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1. RESUMEN

Durante el rechazo a trasplantes alogénicos, varios tipos de células inmunes,
incluyendo células dendriticas, células T CD4+ y CD8+, entre otras, recirculan entre el
injerto y el ganglio linfatico drenante mas cercano, resultando en gque la inmunidad
contra el tejido “extrafio” o “foraneo” toma lugar. Las células T reguladoras CD4+ son
criticas controlando la magnitud de las respuestas inmune, y pueden actuar para
promover 0 mantener la tolerancia. Estas células se han caracterizado por expresar los
marcadores CD25, Foxp3 y, mas recientemente descrito, Neuropilina-1 (Nrp1). El rol
de estas células supresoras durante el rechazo a aloinjertos ain no esta claro. Usando
un modelo murino de rechazo a trasplante alogénico de piel, se analizo la expresién de
Nrp1 y Eos en las células T CD4+ presentes en los ganglios drenantes de los injertos,
el bazo y los injertos de piel de ratones trasplantados tanto con injertos singénicos
como alogénicos. Los resultados en este trabajo indican que, durante el rechazo a
trasplantes alogénicos, hay un incremento en la frecuencia total de células T CD4+ que
expresan Nrp1, pero que la expresion de esta molécula sufre una disminucién en la
subpoblacién de células T CD4+ reguladoras. Notablemente, la expresién del factor de
transcripcion Eos, que provee estabilidad funcional celular, también se encuentra
reducida. En experimentos de transferencia adoptiva, se observé que durante el
rechazo a alo-injertos: i) las células T reguladoras naturales mantienen altos niveles de
expresion de Nrp1, ii) las células T efectoras (Nrp1-) adquieren un fenotipo
Nrp1+Eos+, iii) la transferencia de células T reguladoras Nrp1+ puede promover la
sobrevida de injertos alogénicos, y ademas potencian la ganancia de Nrp1 y Eos en
las células T efectoras. En conjunto, estos datos describen una nueva dinamica de

expresiéon de Nrp1 y Eos en células T CD4+, durante el rechazo a alo-injertos, lo que



apoya reportes previos que sugieren el uso de Nrp1 en el campo de tolerancia a

trasplantes y sentando las bases de futuras investigaciones.



2. ABSTRACT

During allograft rejection, several immune cell types, including dendritic cells, CD4+ and
CD8+ T cells, among others, recirculate between the graft and the nearest draining
lymph node, where immunity against the “foreign” tissue takes place. Regulatory CD4+
T cells (Tregs) are critical for controlling the magnitude of the immune response and
may act to promote or maintain tolerance. Phenotypically, Tregs are characterized a
high expression of CD25 and Foxp3, and more recently, Neuropilin-1 (Nrp1) has been
linked to this cell population. Beside the extensive work on Tregs biology during the last
decades, the role of these suppressor cells during allograft rejection is still not well
understood. In the present study, we used a murine model of skin allograft rejection, to
analyze the expression of Nrp1 and Eos on CD4+ T cells residing in graft draining
lymph nodes, spleen and skin grafts from both syngeneic- and allogeneic-grafted mice.
The results shows that during graft rejection, there is an increase in the frequency of
total CD4+ T cells expressing Nrp1, but the expression of this molecule is down-
regulated in the regulatory CD4+ T cell compartment. Interestingly, the expression of
the transcription factor Eos, which renders Treg cell function stability, is also reduced,
suggesting that in the event of graft rejection Tregs may be loosing their function. In an
alternative approach, we performed adoptive transfer experiments and observed that
during allograft rejection: i) natural regulatory CD4+ T cells maintain high levels of Nrp1
expression, ii) effector CD4+ T cells (Nrp1-) become Nrp1+Eos+, iii) the transfer of
regulatory CD4+ T cells (Nrp1+) can promote allograft survival, and also enhance the
gain of Nrp1 and Eos on T effectors cells. Summarizing, our data describes an
unknown dynamic for Nrp1 expression on CD4+ T cells during allograft rejection, which

may be associated to Tregs function. In addition, our observations support previous



reports suggesting a useful role for Nrp1 in transplantation tolerance. Future work

describing in detail Nrp1 expression on Tregs is necessary to translate the application

of Nrp1 (as a marker) in the clinic.



3. INTRODUCCION
3.1. Trasplante y rechazo

El trasplante de érganos representa una oportunidad Unica para restaurar la
funcion de un tejido en particular luego de sufrir una lesién o falla incapacitante. Sin
embargo, el rechazo al trasplante sigue siendo un importante problema clinico, a pesar
del uso de tratamientos con drogas inmunosupresoras que tiene como fin alcanzar la

“tolerancia a largo plazo”.

