em modelos de infec¢do cronica quanto em resposta antitumorais,
Tox foi rapidamente induzido pelo estimulo via TCR e sua expressao é mantida em
todos os subtipos de células com fendtipo de exaustéo, caracterizando um regulador
gue define a linhagem de células T CD8* exaustas. Confirmando o seu papel crucial,
a superexpressao de Tox em células T CD8* ativadas in vitro recapitula grande parte
do fendtipo de exaustdo, incluindo a regulacédo positiva de genes codificantes para
receptores inibitérios (Ex: PD-1 e Tim-3), enquanto a deficiéncia desse fator de
transcricdo leva a diminuicdo da expressdo destas proteinas em conjunto com o
resgate da hiporresponsividade. A importancia desse fator de transcricdo também foi
destacada em analises epigenéticas de células T CD8* deficientes para Tox, que
mostraram que ele é fundamental para induzir acessibilidade de cromatina em genes
de proteinas caracteristicas do fenotipo, como PD-1 e CD39 (KHAN et al., 2019;
SCOTT et al., 2019a; SEO et al., 2019).

1.5.4 O papel chave daregulacéo epigenética na diferenciacdo de células T CD8*

A modulagdo da atividade de fatores de transcricdo durante processo de

diferenciacdo decorre, dentre outros fatores, do arranjo diferencial de outros
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reguladores transcricionais e de regulacfes epigenéticas diferentes, que originam
paisagens epigenéticas caracteristicas de cada fenoétipo. Dois trabalhos recentes
investigando o perfil transcricional e epigenético de células T CD8* geradas em
resposta aguda e cronica, utilizando técnicas de sScRNA-Seq e ScATAC-Seq
identificaram assinaturas transcricionais e de regibes de cromatina aberta
caracteristicas de cada fenétipo gerado em ambas as respostas (DANIEL et al., 2022;
GILES et al., 2022). De forma notavel, foi observado que a caracterizagéo epigenética
atraves da analise de regides de cromatina diferencialmente acessiveis apresentava
uma definicdo mais consistente dos subtipos de células T CD8* do que a
caracterizacao transcricional (GILES et al., 2022). Esse dado reforca a importancia
que a regulacéo epigenética possui para os processos de diferenciacao de células T
CD8* e para o estudo do mecanismo molecular por tras deles.

Vérias evidéncias levantadas nos ultimos anos destacaram o papel crucial que
a marca epigenética H3K27me3 possui para a regulacédo epigenética do processo de
diferenciacdo de células T CD8* tanto em contexto de resposta aguda quanto em
contexto de resposta crénica (ARAKI et al., 2009; GRAY et al., 2017; KAKARADOV et
al., 2017; LI et al., 2021; RUSS et al., 2014; WEBER et al., 2021; XU et al., 2021).
Essa marca epigenética repressora é depositada (“‘escrita”) pela enzima Ezh2,
subunidade catalitica do complexo repressor Polycomb 2 (PRC2), e removida
(“apagada”) pela enzima Kdm6b. Muitos trabalhos focados na investigacdo do papel
dessas enzimas foram publicados na literatura recentemente, demonstrando como
ambas séo cruciais para a diferenciac@o de células T CD8* no fendtipo efetor (GRAY
et al., 2017; KAKARADOQJV et al., 2017; LI et al., 2021; XU et al., 2021). No entanto,
PRC2 néo é o unico complexo epigenético formando por proteinas da familia
Polycomb, existindo também o complexo PRC1, o qual pouco se sabe sobre o seu
papel na diferenciacdo de células T CD8*. Se faz necessario mais estudos
investigando o papel de PRC1 na diferenciagéo de células T CD8*, uma vez que além
de possuir a capacidade de participar de mecanismos epigenéticos independentes

PRC1 pode atuar também em cooperacdo com PRC2.

1.6 Os complexos repressores Polycomb 1 e 2

Os complexos repressores Polycomb 1 e 2 (PRC1 e PRC2, respectivamente),
sdo complexos constituidos por proteinas do grupo Polycomb (PcG), que atuam na

regulacéo da estrutura da cromatina e na modulacéo epigenética da expressao génica
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(BLACKLEDGE; KLOSE, 2021; MARGUERON; REINBERG, 2011; MELO et al.,
2022). Ambos os complexos apresentam funcdo de repressdo génica, decorrente
principalmente de seus mecanismos de modificagdo pos-traducional em caudas de
histonas (BLACKLEDGE; KLOSE, 2021; KOUZARIDES, 2007; MELO et al., 2022).

O PRCL1 realiza a deposicdo da marca repressora de ubiquitinacdo da lisina
119 da histona H2A (H2AK119Ub) através da sua subunidade catalitica E3 ubiquitina
ligase RinglA ou RinglB. O PRC2, por sua vez, realiza a mono-, di- ou trimetilacao
da lisina 27 da histona H3 (H3K27mel-3) e, além do papel central de Ezh2
previamemente mencionado, pode contar com subunidade catalitica metiltransferase
Ezhl. Ambos os complexos sdo constituidos por vérias subunidades, além das
subunidades cataliticas, que podem ser representadas em isoformas diferentes. Além
disso, parte dessas subunidades sédo acessoérias e ambos 0os complexos podem ser
montados em diferentes configuracdes. Dessa maneira, tanto PRC1 quanto PRC2 se
apresentam em diferentes variantes estruturalmente e funcionalmente distintas, sendo
o grupo de complexos PRC1 o mais heterogéneo (BLACKLEDGE; KLOSE, 2021;
MELO et al., 2022; PIUNTI; SHILATIFARD, 2021).

Apesar da gama de combinacdes possiveis em células de mamiferos, ambos
PRC1 e PRC2 apresentam subunidades que néo variam, que definem o cerne do
complexo (BLACKLEDGE; KLOSE, 2021; GAO et al., 2012). O cerne do complexo
PRCL1 é formado pela subunidade catalitica RinglA ou Ring1B e pela proteina PCGF
(do inglés Polycomb group ring finger), que pode apresentar seis diferentes isoformas
(PCGF1-6). Esse cerne pode interagir com outras subunidades de PRC1, uma das
isoformas da proteina Chromobox (Chx2, Chx4, Cbx6, Chx7 ou Cbx8) ou a proteina
RYBP (do inglés Ringl and YY1 binding protein ou seu homélogo YAF2), de forma
mutualmente exclusiva. Complexos PRCL1 constituidos pela interacdo das proteinas
do cerne com proteinas Cbx sdo nomeados complexos PRC1 canénicos (cPRC1),
mais similares aos complexos descritos na espécie modelo Drosophila melanogaster.
J& as variantes de complexos PRC1 que interagem com RYBP/YAF2 sdo nomeados
de PRC1 nao candnicos (ncPRC1). Baseado na isoforma de PCGF, seis diferentes
variantes de ncPRCL1 ja foram descritas, formadas pela interacdo com diferentes
proteinas acessorias. Da mesma maneira que para o PRC1, o complexo PRC2 em
mamiferos pode se apresentar em duas variantes diferentes, o PRC2.1 e o PRC2.2,

e ambas apresentam subunidades constantes que definem um cerne. Séo elas a
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subunidade catalitica Ezh1l ou Ezh2, a proteina EED, a proteina Suz12 e a proteina
RBBP4/7 (ou RbAP48/46).

A SCML1/2 : _ cPRC1
i SCMHXBXZMIGXPHC’I 3) RYBP/YAF ncPRC1 .2 ou
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Figura 6. Os complexos repressores Polycomb 1 e 2. (A) Os complexos repressores Polycomb
(PRC)1 e 2 sao complexos proteicos com importante papel na regulacdo epigenética capazes de
desempenhar diversas func¢des, sendo a principal delas a deposi¢cao de marcas repressoras através de
suas subunidades cataliticas. Os PRCs podem se apresentar em diferentes configuracfes, sendo as
possiveis configuracdes de PRC1 divididas em variantes canbnicas (cPRC1) e ndo candnicas
(ncPRC1). (B) O PRCL1 realiza a ubiquitinacdo na lisina 119 da histona H2A (H2AK119Ub) catalisada
pela subunidade Ring1A ou Ring1B, enquanto o PRC2 realiza a trimetilacdo na lisina 27 da histona H3
(H3K27me3) catalisada pela subunidade Ezh1 ou Ezh2.

A deposicao da marca repressora H3K27me3 do PRC2 é um dos principais e
mais bem descritos mecanismos de repressao mediados por proteinas Polycomb. A
marca H3K27me3 promove a repressdo de transcricdo génica diminuindo a

acessibilidade da cromatina no local onde é depositada através do recrutamento da
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maquinaria de compactacdo da cromatina, competindo com outros complexos
moduladores da cromatina com funcédo ativadora, como o complexo SWI/SNF, e
inibindo a atividade de complexos que depositam marcas ativadoras, como a
acetilacado da lisina 27 da histona H3 (H3K27Ac) (BLACKLEDGE; KLOSE, 2021,
SCHUETTENGRUBER et al., 2017). Além disso, é descrito que a H3K27me2 também
possui funcéo repressora ao inibir a acetilacdo da H3K27, ocupando o substrato dessa
marca. O papel de grande importancia da H3K27me3 para o controle da
acessibilidade de cromatina e da diferenciacédo celular ja foi demonstrada em varios
tipos celulares de mamiferos, incluindo células embrionérias, células progenitores de
diferentes linhagens (incluindo na linhagem hematopoiética), células do sistema imune
(precursoras ou diferenciadas) e células cancerosas (MARGUERON; REINBERG,
2011; MELO et al., 2022; NUTT et al., 2020; PIUNTI; SHILATIFARD, 2021).

Em contraste com o papel da marca H3K27me3, a essencialidade da marca do
PRC1, H2AK119Ub, para o mecanismo de repressdo mediado por proteinas
Polycomb é controverso (BLACKLEDGE; KLOSE, 2021; MELO et al., 2022; PIUNTI;
SHILATIFARD, 2021). Embora alguns estudos mostrem que a atividade E3 ubiquitina
ligase seja dispensavel para a atividade repressora de PRC1 no modelo de D.
melanogaster e em células tronco embrionarias murinas (MESC, do inglés Mouse
Embryonic Stem Cells), estudos mais recentes levantaram evidéncias de que esse €
um mecanismo essencial para a repressao da expressao génica mediada por PRC1
(BLACKLEDGE et al, 2020; ENDOH et al., 2012; ESKELAND et al., 2010;
ILLINGWORTH et al., 2015; PENGELLY et al., 2015; TAMBURRI et al., 2020). Além
disso, também € descrito que variantes canbnicas e ndo candnicas de PRC1
apresentam potenciais distintos de exercer a funcdo catalitica de Ring1lA/B, sendo
observado que complexos ncPRC1 apresentam um papel mais proeminente na
deposicdo de H2AK119Ub (GAO et al., 2012; ROSE et al., 2016; TAHERBHOY;
HUANG; COCHRAN, 2015). Além da deposicédo de H2AK119Ub, os complexos PRC1
podem exercer outros mecanismos epigenéticos que incluem: (i) a inducdo da
compactacao local da cromatina mediada pela interacao entre as subunidades Phc ou
Cbx; (i) a interferéncia com complexos remodeladores da cromatina ativadores
(Ex:SWI/SNF) e RNA polimerase 1l e; (lii) a estabilizacdo de al¢cas de cromatina,

formando interacbes de longo alcance, que podem ser mediadas também pela



63

interacdo de subunidade Phc e Cbx (BLACKLEDGE; KLOSE, 2021,
SCHUETTENGRUBER et al., 2017).

Primeiramente descrito em D. melanogaster, era suposto que 0os complexos
PRC1 e PRC2 funcionavam de forma hierarquica (WANG et al., 2004). Isso devido ao
potencial da subunidade do cerne do cPRC1, Cbx, de reconhecer e se ligar a marca
de PRC2, a H3K27m3, através de seu cromodominio (BERNSTEIN et al., 2006b;
FISCHLE et al., 2003; KAUSTOV et al., 2011). Dessa maneira, PRC2 depositaria sua
marca repressora em alvos gendmicos e assim recrutaria também a atividade
repressora de PRC1 para esses alvos, que sofreriam a deposi¢cdo de H2AK119Ub,
reforcando a sinalizagéo repressora e de compactacdo da cromatina. No entanto,
diversos trabalhos mostraram que ambos os complexos podem funcionar de forma
independente ao outro, sendo observados regibes genémicas que receberam a
deposicdo exclusiva da marca de apenas um dos complexos (KU et al., 2008;
SCHOEFTNER et al., 2006). Foi demonstrado também que a atividade repressora de
PRC2 poderia ser recrutada por H2AK119Ub, indicando um cenario muito mais
complexo e dinamico do que o anteriormente pensado, e mostrando que ambos 0s
complexos podem cooperar sem uma hierarquia fixa (BLACKLEDGE et al., 2014;
COOPER et al., 2014). Por fim, além do recrutamento via reconhecimento da marca
depositada por um dos complexos, outros mecanismos de recrutamento
independentes da cooperacao entre os dois complexos ja foram descritos para ambos,
incluindo o recrutamento mediado pela ligacéo a ilhas de CpG (FARCAS et al., 2012;
KU et al., 2008), o recrutamento mediado por RNAs longos nao-codificantes (INCRNAs,
do inglés long non-coding RNAs) (BONASIO et al., 2014; PINTACUDA et al., 2017), e
o recrutamento por ligagdo a dominios de sequéncia especifica (motivos T-box, E-box
etc.) (HUANG et al., 2018; STIELOW et al., 2018).

Um outro aspecto que aumenta a variedade de contextos em que proteinas do
grupo Polycomb podem atuar € que algumas das subunidades de ambos os
complexos podem atuar de forma independente ao PRC (MELO et al., 2022; NUTT et
al., 2020). Em especial, a subunidade catalitica do PRC2, Ezh2, ja foi descrita
exercendo funcdo metiltransferase de proteinas nédo histona, incluindo fatores de
transcricdo, e exercendo fungdes fora do nucleo, como por exemplo na regulacdo da
polimerizacdo de actina (SU et al., 2005; VASANTHAKUMAR et al., 2017). Outros

exemplos incluem as subunidades do PRC1: (i) Ck2, com funcédo serina/treonina
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quinase, importante reguladora de varias etapas do ciclo celular; (i) KDM2B e
HDAC1/2, proteinas apagadoras de marcas de histona que atuam na demetilacédo e
deacetilacdo, respectivamente e; (iii) Cbx4, proteina Chromobox, alvo do presente
trabalho, que além de seu cromodominio também apresenta motivos de interacdo com
SUMO (SIM, do inglés SUMO Interacting Motifs) (BLACKLEDGE; KLOSE, 2021;
MERRILL et al., 2010). A familia de proteinas SUMO consiste em proteinas
modificadoras pequenas similares a ubiquitina que sdo conjugadas através da
atividade de enzimas SUMO E1, E2 e E3, reacdo conhecida como SUMOilacdo. E
importante notar que os dominios SIM de Cbx4 também estdo associados a funcéo
E3 SUMO ligase independente a atuacdo no cPRC1 (MERRILL et al., 2010).

A compreensdo dos processos de SUMOilagcédo por Cbx4 é de fundamental
importancia visto que a conjugacdo de SUMO a uma proteina substrato pode
desencadear diversos efeitos, como alterar a sua conformacgéo, modular sua atividade
ou estabilidade, ou ainda modificar sua interacdo a outras proteinas parceiras ou
moléculas associadas, como o DNA (GEISS-FRIEDLANDER; MELCHIOR, 2007;
ZHAO, 2018). E relatado na literatura que a funcdo E3 SUMO ligase de Cbx4 e a
interacdo de Cbx4 com SUMO podem influenciar mecanismos epigenéticos mediados
por proteinas Polycomb, modulando a atividade de Ezh2, a subunidade catalitica de
PRC2, e regulando o recrutamento de PRC1 para sitios marcados por H3K27me3
(ISMAIL et al., 2012; KANG et al., 2010; WU et al., 2022). Também €& descrito que
Cbx4 participa do controle da atividade e estabilidade de diversos reguladores
transcricionais através da sinalizacao por SUMO, incluindo proteinas envolvidas na
diferenciacéo de células T CD8*, como o modulador epigenético Dnmt3a e o fator de
transcricao Hif-1a (CHEN et al., 2018b; JIANG et al., 2020; LI et al., 2007, 2014a).

Apesar de serem extensamente estudadas em modelos de células MESC em
mamiferos e terem seu papel bem descrito em etapas de diferenciacdo nas fases de
desenvolvimento embriondrio, a atuacdo dos PRCs em diversas etapas de
diferenciacéo na linhagem de célula T ja foi previamente investigado. No entanto, 0s
mecanismos moleculares em que os PRCs participam na regulacéo da diferenciacao
de células T ndo sdo completamente conhecidos e diversas lacunas nesse
conhecimento ainda permanecem em aberto. Na sessé&o a seguir serdo descritas

algumas das principais descobertas a respeito do papel das proteinas Polycomb em
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células T, assunto que foi também explorado no trabalho de revisdo recentemente

publicado pelo grupo anexado a este documento (ANEXO A, MELO et al., 2022).

1.7 O papel das proteinas Polycomb em células T

1.7.1 O papel das proteinas Polycomb no desenvolvimento de células T

Diversos trabalhos utilizando modelo murino demonstraram o papel de
proteinas Polycomb para a regulagédo da proliferacédo, sobrevivéncia e diferenciacao
de timdcitos, em particular no estdgio DN3 e em estadgios menos diferenciados
(IKAWA et al., 2016; JACOBSEN et al.,, 2017; ONODERA; NAKAYAMA, 2015;
ORAVECZ et al.,, 2015). Em contraste, estudos utilizando modelos de delecao
gendmica condicional das subunidades cataliticas de PRC1 ou PRC2 a partir do
estagio DP (Ringla’Ring1b"Cd4ce ou Ezh2MCd4Ce, respectivamente) mostraram
auséncia de impacto no desenvolvimento timico de células T, indicando a participacao
das atividades repressoras dos PRCs em fases mais precoces (SU et al., 2005;
VASANTHAKUMAR et al., 2017).

Foi demonstrado que a deficiéncia da subunidade catalitica de qualquer um dos
complexos leva a um grave prejuizo na diferenciacdo dos timécitos, marcado pela
incapacidade de progresséo da fase DN3. Isto ocorre pela auséncia de mecanismos
repressores de genes associados a outras linhagens celulares e falha na manutencgéo
da identidade com a linhagem de célula T. Ezh2, em parceria com o fator de
transcricdo lkaros, reprime genes ativados pela via de Notch e genes associados a
HSCs, que precisam ser silenciados nos timécitos para a progressao além do estagio
DN3 (ORAVECZ et al.,, 2015). Também foi descrito que 0s genes associados a
linhagem de células B Pax5 e Ebfl sdo alvo de silenciamento mediado pela atividade
de PRC2 e PRC1 em timdcitos, mecanismo importante para a manutencdo da
identidade com a linhagem de células T (IKAWA et al., 2016; OGURO et al., 2010).

Outro mecanismo molecular importante onde foi descrito o envolvimento de
proteinas Polycomb é o controle da expressdo de Cdkn2a, gene codificante para as
proteinas com funcgdo de inibicdo do ciclo celular e inducdo de apoptose p16'NK4A e
pl19AT (AKASAKA et al.,, 1997; JACOBS et al.,, 1999; JACOBSEN et al., 2017;
MIYAZAKI et al., 2008). Foi observado que Cdkn2a é um alvo direto da atividade
metiltransferase de Ezh2 e alvo de ligacdo das proteinas do cPRC1 Pcgf4 e Chx2,

indicando possivel atuacdo cooperativa de ambos 0s complexos para a repressao
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desse gene. A desrepresséo do gene em decorréncia da deficiéncia em Ezh2 resultou
em uma grave queda dos numeros de timoécitos DN4 e DP, indicando que o aumento
desse gene levou ndo somente a supressdo da progressao do ciclo celular e

proliferacdo, mas também do impedimento da diferenciagéo do timadcitos.

Apesar de observadas essas evidéncias da participacdo dos complexos PRCs
no processo de desenvolvimento de células T no timo, principalmente, em relagédo a
atividade de deposicao da H3K27me3, o papel de PRC1 ainda néo € totalmente claro.
Essa falta de informacao € ainda maior em relacao a identificacdo de qual variante de
cada complexo participa desses mecanismos regulatorios e a possivel cooperacao

entre 0s complexos nesses processos.

1.7.2 O papel das proteinas Polycomb na diferenciacédo de células T CD4*

Como mencionado anteriormente, as células T CD4* se diferenciam em
fendtipos distintos de células T auxiliares de acordo com o conjunto de sinais que
recebem no momento da sua ativacdo (ver 1.2.1.1). Esses sinais culminam na
ativacao e repressao de diferentes fatores de transcricdo (reguladores mestres) que
dirigem a aquisicdo de um programa relacionado a um dos fendétipos de células T
CD4* auxiliar. A atuacao desses reguladores mestres € modulada pelo controle da
estrutura da cromatina através de mecanismos epigenéticos, e um dos mecanismos
descritos na participacdo do processo de diferenciacdo de células T CD4* é a

deposicdo de marcas epigenéticas, como a marca repressora do PRC2, H3K27me3.

Foi demonstrado em diferentes estudos que os genes codificantes para 0s
reguladores mestres dos subtipos de células T CD4* Tul (Tbx21), Th2 (Gata3) e Trec
(Foxp3) sdo alvos da atividade metiltransferase de Ezh2, subunidade catalitica do
PRC2 em células T CD4* naive. Além disso, também em células T CD4* naive, a
expressdo génica de citocinas chave desses fenétipos (Ifng, 114, 115, 1113 e 1110) é
reprimida através da deposicao de H3K27me3 (TUMES et al., 2013; WEI et al., 2009;
XIONG etal., 2012; ZHANG et al., 2014). Esses achados evidenciam o papel de PRC2
como regulador do processo de diferenciacdo e funcédo das células T CD4*. De
maneira similar, genes essenciais para a funcdo efetora de células TnHl7, que
codificam as citocinas IL-22, IL-10, IL-9 e para o fator de transcri¢cao regulador positivo
da IL-17A, Atf-3, sdo alvos de deposicdao de H3K27me3 e a inibicdo da atividade
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metiltransferase de Ezh2 é essencial para a diferenciacédo nesse fenétipo (ESCOBAR
et al., 2014).

Mesmo ap6s a completa diferenciacdo das células T CD4*, a atividade
repressora de PRC2 sobre os diferentes genes de reguladores mestres e citocinas é
essencial para a manutencao da identidade de linhagem da célula T CD4"* e regulacéo
da plasticidade destas células. Diferentes trabalhos mostraram que PRC2 € essencial
para a repressdo de genes associados a outros fendtipos em células T CD4*
diferenciadas, como por exemplo a repressao dos genes associados ao fendtipo Th2
Gata3 e 114 em células T CD4* Tl e a repressao dos genes associados ao fenotipo
Tul Tbx21 e Ifng em células T CD4* Tu2 (TUMES et al., 2013). A estabilizacéo do
programa transcricional associado ao fenoétipo regulatério em células Trec € a
repressao de uma transicdo para um fenoétipo de célula Trec inflamatdria também é
dependente da atividade repressora de PRC2 (ARVEY et al., 2014; DUPAGE et al.,
2015).

Como nas células T em fase de desenvolvimento, foi observado que células T
CD4* Trn também reprimem a expressdo de Cdkn2a através da deposicdo de
H3K27me3. Esse mecanismo de inibicdo € importante para a manutencdo da
sobrevivéncia e do processo de diferenciacdo dessas células, uma vez que a proteina
pré-apoptotica p1947, codificada pelo gene Cdkn2a, é antagonista de Bcl-6, regulador
mestre de células Tru (LI et al., 2018). Evidéncias do papel de PRC2 na repressao de
Cdkn2a e de outros genes de inibidores de ciclo celular e proteinas pré-apoptoticas
(Cdknla, Cdkn2b, Pmaipl e Perp), também foram mostradas para células T CD4*
polarizadas para o fenétipo TH1 in vitro, assim como o prejuizo na proliferacdo e
sobrevivéncia de células T CD4* Tul diferenciadas em resposta a infeccdo por
Toxoplasma gondii em animais deficientes em Ezh2 (Ezh2MCd4¢®) (YANG et al.,
2015).

1.7.3 O papel das proteinas Polycomb na diferenciacéo de células T CD8*

A regulacéo transcricional mediada pela deposicdo de marcas repressoras e
ativadoras de histona € um fator importante na diferenciacdo de células T CD8* e nas
alteracdes do programa transcricional associado a esse processo (ARAKI et al., 2009;
HENNING; ROYCHOUDHURI; RESTIFO, 2018). Em exemplo disso, evidéncias

iniciais mostraram que diversos fatores de transcricdo associados a diferenciacéao de
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células T CD8* no fendtipo efetor ou de memoria apresentam rapidas alteracdes no
perfil de modificacbes de histona em regides bivalentes (que apresentam
concomitantemente marcas repressoras e ativadoras) logo ap0s a ativagéo da célula
T CD8*, caracterizadas principalmente pela perda da marca repressora H3K27me3 e
aumento da marca ativadora H3K4me3 (RUSS et al., 2014). Diversos outros genes
envolvidos com a funcéo efetora e ativacdo da célula T CD8* também apresentam
esse perfil de alteracao (RUSS et al., 2014). Esse papel central da marca H3K27me3,
depositada pelo PRC2, suscitaram varios estudos posteriores focados na investigacao

desse modulador epigenético em células T CD8".

Em modelo de infecgé&o viral aguda por LCMV foi demonstrado que a atividade
metiltransferase de Ezh2, subunidade catalitica do PRC2, é fundamental para o
comprometimento de células T CD8* com a diferenciacdo para o fendtipo efetor
através do silenciamento de genes associados a memoria (Figura 7) (GRAY et al.,
2017; KAKARADOV et al., 2017). Entre esses genes se destacam fatores de
transcricdo com papel critico na diferenciacao para o fenétipo de meméria, como Tcf7,
Bach2 e 1d3 (GRAY et al., 2017). Em concordéancia, a analise fenotipica de células T
CD8* deficientes em Ezh2 (de animais com nocaute condicional de Ezh2 em células
T, Ezh2"1Cd4Cr) nesse mesmo modelo de infeccéo revelou prejuizo na geracéo de
células T CD8* de fenotipo efetor (KLRG1*CD127°) e o aumento da expressao de
moléculas associadas ao fendétipo de memodria CD62L, CD27 e os fatores de
transcricdo Tcf-1, Eomes e Foxol (GRAY et al., 2017; KAKARADOQV et al., 2017).
Somado a isso, a andlise por sScRNA-Seq de células T CD8* ativadas em resposta a
infecgéo vira aguda por LCMV mostrou que células T CD8* destinadas com o fenotipo
efetor logo apGs a primeira divisdo pos-ativacao regulavam positivamente a expressao
dos genes codificantes para as subunidades do cerne do PRC2, indicando o
recrutamento da atividade de PRC2 logo apos a ativacdo da célula T CD8*
(KAKARADOV et al., 2017). Essa participacdo precoce foi corroborada por outros
trabalhos, que revelaram a regulagdo positiva da expressdo de varias proteinas
Polycomb horas apos a ativacdo, mesmo antes da primeira divisdo, bem como da
expressdo e atividade da demetilase Kdm6b, responsavel por remover a marca
H3K27me3 (LI et al., 2021; XU; PEREIRA; MARTINEZ, 2021). Em conjunto, esses

estudos demonstram a importancia da atividade de PRC2 e a regulacdo da marca
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H3K27me3 para a diferenciacéo de células T CD8* em momentos bem precoces do

curso da resposta dessas células.

A investigacdo da participacdo de Ezh2 na funcéo efetora de células T CD8*
em modelos distintos de resposta aguda mostraram resultados conflitantes. Em
infeccédo viral aguda por LCMV foi observada a diminuicdo da producédo de citocinas
pro-inflamatérias (IFN-y e TNF) e prejuizo no controle da carga viral em células
deficientes para Ezh2 (Ezh2¥1GzmbC¢® e Ezh2¥1Cd4c®), enquanto em modelo de
infeccdo bacteriana por L. monocytogenes foi observado o aumento da fungéo efetora,
caracterizado pela maior producéo de IFN-y, TNF e Granzima B (CHEN et al., 2018a;
GRAY et al., 2017; KAKARADOV et al., 2017).

Alinhado com a ideia de que Ezh2 promove uma melhor funcédo efetora, foi
observado em diferentes estudos que a atividade desse modulador epigenético
correlaciona com uma melhor resposta antitumoral (HE et al., 2017; KOSS et al., 2020;
WEBER et al., 2021). A inibicdo farmacoldgica de Ezh2 em células T CD8* provocou
0 prejuizo na resposta antitumoral, embora provocasse o aumento da citocina TNF e
maior producdo de Granzima B, como observado para células T CD8* Ezh2%Cd4Cre
em modelo de L. monocytogenes (KOSS et al., 2020). Além disso, a inibicao de Ezh2
em células T CD8* ativadas in vitro levou ao aumento de moléculas associadas a
exaustdo, como os receptores inibitérios PD-1, Lag-3, CTLA-4 e TIGIT, e os fatores
de transcricdo Nr4a e Tox (KOSS et al., 2020). Em concordancia, a superexpressao
do mutante de Ezh2 com fungdo histona metiltransferase aumentada (Ezh2Y641F)
aumentou a resposta antitumoral de células T CD8* exaustas e a inibicao
farmacolégica de Ezh2 em células T CD8* CAR-T (do inglés Chimeric Antigen
Receptor CD8 T Cell) mostrou que Ezh2 é essencial para a recuperacdo da
funcionalidade células CAR-T em estratégias imunoterapéuticas (KOSS et al., 2020;
WEBER et al., 2021).

Em modelos de resposta aguda e cronica, também foi demonstrado o papel de
Ezh2 no controle do ciclo celular, proliferacdo e morte de células T CD8* através da
repressao da expressao dos genes pro-apoptoticos Cdkn2a, Cdknlc e Bim e foi visto
gue a sua deficiéncia provoca o aumento de apoptose em modelos de infec¢édo viral
aguda por LCMV e modelo de resposta antitumoral (CHEN et al., 2018a; HE et al.,
2017; KAKARADOQV et al., 2017).
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Figura 7. O papel relatado de proteinas Polycomb em células T CD8*. E descrito na literatura que
a subunidade catalitica do PRC2, Ezh2, possui papel fundamental na diferenciacéo de células T CD8*
para o fenétipo efetor através da represséo de genes associados com a diferencia¢é@o para o fenétipo
de memodria, como os genes de fatores de transcri¢do Tcf7, Bach2 e 1d3. Também é descrito que a
proteina Pcgf4, subunidade do PRC1, é fundamental para a manutencao da sobrevivéncia de células
T CD8* de memodria através da inibicdo do gene Cdkn2a, que codifica as proteinas pré-apoptoéticas e
reguladoras do ciclo celukar p16'Nk4a @ p19AT,

Por fim, existem poucas descricbes sobre o papel de outras proteinas
Polycomb, além de Ezh2, na regulacdo da diferenciacéo e funcéo de células T CD8*.
Uma dessas descricdes é sobre o papel da regulacdo do gene Cdkn2a pela proteina
Pcgf4 (Bmi-1) (HEFFNER; FEARON, 2007; JACOBS et al., 1999; MIYAZAKI et al.,
2008). Foi mostrado que células T CD8* naive e de memoria (quiescentes e em
proliferacdo homeostéatica) apresentavam repressdao de Cdkn2a dependente da
expressdo de Pcgf4, e células T CD8" efetoras terminalmente diferenciadas,
caracterizadas pela expressao de KLRGI1, perdiam a expressdo desse membro
Polycomb e regulavam positivamente o gene pro-apoptotico inibidor do ciclo celular
(Figura 7) (HEFFNER; FEARON, 2007).

2 JUSTIFICATIVA

O processo de diferenciacao de células T CD8*, apés sua ativacao, no fenétipo
efetor ou de memaria é altamente dindmico e complexo, coordenado pela participacéo
cooperativa de diversos fatores de transcricdo que regulam o programa transcricional
da célula T CD8* e moduladores epigenéticos que controlam a acessibilidade da
cromatina e a atividade desses fatores de transcricdo (CHANG; WHERRY;
GOLDRATH, 2014; CHEN et al., 2018c; DIAO; PIPKIN, 2019; HENNING;
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ROYCHOUDHURI; RESTIFO, 2018; KAECH; CUI, 2012; PEREIRA et al., 2017; XU;
PEREIRA; MARTINEZ, 2021). Diversos participantes desse processo, e sua
contribuicdo para o mecanismo molecular de diferenciagéo, ja foram identificados e

descritos. Entre eles, esta o PRC2.

Foi demonstrado, em modelo de infeccdo viral aguda por LCMV, que a
atividade metiltransferase de PRC2 possui um papel central na diferenciacdo de
células T CD8*, auxiliando no comprometimento com o fenétipo efetor e silenciando
genes associados ao fenotipo de memodria (GRAY et al., 2017; KAKARADOV et al.,
2017; Ll etal., 2021; XU et al., 2021). Foi observado ainda que o controle da deposi¢cao
de H3K27me3 ocorre de forma muito precoce no processo de diferenciagdo, com
evidéncias de que PRC2 e a demetilase Kdm6b (que atua em contraparte, removendo
a marca H3K27me3), atuam tdo cedo quanto na primeira divisdo da célula T CD8*
ativada (KAKARADOV et al., 2017; LI et al., 2021; QUEZADA et al., 2023). A funcéo
repressora de PRC2 é direcionada contra importantes orquestradores do programa
transcricional de memoria, como os fatores de transcricdo Tcf-1, Bach2 e 1d3, e foi
mostrado que a auséncia da sua atividade leva a um significativo prejuizo na geracao
de células T CD8" efetoras (GRAY et al., 2017). Varios trabalhos mostraram também
que a subunidade catalitica de PRC2, Ezh2, participa da regulacéo da funcéo efetora
de células T CD8* ativadas em diferentes modelos de infeccdo e em modelo de
resposta antitumoral. Além disso, foi observado que tanto subunidades de PRC2
(Ezh2) quanto de PRC1 (Bmi-1) participam do controle do regulador chave do ciclo
celular e sobrevivéncia Cdkn2a em células T CD8* (CHEN et al., 2018a; HEFFNER;
FEARON, 2007).

Embora muitas evidéncias do papel de PRC2 no controle da diferenciacéo,
fungéo efetora, metabolismo e ciclo celular de células T CD8* tenham sido descritas
nos ultimos anos, pouco se sabe sobre o papel de PRC1 nesses processos (MELO et
al., 2022). Além disso, devido a variedade de formas que o PRC1 pode apresentar, é
fundamental a identificacdo de quais as subunidades desse complexo estéo
associadas a regulacéo dos diferentes processos citados acima, podendo assim ser
identificado a variante de PRC1 em trabalho. Por fim, é crucial a investigacdo das
possiveis interacdes de cooperacao entre os complexos para que seja completamente
compreendido o mecanismo de repressdo mediado por proteinas Polycomb em
células T CD8".
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Nesse contexto, se faz necessario investigacdes mais profundas a respeito do
papel de proteinas do grupo Polycomb no mecanismo molecular responséavel pela
regulacdo dos processos biolégicos de células T CD8*, com énfase na diferenciacdo
e na funcéo efetora dessas células. A descoberta dessas informacdes € importante
para a conquista de uma melhor compreensdo dos circuitos regulatorios por tras
desses processos e para a sua utilizagdo na proposta de novas estratégias

terapéuticas ou na melhoria das estratégias ja aplicadas em clinica.

Deposicéo de H3K27m3 em

“genes de memoria” Células T CD8*
Gray et al., 2017 ! - Efetoras
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Figura 8. Esquematizacdo da hipotese de que PRC1 participa da regulacéo da diferenciacéo de
células T CD8* em colaboragdo com PRC2. E demonstrado que PRC2 promove a diferenciacéo para
o fendtipo efetor através da deposicdo da sua marca repressora, H3K27me3, nos loci de genes
associados ao fenétipo de meméria. No entanto, ndo é conhecido se PRC1 também participa desse
mecanismo, atuando em cooperacéo ou de forma independente, para a regulacéo da diferenciacéo de
células T CD8* no fenétipo efetor ou de memoria.

3 OBJETIVOS

Investigar o papel do Complexo Repressor Polycomb 1 candnico (cPRC1), com
foco na subunidade Cbx4, no processo de diferenciacdo de células T CD8*. Para

cumprir com esse objetivo, foram estipulados os objetivos especificos:

1. Investigar o efeito da deficiéncia em subunidades do PRC1 na regulacdo do
fendtipo e funcionalidade de células T CD8* diferenciadas em modelo de infecgéo viral

aguda;

2. Estudar o impacto da deficiéncia em subunidades do PRC1 para a regulagéo
do perfil transcricional de células T CD8* diferenciadas em modelo de infecgéo viral
aguda por LCMV;

3. Investigar o efeito da deficiéncia em Cbx4 na regulacdo do fenotipo e

funcionalidade de células T CD8™* diferenciadas in vitro;
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4. Avaliar a consequéncia da deficiéncia em Chx4 para regulacdo do fendtipo e

funcionalidade de células T CD8* reativadas em resposta secundaria;

5. Investigar o efeito da superexpressao de Chx4 e de construgbes mutantes de
Cbx4 na regulacdo do fendtipo e funcionalidade de células T CD8* diferenciadas in

vitro e em modelo de infeccao viral aguda;

6. Estudar a contribuicdo do cromodominio e dos motivos SIM de Chx4 para seu

papel no controle da diferenciacéo e funcéo de células T CD8;

7. Investigar o efeito da deficiéncia em Cbx4 na regulacdo do fenoétipo e

funcionalidade de células T CD8* diferenciadas em modelo de infeccéo viral crénica.

4 METODOLOGIA
4.1 Camundongos

Todos os camundongos utilizados no projeto de pesquisa foram de fundo
genético da linhagem C57BL/6. Os animais utilizados nos experimentos descritos
neste trabalho apresentavam idade entre 6 e 8 semanas de vida e 0s grupos
experimentais foram combinados para que os camundongos fossem igualmente
distribuidos em relacdo ao sexo e idade. Em colabora¢cdo com o Prof® Dr. Gustavo
Martinez, foram utilizados animais das linhagens de camundongos transgénicos P14
Thyl.l1 e P14 Thyl.l CD4¢e. A linhagem de camundongos P14 (Taconic) é
manipulada geneticamente para que as células T CD8* destes animais sejam
constituidas de apenas um clone, que possui a expressao de um TCR que reconhece
de forma especifica o epitopo gp33-41 do LCMV. No laboratorio do Prof. Gustavo
Martinez, essas linhagens foram cruzadas com a linhagem transgénica Chbx4"f
(obtidos através da colaboragdo com o professor Dr. Guoliang Xu — Instituto de
Bioquimica e Biologia Celular, China) (LIU et al., 2013) para a geracao de animais
Cbx4"1Cd4ce e P14 Thyl.1* Cbx4"1Cd4c®, Todos os animais foram mantidos em
biotérios livres de patdgenos especificos e utilizados seguindo os protocolos
aprovados e estabelecidos pelo Conselho Nacional de Experimentagcdao Animal
(CONCEA) na UFRJ (experimentos envolvendo a utilizacdo de animais foram
aprovados sobe os protocolos 079/16 e 054/20 aprovados pelo Comité de Etica no

Uso de Animais (CEUA) da UFRJ) e pelo comité institucional de cuidados e uso de
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animais (Institutional Animal Care and Use Committee, IACUC), na Rosalind Franklin

University of Medicine and Science (North Chicago, IL, EUA).

4.2 Isolamento de células T CD8* naive de camundongos

Camundongos foram eutanasiados e dissecados em ambiente estéril no interior
de cabines de biosseguranca de fluxo laminar para a extracdo de o6rgaos linfoides
secundarios. Foram extraidos o baco e linfonodos inguinais, axilares, sub-braquiais e
cervicais. Em uma placa de Petri estéril, os 6rgaos foram processados macerando-0s
sobre uma malha de nylon autoclavada de aproximadamente 100 ym, ou um cell
strainer de 70 um, resultando em uma suspensdo de células unicas que foram
transferidas para um tubo de centrifuga de 15 mL. Essa suspensao foi centrifugada a
400 x g, por 5 minutos, a 4°C e o precipitado de células foi clarificado através da
remocao do sobrenadante e ressuspensao das células na solu¢cdo tampéo comercial
para lise de hemacias ACK (do inglés, Ammonium-Chloride-Potassium(K)) Lysing
Buffer (Gibco™ Thermo-Fisher Scientific), na propor¢cdo de 1 mL para cada animal
utilizado no experimento. A suspensao de células foi incubada em tampao de lise de
hemacias por 2 minutos, mantendo o tubo de centrifuga no gelo por todo o tempo e
ao fim da incubacdo a suspensdo foram adicionados 10 mL de solucdo de PBS
suplementado com Soro Fetal Bovino a 2% (v/v) (South American Origin, Gibco™
Thermo-Fisher Scientific), seguido de mais uma centrifugacao (400 g / 5 minutos /
4°C). O sobrenadante foi descartado, o precipitado de células ressuspendido em 5 mL
de PBS + SFB 2% e o numero de células vivas foi quantificado em uma camara de
Neubauer ou no aparelho de contagem de células CellDrop™ (Denovix®) pelo método
de exclusédo de corante misturando uma aliquota diluida cem vezes da suspensao

com uma aliquota do corante Azul de Trypan 0,1% (v/v), em uma proporc¢ao de 1:1.

A suspensao foi enriquecida para a populacao de células T CD8" totais atraves
do uso do kit comercial de selecdo negativa por coluna magnética Dynabeads™
Untouched™ Mouse CD8 cells (Thermo-Fisher Scientific), seguindo o protocolo
fornecido pelo fabricante. Apds essa etapa de enriquecimento, as células T CD8*
naive (aqui caracterizadas pela expressdo da molécula CD62L e a auséncia de
expressao da molécula de superficie CD44 — CD44-CD62L*) foram isoladas por FACS
(do inglés, Fluorescence-Activated Cell Sorting) (item 4.9), utilizando os anticorpos
fluorescentes anti-CD8, anti-CD44 e anti-CD62L murino (ver Tabela 1).
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Alternativamente ao enriquecimento de células T CD8* seguido por FACS, nos
experimentos realizados nos EUA, a suspensdo de células extraidas de baco e
linfonodos foi tratada com o kit de purificacdo de células T CD8* naive Mouse Naive
CD8* T Cell Isolation Kit (StemCell Technologies), seguindo o protocolo fornecido pelo

fabricante.

As células T CD8* naive isoladas foram entéo preparadas para cultivo in vitro
imediato ou lavadas através da precipitagdo por centrifugacdo (400 g / 5 minutos a
4°C) seguida de ressuspensdo com PBS 1X gelado, duas vezes, para finalmente
ressuspender o precipitado em tampao de lise para futura extracao de RNA, utilizando

o kit comercial Quick-RNA MiniPrep (Zymo Research).

4.3 Cultivo in vitro de células T CD8" e diferenciacdo em fendtipo tipo efetor e

fendtipo tipo memoaria

As células T CD8* naive isoladas foram ressuspendidas em meio de cultura
DMEM (do inglés, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) suplementado com Soro
Fetal Bovino inativado 10% (v/v) (Performance, Gibco™ Thermo-Fisher Scientific), L-
Glutamina 2 mM (Gibco™ Thermo-Fisher Scientific), Penicilina-Estreptomicina 100
U/mL (Gibco™ Thermo-Fisher Scientific), aminoacidos essenciais de MEM 1X (Sigma-
Aldrich/Merck), aminoacidos ndo essenciais de MEM 1X (Gibco™ Thermo-Fisher
Scientific), Piruvato de Sédio 1 mM (Gibco™ Thermo-Fisher Scientific), solucédo de
vitaminas para MEM 1X (Gibco™ Thermo-Fisher Scientific), HEPES 10 mM (Gibco™
Thermo-Fisher Scientific) e B-mercaptoetanol 50 yM (Sigma-Aldrich/Merck). As
células T CD8* naive foram ativadas em uma concentracéo de 1 milhdo de células/mL
em placas de cultivo de 24, 12 ou 6 pocos pré-recobertas de anticorpos monoclonais
de cabra anti-lgG de hamster em uma solugdo de 300 pg/mL (Pierce™ Protein
Biology, Thermo-Fisher Scientific). Para a ativagéo, as células T CD8* naive foram
incubadas pelos dois primeiros dias de cultivo (48h) na presenca de anticorpos
monoclonais de hamster anti-CD3 (clone 2C11) e anti-CD28 (clone 37.51) (BD
Biosciences), que servem de agonistas para 0s respectivos receptores de superficie,
mimetizando o primeiro e o segundo sinal de ativacao. Por todo o periodo de cultivo,
as células T CD8* foram mantidas a 37°C em atmosfera umida com concentracdo de
CO2 a 5-10%.
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Para a diferenciacéo das células em um fenotipo tipo efetor ou tipo memoaria in
vitro, as células foram cultivadas em condicfes de ativacéo e suplementacdo do meio
de cultura diferentes (NEITZKE-MONTINELLI et al., 2022; PIPKIN et al., 2010). Para
a diferenciagéo no fenotipo efetor, as células T CD8* naive foram ativadas atraves do
estimulo com anti-CD3 e anti-CD28 em uma concentragédo de 1 pg/mL e, apds 48h,
as ceélulas foram recultivadas diariamente até o sexto dia de cultura. O recultivo das
células foi feito duplicando o volume do meio de cultura a cada dia e suplementando-
0, a partir do segundo dia de cultura, com IL-2 murina recombinante a 200 U/mL
(Peprotech). Alternativamente, nos experimentos realizados nos EUA, as células eram
recultivadas em uma concentracao de 0,5 milhdes/mL em meio suplementado a partir
do segundo dia de cultura com IL-2 humana recombinante a 100 U/mL (NIH). Para a
diferenciacdo no fendtipo tipo memoaria, as células T CD8* naive foram ativadas
através do estimulo com anti-CD3 em uma concentracao de 50 ng/mL e anti-CD28 a
1 pg/mL e mantidas em cultivo até o decido quarto dia de cultura. Apés 48h da
ativacao, as células diferenciadas para o fenétipo tipo memdéria foram recultivadas até
0 sexto dia de cultura, seguido da substituicdo de metade do meio de cultura por um
meio de cultura novo no dia 8 (sem perturbacdo do aglomerado de células) e
substituicdo de todo o volume de meio de cultura por um volume igual de meio novo
nos dias 10 e 12 de cultura (com a separacdo das células por centrifugacéo a 400g, 5
minutos, a 4°C). O recultivo das células até o sexto dia foi feito duplicando o volume
do meio de cultura a cada dia e suplementando-o com IL-2 murina recombinante em
20 U/mL do segundo até o décimo quarto dia de cultura, IL-7 murina recombinante em
10 ng/mL (Peprotech) nos primeiros 3 dias de cultura e IL-15 murina recombinante em
10 ng/mL (Peprotech) por todo o periodo de cultura. Nos experimentos realizados nos
EUA, as células foram recultivadas em uma concentracéao de 0,5 milhdes/mL em meio
suplementado com IL-2 humana recombinante a 10 U/mL do segundo até o décimo
guarto dia de cultura, IL-7 humana recombinante em 10 ng/mL nos primeiros 3 dias

de cultura e IL-15 humana recombinante em 10 ng/mL por todo o periodo de cultura.

A expansao e viabilidade das células T CD8* cultivadas in vitro foi analisada
diariamente por microscopia Optica utilizando corante vital Azul de Trypan 0,1% (v/v).
Para diminuir o impacto da variancia do niamero absoluto de células encontradas no
cultivo das células entre os experimentos, a expansao das células foi analisada

através do célculo da razdo do nimero de células quantificados em um dia (N¢)
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dividido pelo nimero de células quantificados no dia anterior (N¢~1). Para a melhoria
da visualizagdo dos dados, os valores foram também transformados utilizando a
formula log2 de maneira que valores resultantes abaixo de 1 se tornassem negativos
apos a transformacao. Para visualizar o acumulo da expansao através dos dias em
uma curva quando os dados fossem desenhados em um gréfico, os valores de
expansdo foram sendo somados cumulativamente no decorrer dos dias. A formula

resultante para a geracao dos gréficos com a curva de expansdo acumulada foi:

_ nd
Xd :Xd 1 + lOQZ(W)

X4 = expans&o encontrada em um dia; X¢~! = expans&o encontrada no dia anterior; N¢ =
namero total de células em cultivo quantificados em um dia; N4~ = nimero total de células em cultivo
quantificados no dia anterior.

4.4 Transdugcdo de células T CD8* ativadas e diferenciadas in vitro com

particulas retrovirais

As células T CD8* cultivadas in vitro foram transduzidas com particulas
retrovirais expressando: (i) shRNA (short hairpin RNA) para o silenciamento de
componentes do PRC1 (shCbx4, shScml2 ou shRing1) ou; (ii) a sequéncia codificante
inalterada ou mutante do gene Cbx4 (Cbx4-OE, AChromo ou ASIM1-2). As particulas
retrovirais usadas para os ensaios de silenciamento foram produzidas a partir da
transfeccdo de células empacotadoras Phoenix-Eco, linhagem baseada em 293T
(linhagem embrionéria de rim humano) estavelmente transfectadas com os genes
codificantes para gag, pol e envelope para virus ecotropicos (com tropismo para
células de camundongos e ratos). As células Phoenix-Eco foram transfectadas com
plasmideos pLMP-Amt (derivados de MSCV) subclonados com a sequéncia do
ShRNA no contexto do microRNA mir30. Além disso, o plasmideo pLMP-Amt também
carrega a sequéncia codificante para a proteina fluorescente repérter Ametrina. As
construcoes plasmidiais baseadas no vetor pLMP-Amt foram preparadas em um
trabalho prévio e gentilmente cedidas pelo nosso colaborador Dr. Matthew Pipkin (The
Scripps Research Institute, Jupiter, FL, EUA). Para os ensaios de superexpressao,
células empacotadoras ecotrépicas Platinum-E (Plat-E) foram transfectadas com
plasmideos pMIGR-GFP (que expressam GFP como reporter) clonados com a
sequéncia codificante para o gene desejado (Cbx4 selvagem ou as formas mutantes).
Para a inativacdo da funcéo dependente de cromodominio da proteina Chx4, foram

efetuadas duas mutag¢des pontuais (p.F11A / p.W35L) na sequéncia codificante do
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cromodominio. Para a inativacdo da funcdo dependente dos dominios SIM, foi
realizada a delecdo de ambos os dominios SIM presentes na sequéncia codificante
de Cbx4 (p.262_265del(IVIV) / p.462_495del(VILL)). Ambas as construcdes foram
preparadas em um trabalho anterior e gentilmente cedidas pelo Dr. Yong-Xu Wang
(University of Massachusetts Medical School, Worcester, MA, EUA) (CHEN et al.,
2018b; LI et al., 2014a).

Para a producdo das particulas retrovirais, foram cultivadas células Phoenix-
Eco ou Plat-E a 37°C em atmosfera umida com 5% de CO2z e em meio DMEM
suplementado com soro fetal bovino 10% (v/v) (South American Origin, Gibco™
Thermo-Fisher Scientific), 2 mM L-Glutamina, Penicilina-Estreptomicina 100 U/mL,
Piruvato de Soédio 1 mM e HEPES 10 mM. As células empacotadoras foram
transfectadas por método de cloreto de célcio com plasmideo controle (shRNA para o
MRNA de CD4 nos experimentos de silenciamento de RNA ou plasmideo vazio —
“Mock” — nos experimentos de superexpressao) ou plasmideo contendo a sequéncia
codificante desejada (shRNA para componentes do PRC1 ou mRNA de Cbx4
selvagem ou em formas mutantes). Em conjunto com o plasmideo controle ou
experimental, foi também transfectado o plasmideo pCL-ECO, contendo a sequéncia
codificante para a producdo de proteinas do capsideo (embora estas ja sejam
expressas na linhagem empacotadora, como forma de aumentar a eficiéncia da
transducéo). As células transfectadas foram incubadas com meio de cultura contendo
cloroquina a 100 yM (Sigma-Aldrich/Merck) pelo periodo de 8 horas e ao fim da
incubacao este foi substituido por meio de cultura novo, sem cloroquina. Apds 16
horas da substituicdo do meio de cultura, este agora enriquecido com particulas
retrovirais secretadas pelas células empacotadoras foi coletado para ser utilizado na
transducgéo de células T CD8*. O sobrenadante enriquecido em particulas retrovirais
produzidas pela célula empacotadora foi recolhido e utilizado para a transducéo de
células T CD8* em cultura nos dias 1 e 2 de cultura. Nos experimentos encaminhados
no EUA, o sobrenadante enriquecido em patrticulas virais foi coletado duas vezes, no
dia anterior a ativacdo e no dia da ativacdo das células T CD8*, e concentrado em
ultracentrifuga refrigerada a 6000 g por um periodo overnight (16-18h), a 4°C. No dia
seguinte, primeiro dia ap0s a ativacao das células T CD8", o sobrenadante clarificado
foi descartado e o precipitado de particulas retrovirais foi ressuspendido com

sobrenadante enriquecido em particulas retrovirais das células empacotadoras. O
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sobrenadante concentrado de particulas retrovirais foi entéo utilizado para uma unica

transducéo, no segundo dia de cultura das células T CD8".

A transducéo das células foi feita recolhendo 80% do volume de sobrenadante
das células T CD8" (e guardando-o para reposicao futura) e adicionando por cima das
células o volume maximo de sobrenadante concentrado ou enriquecido de particulas
retrovirais acrescido de polibreno (Sigma-Aldrich/Merck) em uma concentracéo de 8
pg/mL. Em seguida, a placa de cultura contendo as células T CD8" foi centrifugada a
2000 rpm (~800 g) por 1 hora a 37°C em atmosfera imida contendo 5% de CO:2 pelo
periodo de 3-4 horas. Ao fim dessa incubacdo o sobrenadante contendo particulas
retrovirais foi removido e substituido por meio de cultura condicionado recolhido antes
da transducdo. Para os experimentos de transferéncia adotiva de células T CD8* em
modelo de infeccdo viral por LCMV as células ativadas e transduzidas foram
imediatamente colhidas e transferidas para os camundongos via injecdo intravenosa.
Para os experimentos de diferenciagdo in vitro, as células foram mantidas e

expandidas como de acordo no item anterior.

4.5 Propagacao in vitro de virus da coriomeningite linfocitica (LCMV)

Células da linhagem BHK21, gentilmente cedidas pelo Prof. Amilcar Tanuri
(UFRJ) foram cultivadas a 37°C e atmosfera umida com 5% de CO2 em meio DMEM
suplementado com soro fetal bovino 10% (v/v), 2 mM L-Glutamina, Penicilina-
Estreptomicina 100 U/mL, Piruvato de Sodio 1 mM e HEPES 10 mM. As culturas de
BHK21 foram expandidas até atingirem 50-75% de confluéncia da monocamada de
células e entéo infectadas com LCMV de cepa Armstrong (Arm) ou clone 13 (cl13) em
um MOI (multiplicidade de infec¢édo) de 0.03 UFP/célula (WELSH; SEEDHOM, 2008).
Apés 48h de infeccdo, o sobrenadante da cultura foi coletado, aliquotado e
armazenado em -80°C para posterior titulacdo por ensaio de plaque (item 4.7) e
utilizacao nos experimentos de infeccdo. Os estoques iniciais de LCMV-Arm e LCMV-
cl13 foram gentilmente cedidos pelo Prof® Dr. Shane Crotty (La Jolla Institute for

Immunology, California, EUA).

4.6 Modelo de infeccao viral aguda e crénica por LCMV e transferéncia adotiva

de células T CD8* transduzidas in vitro

Para a execucao do modelo de infecgéo viral aguda, grupos de pelo menos

cinco camundongos C57BL/6 selvagens ou C57BL/6 Cbx4"MCd4c® machos foram



80

infectados por via intraperitoneal (i.p.) com 2 x 10° UFP de LCMV-Arm ou 1,5 x 10°
UFP de LCMV-clI13, diluidos em DMEM (HERRATH; WHITTON, 2000). Para o modelo
de infeccéo viral cronica, foi inoculado por via intravenosa (i.v.) 4 x 10 UFP de LCMV
cll3 (AHMED et al.,, 1984). Os camundongos infectados foram analisados em
diferentes pontos da infeccao, em fase aguda (8° dia pds-infeccao) ou tardia (60° dia
pos-infeccdo) da resposta imune adaptativa. Para a analise, os camundongos
infectados foram eutanasiados em camara de inalacdo de CO: e tiveram seu baco
excisado e imediatamente processado para andlises de citometria de fluxo como
descrito no tépico 4.2. Além disso, 0 sangue total foi coletado por puncdo cardiaca

logo apés a eutandsia para a titulacdo da carga viral dos animais.

Para experimentos de transferéncia adotiva de células T CD8* transduzidas in
vitro para os camundongos infectados, foram utilizadas linhagens de camundongo
P14 congénicas expressando as proteinas de superficie Thyl.l ou Thyl.2.
Camundongos C57BL/6 Thyl.2 recipientes receberam por via intravenosa (i.v.) na
veia caudal 5 x 10° células T CD8* ativadas e transduzidas in vitro (ver topicos 4.3 e
4.4) de um camundongo doador de linhagem P14 Thyl.l. No mesmo dia, os
camundongos recipientes foram infectados com LCMV, em um modelo de infec¢ao

viral aguda, através do inéculo por via i.p. de 1,5 x 10° UFP de LCMV cl13.

Todos os experimentos de infeccdo de camundongos por LCMV foram
realizados em biotérios de nivel de biosseguranca 2 e os animais infectados foram
armazenados em salas separadas dos animais mantidos em cruzamento e estoque.
Além disso, todo material utilizado no processo foi desinfetado utilizando solucdo de

hipoclorito de s6dio concentrada 5-10% (v/v).

4.7 Titulacéo de carga viral de LCMV por ensaio de plaque

Para a titulacéo por ensaio de plaque, foram utilizadas células da linhagem Vero
(WELSH; SEEDHOM, 2008). As células Vero foram cultivadas a 37°C em atmosfera
Uumida com 5% de CO2 em meio DMEM suplementado com soro fetal bovino 10%
(v/v), 2 mM L-Glutamina, Penicilina-Estreptomicina 100U/mL, Piruvato de Soédio 1 mM
e HEPES 10 mM. Células Vero foram expandidas e recultivadas em placas de 12
pocos, na quantidade de 0,2 x 10° de células por pogo. Apds 48h de recultivo, 80% do
volume de sobrenadante de cada pogo foi removido e substituido por 200 yL de uma

aliquota concentrada ou diluida de sobrenadante isolado de linhagem BHK21 (com
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alta concentracao de particulas virais de LCMV) ou soro extraido de sangue coletado
de camundongos infectados. Para a diluicdo da amostra a ser titulada, a amostra
original foi diluida em a-MEM (Gibco™ Thermo-Fisher Scientific). Apés a infeccéo da
monocamada de células Vero, as células foram incubadas em temperatura ambiente
pelo periodo de 1 hora, balancando gentilmente as placas a cada 15 minutos. Ao fim
da incubacéo, o sobrenadante viral foi descartado em solucéo de hipoclorito de sédio
concentrada 10% (v/v) e em seguida adicionado 1 mL de solugdo de agarose “low
melting temperature” 0,5% (v/v) diluido em a-MEM suplementado com soro fetal
bovino 1% (v/v). As placas de cultura foram incubadas em temperatura ambiente até
gue a solucdo com agarose gelificasse e depois devolvidas para a incubadora de COz,
onde foram mantidas por quatro dias até a coloracéo das placas. Passados os quatro
dias, as placas foram fixadas com paraformaldeido 10% (v/v) (Sigma-Aldrich/Merck)
durante 2 horas e depois a camada de gel de agarose foi removida submergindo as
placas em uma cuba de agua destilada. A monocamada de células foi corada
adicionando 0,5 mL de solucéo de cristal violeta 0,25% (m/v) em metanol 20% (v/v),
incubando as placas por 10 minutos seguido do descarte do corante e extensa
lavagem das placas com agua corrente. Apds a secagem das placas de cultura, as
placas na monocamada de células foram contadas para a estimativa do titulo viral

usando a seguinte formula:

namero de placas

= UFP/ mL
(fator de diluicdo) x (volume de amostra/pogo) /m

4.8 Reestimulo de células T CD8" para andlise da funcionalidade por citometria
de fluxo

Para analisar a sua capacidade de produgéo de citocinas pré-inflamatorias,
células T CD8* cultivadas, transduzidas e diferenciadas in vitro foram reestimuladas
no ultimo dia de cultura (dia 6 para células de fenotipo efetor ou dia 14 para células
de fendtipo de memdria). Foi também avaliada a producdo da proteina citotdxica
Granzima B. Para isso, 0-2 - 1,0 x 10° de células T CD8* ressuspendidas em meio de
cultura suplementado para cultivo foram separadas em pocos de placa de 96 pocos
ou tubos de FACS de 5 mL e incubadas por 6 horas na presenca de Forbol 12-miristato
13-acetato (PMA, do inglés Phorbol 12-myristate 13-acetate) (Sigma-Aldrich/Merck)
em uma concentragao de 10 nM e lonomicina (Sigma) em uma concentragao de 1 uM.

Nas ultimas 4 horas, foi adicionada a suspenséao o inibidor de transporte vesicular
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Brefeldina A (BioLegend) na concentracao final de 5 pg/mL. Ao fim da incubacgao, as
células foram lavadas em PBS + SFB 2% (v/v) e preparadas para marcacdo com

anticorpos fluorescentes para analise de citometria de fluxo.

Alternativamente, células isoladas a partir do processamento de Orgaos
linfoides secundarios (baco e linfonodos) foram reestimuladas ex vivo com o peptideo
recombinante gp33-41, analogo ao epitopo da glicoproteina gp33 do LCMV, modelo
de infeccdo usado no estudo. Foram separadas 3 x 108 de células ressuspendidas em
meio suplementado para cultivo de células T CD8* em pocos de placas de 96 pocos,
gue em seguida foram incubadas por 4 horas na presenca do peptideo gp33-41 na
concentracéo de 0,2 ug/mL e Brefeldina A. Apds as 4 horas, as células também foram
lavadas em PBS + SFB 2% (v/v) e preparadas para marcacdo com anticorpos

fluorescentes para analise de citometria de fluxo.

4.9 Citometria de fluxo e FACS

Células T CD8" cultivadas in vitro ou células obtidas do processamento de
orgaos linfoides secundarios (baco e linfonodos) foram utilizadas para ensaios de
citometria de fluxo e isolamento de subpopulacdes por FACS. Para os ensaios de
citometria de fluxo, as células foram ressuspensas ou lavadas (centrifugadas a 400 g
por 5 minutos a 4°C, seguido de ressuspensao) em solucdo de PBS + SFB 2% (v/v)
ou tampao de FACS constituido de PBS suplementado com soro fetal bovino 1% (v/v),
albumina bovina séria 1% (v/v) (Sigma-Aldrich/Merck) e azida monossadica 0,1% (v/v)
(Sigma-Aldrich/Merck).

Para marcacdo com molécula de tetrdmero conjugado com molécula
fluorescente, aliquotas de 3 x 10° de células derivadas de 6rgéos linfoides secundarios
foram distribuidas em pocos de placa de 96 pocos ou microtubos e lavadas duas
vezes em PBS + SFB 2% (v/v) ou tampéao de FACS. Ao fim da segunda lavagem, as
células foram ressuspensas em solugdo contendo a molécula de tetrdAmero H2Db-
gp33-41 (KAVYNFATC) conjugada ao fluorocromo Alexa Fluor 647 ou APC (NIH
Tetramer Core Facility) e incubadas por 20 minutos em temperatura ambiente antes
de seguir diretamente para a marcagao com anticorpos especificos para proteinas de

superficie, sem qualquer etapa de lavagem.

Para a marcacdo das células com anticorpos monoclonais fluorescentes

especificos para proteinas de superficie, aliquotas de 0,2-1 x 10° de células de cultura
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in vitro ou 3 x 108 de células derivadas de 6rgéos linfoides secundarios que néao foram
marcadas com tetramero foram distribuidas em pocos de placa de 96 pocos ou
microtubos e lavadas duas vezes em PBS + SFB 2% (v/v) ou tampao de FACS. Ao
fim da segunda lavagem ou ao fim da incubacdo com molécula de tetrdmero, foram
adicionadas as células uma solucdo contendo um ou uma mistura de anticorpos
monoclonais fluorescentes diluidos em PBS + SFB 2% (v/v) ou tampé&o de FACS e
incubadas nessa solucao por 30 minutos a 4°C. Apds a incubacgédo, as células foram
lavadas mais duas vezes e ressuspensas em PBS + SFB 2% (v/v) ou tampéao de FACS
para a sua aquisicdo imediata no citbmetro. Alternativamente, apds incubacdo com
anticorpos e duas lavagens consecutivas, as células foram incubadas em solucédo de
paraformaldeido (Sigma-Aldrich/Merck ou Molecular Probes) 1% (v/v) por 30 minutos,
lavadas mais duas vezes, ressuspendidas em PBS + SFB 2% (v/v) ou tampéo de
FACS e armazenadas em 4°C para posterior aquisi¢do dentro do periodo maximo de

trés dias.

Para a marcacao de citocinas com anticorpos monoclonais fluorescentes, foram
reestimuladas aliquotas de 0,2-1,0 x 108 de células T CD8" cultivadas in vitro ou 3 x
108 de células derivadas de 6rgéos linfoides secundarios (como descrito no item 4.8).
ApOs o reestimulo, as células foram marcadas com anticorpos especificos para
proteinas de superficie (como descrito acima) ou diretamente lavadas em PBS + SFB
2% (v/v) e incubadas em solucdo comercial de fixacdo BD Cytofix (BD Biosciences)
ou FoxP3/Transcription Factor Fixation/Permealization Buffer (eBiosciences) por 30
minutos em 4°C, protegidas da luz. Ao fim da incubagéo, as células foram lavadas
duas vezes em solugcéo comercial de permeabilizacédo BD Cytoperm (BD Biosciences)
ou FoxP3/Transcription Factor Permeabilization Buffer (eBiosciences). Em seguida,
as células foram incubadas por 40 minutos com anticorpos fluorescentes para
marcacao de proteinas intracelulares ou intranucleares diluidos em solugédo de
permeabilizacdo. Ao fim dos 40 minutos, as células foram lavadas duas vezes com
solugdo de permeabilizacdo e finalmente ressuspendidas em PBS + SFB 2% (v/v)
para aquisicdo imediata no citbmetro ou posterior aquisi¢do dentro do periodo de trés

dias (armazenamento a 4°C).

Para o isolamento de células por FACS, células provenientes de Orgaos
linfoides secundarios foram marcadas com anticorpos fluorescentes especificos para

proteinas de superficie na proporgédo de 20 uL de solucdo de anticorpos diluidos em
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PBS + SFB 2% (v/v) para cada 1 milhdo de células. Ao fim da incubacéo, as células
foram lavadas e ressuspendidas em PBS + SFB 2% (v/v). Alternativamente, células
ativadas e transduzidas in vitro foram purificadas por FACS baseadas na sua
expressao de proteina fluorescente repérter do vetor retroviral (GFP ou Ametrina),
sendo previamente removidas do meio de cultura e lavadas em PBS + SFB 2% (v/v).
Em ambos os casos, antes da aquisicdo no citbmetro, a suspensdo de célula foi
filtrada utilizando uma malha de nylon de 100 um ou tubo de FACS contendo tampa
com cell strainer de 70 um. As células foram sortadas em aparelho MoFlo XDP
(Beckman Coulter) ou FACS Aria llu (BD Biosciences) e coletadas em tubo de
centrifuga de 15 mL contendo 5 mL de PBS + SFB 2% (isolamento de células CD8* T
naive) ou DMEM suplementado para cultivo de células T CD8* (isolamento de células
transduzidas).

As células marcadas com anticorpos fluorescentes para analise de citometria
de fluxo foram adquiridas em aparelhos FACSAria Ilu, LSRIl ou LSR Fortessa (BD
Biosciences) e os dados resultantes da aquisicdo foram analisados no software
FlowJo v.10.0.7 ou v.10.7.1. Todos os anticorpos fluorescentes utilizados para

citometria de fluxo no presente estudo estéo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Listagem de anticorpos fluorescentes utilizados em experimentos de analise por
citometria de fluxo e FACS

Anticorpo Cor Reatividade Clone Marca # Cat. Diluicdo
Anti-CD8a PE Murino 53-6.7 Biolegend 100708 1:800
Anti-CD44 FITC Murino IM7 Biolegend 103006 1:200
Anti-CD62L APC Murino MEL-14 Biolegend 104412 1:200
Anti-CD25 PE Murino PC61 Biolenged 102007 1:200
Anti-CD127 PE-Cy7 Murino A7R34 TONBO 60-1271-U100 1:200

Anti-IL-2 PE Murino JES6-5H4 BD 561061 1:50
Anti-IFN-y APC Murino XMG.12 BD 562018 1:50

Anti-TNF Pg;g';' Murino MP6-XT22  Biolegend 506321 1:50

Anti- FITC Murino/ GB11 Biolegend 515403 1:50
Granzima B Humano

Anti-CD8a FITC Murino 53-6.7 Biolegend 100706 1:500

Anti-CD4 APC-Cy7 Murino GK1.5 Biolegend 100414 1:500
Anti-CD44 BV605 Murino IM7 Biolegend 103047 1:200
Anti-CD127 PE Murino A7TR34 Biolegend 135010 1:200
Anti-KLRG1 BV510 Murino 2F1/KLRG1 Biolegend 138421 1:200
Anti-CXCR3 PE-Cy7 Murino CXCR3-173 Biolegend 126515 1:400
Anti-CD127 APC Murino A7R34 Biolegend 135011 1:100
Anti-IFN-y PE Murino XMG1.2 Biolegend 505807 1:100

Anti-TNF Bv421 Murino MP6-XT22 Biolegend 506327 1:100

Anti- FITC Murino QA16A02  Biolegend 372206 1:100
Granzima B

Anti-T-bet Bv421 Murino 4B10 Biolegend 644815 1:50

Anti-Eomes PE-Cy7 Murino Danllmag eBioscence 25-4875-82 1:50

Anti-Tcf-1 PE Murino S33-966 BD 564217 1:500
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Anti-CD25 APC Murino PC61 Biolegend 102012 1:200
Anti-CD62L Pce;g? Murino MEL14 Biolegend 104432 1:100
Anti-CD8B Pce;g? Murino  YTS156.7.7  Biolegend 126609 1:500
Anti-Thy1.1 Pce;g? Murino OX-7 Biolegend 202516 1:100
Anti-PD-1 BV421 Murino 29F.1A12  Biolegend 135220 1:100
Anti-Lag-3 PE Murino coB7W Biolegend 125208 1:100
Anti-Tim3 PE-Cy7 Murino RMT3-23 Biolegend 119716 1:100
Anti-CD69 BV605 Murino H1.2F3 Biolegend 104529 1:100
Anti-Ly108 PE Murino 330-AJ Biolegend 134605 1:100
(Slamf6)
Anti-CD8a BV510 Murino 53-6.7 Biolegend 100752 1:500

4.10 Ensaio de citotoxicidade in vitro

Para avaliar a funcéo citotoxica de células T CD8* in vitro, células T CD8* de
fenétipo naive de camundongos da linhagem P14 foram ativadas e transduzidas in
vitro com vetores retrovirais expressando shRNA com alvo para o mRNA dos genes
Cd4 (shCD4) ou Cbx4 (shCbx4), como descrito anteriormente. As células ativadas
foram cultivadas pelo periodo de seis dias em DMEM suplementado para cultivo de
células T CD8* e do 2°. dia até o 6°. dia a cultura foi suplementada com IL-2 humana
recombinante a 10 U/mL. No sexto dia de cultivo, as células transduzidas com shCD4
ou shCbx4 foram purificadas por FACS, utilizando como critério a expressdo da
proteina fluorescente repérter do vetor retroviral, Ametrina. Apés a purificacdo, as
células T CD8* P14 Ametrina* foram co-cultivadas com células da linhagem tumoral
de carcinoma mamario EO771 para avaliar a funcéo citotéxica ndo especifica, ou
células EO771 expressando o antigeno cognato ao TCR de células T CD8* P14, a
peptideo gp33-41, para avaliar a citotoxicidade direcionada pelo TCR. Ambas as
linhagens EO771 e EO771-gp33-41 expressavam a proteina fluorescente reporter
GFP. O co-cultivo das células T CD8* P14 e células tumorais EO771 foi realizado em
diferentes propor¢des de célula T CD8* para célula tumoral (1:32, 1:16, 1:8, 1:4, 1:2,
1:1, 2:1, 4:1) durante o periodo de 12 horas. A funcao citotoxica das células T CD8*
P14 co-cultivadas com as células tumorais foi aferida através da deteccao de células
tumorais vivas expressando GFP por analise de citometria de fluxo. Para a deteccéo
da taxa de morte basal das células tumorais, foi incluida nos experimentos a condi¢éo
controle onde as células tumorais EO771 foram cultivadas na auséncia de células T
CD8".
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4.11 Andalise do perfil transcricional de células T CD8" através de

sequenciamento de RNA (RNA-Seq)

Células T CD8* P14 Thyl.1 deficientes em Cbx4 ou Scml2, ou selvagens
(transduzidas com shCD4) geradas em modelo de infec¢do viral aguda por LCMV
foram purificadas por FACS do baco de animais infectados no 8° dia pés-infeccéo (ver
4.6) com base na expressao da proteina fluorescente reporter Ametrina, codificada
pelo vetor retroviral usado na transducao in vitro das células), e baseada no marcador
congénico Thyl.1, que caracterizava as células transferidas adotivamente. Além
disso, também foram isoladas subpopulacdes de células T CD8* P14 Thyl.1
deficientes em Cbx4 (Ametrina*) baseadas na expressdao do marcador KLRG1,
separando em subpopulacdes de alta expressdo (KLRG1M) ou baixa expresséo de
KLRG1 (KLRG1Y). As células purificadas foram lavadas duas vezes em solugdo
tampéo PBS 1X gelado. Em seguida, as células foram resuspendidas em tampéao de
lise e reacdo de sintese de cDNA do kit comercial SMARTer Ultra Low Input RNA Kit
for Sequencing-v3, seguindo as instru¢des do fabricante. As bibliotecas de transcritos
para RNA-Seq foram sequenciadas utilizando o protocolo “rapid run” do aparelho de
sequenciamento de nova geragao HiSeq 2500 (lllumina), gerando leituras “paired-end”

armazenadas em arquivos de extensdo FASTQ.

As leituras “paired-end” geradas no RNA-Seq de cada amostra foram filtradas
para a remocdo de adaptadores de sequenciamento e leituras correspondentes a
sequéncias de tRNA e rRNA. Além disso, as leituras geradas no sequenciamento
foram analisadas quanto a sua qualidade utilizando o programa Fastqgc (v.0.11.6) e foi
realizada a remocao de sequéncias de baixa qualidade (que ndo obedeciam a um
tamanho e pontuacdo Phred minimo), utilizando o programa PRINSEQ Lite (v.0.20.3).
As leituras filtradas foram alinhadas e mapeadas ao genoma murino de referéncia
UCSC mm9 usando o programa TopHat (v.1.4.1.). A pontuacdo DUST das leituras
mapeadas foi calculada usando o programa PRINSEQ Lite e leituras de baixa
complexidade (DUST > 4) foram filtradas dos arquivos de extensdao BAM gerados no
mapeamento. A contagem das leituras mapeadas nos elementos gen6micos de
referéncia foi obtida através do programa htseg-count (v.0.6.0), utilizando a
configuracdo pré-definida “union”. Apdés a remocédo dos elementos ausentes no
conjunto de leituras (elementos com contagem nula em todas as amostras

sequenciadas), a contagem bruta das leituras foi importada no pacote de analise
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estatistica DESeq2 (v.1.24.0), carregado em ambiente de desenvolvimento integrado
para linguagem r RStudio (v.1.0.136). Utilizando o pacote DESeqz2, foram identificados
0s genes diferencialmente expressos entre as amostras de células T CD8* P14
selvagens (transduzidas com shCD4) e células T CD8* P14 deficientes em Cbx4 ou
Scml2 (transduzidas com shChx4 ou shScml2, respectivamente) diferenciadas em
resposta a infeccéo viral aguda por LCMV. O parametro de linha de corte utilizado
para a identificacdo de genes diferencialmente expressos foi a obten¢ao de um valor
de p menor que 0.05 na comparagao entre 0os dois grupos amostrais.

Os genes diferencialmente expressos foram visualizados em diferentes tipos
de graficos gerados utilizando os pacotes ggplot2 (“volcano plot”) e
ComplexHeatmaps (“heat map”), também carregados no RStudio. Os “heat maps”
foram gerados utilizando os valores de taxa de aumento em log2 (“Log?2 fold change”)
ou a pontuacdo de Z-score calculada utilizando as contagens de leituras brutas
normalizadas pelo DESeqg2. Os “heat maps” foram “clusterizados” utilizando algoritmo
de clusterizacdo hierarquica (“‘ward.D2”, método de Ward) ou k-clusterizados
utilizando pacote kmeans (carregado no Rstudio). A lista de genes diferencialmente
expressos calculados pelo DESeq2 foi utilizada como lista de genes pre-ranqueada
em analises de enriquecimento de conjunto génico (GSEA, do inglés “Gene Set
Enrichment Analysis”), utilizando conjuntos génicos depositados no banco de dado de
assinaturas imunolégicas do MsigDb (Broad Institute), no banco de dados Gene
Ontology ou no banco de dados Reactome. Foi também utilizado como conjunto
génico a assinatura transcricional de células T CD8* efetoras precursoras de memaria
(definidas pelo fendtipo KLRG1'CD127*) geradas em resposta viral aguda por LCMV
Armstrong 5, numero de acesso de GEO GSE111143 (WANG et al., 2018). A lista de
genes diferencialmente expressos entre células T CD8* P14 selvagens e células T
CD8* P14 deficientes em Cbx4 também foi utilizada para analises de enriquecimento
de vias utilizando o pacote ClusterProfiler (v.4.2.2), utilizando o banco de dados de
vias de processos bioldgicos do Gene Ontology e vias depositadas no banco de dados

Reactome.

4.12 Analise da expresséao génica por reacao de transcri¢cao reversa seguida de
PCR quantitativo (RT-qPCR)

O RNA total de células T CD8* cultivadas in vitro foi isolado através da utilizagéo

do reagente comercial TRIzol (Invitrogen) nos experimentos encaminhados nos
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Estados Unidos ou através do kit comercial QuickRNA MiniPrep (Zymo) nos
experimentos encaminhados no Brasil, seguindo as instru¢cbes do fabricante em
ambos os métodos. Apoés o isolamento do RNA total, nos experimentos encaminhados
nos Estados Unidos, este foi quantificado em aparelho NanoDrop 2000 (Thermo-
Fisher Scientific) e a biblioteca de cDNA das amostras foi preparada atraves de reacao
de transcriptase reversa utilizando o kit comercial Superscript 1l Reverse
Transcriptase System (Invitrogen), seguindo as informacdes do fabricante. Nos
experimentos encaminhados no Brasil, o RNA total isolado foi quantificado em
aparelho NanoDrop ONE (Thermo-Fisher), tratado com DNAse livre de RNAse RQ1
(Promega) e a sintese da biblioteca de cDNA das amostras foi preparada utilizando o
kit comercial ImProm-Il Reverse Transcriptase System (Promega), seguindo as
informagdes do fabricante. A expressédo génica de diferentes alvos foi quantificada
através de PCR guantitativo, utilizando método de intercalante de DNA fluorescente
SYBR Green. Nos experimentos encaminhados nos Estados Unidos, foi utilizado o kit
comercial Power SYBR Green Master Mix (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific) e as
reacoes de PCR foram realizadas em um aparelho 7500 Real Time PCR System
(Applied Biosystems/Thermo Fisher Scientific). Nos experimentos encaminhados no
Brasil, foi utilizado o kit GoTaq qPCR Master Mix (Promega) e as reacdes de PCR
foram realizadas em um aparelho StepOne Real Time PCR System (Applied
Biosystems/Thermo Fisher Scientific) ou Viia7 Real Time PCR System (Applied
Biosystems) ou QuantiStudio 3 Real Time PCR System (Applied Biosystems/Thermo
Fisher Scientific). A expressdo génica foi normalizada utilizando a quantificacdo da
expressdo do gene Rpl22 (que codifica a proteina ribossomal L22). As informacdes
referentes aos primers utilizados para os ensaios de qPCR estdo descritas na Tabela
2.

Tabela 2. Listagem de oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados em experimentos de
analise de expresséo génica por RT-qPCR

Alvo Orientacdo Sequéncia
Rpl22 Forward 5-ACCCTGGACTGCACTCACCCTG-3’
Reverse 5-CCGCCGAGGTTGCCAGCTTT-3
— Forward 5-AGTGGAGTATCTGGTGAAATGGA-3’
Reverse 5-TCCTGCCTTTCCCTGTTCTG-3
Sell Forward 5-CATTCCTGTAGCCGTCATGG-3’
Reverse 5-AGGAGGAGCTGTTGGTCATG-3’
7r Forward 5-GCGGACGATCACTCCTTCTG-3
Reverse 5’-AGCCCCACATATTTGAAATTCCA-3’

I12ra Forward 5- CCACATTCAAAGCCCTCTCCTA-3
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Reverse 5-GTTTTCCCACACTTCATCTTGC-3’
Tcf7 Forward 5-CAAGGCAGAGAAGGAGGCTAAG-3
Reverse 5-GGCAGCGCTCTCCTTGAG-3’
Thx21 Forward 5-AGGGGGCTTCCAACAATG-3
Reverse 5-AGACGTGTGTGTTAGAAGCACTG-3'
Eomes Forward 5-ACCGGCACCAAACTGAGA-3
Reverse 5-AAGCTCAAGAAAGGAAACATGC-3
Myb Forward 5-AGACCCCGACACAGCATCTA-3
Reverse 5-CAGCAGCCCATCGTAAT-3’

4.13 Ensaio de imunoprecipitacdo de cromatina seguido de PCR quantitativo
(ChIP-gPCR)

Células T CD8* cultivadas in vitro e polarizadas para o fenétipo tipo efetor ou
tipo memoria foram isoladas no seu Ultimo dia de cultivo (6° e 14° dia,
respectivamente) para utilizacdo em ensaio de imunoprecipitacdo de cromatina
seguido de PCR quantitativo (ChIP-gPCR). As células isoladas foram transferidas
para tubos de centrifuga Falcon de 15 mL (até 15 x 10° de células) ou 50 mL (mais de
15 x 108 de células), lavadas duas vezes em PBS 1X gelado através de centrifugacdo
a 300 g, por 10 minutos, a 4°C. Apdés a segunda lavagem, as ceélulas foram
ressuspendidas a 1 x 108 de células/mL, em tampdo de fixacdo contendo formaldeido
1% (m/v), livre de metanol (Pierce™ Protein Biology, Thermo-Fisher Scientific),
HEPES-KOH 50 mM, pH 7,5 (Vetec), NaCl 100 mM (Sigma-Aldrich/Merck), EDTA 1
mM, pH 8,0 (Sigma-Aldrich/Merck) e EGTA 0,5 mM, pH 8,0 (Sigma-Aldrich/Merck).
Apods a ressuspensao no tampao de fixacao, as células foram incubadas por 5 minutos
em agitador em velocidade leve, para a constante homogeneizacao da suspensao. Ao
fim dos 5 minutos, foi adicionada a suspenséao uma aliquota de Glicina 2,5 M (Sigma-
Aldrich/Merck) de modo a tornar a concentragao final 0,125 M (uma diluicdo de 20
vezes) e a suspensao foi incubada novamente por 5 minutos em agitagao constante.
Em seguida, as células foram novamente centrifugadas, dessa vez em uma
velocidade de 800 g, por 10 minutos, a 4°C, e o precipitado de células foi
cuidadosamente lavado em PBS 1X gelado duas vezes. Apds a remocgdo do
sobrenadante ao fim da centrifugacéo, o precipitado foi solto batendo levemente no
fundo do tubo e o PBS era adicionado ao tubo sem que houvesse homogeneizacao
com auxilio de pipeta ou micropipeta, a fim de minimizar perdas. Ao final das duas

lavagens o sobrenadante era totalmente removido e aspirado com o auxilio de uma
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micropipeta e o precipitado de células congelado instantaneamente no tubo
mergulhando-o em nitrogénio liquido. Apdés o congelamento instantaneo, a amostras

foram armazenadas em freezer de -80°C até 0 momento do seu processamento.

Para o ensaio de ChIP foi utilizado o kit comercial SimpleChIP ® Enzymatic
Chromatin IP (CST #9003), seguindo o protocolo e as recomendacdes do fabricante.
Foram utilizadas 4 x 10° de células para cada condicédo de imunoprecipitacéo (IP). Foi
utilizado o protocolo de digestdo com nuclease de micrococos como recomendado
pelo fabricante (0,5 uL da enzima comercial por 20 minutos a 37°C, com agitagao
manual a cada 3-5 minutos). Para a fragmentacdo do envelope nuclear foi utilizado
um sonicador Branson 450 em um programa de 20 ciclos de 1 segundo de sonicacao
seguido de 1 segundo de intervalo, em amplitude de 10%. A fragmentacao foi avaliada
em microscépio Optico apds a sonicacao (verificando total ou quase total auséncia de
envelopes nucleares intactos). Para as IP, foram utilizados 3 ou 8 ug de cromatina por
IP. Foram utilizados os anticorpos anti-H2AK119ub (CST #8240), anti-H3 (CST #4620)
e anticorpos de IgG de coelho (CST #2729P). Para a purificagdo do DNA gendémico
imunoprecipitado foi utilizado o kit comercial Zymo ChIP DNA Clean & Concentrator

(Zymo Research)

Para a quantificacdo do DNA génomico imunoprecipitado foi aplicado o método
de intercalante de DNA fluorescente SYBR Green, usando o kit comercial GoTaq
gPCR Master Mix. As reacfes de amplificacdo foram realizadas em um aparelho
StepOne Real Time PCR System ou Viia7 Real Time PCR System. Para a
quantificacdo do material genético imunoprecipitado, foram amplificadas em paralelo
amostras ndo imunoprecipitadas com diferentes numeros de células para o
estabelecimento de uma curva padréo e o célculo de uma funcéo de reta (do valor de
Ct em funcédo do numero de células). A funcéo gerada foi utilizada para a estimativa
de quantidade de DNA imunoprecipitado em cada condic&o e os valores finais foram
normalizados em relagdo ao valor encontrado para o material imunoprecitado

associado a H3.

4.14 Analise das fases do ciclo celular de células T CD8* cultivadas in vitro

Para a andlise do ciclo celular, células T CD8* ativadas e transduzidas in vitro
e diferenciadas para o fenétipo tipo memoaria, como descrito acima (item 4.3). Para o

enriguecimento da cultura para células transduzidas, as células T CD8* Ametrina*
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foram purificadas por FACS no 4° dia de cultura e, logo em seguida, recultivadas na
concentragdo de 1 x 108 células/mL, ressuspendendo as células em um volume onde
metade do volume era constituido do meio de cultura onde se encontravam anterior a
purificacdo por FACS e metade em meio de cultura fresco, recém-preparado. As
células T CD8" cultivadas foram isoladas no seu ultimo dia de cultivo (14° dia) em
aliquotas de 0,5 x 10° de células em microtubos de 1,5 mL e lavadas duas vezes em
PBS 1X gelado, através de centrifugacdo a 400 g, por 5 minutos, a 4°C. Apos as duas
lavagens, foi removido completamente o sobrenadante e as células foram fixadas com
etanol 70% (v/v) gelado, em uma concentracdo de 1 x 10° células/mL, através da
adicao de etanol gota-a-gota por cima do microtubo em constante agitacdo. Apos a
fixacdo, a suspensdo de células foi imediatamente armazenada em freezer -20°C e as
amostras foram processadas para analise de ciclo celular em até um més apos a

fixacao.

A andlise do ciclo celular foi feita através da marcacédo das células com lodeto
de Propideo (PI, do inglés Propidium lodide), uma molécula fluorescente intercalante
de DNA ou RNA. A marcacéo com PI foi realizada utilizando o reagente comercial BD
Pharmingen PI/RNAse Staining Buffer (BD Biosciences), que possui RNAse em sua
composicdo para eliminacao de sinal de ruido por incorporacédo do Pl em material de
RNA celular. As amostras fixadas foram descongeladas no gelo e imediatamente
centrifugadas a 800 g, por 10 minutos, a 4°C. Foi cuidadosamente removido o
sobrenadante e o precipitado foi lavado duas vezes com PBS 1X gelado, como
descrito no paragrafo anterior. Ap6s a segunda lavagem o precipitado foi
ressuspendido no reagente PI/RNAse Staining Buffer na concentracdo de 2 x 106
células/mL (250 pL do reagente) e incubado em temperatura ambiente por 15 minutos.
Apés a incubacdo as amostras foram adquiridas em um citbmetro de fluxo LSR

Fortessa imediatamente ou dentro de no maximo 30 minutos.

A analise das subpopula¢bes em estagios do ciclo celular foi feita através da
funcéo de analise de ciclo celular (“Cell Cycle”) do software FlowJo v. 10.7.1, utilizando
0 modelo Watson (pragmatico).

4.15 Anélise da morte celular de células T CD8" cultivadas in vitro

A andlise da morte celular de células T CDS8" cultivadas in vitro foi feita através

da marcacdo com Anexina V e 7-AAD utilizando o kit comercial BD Pharmingen PE
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Annexin V Apoptosis Detection Kit | (BD Biosciences). A molécula Anexina V possui a
capacidade de se ligar a fosfatidilserina ha membrana celular de células apoptaéticas,
que expdem essa molécula para a superficie uma vez que entram no processo de
morte celular programada. A molécula 7-AAD é um intercalante de DNA e corante
vital, e sua incorporacdo indica a permeabilidade de membrana, caracteristica

marcante de células necroéticas.

Células T CD8" ativadas e transduzidas in vitro, e diferenciadas para o fenotipo
tipo memoria, foram purificadas por FACS no 4° dia de cultivo, como mencionado no
item anterior (4.14). No seu ultimo dia de cultivo (14° dia), estas células foram isoladas
em aliquotas de 1 x 10° de células em microtubos de 1,5 mL e lavados duas vezes
em PBS 1X gelado, através de centrifugacéo a 400 g, por 5 minutos, a 4°C. As células
foram processadas de acordo com as recomendacdes do fabricante. Apds a adicéo
de Anexina V e 7-AAD as células ressuspensas no tampao de ligacao fornecido pelo
fabricante, as amostras foram incubadas por 15 minutos em temperatura ambiente
protegidas da luz e ao fim da incubacéo diluidas 5 vezes em seu volume final com
tampéao de ligacdo e adquiridas imediatamente (ou em até 30 minutos) no citbmetro

de fluxo LSR Fortessa.

4.16 Preparo de extratos proteicos, quantificacdo de proteinas e Western
blotting

Células T CD8* cultivadas in vitro (ver 4.3 e 5.4) foram isoladas em seu ultimo
dia de cultivo (6° dia para células polarizadas para o fenétipo tipo efetor e 14° dia para
células polarizadas para o fendtipo tipo memdoria) para o preparo de extratos totais de
proteina. As células isoladas para a preparagdo dos extratos protéicos foram
transferidas para tubos de centrifuga de 15 mL em uma concentracdo de 2 x 10°
células/ mL (portanto, sendo processadas no maximo 30 x 10 células por tubo) e
centrifugadas a 400 g durante 10 minutos a 4°C. A partir desse momento, todas as
etapas foram realizadas mantendo as células sempre refrigeradas em gelo,
minimizando ao maximo a exposicdo das células a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado de células foi ressuspendido
manualmente, com leves batidas, para minimizar perda de células. Apdés completa
ressuspensao do precipitado, as células foram lavadas em tampé&o PBS 1X gelado,
mantendo a suspensdo em uma concentracdo de no maximo 2 x 108 de células, e

centrifugadas nas mesmas condi¢cdes citadas na etapa anterior. As células foram
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lavadas mais uma vez com PBS 1X gelado e ao final da segunda lavagem foram
ressuspendidas em 1 mL de PBS 1X gelado, transferindo-se essa aliquota para um
novo microtubo e centrifugando-as mais uma vez nas mesmas condi¢des. Ao final da
centrifugacéo, as células foram ressuspendidas em um dos seguintes tampdes de lise
para preparacdo do extrato protéico: (I) tampéao de lise, homeado de Tampéao |,
baseado no tampdo para ensaio de radioimunoprecipitacdo (RIPA, do inglés
Radioimmunoprecipitation Assay), constituido por Tris 50 mM, pH 8,0 (Sigma-
Aldrich/Merck), NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, NP-40 1% (v/v) (Sigma-Aldrich/Merck),
SDS 0,1% (m/v) (Sigma-Aldrich/Merck) e Deoxicolato de Sédio 0,5% (m/v) (Sigma-
Aldrich/Merck); ou (Il) tampao baseado em um tampéo para RIPA, nomeado Tampé&o
I, constituido por Tris 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, Triton X-100 1% (v/v) (Bio-Rad),
SDS 0,1% (m/v) e N-etilmaleimida 20 mM (Sigma-Aldrich/Merck). Ambos os tampdes
foram suplementados com coquetel de inibidor de protease (Roche), em tablete,
momentos antes da sua utilizacdo, certificando a completa homogeneizacdo do

tablete.

O precipitado de células lavadas em PBS foi ressuspendido na concentracao
de 1 x 108 milhdes de células por 5 yL de tampéo de lise. As células ressuspendidas
em Tampéo | foram imediatamente incubadas em um recipiente com gelo e o
recipiente foi mantido dentro de uma geladeira, incubando-as por 30 minutos. As
células ressuspendidas em Tampao |l foram imediatamente congeladas
instantaneamente mergulhando o microtubo contendo o extrato em uma camada de
nitrogénio liquido (flash freeze) e armazenando-o em um ultrarefrigerador a -80°C.
Apos a incubacgao de 30 minutos, o lisado de proteinas foi clarificado centrifugando-o
em uma velocidade de 18.000 g por 20 minutos a 4°C e o lisado clarificado
(sobrenadante) foi transferido para um novo tubo de microcentrifuga, que foi
imediatamente congelado instantaneamente por flash freeze e armazenado em
ultrarefrigerador a -80°C. Antes do congelamento, em cada protocolo de preparo de
extrato proteico, uma aliquota de 5 L (equivalente a 1 x 10° de células) do extrato foi
reservada em um tubo de microcentrifuga separado para posterior quantificagéo do
rendimento da extragcdo de proteinas. Essa aliquota também foi congelada
instantaneamente e armazenada em ultrarefrigerador. A quantificacdo do rendimento
de extracao foi feita através do método colorimétrico de Lowry modificado, utilizando

o kit comercial Pierce™ Modified Lowry Protein Assay Kit (Pierce™ Protein Biology,
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Thermo-Fisher Scientific), seguindo as recomendacfes do fabricante. A leitura dos

resultados foi feita no leitor de placas GloMax (Promega).

A analise qualitativa de niveis de proteicos das proteinas SUMO-1 e B-actina
foi feita através da separacdo de proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida
em tampao desnaturante contendo SDS (SDS-PAGE) seguido de Western blotting.
Para a SDS-PAGE, foram carregadas uma massa de 30 ug de lisado para a analise
de niveis de SUMO-1 ou 5 ug para analise de B-actina. Extratos proteicos lisados no
Tampao Il foram clarificados imediatamente antes da sua utilizacdo para a SDS-
PAGE, centrifugando-os a 18.000 g, por 20 minutos, a 4°C e em seguida separando
0 sobrenadante para um novo microtubo. Aliquotas correspondentes as respectivas
massas citadas foram diluidas em tampao de amostra 5X constituido de Tris-HCI 250
mM, pH 6,8, DTT 500 mM (Promega), SDS 10% (m/v), azul de bromofenol 0,5% (m/v)
(Bio-Rad) e Glicerol 50% (Sigma-Aldrich/Merck), de modo a diluir o tampéao para 1X.
As amostras foram fervidas por 5 minutos e carregadas nas canaletas de géis de
poliacrilamida. A eletroforese do extrato proteico utilizado para a analise de SUMO-1
foi realizada utilizando a combinacéo de gel de empilhamento com concentracéo de
poliacrilamida (Sigma-Aldrich/Merck) 3% (v/v) e gel de separacao na concentracao de
9% (v/v), enquanto para a analise de B-actina foi utilizado gel de empilhamento na
mesma concentracao, porém um gel de separa¢cdo na concentracdo de 15% (v/v). Os
géis de empilhamento foram preparados através da polimerizacdo de poliacrilamida
em solucdo de Tris 125 mM, pH 6,8, SDS 0,1% (m/v), persulfato de ambnio 0,1%
(Sigma-Aldrich/Merck) e TEMED (Promega). Os géis de separac¢ao foram preparados
através da polimerizacéo de poliacrilamida em solucéo de Tris 375 mM, pH 8,8, SDS
0,1% (m/v), persulfato de aménio 0,1% e TEMED. A eletroforese foi conduzida por 2
horas e 30 minutos, a 80V, em um sistema de eletroforese vertical Mini-Protean (Bio-
Rad), utilizando um tampéao de corrida 1X constituido de Tris 25 mM, Glicina 250 mM
e SDS 0,1% (m/v).

As proteinas separadas por eletroforese foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose (Bio-Rad) utilizando um sistema de transferéncia semi-
seco Trans-Blot (Bio-Rad). A transferéncia foi conduzida por 1 hora e 30 minutos em
uma voltagem de 15V, utilizando um tampéo de transferéncia constituido de Tris 25
mM, Glicina 250 mM e Metanol (Sigma-Aldrich/Merck) 20% (v/v). A transferéncia de

proteinas foi confirmada incubando as membranas em corante vermelho Ponceau 4R



95

(Sigma-Aldrich/Merck). O corante e o tampéo de transferéncia foram lavados da
membrana através de uma série de trés lavagens em tampéo TBS 1X (do inglés, Tris
Buffer Saline), incubando a membrana submersa no tampé&o durante 5 minutos sob
constante agitacdo. Em seguida, a membrana foi bloqueada para evitar a ligagao
inespecifica de anticorpos incubando a membrana em uma solucédo de TBST 0,1%
(v/v), constituida de TBS 1X acrescida de detergente Tween 20 na concentracdo 0,1%
(v/v), suplementada com leite em p6 desnatado (Nestl€) na concentracéo de 5% (m/v).
A incubacéo para o bloqueio da membrana foi feita por 1 hora a 4°C. Apos o blogueio,
as membranas com proteinas transferidas foram lavadas trés vezes, sob as mesmas
condicBes de lavagem utilizadas ap0s a transferéncia, utilizando dessa vez o tampao
TBST 0,1% (v/v). Em seguida, as membranas foram incubadas em anticorpos
especificos para SUMO-1 ou B-actina por um periodo de 2 horas. Os anticorpos foram
diluidos em TBST 0,1% (v/v) suplementados com leite em p6 5% (m/v) na proporcao
de 1:150 para o anticorpo murino anti-SUMOL1 (Sc-5308, Santa Cruz Biotechnology)
e 1:2000 para o anticorpo murino anti-B-actina (# A5441, Sigma-Aldrich/Merck). Ao
final da incubacdo, as membranas foram lavadas trés vezes com TBST 0,1% (v/v) e
incubadas com anticorpos secundarios fluorescentes de burro anti-IlgG murina contra
anticorpos murinos IRDye 800CW (LI-COR) por um periodo de 1 hora. Os anticorpos
secundarios foram diluidos em TBST 0,1% (v/v) na propor¢ao de 1:15000. Ao final da
incubagéo, as membranas foram lavadas trés vezes em TBS 1X e foram reveladas
em um aparelho Odyssey Classic (LI-COR).

4.17 Analise do perfil de proteinas SUMOiladas em células T CD8" cultivadas in
vitro por co-imunoprecipitacdo seguido de cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massas

Para analisar e identificar o perfil de proteinas SUMOiladas expressas em
células T CD8* cultivadas in vitro foi realizada uma abordagem de co-
imunoprecipitacdo (co-1P) de proteinas SUMOiladas seguido de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (LC:MS, do inglés Liquid Chromatography:
Mass Spectrometry). Extratos totais de proteina foram obtidos através da
ressuspensdo de células T CD8* cultivadas in vitro em tampéo de lise celular Mild-
RIPA, constituido de Tris 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, NP-40 1% (v/v) e EDTA 1

mM, seguido do congelamento por flash freeze (ver 4.16) e armazenamento em
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freezer -80°C. O extrato proteico foi quantificado utilizando o kit comercial Pierce™

Modified Lowry Protein Assay Kit, seguindo as recomendacdes do fabricante.

Aliquotas contendo 300 pg de proteina foram utilizados em reacfes de
imunoprecipitacdo contendo particulas de agarose Protein A/G PLUS (Santa Cruz
Biotechnology) e 3 pg de anticorpo primario anti-SUMO-1. Uma reacdo de
imunoprecipitagdo controle foi feita utilizando todos os componentes citados, com
excec¢ao do anticorpo. As reacgdes foram incubadas a 4°C por 16 horas sob agitacao.
Os complexos proteicos ligados na resina foram submetidos a trés lavagens em
tampao de lise celular Mild-RIPA e ressuspendidos em tampao de amostra (ver 4.16).
As amostras foram carregadas para resolugcdo das proteinas em SDS-PAGE,
utilizando a combinacéo de gel de empilhamento com concentracdo de poliacrilamida
3% (v/v) e gel de separacdo na concentracado de 9% (v/v). O gel resultante foi corado

com corante coomassie blue (Sigma-Aldrich/Merck) e descorado com agua ultrapura.

As proteinas de interesse foram extraidas do gel e aplicadas no sistema Waters
Nano Acquity (Waters). As amostras foram dessalinizadas usando a pré-coluna C18
Waters Symmetry (180 ym X 20 mm, 5 uym). Utilizou-se 7,5ul do volume para a injecao
da amostra, a qual foi separada por cromatografia liquida utilizando a coluna HSS T3,
(100 um x 10 mm x 1.8 pym) (Waters) em elui¢cdo a 0,5 yl/min, com gradiente linear de
acetonitrila (10—40% (v/v)) contendo acido formico 0,1% (v/v). Os espectros de massa
sequenciais foram obtidos utilizando o espectrémetro Synapt HDMS (Waters) com
interface para o sistema de cromatografia capilar Nano Acquity. A ionizacdo por
eletrospray foi realizada utilizando 4000 V, com temperatura da fonte de 80 °C e

voltagem de cone 40 V.

A aquisicao dos dados e controle do instrumento foi conduzida no programa
MassLynx (Versdo 4.1, Waters). Foram realizadas corridas cromatograficas com
amplitude de 400-2000 razdo massa/carga (m/z), usando intervalos de 1 segundo
aplicados durante todo o processo cromatografico. Dados dependentes da aquisigdo
de fragmentacdo MS/MS foram realizados nos precursores com cargas 2, 3 e 4, ao
longo de um intervalo de 50-2000 (m/z) com um intervalo de 2 m/z. A partir de cada
espectro (MS) no méaximo 3 ions foram selecionados para posterior fragmentacéo por
MS/MS. A dissociacdo induzida por colisdo foi obtida através da utilizacdo do gas
argonio a uma presséao de 1 bar e uma energia de colisdo com variacdo de 18 a 90 V

dependendo da carga e massa do precursor. Todos os dados foram processados
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usando o servidor ProteinLynx Global v.3.0.2 (Waters) onde o valor da massa/carga
de cada precursor (MS) e fragmento (MS/MS) foi determinada a partir dos espectros
de massas oriundos desses cromatogramas, utilizando para calibracéo o sistema Q-
Tof LockSpray™ (Waters). Os peptideos obtidos foram identificados utilizando a

plataforma Mascot MS/MS lons Search (Matrix Science).

4.18 Analise do perfil de acessibilidade de cromatina de células T CD8" por
ATAC-Seq

Como na andlise do perfil transcricional (item 4.11), 5 x 10% células T CD8* P14
Thyl.1 KLRG1" ou KLRG1' deficientes em Chx4 (transduzidas com shChx4) ou
selvagens (transduzidas com shCD4) geradas em modelo de infecg&o viral aguda por
LCMV foram purificadas por FACS do baco de animais infectados no 8° dia p0s-
infeccdo com base na expressdo da proteina fluorescente reporter Ametrina, no
marcador congénico Thyl.1 e na expressao do marcador de superficie KLRG1. As
células recuperadas do FACS foram lavadas através de centrifugacdo a 500 g por 5
minutos a 4°C, seguido da retirada do sobrenadante e ressuspensao do precipitado
de células em PBS 1X gelado. As células foram lavadas mais uma vez, seguindo as
mesmas condi¢des de centrifugacao citadas acima, e ressuspendidas em tampéo de
lise gelado constituido de Tris 10 mM, pH 7,5, NaCl 10 mM, MgClz 3 mM e NP-40
0,1% (v/v). As células foram incubadas em tampao de lise por 30 minutos, no gelo.
Apos a lise, os nucleos celulares foram precipitados através de centrifugacéo a 500 g,
por 10 minutos, a 4°C e imediatamente ressuspendidos em tampado de reacao de
transposase TD Buffer e enzima transposase do kit comercial Nextera DNA (lllumina).
As amostras foram incubadas para reacao de transposi¢cao por 30 minutos a 37°C e
em seguida foram purificadas utilizando o kit comercial Qiagen MinElute (Qiagen). O
DNA transposto purificado foi amplificado por PCR com primers marcados com
codigos de barra (“barcoded”) utilizando o kit comercial Kapa Hi-Fi Real Time Library
Amplification Kit (Kapa) por 10-12 ciclos, de acordo com as instrugdes do fabricante.
As bibliotecas amplificadas foram purificadas utilizando o kit comercial Qiagen
MinElute (Qiagen) e quantificadas com o kit comercial Kapa Real-Time Library
Quantification Kit (Kapa). A distribuicdo dos tamanhos das bibliotecas amplificadas foi
analisada utilizando o aparelho Bioanalyzer (Agilent). As bibliotecas foram
sequenciadas em um aparelho NextSeq 2000 P1 (lllumina) gerando leituras “paired-

end” armazenadas em arquivos de extensdo FASTQ.
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As leituras “paired-end” geradas no sequenciamento foram filtradas para a
remocao de adaptadores de sequenciamento e leituras correspondentes a sequéncias
de tRNA e rRNA utilizando o programa Trimmommatic (v.0.32) e analisadas quanto a
sua qualidade utilizando o programa MultiQC (v.1.7). As leituras filtradas foram
alinhadas e mapeadas ao genoma murino de referéncia UCSC mm39 usando o
programa bowtie2 (v.2.5.1.). As leituras duplicadas marcadas pela funcéo
MarkDuplicates do programa picard toolkit (v.2019) e leituras mapeadas ao DNA
mitocondrial foram removidas da analise. Picos de acessibilidade de cromatina foram
identificados utilizando fragmentos de DNA menores que 100 pares de base (hdo
contendo um nucleossomo) no programa MACS2 (v.2.2.7.1). Os picos de
acessibilidade de cromatina mapeados em regides marcadas previamente como
regibes de alto sinal de ruido nao especifico (ENCODE blacklisted regions)
(AMEMIYA; KUNDAJE; BOYLE, 2019; THE ENCODE PROJECT CONSORTIUM,
2012) e regides do cromossomo Y foram removidas da analise. Faixas genémicas
contendo as anotacdes de pico de acessibilidade de cromatina e contendo a
sobreposicao das leituras de cada replicata sequenciada foram visualizadas no

programa Integrative Genomics Viewer (v.2.16.0).

4.19 Anélise estatistica

Os graficos de barra e dispersdo foram produzidos utilizando o software
GraphPad Prism (versao 7.0 ou 8.0). A analise estatistica dos dados foi feita utilizando
teste t de Student bicaudal pareado ou ndo pareado, teste ANOVA de um fator (one-
way) corrigido com teste de Tukey de multiplas comparacdes, teste ANOVA de dois
fatores (two-way) corrigido com teste de Sidak ou Dunnet de multiplas comparacdes
ou teste ANOVA de dois fatores (two-way) sem correcdo de multiplas comparacoes

(teste de Fisher de menor diferenca significativa).