Evidencia reciente ha esclarecido los procesos celulares “orquestados” que
rigen el rechazo a injertos alogénicos (6 alo-injertos). En un modelo murino de rechazo
a trasplantes de piel no-compatibles, el uso de microscopia intravital por imaging ha
permitido el analisis temporal de las interacciones de diferentes tipos de células
inmunes durante el rechazo al alo-injerto (Cahalan, 2011). Luego del flujo inicial de
monocitos del donante que penetran al injerto y su posterior migracién a los ganglios
linfaticos drenantes, la activacién de linfocitos T del receptor permite su proliferacién y
subsecuente migracion al tejido foraneo. Esta es seguida por una infiltracién masiva de
monaocitos al injerto, junto con la acumulacion de linfocitos T CD4+ y CD8+ efectores
en la interface entre la dermis y la epidermis de la regién trasplantada. En este modelo,
alrededor de los diez dias post-trasplante las células T CD8+ citotoxicas se han
diseminado a largo del alo-injerto, destruyendo la mayor parte de las células “extrafias”,
llevando a la necrosis y al total rechazo del alo-injerto (Celli, et al., 2011). Aunque éste
y otros estudios cldsicos se centran en el rechazo de alo-injerto mediado por células T
CD8+ citotoxicas, la evidencia obtenida de modelos de rechazo restringidos a

presentacién por MHC-Il indica que las células T CD4+ efectoras alo-reactivas, por si



solas, son capaces de mediar el rechazo agudo 6 cronico a trasplantes alogénicos

(Vokaer, et al., 2013, Csencsits, et al., 2005, Booth, et al., 2011)
3.2. Linfocitos T reguladores (Tregs)

La regulacion inmune mediada por células fue inicialmente vislumbrada por
Gershon et al. a comienzos de los afios 70’, en base a experimentos in vivo de
trasferencia de timocitos, donde se sugirié6 que un subconjunto de células T podria
ejercer actividad supresora, las que se denominaron en su momento “células
supresoras” (Gershon, et al., 1972). Sin embargo, en ese momento ni las células ni los
posibles factores solubles liberados por estas células podian ser convincentemente

caracterizados. Por lo tanto, todo el concepto fue ampliamente criticado durante afios.

Solo a mediados de los afos 90' los términos de “supresion” y “células
supresoras” retomaron interés debido al pionero trabajo de Sakaguchi et al. quienes
fueron los primeros en demostrar que una pequefa poblacidén de células T CD4+ que
co-expresan CD25 (la cadena alfa del receptor de IL-2, 6 IL2Ra) funcionaban como
células T supresoras en ratones adultos (Sakaguchi, et al., 1995). La importancia de
estas células T CD4+CD25+ resulté evidente cuando, al eliminar esta sub-poblacion
(alrededor del 10%) del total de células T CD4+ de un ratdn adulto normal, y transferir
el resto de las células T CD4+CD25- a ratones inmuno-deficientes, resulta en el
desarrollo de una variedad de sintomas autoinmunes en los ratones recipientes. Mas
aun, el curso de la enfermedad era revertido sélo re-adicionando las células T
CD4+CD25+ (Sakaguchi, et al., 1995). La subsecuente demostracién de que estas
células también exhiben actividad reguladora in vitro (Thornton and Shevach, 1998,

Piccirillo and Shevach, 2001) hicieron resurgir el interés en la inmuno-regulacién



mediada por células T. Poco después, mltiples grupos de investigacion identificaron
células T CD4+CD25+ humanas con propiedades funcionales bastante similares
(Dieckmann, et al., 2001, Jonuleit, et al., 2001, Groux, et al., 1997). Actualmente ésta y
otras poblaciones celulares descritas se conocen en su conjunto como linfocitos T

reguladores (o Tregs).

Ademas de todo lo anterior, se observd que el factor de transcripcién Foxp3 (del
inglés Forkhead box protein 3) se expresa selectivamente en las células T
CD4+CD25+, y que una mutacion en el gen codificante para Foxp3 es el responsable
de un letal sindrome auto-inmune que se desarrolla en ratones (mutante scurfy), asi
como el sindrome IPEX (del inglés Immune dysregulation, Polyendocrinopathy,
Enteropathy, X-linked) en humanos, ambos resultantes por una deficiencia de células
Tregs (Hori, et al., 2003). El desarrollo de anticuerpos monoclonales anti-Foxp3, para
sudeteccion intracelularmente por citometria de flujo, y la generacion de cepas de
ratones knock-in (Fontenot, et al., 2005, Haribhai, et al.,, 2007) donde Foxp3 es co-
expresado con un gen reportero fluorescente (proteina GFP), han sido esenciales para

caracterizar las células Tregs Foxp3+ in vivo (Shevach, 2006).

Las células Tregs son una poblacion heterogénea con la capacidad de modular

el sistema inmune mediante varios mecanismos descritos, los que se detallan en la

Tabla l.



Tabla |. Moléculas y mecanismos de supresion de células T reguladoras. En la tabla se detallan las
proteinas de membrana o solubles involucradas en los distintos mecanismos de supresién descritos para
las células Tregs, si se han encontrado en células T reguladoras naturales (nTregs) o células T
reguladoras inducidas (iTregs), como se describe mas adelante.