5 RESULTADOS
5.1 Analise do papel de membros do PRC1 na diferenciag&o de células T CD8

Os experimentos descritos neste topico foram realizados pelo grupo

anteriormente ao desenvolvimento desta tese. Entretanto, a andlise, compilacdo dos

dados e interpretacdo dos resultados constituiu uma das tarefas do presente projeto

de tese de doutorado.
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Para iniciar a investigacao do papel do complexo modulador epigenético PRC1
na definicdo do destino celular de linfocitos T CD8*, foram avaliados os efeitos da
auséncia de algumas subunidades chaves deste complexo para o processo de
diferenciacdo destas células em resposta a infeccdo viral aguda por LCMV. Foi
estudado o papel das seguintes subunidades do PRC1: (i) a proteina Ringl,
subunidade catalitica do PRC1, responsavel pela deposicdo da marca repressora
H2AK119Ub; (ii) a proteina Cbx4, capaz de recrutar o complexo PRC1 para sitios-
alvos de PRC2 através do reconhecimento e ligacdo a marca repressora H3K27me3
mediado pela funcdo de seu cromodominio; (iii) a proteina Scml2, subunidade
acessoria do PRC1, capaz de interagir com RNA longos nédo codificantes (IncRNA)
que medeiam o recrutamento do PRC1 para sitios gendmicos. O efeito da deficiéncia
em proteinas do PRC1 na resposta de células T CD8* antigeno-especificas foi
avaliado utilizando células T CD8* isoladas de camundongos transgénicos da
linhagem P14 (que possui resposta monoclonal de células T CD8* com especificidade
para o epitopo gp33-41 restrito por H-2Db, derivado da glicoproteina gp33 do LCMV).
Células T CD8* naive de camundongos P14 Thyl.1 foram ativadas e transduzidas in
vitro com vetor retroviral (MSCV modificado), contendo a sequéncia de shRNAs
direcionados para cada subunidade do PRC1, além do gene reporter Ametrina,
codificado por RNA bicistronico e sob controle de uma sequéncia IRES (do inglés
Internal Ribossome Entry Site). Em seguida, as células foram transferidas
adotivamente para animais C57BL/6 Thyl1.2 que foram subsequentemente infectados
por LCMV, cepa clonel3 (LCMV-cl13), em modelo de inducao de infeccao viral aguda
(Figura 9A). Classicamente a cepa LCMV-cl13 € utilizada para a indugéo de infeccéo
viral crénica, através da inoculagdo intravenosa de 4 x 108 UFP, no entanto, quando
esta cepa é inoculada por via intraperitoneal no inéculo de 1,5 x 10° UFP é induzida
uma infecgéo viral aguda (CHEN et al., 2014). No 8° dia pos-infec¢do os esplendcitos
dos animais infectados foram analisados por citometria de fluxo para a avaliacdo da
expressdo de moléculas relacionadas aos fenotipos efetor ou de memoéria, KLRG1 e
CD127 (lI-7ra), em células T CD8* transduzidas (Ametrina™) e transferidas
adotivamente (Thy1.1*) (Figura 9B).

A estratégia e o protocolo de silenciamento foram previamente validados em
um estudo de screening de possiveis reguladores candidatos do processo de

diferenciacdo de células T CD8* (CHEN et al., 2014). Resultados deste screening
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também serviram como subsidio para a escolha dos alvos do presente trabalho e o

silenciamento dos alvos foi validado por ensaios de RT-gPCR (dados ndo mostrados)
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Figura 9. Desenho experimental para a analise de células T CD8* P14 deficientes em
subunidades de PRC1 diferenciadas em resposta a infeccéo viral aguda por LCMV. (A) Células T
CD8* naive de camundongos de linhagem P14 Thyl.1 foram isoladas, ativadas e transduzidas com
vetor retroviral in vitro contendo plasmideos expressando shRNA para as subunidades de PRC1
(shCbx4, shScml2 ou shRingla) ou para o gene Cd4 (shCD4), como controle. No mesmo dia da
ativacédo e transducéo, as células foram transferidas para camundongos congénicos C57BL/6 Thy1.2
(5 x 10° células) por via intravenosa. No dia seguinte esses animais foram infectados por via
intraperitoneal com 1,5 x 10° UFP de LCMV-cl13. No 8° dia pés-infecgdo, os esplendcitos dos animais
infectados foram isolados e as células T CD8* transduzidas e transferidas adotivamente
(Thyl.1*Ametrina™) presentes nessa suspensdo foram analisadas por citometria de fluxo quanto ao
seu fendtipo utilizando as moléculas KLRG1 e CD127. (B) Esquema com dot plots e contour plots
representativos ilustrando a estratégia de gate utilizada para a analise do fenétipo de células
transduzidas e adotivamente transferidas.

O primeiro membro de PRC1 a ser investigado foi a subunidade catalitica do

complexo, a proteina Ringl (Figura 10). O silenciamento da expressao do gene
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Ringla (que codifica a proteina Ringl) em células T CD8* P14 diferenciadas em
resposta a infeccéo viral aguda por LCMV nao provocou alteracdo significativa na
frequéncia de subpopulacfes de células efetoras na fase aguda da resposta (8° dia
pés-infecgdo), com excecdo de um aumento na frequéncia de células duplo negativas
para as moléculas KLRG1 e CD127 (KLRG1CD127°), subpopulacdo constituida de
células em estagios precoces de diferenciacdo (Figura 10A e B). Portanto, os
resultados indicaram que a auséncia dessa proteina ndo impactou significativamente

o perfil de diferenciacdo de células T CD8*, sugerindo apenas um retardo neste

processo.
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Figura 10. Andlise fenotipica de células T CD8* P14 deficientes em Ringl diferenciadas em
resposta a infec¢éo viral aguda por LCMV em fase aguda da resposta (8° dia p6s-infec¢&o). (A)
Contour plot representativo da gate utilizada para a definicdo das subpopula¢@es de células T CD8* na
andlise fenotipica de células T CD8* P14 do grupo controle (“shCD4”, em preto) ou deficientes para
Ringla (“shRing1a”, em verde). (B) Frequéncia das subpopulacdes de células T CD8* P14
Thyl.1*Ametrina™. Dados da compilacdo de dois experimentos independentes (n 2 3 em cada
experimento). Cada circulo representa um animal em um dos experimentos, barra representa o valor
de média do grupo. ns = nao significativo, **p < 0.01 calculado por teste t de Student bicaudal ndo
pareado.

Quando investigado o efeito da auséncia da proteina Cbx4 nas células T CD8*
P14 (Figura 11), foi observado que a sua deficiéncia levou a uma redugédo na
frequéncia da populacédo de células efetoras de vida curta, definida pelo padrédo de
expressdo KLRG1*CD127, e um consequente aumento na frequéncia das
populacbes de precursor de memoria, KLRG1CD127*, e duplo-positiva,
KLRG1*CD127* (Figura 11B). Esse padrdao de alteracdo na frequéncia das

populacdes foi acompanhado pela alteracdo no niumero absoluto de células de cada
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respectiva populacdo (Figura 11C). Dessa maneira, foi notério que, em oposicédo a
deficiéncia em Ringl, a deficiéncia em Cbx4 levou a uma expressiva alteracdo na
diferenciacdo das células T CD8" P14 em resposta a infeccdo viral aguda
caracterizada pelo prejuizo na geracdo de células efetoras e o favorecimento da

geracéao de células de fenotipo precursor de memoria.
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Figura 11. Andlise fenotipica de células T CD8* P14 deficientes em Cbx4 diferenciadas em
resposta a infeccdo viral aguda por LCMV em fase aguda da resposta (8° dia pés-infeccédo). (A)
Contour plot representativo da gate utilizada para a definicao das subpopulac¢des de células T CD8* na
andlise fenotipica de células T CD8* P14 do grupo controle (“shCD4”, em preto) ou deficientes em Cbx4
(“shCbx4”, em vermelho). (B) Frequéncia e (C) nimeros totais das subpopulagées de células T CD8*
P14 Thyl.1*Ametrinat. Dados da compilacdo de dois experimentos independentes (n = 3 em cada
experimento). Cada circulo representa um animal em um dos experimentos, barra representa o valor
de média do grupo. *p < 0.05, **p < 0.01, ****p < 0.0001 calculado por teste t de Student bicaudal ndo
pareado.

Em contraste, os efeitos da deficiéncia da subunidade Scml2 na diferenciacao
de células T CD8* ndo foi o mesmo encontrado na auséncia de Cbx4 (Figura 12). A
deficiéncia em Scml2 em células T CD8* P14 levou a uma diminuicéo significativa na
frequéncia de células efetoras de vida curta (KLRG1*CD127°) e um aumento bem

menos expressivo na frequéncia de células precursoras de memoria



103

(KLRG1*CD127*). No entanto, foi observado um notavel aumento da frequéncia de
células duplo negativas (KLRG1CD127") (Figura 12. B).

Gate em Thy1.1* Ametrina™

A
1.183,1 2,38 « 74,1 2,24/ @ shCD4
= |« }@) =145 shScml2
o e ©
|-
w ]
x o 4 04 | . ; . .
EA 8° dia pos infecgao
11, 3,23 19,3 4,38
CD127
B I~ * kK K 1 1 I
100~ N~ 10 I~ 10- S 40
5 80 = s ns i 5 ==
Q o B g 830_ °
P 60 @ O 6 e @ O i h
0 + o ® OO I‘— 6 m ~
Yo - — — 0 b @ (n 20 Con
Q40 O 4 % % & 4 88 ia o
% E e ® %° ] e®0 - 104 @
2 20 2 2 2 2 2 101 ¥
X ¢ R® 0 — R 0 X ot

Figura 12. Analise fenotipica de células T CD8" P14 deficientes em Scml2 diferenciadas em
resposta a infeccdo viral aguda por LCMV em fase aguda da resposta (8° dia pés-infeccédo). (A)
Contour plot representativo da gate utilizada para a definicao das subpopulacdes de células T CD8* na
andlise fenotipica de células T CD8* P14 do grupo controle (“shCD4”, em preto) ou deficientes para
Scml2 (“shScml2”, em laranja). (B) Frequéncia das subpopulacdes de células T CD8* P14
Thyl.1*Ametrina™. Dados da compilacdo de dois experimentos independentes (n = 3 em cada
experimento). Cada circulo representa um animal em um dos experimentos, barra representa o valor
de média do grupo. ns = néo significativo, ****p < 0.0001 calculado por teste t de Student bicaudal ndo
pareado.

O coletivo de resultados levantados na analise fenotipica e funcional de células
T CD8* deficientes para diferentes subunidades do PRC1 sugerem que as
subunidades Cbx4 e Scml2 participam da regulacdo da diferenciacdo de células T
CD8* em um fenotipo efetor ou de memoéria, bem como também da modulagéo da sua
funcdo efetora citotoxica. Dessa maneira, a investigacdo do papel dessas
subunidades na diferenciacédo de células T CD8* avancou analisando o impacto da
deficiéncia dessas proteinas no perfil transcricional de células T CD8* em resposta a
infeccéo viral aguda por LCMV.

5.2 Andlise do perfil transcricional de células T CD8* deficientes para
subunidades de PRC1

Além de investigar o papel das subunidades de PRC1 na regulacdo da
diferenciacdo de células T CD8" através da analise do fendtipo de células T CD8* P14

deficientes para essas proteinas, também foi analisado o impacto que a deficiéncia



104

das subunidades Cbx4 e Scml2 de PRC1 poderia promover para o perfil transcricional
dessas células (Figura 13). Para isso, células T CD8* P14 foram isoladas por FACS
no 8° dia pos-infeccdo por LCMV-Arm, utilizando como critério o marcador congénico
das células adotivamente transferidas (Thyl.1) e a proteina repérter do vetor retroviral
(Ametrina) (Figura 13A). As células isoladas tiveram seu RNA total extraido e

preparado para o sequenciamento de RNA (RNA-Seq).

Os dados do RNA-Seq foram utilizados para calcular genes diferencialmente
expressos entre as células T CD8* P14 controle (“shCD4”) e células T CD8* P14
deficientes para subunidades do PRC1 (“shCbx4” ou “shScml2”), utilizando o pacote
R DESeg2. Na comparacao entre as células T CD8* P14 controle e células T CD8*
P14 deficientes em Cbx4 foram encontrados 836 genes diferencialmente expressos
(DEGs, do inglés Differentially Expressed Genes), enquanto na comparacdo com
células T CD8* P14 deficientes em Scml2 foram encontrados 586 DEGs. Os genes
diferencialmente expressos encontrados em uma compara¢ao ou na outra, totalizando
1240 genes, foram visualizados em um gréafico de heatmap utilizando os valores de
expressao diferencial em escala de logz (“LogzFoldChange”) (Figura 13B). Dados
prévios do nosso grupo, obtidos na comparacédo entre células T CD8* de memoria e
células T CD8* efetoras (células T CD8* antigeno-especificas isoladas no 30° e 8°
dias pés-infeccdo, respectivamente, em modelo de infec¢éo viral aguda por LCMV)
foram utilizados como referéncia para o perfil transcricional de cada estado
diferenciado (SCOTT-BROWNE et al., 2016). Esses dados foram analisados em
conjunto para a determinacdo de genes com o mesmo comportamento de alteracao,

definindo-se clusters, pelo método de “clusterizagdo” por k-means.

A “clusterizacdo” dos conjuntos de dados em unidao permitiu a visualizagcéo de
genes associados ao fenotipo efetor ou fenétipo de memoria que sofreram alteragcéao
mediante a deficiéncia em uma das subunidades de PRC1 (Figura 13C). E possivel
observar que células T CD8* P14 deficientes em Chx4 apresentaram regulacao
positiva de diversos genes associados ao fenétipo de memaéria. Nesse grupo, incluem-
se o gene Tcf7, que codifica o fator de transcricdo chave para o comprometimento
com o destino de memoria e inducéo de capacidade multipotente (“stemness”) Tcf1,
e os genes Sell e II7r, que codificam as proteinas de superficie CD62L e IL-7Ra (ou
CD127), respectivamente, que sdo moléculas associadas ao fenétipo de memaria

(Figura 13C). Também foi observada a regulacdo positiva do gene para o fator de
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transcricdo associado ao fenotipo de memaoria Eomes e o gene Slamf6, associado ao
carater de multipoténcia de células T CD8* (Figura 13C). Além disso, destaca-se a
regulacdo negativa de genes associados ao fenotipo efetor nas células deficientes em
Cbx4, como os codificantes para o fator de transcricdo Zeb2, as proteinas de
superficie Klrgl e Cx3crl e a proteina citotoxica Perforina (Prfl) (Figura 13C). Em
conjunto, as alteracdes na expressao génica em decorréncia da deficiéncia em Cbhx4
sugerem um desvio para a aquisicdo de um perfil transcricional caracteristico do
fenotipo de memoria em células T CD8* efetoras, corroborando os resultados

observados na andlise fenotipica das células T CD8* P14.

Em contraste, a andlise de genes diferencialmente expressos em células T
CD8* P14 deficientes para Scml2 nao apresentou os mesmos resultados encontrados
para Cbx4, o que também se alinha aos achados da analise de fendtipo. Embora
também alterados, a maioria dos genes associados ao fenétipo de memodria ou
fendtipo efetor ndo apresentaram uma mudanca tdo marcante quanto a visualizada
na condicdo de deficiéncia em Cbx4, indicando uma maior participacdo de Cbx4 na

regulacao do perfil transcricional de células T CD8* (Figura 13C).

Para avaliar a hipétese de que a deficiéncia em Cbx4 provoca um desvio do
perfil transcricional de células T CD8" efetoras para um perfil associado ao fendtipo
de memodria, foi utilizado o teste de andlise de enriquecimento de conjunto génico
(GSEA, do inglés “Gene Set Enrichment Analysis”) (Figura 13D). No teste, foi utilizado
como conjunto génico de referéncia a assinatura de células T CD8" precursoras de
memoria (genes regulados positivamente na populagdo KLRG1CD127* de células T
CD8" isoladas no 8° dia pds-infeccdo) em modelo de infeccéo viral aguda por LCMV,
em comparacdo com as outras populacdes de células T CD8* definidas pelas
moléculas KLRG1 e CD127 (WANG et al., 2018). O resultado do teste mostrou um
enriguecimento de genes da assinatura de células T CD8* precursoras de memaria
no grupo de genes regulados positivamente em células deficientes pra Chx4, em

comparacao a condi¢do controle, corroborando a hipétese levantada.
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Figura 13. Analise do perfil transcricional por RNA-Seq de células T CD8* P14 deficientes em
subunidades do PRC1. (A) Células T CD8* naive de camundongos de linhagem P14 Thyl.1 foram
isoladas, ativadas e transduzidas com vetor retroviral in vitro e, no mesmo dia, transferidas para
camundongos congénicos C57BL/6 Thyl.2 (5 x 10° células). No dia seguinte esses animais foram
infectados por via intraperitoneal com 1,5 x 10°> UFP de LCMV-cl13. Oito dias apos a infecgéo, os
esplendcitos dos animais infectados foram isolados e as células transduzidas e transferidas
adotivamente (Thyl.1*Ametrina*) presentes nessa suspenséao foram isoladas por FACS, processadas
para extracdo de RNA e preparacdo de biblioteca de transcriptoma e, posteriormente, analisadas por
RNA-Seq. (B) Os genes diferencialmente expressos (DEGSs) entre as comparacdes de células T CD8*
deficientes em Scml2 (primeira coluna) ou Cbx4 (segunda coluna) foram visualizados em heatmap k-
clusterizado de valores de logz Fold Change e comparados com DEGs encontrados na comparagéo de
células T CD8* efetoras e de memdria geradas em modelo de infecgdo viral aguda por LCMV (terceira
coluna). (C) Destaque de DEGs associados ao fenétipo efetor ou fenétipo de memoéria em células T
CD8*. (D) Os 836 genes diferencialmente expressos (DEGs) encontrados na comparacao entre as
condicdes shCbx4 e shCD4 foram utilizados em um teste de GSEA, testando o enriquecimento de uma
assinatura génica de células T CD8* precursoras de meméria (KLRG1-CD127*) (WANG et al., 2018);
numero de acesso do GEO: GSE111143. Resultado descrito em gréafico de enriquecimento e pontuacao
de enriquecimento normalizada (NES, do inglés Normalized Enrichment Score). Significancia calculada
por taxa de falsa descoberta (FDR, do inglés False Discovery Rate).
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A analise das alteracdes no perfil transcricional de células T CD8* P14
deficientes em Cbx4 e Scml2 indicou que a auséncia de Cbx4 durante o processo de
diferenciacdo dessas células provocou um perceptivel desvio para um programa
transcricional caracteristico de células comprometidas com o fenétipo de memdéria em
tempos precoces de uma resposta viral aguda. Os resultados observados na analise
de RNA-Seq corroboram ainda os resultados encontrados na analise fenotipica
(Figuras 11 e 12) previamente feita, onde h4 um prejuizo na geracdo de células T
CD8* de fendtipo efetor, um prejuizo na funcao efetora citotéxica e um concomitante
aumento da populacdo de células de memdria mediante a deficiéncia em Cbx4.
Portanto, o conjunto de resultados encontrados até entédo evidenciam um papel mais
claro da subunidade Cbx4, e dessa maneira foi optado pelo foco na investigagéo da
participacdo desta proteina no processo de diferenciacao de células T CD8".

Para também analisar os efeitos da deficiéncia em Cbx4 no perfil transcricional
de uma forma global, sem um foco especifico em genes associados aos fenétipos
efetor e de memdria, foi buscado a quais processos biolégicos pertenciam os genes
diferencialmente expressos encontrados nas células T CD8* P14 deficientes em Cbx4
através da analise de enriquecimento de vias de processos biolégicos classificados
no banco de dados Gene Ontology (GO) (Figura 14). A anélise mostrou um expressivo
enriquecimento em genes envolvidos com processos bioldgicos relacionados a divisao
celular e controle do ciclo celular, entre eles os processos de segregacdo de
cromossomos (“‘chromossome segregation”), montagem do complexo de centrébmero
(“centromere complex assembly”) e replicagcdo do DNA (“DNA replication”). Entre os
genes incluidos nesses processos podem ser citados genes codificantes para
diversos reguladores e proteinas envolvidas com a divisdo celular, incluindo Mki67,
Brcal, Aurkb, Cdkl e diversos membros do complexo protéico do cinetdcoro (Figura
14A e B). Também foi observado o enriquecimento em processos biolégicos
envolvidos com a resposta imune, destacado por exemplo nas categorias de
regulacdo positiva da ativacao de células T (“positive regulation of T cell activation”),
como os genes Myb, Cd160 e ll2ra e genes envolvidos com o0 processo de apoptose

de leucécitos (“leukocyte apoptotic process”) (Figura 14A e B).
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Figura 14. Analise de enriquecimento de vias utilizando genes diferencialmente expressos em
células T CD8* P14 deficientes em Cbx4. (A) Genes diferencialmente expressos (DEGs) encontrados
na comparacéo entre o perfil transcricional de células T CD8* P14 deficientes em Cbx4 e células T
CD8* P14 controle foram testados em uma andlise de enriquecimento de vias utilizando o banco de
dados de termos de processos biol6gicos do Gene Ontology. Os processos bioldégicos com maior
representatividade dentro dos DEGs foram visualizados em um gréfico de barras indicando o nivel de
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significancia do resultado (antilog do log de base 10 do valor de p ajustado). (B) Visualizacdo em
heatmap de valores de z-score dos DEGs pertencentes a cada processo biologico de alguns processos
selecionados para destaque.

Uma vez que as analises de RNA-Seq foram realizadas na populacéo total de
células T CD8*, uma possivel explicacdo para as alteracdes génicas detectadas em
células T CD8* P14 deficientes em Cbx4 seria 0 aumento na frequéncia da
subpopulacao de precursores de memoria. Dessa maneira, 0 aumento na expressao
diferencial de genes associados ao fenotipo de memoria e diminuicdo de genes
associados ao fenotipo efetor seria em decorréncia da oferta no nimero de transcritos
na populacao total de células T CD8* e ndo devido a uma regulacdo transcricional nas
subpopulacdes. Para eliminar esse viés, foi realizado o isolamento das subpopulacdes
KLRG1M (contendo células T CD8* efetoras de vida curta) e KLRG1" (contendo
células T CD8* precursoras de memoria) (Figura 15A) e ambas tiveram seu perfil
transcricional analisado separadamente em comparacdo com seu equivalente do
grupo controle (Figura 15B e C). Mesmo na subpopulacdo KLRG1H pode ser notado
0 aumento significativo na expressédo de genes associados ao fenétipo de memoaria,
incluindo o Tcf7 e o II7r (Figura 15B). Esse resultado da suporte a hipotese de que a
deficiéncia em Cbx4 impacta globalmente o perfil transcricional de células T CD8*
diferenciadas em resposta a infec¢do aguda viral por LCMV, demonstrando que o
resultado obtido no RNA-Seq da populacao total de células T CD8* P14 nao é devido
a um viés estabelecido pelo aumento da frequéncia de células T CD8" precursoras de

memoria.

Em concordancia, quando analisado as diferencas no perfil de células
KLRG1, também é possivel observar o aumento de genes associados ao fenétipo
de memoaria, como o II7r, Slamf6 e Cxcr3 (associado ao fenotipo de memoria efetora),
e queda na expressdo de genes associados ao fenoétipo efetor, como o Zeb2, em
células T CD8* P14 deficientes em Cbx4 (Figura 15. C). E possivel ver também uma
maior expresséo do gene Tcf7, apesar de ndo ser estatisticamente significativa, o que
pode ser explicado pelo fato de que essa analise é feita através da comparacéo de
duas populacdes enriquecidas em células com o fenétipo de memoaria e, portanto, os
niveis de expressdo de Tcf7 ja seriam altos em tanto na condi¢do controle quanto nas

células deficientes em Cbx4.
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Figura 15. Andlise do perfil transcricional de células T CD8" P14 deficientes em Cbx4 nas
subpopulagdes KLRG1" e KLRG1Y. (A) Células T CD8* P14 Thyl.1 transduzidas e transferidas
adotivamente para camundongos congénicos C57BL/6 Thyl.2 infectados com LCMV-cl13 foram
isoladas por FACS para andlise de RNA-seq, como descrito anteriormente (ver Figura 6). Porém, nessa
analise as células foram isoladas por FACS baseadas na sua expressdo de KLRG1 (em grupos de alta
expressdo, KLRG1H, e baixa expressédo, KLRG1°), além do critério de Ametrina™Thy1.1*. Volcano plot
com os valores de expresséao diferencial (em Log2 Fold Change) e significancia (valor de p ajustado)
das comparacdes entre células T CD8* P14 do grupo controle (“shCD4”) e células T CD8* P14
deficientes em Chx4 (“shCbx4”) nas subpopulagdes (B) KLRG1H e (C) KLRG1'°. Em linhas pontilhadas
na horizontal e vertical, linhas de corte de significancia (valor de p ajustado < 0,05) e alteracdo da
expressdo (Log2 Fold Change > |1|) definidos para o estabelecimento de expresséo diferencial. Em
circulos vermelhos, representacdo de genes diferencialmente expressos, em circulos cinza, genes ndo
diferencialmente expressos.

Para investigar com maior foco e detalhe o papel da proteina Chx4 na
determinacao do destino celular de células T CD8*, diferentes abordagens e modelos
de diferenciacdo de células T CD8*, tanto in vitro quanto in vivo, foram empregados.

Essas estratégias foram brevemente resumidas no topico a seguir.

5.3 Abordagens metodoldgicas e modelos de diferenciacdo para a investigacao

do papel de Cbx4 na diferenciacéo e funcéo de células T CD8*
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Para investigar o papel da subunidade Chx4 do complexo regulador epigenético
PRC1 na determinacdo do destino celular de células T CD8*, foram utilizadas
diferentes abordagens visando a manipulacdo da expressdo dessa proteina em
células murinas, tanto inibindo a expressao ou superexpressando o gene codificante
de Cbx4, em diferentes modelos de diferenciacao de células T CD8" in vitro e in vivo
(Figura 16).

O impacto da auséncia da expressao do gene codificante para a proteina Cbx4
foi avaliado tanto através de uma estratégia de inibicdo da expressao génica (Figura
16A), previamente mencionado, quanto por uma estratégia de delecdo gendmica
(nocaute) (Figura 16B). O silenciamento da expressdo do gene Cbx4 em células T
CD8* murinas foi realizado através da utilizacdo do vetor contendo a sequéncia para
expressdo de um shRNA com direcionamento para o mRNA de Cbx4, descrito
anteriormente nos experimentos in vivo. A expressao dos shRNAs foi induzida através
da transducao de células T CD8* naive ativadas in vitro, utilizando vetores retrovirais
baseados em MSCV (do inglés, Murine Stem Cell Virus), contendo a sequéncia do
shRNA no contexto do microRNA mir30 e a sequéncia do gene para proteina reporter
Ametrina (Figura 16A). Alternativamente, a estratégia de delecdo genbmica foi
realizada utilizando uma linhagem de camundongos com nocaute condicional do gene
Cbx4 em células T, utilizando o sistema loxP-Cre (animais Chx4"1Cd4cr®). Nesse
sistema 0s animais possuem a expressao da recombinase Cre sob o controle do
promotor do gene Cd4 e aregido N-terminal do gene Cbx4 (incluindo os dois primeiros
éxons do gene) é flanqueada por sitios loxP, reconhecidos por Cre. Dessa maneira,
todas as células T (de TCR a) maduras, que passaram pela fase de desenvolvimento
de timdcito duplo positivo (CD4*CD8"), apresentam a delecdo de uma porcao do gene

Cbx4, impedindo o sucesso da transcricdo do gene (Figura 16B).

Foi avaliado também o impacto da reposicéo da expressao génica de Cbx4 em
células T CD8* de animais com nocaute condicional para Cbx4 (Cbx4"1Cd4c) ou
ainda a superexpressao de Cbx4 em células T CD8* de animais selvagens (C57BL/6)
ou controle (Cbx4"") (Figura 16C). Além disso, para a investigacdo do papel de
diferentes dominios funcionais da proteina Cbx4 no mecanismo molecular de
diferenciacéo de células T CD8*, também foi realizada a superexpressao de formas
mutantes da proteina Cbx4: (i) contendo um cromodominio nao funcional ou; (ii)

desprovida de ambos os dominios de interacdo ao SUMO (SIM). Para os ensaios de
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superexpressao, foi empregado o mesmo método de transducdo retroviral com
plasmideos contendo as sequéncias de mRNA selvagem ou mutantes de Chx4, e
sequéncias de interesse, como 0 gene para proteina reporter, GFP (para a selecdo
de populagdes positivas em ensaios de citometria de fluxo).

A Silenciamento B Nocaute condicional

Vetor retroviral: shRNA - Ametrina &
/’ F ShRNA Cbx41MCd4cre Cd4 Cre STOP

- 4{5'mir30H shRNAH3'mir30H Amt }---- STOP (i) Chx4 floxed (Chx4™)

Células T CD8+ l (a) N
naive - ANATHZ /3 HaH5]-sToP
Ativagao: loxP loxP
AT @
aCD28 (iii) STOP

C57BL/6 WT
C Superexpressio

Vetor retroviral: Cbx4 - GFP
Células T CD8' Cox4 4] STOP  “Cbxé OF”
naive l
@/\v ST AChrome!

ACromodominio: p.F11A/ p.W35L
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Cbx4Cd4cre aCD28 ASIM1-2: p.262_265del(IVIV) / p.462_495del(VILL)

Figura 16. Esquemas de abordagens metodoldgicas para a manipulagédo da expresséao do gene
Cbx4 em células murinas. Diversas abordagens para a manipulacao da expressédo do gene Cbx4 em
células T CD8* murinas foram utilizadas no intuito de investigar o papel da proteina na diferenciacéo
dessas células. Para promover a deficiéncia do gene Chx4 foram utilizadas: (A) uma abordagem de
silenciamento, utilizando método de transducgéo de vetores retrovirais contendo a sequéncia codificante
para o shRNA no contexto do microRNA mir30 e a sequéncia codificante para a proteina reporter
Ametrina, ambos sob 0 mesmo promotor, ou; (B) uma abordagem de nocaute condicional utilizando o
sistema loxP-cre, em camundongos da linhagem Cbx4"1Cd4Ce, que possuem a expressdo da
recombinase Cre condicionada a expressao do gene Cd4 (i) e os dois primeiros éxons do gene Chx4
flanqueados por sitios loxP, que séo reconhecidos pela recombinase (ii) e promovem a excisdo desses
éxons (iif) gerando um produto truncado e néo funcional. (C) Foi utilizada também uma abordagem para
a superexpressao do gene Cbx4 na forma selvagem (“Cbx4 OE”) ou de mutantes funcionais do gene,
com a perda da fun¢do do cromodominio (“AChromo”) ou com a delegao dos motivos de interacdo com
SUMO (“ASIM1-2”). Os éxons afetados pelas mutagfes realizadas nessa abordagem foram marcados
por um quadrado vermelho.

Para avaliar os impactos causados pelas manipulacdes genéticas do gene
Cbx4 na diferenciacédo de células T CD8* foram utilizados diferentes modelos de
diferenciacéo de células T CD8" in vitro e in vivo. Para a diferenciacao in vitro, células
T CD8* naive isoladas de camundongos foram polarizados para o fenaétipo tipo efetor

ou tipo memoaria baseado em diferentes intensidades do primeiro sinal de ativacéo e
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um regime de suplementacdo com citocinas recombinantes associadas a cada

fendtipo, como descrito em detalhes na metodologia e na secéo de resultados 5.4.

Para a avaliar os impactos na diferenciacao in vivo de linfécitos T CD8*, foram
utilizados os modelos de infec¢do aguda ou crénica pelo virus LCMV. Para a infeccéao
aguda foi utilizada a inoculacédo de LCMV, cepa Armstrong (LCMV-Arm) em uma dose
de 2 x 10° UFP via i.p. ou LCMV, cepa clonel3 (LCMV-cl13) em uma dose de 1,5 x
10°% UFP via i.p.. No modelo de infeccdo aguda, as células T CD8* foram analisadas
no 8° e 60° dia pos-infeccdo. Para a inducéo de infeccdo cronica foi utilizada o virus
LCMV-cl13, em uma dose de 4 x 108 UFP via intravenosa. Nos experimentos onde foi
avaliada a inducao de resposta secundaria de linfécitos T CD8* ativados pés-infeccdo
viral aguda por LCMV, foi utilizado o modelo de infeccdo com a bactéria Listeria
monocytogenes expressando o epitopo imunodominante de gp33, glicoproteina

especifica do LCMV (Listeria monocytogenes-gp33).

5.4 Analise do impacto da deficiéncia em Cbx4 em células T CD8* cultivadas in

vitro em condicdes polarizantes para o fenétipo tipo efetor ou tipo meméoéria

Uma vez observado o impacto do modulador epigenético Cbx4 para a
diferenciacdo de células T CD8* no curso de uma resposta viral aguda, prosseguimos
na investigagdo do mecanismo molecular associado. Para cumprir esse objetivo,
aplicamos as metodologias de biologia molecular e bioquimica: (i) a analise da
expressdo génica por método de RT-gPCR; (i) a andlise de niveis proteicos por
imunoprecipitacdo e western blotting; (iii) e a analise da deposicdo da marca
epigenética repressora de PRC1 e PRC2 (H2AK119Ub e H3K27me3,
respectivamente) através de ChIP-qgPCR. Todas essas metodologias requerem uma
quantidade de material celular alto para sua realizacdo, o que torna desafiador a
pratica delas utilizando linfocitos T CD8* isoladas de animais em modelos de infecgao.
Para contornar essa limitacdo, foi empregado o uso de protocolos de polarizacdo de
células T CD8* em cultivo primario, que possibilitam a expansdo e diferenciacdo
dessas células in vitro (Figura 17). Além disso, através de uma abordagem utilizando
culturas primarias de células T CD8* deficientes em Cbx4 ou células T CD8* controle,
€ possivel observar também o efeito intrinseco a célula da auséncia de Cbx4 para a

diferenciacéo de linfocitos T CD8".
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Para o cultivo primario de linfocitos T CD8* e diferenciacdo em fendtipos tipo
efetor e tipo memoria, foi utilizado um protocolo estabelecido pelos grupos
colaboradores ao projeto liderado pelos professores Jodo Viola (INCA-RJ) e Miriam
Werneck (IBCCF/UFRJ). As células cultivadas foram analisadas no 6° e 14° dia pés-
ativacdo para os linfocitos polarizados para o fenoétipo tipo efetor ou tipo memodria,
respectivamente (Figura 17). No curso do cultivo, a expansdo das células foi
monitorada através da quantificacdo por método de exclusdo com corante Azul de
Trypan 0,1% em camara de Neubauer. No dia final de cultivo, as células foram
utilizadas para um ou mais de um dos seguintes experimentos: (i) analise do fendtipo
por citometria de fluxo; (ii) reestimulo com PMA e lonomicina para posterior analise da
producéo de citocinas por marcagéao intracelular e citometria de fluxo; (iii) isolamento
para extracdo de RNA e posterior andlise de expressdo génica por RT-qPCR; (iv)
isolamento para a producdo de extratos proteicos e posterior analise de expressao
proteica por imunoprecipitacdo, western blotting e abordagem protebmica, e; (V)
isolamento para a extragdo de cromatina e posterior anélise de ChIP-qPCR (Figura
17).

(i) Citometria de fluxo (iii) RT-gPCR
(ii) Reestimulo com  (iv) Western blotting
/\: ESK\‘\—/ RV-shCbx4  pMA e lonomicina  ou Protedmica

aCD3
C57BL/6 aCD28 »______,.,.,(") ChiP

Células T CD8* na‘r’ve/\ RV-shCD4
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ipo efetora g6
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Figura 17. Desenho experimental para a andlise de células T CD8* murinas deficientes em Chx4
polarizadas para o fenotipo tipo efetor ou tipo memoria in vitro. Células T CD8* naive foram
isoladas de camundongos C57BL/6, ativadas e transduzidas in vitro com vetores retrovirais
expressando shRNA para a deficiéncia em Chbx4 e cultivadas em dois protocolos distintos para a
polarizacdo das células para um fendétipo tipo efetor (6 dias de cultivo, em azul) ou tipo meméria (14
dias de cultivo, memdria). Ao fim do tempo de cultivo para cada protocolo, as células foram analisadas:
(i) quanto ao seu fendtipo por citometria de fluxo; (ii) sua funcionalidade, através da quantificacdo de
producéo de citocinas por citometria de fluxo apos reestimulo com PMA (10 nM) e lonomicina (1 uM);
(i) sua expressdo génica atraves de RT-gPCR; (iv) sua expressao proteica através de
imunoprecipitacdo, western blotting e abordagem proteémica, e; (v) quanto a deposicdo de marcas
epigenéticas em caudas de histonas através de ChIP-gPCR.

Tipo memoria

Para validar a estratégia de silenciamento génico de Cbx4 por shRNA apos
expansao in vitro, as células T CD8* murinas deficientes em Cbx4 (“shCbx4”) ou
células controle (“shCD4”) foram cultivadas em condi¢fes polarizantes para o fenétipo
tipo efetor e tipo memoria e isoladas por FACS no ultimo dia de cultivo (6° ou 14° dia,

respectivamente) baseado na expressdo da proteina fluorescente repérter do vetor
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retroviral, a Ametrina (Figura 18). Essas células tiveram seu RNA total extraido e
cDNA sintetizado para a quantificacdo de mRNA por método de RT-gPCR. Os
resultados da quantificagdo mostraram uma redugéo expressiva e significativa dos
niveis de mRNA de Chx4, com uma reducdo média de aproximadamente 90% (89,5%)
na condicao polarizante para o fendtipo tipo efetor (Figura 18A) e mais de 70% (72,4%)
na condicdo polarizante para o fenaotipo tipo memoria (Figura 18B). Dessa maneira,
os resultados validaram a eficiéncia do silenciamento no modelo de diferenciacao de

células T CD8* cultivadas in vitro e polarizadas para ambos os fenétipos analisados.

Células isoladas por FACS (Ametrinat')
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Figura 18. Validacao da estratégia de silenciamento génico de Cbx4 em células T CD8* murinas
polarizadas para o feno6tipo tipo efetor ou tipo meméria in vitro. Células T CD8* ativadas e
transduzidas in vitro polarizadas para o fenétipo (A) tipo efetor ou (B) tipo meméria foram isoladas por
FACS e utilizadas para a quantificacdo do niumero de transcritos para o gene Cbx4 por método de RT-
gPCR. A quantificacdo do mRNA foi calculada pelo método de 222CT e normalizada para os valores
encontrados nas amostras de células controle (“shCD4”). Dados da compilacdo de pelo menos trés
experimentos independentes. Cada circulo representa um experimento, barra representa o valor de
média do grupo. ***p < 0,001, ****p < 0,0001 calculado por teste t de Student bicaudal ndo pareado.

5.4.1 Andlise da expansao de células T CD8* deficientes em Chx4 polarizadas in

vitro para o fenétipo tipo efetor ou tipo memoria

A expansao das células T CD8* cultivadas in vitro foi monitorada diariamente a
partir do segundo dia de cultivo até o dia final (6° dia) para as células polarizadas para
o fendtipo tipo efetor. Para as células polarizadas para o fenétipo de memoaria, por
decorréncia de limitagdes do protocolo, as células foram quantificadas diariamente a
partir do segundo dia de cultivo apenas até o sexto dia e a quantificagéo foi retomada
a partir do décimo dia de cultivo e mantida em dias intercalados até o dia final (14°
dia).

Na analise da expansdo acumulada ndo foram observadas diferencas

significativas entre a expanséao de células T CD8" controle e deficientes em Cbx4 tanto
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no cultivo em condicdes polarizantes para o fenaétipo tipo efetor quanto para o fenotipo
tipo memoria (Figura 19). No entanto, foi verificada uma pequena queda na expansao
nas ceélulas T CD8* deficientes em Chx4 polarizadas para o fenotipo tipo memoria
entre os dias 5 e 12 (Figura 19B). A quantificagdo por microscopia Optica também
mostrou um maior nimero de células mortas, coradas por Azul de Trypan, na condi¢ao
de deficiéncia em Chx4 em comparacédo a condicdo controle (dados ndo mostrados).
Essas observacdes somadas ao enriquecimento de vias associadas ao controle da
viabilidade e divisdo celular em células T CD8* deficientes em Cbx4 (Figura 14)

indicaram a necessidade de uma maior investigacdo destes aspectos.
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Figura 19. Andlise da expansdo acumulada de células T CD8* deficientes em Cbx4 polarizadas
para o fenétipo tipo efetor ou tipo memaria in vitro. Células T CD8* ativadas e transduzidas in vitro
com vetores retrovirais contendo shRNA para a deficiéncia em Cbx4 (“shCbx4”) ou shRNA controle
(“shCD4”) foram polarizadas in vitro para o fendtipo tipo efetor ou tipo meméria e quantificadas a cada
recultivo por método de exclusdo com corante Azul de Trypan 0,1% (v/v). A expansdo acumulada das
células viaveis polarizadas para o fenétipo (A) tipo efetor ou (B) tipo memoria foi visualizada através do

d
desenho de uma curva de valores obtidos na férmula X¢ =Xd‘1+log2(%); X% = expans&o

encontrada em um dia; X4~ = expansé&o encontrada no dia anterior; N¢ = nimero total de células em
cultivo quantificados em um dia; N¢~! = nimero total de células em cultivo quantificados no dia anterior.
Dados séo representativos de cinco experimentos independentes. Significancia estatistica foi calculada
por teste ANOVA com dois fatores corrigido com teste Dunnett de multiplas comparacdes.

5.4.2 Andlise da morte celular e de estagios do ciclo celular de células T CD8*

deficientes em Cbx4 polarizadas para o fendétipo tipo memaoria

Para investigar o potencial prejuizo na sobrevivéncia de células T CD8*
deficientes em Cbx4 de fendtipo tipo meméria foram analisados os parametros
associados aos processos de morte celular no curso do cultivo das células in vitro
(Figura 20). A frequéncia de células apoptoticas e necroticas foi determinada através
da marcacao fluorescente com Anexina V e 7-AAD. As células apoptoticas foram
caracterizadas pelo fenétipo Anexina V*7-AAD™ enquanto as células necroticas foram
caracterizadas como Anexina V*7-AAD*.
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Figura 20. Desenho experimental para a analise de morte celular e de estagios do ciclo celular
de células T CD8" murinas deficientes em Cbx4 polarizadas parao fenétipo tipo memériain vitro.
Células T CD8* naive foram isoladas de camundongos C57BL/6, ativadas e transduzidas in vitro com
vetores retrovirais expressando shRNA para a deficiéncia em Cbx4 e cultivadas em condi¢ao
polarizante para fenoétipo tipo memoéria (14 dias de cultivo, memoéria). No quarto dia de cultura, apenas
as células transduzidas (Ametrina*) foram isoladas por FACS e recultivadas, no intuito de assegurar
que todas as células ao final da cultura sdo células que sofreram o silenciamento de Chx4. Ao fim do
tempo de cultivo as células foram avaliadas quanto a sua distribuicdo nos diferentes estagios do ciclo
celular com marcacao de Pl e quanto aos niveis de morte celular por marcacdo de Anexina V e 7-AAD,
ambos analisados em citometria de fluxo.

Foi observado que as células deficientes em Cbx4 (“shCbx4”) apresentaram
uma significativa maior frequéncia das subpopulacdes de células apoptoticas e
necroticas em comparacao as células controle (“shCD4”), demonstrando um prejuizo
na sobrevivéncia de células T CD8* associado a perda da expressao de Cbx4 (Figura
21).
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Figura 21. Andlise da morte celular de células T CD8* deficientes em Cbx4 polarizadas para o
fenotipo tipo memdaria in vitro. Células T CD8* deficientes em Cbx4 (“shCbx4”, em vermelho) ou
células T CD8* controle (“shCD4”, em preto) polarizadas para o fenétipo tipo meméria in vitro foram
analisadas por citometria de fluxo quanto a frequéncia de células em processo de morte celular com
base na marcacdo com Anexina V e 7-AAD. (A) Contour plot representativo da gate utilizada para a
analise da frequéncia das subpopulacdes de células apoptéticas (Anexina V*7-AAD") e células
necréticas (Anexina V*7-AAD*). (B e C) Frequéncia da populacdo de células apoptéticas e necréticas
foi normalizada em relag&o aos niveis encontrados nas células T CD8* controle shCD4 dentro de cada
experimento. Dados compilados de trés experimentos independentes. Cada circulo representa um
experimento. *p < 0,05, calculado por teste t de Student bicaudal ndo pareado.

Para investigar se havia também um prejuizo na capacidade proliferativa das

células e compreender o seu estado de progressao no ciclo celular, foi avaliada a



118

distribuicdo das células T CD8* deficientes em Chbx4 cultivadas in vitro nos diferentes
estagios do ciclo celular, incluindo o estagio sub-G0/G1 (Figura 22). Células isoladas
nos dias 6 e 10 de cultivo em condic¢ao polarizante para o fen6tipo tipo meméria foram
marcadas com Pl e analisadas por citometria de fluxo. Foi observado que no sexto dia
de cultivo, como ja apontado na curva de expansao desenhada a partir dos valores de
nameros totais de células T CD8* contados diariamente (Figura 19), ndo foram
constatadas alteracfes significativas entre as células T CD8* deficientes em Chx4 e
as células na condicdo controle (shCD4) (Figura 22A, B, fileira superior). Em
contrapartida, em resultados preliminares, a andlise do dia 10 indica uma tendéncia
consistente entre as replicatas de que as células T CD8* deficientes em Cbx4
apresentam uma maior frequéncia de células em estagio sub-G0/G1, o que indica
células em processo de morte celular programada (apoptose) (Figura 22A, B, fileira
inferior). E visto a consequente queda na frequéncia de células em estagio GO/G1,
porém um contraintuitivo aumento na frequéncia de células em estagio S (em
processo de duplicacdo do genoma) e em estagio G2/M (em estado de preparo para
a divisao celular ou em processo de mitose). No entanto, esse aumento na frequéncia
de células em estagios no ciclo celular que indicam um processo de proliferacédo esta
alinhado com a observagcédo do aumento da expresséao diferencial de diversos genes
associados a processos bioldgicos relacionados com a divisdo celular (como
“segregacdo de cromossomos” e “‘montagem do complexo de centrbmero”) e

regulacao da apoptose de leucdcitos, como descrito acima na Figura 14.



119

A Fendtipo tipo memoria

shCD4 shCbx4
1158 84,4 .116,5 83,5/, Sub G0/G1
1 Sub ] Sub
Dia =1 GO/G1 =3 "1 G0/G1 3 GO/G1
5 w0 i 90,2 11,6 = wi 49,3 11,9
) -] G2/M
° T T T T T T T T T T ¢ T T T T T : T T T T
~{57,3 42,71 L1745 255"
Sub : Sub
Dia| =] GY/G1 wl “1co/Gg1 I
0 ] 40,7 1,09 |1 wl 22,1 1,28
° T T T T — ° -I T T T T DV T T  BEAEA SRy nll T T T T
o 50K 100K 150K 200K 250K 0 50K 100K 150K 2006 250K ] 50K 100K 150K 200K 250K o 50K 100K 150K, 200K 25: O S h C D4
Pl @ shCbx4
B , _ 307 80- 40- 15+
Q — 60 30- s g—°
o i = B
ol & 20 g o e = 5 10 o=
5130 T 2 > : e 5
- (=} -
« 3 20- 10- 2
=
G I T G T T O T O T T
C 100,  0:2237 60~ 02031 2 5- . 45  0.0742
Q 80- - 2.0 = O/‘
o J = i
1 o ° O]
1015 40 O = 1.0
7 52 201 2 0.5-
2 201 0.5
0 T T 0 T T 0.0 T | 00 T T

Figura 22. Analise do ciclo celular de células T CD8* deficientes em Cbx4 polarizadas para o
fenotipo tipo memaria in vitro. Células T CD8* deficientes em Chx4 (“shCbx4”, em vermelho) ou
células T CD8* controle (“shCD4”, em branco) polarizadas para o fenétipo tipo memoéria in vitro foram
analisadas por citometria de fluxo quanto a frequéncia de células em cada fase do ciclo celular (Sub-
GO0/G1, G1/G0, S ou G2/M) baseado na marcagdo com PI. (A) Histogramas representativo das gates
utilizadas para a analise da frequéncia das subpopulacdes de cada fase do ciclo celular. Frequéncia
das subpopulacdes em cada fase do ciclo celular no (B) 6° dia e (C) 10° dia de cultivo. Dados
compilados de trés experimentos independentes. Cada circulo representa um experimento. *p < 0,05,
**p < 0,01, ****p < 0,0001 calculado por teste t de Student bicaudal pareado.

5.4.3 Analise fenotipica de células T CD8* deficientes em Cbx4 polarizadas in
vitro para o fendtipo tipo efetor ou tipo memoria

Correspondendo aos resultados anteriores encontrados na analise fenotipica
de células T CD8* P14 geradas em modelo de infec¢do viral aguda por LCMV, as
células T CD8* cultivadas in vitro e silenciadas para Chx4 através de abordagem por

silenciamento com shRNA mostraram aumento na frequéncia da populacéo
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expressando moléculas associadas ao fenétipo de memaria. Foi observado o aumento
da frequéncia de células expressando CD127 (Figura 23A-C) e CD62L (Figura 23D-
F) em ambas as condi¢bes de polarizacdo, tanto em células diferenciadas em um
fendtipo tipo efetor (Figura 23A, B, D, E, em azul) quanto em células com fenétipo tipo
memoria (Figura 23A, C, D, F, em vermelho). Foram também mensurados os niveis
de expressao das moléculas de superficie, calculados pelos valores de gMFI (Figura
23G-N). Em concordancia com as medidas de frequéncia, foi observado que células
T CD8* deficientes em Cbx4 expressam maiores niveis de moléculas associadas ao
fendtipo de memoaria CD62L em ambas as condi¢des de polarizacdo em comparacao
as células controle (Figura 23H, L). No entanto, para o marcador CD127 foi visto um
aumento significativo apenas na condicdo polarizante para o fenétipo de memodria,
apesar de células do tipo efetor apresentarem uma tendéncia de aumento (Figura 23l,
M). Nao foram verificadas alteracdes significativas no marcador associado a ativacao
CD44 e no marcador associado ao fenotipo efetor CD25 nas células polarizadas para
o fendtipo tipo efetor (Figura 23J, N), porém células T CD8* deficientes em Cbx4
polarizadas para o fenétipo tipo memdria apresentaram queda significativa no nivel de
CD44 (Figura 23 K).
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Figura 23. Expressdo de moléculas de superficie em células T CD8* deficientes em Cbx4
cultivadas in vitro. Células T CD8* deficientes em Cbx4 (“shCbx4”) ou células T CD8* controle
(“shCD4”) polarizadas para o fenétipo tipo efetor (em azul) ou tipo memaria (em vermelho) in vitro foram
analisadas por citometria de fluxo quanto a frequéncia da populacao de células expressando moléculas
associadas ao fen6tipo de memaria CD127 (A-C) e CD62L (D-E) e quanto aos niveis de expressao das
moléculas: (G, K) CD44, associado a ativacdo; (H, L) CD62L e (I, M) CD127, associados ao fenétipo
de memodria e; (J, N) CD25, associado ao fenétipo efetor. A quantificacdo dos niveis de expressao foi
normalizada em relagao aos niveis encontrados nas células T CD8* controle shCD4 dentro de cada
experimento. (A, D) Contour plot representativo da gate utilizada para a analise da frequéncia das
subpopulagbes CD127* ou CD44*CD62L*. Dados da compilacdo de pelo menos cinco experimentos
independentes. Cada circulo representa um experimento, barra representa o valor de média do grupo.
ns = néo significativo, *p < 0,05, **p < 0,01, ****p < 0,0001 calculado por teste t de Student bicaudal
pareado.

5.5 Andlise funcional de células T CD8* deficientes em Cbx4 polarizadas in vitro

para o fenotipo tipo memoria

Visto que alteragbes fenotipicas consistentes com as observagbes dos
experimentos realizados in vivo, como o0 aumento na expressdo das moléculas
associadas ao fenétipo de memoédria CD62L e CD127, foram observadas quando

células T CD8* deficientes em Cbx4 foram polarizadas para o fenétipo tipo memaoria



122

in vitro, optamos por avaliar as células polarizadas nesta condi¢des quanto a sua
capacidade funcional de producéo de citocinas pré-inflamatérias IFN-y e TNF, citocina
IL-2 e proteina citotoxica Granzima B (Figura 24). Essa analise foi feita apos
reestimulo com PMA, na concentracdo de 10 nM, e lonomocina, na concentracédo de
1 uM. Como caracterizacdo de polifuncionalidade, foi analisada a frequéncia de
células duplo-produtoras de IFN-y e TNF (IFN-y*TNF*) dentro da populacéo de células
transduzidas Ametrinat (Figura 24A, B). Além disso, os niveis de expressdo de cada
uma das moléculas citadas acima também foram medidos, calculados pelos valores
de gMFI (Figura 24C-F).

Os resultados mostraram queda na polifuncionalidade caracterizada pela
frequéncia de células IFN-y*TNF* em células T CD8"* deficientes em Cbx4 polarizadas
para o fendtipo tipo memdaria, em comparacéo as células T CD8* controle (Figura 24B).
De forma concordante, os niveis de expressédo de IFN-y e TNF se mostraram também
significativamente menores em comparacao as células controle (Figura 24C, D). Além
disso, foi observada menor expresséo da citocina IL-2 (Figura 24E). Quando analisada
a expressao da proteina citotoxica Granzima B, ndo foi observada uma diferenca
significativa ou tendéncia de alteracdo quando comparados os dois grupos (Figura
24F).
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Figura 24. Analise da funcionalidade de células T CD8* deficientes em Chx4 cultivadas in vitro.
Células T CD8" deficientes em Cbx4 (“shCbx4”) ou controle (“shCD4”) foram reestimuladas com PMA
(10 nM) e lonomicina (1 uM) durante 6 horas, na presenca de Brefeldina A pelas ultimas 2 horas. Como
controle, amostras ndo reestimuladas também foram incubadas por 6 horas, com adi¢do de Brefeldina
A pelas ultimas duas horas. Ao fim da incubacédo as células foram analisadas por citometria de fluxo
para a (A-E) producéo de citocinas e (F) proteina citotoxica Granzima B. (A) Contour plot representativo
da gate utilizada para a definicdo da populacéo polifuncional duplo produtora de IFN-y e TNF (IFN-
V*TNF*) em células reestimuladas (em vermelho) e ndo reestimuladas (em preto). (B) Quantificacéo da
frequéncia de células T CD8* transduzidas (Ametrinah) IFN-y*TNF*. (C-F) Quantificacédo dos niveis de
expressdo de citocinas IFN-y, TNF e IL-2, e da proteina citotéxica Granzima B, normalizados em
relacdo aos niveis encontrados nas células T CD8* controle shCD4 dentro de cada experimento. Dados
da compilacdo de pelo menos cinco experimentos independentes. Cada circulo representa um
experimento, barra representa o valor de média do grupo. ns = néo significativo, **p < 0,01 calculado
por teste t de Student bicaudal pareado.

Para aprofundar o estudo do papel de Cbx4 na funcdo efetora de células T
CD8*, a funcéo citotoxica de células T CD8* foi analisada em ensaios de citotoxicidade
in vitro, utilizando um protocolo j& estabelecido anteriormente por colaboradores do
nosso grupo (XU et al., 2021; XU; KELLER; MARTINEZ, 2019). Células T CD8* P14
deficientes em Cbx4 foram expandidas in vitro por 6 dias na presenca de IL-2
recombinante humana na dose de 10 U/mL. Em seguida, as células foram isoladas
por FACS (Ametrinat) e co-cultivadas com células da linhagem tumoral EO771
capazes de expressar o peptideo gp33-41, especifico do LCMV, e a proteina reporter
fluorescente GFP (EO771-gp33-GFP*) (Figura 25A). A citotoxicidade das células T
CD8* foi medida através da andlise da frequéncia de células tumorais vivas,
expressando GFP. Como controle, a fungdo citotoxica antigeno-especifica foi
comparada com a funcao citotéxica néo especifica de células T CD8* P14 através do

co-cultivo com células EO771-GFP*, que ndo expressam o peptideo gp33-41.

Foi observado que a deficiéncia em Cbx4 em células T CD8* P14
significativamente diminui a capacidade citotoxica especifica, em comparacdo a
células T CD8* P14 do grupo controle (“shCD4”) (Figura 25B). Esse resultado
corrobora o resultado anterior onde foi visto o prejuizo na diferenciacdo para o fenétipo
efetor de células T CD8* deficientes em Cbx4 na producdo de citocinas pro-

inflamatorias, embora ndo tenha ocorrido diminui¢do na producéo de Granzima B.
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Figura 25. Anédlise funcional de células T CD8* P14 deficientes em Chx4 em ensaio de
citotoxicidade in vitro. (A) Células T CD8* P14 ativadas e transduzidas in vitro (como descrito
anteriormente) foram cultivadas na presenca de IL-2 humana recombinante na dose de 10 U/mL
durante 6 dias. No 6° dia de cultivo, as células transduzidas (Ametrinat) foram isoladas por FACS e
co-cultivadas em diferentes propor¢des com células tumorais EO771-GP33 GFP*, que expressam o
peptideo gp33-41 do LCMV e a proteina repérter GFP, para a analise da capacidade de citotoxicidade
in vitro de células T CD8. A frequéncia de células tumorais vivas foi analisada por citometria de fluxo
baseado na expresséo de GFP. (B) Frequéncia de células EO771-GP33 vivas apds 12h de co-cultivo
em diferentes proporges com células T CD8* P14 deficientes em Cbhx4. Linha pontilhada refere a
frequéncia média de células EO771-GP33 cultivadas livre da presenca de células T CD8* (nivel basal
de morte celular). Dados da compilacdo de quatro experimentos independentes. Média + desvio padrao
das quadriplicatas. **p < 0.01, ***p < 0.001 calculado por teste ANOVA com dois fatores corrigido com
teste Sidak de mdultiplas comparacdes.

5.6 Analise da diferenciacao de células T CD8* policlonais de camundongos
Cbx4MCd4Cre (Cbx4 T KO) em resposta primaria a infeccdo aguda por LCMV

Os experimentos descritos neste topico foram realizados em colaboracdo com

0 Prof. Gustavo Martinez da Universidade Rosalind Franklin University of Medicine

and Science, em North Chicago, lllinois, Estados Unidos, com o entdo aluno de

doutorado Tianhao Xu (Ph.D.) e os técnicos de pesquisa Alexander Schutte e Ashleigh

Keller.

Visando continuar a investigacao do papel da proteina Cbx4 na diferenciacéo
de células T CD8* (e o impacto da deficiéncia dessa proteina para o processo de
diferenciacao), foi utilizando uma abordagem de nocaute condicional de Cbx4 em
células T, utilizados camundongos Cbx4%"1Cd4Cc (Figura 26). De forma semelhante
ao modelo anterior, onde foi estudada a diferenciacdo de células T CD8* P14
transgénicas ativadas e transduzidas in vitro em modelo de infeccdo viral aguda por
LCMV, neste modelo também foi analisado o fen6tipo e a funcionalidade de células T
CD8* deficientes em Cbx4, mas desta vez a populacdo enddégena de células antigeno-
especificas para LCMV foram analisadas através da utilizacdo de marcagdo com
tetrdmero. Além disso, neste modelo, as células T CD8* foram analisadas tanto na

fase aguda da resposta imune, no 8° dia pés-infec¢do, quanto na fase tardia, de
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memoria, da resposta, onde a resolucdo da infeccéo e a eliminacao do antigeno ja foi

atingida, no 60° dia pos-infeccao (Figura 26).
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Figura 26. Desenho experimental para a andlise da diferenciacdo de células T CD8" de
camundongos Cbx4™"" e Cbx4"Cd4ce (Cbx4 T KO) em resposta ainfeccéo viral aguda por LCMV.
Animais da linhagem Cbx4"f, usados como grupo controle, e da linhagem Chx4"Cd4Ccre, deficientes
em Cbx4 em modelo de nocaute condicional foram infectados com LCMV-Armstrong (LCMV-Arm) no
inoculo de 2 x 105 UFP. Os esplendcitos dos animais infectados foram isolados e analisados por
citometria de fluxo para investigacao do fenétipo de células T CD8* especificas para o LCMV, através
de marcacao por tetramero (H-2Db-gp33-41) ou reestimulados ex vivo com peptideo gp33-41, antigeno
especifico do LCMV, para investigacéo da funcionalidade das células nos tempos de: (A) fase aguda
da resposta, 8° dia pos-infec¢éo ou; (B) fase tardia da resposta, 60° dia pds-infeccao. (C) Esquema
com dot plots e contour plots representativos ilustrando a estratégia de gate utilizada para a analise do
fenotipo de células T CD8* LCMV-especificas marcadas com tetrAmero H-2Db-gp33-41 ativadas no
curso da resposta contra a infec¢éo viral aguda.

5.6.1 Modelo de infeccdo viral aguda, 8° dia pos-infeccéo (fase aguda)

5.6.1.1 Andlise fenotipica (LCMV-Arm, 8° dia pos-infec¢éo)
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Foram realizados dois experimentos independentes, os esplendcitos de
camundongos Cbx411Cd4Cc (Cbx4 T KO) e camundongos do grupo controle Cbhx4
foram isolados do baco dos animais no 8° dia pés-infeccdo, quantificados e
preparados para analise fenotipica das células T CD8* por marcagdo com tetramero
H-2Db-gp33-41 conjugado a molécula fluorescente (para determinacdo da populagéo
antigeno-especifica) seguido de marcacado com anticorpos fluorescentes. As células
marcadas foram entdo analisadas por citometria de fluxo. A analise dos esplendcitos
mostrou que ndo houve diferencas significativas na frequéncia ou no namero total de
células T CD8" quando comparados os grupos de animais controle ou Cbx4 T KO
(Figura 27A, B). A mesma auséncia de alteracao nesses parametros também ocorreu
quando analisada a subpopulacdo antigeno-especifica, marcada pelo tetrdmero
(Figura 27C, D).

Em contraste com os resultados anteriores, as células T CD8* antigeno
especificas (H2-Db-gp33-41*) de camundongos Cbx4 T KO ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas nas frequéncias das populacées de células
efetoras de vida curta (KLRG1*CD127°), duplo positivas (KLRG1*CD127%) ou células
precursoras de memoria (KLRG1CD127*) (Figura 27E, F). No entanto, foi observado
queda significativa na populacdo duplo negativa (KLRG1-'CD127") (Figura 27F). Esse
padrdo também se estendeu para as analises do namero total de células de cada
subpopulacdo (Figura 27G). Quando analisados o0s niveis de expressdo das
moléculas de superficie relacionadas ao fenotipo efetor e de memoria de células T
CD8*, através da medida do MFI, ndo foi observada diferengas significativas na
expressao das moléculas KLRG1, CD127 e CXCR3 (Figura 27H-J).

Apesar de nao ter sido observada uma concordancia entre os resultados
observados nesse experimento com o0s resultados observados no modelo de
transferéncia adotiva de células T CD8* P14 deficientes em Chx4 apresentado
anteriormente (Figura 11), alteragdes de circuitos transcricionais durante a ontogenia
das células T, efeitos compensatdrios mediados por outras proteinas Cbx, efeitos
extrinsecos mediados por clones de células T CD8* ndo especificos para o LCMV,
além de alteracdes no compartimento T CD4*, podem explicar essas discrepancias,

como sera discorrido no tépico de discussao dessa tese.

Os esplendcitos dos animais infectados também foram fixados,

permeabilizados e marcados para a avaliar a expressao de fatores de transcricao
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(Figura 27K-R). A andlise por citometria de fluxo mostrou uma tendéncia de menores
niveis de expressao do fator de transcricdo associado ao fenétipo efetor T-bet nas
células T CD8* LCMV-especificas de animais Cbx4 T KO, tanto na subpopulacdo
KLRG1* quando na subpopulagdo KLRG1" (Figura 27K, O). Em relacdo aos niveis de
expressdo do fator de transcricdo associado ao fendtipo de memoria Eomes, nao
foram observadas diferencas significativas ou tendéncia de alteracéo (Figura 27L, P).
A razédo da expressédo dos fatores de transcri¢cao, frequentemente considerada como
critério mais informativo da caracterizacao do fenétipo de células T CD8* do que a
simples analise da expressao isolada de cada molécula (CHEN et al., 2019), também
foi calculada. Foi observado que células T CD8* antigeno-especificas de animais
Cbx4 T KO apresentavam uma razdo T-bet/Eomes menor em comparacdo a razao
encontrada nas células de animais controle (Figura 27M, Q), 0 que sugere um prejuizo
na aquisicdo do programa transcricional associado ao fenoétipo efetor. Essa razao foi
significativamente menor na subpopulacdo KLRG1". Os niveis de expressao do fator
de transcri¢do Tcf-1, associado ao fenétipo de memdéria e considerado chave para o
comprometimento com este destino celular, foram medidos nas células T CD8*
antigeno-especificas (Figura 27N, R). No entanto, nenhuma alteracao significativa foi
visualizada quando comparada as células de animais Cbx4 T KO e de animais do

grupo controle.
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Figura 27. Analise fenotipicade células T CD8* de animais Cbx4 T KO diferenciadas em resposta
ainfeccao viral aguda por LCMV em fase aguda da resposta (8° dia pés-infeccédo). Os esplendcitos
de animais do grupo controle (“Cbx4%"" em preto) e animais Cbx4 T KO (“Cbx4Cd4¢re”, em vermelho)
foram analisados por citometria de fluxo no 8° dia pés-infeccdo. (A) Frequéncia e (B) nimero total de
células T CD8* e de (C, D) células T CD8* LCMV-especificas marcadas com molécula de tetramero.
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(E) Contour plot representativo da gate utilizada para a definicdo das subpopulacdes de células T CD8*
efetoras na andlise fenotipica. (F) Frequéncia e (G) nimero total, em milhdes, das subpopulacdes de
células T CD8* efetoras, baseadas na expressdo das moléculas KLRG1 e CD127. (H-J) Niveis de
expressdo, quantificados por MFI, das moléculas (H) KLRGL1, (I) CD127 e (J) CXCR3 em células T
CD8* LCMV-especificas de animais do grupo controle e Cbx4 T KO. Niveis de expressao, quantificados
por gMFI, dos fatores de transcricdo (K, O) T-bet, (L, P) Eomes e (N, R) Tcf-1 ou (M, Q) a raz&o dos
valores de nivel de expressdo em gMFI de T-bet e Eomes em células T CD8* LCMV-especificas nas
subpopulacbes KLRG1* e KLRG1. Dados de um experimento independente (n = 3). Cada circulo
representa um animal, barra representa o valor de média do grupo. ns = néo significativo, *p < 0,05, **p
< 0,01 calculado por teste t de Student bicaudal ndo pareado.

5.6.1.2 Andlise funcional (LCMV-Arm, 8° dia p6s-infecc¢ao)

Para analisar a funcionalidade das células T CD8* de animais Cbx4 T KO ou
de células de animais do grupo controle Cbx4", foi realizado o reestimulo ex vivo de
esplendcitos totais com o peptideo recombinante GP33 (gp33-41), na presenca de
Brefeldina A (Figura 28). As células, reestimuladas por quatro horas, foram entédo
marcadas com tetramero e anticorpos fluorescentes especificos para citocinas pro-
inflamatorias e Granzima B e analisadas por citometria de fluxo. Os resultados
preliminares indicaram uma tendéncia de queda na frequéncia de células antigeno-
especificas duplo-produtoras de IFN-y e TNF (IFN-y*TNF*) e produtoras de TNF
(TNF*) (Figura 28A-D). A gate de células duplo produtoras foi definida de forma similar
a mostrada na Figura 18, utilizando como referéncia células ndo reestimuladas com
peptideo recombinante, porém incubadas com Brefeldina A durante 4 horas. Além
disso, células T CD8* antigeno-especificas de animais Cbx4 T KO apresentaram
menor expressdo de ambas as citocinas pro-inflamatérias (Figura 28E, F) e de
Granzima B (Figura 28G), em comparacao com o grupo controle. No coletivo, 0s
resultados indicam uma diminuicdo da funcionalidade das células T CD8* deficientes

em Cbx4 no curso de uma infeccéo viral aguda em tempo precoce.
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Figura 28. Anédlise funcional de células T CD8* de animais Cbhx4 T KO diferenciadas em resposta
ainfecc¢do viral aguda por LCMV em fase aguda da resposta (8° dia pés-infec¢éo). Os esplendcitos
de animais do grupo controle (“Cbx4™"" em preto) e animais Cbx4 T KO (“Cbx4"M1Cd4cre”, em vermelho)
foram isolados no 8° dia pds-infeccdo e reestimulados ex vivo com o peptideo recombinante gp33-41
(0,2 ug/mL), na presenca de Brefeldina A, por quatro horas. Em seguida, as células foram analisadas
por citometria de fluxo. (A) Contour plot representativo da gate utilizada para a definicAo das
subpopulagfes de células T CD8* na analise funcional. (B-D) Frequéncia de células T CD8* antigeno-
especificas produtoras de IFN-y e/ou TNF. (E-G) Niveis de expressédo das citocinas pré-inflamatérias
IFN-y e TNF, e Granzima B em células T CD antigeno-especificas. Dados de um experimento
independente (n = 3). Cada circulo representa um animal, barra representa o valor de média do grupo.
ns = nao significativo, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 calculado por teste t de Student bicaudal ndo
pareado.

5.6.2 Modelo de infeccdo viral aguda, 60° dia pos-infeccao (tempo tardio)
5.6.2.1 Analise fenotipica (LCMV-Arm, 60° dia pés-infeccéao)

Em outros dois experimentos independentes, o baco de camundongos Cbx4 T
KO e camundongos Cbx4" foi coletado no 60° dia pds-infecgdo por LCMV e os
esplendcitos desses animais foram quantificados e preparados para analise do

fendtipo por citometria de fluxo como mencionado no item anterior (Figura 29).

Foi detectado o aumento significativo na populacéo de células T CD8" totais de
animais Cbx4 T KO em comparacao aos animais do grupo controle (Cbx4"M), tanto em
frequéncia quanto em namero absoluto (Figura 29A, B). J& na populacdo de células
antigeno-especificas marcadas pelo tetramero fluorescente, foi observado aumento
apenas no numero total de células (Figura 29C, D). Essas observacdes sugerem que
a deficiéncia em Cbx4 favoreca uma maior representacdo do compartimento de
memoéria das células T CD8* poés-infecgdo viral aguda. A andlise do fendtipo das
células antigeno-especificas mostrou resultados que dao suporte aos achados nos

modelos de silenciamento com shRNA (Figura 29E-G, |). As células T CD8" antigeno-
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especificas de camundongos Cbx4 T KO apresentaram queda na frequéncia e numero
total de células terminalmente efetoras (KLRG1*CD127°) e aumento no namero total
de células de memdria (KLRG1-CD127*) (Figura 29F, G). Além disso, foi observado o
aumento tanto na frequéncia quanto numero total na populagdo de células duplo
positivas (KLRG1*CD127*) e a diminuicdo na frequéncia da populacdo de células
duplo negativas (KLRG1CD127°) (Figura 29F, G). Concordantemente, foi observado
0 aumento significativo na expressdo da molécula associada ao fen6tipo de memaria
CD127 (Figura 29I), apesar de ndo acompanhado da queda no nivel de expresséo de
KLRG1 (Figura 29H). Somado a isso, houve também a diminuicdo do nivel de
expressdo da molécula associada ao fenétipo de memoaria efetora CXCR3 (Figura
29J).

Em conjunto, estes resultados indicam que embora ndo tenha sido observado
um aumento da populacdo de memoria na fase aguda da infeccdo dos animais Chx4
T KO por LCMV (dia 8 pos-infecgdo), em contraste com o modelo de transferéncia
adotiva e silenciamento, na fase de tardia (60 dias p6s-infeccao) foram observados
diversos parametros que suportam a expansdo do compartimento T CD8* de
memoria, incluindo o aumento de células precursoras de meméria (KLRG1'CD127*) e
da populacéo duplo positiva (KLRG1*CD127%).

Novamente em concordancia com os resultados anteriores, foi observada a
gueda significativa do nivel de expressdo do fator de transcricdo T-bet na
subpopulacdo KLRG1* e a tendéncia de queda na subpopulacdo KLRG1  em células
T CD8* LCMV-especificas de animais Cbx4 T KO em compara¢do as células dos
animais do grupo controle (Figura 29K, O). Além disso, nas células T CD8* LCMV-
especificas de animais Cbx4 T KO os niveis do fator de transcricdo associado com o
fendtipo de memaoria Eomes foram encontrados significativamente aumentados em
ambas as subpopulacdes (Figura 29L, P). Em reflexo a essas alteracdes, foi
observada menor razéo T-bet/Eomes em ambas as subpopula¢cées KLRG1" e KLRG1"
(Figura 29M, Q). Em discordancia com esses resultados, o nivel de expressao do fator
de transcricdo associado ao fenotipo de memaria Tcf-1 foi menor na subpopulacao
KLRG1 de células T CD8* de animais Cbx4 T KO em comparacéo ao grupo controle
(Figura 29N, R). Visto que a expressao de Tcf7 (gene que codifica Tcf-1) é reprimida
por PRC2 (GRAY et al., 2017, KAKARADOV et al., 2017) e que foi observada a

deposicdo de H2AK119ub (marca de PRCL1) no sitio de iniciacdo de transcricdo desse
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gene (descrito no tépico 5.10.2), é plausivel supor que a delecdo de Chx4 durante as
etapas de desenvolvimento de células T nos animais Cbx4 T KO possa determinar a
expressdo compensatoéria de outras proteinas Cbx que, por sua vez, contribuem de

forma aberrante para a represséo de Tcf7.



133

A s, .. B 40 ":r 10 . D +‘:r 8 .
+ 25 e CDO 30 (VI'J 8 ° 01) 6 1
LPE I Folet 2 82 &
O15 M~ °~ 4 2 2 T D T 4] eag®
2 [m)] o 4 ® S = .3 H
O 10 N N 2
T
* 0 S #* 0
E Gate em CD8*H2Db-gp33-41*
x| . @ Cbx4"Cd4Cre
— ] i
X | e ¥ 0 1 .. ,_
547 633 133 63.8 60°dia pods-infeccao
CD127
F oK a0 ~ ~ 80, = i~ 15,
= ek S o % « £, = —
8 301 0 40 o 0 60| o838 o . ®
o 1) (@) [ O 101 *
% - 201 +‘_ 30 L3 40 . — ‘_.. @
O 020] o *°° O Q |
4 X 4 X 5{ ® _o
2| 104 2| 10- 2| 20 gl
< ¢ 8
X 0 2 0 ® ol X 0 ‘
0.0545
G k10, 20, o 501 6
o o® o % N — X ®
o 8 . 0 151 5 047 e o o .
# O gl o we O30 04 e,
(x10% % 48 ¢ S .2 = T 5 |
O 4 : ove 8 oo ° O 20 %g° ] O 5] oo _s._
o oY 54 9, ® ' ... e
21 ae * 10+ o
EI e® X 2’ 2' 0“
H 0 T H 0 T H 0 T T e 0 T
H 50007 | _ 10000 J 125007 saes
%Q 40001 o é & 8000 . %%10@00— ot .|
= Z 3000 P =3 6000 M2 % =35 7500 ° @@
[C= N E L4 X e ©
7 5 2000 S5 4000 G § 5000
< § 1000 3% 2000 S8 2500
X 3 . O @ . (@) 3 .
I e — 0- = 0
K 1000 L 000 == M N
T L 800 | J.:; g% .
3 600 o 6001 2e° ¥ O : Gate em
o [0} ®e0 =0 +
8 400, E 4001 o T< _—g; #2a  KLRG1
= 200 L 200 R .
— 0— +—
O g, =, P 150, Q o,
—_ . L 24 [ ]
LL ] @ O 0.8 T H
600 = ] = i :
1000 E . ] |
%400 : o £ Bes S P06 o 3201 % | Gateem
@ 1 o ° > 0L J N LAY -
< 3. 333 £ 500{ 3= 04 ‘? ‘5 1000{ g w KRG
2000 0 eet L 02| e cm H
0! 0 0.0/ o

Figura 29. Analise fenotipicade células T CD8* de animais Cbx4 T KO diferenciadas em resposta
a infeccdo viral aguda por LCMV em fase tardia da resposta (60° dia po6s-infeccédo). Os
esplendcitos de animais do grupo controle (“Cbx4%#” em preto) e animais Cbx4 T KO (“Cbx4%Cd4cre”,
em vermelho) foram analisados por citometria de fluxo no 60° dia pés-infeccdo. (A) Frequéncia e (B)
namero total de células T CD8* e de (C, D) células T CD8* LCMV-especificas marcadas com molécula
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de tetramero. (E) Contour plot representativo da gate utilizada para a definicdo das subpopulac@es de
células T CD8* efetoras na analise fenotipica. (F) Frequéncia e (G) numero total, em milhdes, das
subpopulagfes de células T CD8* efetoras, baseadas na expressdo das moléculas KLRG1 e CD127.
(H-J) Niveis de expressao, quantificados por MFI, das moléculas (H) KLRG1, (I) CD127 e (J) CXCR3
em células T CD8* LCMV-especificas de animais do grupo controle e Cbx4 T KO. Niveis de expresséo,
quantificados por gMFI, dos fatores de transcricdo (K, O) T-bet, (L, P) Eomes e (N, R) Tcf-1 ou (M, Q)
a razao dos valores de nivel de expressao em gMFI de T-bet e Eomes em células T CD8* LCMV-
especificas nas subpopulacbes KLRG1* e KLRG1. Dados da compilacdo de dois experimentos
independentes (n = 5 em cada experimento). Cada circulo representa um animal em um dos
experimentos, barra representa o valor de média do grupo. ns = nao significativo, *p < 0,05, **p < 0,01,
***p < 0,001, ****p < 0,0001 calculado por teste t de Student bicaudal ndo pareado.

5.6.2.2 Analise funcional (LCMV-Arm, 60° dia p6s-infeccéo)

A analise funcional de células T CD8* LCMV-especificas de animais Cbx4 T
KO no tempo tardio (60° dia pés-infec¢do) foi feito como descrito anteriormente
(5.6.1.2). Em dois experimentos independentes compilados (Figura 30), ndo foram
encontradas diferencas na frequéncia de células produtoras de citocinas pro-
inflamatdrias IFN-y e/ou TNF (Figura 30. A-D). Também ndo foram encontradas
diferencas significativas nos niveis de producao de cada citocina ou na producédo de
Granzima B (Figura 30E-G).
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Figura 30. Andlise funcional de células T CD8* de animais Cbx4 T KO diferenciadas em resposta
a infeccdo viral aguda por LCMV em fase tardia da resposta (60° dia po6s-infecgcédo). Os
esplendcitos de animais do grupo controle (“Cbx4"” em preto) e animais Cbx4 T KO (“Cbx4%Cd4cre”,
em vermelho) foram isolados no 60° dia pés-infeccdo e reestimulados ex vivo com o peptideo
recombinante gp33-41 (0,2 pg/mL), na presenca de Brefeldina A, por quatro horas. Em seguida, as
células foram analisadas por citometria de fluxo. (A) Contour plot representativo da gate utilizada para
a definicao das subpopulacdes de células T CD8* na andlise funcional. (B-D) Frequéncia de células T
CD8* antigeno-especificas produtoras de IFN-y e/ou TNF. (E-G) Niveis de expressao das citocinas pro-
inflamatérias IFN-y e TNF, e Granzima B em células T CD8* antigeno-especificas. Dados da
compilacdo de dois experimentos independentes (n =2 5 em cada experimento). Cada circulo representa
um animal em um dos experimentos, barra representa o valor de média do grupo. ns = nao significativo,
calculado por teste t de Student bicaudal ndo pareado.
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5.7 Andlise da diferenciacdo de células T CD8* policlonais de camundongos
Cbx4"Cd4Cre (Cbx4 T KO) em resposta secundaria a Listeria monocytogenes-
GP33

Seguindo os indicativos de que a deficiéncia em Cbx4 leva a um desvio na
diferenciacdo de células T CD8* para um favorecimento do fenétipo e perfil
transcricional associado a células de memoria, foi investigado o impacto da auséncia
de Chx4 para a resposta secundaria de células T CD8* geradas em uma resposta viral
aguda (Figura 31). Grupos de animais Cbx4 T KO e do grupo controle Cbx4"" foram
infectados por LCMV-Arm, como apresentado no item acima, porém no 60° dia pos-
infeccdo os animais foram desafiados com uma linhagem transgénica da bactéria
Listeria monocytogenes expressando o epitopo imunodominante da glicoproteina
especifica do LCMV gp33 (Listeria monocytogenes-GP33) e, 4 dias apds o desafio,
0s animais foram eutanasiados para a analise final. Dessa maneira, o desafio com L.
monocytogenes-GP33 leva a reativacéo da populacédo antigeno-especifica gerada na

resposta aguda viral primaria, originando uma resposta secundaria.

Modelo de ( LCMV-Arm 2 x 10° UFP - Citometria de fluxo
resposta secundaria - i
P @ L. monocitogenes-GP33 Re(::-stlmulo com
1 x 105 UFC peptideo gp33-41
LCMV-AMM | Cbx4™ ou Chx4™Cd40r .
L.monocitogenes- do} y I poe
GP33 d60 d60+4

Figura 31. Desenho experimental para a analise da diferenciacéo de células T CD8* policlonais
de camundongos Cbx4" e Cbx4"Cd4c® (Cbx4 T KO) em resposta secundéaria a Listeria
monocytogenes-GP33. Animais da linhagem Cbx4"1 usados como grupo controle, e da linhagem
Chx4"MCd4cCre, deficientes em Cbx4 em modelo de nocaute condicional foram infectados com LCMV-
Armstrong (LCMV-Arm) no inéculo de 2 x 10 UFP. No 60° pds-infecgdo por LCMV, os animais foram
re-desafiados para a indugcdo de uma resposta secundaria pela infeccdo com a cepa bacteriana Listeria
monocytogenes-GP33 (1 x 10 UFC), que expressa 0 epitopo da glicoproteina gp33 do LCMV. No 4°
dia pés-infeccado por L. monocitogenes-GP33, os esplendcitos dos animais infectados foram isolados e
analisados por citometria de fluxo para investigacéo do fenétipo ou reestimulados ex vivo com peptideo
gp33-41, antigeno especifico do LCMV, para investigacédo da funcionalidade das células.

5.7.1 Andlise fenotipica (L. monocytogenes-GP33, 4° dia pds-infec¢éo)

A analise do compartimento de células T CD8* nos animais revelou nenhuma
alteracdo no numero total de células T CD8* ou de células antigeno-especificas
(Figura 32A-D). A analise do fenétipo de células antigeno especificas mostrou que as
células em resposta secundaria dos animais Cbx4 T KO reproduziram parcialmente o

fendtipo observado nas células T CD8* em resposta viral aguda primaria, no tempo
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tardio (60° dia pos-infeccéo) (Figura 32E-G). Foi observada a tendéncia na diminuicéo
em frequéncia e numero total da populacdo de células efetoras de vida curta
(KLRG1*CD127) e uma fraca tendéncia de aumento na frequéncia de células
precursoras de memoria (KLRG1CD127%). Foi observado também um aumento
significativo na frequéncia e numero total da populacdo de células duplo positivas
(KLRG1*CD127*) e diminuicdo da populacdo de células duplo negativas (KLRG1"
CD127).

Esse aumento na populacao de células T CD8* KLRG1*CD127* se relaciona
positivamente com a informacdao citada acima, demonstrada em outros trabalhos, de
que consecutivas respostas agudas originam, principalmente, células T CD8* de
memo©ria efetora, que podem ser duplo positivas para KLRG1 e CD127. Considerando
a hipétese de que a deficiéncia de Cbx4 favorece a geracao de um compartimento de
memoria e regula positivamente proteinas associadas a longevidade e sobrevivéncia
(como CD127, Slamf6 e CD62L), este resultado indica que células T CD8* de animais
Cbx4 T KO apresentam uma maior frequéncia da populacdo de células T CD8" de

memoria efetora de longa vida.

A avaliacdo dos niveis de expressao das moléculas associadas ao fendtipo
efetor e de memadria mostrou resultado semelhante ao encontrado nos experimentos
anteriores, com queda significativa da expressdo de KLRG1 e aumento significativo
da expresséo de CD127 nas células T CD8* de animais Cbx4 T KO em comparacao

ao controle, enquanto nao houve alteracéo para o receptor CXCR3 (Figura 32H-J).

A analise dos niveis de expresséo de fatores de transcricdo seguiu 0 mesmo
padrdo dos resultados encontrados nos experimentos investigando a resposta
primaria de células T CD8* em modelo de infeccdo viral aguda. Mais uma vez, foram
detectados menores niveis de expressao do fator de transcricdo T-bet em células T
CD8* antigeno-especificas de animais Cbx4 T KO, tanto na subpopulagdo KLRG1*
quanto na subpopulacdo KLRG1" (Figura 32K, O). Apesar de n&o serem vista
diferencas nos niveis de expressao de Eomes (Figura 32L, P), a razédo T-bet/Eomes
foi menor nas células T CD8* antigeno-especificas de animais Cbx4 T KO (Figura
32M, Q). Quanto a expressao do fator de transcricdo Tcf-1, ndo foi observada
diferenca entre os niveis encontrados nas células de animais do grupo controle ou de
animais Cbx4 T KO (Figura 32N, R).
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Figura 32. Analise fenotipicade células T CD8* de animais Cbx4 T KO diferenciadas em resposta
secundaria a Listeria monocytogenes-GP33. Os esplenécitos de animais do grupo controle
(“Cbx4"” em preto) e animais Cbx4 T KO (“Cbx4"iCd4ce”, em vermelho) foram analisados por
citometria de fluxo no 4° dia pos-infec¢do por L. monocytogenes-GP33 (1 x 10% UFC). (A) Frequéncia
e (B) numero total de células T CD8* e de (C, D) células T CD8* LCMV-especificas marcadas com
molécula de tetramero. (E) Contour plot representativo da gate utilizada para a definicdo das
subpopulag@es de células T CD8* efetoras na analise fenotipica. (F) Frequéncia e (G) nimero total, em
milhdes, das subpopulacées de células T CD8* efetoras, baseadas na expressao das moléculas KLRG1
e CD127. (H-J) Niveis de expressao, quantificados por MFI, das moléculas (H) KLRG1, (I) CD127 e (J)
CXCR3 em células T CD8* LCMV-especificas de animais do grupo controle e Cbx4 T KO. Niveis de
expressdo, quantificados por gMFI, dos fatores de transcricéo (K, O) T-bet, (L, P) Eomes e (N, R) Tcf-
1 ou (M, Q) a razéo dos valores de nivel de expressdo em gMFI de T-bet e Eomes em células T CD8*
LCMV-especificas nas subpopulagfes KLRG1* e KLRG1 . Dados da compilagao de dois experimentos
independentes (n = 3 em cada experimento). Cada circulo representa um animal em um dos
experimentos, barra representa o valor de média do grupo. ns = ndo significativo, *p < 0,05, **p < 0,01,
***p < 0,001 calculado por teste t de Student bicaudal ndo pareado.

5.7.2 Andlise funcional (L. monocytogenes-GP33, 4° dia pés-infec¢éao)

A analise funcional das células T CD8" antigeno-especificas foi realizada
através do reestimulo ex vivo de esplendécitos com peptideo recombinante gp33-41,
na presenca de Brefeldina A, como realizado nas analises funcionais anteriores. Em
dois experimentos independentes, os resultados de citometria de fluxo revelaram
nenhuma alteracdo significativa na frequéncia das populacdes de células produtoras
de IFN-y e/ou TNF (Figura 33A-D). Da mesma maneira, ndo foram encontradas
diferencas significativas nos niveis de producao de cada citocina ou na producédo de
Granzima B (Figura 33E-H). Estes dados, em conjunto com as analises do 60° dia
pos-infeccdo sugerem que, embora a deficiéncia em Cbx4 comprometa a
funcionalidade de células T CD8* de animais Chx4 T KO na fase aguda de infeccéo
viral, a funcéo efetora destas células ndo apresenta comprometimento na fase de

memoria e durante a resposta secundaria.
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Figura 33. Andlise funcional de células T CD8* de animais Cbx4 T KO diferenciadas em resposta
secundaria a Listeria monocytogenes-GP33. Os esplendcitos de animais do grupo controle
(“Cbx4"” "em preto) e animais Cbx4 T KO (“Cbx4MCd4cr”, em vermelho) foram isolados no 4° dia pés-
infeccao por L. monocytogenes-GP33 e reestimulados ex vivo com o peptideo recombinante gp33-41
(0,2 ug/mL), na presenca de Brefeldina A, por quatro horas. Em seguida, as células foram analisadas
por citometria de fluxo. (A) Contour plot representativo da gate utilizada para a definicAo das
subpopulagfes de células T CD8* na analise funcional. (B-D) Frequéncia de células T CD8* antigeno-
especificas produtoras de IFN-y e/ou TNF. (E-G) Niveis de expressdo das citocinas pro-inflamatérias
IFN-y e TNF, e Granzima B em células T CD antigeno-especificas. Dados da compilacdo de dois
experimentos independentes (n = 3 em cada experimento). Cada circulo representa um animal em um
dos experimentos, barra representa o valor de média do grupo. ns = nao significativo, calculado por
teste t de Student bicaudal ndo pareado.

5.8 Analise da diferenciacdo e funcao de células T CD8* superexpressando Cbx4

cultivadas in vitro em condicdes polarizantes para o fenétipo tipo meméria

O estudo do papel do modulador epigenético Cbx4 na diferenciacao de células
T CD8* através de abordagens de silenciamento génico (modelo de silenciamento por
ShRNA) e delecdo gendmica (modelo utilizando camundongos da linhagem
Cbx4"1Cd4Cc) mostrou que a deficiéncia da proteina leva ao prejuizo na geracido de
células de fendtipo efetor e o concomitante aumento da expressdo de genes e

proteinas associados ao fenoétipo de memoria.

Para testar diretamente a hipétese de que Cbx4 é requerido para a
determinacao do perfil efetor, foram realizados experimentos de superexpresséo
através da transducao de vetores retrovirais contendo a sequéncia codificante para o
gene Cbx4 murino em células T CD8* de animais controle (Cbx4"") ou de animais
Cbx4 T KO, repondo a expressdao desta proteina (Figura 16C). Além disso, é
conhecido que a proteina Cbx4 possui multiplos dominios funcionais: (i) o

cromodominio, capaz de reconhecer e se ligar as marcas H3K27me3, depositadas
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por PRC2, e recrutar PRC1 para esses sitios gendmicos e; (ii) dois motivos de
interagcdo com SUMO (SIM, do inglés “SUMO interacting motifs”), que permitem que
Cbx4 possa atuar como E3 SUMO ligase, catalisando a transferéncia de SUMO para
outras proteinas, ou interagindo com proteinas SUMOiladas. Dessa maneira, Cbx4
pode atuar em um mecanismo onde participa como subunidade “leitora” do PRC1 com
papel de recrutamento do complexo ou pode atuar por mecanismos independentes da
funcdo repressora de PRC1, através da participacdo em vias de sinalizacdo mediadas
por SUMOQilagéo. Portanto, foram também incorporadas ao desenho experimental as
condicbes de superexpressdo de isoformas mutantes de Cbx4 funcionalmente
inativadas para cada um desses dominios (AChromo e ASIM1-2) (Figura 16C). O
ensaio de superexpressao foi realizado através do cultivo in vitro de células T CD8*
P14 oriundas de animais Cbx4"" ou Cbx4 T KO em protocolo de polarizacédo para o
fendtipo de memaria visando evidenciar o possivel efeito de promocao do fenotipo
efetor. As células cultivadas foram quantificadas diariamente, como mencionado
anteriormente, processadas por FACS no 4° dia de cultivo in vitro para o isolamento e
recultivo de células T CD8* transduzidas (GFP*) e, no 14° dia de cultivo, foram
analisadas quanto ao seu fendtipo e funcionalidade por citometria de fluxo ou
reservadas para posterior ensaios de RT-gPCR (Figura 34).
RV-Mock ou

RV-Cbx4 OE ou
RV-AChromo ou

RV-ASIM1-2 (i) Citometria de fluxo
Células T CD8* naive i , (ii) Reestimulo com
- .Somn.g p/ PMA e lonomicina
LN aeps enridueeImento (i) RT-qPCR
P14 aCD28 ( )
4ol ¢ Tipo memoria { 414
d4

Figura 34. Desenho experimental para a analise de células T CD8*" murinas superexpressando
diferentes construcdes de Cbx4 polarizadas in vitro para o fenétipo tipo meméria. Células T CD8*
P14 naive foram isoladas de camundongos P14, ativadas e transduzidas in vitro com vetor retroviral
vazio (“Mock”) ou vetores retrovirais expressando diferentes construgbes de Chbx4, incluindo Chx4
selvagem (Cbx4 OE) ou duas formas mutantes de Cbx4 (“AChromo”, “ASIM1-2"). As células foram
polarizadas para um fenétipo tipo memdria (14 dias de cultivo, ver figura 11). A cultura foi enriquecida
para a presenca de apenas células transduzidas através do isolamento de células GFP* por FACS
seguido do recultivo das mesmas. Ao fim do tempo de cultivo, as células foram analisadas: (i) quanto
ao seu fenotipo por citometria de fluxo; (ii) sua funcionalidade, através da quantificagdo de producgéo
de citocinas por citometria de fluxo apds reestimulo com PMA (10 nM) e lonomicina (1 pM) ou; (iii) sua
expressdo génica através de RT-qPCR.
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5.8.1 Andlise da expanséao de células T CD8* superexpressando Cbx4 cultivadas

in vitro em condi¢cdes polarizantes para o fenétipo tipo memaria

A quantificacdo diaria em camara de Neubauer das células cultivadas revelou
que ndo houve diferencas na expansao das células T CD8* em qualquer comparacao
entre as diferentes condi¢cGes até o sexto dia de cultivo (Figura 35). No entanto, do
sexto dia até o ultimo, as células T CD8* superexpressando o mutante funcional de
Cbx4 AChromo, em ambos 0s gendtipos analisados, apresentou uma severa e
significativa queda no seu namero total (Figura 35A, B). A queda nos numeros totais
de células foi ainda mais acentuada na condicdo AChromo no genoétipo P14
Cbx4"1Cd4Cr (Figura 35B). Em contrapartida, a superexpressao do mutante funcional
de Chx4 ASIM1-2 determinou uma maior expansdo das células a partir do 6° dia de
cultivo em comparacao as outras condi¢des (Figura 35A, B). No entanto, essa maior
expansdo foi significativa apenas no gendtipo P14 Cbx4" (Figura 35. A). A
superexpressdao de Cbx4 ndo provocou diferenca significativa na expansédo das

células cultivadas em comparacdo com as células controle.

A @ P14 Cbhx4™ B @ P14 Cbx4"Cd4Cre
% _g -+ -« Mock
g 124 S 124 o o Cbx4 OE
510- Emﬁ ;- < AChromo (*)
o 8 3 8]  ~ ~ ASIM1-2 (1)
o 6 S 6
!g 4 W 4
c w
T 2 S 21
Q_ /
x 1 T T T T T T % 1 T T T T T T
W o0 2 4 6 8 10 12 14 w 0 2 4 6 8 10 12 14

Dias em cultivo Dias em cultivo

Figura 35. Andlise da expansdo acumulada de células T CD8* superexpressando diferentes
construcdes de Chx4 cultivadas in vitro em condi¢c8es polarizantes para o fenétipo tipo
memoéria. Células T CD8* de animas P14 Cbx4 (em preto) ou P14 Cbx4"1Cd4Cre (em vermelho) foram
ativadas e transduzidas in vitro com vetor para a superexpressdo de Cbx4 (“Cbx4 OFE”), formas
mutantes de Cbx4 (“AChromo”, “ASIM1-2") ou vetor vazio (“Mock”) foram polarizadas in vitro para o
fenodtipo tipo memodria e quantificadas a cada recultivo por método de exclusdo com corante Azul de
Trypan 0,1% (v/v). A expansdo acumulada das células de genétipo (A) P14 Cbx4"f ou (B) P14
Chx4"MCd4cre foi visualizada através do desenho de uma curva de valores obtidos na formula X4 =

_ Nd o . _ - . .
X%1 + log, ek X? = expansdo encontrada em um dia; X¢~! = expansdo encontrada no dia anterior;

N¢ = nGmero total de células em cultivo quantificados em um dia; N¢~! = nimero total de células em
cultivo quantificados no dia anterior.*, diferenca estatisticamente significativa entre condicdo Mock e
Achromo. 1, diferenga estatisticamente significativa entre condigao Mock e ASIM1-2. 1+ ou * p < 0,05,
**p < 0,01, calculada por teste ANOVA com dois fatores corrigido com teste Dunnett de mdltiplas
comparacoes.
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5.8.2 Andlise fenotipica de células T CD8* superexpressando Cbx4 cultivadas in

vitro em condicdes polarizantes para o fenétipo tipo memaria

Seguindo a linha do que ja havia sido observado nos experimentos anteriores,
quando comparadas com células T CD8* P14 de animais do grupo controle, células T
CD8* P14 de animais Chx4 T KO apresentaram maior frequéncia da populacao
caracterizada pela expressdo de ambas as moléculas associadas ao fendtipo de
memoéria CD127 e CD62L, como visto na condi¢cdo controle do experimento de
transducédo (Mock) (Figura 36A, B). A superexpresséo de Cbx4 (Cbx4 OE) provocou
uma significativa diminuicdo na frequéncia da populacdo de memoria, tanto nas
células de animais Cbhx4"! quanto na condicdo em que ha a delecdo gendmica de
Cbx4, indicando o papel da proteina de inducao do fendtipo efetor (Figura 36A, B).
Quando superexpressa a forma mutante de Cbx4 com a perda de funcédo do
cromodominio (AChromo), foi notado a eliminacdo parcial do efeito de inducdo do
fendtipo efetor observado quando Chx4 € superexpressa em sua forma selvagem,
novamente, em ambos 0s gendtipos cultivados (Figura 36A, B). Por fim, a
superexpressao da forma mutante de Cbx4 com perda de fungéo de ambos os SIM
(ASIM1-2) provocou ndo somente a completa perda do efeito visto na superexpressao
de Cbx4 na forma selvagem, como provocou o aumento da frequéncia da populacao
de memodria, de forma significativa nas células T CD8" selvagens (Figura 36A, B).
Apesar de ndo provocar um aumento significativo, a superexpresséo de Chx4 ASIM1-
2 em células T CD8* de animais Cbx4 T KO levou a um aumento da frequéncia da
populacao de células de memaria a niveis equivalentes a condicao controle (Mock).
Apesar de nao igualmente significativo em todas as comparacoes, esse padréo de
variacdo entre as diferentes modalidades de superexpressédo de Chx4 e a condi¢cao
controle foi observado também quando analisada a expressdo isolada de cada
molécula associada ao fendtipo de meméria CD62L e CD127, tanto a nivel protéico

(Figura 36C, D), quanto ao nivel transcricional (Figura 36G, H).

Foi também analisada a expressdo de moléculas de superficie associados ao
fendtipo efetor, CD25, ou ao fenétipo de memoria efetora, CXCR3 (Figura 36E, F). A
analise dos niveis de expressdo mostrou exatamente o padrao oposto ao observado
nos niveis de expressdo de proteinas associadas ao fenotipo de memadria, com
aumento da expressao de CD25 e CXCRS3 quando € superexpressa a forma selvagem

de Cbx4, seguido da perda parcial do efeito na superexpressao de Cbx4 AChromo e
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por fim reverséo total do efeito de Cbx4 combinado a diminui¢do da expressao quando
superexpressa a forma Cbx4 ASIM1-2. A quantificacdo dos niveis de expresséo
génica por RT-gPCR do gene codificante para CD25, 112ra, mostrou o mesmo padréo
observado na andlise de expressao proteica por citometria de fluxo (embora ndo com
a mesma significancia estatistica), da mesma maneira que para as moléculas
associadas ao fenotipo de memoria (Figura 361).
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Figura 36. Andlise fenotipica de células T CD8* superexpressando diferentes construgdes de
Cbx4 cultivadas in vitro em condi¢des polarizantes para o fenétipo tipo meméria. Células T CD8*
naive de animais P14 Cbx4 T KO (“P14 Cbx4"1Cd4ce”, em vermelho) ou de animais do grupo controle
(“P14 Cbx4"™ em preto) foram isoladas, ativadas e transduzidas in vitro e polarizadas para o fenétipo
tipo memodria. Ao fim do cultivo (14° dia), as células foram analisadas quanto ao seu fenétipo por
citometria de fluxo. (A) Contour plot representativo da gate utilizada para a definicdo da populacéo de
fenétipo de memédria. (B) Frequéncia da populacdo CD62L*CD127* em células CD44*GFP* nas
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diferentes condic8es analisadas. (C-F) Quantificacdo dos niveis de expressao calculados por gMFI das
moléculas de superficie associadas ao fendtipo de memdria e fenoétipo efetor em células T CD8*
transduzidas (GFP*). A quantificagdo dos niveis de expressao foi normalizada em relagdo aos niveis
encontrados na condigdo de transdugdo com “Mock”, genétipo P14 Cbx4"M dentro de cada experimento.
(G-1) Quantificagdo dos niveis de expressdo génica por RT-qPCR de genes codificantes para as
moléculas associadas ao fenétipo de memoéria (Sell, 117r) ou fenotipo efetor (l12ra). A quantificagcao do
MRNA foi calculada pelo método de 222CT e normalizada para os valores encontrados na condigdo
controle (“P14 Cbx4%"f, Mock”). Dados da compilacdo de pelo menos trés experimentos independentes.
Cada circulo representa um experimento, barra representa o valor de média do grupo. *p < 0,05, **p <
0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 calculado por teste ANOVA com dois fatores sem correcdo de
multiplas comparac@es (teste de Fisher de menor diferenca significativa).

5.8.3 Andlise funcional de células T CD8* superexpressando Chx4 cultivadas in

vitro em condic¢Bes polarizantes para o fenétipo tipo meméria

As células T CD8* superexpressando Cbx4, ou mutantes funcionais de Cbx4,
e polarizadas in vitro para o fenotipo de memoaria foram analisadas quanto a sua
capacidade funcional através do reestimulo com PMA e lonomicina no ultimo de dia
de cultivo (dia 14), como descrito anteriormente. Quando comparadas as diferentes
condicoes, foi possivel notar que a superexpressdo de Chx4 (“Cbx4 OE”) provocou
uma tendéncia de aumento na frequéncia das populacdes positivas para a producao
de IFN-y quando comparada com a condi¢ao controle (“Mock”), além de um aumento
significativo para a citocina TNF nas comparagfes em celulas de animais Cbx4 T KO
(Figura 37A-C). Foi possivel observar também um aumento significativo na frequéncia
de células produtoras de IL-2 quando comparadas a condicdo Mock e Cbx4 OE e na
comparacao de células T CD8* Mock de animais Chx4 T KO com células T CD8*
superexpressando Cbx4 AChromo (Figura 37C). Células T CD8* de animais Cbx4 T
KO superexpressando Chx4 AChromo também apresentaram menor frequéncia de
células TNF* em comparacao a condicdo de superexpressdo de Cbx4 Achromo em
células T CD8* de animais Cbx4" o que pode sugerir que o favorecimento de
mecanismos de Cbx4 independentes do cromodominio pode levar a diminuicdo na
producdo de TNF (Figura 37. B). Quando superexpresso o mutante Cbx4 ASIM1-2, foi
possivel apenas observar uma tendéncia de aumento na frequéncia de células
produtoras de IFN-y, sem alteragBes perceptiveis na producdo de outras citocinas
(Figura 37A-C).

Quanto ao nivel de expressdo de cada citocina, € possivel notar um padréao
semelhante ao encontrado nos gréficos relacionados a frequéncia de populagdes,
dando suporte as tendéncias de alteracdo mencionadas no paragrafo anterior (Figura

37D-F). Também foi mensurado o nivel de expresséo da proteina citotéxica Granzima
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B (Figura 37G). Células T CD8* de animais Cbx4 T KO apresentaram uma producao
ligeiramente maior de Granzima B em comparacdo com células T CD8* de animais
Cbx4". De forma contrastante, quando comparadas células T CD8* Mock e Cbx4 OE,
foi observado o padrao oposto ao visto para a produgéo de citocinas, com tendéncia
de diminuicdo na producdo de Granzima B. Células T CD8* de animais Chbx4"f
superexpressando Cbx4 ASIM1-2 também apresentaram a tendéncia de diminuicéo
da producédo de Granzima B, enquanto a superexpressao de Chx4 AChromo em
células T CD8* de animais Cbhx4 T KO foi visto a tendéncia de aumento. Essas
observacdes sugerem que a deficiéncia em Cbx4 promove a producédo de Granzima
B, enquanto a sua superexpressao (ou reposi¢ao) provoca a inibicdo da expressao

dessa proteina.

A seguir, analisamos a capacidade de producdo de multiplas citocinas
(polifuncionalidade) nas células T CD8* superexpressando diferentes construcdes de
Cbx4 (Figura 37H). Foi observado que a superexpressao de Cbx4 ou de Cbx4 ASIM1-
2 em células T CD8" de animais Cbx4"" ou deficientes em Cbx4 (Cbx4"1Cd4cre)
provocou a tendéncia de aumento na frequéncia de células polifuncionais (produtoras
de 3 citocinas: IFN-y, TNF e IL-2), quando comparadas com as condi¢cdes controle
(Mock) (Figura 371). Em destaque, esse aumento foi significativo quando
superexpresso a forma Chx4 selvagem em células T CD8* de animais Cbx4 T KO
(reposicdo da expressdo de Cbx4). E possivel observar também que ha a tendéncia
de perda na polifuncionalidade de células T CD8* deficientes em Cbx4 quando
superexpressa a forma mutante de Cbx4 AChromo, em comparacao a condi¢do Cbhx4
OE, indicando que o ganho na polifuncionalidade seria dependente do cromodominio
(Figura 37I).
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Figura 37. Analise da funcionalidade de células T CD8* superexpressando Cbx4 cultivadas in
vitro em condic¢8es polarizantes para o fenotipo tipo memoria. Células T CD8* naive de animais
P14 Cbx4 T KO (“P14 Cbx4%1Cd4ce”, em vermelho) ou de animais do grupo controle (“P14 Cbx4/,
em preto) foram isoladas, ativadas e transduzidas in vitro e polarizadas para o fenétipo tipo memoria.
Ao fim do cultivo (14° dia), as células foram analisadas quanto a sua funcionalidade apds reestimulo
com PMA (10 nM) e lonomicina (1 uM) durante 4 horas na presenca de Brefeldina A. (A-C) Frequéncia
das populacdes de células T CD8* transduzidas (GFP*) produtoras de IFN-y, TNF ou IL-2. (D-G) Niveis
de expressado de citocinas IFN-y, TNF ou IL-2, ou da proteina citotoxica Granzima B calculados por
gMFI em células T CD8* transduzidas GFP*. A quantificacdo dos niveis de expressao foi normalizada
em relagdo aos niveis encontrados na condigéo de transdugéo com “Mock”, genétipo P14 Cbx4 1M dentro
de cada experimento. (H) Contour plot representativo da gate utilizada para a definicdo da populagéo
duplo produtora de IFN-y e TNF (IFN-y*TNF*). (I) Frequéncia da populacéo triplo produtora IFN-
Y*TNF*IL-2*, definida como células IFN-y*TNF* marcadas positivamente para IL-2. Dados da
compilacdo de trés experimentos independentes. Cada circulo representa um experimento, barra
representa o valor de média do grupo. *p < 0,05, **p < 0,01 calculado por teste ANOVA com dois fatores
sem correcdo de multiplas comparagdes (teste de Fisher de menor diferenca significativa).