Mecanismo Efecto en células nTregs iTregs Referencias

Contacto-de pendiente

Se une a las moléculas CD80 y CD86 expresadas
~ en APC y Tefs, bloqueandolas e inhibiendo su
CTLA4 expresion genica, ademas bloquea la sefial co- v v
estimuladora a las Tefs.

Dejean et al. (2009),
Onishi et al. (2008);
Paust et al, (2004).

Se une a las moléculas de MHC-Il expresadas en Okamura et al. (2012);
LAG-3(C0223)  ,pc y Tefs. 4 4 Liang &t al. (2008).

Wu ef al (2014);

: Se une a las células efectoras induciendo :
Galectin-1 detencidn del ciclo celular y apoptosis. v 4 gaﬁ;aaj’r 5,0(1230)67)
— Prolonga las interacciones entre Tregs y DC, ;
Neuropilin-1 restringiendo el acceso de células Tefs alas APC v No  Sarris ef al (2008).
Perforinas/Gran- Produce perforaciones en la membrana de APC y / No g;?.l.“:js:;a; :5 ?gégg?d);
zimas AyB Tefs, induciendo apoptosis. Zhao et al (2006) '
Contacto-independiente T
: . Liu el al (2008),
TGFp llqciuie la conversion de células Tefs en células / J Andersson et al. (2008);
g Li et al, (2006).
Disminuye la secrecion de citoguinas pro- Belkaid et al. (2007);
IL-10 inflamatorias en Tefs y la expresién de MHC-Il en w4 v McGeachy et al. (2005);
APCs. Dieckmann et al. (2001).
IL-35 Suprime la proliferacion de células Tefs. £ 6 gt f((zggg%)
Deprivacion de Mediante CD25, los Tregs compiten con las ;
IL-2 células Tefs por IL-2, llevéndolas a apaptosis. 4 No  Pandiyan et al (2007).
Hidrélisis de Mediante las ectonucleotidasas CD39 y CD73, Bopp et al. (2007),

convierten ATP en adenosina que suprime la v Ne
ATP proliferacion de células Tefs. Ohta et L (2006).

APC, célula presentadora de antigenos; ATP, adenosina tri-fosfato; CTLA, antigeno ascciado a linfocitos T citotoxicos;
IL, interleuquina; iTregs, células T reguladoras inducidas; LAG, gen de activacidon de linfocitos; nTregs, células T
reguladoras naturales; Tefs, células T efectoras; TGF-B, factor transformante de crecimiento beta; Tefs células T
efectoras; Tregs, células T reguladoras.




3.21. nTregs

En el timo, continuamente se producen células Tregs CD4+CD25+Foxp3+ como
una sub-poblacién madura y funcionalmente distintiva (Sakaguchi, 2005), y muchos
investigadores las han denominado como células Tregs “naturales” (6 nTregs) para
diferenciarlas de las células Tregs que se generan en tejidos linfoides periféricos,
denominadas células Tregs “adaptativas” o “inducidas (iTregs). Aunque se han descrito
variados criterios, las caracteristicas para diferenciar células nTregs de células iTregs

no son universalmente aceptadas.

Las células nTregs se generan a través de seleccion por afinidad del receptor
de células T (TCR) a antigenos de péptidos propios, en un rango entre la seleccion
positiva de células T CD4+ convencionales y la seleccion negativa de células T auto-
reactivas con elevada afinidad por auto-antigenos (Josefowicz and Rudensky, 2009}.
Las células nTregs mantienen su expresion de Foxp3 y actividad supresora bajo re-
estimulacién in vitro (Floess, et al., 2007). Se ha visto que modificaciones epigenéticas
en la TSDR (del inglés Treg-specific demethylated region) del locus Foxp3 estan
relacionadas con la estabilidad de la expresion de Foxp3 (Polansky, et al., 2010), dado

que en las células nTregs esta region esta en general desmetilada (Lal, et al., 2009).
3.2.2.iTregs

Las células T virgenes en tejidos periféricos también pueden adquirir expresién
de Foxp3 y funciéon supresora como células iTregs, las que pueden diferenciarse bajo
condiciones mas diversas (Curotto de Lafaille and Lafaille, 2009), como en los ganglios
linfaticos mesentéricos durante induccion de tolerancia oral (Coombes, et al., 2007), en

la lamina propia del intestino en respuesta a microbiota y antigenos alimentarios (Sun,



et al,, 2007), en tejidos cronicamente inflamados (Curotto de Lafaille, et al., 2008), y en
tejidos trasplantados (Cobbold, et al., 2004). Las ceélulas iTregs también pueden ser
inducidas in vifro a partir de células T CD4+CD25-Foxp3- cuando se cultivan en

presencia de IL-2, TGF-B y acido retinoico (Lu, et al.,, 2010, Horwitz, et al., 2008,

Benson, et al., 2007).