5.9 Analise da diferenciacdo de células T CD8" superexpressando Chbx4 em

modelo de infeccao viral aguda por LCMV

Para avaliar o efeito da superexpressao de Cbx4 na diferenciacdo de células T

CD8* no curso de uma resposta imune em um modelo in vivo, utiizamos 0 mesmo
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desenho experimental aplicado no experimento descrito no tépico 5.1 (Figura 9A).
Dessa maneira, células T CD8* naive foram isoladas, ativadas in vitro, transduzidas
com vetores retrovirais carregando a sequéncia codificante de Cbx4, ou de seus
mutantes funcionais, e em seguida transferidas adotivamente para animais que foram
infectados por LCMV em modelo de infeccdo viral aguda (Figura 38). As células
transferidas adotivamente foram analisadas por citometria de fluxo quanto ao seu
fendtipo e funcionalidade no 8° dia pds-infecgdo, seguindo estratégia de gate similar
a andlise feita no modelo de transferéncia adotiva de células T CD8* P14 com

deficiéncia em Cbx4 (ver Figura 9B).

RV-Mock ou
RV-Cbx4 ou
RV-AChromo ou
RV-ASIM1-2
Células T CD8* | 5x 105 LCMV-cl13
naive células 1,5x 10° UFP

PV \ NS

P14 Thy1.1 aCD28 C57BL/6 Thy1.2

I |
|

I I
d-1 do ds8

Figura 38. Desenho experimental para a andalise de células T CD8*" P14 superexpressando
diferentes construgcdes de Cbx4 diferenciadas em resposta a infecgéo viral aguda por LCMV.
Células T CD8* naive de camundongos de linhagem P14 Thyl.1 foram isoladas, ativadas e
transduzidas in vitro com vetor retroviral in vitro vazio (“Mock”), contendo a sequéncia codificante para
0 gene Cbx4 (“Cbx4 OE”) ou sequéncias para mutantes funcionais da proteina Cbx4 (AChromo ou
ASIM1-2). No mesmo dia da ativacéo e transduc¢éo, as células foram transferidas para camundongos
congénicos C57BL/6 Thyl1.2 (5 x 105 células). No dia seguinte esses animais foram infectados por via
intraperitoneal com 1,5 x 105> UFP de LCMV-cl13 (em protocolo de inducgao de infecgcao aguda). No 8°
dia pés-infeccdo, os esplendcitos dos animais infectados foram isolados e as células transduzidas e
transferidas adotivamente (Thy1l.1*GFP*) presentes nessa suspensao foram analisadas por citometria
de fluxo quanto ao seu fenotipo e funcionalidade.

5.9.1 Andlise fenotipica (LCMV-Arm, 8° dia pos-infec¢ao)

Ao contrario do esperado, a analise fenotipica das células mostrou que a
superexpressao de Chx4 em células T CD8" diferenciadas no curso de uma infeccéo
viral aguda ndo provocou o aumento da populacéao de células com fenétipo efetor em
comparacao ao controle (Figura 39A-C). De fato, o que foi observado em nessa
comparacao foi que a superexpressao de Cbx4 levou a uma diminui¢do significativa
da frequéncia de células efetoras de vida curta (KLRG1*CD127°) e duplo positiva para
as moléculas KLRG1 e CD127 (KLRG1*CD127*), e uma tendéncia de queda na

frequéncia na populagéo de células precursoras de memaria (KLRG1CD127*) (Figura
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39B). O numero total de células dessas populacbes acompanhou o efeito visto na
frequéncia, porém de forma néo significativa (Figura 39C). Em contrapartida, células
T CD8* superexpressando Chx4 apresentaram o aumento significativo da frequéncia
da populacao duplo negativa (KLRG1CD127°), com a tendéncia do mesmo padréo no
namero total de células, quando comparadas com a condicdo Mock (Figura 39B, C).
Corroborando esses resultados, a analise dos niveis de expressdo de moléculas de
superficie em células T CD8* Cbx4 OE indicou menores niveis de expressao de
KLRG1 e CD127 em comparacao a células T CD8* Mock (Figura 39D, E). Ja em

relacdo a expressao do receptor CXCR3, o efeito oposto foi observado (Figura 39F).

Em concordéancia ao visto nos experimentos de superexpressdo em células T
CD8* cultivadas in vitro, as células T CD8* transduzidas para a superexpresséo de
Cbx4 mutante AChromo apresentaram numeros totais de célula significativamente
menores em comparacgao ao grupo controle, chegando a duas ordens de grandeza de
diferenca, em todas as subpopulacdes analisadas com exce¢édo da KLRG1CD127*
(Figura 39A-C). Quando analisado o fenétipo, comparado a condicdo Mock, essas
células apresentaram frequéncia significativamente menor de células efetoras de vida
curta e duplo positivas para KLRG1 e CD127, e tendéncia de reducdo nas células
precursoras de memaria, com consequente aumento significativo da populagdo duplo-
negativa (Figura 39B). A analise dos niveis de expressdo de KLRG1 e CD127 seguiu
o0 mesmo padréo, sendo observada menor expressdo de ambas as moléculas nas
células superexpressando Chx4 AChromo (Figura 39D, E). Ja para o receptor CXCR3,
foi visto um aumento na superexpresséo de Cbx4 OE e Cbx4 AChromo (Figura 39F).

Quando analisado o impacto da superexpressdo de Cbx4 mutante para a perda
da funcionalidade dos SIM (ASIM1-2), foi observado um resultado consistente ao dos
experimentos in vitro. Como nos experimentos de superexpressao in vitro, a
superexpressao do mutante ASIM1-2 recapitulou o fendétipo de células T CD8*
deficientes em Cbx4, levando ao prejuizo na geracao de células efetoras e um desvio
para o favorecimento da geragéo de células com fenétipo de memoéria (Figura 39A-C).
Demonstrando isso, foi observada a queda na frequéncia da subpopulagéao
KLRG1*CD127 e aumento nas subpopulacdes expressando CD127, incluindo as
células precursoras de memdria e duplo positivas (KLRG1*CD127*) (Figura 39B).
Apesar desse efeito, o numero total de cada subpopulacdo n&o alterou em

comparacao a condicdo Mock (Figura 39C). Em concordancia, foram observados
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menores niveis de expressdo de KLRG1 e maiores niveis de CD127 (Figura 39D, E).

A andlise da expressédo de CXCR3, por sua vez, indicou maior expresséo do receptor

na condigdo de superexpressédo de Cbx4 ASIM1-2 em comparagédo as células controle

(Figura 39F).
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Figura 39. Analise fenotipica de células T CD8* P14 superexpressando diferentes construcdes
de Cbx4 diferenciadas em resposta a infec¢do viral aguda por LCMV em fase aguda da resposta
(8° dia pés-infeccao). (A) Contour plot representativo da gate utilizada para a definicdo das
subpopulag8es de células T CD8* na analise fenotipica de células T CD8* P14 transduzidas com vetor
retroviral vazio (“Mock”, em cinza) ou superexpressando Cbx4 (“Cbx4 OE”, em preto) ou mutantes
funcionais de Cbx4 (“AChromo”, em azul ou “ASIM1-2”, em vermelho). (B) Frequéncia e (C) nimeros
totais das subpopulagfes de células T CD8* P14 Thyl.1*GFP*. (D-F) Quantificacdo dos niveis de
expressdo calculados por gMFI das moléculas de superficie associados ao fenétipo de memoria,
ativagdo e fenotipo efetor em células T CD8* transferidas e transduzidas (Thyl.1*GFP*). Dados de um
experimento independentes (n = 3). Cada circulo representa um animal em um dos experimentos, barra
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representa o valor de média do grupo. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0,001, ****p < 0.0001 calculado por
teste ANOVA com um fator corrigido com teste de Tukey para multiplas comparacdes.

5.9.2 Anédlise funcional (LCMV-Arm, 8° dia p6s-infeccéo)

Por fim, também foi investigada a funcionalidade de células T CD8* P14
superexpressando Cbx4 através do reestimulo de esplendcitos ex vivo com o peptideo
recombinante gp33-41 (“GP33”) (Figura 40). Nesse ensaio foi optado néo realizar a
analise por citometria de fluxo das células T CD8* superexpressando Cbx4 AChromo
devido a limitacdo imposta pela baixa recuperacdo de células transferidas

adotivamente, o que poderia interferir na leitura dos resultados.

Corroborando o observado nos experimentos anteriores, de superexpressao de
Cbx4 em células T CD8* diferenciadas in vitro, foi observada a tendéncia de aumento
na frequéncia de células polifuncionais duplo produtoras de IFN-y e TNF (IFN-y*TNF™)
na condicdo de superexpressdo de Chx4 selvagem (“Cbx4 OE”) e Cbx4 ASIM1-2
(Figura 40A, B). Acompanhando esse resultado, a frequéncia das populacdes de
células produtoras de IFN-y ou TNF e os niveis de expressao de cada citocina medido
em gMFI também apresentaram tendéncia de aumento para ambas as condi¢Bes de
superexpressao, em comparacao ao controle Mock (Figura 40C-F). Similar ao visto
no modelo de diferenciacao in vitro, a superexpressao de Cbx4 ou Cbx4 ASIM1-2
também acarretou a tendéncia de diminuicdo da producdo de Granzima B em
comparacao a condicdo controle, sendo o efeito maior na primeira condi¢cdo citada
(Figura 40G).

Esses resultados corroboram os observados no modelo de diferenciagéo in
vitro descrito no topico anterior e reforcam a hipétese de que o controle da producéo
de citocinas e da proteina citotéxica Granzima B € encarregada por circuitos

regulatérios que podem ser, pelo menos, parcialmente distintos.



151

Gate em células CD8*Thy1.1*GFP*

A Mock Cbx4 OE ASIM1-2
m’:gs,94 92,5 «i364 942 227 96,2 O Mock
>| 1 ] ‘ i
Z| . ] @ Cbx4 OE
=l i ; @ ASIM1-2
100 | oge 120 | oes 0o | oao
. . TNF ] =
L i i |
= 80 o 80 " 80
< 60 Z 60- > 60
Z  40- — 40 o 40
e X X
20 20- 20
=
O__V_V_V_ 0_ 0’
* F koK k G
4000+ o 8000- *%% iz 100+
— e = 804
L3000 ° %Y Toeo0] W > " %o
=C o2 SE % % 6015 e
S 4 0 (@) N , @
25 2000 N 4000 £ 4] o _ 8
Z & 1000 Z § 2000- % 204 .
- o
Ofil—l—li O__I—V—l_ o O_

Figura 40. Analise funcional de células T CD8* P14 superexpressando Cbx4 diferenciadas em
resposta a infeccdo viral aguda por LCMV em fase aguda da resposta (8° dia pds-infec¢do). Os
esplendcitos de animais do grupo controle, que receberam adotivamente células transduzidas com
plasmideo vazio (“Mock”), e de animais que receberam células transduzidas com vetores para a
superexpressao de Cbx4 (“Cbx4 OE”) ou o mutante funcional ASIM1-2 foram isolados no 8° dia pos-
infeccdo por LCMV e reestimulados ex vivo com o peptideo recombinante gp33-41 (0,2 yg/mL), na
presenca de Brefeldina A, por quatro horas. Em seguida, as células foram analisadas por citometria de
fluxo. (A) Contour plot representativo da gate utilizada para a definicdo das subpopulacdes de células
T CD8* efetoras na analise funcional. (B-D) Frequéncia das subpopulacdes de células T CD8*
transferidas e transduzidas (Thyl.1*GFP*) produtoras de citocinas pro-inflamatorias. (E-J) Niveis de
expressdao, quantificados por MFI, das citocinas (E) IFN-y, (I) TNF e (J) da proteina citotéxica Granzima
B em células T CD8* transferidas adotivamente e transduzidas (Thyl.1*GFP*). Dados de um
experimento independentes (n = 3). Cada circulo representa um animal em um dos experimentos, barra
representa o valor de média do grupo. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0,001, ****p < 0.0001 calculado por
teste ANOVA com um fator corrigido com teste de Tukey para multiplas comparacdes.

5.10 Investigagcdo dos mecanismos moleculares através dos quais PRC1 e Cbx4

regulam a diferenciacado de células T CD8*

Uma vez reunida as evidéncias, em diferentes modelos de diferenciacdo, de
gue Chbx4 regula o destino celular dessas células T CD8*, o préximo passo para a
investigacao foi o estudo do mecanismo molecular pelo qual Cbx4 exerce sua fungéao.
Como mencionado anteriormente, Cbx4 pode apresentar diferentes funcdes: (i)

cooperando com o PRC1, como uma subunidade que reconhece marcas repressoras
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de H3K27me3 através de seu cromodominio e promove o recrutamento do complexo
para sitios genémicos que receberam essa marca de histona ou; (ii) exercendo uma
funcdo de E3 SUMO ligase, SUMOilando outras proteinas, ou interagindo com
proteinas SUMOiladas. No objetivo de avaliar quais mecanismos sdo responsaveis
pela regulacdo da diferenciacao de células T CD8* e estariam por tras das alteracbes
encontradas nos resultados descritos no trabalho, foram analisadas diferentes
maneiras pelas quais Cbx4 e o PRC1 poderiam estar trabalhando nessa regulacao,
incluindo: (i) o papel de Cbx4 como regulador transcricional de fatores de transcrigéo
gue orguestram a diferenciacao de células T CD8; (ii) o papel de PRCL1 na regulacdo
epigenética do fator de transcricdo chave do fenotipo de memoria Tcf-1; (iii) a funcéo

de Cbx4 como proteina E3 SUMO ligase em células T CD8* diferenciadas in vitro.

5.10.1 Papel de Cbx4 naregulacéao transcricional de fatores de transcricdo chave

para a aquisi¢cdo do fenotipo de memaoria em células T CD8*

O fator de transcricdo Tcf-1, codificado pelo gene Tcf7, € um dos principais
agentes regulatérios no processo de diferenciacdo de células T CD8*. Em diferentes
trabalhos foi demonstrado sua funcéo critica para o comprometimento com o fenotipo
de memdéria em resposta imune aguda. Além disso, o Tcf-1 também foi demonstrado
como crucial para a geracdo e manutencao de células T CD8* exaustas precursoras
em modelos de resposta cronica. Essa é uma populacdo que mantém caracteristicas
de células progenitoras multipotentes (“stemness”), capazes de se manter por longos
periodos no curso da resposta e gerando novas células T CD8" efetoras e exaustas,

repovoando a populacdo de células T CD8* capazes de atuar na resposta ao antigeno.

A andlise da expressdo de Tcf-1 por citometria de fluxo em células T CD8*
deficientes em Chx4 (Cbx4"1Cd4Cr) ativadas e diferenciadas em resposta primaria a
infeccdo viral aguda por LCMV, ou em resposta secundaria em desafio com L.
monocytogenes-GP33, néo revelou diferencgas significativas na expressao do fator de
transcricdo em comparacdo ao grupo controle (Cbx4""). No entanto, essa auséncia
de alteragdo poderia ocorrer devido a compensacéo da funcdo de Cbx4 por outra
isoforma de proteina Chromobox (Cbx). Sendo assim, foi efetuada a analise da
expressao génica de Tcf7 no modelo de deficiéncia em Cbx4 em células diferenciadas

in vitro polarizadas para o fenétipo tipo efetor ou fendétipo tipo memoria (Figura 41).



153

De forma contraria ao esperado, considerando os resultados anteriores, foi
observado que células T CD8* deficientes em Cbx4 (“shCbx4”) polarizadas para o
fenotipo efetor apresentaram uma tendéncia de diminuicdo na expresséo de Tcf7
quando comparadas com células controle (“shCD4”) (Figura 41A). No entanto, quando
polarizadas para o fenotipo de memoaria, foi visto que células T CD8* deficientes em
Cbx4 apresentavam em média o dobro dos niveis de expressao génica de Tcf7 em

comparacao as células controle (Figura 41B).

Células isoladas por FACS (Ametrinat')
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Figura 41. Quantificac8o da expressao génica de Tcf7 em células T CD8" murinas polarizadas
para o fenétipo tipo efetor ou tipo memaria in vitro. Células T CD8* ativadas e transduzidas in vitro
polarizadas para o fenétipo (A) tipo efetor ou (B) tipo memoria foram isoladas por FACS baseado na
expressdo de Ametrina (Ametrina*) e utilizadas para a quantificacdo comparativa de transcritos para o
gene Tcf7 por método de RT-gPCR. A quantificacdo do mRNA foi calculada pelo método de 222CT e
normalizada para os valores encontrados nas amostras de células controle (“shCD4”). Dados da
compilagdo de (A) dois ou (B) trés experimentos independentes. Cada circulo representa um
experimento, barra representa o valor de média do grupo. *p < 0,05 calculado por teste t de Student
bicaudal ndo pareado.

Os niveis de expressao de Tcf7 e de outros fatores de transcricdo associados
ao fenaotipo efetor ou de memoria em células T CD8”, Thx21 (T-bet) e Eomes, também
foram quantificados em células T CD8* superexpressando Cbx4 (e mutantes
funcionais do gene), tanto em células de animais Cbx4%Cd4c (Cbx4 T KO) quanto
animais do grupo controle Cbhx4" (Figura 42). Os resultados desse experimento
mostraram que em comparacao a condicdo Mock a superexpressao de Cbx4 (“Cbx4-
OE”), de forma condizente aos resultados anteriores, levou a uma tendéncia de
aumento da expresséo de Thx21 e diminuicado na expressao de Eomes, em ambas as
células T CD8* de animais Cbx4 T KO ou do grupo controle (Figura 42A, B). Por sua
vez, a superexpressdo do mutante funcional de Cbx4, AChromo, levou ao resultado
contrario da superexpressdo de Chx4 selvagem, enquanto a superexpressdo de

ASIM1-2 promoveu um padrdo similar ao encontrado na condicdo Chx4-OE (Figura
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42A, B). Esses resultados indicam que a regulacdo positiva de Thx21 por parte de
Cbx4 seria dependente do cromodominio da proteina e ndo de seus SIMs. A
quantificacdo dos niveis de expressao de Tcf7 nas células superexpressando Cbx4
nao revelou alteracdes significativas ou tendéncias claras quando comparadas as

diferentes condicfes nas diferentes células transduzidas in vitro (Figura 42C).
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Figura 42. Quantificacdo da expressdo génica de fatores de transcricdo relacionados ao
fenétipo efetor e de memaoria em células T CD8* murinas superexpressando Cbx4 polarizadas
para o fenétipo tipo mem@ria in vitro. Células T CD8* de animais P14 Cbx4" (em preto) e animais
P14 Cbx4MiCd4Cre (em vermelho) foram ativadas e transduzidas in vitro e polarizadas para o fenétipo
tipo memdéria. No ultimo dia de cultivo, as células foram isoladas por FACS e utilizadas para a
guantificacdo do namero de transcritos para os genes (A) Thx21, (B) Eomes e (C) Tcf7 por método de
RT-gPCR. A quantificagdo do mRNA foi calculada pelo método de 222€T e normalizada para os valores
encontrados nas amostras de células controle (“Mock”). Dados da compilacéo de trés experimentos
independentes. Cada circulo representa um experimento, barra representa o valor de média do grupo.
*p < 0,05, **p < 0,01, calculado por teste ANOVA com dois fatores sem teste de corregao para multiplas
comparacdes (teste de Fisher de menor diferenca significativa).

Recentemente foi descrito que o fator de transcricdo c-Myb, ou Myb, é um
importante regulador positivo de Tcf-1, sendo, portanto, um fator chave no
comprometimento com o fenotipo de memaria. Além disso, é demonstrado que Myb
estd associado a capacidade progenitora em células progenitoras hematopoiéticas e
em células T CD8* progenitoras exaustas. Em nosso conjunto de dados de RNA-Seq
(item 5.2) foi visto que Myb € um gene diferencialmente expresso (Figura 15), regulado
positivamente em células T CD8" deficientes pra Cbx4 em comparacao as células do
grupo controle. Assim, a expressao de Myb também foi quantificada em células T

CD8* deficientes em Cbx4 ou superexpressando Chx4 cultivadas in vitro (Figura 43).

Tanto quando polarizadas para o feno6tipo tipo efetor quanto para o fenoétipo tipo
memoria, células T CD8* deficientes em Cbx4 (“shCbx4”) cultivadas in vitro exibiram
maiores niveis de expressdo de Myb em comparacdo as células T CD8* controle

(“shCD4”) (Figura 43A, B). Essa diferenca foi significativa na condicao polarizante para
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o fenadtipo tipo memoria. Esse efeito foi confirmado também no modelo de nocaute de
Cbx4, comparando as condigdes controle (“Mock”) de células T CD8* P14 Chx4 e
P14 Cbx4"MCd4C (Cbx4 T KO), onde foi vista maior tendéncia de expressao de Myb
em células deficientes pra Cbx4 (Figura 43C).

A expressao de Myb foi também analisada em células T CD8*
superexpressando Cbx4 ou a forma mutante ASIM1-2 (Figura 43D, E). Nao foi
realizado o experimento para a condicdo AChromo pois nao foi possivel isolar células
transduzidas GFP* suficientes no ultimo dia de cultivo. Os resultados nesse
experimento corroboraram os anteriores encontrados na analise de célula deficientes
em Cbx4, com a superexpressado de Cbx4 levando a queda dos niveis de expressao
de Myb. Essa queda foi vista tanto em células T CD8* de animais Cbx4 T KO quanto
animais do grupo controle. Em paralelo, em ambos 0s genotipos, a superexpressao
de ASIM1-2 provocou uma pequena queda na expressdo de Myb em comparacéo a
condicdo Mock. Dessa maneira, o dado sugere que Cbx4 possui um papel na
regulacdo negativa de Myb e essa regulacdo é pelo menos parcialmente (se nao
totalmente) dependente do dominio SIM.
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Figura 43. Quantificacdo da expresséo génica de Myb em células T CD8" murinas deficientes
em Cbx4 ou superexpressando Chx4 cultivadas in vitro. (A, B) Células T CD8* de animais WT
foram ativadas e transduzidas in vitro para a deficiéncia em Cbx4 e polarizadas para o fenétipo efetor
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ou de memdéria. Em paralelo, células T CD8* de animais (C-E) P14 Cbx4" (em preto) ou P14
Cbx4%Cd4Cre (em vermelho) foram transduzidas para a superexpresséo de Cbhx4 e polarizadas para
o fendtipo tipo memdria. No Ultimo dia de cultivo, as células foram isoladas por FACS baseadas na
expressao da proteina repérter (Ametrina ou GFP) e utilizadas para a quantificacdo do ndmero de
transcritos para o gene Myb por método de RT-gPCR. A quantificagdo do mRNA foi calculada pelo
método de 224CT e normalizada para os valores encontrados nas amostras de células controle (“shCD4”
ou “Mock”). Dados da compilacdo de pelo menos dois experimentos independentes. Cada simbolo
representa um experimento, barra representa o valor de média do grupo. *p < 0,05, **p < 0,001
calculado por (A, B) teste t de Student bicaudal ndo pareado ou (C-E) teste ANOVA com dois fatores
sem teste para correcao de multiplas comparacdes (teste de Fisher de menor diferenca significativa).

5.10.2 Papel do PRC1 na regulacéo epigenética de Tcf-1, fator de transcricéo
chave para a aquisi¢cédo do fen6tipo de memaoria em células T CD8*

Um dos principais mecanismos de regulacéo da transcricdo génica associado
ao complexo PRC1 é a deposicdo da marca repressora de histona H2AK119ub. A
deposicao de H2AK119ub é catalisada pela subunidade Ringl ou Ring2 do complexo,
no entanto, a subunidade Cbx (Cbx2, Cbx4, Cbx7 ou Cbx8) desempenha a importante
funcado de recrutar a atividade repressora do PRC1 a sitios gendmicos marcados por
H3K27me3. Dois trabalhos demonstraram a participacdo do complexo PRC2 (mais
especificamente Ezh2, subunidade catalitica de PRC2) na determinacdo da
diferenciacéo de células T CD8*. Foi descrito que PRC2 contribui de forma critica para
o comprometimento com o destino celular efetor através da repressdo de genes
associados ao fenétipo de memoria, incluindo os genes Tcf7 e lI7r. Além disso, varias
subunidades de PRC2, incluindo Ezh2, sdo reguladas positivamente logo apés a
ativacao de células T CD8* que se comprometem com o destino efetor, indicando que
esse papel repressor € fundamental nas primeiras etapas de diferenciacéo das células
T CD8*. Todavia, apesar do papel de PRC2 nesse processo ser bem demonstrado,
pouco se sabe sobre o papel da regulacéo epigenética de PRCL1 na diferenciacédo de
células T CD8".

Para investigar a hipétese de que PRC1l atua na repressdo de genes
associados ao fenoétipo de memoria em células T CD8* efetoras, tal qual PRC2, foram
realizados experimentos de imunoprecipitacdo da cromatina  (ChIP),
imunoprecipitando a cromatina associada a marca repressora de PRC1 H2AK119ub
(Figura 44). O DNA gendmico é entdo amplificado por gPCR para a quantificacdo das
regides associadas a marca em diferentes condic¢oes. Foi realizada a técnica de ChlIP-
gPCR em células T CD8" cultivadas in vitro polarizadas para o fenétipo tipo efetor ou
tipo memoéria, como explicado no item 5.4. Como controles para o ensaio foram

utilizados anticorpos para a imunoprecipitacdo de histona H3, que serve como
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condicdo para normalizacdo do material amplificado por gPCR, e coquetel de
anticorpos 1gG de coelho, que serve como controle de sinal associado a

imunoprecipitagdo ndo especifica.

Os resultados preliminares de ChIP-gPCR demonstram que existe a tendéncia
de um enriquecimento relativo (normalizado pelo sinal encontrado na IP de H3) da
marca repressora de H2AK119ub no sitio de iniciagdo de transcri¢do (TSS) do gene
Tcf7 em células T CD8* polarizadas para o fendtipo tipo efetor em comparacédo as
células T CD8" polarizadas para o fendtipo tipo memoria (Figura 44). Além disso, como
controle de que o enriquecimento da marca repressora esta associado a perda da
acessibilidade da cromatina, a deposicao de H2AK119Ub também foi quantificada no
locus do promotor do gene Ifng, sitio onde ja foi previamente demonstrada cromatina
acessivel. A comparacdo do enriquecimento da deposicdo da marca H2AK119ub
entre os loci de TSS de Tcf7 e promotor de Ifng confirma a maior deposi¢cdo da marca
repressora no primeiro sitio e reforca a hipétese de que esse sitio se encontra de fato
reprimido por esta marca do PRC1.

o 44 IP: Rabbit IgG (Efetora)
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Figura 44. Imunoprecipitacdo da cromatina seguido de qPCR (ChIP-gPCR) de DNA gendmico
associado a marca repressora de PRC1 H2AK119ub. Células T CD8" isoladas de animais C57BL/6
e cultivadas in vitro em condi¢des polarizantes para o fenétipo tipo efetor (em azul) ou tipo memdria
(em vermelho) foram isoladas no seu ultimo dia de cultivo e processadas para ensaio de ChIP,
utilizando anticorpos anti-H2AK119ub (simbolo preenchido), anti-lgG (simbolo vazado) e anti-H3 (ndo
mostrado). O DNA gendmico imunoprecipitado foi amplificado por gPCR e o nimero de cépias de DNA
em cada condi¢do de imunoprecipitacdo foi calculado a partir de uma curva padréo utilizando o DNA
total ndo imunoprecipitado (Input). A quantificagdo de DNA imunoprecipitado foi normalizada pelos
valores encontrados na amplificacdo do material imunoprecipitado associado a histona H3. Dados da
compilacdo de dois (fendtipo tipo efetor) ou apenas um (fenétipo tipo memédria) experimento
independente. Cada simbolo representa um experimento, barra representa o valor de média do grupo.

5.10.2.1 Investigacao do perfil de proteinas SUMOiladas e da fun¢gdo E3 SUMO

ligase de Cbx4 em células T CD8* cultivadas in vitro

A proteina Cbx4 pode atuar em vias de sinalizagdo mediadas por SUMO, uma
modificacdo pos-traducional de uma pequena proteina similar a ubiquitina. Como

mencionado anteriormente, essa atuacao é dependente dos motivos de interacdo ao
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SUMO (SIM) presentes na proteina que podem conceder a Cbx4 uma funcdo E3
SUMO ligase, onde essa pode catalisar o processo de conjugacdo de SUMO para
uma proteina alvo, ou ainda a capacidade de interagir com proteinas SUMOiladas,
modulando assim a funcéo de outras proteinas que sdo alvo de sinalizacdo por SUMO

ou ainda da sua proépria funcao.

Como mencionado anteriormente na introducdo, algumas proteinas
importantes para o processo de diferenciacdo de células T CD8* j& foram descritas
como alvo de SUMOilacdo pela funcdo E3 SUMO ligase de Cbx4 em outros tipos
celulares, como os reguladores transcricionais Hif-1a e Dnmt3a. Além disso, existem
poucos trabalhos explorando o papel das vias de sinalizacdo mediadas por SUMO na
biologia de células T CD8*. Portanto, nesse projeto de tese se iniciou uma
investigacdo a respeito do perfil de proteinas SUMOiladas em células T CD8* e como
Cbx4 poderia estar envolvido com a regulacdo da SUMOilacdo de proteinas
envolvidas com a regulagéo da biologia e diferenciacéo de células T CD8*. Para isso,
como mencionado anteriormente (ver tdpico 5.4 e Figura 17), extratos de proteinas
totais foram preparados de células T CD8" cultivadas in vitro e polarizadas para os
fendtipos tipo efetor ou tipo memdéria, bem como células T CD8* deficientes em Chx4
em modelo de silenciamento (ou células T CD8"* controle) polarizadas in vitro para o
fendtipo tipo efetor ou tipo meméria. Foram preparados extratos com dois tampdes de
lise para extracao de proteinas diferentes, nomeados nesse trabalho como Tampé&o |
e Tampao Il para a facilitacao da leitura. O Tampéao | € baseado no tampé&o de lise de
proteinas comumente utilizado em ensaios de radioimunoprecipitagédo (tampéao RIPA).
O Tampao Il é constituido de um tampao RIPA modificado, com o acréscimo de N-
etimaleimida (NEM), um composto orgéanico inibidor de rea¢gbes de de-SUMOilacao,
adicionado para aumentar a eficiéncia de recuperacéo de proteinas SUMOiladas nos
extratos. O racional para a utilizacdo de dois tampdes diferentes foi de maximizar o
repertorio de possiveis proteinas totais SUMOiladas a serem detectadas nas analises

qualitativas por western blotting e co-imunoprecipitagéo (co-IP).

Em apenas um experimento, em uma estratégia exploratoria, foram
comparados lado a lado o perfil de proteinas SUMOiladas presentes em células T
CD8* cultivadas in vitro e polarizadas para o fenétipo tipo efetor (Figura 45). Nessa
analise qualitativa, foram carregadas 30 pg de proteina em cada fileira do gel de

poliacrilamida para a marcacdo com anticorpo anti-SUMO1. Como controle de
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carregamento, uma massa de 5 ug de proteina foi utilizada para a marcagao com
anticorpo contra proteina citoplasmatica B-actina. Foi observado que a extracdo de
proteinas com tampdes de lise diferentes levou a visualizacdo de perfis de bandas
distintos no blotting, indicando que algumas proteinas eram recuperadas
exclusivamente por um dos tampdes de lise (Figura 45). De modo geral, como
esperado, o Tampao Il (contendo NEM) recuperou mais proteinas de médio e alto
peso molecular (préximo a 75 kDa ou acima de 75 kDa, respectivamente). Além disso,
uma banda correspondente a uma proteina de peso molecular pouco acima de 25 kDa

foi observada apenas na extracdo com Tampao |l.

Quando comparadas as condicbes de células T CD8* cultivadas in vitro
polarizadas para o fenétipo tipo efetor com as células polarizadas para o fenétipo tipo
memoria, é possivel ver que ambas as condi¢des de polarizacdo apresentam um perfil
de bandas muito similar. No entanto, existe um indicativo de que células polarizadas
para o fendtipo tipo memodria apresentam uma menor massa de proteinas
SUMOiladas, principalmente na faixa de proteinas de alto peso molecular. Na
comparacédo das células T CD8* cultivadas in vitro deficientes em Cbx4 (“shCbx4”)
com as células controle do experimento (“shCD4”), ambas polarizadas para o fenétipo
tipo memoria, é possivel ver que a deficiéncia em Cbx4 também aparenta ocasionar
em menores niveis de proteinas SUMOiladas, apesar de ndo ser possivel detectar
uma perda total de alguma banda no perfil visualizado no blotting. H&, porém, uma
banda mais forte, logo acima de 25 kDa, que tem sua intensidade notavelmente

reduzida em células T CD8* deficientes em Chx4.
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Figura 45. Analise do repertério de proteinas SUMOiladas em células T CD8* cultivadas in vitro.
Extratos de proteina total obtidos de células T CD8* cultivadas in vitro polarizadas para o fenétipo tipo
efetor ou de memoria em foram analisados qualitativamente por western blotting para a avaliar o perfil
de proteinas SUMOiladas, através da marcacdo de membrana de nitrocelulose com anticorpos
especificos para SUMO-1. Para a analise do repertério de proteinas SUMOiladas, uma massa 30 ug
de proteinas foi separada em gel de poliacrilamida de 9% (v/v) e transferida em seguida para membrana
de nitrocelulose. Em paralelo, como controle de carregamento, uma massa de 5 pg proteinas foi
carregada em um gel de poliacrilamida de 15%, transferida para membrana de nitrocelulose e marcada
com anticorpo especifico para B-actina.

A investigacdo exploratéria do repertorio de proteinas SUMOiladas em células
T CD8* através da andlise qualitativa por western blotting ndo revelou grandes
alteracdes globais, seja na comparacdo entre células de fendétipo tipo efetor com
células de fendtipo tipo memaria, ou na comparacédo entre células T CD8™ deficientes
em Chx4 de fendtipo tipo memaria com células T CD8* controle. No entanto, apenas
algumas alteragfes pontuais foram detectadas na analise, como a banda referente a

proteina de aproximadamente 30 kDa destacada no quadrado vermelho na Figura 45.

Para tentar identificar proteinas alvo da funcdo E3 SUMO ligase de Cbx4, ou
gue pelo menos dependam da expresséo de Cbx4 para serem SUMOiladas, optamos
por uma nova estratégia, agora utilizando uma abordagem de andlise protedmica.
Extratos proteicos gerados de forma similar a citada acima para as analises de
western blotting foram agora utilizados para ensaios de imunoprecipitagcéo, separando
proteinas SUMOiladas com anticorpos anti-SUMOL1, que foram entdo analisadas em
seguida por cromatografia liquida acoplada a espectrémetro de massas (LC:MS) para
sua identificacdo. A abordagem protedmica por LC:MS foi realizada em colaboracédo
com o Prof. Renato Sampaio, da Faculdade de Farmacia da UFRJ. Nessa andlise,
buscou-se a identificacdo de proteinas SUMOiladas diferencialmente acumuladas
comparando células T CD8* cultivadas in vitro ndo transduzidas, células T CD8*
transduzidas do grupo controle (“shCD4”) e células T CD8" transduzidas deficientes
em Cbx4 (“shCbx4”) (Figura 46). Para essa analise, porém, foram utilizados extratos
proteicos de células T CD8* cultivadas in vitro polarizadas para o fenotipo efetor. A
razdo por trds dessa mudanca foi a de que foram detectadas mais proteinas
SUMOiladas no extrato total de células diferenciadas para o fenoétipo tipo efetor, em
comparacao as celulas tipo memoaria. Nessa comparacao foi possivel observar que do
universo de 56 proteinas SUMOiladas diferencialmente expressas entre as trés
diferentes condi¢des, 35 dessas proteinas eram diferencialmente expressas em
células transduzidas, em comparagdo a células ndo transduzidas (Figura 46). Os

resultados encontrados no projeto indicam que Chx4 possui papel importante na
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definicdo do fendtipo efetor. Além disso, possiveis candidatos a alvo da funcédo E3
SUMO ligase de Cbx4, como o fator de transcricdo Hif-1a, seriam mais expressos e

apresentariam uma atuac&o mais requisitada no fenoétipo efetor.

Quando comparadas as proteinas SUMOiladas diferencialmente expressas
entre as condi¢des transduzidas shCD4 e shCbx4 é possivel identificar alguns alvos
que poderiam estar envolvido com a regulacdo de processos importantes para a célula
T CD8*. Células T CD8* do grupo controle shCD4 (e ndo células deficientes em Chx4)
apresentaram a proteina Tnrlb SUMOilada, proteina essa que em conjunto com o
receptor de TNF, Tnfrl, medeia o recrutamento de outras proteinas efetoras anti-
apoptoticas c-lapl e c-lap2. Esse resultado sugere que a proteina Tnrlb é um alvo da
funcdo E3 SUMO ligase de Cbx4 que reforcga sinais anti-apoptoéticos e, desta maneira,
uma proteina que poderia estar envolvida com o aumento da apoptose observada em

células T CD8"* deficientes em Cbx4.

Também foi encontrada exclusivamente em células T CD8* shCD4 a proteina
SUMOilada Ddx3x. A proteina Ddx3x é uma helicase de RNA altamente multifuncional
gue além de estar relacionada a multiplos processos da transcricdo génica e
processamento de RNA, incluindo a montagem de ribonucleoproteinas, splicing de
MRNA e exportacdo de mRNA, também j& foi descrita associada ao controle da
atividade de multiplos fatores de transcricéo e a transcricdo de varios reguladores do
ciclo celular. Entre esses varios exemplos, se destacam sua a cooperagcao com 0S
fatores de transcricdo NF-kB e Irf-7 e, e a regulacéo positiva dos genes das proteinas
Tp53 (p53), Cdhl (E-caderina) e Cdknla (Cdnla). Além disso, a proteina Ddx3x
também pode interagir com diversas vias relacionadas a resposta imune, atuando
como sensor de RNA viral, promovendo a produc¢ao de IFN-I e regulando a montagem

do inflamassoma de NLRP3.

Outras proteinas SUMOiladas encontradas exclusivamente em células T CD8*
shCD4 que poderiam estar envolvidos com a regulacdo de importantes processos
biologicos em células T CD8* efetoras incluem: (i) a Ldha, lactato desidrogenase A,
proteina efetora da via de glicélise, que por sua vez possui papel central no
metabolismo energético de células T CD8* efetoras e; (ii) as proteinas TPR e ALRF2,

envolvidas com o transporte e splicing de mRNA.
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Por limitacdes da técnica e de tempo, apenas um experimento de abordagem
protedmica por LC:MS foi realizado. A validacdo de que essas proteinas séo de fato
alvos da fungéo E3 SUMO ligase de Cbx4, bem como ensaios analisando de maneira
especifica e direcionada a atuacdo dessas proteinas na determinacdo da
diferenciacéo de células T CD8* ou em outros aspectos da biologia destas células sé&o

essenciais para a comprovacao do seu papel nesses processos.

4 AINX, ALRF2, CAZA1
7 14 DDX3X, DESM, HNRH2
CXCL5, FOXP1, GBP4 | | ——» HNRPF, K1C12, K1C16
H3C, H4, IF4A1, TBA3 <o 9 LDHA, MYL6, TNR1B
TPM1, TPR

16 ATPA, H2B1B, K2C6A, K2C74
) MYG, NPM, NR4A3, PLCA, RL15
RL21, RL27, RLAO, RS10, RS11
RS24, RS27A

Figura 46. Identificacdo das proteinas SUMOiladas em células T CD8* cultivadas in vitro e
polarizadas para o fenétipo tipo efetor por co-IP seguido de LC:MS. Células T CD8* cultivadas in
vitro e polarizadas para o fenoétipo efetor, ndo transduzidas ou transduzidas com vetores retrovirais
contendo a sequéncia para shRNA para a deficiéncia em Cbx4 foram processadas no ultimo dia de
cultivo para a obtencdo do extrato proteico total. O extrato proteico foi utilizado para a co-
imunoprecipitacéo (co-IP) de proteinas SUMOiladas utilizando anticorpo anti-SUMOL1 e as proteinas
recuperadas na co-IP foram identificadas por cromatografia liquida acoplada a espectrémetro de
massas. Os resultados de proteinas SUMOiladas diferencialmente encontradas em cada condic¢éo foi
representado em diagrama de Venn. Estéo descritas na imagem as proteinas SUMOiladas encontradas
exclusivamente em cada condicdo e em vermelho estdo destacadas as proteinas mencionadas no
texto.

5.11 Analise do papel de Cbx4 na regulagdo da acessibilidade da cromatina de

células T CD8" diferenciadas em resposta a infec¢éo viral aguda por LCMV

Enguanto subunidade do complexo PRC1, a proteina Cbx4 tem o potencial de
impactar diretamente a organizagao da estrutura de cromatina, impactando também o
programa transcricional da célula. Uma vez que o PRC1 atua principalmente como um
complexo epigenético que regula negativamente a transcricdo génica, através de
mecanismos que incluem a deposicdo de marcas repressoras que sinalizam a
compactacdo da cromatina, o prejuizo na sua funcdo levaria ao impedimento da
condensacéao de nucleossomos, aumentando a acessibilidade da cromatina. Portanto,

foi investigado se a deficiéncia em Cbx4 impactaria a acessibilidade da cromatina e
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se esse impacto correlacionaria com as alteracfes observadas na analise do perfil

transcricional de células T CD8* deficientes em Chx4.

Para investigar a acessibilidade da cromatina em células T CD8* deficientes
em Cbx4, foi utilizado o mesmo desenho experimental ja mencionado no experimento
5.1, o modelo de transferéncia adotiva de células T CD8* P14 transduzidas in vitro
deficientes em Cbx4 (silenciamento com shRNA) (Figura 9). De forma similar ao que
foi feito para a andlise do perfil transcricional (Figura 13), células T CD8* P14
transduzidas e transferidas adotivamente (Ametrina®Thy1.1%) de populagées KLRG1"!
e KLRG1° foram isoladas por FACS e processadas para o ATAC-Seq (Figura 47A).
Por limitagdes de recursos, apenas as células T CD8* Ametrina*Thyl.1*KLRG1"
deficientes em Cbx4 (“shCbx4”) ou controle (“shCD4”) foram processadas para o
ATAC-Seq. A analise preliminar dos dados de ATAC-Seq permitiu a deteccédo de
regioes diferencialmente acessiveis caracterizadas por um maior numero de leituras
em uma dada regido, ilustrada na forma de picos na representacao grafica de faixa
gendmica (Figura 47B-H). Esses picos de acessibilidade diferencial estdo marcados

na figura com quadrados verdes acima das faixas genémicas (Figura 41B-H).

Ao avaliar os picos de acessibilidade diferencial em genes associados ao
fendtipo efetor ou de memédria foi possivel observar alteracdes consistentes com as
visualizadas nos resultados do RNA-Seq. Maiores niveis de acessibilidade da
cromatina foram detectados na regido promotora de genes associados ao fenétipo de
memoéria como o Tcf7 (Figura 41B, destacados por um retangulo vermelho) em células
T CD8* P14 deficientes em Cbx4 (“shCbx4”) em comparacdo as células T CD8*
controle (“shCD4”). Também foi observada maior acessibilidade em regides de intron
no corpo do gene Tcf7, indicando um maior acesso a possiveis sitios regulatérios do
gene. De forma concordante aos dados ja vistos para a analise do perfil transcricional,
em células T CD8" deficientes em Chx4 foi observada menor acessibilidade da
cromatina em sitios genémicos que compdem a regido promotora, 0 Corpo ou regides
préximas ao gene de genes associados ao fenétipo efetor (Figura 41C-F). Estes
incluem os genes que codificam moléculas de superficie Klrgl e Cx3crl e os fatores
de transcricdo Thx21 e Id2. Em concordancia com a hipotese de menor acessibilidade
em regides de genes associados ao fenétipo efetor, foi detectada também a menor
acessibilidade em genes associados a funcdo efetora de células T CD8* (Figura 38G

e H), incluindo as proteinas citotoxicas Gzmb e Prfl.
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Figura 47. Anédlise da acessibilidade dacromatinapor ATAC-Seq de células T CD8* P14 deficientes em Chx4. (A) Células T CD8" naive de camundongos
de linhagem P14 Thyl.1 foram isoladas, ativadas e transduzidas com vetor retroviral in vitro e, no mesmo dia, transferidas para camundongos congénicos
C57BL/6 Thy1.2 (5 x 105 células) por via intravenosa. No dia seguinte esses animais foram infectados por via intraperitoneal com 1,5 x 10° UFP de LCMV-cl13
para indugéo de infeccéo viral aguda. No 8° dia pos-infeccdo, os esplendcitos dos animais infectados foram isolados e as células T CD8* transduzidas e
transferidas adotivamente (Thyl.1*Ametrina™) presentes nessa suspensdo foram isoladas por FACS e processadas para a preparacdo de biblioteca de
cromatina fragmentada e posteriormente analisadas por ATAC-Seq. (B-H) Visualizacdo das faixas gendmicas carregadas no programa Integrative Genomics
Viewer (Broad Institute) contendo os dados de cassetes de exéns e introns de diferentes genes (em azul), as regides diferencialmente acessiveis (em verde)
e as faixas contendo as contagens normalizadas de leituras do ATAC-Seq de cada replicada analisada ilustradas em picos.
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Os dados levantados na analise preliminar de acessibilidade da cromatina por
ATAC-Seq corroboraram os dados obtidos por RNA-Seq, mostrando uma maior
acessibilidade de genes associados ao fenétipo de memdéria e menor acessibilidade
de genes associados ao fenoétipo efetor em células T CD8* deficientes em Cbx4. Esse
mesmo padrdo foi observado, para a maioria desses genes, para expressao génica
por RNA-seq e expressao proteica por citometria de fluxo. A menor acessibilidade da
cromatina em genes associados ao fendtipo ou funcdo efetora na condicdo de
deficiéncia em Cbx4 sugere um possivel papel de regulador indireto desses genes,
uma vez que Cbx4, atuando na modulacdo da cromatina como subunidade de PRC1,
exerceria uma funcao repressora. E possivel hipotetizar que Cbx4 estaria envolvido
em mecanismos de regulacdo negativa de repressores epigenéticos de genes
associados ao fenoétipo e funcdo efetora. Dessa maneira, a auséncia de Chbx4
provocaria a desrepressdo desses repressores, levando a diminuicdo da
acessibilidade desses genes em células T CD8* deficientes em Cbx4. Novos
experimentos de ATAC-Seq utilizando células T CD8* P14 Ametrina*Thy1l.1*KLRG1°
deficientes em Cbx4 estdo sendo planejados para aquisicdo de mais dados e um
panorama mais completo das alteracdes na cromatina de subpopulacdes de células
T CD8* em diferenciacdo na fase aguda. Além disso, mais estudos focados na
identificacdo dos alvos de Cbx4, tanto de sua funcdo E3 SUMO ligase quanto de sua
funcdo de recrutamento de PRC1, sdo essenciais para compreender e elucidar o
circuito regulatério exercido por essa proteina em células T CD8*.

5.12 Andlise da diferenciacdo de células T CD8* policlonais de camundongos
Cbx4%lCd4Cre (Cbx4 T KO) em resposta primaria a infecgdo crénica por LCMV

Além da diferenciacdo de células T CD8* em células de fendtipo efetor ou
células de fenétipo de memdria, que ocorre no curso de uma resposta imune
adaptativa frente a um quadro de infeccdo aguda, células T CD8* podem ainda entrar
em um processo de diferenciagcéo que resulta no estado de exaustédo. Células T CD8*
exaustas apresentam como caracteristicas marcantes: (i) a perda da sua
funcionalidade efetora, tanto em relacdo a producgéo de citocinas relacionadas a
funcéo efetora (p.ex.: IFN-y, TNF e IL-2) quanto na producao de proteinas citotoxicas
(p.ex.: granzimas e perforinas); (i) a perda da capacidade proliferativa e de
sobrevivéncia; (iii) 0 ganho da expresséo de multiplos receptores inibitérios (p.ex.: PD-

1, Lag-3 e Tim-3), em altos niveis.



166

A investigacdo do papel de Chbx4 na diferenciacdo de células T CD8* no
contexto de resposta aguda revelou que essa proteina poderia atuar no processo de
diferenciacdo e controle de outros aspectos da célula, como a progressdo do ciclo
celular, através da regulacdo dos fatores de transcri¢cdo Tcf-1, Myb, T-bet e Eomes.
Tendo em vista um possivel eixo regulatorio Cbx4-Tcf-1-Myb, e a importancia desses
fatores de transcricdo para a diferenciacdo de células T CD8* exaustas e regulacéo
da resposta efetora em condi¢des de persisténcia antigénica, nosso grupo também
interrogou o papel do modulador epigenético Cbx4 no contexto de uma resposta
imune cronica, utilizando o modelo ja bem descrito de infec¢éo viral crénica por LCMV,
cepa clonel3 (LCMV-cl13) (Figura 48).

De forma similar aos experimentos realizados no modelo de infec¢do viral
aguda, aqui também foram utilizados animais de linhagem de nocaute condicional
para o gene Chx4, Cbx4"1Cd4c™ e como grupo controle animais do genétipo Chx4/,
Os animais foram infectados por LCMV-cl13, no inéculo de 4 x 108 UFP (i.v.) e no 45°
dia pos-infeccdo os esplendcitos dos animais foram analisados para avaliar o fenétipo
de células T CD8* exaustas antigeno-especificas medindo expressao de receptores
inibitorios, atributo relevante para medir o grau de comprometimento das células T
CD8* com um estado diferenciado de exaustdo. Além disso foi analisada a expressao
de fatores de transcricdo T-bet, Eomes e Tcf-1, que também sé&o relevantes para a
analise do fenoétipo de células T CD8* exaustas, e a funcionalidade das células pela

expressao de citocinas pré-inflamatérias e proteina citotoxica Granzima B.

Modelo de v 3 6 - Citometria de fluxo
delo de LCMV-cl13 4 x 108 UFP
Infecgao cronica & - Reestimulo com peptideo gp33-41
LCMV-cl13 Cbx4"" ou Cbx4"Cd4Ccre
Fase cronica

0} 445

Figura 48. Desenho experimental para a andlise da diferenciacdo de células T CD8" de
camundongos Cbx4™ e Cbhx4"Cd4¢® (Cbx4 T KO) em resposta a infeccdo viral cronica por
LCMV. Animais da linhagem Cbx4" usados como grupo controle, e da linhagem Chx4iCd4Cre,
deficientes em Cbx4 em modelo de nocaute condicional foram infectados com LCMV-clonel3 (LCMV-
¢l13) no indculo de 4 x 108 UFP i.v.. Os esplendcitos dos animais infectados foram isolados e analisados
por citometria de fluxo para investigagdo do fendtipo ou reestimulados ex vivo com peptideo gp33-41,
antigeno especifico do LCMV, para investigacdo da funcionalidade das células no tempo de fase
cronica da resposta, no 45° dia pds-infeccao.

5.12.1 Andlise fenotipica (LCMV-cl13, 45° dia pés-infecc¢éo)

Foi analisado o fenétipo das células T CD8* exaustas antigeno-especificas na

populagdo de esplendcitos recuperados de animais Cbx4 T KO (Cbx4"1Cd4ce) e
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animais do grupo controle (Cbx4"" apés 45 dias de infeccdo por LCMV-cl13 (Figura
49 e 50). Foi observado uma tendéncia de diminuic&o na frequéncia e nimero total da
populacdo de células T CD8* totais nos animais Cbx4 T KO, porém quando analisada
a populacéo de células LCMV-especificas (marcadas com tetramero) a tendéncia foi

oposta, de aumento tanto na frequéncia quanto em numero total (Figura 49A-D).

Em relagdo a expressdo de receptores inibitérios, foram analisadas as
frequéncias das subpopulacées de células T CD8* antigeno-especificas positivas para
um determinado receptor inibitorio (Figura 49E-G). Foi notado uma significativa maior
frequéncia de células T CD8* antigeno-especificas PD1* nos animais Cbx4 T KO, em
comparacdo ao controle. No entanto, foi observada a tendéncia de diminuicdo da
frequéncia de células positivas para 0s outros dois receptores inibitérios, Lag-3 e Tim-
3. Em oposicéo ao que se viu na frequéncia, os niveis de expresséo de PD-1 tenderam
a ser menores em células T CD8* antigeno-especificas de animais Cbx4 T KO e em
concordancia com este achado, os niveis de expressdo de Lag-3 e Tim-3 foram
significativamente menores neste grupo (Figura 49H-J). Foi analisada também a
frequéncia de células triplo produtoras de trés dos principais receptores inibitorios
expressos no contexto da exaustdo de células T CD8*: PD-1, Lag-3 e Tim-3 (Figura
49K, L). A mdultipla expressdo dos trés receptores esta associada a um maior
comprometimento com o fenétipo de exaustdo e, portanto, uma maior perda da
funcionalidade e responsividade. Para definir a populagéo de células triplo-produtoras
foi primeiro definida a populacdo de células positivas para ambos PD-1 e Lag-3
(contour plot) e, dentro dessa populacao, definidas as células positivas para o receptor
Tim-3 (histograma) (Figura 49K). Foi observada a tendéncia de menor frequéncia de
células triplo-produtoras de receptores inibitérios em células T CD8* antigeno-
especificas de animais Cbx4 T KO, em comparacdo com as células dos animais
controle, sugerindo uma menor representatividade de células T CD8* exaustas em
estagios mais terminais de diferenciacdo com este fenotipo (Figura 49L). Além disso,
foram medidos os niveis de expressao dos receptores inibitorios isoladamente dentro
da populacédo de células triplo-produtoras (Figura 49M-0O). O que foi observado foram
niveis menores de expressado de todos os trés receptores inibitérios nas células T
CD8* antigeno-especificas de animais Cbx4 T KO, em comparacdo as células dos

animais do grupo controle.
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Os resultados da analise fenotipica sugerem um menor comprometimento com
o fenotipo de exaustéo terminal nas células T CD8* LCMV-especificas deficientes pra
Cbx4, em comparac¢do ao grupo controle. Isso é caracterizado pela menor frequéncia
de células T CD8" co-expressando multiplos receptores inibitérios (PD-1*Lag-3*Tim3*)
e menores niveis de expressdo destes receptores, seja na populacdo antigeno-

especifica total ou na populacéo triplo-positiva para os receptores inibitorios.
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Figura 49. Analise fenotipicade células T CD8* de animais Cbx4 T KO diferenciadas em resposta
ainfeccéo viral cronica por LCMV. Os esplenécitos de animais do grupo controle (“Cbx41®, em preto)
e animais Cbx4 T KO (“Cbx4"Cd4ce”, em vermelho) foram analisados por citometria de fluxo no 45°
dia pos-infecgdo por LCMV-cl13 (4 x 108 UFP). (A) Frequéncia e (B) namero total de células T CD8* e
de (C, D) células T CD8* LCMV-especificas marcadas com molécula de tetramero. (E-G) Frequéncia e
(H-J) niveis de expressao, em gMFI, de receptores inibitérios em células T CD8* LCMV-especificas.
(K) Contour plot e histograma representativo da estratégia de gate utilizada para a definigdo
subpopulacéo de células T CD8* triplo positivas para receptores inibitérios na andlise fenotipica. (L)
Frequéncia da subpopulacédo de células T CD8" triplo positivas para receptores inibitérios. (G-1) Niveis
de expressao, quantificados por gMFI, de receptores inibitérios na populacdo PD1*Lag-3*Tim3* de
células T CD8* LCMV-especificas. Dados de um experimento independente (n = 5). Cada circulo
representa um animal, barra representa o valor de média do grupo. ns = néo significativo, *p < 0,05, **p
< 0,01 calculado por teste t de Student bicaudal ndo pareado.