Las células iTregs inducidas por TGF- son inestables y pueden perder su
expresion de Foxp3 y actividad supresora in vitro cuando se re-estimulan en ausencia
de TGF-B (Floess, et al., 2007), lo que se correlaciona con la observacion que estas

celulas Tregs poseen la TSDR altamente metilada (Lal, et al., 2009).
3.3 Marcadores actuales para la identificacion de Tregs

Con el fin de aprovechar el enorme potencial terapéutico de las células Tregs,
es necesario contar con marcadores confiables para poder identificarlos o aislarlos. Se
han propuesto muchos marcadores para distinguir poblaciones de Tregs bajo

diferentes condiciones fisiologicas.

3.3.1. CD25 (IL-2Ra): La cadena alfa del receptor de IL-2 posee un rol funcional en las
células Tregs: dado que no poseen la capacidad para generar IL-2, y que ademas
dependen de la IL-2 secretada por las células T efectoras (Tefs), las células Tregs que
expresan altos niveles de CD25 pueden deprivar a las células Tefs de IL-2 y debilitar
su proliferacion y sobrevivencia (Papiernik and Banz, 2001, Scheffold, et al., 2007).
Asimismo, ratones mutantes deficientes tanto en CD25 e IL-2 son deficientes en
células Tregs (Almeida, et al., 2002). En ratones, existe una excelente correlacion entre
la expresion de CD25 y Foxp3; sin embargo, una poblacion menor de células Foxp3+

es CD25-. Por el contrario, alrededor del 10% de las células CD25+ son células Tefs
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Foxp3- (Shevach, 2006), por lo que no es un marcador ideal al entregar tanto falsos

positivos como falsos negativos.

En humanos, la situacion es mas complicada, pues CD25 también es
expresada por ceélulas Tefs luego de la activacion. Por lo tanto, la poblacion
CD4+CD25+ no representa una poblacion pura de Tregs, sino que también contiene
célullas T activadas. En células T CD4+ de sangre periférica, la poblacion CD25+
cont:iene células expresando el marcador a diferentes niveles, desde bajo (low) a alto
(higﬁ), y entre ellos las células CD25"" representan la poblacién de Tregs mas

confiable (Schmetterer, et al., 2012).

3.3.2. CTLA-4 (CD152): el antigeno asociado a células T citotdxicas (o CTLA-4, por
sus siglas en inglés) disminuye la activacion de células T, compitiendo con su
homologo estructural CD28, por interactuar con las moléculas B7 (moléculas co-
estimuladoras CD80/CD86). CTLA-4 es constitutivamente expresado por
aproximadamente el 40% de las células Tregs murinas (Read, et al., 2000, Takahashi,
et al., 2000). Esta molécula es critica para la funcién supresora de células Tregs in
vivo (Wing, et al., 2008), aunque las células Tregs de ratones deficientes en CTLA-4
son relativamente funcionales (Read, et al.,, 2006). En células Tregs se ha visto una
correlacién positiva entre los niveles de expresion de CTLA-4 y su capacidad
supresora. Del mismo modo, las células Tregs humanas de sangre periférica también
expresan CTLA-4 y se ve la misma correlacién mencionada (Chen, et al., 2010). Sin
emti»argo, la deteccién de esta molécula por citometria de flujo requiere tincién
intracelular, impidiendo su uso como un marcador de superficie de Tregs (Schmetterer,

etal., 2012).
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3.3.3. GITR (TNFRSF18): la evidencia indica que la proteina de la familia de los
receptores del factor de necrosis tumoral (TNF) inducida por glucocorticoides (6 GITR,
por sus siglas en inglés) funcionaria como un regulador negativo de la funcién de
células Tregs (McHugh, et al., 2002). Se ha visto que al ligar a GITR en células Tregs
disminuye su capacidad supresora en ratones (Shimizu, et al.,, 2002). Aunque fue
iniciaimente reconocido como un marcador de células Tregs (Arch, 2005), las células
Tefs también expresan esta molécula como molécula co-estimuladora, incluso sin

activacioén.

3.3.4 PD-1 (CD279): este homologo de CD28 se expresa en células T luego de la
activacién mediada por TCR, y su expresién es particularmente alta en células T
“exhaustas” no-funcionales (Freeman, et al., 2006). Se ha descrito que células nTreg
murinas no-estimuladas retienen PD-1 en compartimentos intracelulares (Raimondi, et
al.,, 2006), por lo que la ausencia de expresion superficial de PD-1 puede ser usado
para discriminar entre células nTregs CD4+CD25+ y células Tefs recientemente
activadas, que también pueden exhibir un fenotipo CD4+CD25+ (Raimondi, et al.,
2006). Aun falta determinar si resultados similares se obtienen usando células Tregs
humanas, por lo que su uso como marcador de células Tregs se mantiene incierto

(Schmetterer, et al., 2012).

3.3.5 CD39/CD73: la actividad enzimatica de las ectonucleotidasas CD39 y CD73
(proteinas asociadas a membrana) juegan un rol estratégico calibrando la duracién y
magnitud de las sefales purinérgicas (mediadas por moléculas derivadas de ATP),
alterando el ambiente de un estado inflamatorio a anti-inflamatorio durante la respuesta
inmune. Tanto CD39 como CD73 estan altamente expresadas en la superficie de

células Tregs Foxp3+ y se han utllizado como marcadores de células Tregs
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(Mandapathil, et al., 2009, Deaglio, et al., 2007, Alam, et al., 2009). Aunque se ha
reportado que el 90% de las células Tregs Foxp3+ humanas son CD39+ (Dwyer, et al.,
2010), la expresién de CD73 en la membrana es minima; esto se debe a que CD73 es
abundante en el citoplasma de estas células (Mandapathil, et al., 2010). Esto sugiere
que las celulas Tregs humanas secretan CD73, lo que contribuye a la degradacion de

AMP a adenosina provocando la modulacion de células inmunes a nivel metabdlico

(Antonioli, et al., 2013).

3.3.6. Foxp3: este factor de transcripcion se considera un regulador maestro de los
procesos biolégicos de las células Tregs, siendo esencial en su compromiso con el
linaje supresor y la diferenciacién de estas células (Fontenot, et al., 2003). Por lo tanto,

en ratones Foxp3°™

se usa rutinariamente como un marcador para definir a células
nTregs. Pero al igual que CD25, en humanos Foxp3 no sélo se expresa
constitutivamente en células nTregs, sino que también se expresa transientemente en
células Tefs activadas (Walker, et al., 2003). Por lo tanto, la expresiéon de Foxp3 es
menos confiable para definir células Tregs humanas que para células Tregs murinas
(Chen and Oppenheim, 2011). Es mas, debido a su localizacién intracelular, la
expresion de Foxp3 so6lo puede ser detectada luego de un paso de

“fijacion/permeabilizacién” de membrana celular, lo que impide su uso para separar

células nTregs viables para estudios funcionales.

3.3.7. Helios: este factor de transcripcién expresado en células Tregs puede unirse al
promotor de Foxp3 y se expresa en altos niveles en las células nTregs humanas
(Getnet, et al., 2010). El uso de la expresiéon de Helios como marcador de células
nTregs posee tanto evidencia a favor como en contra (Lin, et al., 2013). Por un lado, se

ha descrito que casi el 100% de las células nTregs en el timo expresan Helios,
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mientras que en tejidos periféricos solo el 70% de las células Tregs Foxp3+ expresan
Helios, lo que sugiere que ese 70% corresponden a las células nTregs (Thornton, et
al., 2010). En modelos murinos in vivo las células iTregs antigeno-especificas no
expresan Helios (Thornton, et al., 2010), y en humanos al analizar el estado de
metilacion de la TSDR en células Tregs Foxp3+, se observé que la subpoblacion
Helios+ poseia la TSDR completamente desmetilada, mientras que la subpoblacién
Helios- poseia alrededor del 45% de metilacién de TSDR (Kim, et al., 2012). Por el otro
lado, se ha descrito que la expresiéon de Helios puede ser inducida durante la
activacién y proliferacién de células T in vitro (Akimova, et al., 2011, Zabransky, et al.,
2012) e incluso que puede expresarse en células iTreg Foxp3+ generadas tanto in vitro
como in vivo (Gottschalk, et al., 2012). Por lo tanto, la evidencia acumulada no permite

definir si Helios podria ser un marcador especifico apropiado para células nTregs.
3.4. Neuropilina-1

Nrp1 es un co-receptor multifuncional de membrana, inicialmente descrito por
estar involucrado en la migracién y en la guia axonal en el sistema nervioso central
(Fujisawa, 2004, Fujisawa, et al., 1997). La estructura de esta glicoproteina se divide
principalmente en una considerable regién extracelular (con mdaltiples dominios
proteicos), una seccién de hélice simple de transmembrana, y una pequefa region
citoplasmatica (Parker, et al., 2012). La region extracelular consiste en dos dominios
denominados “al/a2”, dos dominios denominados “b1/b2” y un dominio denominado
“c”, los cuales son todos necesarios (en mayor o menos medida) para la unién de Nrp1
con sus ligandos (Gu, et al., 2002, Geretti, et al., 2008). Ademas, los dominios “c” y de
transmembrana participan en la oligomerizacién de Nrp1 en la membrana celular (Roth,

et al., 2008). El dominio intracelular de Nrp1 no posee funcion por si solo, pero se ha
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comprobado que interactia con proteinas de dominios PDZ (Cai and Reed, 1999),
sugiriendo que Nrp1 ademas modula la sefializacion intracelular a través de

interacciones proteina-proteina (ver Figura 1).

Una caracteristica relevante de Nrp1 es su habilidad para unir, con
relativamente alta afinidad, moléculas de varias familias, lo que la involucra en una
variedad de procesos fisiologicos de una forma que aun no se comprende del todo
(Wild, et al., 2012). Entre estas moléculas, Semaforina-lll (Sema3) (Kitsukawa, et al.,
1997, Kolodkin, et al., 1997) y el factor de crecimiento vascular y endotelial (6 VEGF,
por sus siglas en inglés) (Soker, et al., 1998, Kawasaki, et al., 1999) se han descrito
detalladamente y confirman el rol esencial que posee Nrp1 en el normal desarrollo
embrionario tanto del sistema nervioso como del sistema vascular (Parker, et al.,
2012). Ademas, se ha descrito que Nrp1 se une a una variedad de otras moléculas
involucradas en procesos celulares y tisulares (Campos-Mora, et al., 2013), las que se

muestran en la Figura 1.