Para investigar em maiores detalhes as subpopulacbes de células T CD8*
exaustas geradas no curso da resposta a infeccdo crénica por LCMV-cll3, os
esplendcitos foram também analisados quanto a expressdo das moléculas de
superficie CD69 e Ly108 (Figura 50). Foi observado que células T CD8* antigeno-
especificas de animais Cbx4 T KO apresentaram frequéncias significativamente
maiores das populacfes de células T CD8* exaustas progenitoras em estagios de
menor e maior comprometimento com o fenétipo de exaustdo (CD69*Ly108* e CD69
Ly108*, respectivamente) em comparacdo aos animais controle (Cbx4"" (Figura
50B). Consequentemente, foi observada a tendéncia de menores frequéncias das
populacées em estagio intermediario de exaustdo (CD69°Ly108") e estagio terminal
de exaustdo (CD69*Ly108") (Figura 50B).

Esses resultados correlacionam positivamente com resultados prévios que
demonstram que células T CD8"* deficientes em Chx4 possuem regulacao positiva (ao
nivel transcricional) dos fatores de transcricdo Tcf-1 e Myb, associados com a geracao
de células T CD8" exaustas progenitoras. No entanto, quando analisado os niveis de
expressdo proteica de Tcf-1, ndo foi possivel ver esse aumento. Também ha
concordancia com a analise de expressao de receptores inibitérios, onde foi
observado em células T CD8* deficientes em Chx4 menores niveis de expressao de
PD-1, Lag-3 e Tim3 e menor frequéncia da populagéo positiva para os trés receptores,
caracteristica de células em estagio terminal de exaustdo. Outra concordancia é a
maior expressao de T-bet em células T CD8" deficientes em Cbx4, fator de transcri¢cao
associado aos estagios de ceélulas exaustas progenitoras em proliferacdo em células

exaustas intermediarias.

Em resumo, a analise fenotipica de células T CD8* deficientes em Chx4

diferenciadas em resposta a infeccdo cronica indicou por varios parametros que a
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auséncia do modulador epigenético Cbx4 provocou um desvio para um menor
comprometimento das células T CD8* com o fendtipo de exaustao, sendo observado
a regulacdo negativa de fatores associados ao fenoétipo de exaustdo terminal e o
aumento de subpopulactes de células T CD8* exaustas progenitoras.
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Figura 50. Analise subpopulacdes em diferentes estagios de exaustdo de células T CD8* de
animais Cbx4 T KO diferenciadas em resposta a infecc¢do viral crénica por LCMV. Os esplenécitos
de animais do grupo controle (“Cbx4%"" em preto) e animais Cbx4 T KO (“Cbx4M1Cd4cre”, em vermelho)
foram analisados por citometria de fluxo no 45° dia pés-infecgdo por LCMV-cl13 (4 x 10% UFP). (A)
Contour plot representativo da estratégia de gate utilizada para a definicao de subpopulacdes de células
T CD8* em diferentes estagios de exaustdo, caracterizadas pela expressdo das moléculas Lyl108 e
CD69. (B) Frequéncia da subpopulacéo de células T CD8* em diferentes estagios de exaustao. Dados
de um experimento independente (n = 5). Cada circulo representa um animal, barra representa o valor
de média do grupo. ns = ndo significativo, **p < 0,01 calculado por teste t de Student bicaudal ndo
pareado.

A analise fenotipica foi complementada com a analise dos niveis de expresséo
de fatores de transcricdo T-bet, Eomes e Tcf-1 (Figura 51). Células T CD8* antigeno-
especificas de animais Cbx4 T KO apresentaram maiores niveis de expressao de T-
bet de forma estatisticamente significativa quando comparadas com células de
animais do grupo controle (Figura 51A). A tendéncia de menores niveis de expressao
de Eomes e Tcf-1 nessas células também foi observada (Figura 51B, C).
Corroborando esses resultados, a razéo da expressao de T-bet sobre Eomes foi maior

em células T CD8" antigeno- especificas de animais Cbx4 T KO (Figura 51D).



171

Gate em CD8* H2-Db-gp33-41* @ Cbx4™ ou @ Cbx41Cd4Cre
A 15005 xs B 800, —= C 160, s Dw 5. 00625
Ly g §+$600—_§_ o120 §o 9 | o 2
= < 10004 8*° S, & S %g = % Emal g °
o ul * o o ® o0 oY
w E R £ 4007 - 804 ® ubJ H
Q | —_
8 = 5001 g2 5 T
P 3 S £ 200 = 40 ==
=< we -
O— 0-— o o

Figura 51. Analise da expressao de fatores de transcri¢cdo associados ao fen6tipo efetor ou de
memoéria em células T CD8* de animais Cbx4 T KO diferenciadas em resposta a infecgao viral
cronica por LCMV. Os esplendcitos de animais do grupo controle (“Cbx4"", em preto) e animais Cbx4
T KO (“Cbx4fMCd4ce” em vermelho) foram analisados por citometria de fluxo no 45° dia pés-infecgéo
por LCMV-cl13. Niveis de expressao, quantificados por gMFI, dos fatores de transcri¢cao (A, D) T-bet,
(B, E) Eomes e (G, H) Tcf-1 em células T CD8* LCMV-especificas nas subpopula¢cdes KLRG1* (A-C,
G) e KLRG1- (D-F, H). (C, F) Razédo dos valores de nivel de expressdao em gMFI dos fatores de
transcricéo T-bet e Eomes. Dados de um experimento independente (n = 5). Cada circulo representa
um animal, barra representa o valor de média do grupo. ns = ndo significativo, *p < 0,05, **p < 0,01,
***p < 0,001 calculado por teste t de Student bicaudal ndo pareado.

5.12.2 Andlise funcional (LCMV-cl13, 45° dia p6s-infeccéao)

Além da analise fenotipica, foi também avaliada a funcionalidade de células T
CD8* exaustas antigeno-especificas, observadas no 45° dia pos-infeccao por LCMV-
cll3, de animais Cbx4 T KO (Figura 52). Em resultados preliminares, nao foi
encontrada diferenca significativa na frequéncia da populacdo de células duplo-
produtoras de IFN-y e TNF (IFN-y*TNF*) quando comparados os dois grupos
analisados (Figura 52A, B). Quando avaliada a frequéncia das populacdes positivas
para IFN-y ou TNF, foi encontrada diferenca apenas na primeira, onde as células T
CD8* antigeno-especificas deficientes em Cbx4 apresentaram uma tendéncia de
maior frequéncia (Figura 52C, D). Os niveis de expressdo, medidos por gMFI,
acompanharam o mesmo padrao observado na frequéncia (Figura 52E, F). Quanto a
producédo da proteina citotoxica Granzima B, células T CD8* antigeno-especificas de
animas Cbx4 T KO apresentaram uma menor frequéncia de células positivas para
Granzima B. Porém, quando comparado os niveis de expressdo da molécula, as
células T CD8* deficientes em Cbx4 mostraram uma ligeira tendéncia de maior
producéo da proteina citotéxica, quando comparado com as células do grupo controle
(Figura 52G, H).
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Figura 52. Analise funcional de células T CD8* de animais Cbx4 T KO diferenciadas em resposta
ainfeccdo viral crénica por LCMV. Os esplendcitos de animais do grupo controle (“Cbx4%", em preto)
e animais Cbx4 T KO (“Cbx4MCd4ce”, em vermelho) foram isolados no 45° dia pés-infeccédo e
reestimulados ex vivo com o peptideo recombinante gp33-41 (0,2 pg/mL), na presenca de Brefeldina
A, por quatro horas. Em seguida, as células foram analisadas por citometria de fluxo. (A) Contour plot
representativo da gate utilizada para a definicdo das subpopula¢des de células T CD8* exaustas ha
andlise funcional. (B-D) Frequéncia de células T CD8* antigeno-especificas produtoras de IFN-y e/ou
TNF. (E, F) Niveis de expresséo das citocinas pro-inflamatérias IFN-y e TNF. (G) Frequéncia e (H) e
niveis de expressédo de Granzima B em células T CD8* antigeno-especificas. Dados de um experimento
independente (n = 5). Cada circulo representa um animal, barra representa o valor de média do grupo.
ns = nao significativo, *p < 0,05, **p < 0,01 calculado por teste t de Student bicaudal ndo pareado.

A andlise funcional de células T CD8* exaustas deficientes em Cbx4 em
resposta a infeccédo crénica ndo apresentou os mesmos resultados observados em
células T CD8* efetoras (infeccéo viral aguda primaria, no 8° dia pds-infeccédo, ou
diferenciadas in vitro para o fenaétipo tipo efetor), onde foi observada a tendéncia de
queda da expressao de citocinas pro-inflamatorias IFN-y e TNF, além da queda da
populacao duplo produtora de ambas as citocinas. Ao contrario, em células T CD8*
exaustas foi observado a tendéncia de aumento da expressao de ambas as citocinas
(sendo significativo para IFN-y) e da populacdo IFN-y*TNF*. Além disso, pode-se
notar a queda na frequéncia de células T CD8* exaustas antigeno-especificas
produtoras de Granzima B. Seguindo a hipdtese de que Cbx4 € um regulador negativo
do fator de transcricdo Myb, esses resultados se alinham apenas parcialmente com a
descricdo de que Myb regula negativamente a funcdo efetora pro-inflamatéria e
citotoxica em células T CD8* exaustas. Em conjunto, as evidéncias sugerem que o
impacto de Cbx4, e da sua deficiéncia, em células T CD8* € complexo e envolve
multiplos reguladores da diferenciacdo e funcdo dessas células, que podem estar

representados de forma distinta em tipos de resposta diferentes. Outros estudos
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explorando melhor o papel de Cbx4 na funcionalidade de células T CD8* em respostas
agudas ou cronicas, abordando tanto a modulacéo da funcéo efetora de células T
CD8* efetoras e exaustas, quanto o potencial de reativacdo de células de memoria
em respostas secundarias sdo necessarios, ndo somente para a melhor compreensao
dos mecanismos que regem esses processos, mas também para a melhoria de

estratégias imunoterapéuticas.

6 DISCUSSAO

Os resultados gerados no presente trabalho revelam que a proteina Chx4, que
pode atuar como subunidade do complexo epigenético cPRC1, participa do processo
de diferenciacao de células T CD8* inibindo o fenétipo de memoria. Em células T CD8*
deficientes em Cbx4, foi verificado um desvio para o fenotipo de memoria
caracterizado tanto por alteracdes no fenétipo quanto na expressao génica (Figura
53A). Cbx4 também atua como regulador positivo da funcéo efetora de células T CD8",
controlando a funcédo citotoxica e a producdo de citocinas pré-inflamatorias, e a
auséncia de Cbx4 provocou o prejuizo dessa funcéo (Figura 53A). Em concordancia,
a superexpressao de Cbx4 em células T CD8* provocou a diminuicdo da expressao
(tanto ao nivel proteico quanto ao transcricional) de moléculas de memoria (CD127 e
CD62L), o aumento da expressao de moléculas associadas ao fenétipo efetor (CD25)
e da producéo de citocinas pro-inflamatorias (Figura 53A).

Investigpamos ainda o mecanismo de atuacdo de Cbx4 na regulacdo da
diferenciacéo e func@o de células T CD8*: através da funcdo dependente de seu
cromodominio ou da funcdo dependente de seus dois motivos de interacdo com
SUMO (SIM). A superexpressdo de mutantes funcionais para cada um desses
dominios (AChromo e ASIM1-2) indicou que ambos sdo requeridos no controle da
diferenciacdo e funcéo de células T CD8*, embora a participagcdo no processo seja
principalmente dependente dos motivos SIM (Figura 53B). Também foi notado que
Cbx4 possui um importante papel no controle do ciclo celular, proliferagcdo e
sobrevivéncia de células T CD8*, principalmente de maneira dependente do

cromodominio (Figura 53B).

Além disso, Cbx4 esta envolvido na repressdo dos fatores de transcrigdo
Eomes (Eomes), Tcf-1 (Tcf7) e Myb (Myb), cruciais para o comprometimento com o

fendtipo de memoria e na manutencéo do potencial progenitor de células T CD8*
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(Figura 53A). A repressédo de Myb foi perdida na condi¢ao de superexpressao de Cbx4
ASIM1-2, corroborando a hipotese de que os motivos SIM possuem papel chave na
diferenciacdo de células T CD8*. Resultados preliminares também mostraram o
enriquecimento da deposi¢cdo de H2AK119Ub no TSS de Tcf7. Essa pode ser uma
evidéncia do recrutamento de cPRC1 para esse locus, o qual pode ser mediado por
Cbx4 de maneira cromodominio-dependente. A investigacdo de possiveis proteinas
alvo da funcdo SUMO E3 ligase mediada pelos dominios SIM de Cbx4 apontou para
alguns candidatos que poderiam estar envolvidos com a regulagéo da diferenciagao

de células T CD8*, no entanto mais estudos focados nesses alvos sS40 necessarios.

Por fim, a investigacdo do papel de Cbx4 na diferenciacédo de células T CD8*
em um contexto de resposta cronica revelou sua participacdo na determinacdo do
fendtipo de exaustdo. Os resultados sugerem que Cbx4 se opde a diferenciacéo para
o fendtipo de células T CD8™* exaustas precursoras, mais uma vez evidenciando o seu
papel na repressdo de um fenétipo menos terminalmente diferenciado e com
caracteristicas progenitoras (Figura 53C). A deficiéncia em Cbx4 provocou a
diminuicdo da frequéncia de células expressando multiplos receptores inibitérios
(PD1*Lag-3*Tim-3*) e dos niveis de expressdo destes receptores, caracteristicas
associadas a diferenciacdo terminal para o fenétipo de exaustdo. Em concordancia,
observamos o aumento da frequéncia de células T CD8* Trex € 0 aumento da
expressdo de T-bet, associado a populacdo de células T CD8* exaustas que retém

funcao efetora e capacidade proliferativa (Figura 53C).
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Figura 53. Resumo grafico dos principais resultados. Principais evidéncias levantadas na
investigacdo de células T CD8* deficientes em Cbx4 ou super expressando Cbx4 (WT ou formas
mutantes), diferenciadas in vitro ou em modelo de infec¢céo viral aguda ou cronica por LCMV. (A) A
deficiéncia em Cbx4 aumenta a expressdo de moléculas de superficie (CD127 e CD62L) e perfil
transcricional (Ex: Tcf7, Eomes, Myb) associados ao fenétipo de meméria. Em animais Chx4"1Cd4cCre
foi observada uma menor taxa da razdo T-bet/Eomes, indicando o favorecimento do fator de transcri¢céo
associado ao fenétipo de meméria. Também foi observada menor expressao de genes associados ao
fendtipo efetor e menor funcdo efetora, caracterizada, principalmente, na queda da producédo de
citocinas proé-inflamatérias. Em contrapartida, a superexpressdo de Cbx4 provocou a queda da
expressdo de CD127 (II7r) e CD62L (Sell) e 0 aumento da expressdo da molécula associada ao fenétipo
efetor CD25 (ll2ra) e da producgdo de citocinas. De forma contraintuitiva, a molécula associada ao
fenotipo efetor KLRG1 foi encontrada aumentada na deficiéncia em Cbx4 e diminuida na sua
superexpressao, porém a regulagdo dessa proteina pode estar associada a outros processos biolégicos
da célula T CD8* afetados por Cbx4, como o controle do ciclo celular. (B) Foi observado que Cbx4 atua
no controle da diferenciagdo no fenotipo efetor/memdria principalmente através dos seus motivos SIM
(seta continua) e parcialmente através de seu cromodominio (seta tracejada). No entanto, para o
controle do ciclo celular, proliferacdo e sobrevivéncia, este papel se alterna e o cromodominio € o
principal componente nessa regulacao. (C) Cbx4 também participa do controle da diferenciacdo de
células T CD8* em resposta imune crbnica, antagonizando a diferenciacéo para o fenétipo de células
T CD8* exaustas progenitoras (Trex) e favorecendo a diferencia¢@o no fenétipo de exaustéo terminal
(Tex), uma vez que na sua deficiéncia € observado o favorecimento da diferenciacao no fenétipo Trex.
A deficiéncia em Chbx4 também aumenta T-bet, associado a geracdo de células exaustas com
capacidade funcional aumentada.
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Diferentes modelos foram empregados para a investigacao do papel de Cbhx4
na diferenciacdo de células T CD8*. Além disso, a deficiéncia em Cbx4 foi induzida
em diferentes estratégias, por silenciamento com shRNA ou nocaute condicional por
sistema loxP-Cre. Embora tenha sido observada a reproducao consistente de algumas
das evidéncias centrais entre os diferentes modelos, alguns dos achados nédo foram
encontrados em todos os modelos, ou foram conflitantes. As evidéncias convergentes
e discrepantes encontradas a respeito da regulagédo de Chx4 sobre o processo de
diferenciacéo de células T CD8* para o fendtipo efetor ou de memoria serdo discutidas

em maiores detalhes a seguir.

6.1 Cbx4 reprime a diferenciacdo para o fendtipo de memadria e favorece a

diferenciacdo para o fenotipo efetor

De forma consistente, foi demonstrado que Chbx4 regula negativamente a
expressdo de moléculas de superficie associados ao fendtipo de memoaria e de genes
que integram a assinatura transcricional de células T CD8* de memdria e, portanto,
atua na repressao da diferenciacdo de células T CD8* nesse fenétipo. Em todas as
estratégias empregadas, a deficiéncia ou a superexpressdo de Chbx4 resultou no
aumento ou diminuicdo da expressdo do receptor CD127, respectivamente. Nos
modelos de diferenciagao in vitro, foi observado o papel regulador negativo de Chx4
sobre CD62L, marcador associado ao fen6tipo de memdria central (Figuras 23 e 36)
e em suporte a esse dado, a superexpressdao de Chbx4 provocou a reducdo da
frequéncia de células CD62L*CD127*.

A regulacdo dessas moléculas de superficie associadas ao fendtipo de
memoria ocorreu tanto no nivel proteico quanto transcricional. Foram detectadas
outras alteragBes na expressao génica de células T CD8* P14 deficientes em Cbx4
em resposta a LCMV-Arm, com destaque para o aumento da expressao dos fatores
de transcricdo associados ao fenotipo de memoéria Tcf7, Eomes e Myb e reducao de
genes associados ao fendtipo efetor, como Klrgl, Cx3crl, Prfl, Runxl e Zeb2,
sugerindo um desvio para um perfil transcricional associado ao fenotipo de meméoria.
Essa hipodtese foi testada e corroborada pelo enriquecimento da assinatura génica de
células T CD8" Tmrec nos DEGs achados na comparacédo de células T CD8* P14
deficientes em Cbx4 com células T CD8* P14 controle. Além disso, foi comprovado

que essas alteragbes ndo decorriam do aumento da populacdo de células T CD8*
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Twmpec na condigéo de deficiéncia, e sim de uma alteragéo global em todas as células

deficientes em Cbx4.

A anélise da expressao de Tcf7 em células T CD8* policlonais diferenciadas in
vitro para os fendtipos tipo efetor ou tipo memoria revelou 0 aumento da expressao do
fator de transcricAo apenas na segunda condicdo, corroborando em parte o0s
resultados encontras na analise de RNA-Seq. Uma possivel explicacdo € a de que a
forte sinalizagcdo empregada para a ativacdo e diferenciagéo in vitro para o fenétipo
tipo efetor provoca um fenétipo robusto mascarando ou neutralizando o efeito causado
pela deficiéncia em Cbx4. Em linha com essa hipotese, a analise fenotipica dessas
células revelou um efeito mais potente de aumento das moléculas CD127 e CD62L
em células T CD8* polarizadas para o fenétipo tipo memdria. Esse resultado também
evidencia que Tcf-1 ndo € o Unico regulador determinante para o controle da
diferenciacdo de células T CD8* de memdria. Por exemplo, o gene Eomes é visto
regulado positivamente na analise de RNA-Seq de células silenciadas para Cbx4 e a
analise da expresséao génica por RT-qPCR de células T CD8* P14 super expressando

Cbx4 mostrou a reducdo da expressao de Eomes, mas nao de Tcf7.

6.1.1 Discrepancia entre os modelos: Condi¢cdes diferentes de ativacao e
diferenciacdo de células T CD8*

Um ponto de divergéncia importante foi visto entre os resultados encontrados
na estratégia de transferéncia adotiva de células T CD8* P14 com silenciamento de
Cbx4 com os efeitos encontrados no nocaute condicional de Cbx4 em células T CD8*
policlonais diferenciadas em resposta a infec¢éo viral aguda por LCMV. Embora tenha
sido observado o aumento da frequéncia e nimero absoluto de células T CD8* Twpec
e células duplo positivas para KLRG1 e CD127, e diminui¢do para a subpopulacdo de
células T CD8* TsLec, na estratégia de silenciamento durante a fase aguda da infec¢éo
(8° dia pos-infeccdo), o mesmo nao foi detectado no modelo de nocaute condicional
no mesmo tempo de resposta. Ao invés disso, esse efeito foi verificado na fase tardia

(na analise do 60° dia pos-infeccao).

Uma das possiveis explicacdes é a de que essas diferencas sdo derivadas das
condicbes de ativagcdo e diferenciacdo distintas entre os modelos utilizados nos
experimentos. Na abordagem de deficiéncia em Cbx4 em células T CD8*, estas foram
uniformemente ativadas in vitro através do forte estimulo com anticorpos agonistas

para a proteina CD3{ do complexo TCR e para o receptor co-estimulatério CD28,
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representando uma condicdo artificial em comparacdo a condicdo complexa e
dindmica de sinais presentes no microambiente de ativac&o in vivo. Somado a isso,
na estratégia de transferéncia adotiva, as células ativadas e transduzidas in vitro foram
transferidas em alto nUmero para animais recipientes, o que estabelece uma dindmica
de resposta imune diferente da resposta conduzida por células T CD8* antigeno-

especificas enddgenas.

E descrito na literatura que a cinética e magnitude da resposta imune de células
T CD8* transgénicas transferidas adotivamente € diferente da exibida por células
enddgenas em uma maneira dose-dependente (BADOVINAC; HARING; HARTY,
2007; MARZO et al., 2005). Além disso, o numero de células T CD8* transgénicas
transferidas adotivamente para animais desafiados em modelo de infeccdo aguda
também é um fator decisivo para a diferenciacdo destas células (BADOVINAC;
HARING; HARTY, 2007; MARZO et al., 2005). Em acréscimo, um maior nimero de
células T CD8"* respondedoras pode estar associado a maior eficiéncia de eliminacao
do patégeno (EHL et al., 1998), levando a reducdo da exposicdo ao antigeno,
encurtamento da duracdo da infeccdo e consequente diminuicdo da sinalizagéo
associada a esses fatores, o que pode alterar a diferenciacdo de células T CD8*
(BADOVINAC; HARTY, 2007; CUl et al., 2009; JOSHI et al., 2007; KAECH; CUI, 2012;
PRLIC; HERNANDEZ-HOYOS; BEVAN, 2006). Dito isso, a resposta de células T
CD8* transgénicas transferidas adotivamente e a resposta mediada por células T
CD8* policlonais enddégenas possuem uma sinalizacdo antigénica e inflamatoria
distinta e, consequentemente, processos de diferenciacdo no fenétipo efetor ou de

memoria também distintos.

Considerando que a fungéo de Cbx4 no mecanismo molecular de diferenciagao
de células T CD8" poderia ser modulada pela sinalizacdo associada ao processo de
ativacdo e pelos sinais inflamatérios expostos as células no curso da resposta, é
possivel conjecturar que as condi¢cdes diferentes de ativacdo e diferenciagédo
impactem o efeito observado pela deficiéncia deste modulador epigenético. Em
suporte a essa ideia, diversos trabalhos ja relataram a ativacéo ou a funcao de outras
proteinas Polycomb acoplada a sinalizacdo do complexo TCR, como Ezh2, Cbx7,
Pcgf2 e Jarid-2 (DOBENECKER et al., 2018; HOD-DVORAI et al., 2011; LI et al.,
2014b; PEREIRA et al., 2014).
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Outro aspecto distinto entre os experimentos utilizando células T CD8* P14 e
policlonais é que na populacdo policlonal encontram-se clones de células T CD8*
especificos para outros epitopos imunodominantes (np396-404 e gp34-43) ou
subdominantes (gp276-286) do LCMV além das células T CD8" especificas para o
peptideo gp33-41 (especificidade representada pela célula T CD8* transgénica P14)
(HERRATH; WHITTON, 2000; WHERRY et al., 2003). A resposta dos diferentes
clones, apesar de semelhante, possui diferencas notaveis em relacdo ao potencial
proliferativo e funcéo efetora, como a capacidade citotoxica e produgdo de citocinas
pré-inflamatérias IFN-y e TNF (WHERRY et al., 2003), o que indica também diferencas
na sinalizacdo associada ao reconhecimento do antigeno. Dessa maneira, seguindo
a hipétese de que a ativacdo ou recrutamento da funcdo de Chbx4 esta abaixo da
sinalizacao via TCR, um fator que pode colaborar para a discrepancia nos resultados
€ a presenca de respostas derivadas pelo reconhecimento de epitopos diferentes na
populacdo de células T CD8* policlonais. Para esclarecer esse ponto, novos
experimentos analisando populacées de células especificas para outros epitopos
imunodominantes em animais Cbx4 T KO poderiam revelar se os efeitos causados
pela deficiéncia deste modulador epigenético estdo relacionados a forca de

sinalizacao intrinseca ao TCR associados ao epitopo do virus.

6.1.2 Discrepancia entre os modelos: Efeitos compensatérios no modelo de
Cbx4 T KO (Cbx4WflCd4Ccre)

Uma outra explicacdo para a discrepancia entre os diferentes modelos usados
aqui é a de que no modelo animal de nocaute condicional de Cbx4 haja compensacao
funcional da proteina por outra isoforma da proteina Chromobox, que poderia tomar
seu lugar na composi¢cdo do complexo epigenético cPRC1 (GAO et al., 2012; MELO
et al., 2022). Ja foi relatado anteriormente na literatura que isoformas de Cbx podem
compensar a fungdo uma da outra. Por exemplo, a funcéo de Cbx7 em células-tronco
embrionarias murinas poderia ser substituida por Cbx2, Cbx4 ou Cbx8 (MOREY et al.,
2012; O'LOGHLEN et al., 2012). No entanto, essa compensacao contemplaria apenas
a funcdo de Chx4 desempenhada em cooperagédo com o cPRC1, o recrutamento do
complexo para areas marcadas por H3K27me3 mediado pelo cromodominio
(BERNSTEIN et al., 2006), uma vez que Cbx4 € a unica isoforma de Chromobox
(identificada até o presente momento) onde foram descritos motivos SIM (KAGEY;
MELHUISH; WOTTON, 2003; MERRILL et al., 2010). Sendo assim, a funcéo E3
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SUMO ligase ou sinalizacdo mediada pela interacdo com SUMO permaneceriam

ausentes mesmo caso ocorra a compensa(;éo.

Em suporte a essa hipoétese, ja foi relatado que Cbx2 regula a proliferacéo e
desenvolvimento de timocitos, e em timocitos DN3 esta isoforma de Chromobox se
liga ao locus genémico do inibidor do ciclo celular Cdkn2a em parceria com outro
componente do cPRC1, Pcgf4 (Bmi-1), atuando na manutengédo da sua repressao
mediada por H3K27me3 (CORE et al., 1997; MIYAZAKI et al., 2008). Também é
conhecido que Cbx7 atua em células T CD4* maduras regulando negativamente o
processo de apoptose dessas células através da repressdo do gene para a proteina
pro-apoptoética FasL/CD95L (LI et al., 2014b). Portanto, existem evidéncias da atuacéao
de outras proteinas Cbx em timécitos e em células T maduras, sugerindo que as
proteinas Cbx capazes de compor o cPRC1 (Cbx2, Cbx4, Cbx6, Cbx7 ou Cbx8)
podem atuar de forma redundante e compensar a auséncia uma da outra nesta

linhagem.

Resultados preliminares do nosso grupo mostraram que ha maior expressao
génica (quantificada por RT-gPCR) de Cbx2 e Cbx8 em células T CD8* naive de
animas Cbx4"Cd4c® em comparacdo a animais controle (Cbx4"" (dados néo
mostrados). Mais experimentos estdo sendo planejados para a validacdo desses
resultados, quantificando a expresséo génica e proteica das outras isoformas de Cbx
gue integram o cPRCL1 tanto no estado de célula T CD8* naive quanto ap0s a ativacéo

das células.

Além disso, uma perspectiva para o futuro do projeto é a caracterizacdo do
perfil de expressado de proteinas Polycomb em células T CD8* por abordagens de
protedmica. Pouco € conhecido sobre a composi¢cdo dos complexos em células T
CD8* e os relatos descrevem a atuacdo de uma ou poucas subunidades em
cooperacdo (MELO et al., 2022). Através da co-imunoprecipitacdo de proteinas
associadas a uma determinada proteina Polycomb (por exemplo, Cbx4, Ringla/b ou
Ezh2) é possivel investigar a possivel composicao e a identificagdo da variante do
complexo PRC. Essa € uma informacéo crucial para o entendimento dos mecanismos
moleculares mediados por proteinas Polycomb, uma vez que ha uma grande
heterogeneidade na composicdo dos complexos e as diferentes variantes podem
exercer funcdes diferentes (BLACKLEDGE; KLOSE, 2021; PIUNTI; SHILATIFARD,
2021).
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6.2 Cbx4 regula a geracdo e manutencao de células T CD8* de memoaria

Nossos resultados mostraram que Cbx4 regula a geracdo da populacédo de
células T CD8" de memdria em resposta a infeccdo viral aguda por LCMV. Foi
observado o aumento significativo em frequéncia e nimero de células T CD8* P14
Twmrec (KLRG1'CD127%) no 8° dia pds-infecgéo na estratégia de deficiéncia em Cbx4
e 0 aumento significativo do niamero de células T CD8* de memoéria (KLRG1-CD127*)
no 60° dia pés-infeccdo na estratégia de nocaute condicional. Esses achados se
alinham com outros resultados que mostram o aumento da expressao génica dos
fatores de transcricdo associados ao fendtipo de memoria, Tcf7, Eomes e Myb, e o
favorecimento da expresséo proteica de Eomes na razdo com a expressao do fator
de transcricdo T-bet. Outra evidéncia que sugere o favorecimento da geracao de
células T CD8* de memdria é a queda de CXCRS3, receptor associado ao fenétipo de
memoria efetora. No entanto, a associacdo de CXCR3 com o fendétipo efetor ou de
memoria é controversa e dependente de contexto. Algumas evidéncias mostram que
a expressao do receptor pode estar associada a diferenciacéo terminal de células T
CD8*, porém outras mostram que a expressao do receptor é necessaria para a
geracdo de memodria protetora (ARSENIO et al., 2014; KOHLMEIER et al., 2011,
KURACH I et al., 2011; SLUTTER et al., 2013).

Corroborando as evidéncias encontradas nos modelos de deficiéncia, a
superexpressdo de Chx4 em células T CD8* P14 polarizadas para o fenétipo tipo
memoaoria in vitro provocou a diminuicdo na frequéncia de células T CD8* com fenétipo
de memodria central (CD127*CD62L"), e a diminuicdo da expressdo de ambos as
moléculas tanto no nivel proteico quanto transcricional. Nos modelos de diferenciagéao
in vivo em resposta a infecgéo viral aguda por LCMV foram obtidos resultados menos
claros em respeito a esse efeito. Foi observada uma discreta tendéncia de reducgéo
no numero absoluto de células T CD8* Twmrec € no nivel de expressdo de CD127 na
condicao de superexpressao de Chx4 (Cbx4 OE). Em contrapartida, ndo foi observado
0 aumento de células T CD8* TsLec, 0 que era esperado seguindo a hipétese de que
Cbx4 promoveria a diferenciacéo para este fenotipo. Em vez disso, foi observado o
aumento da frequéncia de células T CD8* efetoras precoces (KLRG1 CD1277), com

tendéncia de aumento no numero de células nessa populacao.

Seguindo os resultados de que a superexpressao de Chbx4 aumenta a

funcionalidade das células T CD8" in vitro, uma possivel razdo para explicar esse
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resultado visto no modelo in vivo é a alteracao na cinética e dinamica da resposta de
células T CD8" por conta de uma eliminagcdo mais rapida do virus. Como ja
mencionado anteriormente na introducdo e na discussdo, a duracdo dos sinais
antigénicos e inflamatorios modula a diferenciagdo das células T CD8* e é possivel
gue o ganho na funcionalidade de células T CD8* super expressando Cbx4 possa ter
resultado na eliminacéo do virus em um tempo tdo curto. Assim, o cessar de sinais
inflamatoérios precoce teria provocado o atraso na diferenciagdo, sobretudo em um
modelo onde ha a transferéncia adotiva de um numero alto de células. Novos
experimentos de infec¢cdo viral aguda por LCMV em camundongos controle e
Cbx4"1Cd4Ccre estdo em andamento para a andlise da carga viral no soro e baco dos
animais em tempos mais precoces no curso da infeccdo, a fim de verificar se ha de
fato uma eliminacdo mais rapida do patégeno. Além disso, mais estudos com
alteracdes no numero de células transferidas adotivamente ou utilizando outros

modelos de infec¢do sdo necessarios para a melhor conclusdo desse efeito.

6.2.1 Cbx4 controla a populacao de células KLRG1*CD127*

No modelo de resposta viral aguda, tanto na fase aguda quanto na fase crénica,
foi observado o aumento da populacdo duplo-positiva para as moléculas KLRG1 e
CD127. Em paralelo, e concordando com esses achados, a superexpressao de Cbx4

provocou a reducao da frequéncia dessa populagao.

Anteriormente era descrito na literatura que as células T CD8* KLRG1*CD127*
representavam uma subpopulagdo com potencial limitado de geracdo de células T
CD8* de memdria de longa vida e que, apds longos periodos pos-infeccdo, uma
grande parte da populagéo é eliminada (JOSHI et al., 2007; VOEHRINGER et al.,
2001). No entanto, um estudo recente demonstrou que em respostas primarias parte
da populacédo de células T CD8* KLRG1*CD127*, que acreditava-se ser eliminada,
perde a expressao de KLRG1 durante a fase de contracdo e da origem a todos os
subconjuntos de células T CD8* de memadria, memoria central, efetora e residente
(HERNDLER-BRANDSTETTER et al., 2018). A diferenciacao e plasticidade de células
T CD8* que perdem a expressao de KLRG1 (exKLRG1) é dependente de alteracdes
na acessibilidade da cromatina de genes envolvidos tanto com o fenétipo efetor (Klrg1,
Cx3crl, Gzma) quanto fenétipo de memoaria (llI7r, Tcf7, Bach2) ou genes importantes
para a funcionalidade de células T CD8* (l12). Foi visto também que células T CD8*

exKLRG1 apresentam niveis de expressdo e de acessibilidade de cromatina
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intermediarios para todos esses genes em comparacdao com ceélulas T CD8* que
mantém expressao de KLRG1 ou células T CD8* de memodria que nunca expressaram
KLRG1.

A anadlise do perfil transcricional por RNA-Seq mostrou que entre 0s genes
diferencialmente expressos em células T CD8* deficientes em Chx4 encontravam-se
regulados negativamente Klrgl, Cx3crl e Gzma, e regulados positivamente II7r e
Tcf7. Além disso, analises preliminares do ATAC-Seq mostraram que células T CD8*
deficientes em Cbx4 também apresentaram acessibilidade diferencial nos genes
Klrgl, Cx3crl (menor acessibilidade) e Tcf7 (maior acessibilidade). Esses resultados
indicam que Cbx4 controla a expressédo e acessibilidade de parte dos alvos que
também sdo regulados durante o processo de diferenciacdo de células T CD8*
KLRG1*CD127".

Dessa maneira, em conjunto com o aumento na frequéncia de células T CD8*
KLRG1*CD127* na condigéo de deficiéncia em Cbx4, nossos dados indicam que Chx4
pode estar envolvido ou pode impactar o processo de diferenciacédo de células T CD8*
KLRG1*CD127*, uma vez que sua auséncia promove a retencao das células T CD8*
duplo positivas nesse estado ou 0 aumento da geragdo dessa populacdo. E possivel
que a proteina Chx4 tenha participacdo no ajuste fino do mecanismo de repressao de
genes associados ao fenétipo de memoria e ativacdo de genes associados ao fenotipo
efetor para que sejam estabelecidos os niveis intermediarios requisitados para o
fendtipo exKLRG1. Assim, a deficiéncia em Cbx4 poderia impedir a diferenciacéo para
o estado exKLRG1 e promoveria a aquisicdo de um fenétipo e perfil transcricional

associado ao fenétipo de meméria.

6.2.2 Cbx4 regula o ciclo celular, sobrevivéncia e proliferacdo e pode estar
envolvido com a senescéncia de células T CD8*

Uma outra hipotese para explicar o aumento da populagéo de células T CD8*
KLRG1*CD127* na deficiéncia em Cbx4, e a diminuicdo na superexpressao de Cbx4,
€ a de que a regulacdo de KLRG1 seja um efeito independente do processo de
diferenciacdo de células T CD8*. Um resultado que da suporte a isso € que a
superexpressdo de Chx4 promove a queda na expressdo de KLRG1, molécula
associada ao fenétipo efetor, em células T CD8* P14 em fase aguda da infeccdo por
LCMV-Arm, o que foi diferente do esperado, uma vez que a nossa hipotese inicial era

de que Cbx4 favorecia a diferenciacao para o fenotipo efetor. Uma hipétese alternativa
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€ a de que a regulacédo do marcador KLRGL1 pela proteina Cbx4 estaria na verdade

associada a um controle do processo de senescéncia replicativa nestas células.

A molécula de superficie KLRG1 € um receptor inibitorio, principalmente,
expresso em células T e células NK que se liga a moléculas de E-, N- ou R-caderinas
e possui em sua porcao citoplasmatica dominio ITIM (BORYS et al., 2022). Antes de
estar associada ao fendtipo de células T CD8* efetoras de vida curta, era estabelecido
na literatura que a expressao de KLRG1 caracterizava células T CD8* terminalmente
diferenciadas e senescentes (VOEHRINGER et al, 2001; VOEHRINGER;
KOSCHELLA; PIRCHER, 2002).

E demonstrado que um importante controlador da senescéncia de células T
CD8* é a proteina Polycomb Pcgf4 (Bmi-1), subunidade que compde o cerne do
complexo cPRC1 (HEFFNER; FEARON, 2007). A funcao de Pcgf4 como controlador
da senescéncia € bem estabelecida em diversos tipos celulares, incluindo células
embrionérias, precursores hematopoiéticos e células tumorais, atuando na regulacéo
transcricional do gene Cdkn2a, codificante para os reguladores do ciclo celular p16'"k4a
e p19~". Foi descrito ainda que a expresséo de Pcgf4 é induzida através da sinalizacéo
via complexo TCR e de IL-2 e associada a maior capacidade proliferativa, enquanto
correlaciona negativamente com a expressdo de KLRG1, p16'™4a e p19A™. Além disso,
como citado anteriormente, a proteina Cbx2 também participa da regulacdo de
Cdkn2a em timécitos DN3 (MIYAZAKI et al., 2008).

Adicionalmente, Cbx4 controla o processo de senescéncia em diversos tipos
celulares, incluindo células-tronco epiteliais e mesenquimais humanas, e fibroblastos
(CHEN et al., 2022; LUIS et al., 2011; REN et al., 2019). Também é bem relatado que
Cbx4 regula a capacidade proliferativa e pluripotente de diversos tipos de células,
como por exemplo, células epiteliais do timo e da pele (queratinécitos), e diversos
tipos de células tumorais (JIANG et al., 2020; LI et al., 2022; LIU et al., 2013;
MARDARYEYV et al., 2016; WANG et al., 2021; ZENG et al., 2018). Dessa maneira,
Cbx4 poderia ser um regulador epigenético acionado pela sinalizacdo associada a
ativacdo da célula T CD8*, tal qual Pcgf4, que trabalha para a manutencdo da
capacidade proliferativa e de regeneracéo, se opondo a mecanismos de inibicdo do
ciclo celular e ao processo de senescéncia replicativa, que tem como principais
condutores os produtos de Cdkn2a (AKBAR; HENSON, 2011). Como consequéncia,

a deficiéncia em Chbx4 provocaria o interrompimento da progressao do ciclo celular,
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perda da capacidade proliferativa e aumento da morte celular. Essa hipotese ganha
suporte com a observacdo de que células T CD8" deficientes em Chx4 polarizadas
para o fendtipo de memoria in vitro apresentaram maior frequéncia de células
apoptoéticas e necréticas, caracterizadas pela marcagdo com Anexina-V e 7-AAD, e
de células em fase sub-GO/G1l. Também em convergéncia com a hipétese, foi
detectado no RNA-Seq de células T CD8* P14 deficientes em Cbx4 o aumento da
expressdo de genes associados a via de resposta a dano de DNA (H2afx, Rad51,
Chek1, Brcal, Cdc25c), ativada no processo de senescéncia (dados ndo mostrados).

De forma contraintuitiva, as analises de RNA-Seq de células T CD8* P14
deficientes em Cbx4 mostraram a regulacao positiva de diversos genes relacionados
a progressdo do ciclo celular (quinases dependentes de ciclinas e ciclinas) e
proliferacédo (associados aos processos de mitose e segregacdo de cromossomos). A
analise de ciclo celular em células T CD8" deficientes em Cbx4 polarizadas para o
fenotipo de memoria in vitro também mostraram o aumento da frequéncia de células
em fase S e G2/M, referentes as etapas de duplicacdo do material genémico e preparo

e execucao da mitose, respectivamente.

Uma possivel explicacdo para esse conjunto de resultados é que a deficiéncia
em Cbx4 poderia induzir uma maior progressao no ciclo celular de células T CD8* e,
em consequéncia de uma divisao celular mais intensa, a regulacéo positiva da via de
reparo ao dano de DNA. A ativacdo dessa via de sinalizacdo poderia ser suficiente
para a inducdo de alteracdes fenotipicas associadas a senescéncia replicativa, como
a alta expressdo de KLRG1. Dessa maneira, em células T CD8" diferenciadas in vitro
para o fendtipo tipo memoria, os efeitos provocados pela inducdo da progressao no
ciclo celular e a consequente sustentacdo da via de resposta ao dano de DNA
provocariam o aumento da morte dessas células. E possivel que esse aumento de
morte celular ndo tenha sido detectado em células T CD8* deficientes em Cbx4
polarizadas para o fenotipo tipo efetor por conta de uma maior taxa de proliferagéo,
de maneira que a curva de expansado de células se manteve igual a visualizada para
células do grupo controle. Além disso, outro aspecto que precisa ser conciliado e
exp0e a necessidade de investigacdes mais profundas a respeito dessa regulacédo é
que a superexpressao de Cbx4 ndo provoca alteracdo na expanséao de células T CD8*
de animais Cbx4 T KO ou animais do grupo controle. Ensaios focados na investigagao

da proliferacdo de células T CD8* deficientes ou super expressando Cbx4
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diferenciadas in vitro para o fendtipo tipo efetor ou tipo memoria utilizando a

incorporacéo de CFSE estédo sendo planejados para compreender melhor esse efeito.

Nosso grupo também observou que Cbx4 participa do controle da
sobrevivéncia de células T CD8* visto que sua superexpressao com cromodominio
inativado (AChromo) provoca um aumento significativo na morte celular de células T
CD8* polarizadas para o fenotipo tipo memoria. Esse efeito foi observado tanto na
superexpressdo de Cbx4 AChromo em células T CD8* Cbx4 T KO quanto em células
do grupo controle, sugerindo que esse mutante funcional de Cbx4 provoque um efeito
dominante negativo sobre Cbx4 enddégena nas células do grupo controle ou sobre a
isoforma de Cbx4, que eventualmente tenham compensado sua funcdo nas células
deficientes para Cbx4. De forma notavel, esse resultado também indica que a fungéo
gue Cbx4 exerce sobre o controle da sobrevivéncia de células T CD8"* é dependente
do cromodominio, reforcando a hipotese de que Cbx4 poderia atuar na repressao de
inibidores de ciclo celular e genes pré-apoptoéticos compondo cPRC1 e conectando a
atividade de ambos os complexos cPRC1 e PRC2.

Por fim, a investigacéo do perfil de proteinas diferencialmente SUMOiladas na
comparacao de células T CD8* deficientes em Cbx4 e do grupo controle revelou que
alguns dos candidatos a alvo da funcdo SUMO E3 ligase de Cbx4 nessas células sdo
proteinas que participam do controle do ciclo celular. As proteinas candidatas a serem
alvo de SUMOilacéo por Cbx4 encontradas na abordagem protebmica e que estao
envolvidas com a regulacdo de processos associados ao ciclo celular, proliferacéo e
sobrevivéncia foram Tnrlb e Ddx3x.

Tnrlb (também chamada de Tnfr2) e Ddx3x se apresentam diferencialmente
SUMOiladas na comparacao de células T CD8" deficientes para Cbx4 com células do
grupo controle. E relatado que Tnrlb cumpre func¢des distintas em células T CD8*,
que inclui a sinalizacdo para promocéo da proliferacdo e sobrevivéncia de células T
CD8* em respostas primarias, a regulagédo da secrecao de citocinas pré-inflamatorias
e Granzima B e a ativacao de vias de apoptose (YE et al., 2018). Da mesma forma,
Ddx3x também é uma proteina multifuncional e diversos relatos demonstraram sua
participagdo em diferentes processos associados a regulacdo transcricional,
processamento de RNA e controle do ciclo celular (MO et al.,, 2021). Mais
experimentos focados na atividade dessas proteinas sao necessarios para identificar

se elas séo de fato alvo da funcdo SUMO E3 ligase de Cbx4 e, caso sejam, delimitar
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guais mecanismos que essas proteinas desempenham estdo sendo regulados pela

proteina Polycomb.

As evidéncias levantadas aqui mostram que a proteina Polycomb Chx4 possui
um papel importante na regulacéo do ciclo celular, proliferacdo e sobrevivéncia de
células T CD8*. Diferentes resultados mostraram que a auséncia de Cbx4, em
particular de sua funcdo dependente de cromodominio, impactam negativamente a
sobrevivéncia de células T CD8"* diferenciadas para o fendtipo tipo memodria in vitro.
Em contraste a auséncia de Cbx4 também provocou o aumento da expressédo de
genes associados a progressao do ciclo celular, divisao celular e genes que participam
da via de resposta ao dano de DNA, além de aumentar a frequéncia de células em
fase S e G2/M. Esses efeitos podem estar relacionados a regulagéo de inibidores do
ciclo celular, como as proteinas p16'"™“4a e p19~" a modulacdo da atividade de
proteinas associadas ao controle do ciclo celular e ao aumento da expressao de
fatores de transcricdo associados a capacidade proliferativa e pluripotente, como Tcf-
1, Eomes e Myb.

Com todas essas questfes em aberto, sdo necessarios mais experimentos
aprofundando a investigacao de quais 0s mecanismos associados ao controle do ciclo
celular séo impactados por Cbx4 em células T CD8*. Um dos préoximos objetivos do
grupo € interrogar se a alteracdo em Cbx4 poderia provocar uma maior suscetibilidade
da célula T CD8* ao processo de senescéncia replicativa (como indicado pela maior

expressdo de KLRG1 e maior apoptose).

6.3 Cbx4 regula a diferenciacdo de células T CD8* principalmente através de

seus motivos de interacdo com SUMO e parcialmente através do cromodominio

No modelo de diferenciacdo in vitro polarizando as células para um fenaotipo
tipo memoria, como ja citado, a superexpressao de Cbx4 em células T CD8* do grupo
controle (Cbx4"™) ou deficientes para Cbx4 (Cbx4"1Cd4C) promove a repressdo do
fenétipo de memdria central (CD62L*CD127*) e da expressdo a nhivel proteico e
transcricional das moléculas CD127 (lI7r) e CD62L (Sell), enquanto é observado o
oposto para as moléculas de fendtipo efetor CD25 (e para o gene ll12ra) e CXCRS. A
superexpressao dos mutantes funcionais AChromo ou ASIM1-2 mostrou que esse
efeito era parcialmente dependente do cromodominio, uma vez que a sua inativagdo

recuperava apenas parcialmente o fenétipo da condicdo controle, e principalmente
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dependente dos SIM, ja que nao foi observada diferenca significativa na frequéncia
de células de memodria central entre essa condicdo e a condicao de deficiéncia em
Cbx4. Inclusive, foi detectado um aumento da frequéncia da populagéo de células de
memoria central quando Cbx4 ASIM1-2 foi super expresso em células T CD8*
controle. Uma possivel explicacdo para esse aumento na frequéncia da populacao de
memoria central em células T CD8™* controle super expressando Cbx4 ASIM1-2 é que
a construcéo de Cbx4 mutante exdgena pode provocar um efeito dominante negativo
sobre Cbx4 enddgeno, mimetizando a sua deficiéncia.

Para entender o papel dos diferentes dominios na regulacdo dos fatores de
transcricdo que se mostraram alterados na deficiéncia em Chx4, a expresséo génica
de T-bet (Tbx21), Eomes (Eomes), Tcf-1 (Tcf7) e Myb (Myb) foi analisada em células
super expressando os mutantes funcionais de Cbx4. Em relacéo a analise de Thx21,
Eomes e Tcf7, poucas alteracdes foram significativas, comparando as diferentes
condi¢cdes de superexpressdo com a sua respectiva condicdo controle. Quanto a
tendéncia de alteracdo vista para a superexpressado de Chx4 selvagem, o resultado
corroborou com os achados prévios de que Chx4 estaria envolvido na regulacdo
positiva de genes associados ao fenotipo efetor e regulacdo negativa de genes
associados ao fenotipo de memdéria. No entanto, quanto ao padrao de alteracéo
observado para as condi¢cdes de superexpressao de mutantes funcionais, foram
obtidos resultados ndo significativos e mais experimentos sao necessarios para
esclarecer a participacédo de cada dominio na regulacdo desses fatores de transcricao.
Por fim, a andlise da expressao de Myb nas diferentes condi¢cdes de superexpressao
de Cbx4 mostrou um padrdo que se alinha com os demais resultados. A
superexpressao de Cbx4 selvagem provocou a diminuicdo da expresséo desse fator
de transcricdo, em concordancia com o que € visto no silenciamento (no modelo de
diferenciagéo in vivo e in vitro) e nocaute de Cbx4. Em concordancia com a analise
fenotipica, € observado que a expressao de Myb é inibida por Cbx4 através de uma
funcdo dependente de SIM, uma vez que sua expressao retorna aos niveis
encontrados na condi¢cdo controle quando ha a superexpressao de Cbx4 ASIM1-2,
sugerindo que esse fator de transcricdo pode ser regulado por uma via de sinalizacao
por SUMO integrada por Cbx4.

O papel de Cbx4 na regulagédo da expresséo génica de Tcf-1 é menos claro.

Foi observado que a deficiéncia em Cbx4 em células T CD8* promove o aumento da
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expressdo de Tcf7, porém apenas em modelos de silenciamento. Em modelos de
deficiéncia em Cbx4 por nocaute condicional ndo é visivel a regulacao positiva da
proteina Tcf-1 e, em concordancia, a superexpressdo de Cbx4 ndo provoca a
diminuicdo da expressdo génica desse fator de transcricgdo. Como ja discutido, é
possivel que o modelo de nocaute condicional ndo reproduza os efeitos encontrados
na estratégia de silenciamento por conta da compensacao de Chx4 por outra isoforma
de Cbx. Essa hipotese pressupde que a regulacdo exercida por Cbx4 seja mediada
pela participagcdo dessa proteina no complexo cPRC1, onde sua funcdo seria
intercambiavel por outra isoforma de Cbx. De fato, nossos resultados preliminares de
ChIP-gPCR d&o suporte a essa hipotese, onde foi observado o enriquecimento da
marca de cPRC1, H2AK119Ub, na TSS de Tcf7. No entanto, ndo é possivel descartar
que a funcdo de Cbx4 dependente de SIM também participe da regulacdo de
mecanismos relacionados as modificacdes pos-traducionais de histonas através da

interacdo com outros moduladores epigenéticos.

Além das proteinas ja& mencionadas nessa discussdo que poderiam ter uma
participacdo importante na regulacdo do ciclo celular de células T CD8*, outros
candidatos de serem alvo de SUMOilacdo Chx4 que poderiam contribuir para a
regulacao da diferenciacdo destas células sdo as proteinas Ddx3x, Alrf2 e Tpr, todas
envolvidas com a regulacdo transcricional, em particular com processos de
processamento e transporte de mRNA (MO et al., 2021; SCOTT et al., 2019; SNOW,
PASCHAL, 2014). Além disso, Ddx3x é uma proteina multifuncional com diversas
outras funcdes que poderiam estar envolvidas com o processo de diferenciacéo de
células T CD8*, como a cooperacdo com NF-kB e Irf-7 (fatores de transcricdo
importantes na ativacao de células T CD8*). Ddx3x também pode atuar como sensor
de RNA viral e sua SUMOilacdo poderia estar envolvida com fato de que as células
analisadas passaram por um processo de transducao retroviral. Mais experimentos
focados na investigacdo desses candidatos s&o necessarios para validar se

participam do processo de diferenciacdo de células T CD8".