15



s Ay T

Al Semaforinas {i.e. Sema3a)

Nrpl sNipl

A2 ‘ Semaforinas {i.e. Sema3a)

B1 Semaforinas y VEGFs
B2 VEGFs
Extracelular C Oligomerizacién
Intracelular i(zg;c P

Figura 1. Estructura, ligandos y funcién de Nrp1. fzquierda: Nrp1 comprende cinco dominios
extracelulares (a1/a2, b1/b2 y c), un dominio transmembrana, y un corto dominio citoplasmatico. Los
dominios a1/a2 y b1/b2 estan involucrados en la unién de distintos ligandos, mientras que el dominio ¢ y el
transmembrana participan en la oligomerizacion con receptores. El dominio intracelular de Nrp1 interactia
con proteinas de dominio PDZ (como la sinectina) via la secuencia de reconocimiento S-E-A en la region
C-terminal. Ademas, se muestra una forma soluble de Nrp1 (sNrp1), que carece de los dominios ¢ y
transmembrana. Derecha: se muestran las propiedades funcionales y de unidn de ligandos de cada
dominio de Nrp1.

A comienzos del 2000, Nrp1 mostré ser un componente esencial de la sinapsis
inmunolégica en humanos, dada su expresién en DC y en células T, pues en presencia
de anticuerpos anti-Nrp1 ocurria una inhibiciéon parcial de la proliferacién celular de co-
cultivos alogénicos (Tordjman, et al., 2002). En la ultima década, Nrp1 ha sido
repetidamente propuesta como un marcador de células Tregs, dado que se ha
encontrado preferencialmente expresada en células Tregs CD4+CD25+ sin cambios
aparentes bajo activacion, en contraste con las ceélulas T convencionales, las que
pierden expresion de Nrp1 bajo estas condiciones (Bruder, et al., 2004). Mediante
ensayos de proliferacion in vitro de células T CD4+ respondedoras junto con células T
CD4+Nrp1+ & CD4+Nrp1-, se observd que sélo las células Nrp1+ suprimen la
proliferacién de las células T respondedoras; y al infectar a células T naive CD4+CD25-
con retrovirus codificantes para Foxp3, se observé una ganancia de capacidad

supresora y un considerable aumento en la expresion de Nrp1, lo que en su conjunto
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indica que la expresién de Nrp1 en Tregs de raton se correlaciona con la expresion de

FoxpS‘y su capacidad supresora (Bruder, et al., 2004).

Estudios en humanos sugieren que una de las contribuciones de esta molécula
podria‘ consistir en prolongar la comunicacién entre DC Nrp1+ y células Tregs Nrp1+
durante la presentacion antigénica, mediante interacciones homotipicas (Sarris, et al.,
2008). Las células Tregs CD4+CD25""Nrp1+ humanas no proliferan bajo activacién in
vitro, s_uprimen la proliferacion de células T respondedoras in vitro de manera contacto-
dependiente e inhiben su produccion de citoquinas pro-inflamatorias (Battaglia, et al.,
2008).| Ademas, mediante separacién inmunomagnética, se observd que las células
Tregs Nrp1+ eran mas potentes al suprimir la proliferacion de células T respondedoras
que sus contrapartes Nrp1- (Battaglia, et al., 2008). Por otra parte, se observd el mismo
fendmeno en un modelo murino de encefalitis autoinmune experimental (EAE), donde
la transferencia adoptiva de células Tregs CD4+CD25+Nrp1+ disminuia en mayor
medida la severidad de la enfermedad en comparacién con células Treg
CD4+CD25+Nrp1-; y por el otro lado, los ratones que recibian células Tregs
CD4+CD25+ provenientes de ratones Nrp7-knock-out condicionales para células T
CD4+ exhibian un “EAE-score” significativamente mas alto (Solomon, et al., 2011). Por
lo tanto, la evidencia obtenida tanto en estudios murinos como en células humanas
muestran que la expresién de Nrp1 en las células T CD4+ juega un importante rol en la

mantencion de la homeostasis inmunoldgica (Campos-Mora, et al., 2013).

Recientemente, se ha propuesto que, bajo ciertas condiciones fisiolégicas, Nrp1
puede ser usado para distinguir entre nTregs e iTregs (Yadav, et al., 2012, Weiss, et
al., 2012). Usando un modelo de ratén tanto TCR-transgénico (1B3, especifico para

reconocer un antigeno de MBP 6 myelin basic protein) como RAG-knock-out (RAG-/-
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deficiente en el Gen de Activacién de la Recombinacién), cuya totalidad de células T
maduras son MBP-especificas, Yadav y colaboradores demostraron que este raton
carecia de células Tregs CD4+Foxp3+ en el timo, pero que entre las 4-6 semanas de
edad estas células Tregs aparecian en tejidos periféricos, incluso en ratones
timectomizados al nacer, por lo que estas células Tregs Foxp3+ fueron definidas como
puramente iTregs (Yadav, et al., 2012). En estos ratones 1B3.RAG-/-, estas células
iTregs generadas in vivo expresan bajos niveles de Helios (~25%) y Nrp1 (~6%), en
comparacion con células Tregs control de ratones WT (~60% Helios+, ~57% Nrp1+).
Tanto las células iTregs generadas in vitro con TGF-B, como las células iTregs
generadas in vivo por conversién homeostatica de células T naive transferidas a
ratones RAG-/-, y las células iTregs generadas in vivo por exposicion a antigeno
mostraron muy bajos niveles de expresion de Nrp1 (Yadav, et al.,, 2012). Aunque en
co-cultivos in vitro no habia diferencia entre la actividad supresora y la expresion de
Foxp3 de células Tregs Nrp1°¥ versus Tregs Nrp1"™®", las células Tregs Nrp1'™ fueron
menos efectivas al controlar la EAE de ratones RAG-/- transferidos con células MBP-
especificas en comparacién con las células Tregs Nrp1™®"; es mas, ocurre un descenso
significativo en la expresion de Foxp3 en las células Tregs Nrp1 ' en este modelo de

inflamacion (Yadav, et al., 2012).

Estos resultados fueron similares a los obtenidos por el grupo de Weiss y
colaboradores, donde usaron un modelo analogo de ratén TCR-transgénico (D011.10
con especificidad por ovoalbumina 6 OVA) RAG-/- cuyas células T maduras son todas
especificas para OVA. Utilizando este raton D011.10 y adicionando OVA en su dieta
observaron la induccién de células iTregs en la mucosa intestinal, las que resultaron

ser Nrp1°* (Weiss, et al., 2012). Notablemente, los autores encontraron que en células
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Tregs Nrp1- cultivadas in vitro con la citoquina TGF-B se induce un incremento
significativo en la expresién de Nrp1, ademas de aumentar los niveles de Nrp1 en
células Tregs Nrp1+, mientras que la citoquina IL-6 previene este efecto inductor de

TGF-B (Weiss, et al., 2012).
3.5. Reprogramacion o plasticidad de células Tregs

Los Tregs Foxp3+ son conccidos por suprimir respuestas inflamatorias
(Shevach, 2009). Sin embargo, bajo ciertas condiciones fisioldgicas las células Tregs
pueden cambiar (o ser “reprogramadas”) hacia un fenotipo pro-inflamatorio (da Silva
Martins and Piccirillo, 2012). Actualmente no esta claro hasta qué punto la
reprogramacion de células Tregs ocurre bajo condiciones fisioldégicas (da Silva Martins
and Piccirillo, 2012, Sakaguchi, et al., 2013). Recientemente, se ha descrito que la
pérdida en la expresiéon de Eos (un factor de transcripcién expresado en Trégs Foxp3+)
juega un rol critico mediando la transicion en cierta subpoblacion de Tregs, desde
células supresoras a células pro-inflamatorias, través de un mecanismo dependiente
de IL-6 (Shama, et al., 2013). Estas nuevas células Tregs “tipo-helper’ gatillarian la
respuesta inmune, sin perder su expresion de Foxp3 (Sharma, et al., 2013). Por otro
lado, un estudio observé menores niveles de expresion de mRNA de Eos en células
Tregs CD4+CD25""CD127™" de sangre periférica de pacientes con tratamiento de
trasplante de células madre afectados de manera aguda o crénica con el sindrome
inflamatorio sistémico Enfermedad de Injerto-Contra-Huésped (EICH, o GVHD por sus
siglas en inglés), que se caracteriza por mediar el rechazo de células, tejido u 6rganos
trasplantados (Ukena, et al., 2012). Esta disminucién en la expresion de mRNA de Eos
durante el rechazo se correlaciona con reportes previos que sugieren una funcién

supresora reducida en Tregs de pacientes con EICH (Ukena, et al., 2011).
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Dado que Foxp3 es una proteina intracelular, actualmente el campo del
trasplante clinico carece de un marcador confiable para identificar y rastrear celulas
Tregs viables. Similarmente, el diagndstico de rechazo agudo y el dafo al trasplante
alogénico necesita de biopsias para detectar cambios patologicos a estadios
avanzados y frecuentemente irreversibles. Por lo tanto, hay una necesidad apremiante
por identificar marcadores especificos para la deteccion temprana de eventos que
lleven al rechazo; del mismo modo, éstos también ayudarian a entender los
mecanismos que subyacen al decaimiento de la funcion del injerto, lo que alin es

pobremente entendido (Olbricht, 2012).