Apesar de nao ser detectado na analise protedmica, é conhecido que Myb pode
ser SUMOilada, e sua SUMOilacdo esta associada a diminuicdo da sua atividade
(BIES; MARKUS; WOLFF, 2002; DAHLE et al., 2003; SRAMKO et al., 2006). Essa
informacdo demonstrada na literatura da forte suporte as evidéncias levantadas pelo

Nosso grupo e a validacéo desse eixo regulatorio Cbx4-Myb-Tcf-1 através da funcao
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SUMO E3 ligase fortaleceria os resultados obtidos no presente trabalho. Um possivel
motivo para ndo se ter detectado a SUMOilacéo diferencial de Myb (além da baixa
massa utilizada no ensaio) é o fato de que foram co-IP apenas proteinas SUMOiladas
com modificagbes de SUMO-1. No entanto, é conhecido que vertebrados expressam
trés diferentes isoformas de SUMO e foi descrito que além de SUMO-1, Myb pode ser
SUMOilada por SUMO-2 e SUMO-3. Sao necessarios novos experimentos focados
na investigagéo direta do papel de Myb, como por exemplo, utilizando estratégias de
silenciamento com shRNA, e ensaios de biologia molecular direcionados para essa
proteina, como a co-IP de Myb e marcacdo em Western blotting de outras variantes
de SUMO, para melhor interrogar o papel desse fator de transcricao na diferenciacao
de células T CD8* e conectar a validar a conexao entre a fungdo SUMO E3 ligase de
Cbx4 a atividade dele.

E descrito que outros reguladores transcricionais importantes para o controle
da diferenciacdo de células T CD8* também sdo SUMOilados por Cbx4: Dnmt3a e Hif-
1a (LI et al., 2007, 2014a). Apesar de nao ser conhecido qual o impacto funcional da
SUMOilacado de Dnmt3a, é demonstrado que a SUMOilacdo de Hif-1a mediada por
Cbx4 aumenta a atividade do fator de transcricdo associado a aquisicdo de
caracteristicas metabdlicas fundamentais para fenétipo efetor. Dessa maneira, um
mecanismo pelo qual Cbx4 estaria envolvido na diferenciacdo de células T CD8* para
o fendtipo efetor seria no auxilio de reguladores transcricionais associados a aquisi¢cao
desse fenoétipo. E possivel que ndo se tenha detectado Dnmt3a e Hif-1a na abordagem
protedmica pelo fato de que uma baixa massa de proteinas (300 ug) foi utilizada nos
experimentos de co-IP seguido de analise por LC:MS ou por conta de essas proteinas
serem expressas em tempos mais precoces no curso da diferenciacéo das células in
vitro. No entanto, ndo se pode descartar que, embora ndo detectadas, a auséncia da
fungcdo SUMO E3 ligase de Cbx4 tenha impactado a atividade desses reguladores
transcricionais e assim o processo de diferenciacéo dessas células. Novos ensaios de
protedmica utilizando uma maior massa de proteinas extraidas de células T CD8* de
fendtipo de tipo efetor sdo necessarios para investigar se Cbx4 participa do controle
do processo de diferenciacdo de células T CD8* através da SUMOilacdo de Dnmt3a
e Hif-1a ou ainda identificar outros candidatos nao representados em nossos
resultados. Também no intuito de aumentar o repertério de proteinas SUMOiladas

identificadas em células T CD8*, sédo planejados ensaios realizando a co-IP com
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anticorpos especificos para outras isoformas de SUMO além de SUMO-1 (SUMO-2 e
-3).

Por fim, é descrito na literatura que Cbx4 tem a capacidade de SUMOilar outra
proteina Polycomb, a subunidade catalitica do PRC2, Ezh2 (WU et al., 2022). Foi
recentemente mostrado que a SUMOilacdo de Ezh2 mediada por Cbx4 melhora sua
funcdo histona metiltransferase de deposi¢do da marca H3K27me3 em células T CD4*
infectadas com HIV. Essa interacdo entre as proteinas Polycomb Cbx4 e Ezh2 pode
estar ocorrendo no contexto do processo de diferenciacéo de células T CD8*. Essa
hipétese explicaria o porqué da funcdo de Cbx4 dependente dos motivos SIM exibir
um papel mais significativo no controle da diferenciacdo de células T CD8*, uma vez
que ela seria fundamental para a modulacdo da atividade de Ezh2, importante
regulador do comprometimento com o fenétipo efetor. A proteina Polycomb L3MBTL2,
componente da variante ndo canbnica de PRC1 ncPRC1.6, também pode ser
SUMOilada (SUMO-2/3), embora néao se saiba a enzima E3 que cumpre essa tarefa
(STIELOW et al., 2014). Foi observado que a SUMOilacao de L3AMBTL2 auxilia na sua
funcao repressora de recrutamento de ncPRC1.6 e deposicdo da marca H2AK119Ub.
Dessa forma, também é possivel que a funcdo SUMO E3 ligase exercida por Chx4

possa auxiliar na funcéo repressora de PRCL1.

A investigacdo do mecanismo pelo qual Cbx4 participa dessa regulacao
mostrou que os motivos SIM e, por consequéncia, suas funcdes relacionadas a
sinalizacado por SUMO, desempenham um papel proeminente em comparagdo com
as funcbes relacionadas ao cromodominio da proteina Polycomb. No entanto, as
funcdes dependentes do cromodominio ndo sdo dispensaveis. E necesséaria a
continuagao da investigacao a respeito dos mecanismos que Cbx4 pode controlar a
diferenciacdo de células T CD8*, incluindo o aprofundamento nos mecanismos
relacionados a modificacdo pos-traducional de histonas, a identificacdo dos alvos da
funcdo SUMO ES3 ligase de Cbx4 em células T CD8* nos diferentes fenotipos e a
andlise de possiveis cooperagfes entre Cbx4 e outros reguladores transcricionais
(Dnmt3a, Hif-1a, Ezh2 etc.).

6.4 Cbx4 regula a funcéo efetora e de memaria de células T CD8*

No presente projeto de tese de doutorado, nosso grupo também investigou o

papel de Cbx4 na regulacéo da funcéo efetora de células T CD8". Nossos resultados
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mostraram que Cbx4 regula positivamente a funcédo efetora de células T CD8*
diferenciadas in vitro e em resposta primaria a LCMV-Arm, uma vez que sua
deficiéncia provoca a diminui¢éo da frequéncia de células duplo produtoras de IFN-y
e TNF, e a diminui¢do dos niveis de producao das citocinas IFN-y, TNF e IL-2 e da
proteina citotoxica Granzima B. Também foi observada a menor funcéo citotoxica in
vitro de células T CD8* deficientes em Cbx4 em comparacdo a células do grupo
controle. Em contrapartida, corroborando parcialmente os resultados, foi observado
gue a superexpressado de Chx4 tanto em modelo de diferenciacao in vitro quanto in
vivo em resposta a infeccdo viral aguda leva ao aumento dessas citocinas e a

diminuicao da producéo de Granzima B.

Um mecanismo pelo qual Cbx4 poderia controlar a produgéo de citocinas em
células T CD8* é através da regulacéo dos fatores de transcricdo T-bet e Eomes. Em
suporte a essa ideia, foi observada uma menor razdo nos niveis de expressao de T-
bet e Eomes nas células T CD8* deficientes para Cbx4 no 8° dia pds-infeccdo por
LCMV, em comparagdo com o grupo controle, e essa diminui¢ao correlacionou com a
menor frequéncia de células duplo produtoras de IFN-y e TNF, menor expressao de
ambas as citocinas e menor producdo de Granzima B. Em contrapartida, mesmo com
a menor taxa de T-bet e Eomes, nao foi detectada alteracdo na capacidade funcional
de células T CD8* deficientes em Chx4 na fase tardia da resposta aguda. No entanto,
células T CD8* de memdéria naturalmente diminuem sua capacidade funcional e é

possivel que isso impeca de se detectar os efeitos causados pela deficiéncia em Cbx4.

A andlise funcional de células super expressando diferentes mutantes
funcionais de Cbx4 mostrou que a regulacdo de Cbx4 sobre citocinas e Granzima B
ocorre por diferentes dominios da proteina. Os resultados dos experimentos feitos em
modelo de diferenciagao in vitro sugerem que o aumento na producao da citocina pro-
inflamatdéria IFN-y em decorréncia da superexpressdao de Cbx4 é mediado
principalmente pelo cromodominio, uma vez que a superexpressao do mutante Cbx4
AChromo provoca a perda quase que total do efeito de ganho na producgéo observado
na condicdo de superexpressédo de Cbx4 selvagem. Em paralelo, a superexpressao
de Cbx4 ASIM1-2 provoca o aumento da producdo de IFN-y em niveis equivalentes
ao encontrado na superexpressao de Cbx4 selvagem, indicando que os motivos SIM
de Cbx4 sdo dispensaveis para a regulacdo positiva de IFN-y. No entanto, para a

regulacéo de TNF os resultados indicam que ambos cromodominio e motivos SIM séao
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requisitados para a regulacéo positiva dessa citocina, enquanto para a regulacéo de
IL-2 os resultados indicam que a funcdo mediada por SIMs é a que contribuiu mais

para 0 aumento dessa citocina (apesar de essa conclusédo ser menos clara).

Para a regulacdo da proteina citotoxica Granzima B, um outro padrdo foi
observado. A superexpressao de Cbx4 selvagem provocou a reducéo na producédo de
Granzima B. Esse resultado ndo € esperado, uma vez que nos experimentos de
deficiéncia em Chx4 em células T CD8* de animais Cbx4 T KO também foi observada
essa gueda nos niveis da proteina citotoxica (apenas na fase aguda da resposta a
LCMV-Arm) e foi observada a menor citotoxicidade in vitro de células T CD8* P14
deficientes para Chx4. Por sua vez, células T CD8" recuperadas na fase tardia de
resposta a LCMV e células T CD8* de fendtipo tipo memoaria diferenciadas in vitro nao
mostraram alteracao na producao de Granzima B na condicao de deficiéncia em Cbx4.
Dessa forma, € possivel que o efeito regulatério de Cbx4 sobre Granzima B seja
dependente do fendtipo da célula. Além disso, a superexpressao dos mutantes
funcionais de Cbx4 sugere que esse efeito de regulacdo negativa exercido por Cbx4
sobre Granzima B € dependente, principalmente, do cromodominio e em menor nivel

dos motivos SIM.

Para investigar o impacto de Cbx4 no feno6tipo de células T CD8* reativadas em
uma resposta secundaria, camundongos Cbx4 T KO ou do grupo controle previamente
infectados por LCMV-Arm foram desafiados 60 dias pés-infeccdo com a bactéria L.
monocytogenes-GP33 para reativacéo das células de memoria e analisados no 4° dia
pés-reativacdo. Nossos resultados mostraram que apos a reativacao as células T
CD8* deficientes em Chx4 ndo mostraram diferencas na frequéncia ou numero
absoluto de células T CD8* totais ou antigeno-especificas. A andlise fenotipica
mostrou que nao houve alteracdes na frequéncia e numero total de células efetoras
de vida curta ou células precursoras de memdria. Também nédo foi observada
alteracdes significativas na funcéo efetora de células T CD8* deficientes em Cbx4,
apenas uma tendéncia de diminuicdo na producédo de Granzima B. Em conjunto, os
resultados apontam que apesar de ter sido observado o aumento de varias
caracteristicas fenotipicas associados ao fenétipo de memoria em células T CD8*
deficientes em Cbx4 durante a resposta priméria contra LCMV-Arm, ndo houve uma
alteracao significativa no fenétipo e funcionalidade das células reativadas em resposta

secundaria. No entanto, mais experimentos sdo necessarios para avaliar melhor a
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capacidade protetora e de persisténcia das células T CD8* deficientes em Cbx4 de

memoria.

No entanto, como na resposta primaria, foi observado o aumento da populacao
de células T CD8" KLRG1*CD127* em frequéncia e numero absoluto, com
consequente diminuicdo na populacéo de células T CD8* KLRG1CD127 (efetoras
precoces). Também foi detectado que na populacgéo total de células T CD8* antigeno-
especificas deficientes em Cbx4 houve queda nos niveis de expressao de KLRG1 e
aumento de CD127. Novamente foi observada a menor taxa na expresséo de T-bet e
Eomes (significativa apenas na populacdo KLRG1"), caracteristica associada ou
fenotipo de memoria e menor expresséo de T-bet (tendéncia na populagdo KLRG1* e
significativa na populacdo KLRG1-). Esses resultados indicam que células T CD8*
deficientes em Chx4 geradas em resposta secundaria sofrem efeitos semelhantes aos
observados na resposta primaria, o que pode sugerir que esses efeitos sdo causados
em resposta ao estimulo via TCR ou que sdo herdados epigeneticamente das células
T CD8* de memoria geradas na resposta primaria para as células-filhas geradas apos

a reativacao.

Mais uma vez, € possivel que a auséncia de Cbx4 impacte o processo de
diferenciacdo de células T CD8* KLRG1*CD127* em células T CD8* exKLRG1 na
resposta secundaria, promovendo o0 aumento ou acumulo dessa populacdo. Seguindo
essa hipétese, a deficiéncia em Cbx4 nesse contexto promoveria a manutencao da
expressdo de elementos associados ao fenétipo de memaria enquanto elementos
associados ao fenétipo efetor ndo seriam regulados positivamente, ou até mesmo
regulados negativamente (como no caso de KLRG1, T-bet e Granzima B). Também é
descrito que em infeccbes consecutivas (como na reativacdo realizada no
experimento com L. monocytogenes-GP33) o fendtipo KLRG1*CD127* pode
caracterizar células T CD8* de memodria efetora de vida longa (MASOPUST et al.,
2006). Nesse contexto, a auséncia de Chx4 poderia também prejudicar a
funcionalidade de células T CD8* de memoria efetora através desse prejuizo da
ativacdo de elementos associados ao fenotipo efetor, limitando a funcéo efetora
dessas células. Mais experimentos sdo necessarios para investigar melhor o papel
gue Cbx4 exerce sofre a funcionalidade de células T CD8* de memodria reativadas em
resposta secundaria.

6.5 Cbx4 reprime diferenciacéo de células T CD8* exaustas precursoras
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O papel de Cbx4 na diferenciacdo de células T CD8* em um contexto de
resposta crénica também foi investigado no presente projeto de tese. Utilizando o
mesmo modelo animal para a obtencdo de células T CD8* deficientes em Chbx4
(Cbx4"MCd4Cre), a diferenciacdo para o fendtipo de exaustdo foi avaliada em modelo
de infeccéo viral crénica por LCMV-cl13, analisando as células antigeno-especificas
no 60° dia poés-infeccdo. Nao foi possivel observar alteracbes significativas na
frequéncia ou numero de células T CD8* totais, no entanto, foi notado uma significativa
maior frequéncia de células T CD8* antigeno-especificas (e tendéncia de maior
namero de células), o que sugere um ganho na capacidade proliferativa ou na

viabilidade das células respondedoras ao virus.

Esse resultado se alinha com a analise fenotipica, onde foi observada a maior
frequéncia de células T CD8* Trex (populacbes CD69*Ly108" e CD691Lyl08*)
(BELTRA et al., 2020). Reforcando a ideia de que ha um favorecimento da geracao
de células menos comprometidas com o fenétipo de exaustao, foi observada também
na condicdo de deficiéncia em Cbx4 uma menor frequéncia de células T CD8*
expressando receptores inibitérios PD-1, Lag-3 e Tim-3, menores niveis de expressao
dessas moléculas e menor frequéncia da populacdo de células co-expressando os
trés receptores inibitérios, uma das principais caracteristicas de células T CD8*
exaustas terminais (WHERRY, 2011; WHERRY; KURACHI, 2015). Em concordancia,
foi observada a tendéncia de menor frequéncia de células T CD8* exaustas terminais
(CD69*Ly108").

A andlise da expressao de fatores de transcricdo T-bet e Eomes em células T
CD8" exaustas deficientes para Chx4 mostrou um perfil oposto ao encontrado no
modelo de infeccdo viral aguda. Na resposta cronica foi detectado o aumento do nivel
de expressao de T-bet e tendéncia de queda de Eomes, com consequente aumento
da T-bet/Eomes em células T CD8* deficientes em Cbx4. Apesar de discordante com
os resultados anteriores, esse dado se alinha com o fato de que T-bet esta associado
a um estagio menos terminalmente diferenciado de células T CD8* exaustas, mais
citotoxico e proliferativo, enquanto Eomes indica o contrario, como descrito na
literatura e discutido na introducdo (BELTRA et al., 2020; HUDSON et al., 2019;
PALEY et al., 2012; RAJU et al., 2021).

O aumento nos niveis de expressao de T-bet e a sugestdo de uma maior

populacdo de células T CD8* exaustas que guardam capacidade proliferativa e
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citotoxica se alinha com outras evidéncias observadas na condicéo de deficiéncia em
Cbx4, como o aumento na populacdo de células T CD8* exaustas antigeno-
especificas e a tendéncia de maiores niveis de producdo de Granzima B, apesar da
menor frequéncia de células produtoras dessa proteina citotoxica. E possivel que esse
contraste exista em decorréncia do aumento na frequéncia de células T CD8*
exaustas precursoras, que nao apresentam capacidade citotdxica alta. Seguindo a
respeito da analise funcional de células T CD8"* deficientes em Cbx4, foi observada a
tendéncia de aumento na frequéncia de células produtoras de IFN-y e dentro da
populacdo produtora foi detectado o aumento significativo nos niveis de producéo
dessa citocina pro-inflamatéria. Esse pode também ser um reflexo do aumento da
frequéncia de populacdo de células T CD8* exaustas em um estado menos

terminalmente diferenciado.

A deficiéncia em Cbx4 provocando o aumento de T-bet em células T CD8*
exaustas em resposta crénica enquanto é observado a diminuicdo desse fator de
transcricdo em células T CD8* de memadria em resposta aguda (dia 60 pds-infeccao)
sugere que esse modulador epigenético ndo exerce um papel regulatério direto sobre
o locus de Thx21. Em alternativa, Chx4 poderia participar do controle da diferenciacéo
inibindo diretamente agentes que orquestram um programa transcricional associado
a um estado menos diferenciado (como Myb ou Tcf-1) ou ativando agentes que
contrapbem esse programa (como Dnmt3a ou Hif-1a), ou ainda modulando o
remodelamento da acessibilidade de cromatina em parceria com cPRCL1 e a atividade
de PRC2. Mais experimentos focados no mecanismo de Cbx4 na diferenciacéo de

células T CD8* exaustas séo necessarios para elucidar esse ponto.

Os resultados da analise fenotipica também entram em acordo com 0s
resultados obtidos na analise do perfil transcricional de células T CD8* P14 deficientes
em Cbx4 diferenciadas em resposta aguda, onde foi observada maior expressao do
gene Slamf6, que codifica a proteina de superficie Lyl08 que esta associada as
populacbes de células T CD8* exaustas progenitoras (BELTRA et al., 2020). Essa
conexdo da suporte a hipétese de que Cbx4 €& um repressor do programa
transcricional relacionado a estados de menor diferenciacdo em células T CD8* e sua
auséncia favorece a aquisicdo de um programa transcricional e fenotipico associado
a células com alta capacidade progenitora. Recentemente, foi demonstrado que o

fator de transcricdo Myb possui um papel essencial na geracdo da populacédo de
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células T CD8* exaustas progenitoras CD62L*, além de ser fundamental para a
inducdo da diferenciacdo de células T CD8* de memdria em respostas agudas,
servindo como regulador positivo do fator de transcricdo Tcf-1, chave para este
fenotipo (CHEN et al., 2019; GAUTAM et al., 2019; TSUI et al., 2022). Nossos dados
em modelos de diferenciacao in vitro mostraram que Myb é um alvo de regulacéo de
Cbx4 e é possivel que essa proteina Polycomb também atue nesse importante
regulador transcricional no contexto de resposta crénica. Mais experimentos voltados
para o estudo do mecanismo molecular de Cbx4 em células T CD8* em respostas

cronicas sdo necessarios para identificar essa rede regulatoria.

Além disso, a deficiéncia em Cbx4 também provocou o aumento de T-bet,
associado a populacdo de células T CD8* exaustas em estado intermediario de
diferenciacdo e que mantém capacidade citotdxica e proliferativa, apesar de nao ter
sido observada a frequéncia desta populacdo pela analise fenotipica. Também foi
observada o aumento na producao de IFN-y e tendéncia de aumento na frequéncia
de células produtoras dessa citocina e nos niveis de producdo de Granzima B. Todos
essas evidéncias sugerem gque estratégias de silenciamento de Chx4 em células T
CD8* no contexto de resposta crbnica, como a resposta antitumoral, poderiam
aprimorar estratégias de imunoterapia contra cancer. Os protocolos e metodologias
para a utilizacdo de modelos murinos de céncer utilizando a linhagem de célula de
melanoma murino B16 e a geracao de células CAR-T ja foram estabelecidos em nosso

laboratorio para o prosseguimento desse novo objetivo.

6.6 Consideracdes Finais

Os resultados encontrados neste trabalho demonstraram que a proteina
Polycomb Cbx4 atua no controle de diferentes processos biol6gicos de células T
CD8, incluindo o controle do ciclo celular e de sua funcéo efetora, e dos processos
de diferenciagéo, tanto na resposta imune aguda quanto na crbnica (Figura 53). Parte
desses resultados foram utilizados para a composicdo de um manuscrito depositado
em repositorio aberto de pré-publicacdo (Biorxiv), anexado ao fim deste documento
(ANEXO B), e submetido para o peridédico com revisédo de pares The Journal of
Immunology (AAIl), onde se encontra em processo de revisdo para 0 aceite da

publicacéo.
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A descricdo de Cbx4 como um regulador da diferenciacdo de células T CD8*
expande o alcance do conhecimento a cerca desse processo, incluindo mais uma
regulador epigenético nesse cenério. A melhor caracterizac@o dos integrantes desse
circuito regulatério ndo s6 aprofunda a compreensdo do mecanismo molecular
complexo que esta por tras desse processo, como também evidencia um possivel alvo
para manipulacdo em estratégias terapéuticas, como vacinas ou imunoterapias contra
0 cancer, o que é de importante utilidade para a medicina. O estudo da proteina
Polycomb em células T CD8* também avanca o entendimento de como este grupo de
proteinas atua em células diferenciadas, o que pouco se sabe, e contribui para o
arcabouco tedrico que serve de plataforma para novos estudos desses moduladores
epigenéticos em outros tipos celulares. Por fim, os resultados descritos nesse trabalho
constituem uma investigacdo em curso e evidenciam também novas perguntas que
serdo investigadas por nosso grupo a respeito dos mecanismos epigenéticos de

células T CD8* e o funcionamento das proteinas envolvidas nesses mecanismos.

7 CONCLUSOES

1. Em um contexto de resposta imune aguda, Cbx4 promove a diferenciacdo no
fendtipo efetor através da repressao do perfil transcricional de células T CD8* de
memoéria, e a deficiéncia do modulador epigenético acarreta o desvio para a
diferenciacdo no fenotipo de memdria. Foi observado também que esse papel é
mediado principalmente por mecanismos desempenhados pelos motivos SIM e

parcialmente pelo cromodominio de Chx4.

2. O cromodominio de Cbx4 possui papel proeminente no controle do ciclo celular,
proliferacdo e sobrevivéncia de células T CD8*, embora ndo possa ser descartada a
relevancia dos motivos SIM nessa regulacdo através da participacdo em vias de

sinalizagdo por SUMO.

3. Cbx4 participa do controle da funcéo efetora de células T CD8*, principalmente

através da regulacao positiva das citocinas IFN-y, TNF e IL-2.

4. Em um contexto de resposta imune crénica, Cbx4 participa da diferenciacdo de
células T CD8" exaustas reprimindo a geracdo de células T CD8* exaustas
progrenitoras (Trex). Em concordancia, a deficiéncia em Cbx4 causa o aumento de

células T CD8* Trex, queda de células T CD8* exaustas terminais e 0 aumento na
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expressado de T-bet, associado a populacdo de células T CD8* exaustas que mantém

capacidades proliferativas e citotoxicas.

8 PERSPECTIVAS

1 Esclarecer o mecanismo molecular pelo qual Cbx4 participa do controle dos
processos listas acima: (i) investigando sua participacdo como subunidade
recrutadora de cPRC1 para sitios que receberam a marca repressora H3K27me3,
potencialmente recrutando a deposi¢cado da marca H2AK119Ub em genes associados
ao fenotipo de memoaria (Ex: Tcf7) e; (ii) investigando sua funcdo E3 SUMO ligase e
sua participacdo em vias de sinalizacdo por SUMO, confirmando alvos encontrados
na andlise de proteébmica e identificando novos possiveis alvo dessas fung¢des, como
as proteinas Ezh2, Myb, Hif-1a e Dnmt3a, associadas a diferenciacéo de células T
CD8".

2 Estudar o papel regulatério de Cbx4 sobre a funcionalidade das células T CD8*
investigando: (i) a capacidade proliferativa, de renovacao e de pluripoténcia de células
T CD8* de memoria geradas em animais deficientes em Cbx4; (i) o aumento na
funcdo efetora de células T CD8* (capacidade citotdéxica e producao de citocinas)
super expressando Cbx4 em respostas imunes agudas e cronicas e; (iii) a avaliacédo
da capacidade funcional e protetora de células T CD8* deficientes em Cbx4 em

modelos experimentais de resposta antitumoral.
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Abstract

T cells are critical for pathogen elimination, tumor surveillance, and immunoregula-
tion. The development, activation, and differentiation of CD8 and CD4 T lymphocytes
are a set of complex and dynamically regulated events that require epigenetic con-
trol. The Polycomb group (PcG) proteins are a family of diverse and evolutionarily con-
served epigenetic modulators fundamentally involved in several mechanisms of gene
regulation. PcG proteins can assemble into distinct repressor complexes, the two most
understood being the Polycomb Repressor Complex (PRC)1 and PRC2, which control
chromatin structure mainly through posttranslational modifications of histones. In this
review, we will summarize the most recent findings regarding the diverse roles per-
formed by PcG proteins in T cell biology. We will focus on PRC1 and PRC2 contribu-
tion to the regulation of T cell development in the thymus, CD4 T cell differentiation
in helper or regulatory phenotypes and CD8 T cell fate commitment in the context of
infections and cancer, highlighting the known mechanisms and knowledge gaps that
still need to be addressed.

KEYWORDS
CD4T cell, CD8T cell, epigenetics, H2AK119ub, H3K27me3, Polycomb, PRC1, PRC2, T cell devel-
opment, T cell differentiation, T lymphocyte

1 | INTRODUCTION

Abbreviations: ATF3, activating transcription factor 3; BACH2, BTB domain and CNC

T cells are a very important arm of the adaptive immune response, crit-

homolog 2; BCL-6, B-cell lymphoma 6; BLIMP-1, B-lymphocyte-induced maturation protein 1;
CAR-T, chimeric antigen receptor T cell; CDKN2A, cyclin dependent kinase inhibitor 2A;
DLL4, delta like canonical notch ligand 4; DN, double-negative thymocyte; DP, double-positive
thymocyte; Eomes, eomesodermin; FOXO1, Forkhead box O1; FOXP3, Forkhead box P3;
GATA-3, GATA binding protein 3; GVHD, graft-versus-host disease; Hi-C, high-throughput
chromatin conformation capture; HMT, histone methyltransferase; HSC, hematopoietic stem
cell; ICOS, inducible T cell costimulatory; ID3, inhibitor of DNA binding 3; KDM, lysine
demethylase; KLF2, Krppel like factor 2; KLRG1, killer cell lectin-like receptor G1; LAG-3,
lymphocyte activating gene 3; LCK, leukocyte C-terminal Src kinase; LEF 1, lymphoid
enhancer-binding factor 1; IncRNA, long noncoding ribonucleic acid; NR4A, nuclear receptor
subfamily 4 group A; PcG, Polycomb group protein; PD-1, programmed cell death 1; PRC,
Polycomb repressor complex; PRDM1, positive regulatory domain | element; PTMs,
posttranslational modifications; RAWUL, RING finger and WD40 ubiquitin-like; REPO,
recruiter of Polycomb domain; RUNX3, Runt-related transcription factor 3; SET, su(var)3-9,
enhancer-of-zeste and trithorax domain; SLE, systemic lupus erythematosus; SLECs,
short-lived effector cells; SP, single-positive thymocytes; T-bet, T-box expressed in T cells;
TCF, T-cell factor; ThPOK, T-helper-inducing POZ/Krueppel-like factor; TIGIT, T cell
immunoreceptor with Ig and ITIM domains; TIM-3, T cell immunoglobulin mucin 3; TOX,
thymocyte selection associated high mobility group box; TrxG, Trithorax group protein; Vav,

ical for pathogen elimination, tumor surveillance, and immunoregula-
tion. The generation, activation, and differentiation of CD8 and CD4
T lymphocytes comprises a series of complex and regulated processes
modulated by cell extrinsic and intrinsic signals that need to be tightly
coordinated through specific transcriptional and epigenetic control.1->

The genome of eukaryotic cells is packaged in the nucleus in a
macromolecular structure termed chromatin. The fundamental unit of
chromatin is the nucleosome, composed of an octamer of 2 of each his-
tones (H3, H2A, H2B, and H4), around which 147 base pairs of DNA
are wrapped.® The density of nucleosomes near transcriptional control

elements determines the accessibility of transcription factors to DNA,

vav guanine nucleotide exchange factor; XIST, X inactive specific transcript; ZEB2, zinc finger
E-box binding homeobox 2.
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orchestrating cell-specific gene expression programs.” The control of
genome accessibility is dynamic and governed by ATP-dependent chro-
matin remodeling and chemical modifications of chromatin, including
DNA methylation and hydroxymethylation, and histone posttransla-
tional modifications (PTMs).”

The Polycomb group (PcG) of proteins are transcriptional regula-
tory factors that impose gene silencing from embryos to adulthood.8?
Despite the initial discovery of their role in maintaining the repressed
state of homeotic (Hox) genes in D. melanogaster,’° PcG proteins are
currently known to participate in diverse cellular processes, from flies
to vertebrates, including stem cell differentiation, tissue homeostasis,
and cancer.1112

Inthis review, we will discuss recent advances in PcG-mediated gene
regulation in T cells. We will initially provide a quick overview on the
structure and function of PcG complexes and then discuss the recent
literature pointing to their critical role in T cell development, CD4 T cell
differentiation in distinct T helper subsets, as well as effector/memory
T cell fate decisionin CD8 T cells.

2 | STRUCTURE AND FUNCTION OF PCG
COMPLEXES

Through the course of metazoan evolution, multiple events of gene
duplication seem to have taken place, increasing the number of PcG
orthologs.’® As most PcG proteins form multimeric complexes, the
expansion of PcG family not only allows for specialization of par-
alogs, but also leads to the assembly of structurally and function-
ally diverse complexes. Of those, Polycomb repressive complex 1
(PRC1) and 2 (PRC2) are the most studied PcG complexes. PRC1
contains E3 ubiquitin ligases that monoubiquitinate lysine 119 of
histone H2A (H2AK119ub), whereas PRC2 contains methyltrans-
ferases that methylate histone 3 lysine 27 residues by depositing
mono-, di-, or tri-methyl groups (H3K27me1, H3K27me2, H3K27me3,
respectively).1*1> Other complexes, including the Polycomb Repres-
sive Deubiquitinase complex, have been discovered.1®1” However, in
this review, we will focus on PRC1 and PRC2, whose function has been
more characterized in T cells.

Mammalian PRC1 complexes are very heterogeneous. The core of
PRC1 includes one of the E3 ubiquitin ligases Really Interesting New
Gene 1A or 1B (RING1A/RING1B), which heterodimerize with a Poly-
comb group RING finger protein (PCGF) paralog (PCGF 1-6) through
their N-terminal RING domains. This RING/PCGF core interacts with
additional PRC1 components Chromobox protein (CBX2, CBX4, CBX6,
CBX7, or CBX8) or YY1-binding protein (RYBP, or its homolog YAF2),
in an exclusive manner, via their C-terminal RAWUL (Ring finger And
WD40 Ubiquitin-Like) domains.!® Based on the proteins that inter-
act with RING RAWUL domain, PRC1 is subdivided into canonical
PRC1 (cPRC1), with similar composition to the D. melanogaster coun-
terpart, and noncanonical PRC1 (ncPRC1), which include a heteroge-
neous group of several complexes (Figure 1(A)). cPRC1 is defined by
the presence of CBX, homologous to the Drosophila Polycomb (Pc) pro-

tein, that recognizes H3K27me3 residues, whereas ncPRC1 comprises

RYBP or YAF2.1“ Besides the abundance of the core proteins paralogs,
cPRC1 and ncPRC1 can interact with different partners, increasing
the number and complexity of PRC1 variants.1?20 Six different com-
plexes (PRC1.1-6) have been identified through ectopic expression of
6 PCGF isoforms or RING1B in 293-TREx human cell line, followed
by immunoprecipitation and subsequent liquid chromatography-mass
spectrometry?! (Figure 1(A)). A detailed description of the PRC1 com-
plexes is beyond the scope of this review, but a comprehensive discus-
sion also including distinct ubiquitination activity and genomic localiza-
tion of these complexes has been previously reported.422

Like PRC1, mammalian PRC2 complexes can also have different
compositions and can be divided in at least two functional sub-
complexes: PRC2.1 and PRC2.2. A common core is shared by both
complexes, composed of Enhancer of zeste homolog 1 (EZH1) or
2 (EZH2), Embryonic ectoderm development (EED), Supressor of
zeste 12 homolog (SUZ12), and a histone binding protein RBBP4/7
(also known as RbAp48/p46) (Figure 1(B)). The paralogs EZH1 and
EZH2 contain a SET domain with methyltransferase activity that
allow PRC2 to add mono, di or trimethyl groups to H3K27 residues
(H3K27me1/2/3).141518.23 The association of core proteins is essen-
tial for the modulation of H3K27me3 methylation activity as well as its
propagation across the genome (reviewed in Ref. 24). In depth discus-
sion of PRC2 complexes composition is beyond the scope of this article,
and it has been recently reviewed.?

H3K27 methylation, added by PRC2, is a crucial component of PcG-
mediated repression. The deposition of the histone marks by EZH1/2
is a cumulative process, which means that H3K27me3 is the result of
H3K27me2 methylation.2 Besides serving as substrate for trimethy-
lation, H3K27me2—as well as H3K27me3—can also prevent H3K27
acetylation, a histone mark associated with gene activation.2’~30
Likewise, the deposition of H2AK11%9ub prevents the addition of
activating histone marks such as H3K4me3, thus maintaining an
unfavorable chromatin accessibility for transcriptional initiation.3!
The contribution of H2AK119ub to gene repression has long been
debated. Although some studies, both in mice and flies, support that
RING ubiquitin ligase activity is dispensable for PRC1-dependent
repression,32-34 others have shown that H2AK119ub is essential.3>-37

A hierarchical model for PRCs recruitment to the genome was
proposed based on D. melanogaster studies. Sequence-specific DNA-
binding proteins such as Pleiohomeotic (Pho) bind to regulatory ele-
ments known as Polycomb response elements and, in turn, recruit
PRC2 to neighboring regions in the chromatin to induce methyla-
tion of H3K27 residues.383? Then, Cbx proteins in PRC1 recognize
H3K27me3 marks deposited by PRC2, leading to further repression
of gene expression.*?-43 However, the recruitment of PcG complexes
to DNA in mammalian cells is not primarily through sequence-specific
DNA-binding factors.?? In fact, the mechanism of action of mammalian
orthologues for many of these proteins are still theme of debate. Many
of the PcG proteins assessed, including Yin Yang 1 (YY1), the mam-
malian orthologue of Pho, or PCGF proteins, seemed to not play a major
role in PcG recruitment or act in a limited number of contexts.2244
Two other key mechanisms for the PcG complexes targeting to DNA

in mammals have already been suggested: (i) the partnership with
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FIGURE 1 Mammalian Polycomb Repressive Complexes (PRC) 1 and 2. (A) The core subunits of all PRC1 complexes are RING1A/B (depicted
light blue) and PCGF 1-6 (depicted in shades of green). The noncanonical PRC1 complexes (ncPRC1) contain the core proteins together with RYBP
or YAF2 (depicted in yellow). The specific PCGF isoform present in a complex defines its further classification. All other accessory proteins are
indicated in shades of grey. The distinct complexes are: (i) cPRC1 (canonical PRC1), which contain RING1A/B partnered with PCGF2 (also known
as MEL-18) or PCGF4 (also known as BMI-1) and also includes as other core proteins (depicted in orange): a CBX protein (CBX2, CBX4, CBX6,
CBX7, or CBX8) and a PHC protein (PHC1-3). SCML1/2 or SCMH1 can also participate as an accessory protein; (ii) The ncPRC1.1 complex
contains PGGF1, the histone demethylase KDM2B, BCL-6 corepressor (BCOR), ubiquitin carboxy-terminal hydrolase 7 (USP7) and S-phase
kinase-associated protein 1 (SKP1); (iii) ncPRC1.2 or ncPRC1.4 contain either PCFG2 or PCGF4, respectively; (iv) ncPRC1.3 and ncPRC1.5
(possessing PCGF3 or PCGF5) complexes contain casein kinase 2 (CK2), autism susceptibility protein 2 (AUTS2), fibrosin (FBRS), DDB1, and CUL4
associated factor 7 (DCAF7) and WD repeat domain 5 (WDRS5); (v) ncPRC1.6, that has PCGF6, contains the transcriptional repressor E2F6, the
oncoprotein LAMBTL2, the histone deacetylases HDAC1 or HDAC2, MYC-associated factor X (MAX), MAX gene-associated protein (MGA) and
dimerization partner 1 (DP1). In similarity to ncPRC1.3/5, ncPRC1.6 also presents WDR5 and DCAF7 in its assembly. (B) PRC2 core is composed
by EZH1/2,EED, SUZ12, and RBBP4/7 together with other substoichiometric subunits. PRC2 can be further divided in: (i) PRC2.1, defined by the
presence of one PCL paralog (PCL1-3, also known as PHF1, MTF2 and PHF 19, respectively), Elongin BC and Polycomb repressive complex
2-associated protein (EPOP) and PRC2-associated LCOR isoform (PALI)1 or PALI2; and (ii) PRC2.2, which contains adipocyte enhancer-binding
protein 2 (AEBP2) and Jumonji and (A+T)-rich interaction domain-containing protein 2 (JARID2)
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chromatin-associated long noncoding RNA (IncRNA), as evidenced in
the involvement of X chromosome inactivation through interaction
with IncRNA XIST,*>4¢ or Scm mammalian orthologue SCML2 with
IncRNA“; (i) and specific targeting to CpG islands, as shown in early
genome wide studies as well as through molecular evidence for the
ncPRC1.1 complex that incorporates the unmethylated CpG-binding
protein KDM2B.48-50

Recent research has put the hierarchical model into question and
suggested a more cooperative relationship. PRC1 can also be recruited
independently of PRC2, and PRC2 can be targeted to chromatin by
recognizing H2AK119Ub marks deposited by PRC1.51-5% In the sug-
gested model, ncPRC1 deposits H2AK119ub that acts as a template
for recruitment of PRC2, which in turn adds H3K27me3. Then, this
mark further mediates the recruitment of cPRC1, leading to feed-
back mechanisms amplifying repressive marks deposition through-
out long sections of the genome, establishing transcriptionally silent
domains.?255-57 These domains can establish long-range interactions
in the genome and modulate chromatin tridimensional space, as seen
by high-throughput chromatin conformation capture (Hi-C).>%-6° Addi-
tionally, visualization of these interactions by imaging studies showed
them as a highly dynamic focal accumulation of PcG proteins, which
were coined “Polycomb bodies.”¢%62 Chromatin structure can also be
impacted through liquid-liquid phase separation of PcG protein con-
densates, driven mostly by Cbx2 polymerization capacity.®3¢* How
these interactions and structures regulate PRC-mediated functions
remains largely unknown and further studies are necessary to unravel
these complex features.

Despite the dense body of literature supporting a very critical role
of distinct PcGs being recruited and regulating chromatin dynamics,
which strongly impacts transcription, the mechanisms through which
PRCs regulate gene expression are far from being completely under-
stood. It is plausible to suggest that distinct PRC compositions, in a cell
and context specific manner, will dictate the combinatorial role of these
proteins together with other epigenetic regulators and transcription
factors in cell phenotype definition. In the next section of this review,
we will focus on the specific reported roles of PcGs in T cell biology.

3 | ROLE OF PCG PROTEINS IN T CELLS

In this section, we will discuss recent studies on the role of PcG proteins
in (i) the generation of T cells in the thymus, (ii) the survival, prolifera-
tion and differentiation of CD4 T helper cells, and (iii) the generation of

effector and memory CD8 T cells in the context of infection and cancer.

3.1 | PcGs in the development of T lymphocytes

Common lymphoid progenitors upon entering the thymus initiate the
commitment toward the T cell lineage. Cells lacking expression of
both CD4 and CD8, known as double-negative (DN) cells, are fur-
ther divided in distinct stages defined by expression of CD44, CD25,
and KIT (CD117) into DN1 (early T cell progenitor), DN2a (uncom-

mitted proliferative Notch-dependent precursors), DN2b, DN3a (less
proliferative, more Notch-dependent and undergoing TCR rearrange-
ment), DN3b, and DN4 (that lose Notch dependency and proliferate
in response to pre-TCR and ySTCR signals). These cells will then up-
regulate both CD4 and CD8 molecules to become double-positive (DP)
(CD4+CD8) cells, and finally commit into either CD4 or CD8 single-
positive (SP) mature cells (reviewed in Ref. °).

Deficiency of PRC2 members Ezh2 or Suz12 in early lymphoid pro-
genitor cells, using Ezh2/117race or Suz12f/fRag1€" mice, promotes
a major defect on lymphopoiesis, as seen by the decrease of overall
thymocyte cell numbers.65%¢ In addition to impacting cellularity, Ezh2
deficiency led to altered thymocyte differentiation, showing arrest at
the DN3 stage. Consistent with these observations, PRC2 was shown
to interact with the pioneer transcription factor Ikaros, a key player of
T cell development. Ikaros targets PRC2 to repress several genes acti-
vated by Notch pathway or related to hematopoietic stem cells (HSC)
as early as the DN3 stage®’ (Figure 2(A)). Ezh2-deficient DN3 thymo-
cytes also displayed up-regulation of apoptosis-related genes p21 and
Cdkn2a, which shows H3K27me3 ,%° suggesting its direct regulation by
Ezh2 (Figure 2(B)). However, inactivation of either Ezh2, Eed, or Suz12
at the DP stage using Ezh2f/fICD4Cre did not alter the maturation of
CD4 or CD8 T cells,?8%? suggesting their important function early dur-
ing T cell development.

PRC1 members are also involved in thymocyte development. Dou-
ble deficiency of Ringl (using Ringla~~ Ring1bf LckCre mouse
model) led to developmental arrest at the DN3 stage, decreased gen-
eration of TCRA* cells and T lineage instability, as shown by the de-
repression of B-lineage specific genes such as Pax5 and Ebf1.”° This
correlates with another finding showing de-repression of the same B
cell lineage genes in HSC deficient for Bmi-1 (B cell-specific Moloney
murine leukemia virus integration site 1, Pcgf4).”! Mechanistically, it
was demonstrated that Ring1B binds to Pax5 and Ebf1 genes, which
also showed abundance of the PRC2 repressive mark H3K27me3, sug-
gesting ajoint role for PRC1 and PRC2in T cell lineage stability through
the repression of B cell lineage genes (Figure 2(C)). Binding of Ring1A to
these loci has not been established, although it is possible that it might
also regulate these genes based on genetic studies described above.
Additionally, the group also showed that deletion of Ring proteins at
the DP stage (using Ringla~/~ Ring1b®f Cd4C€re mice) did not show
defects in thymocyte development, indicating that Ring1is required for
early repression of alternative fates, and dispensable at later stages,”®
similar to what was described for PRC2.

Deficiency in other PRC1 members besides the catalytic subunits
is associated with defects in lymphocyte differentiation and prolifer-
ation in mice.”273 Early reports on Bmi-1~/~ mice showed reduced
cellularity in lymphoid organs and arrested thymocyte development,
with higher percentage of DN thymocytes.” This same phenotype was
observed in mice deficient in Cbx27° or Mel-18 (Pcgf2).”¢ Additionally,
Bmi-1 and Cbx2 were involved in the regulation of DN3 thymocyte pro-
liferation and cell death through binding to Cdkn2a locus and mainte-
nance of H3K27me3 levels,”” suggesting a cooperation between these
molecules and Ezh2 or PRC2 complexes. However, direct interaction

in this context remains to be demonstrated (Figure 2(B)). Bmi-1 was
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FIGURE 2 The role of PcG proteins on T cell development. Important roles of PcG proteins during DN3 stage of thymocyte development. (A)
PRC2 enzymatic subunit Ezh2, recruited by the transcriptional factor lkaros, deposits its repressive mark (H3K27me3) at the gene loci of Notch
pathway genes and other HSC-related genes allowing for the progression of thymocyte maturation. (B) Components of both PRC1 (Cbx2 and Pcgf4
(Bmi-1)) and PRC2 (Ezh2) regulate thymocyte proliferation and survival through their repressive role in inhibiting apoptosis-related gene CdknZ2a.
(C) Ring1B stabilizes T cell lineage commitment through the repression of B cell lineage genes. Deposition of H3K27me3 was also detected on
these genomic loci; however, whether Ring1B or other PcG proteins engage in the recruitment of Ezh2 to those targets remains unknown

also reported in regulating mitochondrial function in thymocytes’® and
deficiency in this protein led to an increase of reactive oxygen species
levels sufficient to trigger DNA damage response pathway, impacting
thymocyte development.

Another PcG protein, YY1, was described as indispensable for
adequate development of thymocytes.”? Inducible YY1 deficiency
using Yy1fl Mx1Cre mice treated with IFN-a-stimulating polyi-
nosinic:polycytidylic acid (pl:pC) showed profound impact in T cell
development, decreased cell numbers in all thymocyte developmental
stages (DN, DP, or SP), and arrest of thymocyte development at the
DN3 stage. YY1 deficiency in hematopoietic cells (using Yy1/fl vayCre
mice) also revealed that YY1 promotes thymocyte survival in ex vivo
cell cultures. In addition, even though YY1 regulates thymocytes sur-
vival through its PcG function, this protein is also required for the
DN1-to-DN2 transition and occupies Notch1 enhancer locus regulating
Notch1 expression in a PcG-independent manner, as evidenced by stud-
ies using YY1 mutant in the REPO domain (required for recruiting other
PcG proteins).”?

Collectively, these reports indicate that PcG components are crucial
for T cell development in murine models. In humans, PcG proteins BMI-
1 and EZH2 were found to present distinct expression patterns during
T cell development.”380 Early-stage DN thymocytes expressed BMI-1
but not EZH2, while more mature DN cells showed expression of both.
When transitioning to the DP stage, BMI-1*EZH2* DN thymocytes

lose BMI-1 expression, while retain EZH2 and acquire KI-67 expres-
sion (a proliferation marker), suggesting an association between TCR
signaling and Ezh2 activity with thymocyte proliferative capacity.”®

It is evident that PcG proteins play a crucial role in the develop-
ment of thymocytes, particularly at the DN3 stage. However, given the
complexity in composition of PRC complexes, further elucidation of the
other components will provide more clarity in the exact complexes reg-
ulating T cell development at distinct stages both in experimental mod-

els and humans.

3.2 | Role of PRC in the activation, differentiation,
and senescence of CD4 T cells

Naive CD4 T cells upon recognition of cognate antigen presented by
antigen-presenting cells (APCs) in the context of MHC-Il molecules
become activated and can differentiate into distinct Ty subsets
depending on the microenvironment in which T cell activation occurred
(Figure 3). These Ty subsets are specialized in fighting against spe-
cific pathogens, and include: (i) Ty 1 cells, polarized by IL-12 and IFN-
¥, that express the lineage-determining transcription factor T-bet and
produce IFN-y, IL-2, and TNF among others and are crucial in host
responses against intracellular pathogens; (i) T 2 cells, polarized by IL-

4, that produce IL-4, IL-5, and IL-13, express the lineage-determining
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transcription factor GATA-3 and protect against parasitic infections;
(i) T417 cells, polarized by IL-6 together with TGF-j, which express
transcription factors RORyt and ROR«, and produce IL-17, IL-17F,
IL-22, and protect against extracellular pathogens including bacteria
and fungi; (iv) Tgy cells, polarized by IL-6, which express the lineage-
determining transcription factor Bclé and produces IL-21, which sup-
ports B cell activation and germinal center reactions; (v) Treg cells,
polarized by TGF-$, which express the master transcription factor
Foxp3 and have immunosuppressive functions through mechanisms
that include the production of IL-10, IL-35, and TGF-S. Although Ty
subsets were initially thought to be fixed, research over the past 10-
15 years has shed light into the plasticity of these cell subsets.81-83

In order for naive T cells to differentiate into the above-mentioned
subsets, an active and dynamic chromatin modification process is
observed to allow for active transcription and repression of gene
expression.84 In particular, several genes including transcription fac-
tors have been shown to contain both activating H3K4me3 and repres-
sive H3K27me3 marks, which has been termed as bivalent domains.
Upon activation, loss or gain of either the activating or repressive
marks leads to effects in chromatin accessibility, which directly impacts

gene expression regulation.

3.2.1 | PcG function in Th1 and Th2 differentiation
PRC2 members, especially Ezh2, are associated with the regulation of
CD4 T lymphocyte differentiation, proliferation, and function through
modulation of regulatory regions. Through its methyltransferase activ-
ity, Ezh2 can directly repress the expression of transcription factors
Tbx21 (T-bet) and Gata3 (GATA3) (Figure 3). Ezh2-deficient T cells
presented high expression of T-bet and IFN-y upon Ty1 differenti-
ation, and enhanced GATA3 and IL-4 levels were identified during
T2 differentiation compared with WT control cells. However, lack of
Ezh2 also resulted in impaired stability of the effector subsets result-
ing in acquisition of plasticity when exposed to other Ty differenti-
ation conditions.8> Similarly, Zhang et al.8¢ identified increased IFN-
y production upon Ezh2-deficient naive T cell activation as well as
during differentiation of inducible regulatory T cells (iTgggs). PRC2-
dependent genetic silencing can also be observed in chemokine pro-
moters, indicating that the expression of these proteins can be regu-
lated epigenetically.8”

Additional reports indicate that functional balance of PRC2 and

TrxG (Trithorax group proteins), which oppose PcG function in part

BIOLOGY

through methylation of H3K4 residues,'” is relevant to establish the
differentiation of Ty1 and Ty2 cells®8? (Figure 3). It was shown
that expression of GATA3 in T2 cells requires STAT6-dependent dis-
sociation of Ezh2 and Suz12 by TrxG. This leads to the concomi-
tant demethylation of H3K27me3 and enrichment of H3K4me3 and
H3K%ac marks from the upstream region of the proximal promoter of
this gene.88 GATA3 is required not only for producing T2 cytokines
and stablish T2 cells, but also to repress commitment to T 1 cells. In
line with this, GATA3 expression is necessary for targeting Ezh2 and
increase H3K27 methylation in the Ifng locus?° (Figure 3).

Contradictory to previous reports, and to the well-known function
of PRC2 components in mediating gene repression, Jacob et al.?%92
have observed a positive regulation of gene expression by PRC2 pro-
teins Ezh2 and Eed. Ezh2 bound to Ifng and 14 lociin Ty 1 and T2 cells
respectively in a calcineurin-dependent manner as evidenced by uti-
lization of Calcineurin inhibitor Cyclosporin A, suggesting that NFAT
transcription factors might be responsible for this recruitment.?!

Several studies have highlighted the role of PRC1 components in
CDA4 T cell differentiation and function. Mel-18, Bmi-1, and Ring1b are
required for expression of Ty 2-related cytokines, such as IL-4, IL-5, and
IL-13,7193-9 as well as the Ty2 fate-determining transcription factor
GATA3.73-95 Additionally, both Bmi-1 and Ring1b were also important
for T2 cell maintenance through the regulation of genes related to
apoptosis (e.g., Cdkn2a, Bcl-2 protein family genes) and survival (e.g.,
KIf2, Foxo1).92-97 PRC1 component Cbx7 was also reported to regulate
apoptosis-related gene FasL in CD4 T cells upon antigen activation.”®
Another report also showed that Delta-like (DIl) 4-dependent Notch
signaling up-regulates Bmi-1 expression in naive CD4 T lymphocytes
upon TCR-mediated activation, increasing cell proliferation.”” In con-
flict with the above-mentioned reports, it was demonstrated that the
long-term maintenance of GATAS3 expression in T2 cells is dependent
not only on the displacement of PRC2 (Ezh2 and Suz12) components,
but also of PRC1 (Bmi-1) from the upstream promoter region of the
Gata3 gene locus by Trithorax complex in association with TrxG protein
Menin.88

3.2.2 | PcG function in Tgy differentiation

Ezh2 has also been associated to the induction of genes related to Ty
phenotype inresponse to viral infection, including the key transcription
factor Bclé and the surface proteins Cxcr5 and Icos'©%101 (Figure 3).

Ezh2 binding to regulatory region of those genes were detected and

FIGURE 3 Therole of PRC20on CD4T cell differentiation. In naive CD4 T cells, Ezh2 has been shown to repress expression of master
regulators and cytokines from the indicated Ty subsets. In Tyl and T2 CD4 T cells, Ezh2 operates in the promotion of cell fate stability by
repressing the master regulator and main cytokine of the opposed subset (Gata3, 114 and 15 in Th1; Tbx21 and Ifng in Ty 2). STAT6-dependent
displacement of Ezh2 repression and subsequent substitution for Menin-recruited TrxG binding and activation function (H3K9Ac deposition) at
Gata3 locus is essential for the maintenance of Gata3 expression. In Tregs, Ezh2 also promote transcriptional program stability working in
partnership with FoxP3, which recruits the repressive epigenetic modulator to pro-inflammatory genes. In Tgy cells, Ser21-phosphorylated Ezh2 is
recruited by Tcf1, and binds to and positively regulates transcription of several genes associated with Tgy phenotype, which are marked with
H3K27Ac. Independently from Tcf1, Ezh2 also performs its classical function as a repressor of apoptosis-related and Bclé antagonist gene CdknZ2a.
In Ty 17 cells, mir155, which suppresses Jarid2 and therefore Ezh2 activity, is required for the proper activation of T,y 17-related genes such as 1122,
117a, and Atf3. Dashed lines indicate protein binding to other protein or protein binding to chromatin. Dp, distal promoter. Pp, proximal promoter
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correlated with high levels of activation mark H3K27ac deposition and
low levels of H3K27me3.1%1 Furthermore, the recruitment of Ezh2 to
these sites was found to be dependent on Tcf1, and Ezh2 phospho-
rylation at serine residue 21 was required for induction of Bclé tran-
scription and the establishment of Tgy transcriptional program. Ezh2
further enforces Ty commitment and survival through H3K27me3-
mediated repression of Cdkn2a locus reducing the levels of one of its
products, the p19Af protein, that triggers Ty cell apoptosis and antag-

onizes Bcl-6 function© (

Figure 3). However, in contrast to the reports
describing Ezh2 as a positive regulator of Bclé, another group showed
that adenovirus E4 promoter-binding protein (E4BP4) can inhibit Tgy
cell differentiation through recruitment of Ezh2, along with HDAC1
(histone deacetylase 1), to Bclé locus, promoting the deposition of
H3K27me3 and removal of H3 acetylation and leading to Bcl6 repres-
sion. This study also showed that the disruption of this mechanism
give rise to accumulated Tgy and uncontrolled autoimmune reaction
in systemic lupus erythematosus (SLE).192 Besides Ezh2, the ncPRC1.1
complex component BCOR was shown to contribute to the formation
of germinal center follicular helper T cells (GC-Tgy), as seen by the
decreased GC-Tgy upon BCOR deficiency, with further impact in ger-

minal center B cell formation and reduced numbers of plasma cells.103

3.2.3 | PcG function in Ty17 differentiation

In the context of Ty 17 differentiation, Escobar et al.’®* demonstrated
that miR-155 negative regulates PRC2 accessory partner Jarid2, allow-
ing proper differentiation of Ty17 cells. In the absence of miR-155,
Jarid2 recruits PRC2 to 1122, 1110, 119, and Atf3 (important positive reg-
ulator of IL-17A cytokine) gene loci and induces repression through
deposition of H3K27me3 marks (Figure 3). Additionally, I117a and
1117f gene expression were also found to be indirectly affected by
Jarid2-PRC2 cooperative function.’® Furthermore, ncPRC1.1 sub-
units KDM2B and BCOR were also reported to be required for T4 17
cell differentiation, with observed direct binding of BCOR to several
T 17 cell fate repressors, including Runx2, Lef1, and Dusp4, promoting

their repression.10°

3.2.4 | PcG function in Treg differentiation

PRC2 components, including Ezh2, have also been shown to play a
prominent role in FOXP3 regulation, and therefore in regulatory T
cell biology. In activated Treg cells, FOXP3 directly binds to Ezh2 and
recruits it to distinct loci to repress the expression of those target
genes through trimethylation of H3K27 residues in response to inflam-
matory conditions'% (Figure 3). Mice with Ezh2-deficiency in the T
lymphocyte compartment (Ezh2f/f CD4C"e) showed increase in acti-
vated T cells and reduced percentage of FOXP3* CD4 T cells in sec-
ondary lymphoid organs. However, the observed defective induction

of FOXP3 in Ezh2-deficient cells was not due to cell-intrinsic mech-

anisms, but rather attributable to aberrant production of IFN-y and
1L-4.197 Although specific deletion of Ezh2 in regulatory T cells does
not seem to impact their generation in young mice, old mice show
signs of disrupted immune homeostasis with decreased Trgg num-
bers in nonlymphoid tissues.'%8 Activated Ezh2-deficient Tregs also
showed altered gene expression patterns, destabilized FOXP3-driven
program and impaired function during the resolution of autoimmu-
nity, highlighting Ezh2 role in stabilizing FOXP3* Tgeg cells identity

by repressing pro-inflammatory genes!8 (

Figure 3). In agreement to
this, Ezh2 expression is shown to be decreased in the Trgg com-
partment of rheumatoid arthritis patients, leading to abnormal func-
tionality, and FOXP3-Ezh2 partnership is found to be disrupted in
inflammatory bowel disease.'09-111 |n fact, Ezh2-deficient Tregs pre-
sented a shift from immunosuppressive to immunostimulatory func-
tionality, which contributes to the aggravation of autoimmune disease
setting.86:108.110 This characteristic can be used as therapeutic strat-
egy for pathologies where Tggg immunosuppressive function is dele-
terious. In a cancer mouse model, intratumoral Tregs exhibited higher
Ezh2 expression than other Tregggg populations or other infiltrating
CD4 T cells and Ezh2 pharmacologic ablation or gene deletion pro-
moted the acquisition of proinflammatory phenotype and enhance-
ment of tumor elimination.12

Although PRC2 expression in regulatory T cells is indispensable
for their generation and function, this complex has also been shown
to repress FOXP3 expression in naive CD4 T lymphocytes. Using the
reporter mouse lineage expressing Foxp3EGFP FACS-isolated naive
(CD62L*) or activated (CD62L") non-Treg (GFP~) CD4 lymphocytes
showed increased H3K27me3 deposition on Foxp3 promoter in com-
parison to Trgg cells (GFP*). Furthermore, chromatin immunoprecip-
itation assay revealed binding of Ezh2 to Foxp3 gene, with increased
occupancy seen on Foxp3~ CD4 T lymphocytes in comparison to
Foxp3™ cells.113

Follicular regulatory T cells (Tgr), a subset from effector Treg pop-
ulation specialized in inhibiting Tgy-mediated B cell responses,1411>
have also been shown to depend on Ezh2 expression to acquire Tgg
transcriptional program and function. Mice with Ezh2 deletion in Tregs
(Ezh2/f Foxp3Cre/Cre) showed alteration in the transcriptional profile
of Tgg cells and subsequent impaired suppressive activity.1¢ Interest-
ingly, only a small fraction of the genes altered by Ezh2 deficiency were
also altered in Foxp3 KO Tgp cells, suggesting that Ezh2 performs arole
in the modulation of Tgg transcriptional program that partially over-
laps with Foxp3. Like Ezh2-deficient Tregs, mice with EED deficiency
in T cells showed defective response to TGFS in vitro, decreasing the
induction of FOXP3 expression and up-regulating molecules related
to non-Trgg differentiation DP-IEL cells (CD4*CD8aa intraepithelial
lymphocytes) profile, such as CD8a and CD103. In addition, in vitro cul-
tured EED-deficient CD4 T cells treated with TGFf also showed lineage
instability, marked by the down-regulation of CD4-related transcrip-
tion factor ThPOK and up-regulation of CD8-related Runx3. These
alterations are most likely associated to loss of H3K27me3 caused by
malfunction of PRC2 due to EED deficiency.!1”
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3.2.5 | Other PcG-regulated CD4 T cell functions

Ezh2 has also proven to be an important regulator of effector differ-
entiation, continuous proliferation, and expansion of allogeneic T cells
in graft-versus-host disease (GVHD). Deficiency in Ezh2 in donor T
cells resulted in reduced death of the host by GVHD and these cells
still retained antileukemic response.!8 In another study using GVHD
model, Ezh2-deficient CD4 T cells failed to properly activate and dif-
ferentiate in Tgy subset, disrupting T cell-dependent autoantibody
response.'1?

A common feature of Ezh2-deficient T cells in the mouse models
examined was their failure to expand in vivo. In murine model, the
absence of Ezh2 caused a decrease in the proliferation of CD4 and CD8
T lymphocytes during acute infection by Toxoplasma gondii and resulted
inareduction of CD4T cells in the S/G2 phase when stimulated in vitro.
Consistently, these cells showed increased expression of endogenous
cell cycle inhibitors CDKnla, CDKn2a, and CDKn2b and the proapop-
totic factors Pmaip1 and Perp.1%7

Finally, in a recent report, Magbool et al.}2° found that H3K27me3
plays arole in alternative enhancer usage and promoter choice in CD4
T lymphocytes development and differentiation. This additional and
dynamic level of transcription regulation coordinates expression of
different gene isoforms and could be influenced by PRC2.12° Yet, it
remains to be addressed if PRC2 interacts directly with transcription
initiation and elongation factors or whether its impacts in transcrip-
tional processes relies solely on H3K27me3 modification of chromatin
accessibility.

Even though Ezh2 acts primarily at the chromatin level, it has also
been reported to have a cytoplasmic function by controlling actin poly-
merization and signaling in T cells.®® Ezh2 is also necessary for the
activation of MEK and ERK kinases downstream of TCR signaling.1?!
A cytoplasmic role for Ezh2 has been observed to regulate the post-
translational levels of T-bet.8? Moreover, Ezh2 was shown to con-
tribute to the activation of mTOR (mammalian target of rapamycin)
signaling, essential for the acquisition of metabolic fitness that fuels
post-activation cell expansion and differentiation, thus connecting
metabolic alterations driven by T cell activation with the cell fate com-
mitment process.'?2 Future studies dissecting the cytoplasmic versus
nuclear function of Ezh2 are needed to uncover its role during T cell
differentiation and function.

There is still a major gap in the knowledge of how the distinct PcG
complexes regulate Ty cell fate determination and function. Specifi-
cally, future research identifying the complexes composition as well as
the temporal requirement of each during CD4 T cell differentiation can

uncover novel potential therapeutics to be utilized in disease settings.

3.3 | Contribution of PRC to CD8 T cell
differentiation and function

Upon antigen activation, naive CD8 T cells give rise to a heteroge-

neous pool of effector cells. Within this pool, short-lived effector cells

BIOLOGY

(SLECs) characterized by KLRG-1 expression will die in the contrac-
tion phase upon antigen clearance, whereas memory precursor (MP)
cells have the potential to give rise to memory CD8 T cells, as reviewed
elsewhere.2123 Based on homing markers and effector function,
memory cells can be classified in distinct functional subsets, includ-
ing central memory cells, that expresses CD62L, CCR7, and low lev-
els of cytotoxic proteins, and effector memory cells that do no express
lymph node homing molecules but migrate to inflammatory sites. The
discussion of CD8 T cell heterogeneity, consisting of distinct identities
or states of differentiation, as well as the transcriptional regulation of
CTL differentiation is beyond the scope of this review and has been
recently reviewed.24125 During chronic infections and diverse cancer
types, antigen-specific CD8 T cells show a gradual decrease in effector
function, a phenomenon termed CD8 T cell exhaustion, characterized
by the expression of inhibitor receptors, including PD-1, LAG-3, and
TIM-3, and a reduced effector response, which ensures some level of
antiviral or antitumoral response while avoiding immunopathology.?
We will discuss in the next sections the recent advances in under-
standing the function of PcG proteins in the fate decision of CD8 T cells
during acute infections, as well as their role in the regulation of CD8 T

cell functionality during chronic settings.

3.31 |
infection

Role of PcG proteins in CD8 T cells during

Initial investigations of the CD8 T cell epigenetic landscape from rest-
ing naive, central memory, and effector memory CD8 T cell popula-
tions isolated from human blood showed that H3K27me3 levels neg-
atively correlated with mRNA levels, whereas H3K4me3 marks dis-
played a general positive correlationin all cell types. Interestingly, biva-
lent loci have been found in both memory populations with little over-
lap between them, as well as in naive cells.2¢ Concordantly, a following
work showed that naive CD8 T cells present bivalent histone methy-
lation marks in key transcription factor genes, such as Thx21 (T-bet),
Eomes (Eomes), and Irf4 (IRF-4), and upon activation, these poised loci
rapidly lose H3K27me3, whereas increase H3K4me3 deposition.’?”
Additionally, the majority of loci identified to undergo chromatin
dynamic regulation through acquisition of H3K4me3 or removal of
H3K27me3 were related to T cell immune function and regulation, and
were validated as genes up-regulated shortly after cell activation.'2”
Consistently, a recent study employing Hi-C analysis showed that H1
compaction promotes H3K27me3 deposition, whereas inhibits per-
missive H3K36me2, in genes that are de-repressed upon CD8 T cell
activation.1?® All these evidences highlight the importance in regula-
tion of H3K27me3 levels leading to epigenetic reprogramming of CD8
T cells upon activation.

The essential role of Ezh2 in driving the commitment to effector
CD8 T cell differentiation has been demonstrated!2?-131 (Figure 4).
Single cell RNA sequencing analysis identified increased expression of
PRC2 components as early as the first cell division post-activation in
effector cell fate-committed CD8 T cells. 30 In addition, terminal effec-

tor CD8 T cells generated in response to acute viral infections showed
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FIGURE 4 Therole of PcG proteins on CD8 T cells. In early time
points during a response to acute viral infection, effector CD8 T cells
(blue curve) up-regulate PRC2 core components and PRC2-dependent
H3K27me3 is deposited on memory-related genes, promoting the
commitment to effector cell fate. In memory CD8 T cells (red curve),
on the other hand, PRC1 component Pcgf4 (Bmi-1) assists on the
maintenance of proliferative capacity by inhibiting the
apoptosis-related gene Cdkn2a

higher levels of H3K27me3 in comparison with MP cells, suggesting
this feature as key for effector cell fate commitment.2%.130 Within the
loci that contained H3K27me3 marks in effector CD8 T cells, several
memory-related genes, such as Tcf7, Bclé, Bach2, and 1d3, as well as the
pro-survival gene Bcl2 were identified.?2? Ezh2 was shown to directly
bind to some of those genes (Tcf7, Id3), as well as other genes associ-
ated to memory phenotype. Consistently, Ezh2-deficient CD8 T cells
showed a preferential decrease in effector differentiation and favored
polarization to a memory fate instead, evidenced by the increased
expression of memory-related surface markers (CD62L, CD27) and
transcription factors (Tcf1).227.130 Furthermore, deletion of Ezh2 in
CD8T cells resulted in decreased cell numbers and impaired response
to acute viral infection with worse pathogen control.127:130 Similarly,
using a Listeria monocytogenes-OVA (LM-OVA) infection model, Chen
et al.!13! also observed decreased Ezh2-deficient CD8 T cell num-
bers post-infection. However, analysis of Ezh2-deficient CD8 T cells
at day 12 post LM-OVA infection revealed that the majority of CD8 T
cells were SLECs (KLRG1+*CD1277). These divergent results could be
explained by the usage of different infection models that support dis-
tinct inflammatory environments.

Ezh2 was also observed to regulate proliferation and survival of
CD8 T cells and different results emerged depending on the tempo-
ral deletion of Ezh2 (CD4C™ versus Gzmb®™® models). During acute
LCMV infection, Ezh2-deficient CD8 T cell exhibited no defect in
proliferation (both Ezh2f/fiCcD4Cre or Ezh2f/fGzmbC™® mouse mod-
els), but higher rate of apoptosis was observed in CD8 T cells
from Ezh2f/ICD4Cre mice, although assessment of apoptosis was not
reported for Ezh2/fGzmbCre mice during viral infection.?2?130 On the
other hand, in vitro activation of CD8 T cells showed impaired prolif-
eration and increased expression of cell cycle checkpoint gene Cdkn2a,
whereas increased apoptosis was observed only for CD8 T cells from
Ezh2flcD4Cre but not for Ezh2lGzmbCre mice.?3! Other reports

have also provided evidence for a role of Ezh2 in cell cycle and DNA
damage response in T cells. EZH2 from human T cells coprecipitated
with the DNA damage response protein Ku80 and EZH2 inhibition
increased DNA damage and apoptosis in CD4 and CD8 T cells.'32

Besides Ezh2, other PcG proteins have also been reported to partic-
ipate in the regulation of CD8 T cell differentiation. Using L. monocy-
togenes infection model and in similarity to what was shown for Ezh2
in acute viral infection models, the PcG protein YY1 promoted the
differentiation toward the effector phenotype.’33 Additionally, in in
vitro chronic-stimulated human T cells, YY1 was found to interact and
recruit Ezh2 to repress IL-2 expression, whereas it positively induced
expression of inhibitory receptors PD-1, LAG-3, and TIM-3, suggest-
ing a positive interaction between PRC2 function and the acquisition
of cellular dysfunction through dysregulation of I1L-2.134

PRC1 member Bmi-1 has also been involved in the regulation of
proliferation, cell cycle, and senescence of mature CD8 T lympho-
cytes. Resting naive and memory CD8 T lymphocytes displayed Bmi-1-
dependent Cdkn2a down-regulation, whereas effector cells (KLRG1+
CD8 T cells) displayed decreased Bmi-1 expression, which correlated
with higher expression of Cdkn2a.13> Moreover, mature T cells showed
a mutually exclusive expression of Bmi-1 and Ezh2, which is also linked
to the proliferation status of the cells.29 The specific relationship of
PRC1 and PRC2 complexes in terms of cell cycle gene expression regu-
lation still remains unclear.

Recent advances highlighted the importance of Ezh2 in the differ-
entiation and function of CD8 T cells in effector or memory cell fate.
However, conflicting evidences resulting from different infection mod-
els and temporal deletion of Ezh2 in CD8 T cells underscore the impor-
tance to uncover how distinct inflammatory environments modulate
PcG protein expression and function. Another unanswered question
relates to the role of PRC1 complexes in the context of CD8 T cell dif-
ferentiation, despite their reported function in cell proliferation and
survival. Finally, while Ezh2 has been recently implied in the regula-
tion of T cell exhaustion in antitumor immunity3¢ (see below), if and
how other PcG proteins regulate CD8 T cell exhaustion in other con-
text such as infection remains to be elucidated.

332 |
cancer

Role of PcG proteins in CD8 T cells during

Recent studies provided evidence that Ezh2 activity correlated with
a better antitumor response.136-138 |n vitro activated CD8 T cells
treated with Ezh2 inhibitor expressed more inhibitory receptors
(PD-1, LAG-3, CTLA4, TIGIT) and exhaustion-related transcription
factors Nr4a (Nr4a1-3) and Tox (Tox1, Tox2), whereas had decreased
expression of memory-related proteins IL-7rer, CD62L, and CXCR3.137
Metabolic exhaustion was also observed in Ezh2-inhibited cells,
characterized by intensified shift toward glycolytic metabolism,
rendering an increased sensitivity to glucose withdrawal, with con-
comitant decrease of mitochondrial metabolism and mass. This

metabolic exhaustion was found to be partially dependent of the
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activity of p19A™, which H3K27me3-mediated epigenetic repression
was lost by Ezh2 inhibition. Moreover, Ezh2 pharmacologic inhibi-
tion also provoked inferior CD8 T cell antitumor responses in mice,
although rendering increased TNF, Granzyme A, and Granzyme B
production.’” In line with these findings, exogenous expression of
Ezh2 mutant (Ezh2Y641F) with enhanced histone methyltransferase
(HMT) activity increased antitumor response, suggesting altogether
that Ezh2 is essential to avoid an exhaustion cell fate.13” Consistently,
recent reports using pharmacologic inhibition of Ezh2 in human
CAR-T cells suggested that Ezh2 activity is required for the epigenetic
modifications that leads to the restoration of CAR-T cell functionality
upon transient rest.13¢

Ezh2 deficiency was shown to reduce CD8 T cell antitumor activity,
decreasing functionality (IFN-y production), cell persistence (associ-
ated with increased apoptosis-related genes Bim and CdknZ2a), and MP
formation.138 In addition, tumor-specific Ezh2-deficient CD8 T cells
(Pmel-1) up-regulated the expression of effector-related transcrip-
tion factor genes Prdm1 (Blimp-1) and Id2, as well as Eomes, whereas
memory-related transcription factor Id3 was decreased. In fact, direct
binding of Ezh2, and H3K27me3 deposition to the regulatory loci of
Prdm1,1d2, and Eomes was detected in naive Pmel-1, but this repressive
mechanism is diminished after T cell activation through Akt-mediated
Ezh2 phosphorylation. Disruption of this Ezh2 phosphorylation aug-
mented memory formation and antitumor capacity. Interestingly, Ezh2
also occupied Id3 regulatory loci; however, Akt-unphosphorylated Ezh2
activity increased 1d3 expression, whereas TCR activation (with subse-
quent Ezh2 phosphorylation) decreased H3K4me3 deposition on 1d3
regulatory loci, which implies that Ezh2 could participate in Id3 acti-
vation through the regulation of other HMT involved with H3K4me3
mark.

PRC2 activity can be positively or negatively regulated by micro-
RNAs in tumor microenvironment. miR-101 and miR-26a were shown
to restrain expression of Ezh2in T cells during ovarian cancer, resulting
in impaired effector function including defective cytokine production
and reduced expression of the antiapoptotic protein Bcl-2.13? Ezh2,
through H3K27me3 deposition, repressed the Notch repressors Numb
and Fbxw7 and disinhibition of these proteins could be accounted for
the loss of polyfunctionality and apoptosis resistance in Ezh2-deficient
CD8 T cells.13%140 Considering that glucose restriction in the tumor
environment induces up-regulation of miR-101 and miR-26a and that
Akt, a key regulator of the CD8 T cell metabolism, phosphorylates
Ezh2 leading to its repression, it becomes apparent that the energetic
metabolism of CD8 T cells and the associated signaling are impor-
tant factors in the molecular mechanism behind PRC2 regulation in
CD8 T cells.138137 On the other hand, overexpression of miR-155 in
CD8 T cells led to increased expression of Ezh2, Suz12, and Pcl3, a
protein involved in the recruitment of PRC2 to genomic targets. This
was associated with increased deposition of H3K27me3 on Id2, Prmd1,
and Zeb2 gene loci in a Pcl3-dependent manner. Deficiency in Pcl3
resulted in increased commitment of CD8 T cells into KLRG1" ter-
minal effector cells, whereas overexpression of Pcl3 conferred better
cytokine production capacity and higher antitumor function of CD8 T

lymphocytes.14?

BIOLOGY

Although the studies described above have shown a prominent role
of Ezh2 in enhancing CD8 T cell effector function in tumor settings
through several mechanisms, a recent study suggested that enzymatic
inhibition of Ezh2 can restore the impaired effector function of CD38M
CD8 T cell population that is expanded in patients with SLE.142

Understanding the molecular mechanisms behind CD8 T cell dys-
functionality in exhaustion phenotype is crucial for the design of novel
strategies to overcome this challenge. The role of PcG proteins, spe-
cially Ezh2, has been appreciated in several recent studies focusing on
antitumor responses mediated by CD8 T cells; however, the multiple
roles that those proteins can perform are far from been completely
understood. Ezh2 PTMs or different partnership with other proteins
were described to be fundamental for the regulation of its function.
It is still yet to be understood which other players or interactions
would be involved in the regulation of Ezh2 (and other PcG proteins)
in the context of CD8 T cell activation and differentiation, as well
as the time-course of which those regulatory events occur. Finally,
as in the context of CD8 T cells response against infections, the role
of PRC1 proteins in CD8 T cell antitumor response remains poorly
understood.

4 | CONCLUDING REMARKS

Over the past decade, several major advances in our understanding
of the epigenetic regulation of T cell biology has been made pos-
sible thanks to the generation of novel next-generation sequencing
approaches to assess chromatin accessibility, combined with novel
mice strains lacking distinct epigenetic regulators. It has become evi-
dent that regulation of activation and differentiation of CD4 and CD8
T cells widely relies on the proper epigenetic regulation of gene loci
that results in repression or activation of gene expression. In partic-
ular, deficiency of PRC1 or PRC2 members results in dysregulated
gene expression, as described throughout this article. Further studies
should focus on comprehending how formation of distinct complexes
regulate specific gene loci. Moreover, with novel single cell sequenc-
ing approaches becoming more widely available, upcoming studies can
benefit from cell-specific contributions of these complexes to the over-

all epigenetic landscape. Exciting times are ahead of us.
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Summary: Understanding the epigenetic control of CTL differentiation is critical for the
manipulation of these cells in immunotherapy protocols. This article demonstrates a novel role for
Cbx4, a Polycomb-group protein, in supporting CD8 T cell commitment to an effector cell

phenotype.

Abstract: CD8 T cell differentiation is controlled by the crosstalk of various transcription factors
and epigenetic modulators. Uncovering the different players in regulating this process is

fundamental to improving immunotherapy and designing novel therapeutic approaches. Here, we
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show that Polycomb Repressive Complex (PRC)l subunit Chromobox (Cbx)4 favors
differentiation to effector CD8 T cells. Cbx4 deficiency in CD8 T cells induced transcriptional
signature and phenotype of memory cells, increasing the formation of memory population during
acute viral infection. It has been previously shown that besides chromodomain-mediated binding
to H3K27me3, Cbx4 function as a SUMO E3 ligase in a SUMO interacting motifs (SIM)-
dependent way. The overexpression of Cbx4 mutants in distinct domains showed that this protein
regulates CTL differentiation primarily in a SIM-dependent way and partially through its
chromodomain. Our data revealed a novel role of a Polycomb group protein Cbx4 controlling CD8
T lymphocyte differentiation and indicates the SUMOylation process as a key molecular

mechanism connected to chromatin modification in this process.
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Introduction

CDS8 T cells are an essential component of adaptive immunity, working as key players in
the elimination of intracellular pathogens and tumor cells (1). Upon activation, CD8 T cells
undergo intense expansion and differentiate into a heterogeneous population composed of pro-
inflammatory and cytotoxic terminal effector cells (TE), characterized by expression of the killer
cell lectin-like receptor G1 (KLRG1") and low expression of IL-7Ra (CD127°), and memory
precursor (MP) cells that are responsible for the generation of long-term immunity, that express
CD127 and low levels of KLRG1 (KLRG1'CD127"). Complex transcriptional programs that are
regulated dynamically control gene expression that specifies the differentiation of these distinct
CDS8 T cell states. The identification of the key players that participate in this process is critical for
the understanding of these molecular processes and for advancing novel therapeutic strategies (1,
2). Several transcription factors have been described to drive CD8 T cell differentiation, including
T-bet (3, 4), Blimpl (5, 6), Zeb-2 (7, 8), Id2 (9—11), and NFAT1 (12) which promote generation
of TE cells, and Tcf-1 (13, 14), Eomes (3, 15), Bcl-6 (16, 17), Id3 (18, 19), Foxol (20-22) and
Runx3 (23) for memory cell differentiation. Transcription factors cooperate with epigenetic
regulators, including chromatin modifiers that add, remove or recognize post-translational
modifications in histones, adding a new level of complexity to this differentiation process that
remains to be completely uncovered (24-26).

The Polycomb Repressor Complex (PRC)2, responsible for tri-methylating lysine 27 of
histone 3 (H3K27me3), which is considered a repressive mark, was described as having an
essential role in commitment to effector cell differentiation through the deposition of this mark in
memory-related genes, leading to transcriptional repression during acute viral infection (25, 27,

28). In addition, members of this complex were upregulated right after activation in cells that later
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80  differentiated into terminal effector CD8 T cells (28). Furthermore, it was demonstrated that
81  H3K27me3 removal by lysine demethylase Kdm6 promotes effector differentiation through de-
82  repression of effector genes (29-31). These evidences underscore the importance of H3K27me3
83  methylation/demethylation dynamic regulation to CD8 T cell differentiation. H3K27me3 can
84  recruit another epigenetic complex from the Polycomb group (PcG), the PRC1, that also works as
85  arepressor through the ubiquitylation of lysine 119 of histone H2A (H2AK119ub) by its catalytic
86  subunit Ringl, as well as through chromatin remodeling mechanisms mediated by other subunits
87  that can integrate the complex (32). PRC1 composition is highly heterogeneous, and its distinct
88  configurations are divided in canonical (cPRC1) or noncanonical PRC1 (ncPRC1) (33, 34). While
89  ncPRCI1 complexes can be recruited to genome sites independently of PRC2 function (35, 36),
90  cPRCI1 are known to be recruited to H3K27me3-tagged /loci. This process is thought to be mediated
91 by recognition and binding of Chromobox (Cbx) family proteins (Cbx2, Cbx4, Cbx6, Cbx7, and
92  Cbx8) to this repressive epigenetic mark through its conserved chromodomain (32, 37). Cbx4 is
93  reported to function additionally as a small ubiquitin-like modifier (SUMO) E3 ligase through its
94  two SUMO interacting motifs (SIM) (38, 39). SUMO conjugation is a dynamic post-translational
95  modification that can alter the molecular interactions, stability and activity of targeted proteins and
96  mediates the regulation of several critical cellular processes, such as control of gene expression
97  and chromatin structure (40, 41). Besides, Cbx4 E3 SUMO ligase activity has been reported to
98  regulate essential transcriptional regulators, such as Dnmt3a and Hif-1a (42, 43).
99 Here we show that Cbx4 induces effector cell commitment primarily through its SIM
100  domain-related mechanisms. Cbx4-deficient CD8 T cells showed increased expression of
101  memory-related surface markers CD127 and CD62L for both in vitro differentiation and during

102 acute viral infection. Consistent with our phenotyping results, RNA-Seq of in vivo-differentiated
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103 Cbx4-deficient cells showed skewing towards memory precursor transcriptional signature.
104  Furthermore, Cbx4 deficiency led to increased memory generation at acute lymphocytic
105  choriomeningitis virus (LCMYV) viral infection memory time point. To rescue the Cbx4 deficient
106  phenotype, we overexpressed Cbx4 or Cbx4 functional domain mutants in CD8 T cells. We found
107  that the overexpression restored the effector population in a SIM domain-dependent manner and
108  only partially depended on its chromodomain. Our data, suggest that Cbx4 promotes CD8 T cell
109  effector differentiation, which is mainly driven by SUMOylation mechanisms and less so by its
110 capacity to bind to methylated histones.

111

112 Methodology

113 Mice

114 All mice were on a C57BL/6 background. The experimental mice were 6- to 8-wk-old and
115  sex- and age-matched. P14 (LCMV gp33-41-H2-Db—specific) Thyl.1 and CD4-Cre mice have
116 been previously described (12). Cbx4™ mice (obtained from Dr. Guo-Liang Xu,
117  Institute of Biochemistry and Cell Biology, China (44)) were bred to create the following
118  genotypes: Cbx4™"Cd4“™ and P14 Thyl.l" Cbx4""Cd4“". Mice were housed in specific
119  pathogen-free barrier facilities and used according to protocols approved by the Rosalind Franklin
120 University of Medicine and Science Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC). Mice
121 housed in the Mouse facility of Departamento de Imunologia (UFRJ) were used according to the
122 rules established by CONCEA (Conselho Nacional de Experimentacdo Animal) and UFRJ CEUA
123 (Comité de Etica no Uso de Animais) approval (Protocol 054/20).

124

125 T cell isolation and culture
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126 Naive CD8" T cells were purified from spleen and lymph nodes using the Mouse Naive
127 CDS8' T Cell Isolation Kit (StemCell Technologies) or through negative selection using Dynabeads
128  Untouched Mouse CD8 cells Kit (Thermo Fisher Scientific) followed by Fluorescence-Activated
129  Cell Sorting (FACS). Naive CD8 T cells were cultured on Dulbecco’s modified Eagle’s Medium
130  (DMEM) supplemented with 10% heat-inactivated FBS, 2 mM L-glutamine, 100 U/mL penicillin-
131  streptomycin, 50 ng/ml gentamicin, 1X MEM non-essential amino acids, 1 mM sodium pyruvate,
132 1X MEM Vitamin Solution, 10 mM HEPES, and 50 uM B-Mercaptoethanol (45). Naive CD8 T
133 cells were activated with 1 pg/ml (effector-like polarization) or 50 ng/mL (memory-like
134 polarization) of anti-CD3 (clone 2C11) and 1 pg/mL of anti-CD28 (clone 37.51) (Thermo Fisher
135  Scientific) at 1 million cells per mL on a 12- or 24-well plate that had been precoated with 300
136  pg/ml goat anti-hamster IgG (Pierce Protein Biology, Life Technologies) (45). Cells were removed
137  from the initial stimulus 48 h after activation and were cultured at 0.5 million/mL in the presence
138 of 100 U/ml of recombinant human (rh)IL-2 for effector-like or 10 U/mL of rhIL-2, 10 ng/mL of
139  rhIL-7 and 10 ng/mL of rhIL-15 for memory-like phenotype polarization. In indicated
140  experiments, 200 U/mL of recombinant murine (rm)IL-2 were used to generate effector-like cells
141  and 20 U/mL of thIL-2, 10 ng/mL of rmIL-7 and 10 ng/mL of rmIL-15 for memory-like cells (46).
142

143 Retroviral plasmids and transduction

144 For Cbx4 knockdown experiments, retroviral particles were generated by transfecting
145  Phoenix-Eco cells with Ametrine-expressing murine retroviral vectors containing shRNAs
146  targeting CD4 (shCD4) or Cbx4 (shCbx4) mRNA (47). For Cbx4 over-expression, Plat-E cells
147  were transfected with GFP-expressing murine retroviral vectors containing unaltered Cbx4 coding

148  sequence (Cbx4-OE), Cbx4 mutants carrying two point mutations (F11A/W35L) at Cbx4


https://doi.org/10.1101/2022.10.03.510675
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/2022.10.03.510675; this version posted October 7, 2022. The copyright holder for this preprint
(which was not certified by peer review) is the author/funder, who has granted bioRxiv a license to display the preprint in perpetuity. It is made
available under aCC-BY-NC-ND 4.0 International license.

149  chromodomain (AChromo), deletion of the two SUMO interacting motifs (SIM) domains (ASIM1-
150  2) or GFP-expressing empty vector (Mock), kindly donated by Dr. Wang (48). Virus supernatant
151  was filtered through 0.45-mm filters and used fresh for transduction in Cbx4 knockdown
152 experiments or concentrated by centrifugation at 6000 x g (F14-14 x 50cy rotor) at 4°C overnight
153  for Cbx4 over-expression experiments. In vitro-activated CD8 T cells (as described above) were
154  transduced with retroviral particles 18-20h after activation. T cell culture medium was carefully
155  replaced with media containing fresh or concentrated retrovirus supplied with 8 ug/ml polybrene
156  and centrifuged at 800 x g for 1 h at 37°C and then put into a 37°C 10% CO2 incubator for 4h. For
157  the adoptive transfer of transduced P14 cells, T cell cultures were immediately harvested after
158 incubation. For in vitro culture experiments, the conditioned T cell media was replaced, and cells
159  were then expanded until day 6 or day 14 for effector- or memory-like polarization, respectively.
160

161  LCMYV infection and adoptive cell transfer

162 Mice were infected i.p. with 2 x 10° PFUs of LCMV Armstrong (LCMV Arm) and
163  analyzed on day 45 (d45) post-infection (p.i.). For adoptive transfer experiments with transduced
164  CD8 T cells, congenic C57BL/6 (Thy1.2) mice received intravenously 5x10° in vitro-transduced
165 P14 Thyl.1 cells (expressing shCD4 or shCbx4) and were subsequently infected i.p. with 1.5 x
166 10’ PFUs of LCMV clonel3, as previously described (47). LCMV strains were initially provided
167 by Dr. Shane Crotty, La Jolla Institute, CA and expanded with BHK cells as described before (49).
168

169  Flow Cytometry analysis

170 Spleens and lymph nodes were used for isolating single-cell suspension. RBCs were lysed

171  from spleens with ACK lysis buffer. For LCMV tetramer staining, H2Db-gp33-41
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172 (KAVYNFATC) Alexa Fluor 647 or APC was incubated at room temperature before staining for
173 cell surface molecules and intracellular staining. Cytokine production was measured by FACS
174  from ex vivo splenic cells or in vitro cultured cells upon restimulation with 10 nM PMA and 1 uM
175  Tonomycin for 4 h in the presence of brefeldin A. Samples were run on FACSAria ITu or LSRII
176  (BD Biosciences), and data were analyzed with FlowJo (Version 9.9.4 and Version 10.7.1).

177

178  Cytotoxicity assay

179 For cytotoxicity assay, naive P14 CD8 T cells were activated in vitro, transduced with
180  shCD4 or shCbx4, and cultured with 10 U/ml rhIL-2 as described above. On day 6, Ametrine"
181  cells were purified by FACS and co-cultured at different ratios with GFP-expressing parental
182  mammary carcinoma cell line EO771 (negative control to determine nonspecific target lysis) or
183  EO771 cells expressing the cognate Ag gp33-41 (EO771-GFP-gp33-41). After overnight
184  incubation (12 h), the remaining live GFP-expressing EO771 cells were determined by flow
185  cytometry as a measure of the cytotoxic activity. EO771 cells cultured in the absence of CTLs
186  were used as a baseline for cell death.

187

188  RNA sequencing

189 FACS-purified cells from in vivo experiment were washed twice with PBS and used for
190  RNA sequencing. RNA-seq libraries were prepared using SMARTer Stranded RNA-Seq Kit
191  (Clontech) according to the manufacturer’s instructions. RNA-Seq libraries were sequenced with
192 the rapid run protocol with a HiSeq 2500 instrument (Illumina). The paired-end reads that passed
193 Illumina filters were filtered for reads aligning to tRNA, rRNA, adapter sequences, and spike-in

194  controls. The reads were then aligned to the UCSC mm9 reference genome using TopHat (v1.4.1).
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195  DUST scores were calculated with PRINSEQ Lite (v 0.20.3), and low complexity reads (DUST >
196  4) were removed from the BAM files. Read counts to each genomic feature were obtained with
197  htseq-count (v 0.6.0) using the default “union” option. After removing absent features (zero counts
198  in all samples), the raw counts were imported to R/Bioconductor package DESeq2 (v1.24.0) to
199  identify differentially expressed genes among samples. We considered genes differentially
200  expressed between two groups of samples when the DESeq?2 analysis resulted in a p-value < 0.05.
201  Gene set enrichment analysis (GSEA), that considers the gene expression ranking to calculate
202  enrichment, was performed by comparing the differentially expressed genes between shCD4 and
203  shCbx4-treated samples (pre-ranked gene list) to published SLEC and MPEC datasets (gene set)
204 (23).

205

206  Quantitative real-time RT-PCR

207 Total RNA was isolated from FACS-purified CD8 T cells using TRIzol reagent
208  (Invitrogen) according to manufacturer’s instructions. Superscript reverse transcriptase
209  (Invitrogen) and oligonucleotide primers were used to synthesize cDNA. Gene expression was
210  examined with 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) using Power SYBR green PCR
211 Master Mix (Thermo Fisher Scientific). Gene expression was normalized to Rp/22 (encodes .22
212 ribosomal protein) gene expression. The following primers were used: Rp/22 forward, 5’-
213 ACCCTGGACTGCACTCACCCTG-3’; Rpl22 reverse, 5’~-CCGCCGAGGTTGCCAGCTTT-3’;
214  Sell forward, 5’-CATTCCTGTAGCCGTCATGG-3’; Sell reverse, 5’-
215  AGGAGGAGCTGTTGGTCATG-3’; lI7r forward, 5’-GCGGACGATCACTCCTTCTG-3’; Il7r
216  reverse, 5’-AGCCCCACATATTTGAAATTCCA-3’; Cbhbx4 forward, 5’-

217  AGTGGAGTATCTGGTGAAATGGA-3’; Chx4 reverse, 5°- TCCTGCCTTTCCCTGTTCTG-3".
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218

219  Statistics and analysis

220 Graphs were plotted using Prism 7 or 8 (GraphPad). Statistical analysis was performed
221  using nonpaired one-way ANOVA followed by Tukey multiple comparisons, two-tail paired or
222 nonpaired Student t test, or two-way ANOVA followed by Tukey, Sidak or Dunnet multiple
223 comparisons, as indicated.

224

225  Results and Discussion

226  Cbx4 deficiency skews CD8 T cell differentiation to a memory phenotype and impacts CDS8 T cell
227  cytotoxicity

228 To assess the role of Cbx4 in CD8 T cell differentiation, we employed LCMV acute
229  infection model using adoptive transfer of CD8 T cells from P14 mice. Naive CD8 T cells from
230 P14 Thyl.1" mice were activated in vitro and transduced with retroviral vectors (RV) expressing
231  shRNA targeting Cbx4 mRNA (shCbx4) or CD4 mRNA as a control (shCD4). Transduced cells
232 were then adoptively transferred to WT Thy1.2" congenic mice that were infected on the same day
233  with LCMV, as previously described (47) (Fig.1.A). The efficiency of shRNA-mediated silencing
234  of Cbx4 was confirmed by RT-qPCR (Suppl.Figl. A).

235 The differentiation of P14 cells to effector or memory phenotype was analyzed 8 days post-
236  infection by measuring KLRG1 and CD127 expression (Fig.1.B-D). Transferred LCMV-specific
237  Cbx4-deficient CD8 T (P14 shCbx4) cells had lower frequency and number of TEs
238 (KLRG1'CDI127) and, accordingly, higher frequency and cell number of populations expressing
239  the memory-associated marker CD127, both in MP (KLRG1'CD127") and in KLRG1'CDI127"

240  double positive population. The frequency of transferred Thyl.1” P14 cells and transduced
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241  Ametrine™ Thyl.1" P14 cells were lower in mice receiving P14 shCbx4 cells in comparison to
242 mice receiving control cells; however, no significant difference was observed in the cell numbers,
243 which is consistent with the increase in total CD8" T cell population numbers in mice receiving
244 P14 shCbx4 cells (Suppl.Fig.1. B).

245 To further investigate the contribution of Cbx4 to the regulation of CD8 T cell
246  transcriptional profile, P14 CD8 T cells from the LCMV acute infection model described above
247  were sort-purified on d8 post-infection, and total RNA was extracted for RNA-Seq. Data analysis
248  showed 836 differentially expressed genes (DEGs) when comparing P14 shCbx4 CD8 T cells to
249 P14 shCD4 CD8 T cells (Fig.1.E). Among those genes, several surface markers that positively
250  correlate with the memory cells were upregulated on Cbx4 deficient cells, including /77 (CD127)
251  and Slamf6 (2, 50). In addition, genes encoding key transcription factors Eomes and Tcf7 (Tcf-
252 1), which promote the generation and persistence of central memory CD8 T cells, were also
253  upregulated in comparison to control cells (3, 13—15). Concordantly, genes positively correlated
254  with the effector phenotype and function, such as Kirgl, Prfl and Cx3crl, were downregulated in
255 P14 shCbx4 compared to shCD4 CDS8 T cells. These gene expression alterations, such as the
256  upregulation of Tc¢f7 and I/7r, were not just due to a higher frequency of memory cells in our Cbx4-
257  deficient population, as sorted Cbx4-deficient KLRG1™ CD8 T cells also showed an enrichment
258  of memory-associated genes (Suppl.Fig.1. D). To test whether these gene expression alterations
259 lead to a global shift towards memory transcriptional programs, we performed Gene Set
260  Enrichment Analysis (GSEA) using previously published memory precursor (KLRG1°CD127™)
261  transcriptional signature from day 8 acute LCMV infection model (23). We found that genes
262  upregulated in P14 shCbx4 cells showed enrichment in memory precursor transcriptional signature

263  (Fig.1.F), indicating that Cbx4 could directly regulate memory-associated genes. It is also
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264  plausible that Cbx4 could indirectly impact the expression of transcription factors related to CD8
265 T cell differentiation by controlling other transcriptional regulators. For example, our RNA-Seq
266  showed that c-Myb, a transcriptional activator of Tcf7 (51), is upregulated in P14 shCbx4 cells.
267  Similarly, Cbx4 was reported to activate the Wnt/B-catenin pathway, a pathway upstream of TCF-
268 1 activation, in human lung adenocarcinoma cells (52). Future studies will be focused on
269  determining which transcriptional regulators involved in CD8 T cell differentiation are directly
270  regulated by Cbx4.

271 As we observed the downregulation of genes related to effector function (i.e.: Prf1), we
272 explored if Cbx4 deficiency could impact CD8 T cell cytotoxic function. P14 cells were analyzed
273 in an in vitro cytotoxicity assay, co-culturing activated and retrovirally transduced P14 cells with
274  GP33-expressing GFP" EO771 tumor cells (EO771) (Fig.1.G). We observed that P14 shCbx4 cells
275  had diminished cytotoxicity compared to P14 shCD4, which further supports the observation of
276  defective effector differentiation with concomitant skewing to memory phenotype in the absence
277  of Cbx4 protein.

278 Collectively, our findings shows that Cbx4 deficiency upregulates memory precursor
279  transcriptional signature and expression of memory surface markers (CD127, CD62L), and
280  decreases effector cytotoxic function, revealing a skewing of CD8 T cells towards a memory
281  phenotype and a role for the Polycomb protein Cbx4 in the control of CDS8 T cell differentiation.
282

283  Cbx4 deficiency leads to increased memory CDS T cell formation

284  To confirm if Cbx4 could control memory CD8 T cell formation, we used the acute LCMV
285 infection in T cell-specific Cbx4 deficient mice (Cbx4""Cd4“™, herein referred to as Cbx4 TKO

286  mice), analyzing polyclonal Cbx4 deficient CD8 T cells 60 days post-infection (Fig.2.A). Analysis
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287  of lymphocyte populations on thymus, lymph nodes and spleens of Cbx4 T KO mice at steady
288  state showed no alteration in T cell development or abnormal phenotype of lymphocytes in
289  secondary lymphoid organs (data not shown). On day 60 post-infection, Cbx4 TKO mice showed
290  aslight increase in the frequency and number of CD8 T cells, as well as higher number of LCM V-
291  specific H2Db-gp33-41" (GP33") cells (Fig.2.B, C). In addition, Cbx4 TKO mice had higher
292 frequency and cell number of KLRG1'CDI127" population in GP33" CD8 T cells (Fig.2. D-F). We
293 also observed higher number of memory KLRG1'CDI127" population, although this was not
294  reflected in population frequency. Accordingly, we found decreased frequency and cell number of
295  terminal effector (KLRG1'CD127") GP33" CD8 T cells (Fig.2.D-F). The expression of CXCR3,
296  which is associated with memory population formation and rapid recall response (53), was
297  upregulated on GP33" CDS8 T cells of Cbx4 TKO mice, as seen by the increased cell numbers of
298 KLRGI'CXCR3" and KLRG1'CXCR3" populations (Suppl.Fig.2.A, B). To further validate the
299  enrichment of memory-associated genes in Cbx4 deficient CD8 T cells, we performed intracellular
300 staining to examine expression of transcription factor T-bet and Eomes from our ex vivo samples.
301  We observed that T-bet/Eomes ratio was significantly lower in Cbx4 TKO mice, regardless of
302 KLRGI expression, in line with a global increased memory profile upon Cbx4 deficiency
303  (Fig.2.G).

304 To recapitulate this phenotype in an in vitro model system, we differentiate CD8 T cells to
305  either effector- or memory-like cells using a previously established protocol (46). Consistently, we
306  observed increased levels of the memory markers CD127 and CD62L in Cbx4-deficient cells,
307  regardless of the polarized phenotypes (Suppl.Fig. 3). In summary, deficiency in Cbx4 leads to
308 increased expression of memory-associated surface markers and transcription factors in CTLs,

309  both in vivo and in vitro.
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310

311  Repression of memory phenotype by Cbx4 is primarily dependent on SIMI1-2 domains

312 We next investigated the mechanism through which Cbx4 impacts CD8 T cell
313  differentiation. As Cbx4 protein can mediate PcG-dependent repression and function in parallel as
314 anE3 ligase enzyme (32, 37-39), we enforced the expression, in either wild-type or Cbx4-deficient
315 P14 cells, of wild type or mutant Cbx4 cDNAs lacking key functional domains: (1) AChromo,
316  with an amino acid substitution at chromodomain that prevents its binding to H3K27me3 residues;
317  (2) ASIM1-2, that lacks both SUMO-interacting motifs (Fig. 3A).

318 Cbx4 KO CD8 T cells activated and differentiated in vitro to a memory-like phenotype
319  displayed accentuated expression of CD62L and CD127 during cell culture, and complementation
320 of Cbx4-deficient cells with wildtype Cbx4 counteracted this phenotype (Fig. 3B, C).
321  Overexpression of AChromo mutant reproduces to a lesser degree the effect seen upon wild-type
322 isoform overexpression, indicating that the Cbx4 H3K27me3 binding function has a partial
323  contribution to its role in the commitment to effector cell differentiation. On the other hand,
324 deletion of SIM sequences not only reversed wild-type isoform Cbx4 overexpression impact but
325  induced the opposite effect, promoting memory phenotype in both P14 WT and P14 Cbx4 T KO
326  cells. Overexpression of ASIM1-2 mutant in P14 WT CDS8 T cells raised the frequency of
327 CD62L'CDI127" population to levels observed in Mock-transduced P14 Cbx4 KO cells,
328  suggesting that overexpression of SIM-deficient Cbx4 isoform might be competing with
329  endogenous Cbx4 function, and potentially acting as a dominant negative version of the protein
330  (Fig.3.C). The same patterns were observed for the expression of memory-related markers CD62L
331 and CD127 at protein (Fig.3.D, E) and transcriptional (Fig.3.F, G) levels. Expression of markers

332 related to the effector phenotype, CD25, and recall response, CXCR3, corroborated these data,
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333  showing an increase of both proteins upon wild-type Cbx4 overexpression while AChromo mutant
334  overexpression partially reproduced wild type Cbx4 effect and ASIM1-2 mutant reversed the effect
335 (Fig.3.H, D).

336 The fact that we observed that both chromodomain and SIM domains are required for
337  effector CD8 T cell differentiation is consistent with the fact that it has been shown in mouse
338 embryonic fibroblast that conjugation of SUMO at the Cbx4 SIM domain is essential for
339  recruitment of cPRC1 to H3K27me3 in genome /oci and control of PRC1 repressive activity (54).
340  Moreover, it was reported that Cbx4-mediated SUMOylation of Ezh2 promoted its recruitment
341 and enhanced Ezh2 methyltransferase activity, demonstrating that Cbx4 regulates PRC2 (55).
342 Therefore, our results indicate that Cbx4 SIM domains might regulate cPRC1 and PRC2-
343  dependent repressive mechanisms in CD8 T cells. Further studies investigating Cbx4
344  SUMOylation and targets for Cbx4 SUMO E3 ligase function in CD8 T cells are needed to fully
345  define its role in CD8 T cell differentiation. In addition, looking into the crosstalk between Cbx4
346  and other PcG proteins in CD8 T cells, especially Ezh2, and its potential interaction with
347  H3K27me3 residues through the chromodomain is needed to understand how this protein controls
348  Polycomb-mediated repressive mechanisms during CD8 T cell differentiation. Finally, the ability
349  of Cbx4 to also bind to H3K9me3 adds another potential layer of complexity to the epigenetic
350  regulation of T cells by this protein (37).

351 Taken together, our data demonstrates that Cbx4, a Polycomb-group protein, participates
352 in the control of CD8 T cell differentiation. We observed that both Cbx4 SIM1-2 domains and
353  chromodomain are required for the repression of memory phenotype, however SIM1-2 might play
354  amore dominant role in this process. Further studies better characterizing the role of Cbx4 to CD8

355 T cell functionality and clarifying the mechanisms by which Cbx4 perform its role as regulator,
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356  identifying its targets and partners, will help clarify how the Polycomb-dependent complex
357  molecular network regulates CD8 T cell differentiation.

358
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541  Figures Legends

542  Figure 1. Cbx4 deficiency skews CD8 T cell differentiation to a memory phenotype. (A) In
543 vitro-activated P14 Thyl.1" cells transduced with retrovirus (RV) expressing control shRNA
544  (shCD4, black) or shRNA targeting Cbx4 (shCbx4, red) were transferred to congenic receptor
545  mice subsequently infected with LCMV and analyzed by flow cytometry for KLRG1 and CD127
546  expression in Ametrine” Thyl.1” CDS8" T cells at 8 dpi (B) or Ametrine -sorted for RNA-Seq.
547  Summary of frequency (C) and total cell numbers (D) of populations analyzed in KLRG1 x CD127
548  gate. RNA-Seq results showed 836 differentially expressed genes (DEGs) that were visualized in
549  aheatmap of Z-score values clustered by hierarchical clustering (E). DEGs were tested by GSEA
550  for enrichment of transcription signature from memory precursor (KLRG1'°CD127™) population
551  from day 8 of acute LCMYV infection (23) (F). P14 shCD4 and shCbx4 cells were also assessed for
552  in vitro specific cytotoxicity (dashed line indicates baseline tumor cell survival) (G).
553  Representative contour plots for KLRGI and CDI127 expression are shown (B). Data are
554  representative of two independent experiments (n > 3). *p < 0.05, **p <0.01, ***p <0.001, ****p
555 <0.0001 by unpaired two-tailed Student ¢ test (C, D).

556

557  Figure 2. Cbx4 deficiency increases CD8 T cell memory formation. (A) Polyclonal Cbx4™"™
558  (black) or Cbx4™"Cd4“™ (red) mice were infected with acute infection LCMV and analyzed at 60
559  dpi. Frequency and total cell numbers of total CD8 T cell population (B) or LCMV-specific CD8
560 T cells (C) were measured by flow cytometry. The expression of KLRG1 and CD127 was analyzed
561 by flow cytometry at 60 dpi (D), and frequency (E) and cell numbers (F) of each subpopulation
562  were calculated. The expression of T-bet and Eomes was measured by gMFI in flow cytometry

563 and T-bet/Eomes ratio was calculated using those values in both KLRG1" and KLRG1
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564  populations (G). Representative contour plots for KLRG1 and CD127 expression are shown (D).
565 Data are representative of two independent experiments (n > 3). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
566  0.001, ****p < 0.0001 by unpaired two-tailed Student ¢ test (B, C, E-G).

567

568  Figure 3. Differential requirement of Chromo and SIM1-2 Cbx4 domains for CTL
569 differentiation. (A) In vitro-activated P14 Thyl.1” WT (black) or P14 Thyl.1" Cbx4""CD4“"
570  (red) cells were transduced with either of Mock (control), wild type Cbx4 mRNA, Cbx4 AChromo
571  mutant or Cbx4 ASIM1-2 mutant, and then polarized in vitro to memory-like phenotype (10U/mL
572 of rhIL-2, 10 ng/mL of rhIL-7 and 10 ng/mL of rhIL-15) until day 14 of culture. The frequency of
573  CD8 T cells expressing both CD62L and CD127 (C), as well as the expression of each marker
574  measured by gMFI (D, E) was analyzed by flow cytometry. Gene expression for Se// (CD62L) and
575  II7r (CD127) was quantified by RT-qPCR using reporter GFP"-sorted cells (F, G). Expression of
576  effector-related markers CD25 and CXCR3 (H, I). All gMFI and mRNA expression data are
577  normalized to P14 Thyl.1” WT transduced with Mock. Representative contour plots for CD62L
578 and CDI127 cytometry are shown (B). Data are representative of four (C-I) independent
579  experiments. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001 by two-way ANOVA with

580  Tukey’s test for multiple comparisons.
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