Existe poca informacion respecto a la expresion de Nrp1 en Tregs en el
contexto de una respuesta inmune a trasplantes, en particular con respecto a qué
sucede con la identidad y estabilidad fenotipica de Tregs. Por lo tanto, este trabajo de
tesis se concentra en el estudio de esta poblacion celular durante el rechazo a
trasplante in vivo, proponiendo y usando a Nrp1 como un marcador de superficie y
analizando su biologia en la respuesta inmune. Ademés, se pretende estudiar la
estabilidad fenotipica de estas células a diferentes niveles (expresion génica, expresion

de factores de transcripcion claves y analisis de supresion).
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4. HIPOTESIS

La expresidon de Nrp1 en las células T CD4+ presenta una dinamica que se
relaciona con la respuesta inmune que media el rechazo a alo-injertos, y esta

expresion participa en la induccion de tolerancia a trasplantes alogénicos.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Estudiar la poblacion de células Tregs Foxp3+ durante el rechazo a trasplante in
vivo, proponiendo y usando a Nrp1 como un marcador de superficie y analizando su

biologia en la respuesta inmune.

5.2 Objetivos Especificos

5.2.1. Estudio de la expresion de Nrp1 en linfocitos T de distintos drganos y tejidos en

condiciones normales y también durante la respuesta a trasplante de piel.

5.2.2. Asociacion de la expresion de Nrp1 y Eos durante la respuesta inmune a

trasplante de piel.

5.2.3. Efecto de células Tregs Nrp1+ y células T CD4+ Nrp1- efectoras en la sobrevida

de trasplante de piel.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1. Ratones

Se usaron ratones de 6-8 semanas de edad de las cepas C57Bl6 (WT,
CD45.2+ 6 Ly5.1+), BALB/c, ratones RAG-/- (obtenidos desde Jackson Laboratories,
Maine, EEUU) y reporteros Foxp3°®"" (con background C57BI/6, CD45.1+ 6 Ly5.2+).
Los ratones reporteros Foxp3®™ (Haribhai, et al., 2007) fueron donados por el Dr. J.
Rodrigo Mora (Harvard Medical School, Cambridge, MA, USA). Los ratones F1 (H2™°)
se obtuvieron mediante la cruza de ratones C57BI/6 (H2P) con ratones BALB/c (H29).
Los animales fueron mantenidos en las instalaciones del Bioterio Central ¢ del Bioterio
de Alta Seguridad (Instituto de Ciencias Biomédicas, Universidad de Chile) bajo los
protocolos aprobados por el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina de la

Universidad de Chile.
6.2. Medios de incubacion y reactivos

Como medio de incubacidn se utilizd RPMI-1640 (Gibco BRL, EEUU)
suplementado con 10mM HEPES, 100 IU/mL de penicilina/streptomicina, 10% suero
fetal bovino inactivado por calor (SFB, Gibco BRL, EEUU) y 50 uM de 2-B-

mercaptoetanol. Este medio RPMI complementado sera identificado como cRPMI en

esta tesis.
6.3. Obtencion de suspensiones celulares

Utilizando instrumental quirdrgico, se extrajeron érganos linfoides (bazo, timo y
ganglios linfaticos) a partir de ratones C57BI/6 WT 0 RAG-/-, los que se maceraron y

disgregaron a través de cell strainers (BD Biosciences, EEUU) hasta obtener
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suspensiones celulares. De ser necesario, los eritrocitos presentes se lisaron
incubando las células en buffer ACT (NH,CIl 0.16 M + Tris 0.1 M; pH 7.2) por 5 min,
luego se centrifugaron a 2000 revoluciones por minuto (rpm) por 5 min y el pellet

celular fue resuspendido en buffer PBS 1x para utilizaciones posteriores.
6.4. Citometria de flujo y ‘sorting’ celular

Los datos de citometria de flujo se obtuvieron marcando las células con los
anticuerpos anti-CD4 (clon RM4-5), anti-CD8 (clon 53-6.7), anti-CD25 (clon PC61.5),
anti-Foxp3 (clon FJK-16S), anti-Eos (clon ESB7C2), anti-CD45.1 {Ly5.2; clon A20),
todos de eBioscience (EEUU) y anti-Nrp1 (R&D Systems, EEUU), los cuales se
encuentran conjugados con los fluorocromos FITC, PE, PerCP, PerCP-Cy5.5 y APC.
Los datos fueron obtenidos utilizando un citdmetro de flujo FACSCalibur (Beckton
Dickinson, EEUU) mediante el software CellQuest (BD Biosciences, EEUU). El analisis

de los datos se realizd usando el software FlowJo (Tree Star, EEUU).

Para la realizacion de ‘sorting’ celular, células T CD4+ fuercn enriquecidas a
partir de suspensiones de células de ganglios linfaticos periféricos (pLN} de ratones
C57BI/6 6 de reporteros Foxp3®¢™, utilizando el FasySep™ Mouse CD4+ T Cell
Isolation Kit (StemCell, EEUU), siguiendo las recomendaciones de fabrica. Luego, las
células se resuspendieron en buffer de tincion (FBS 1x complementado con 10% SFB)
y se marcaron con los anticuerpos anti-CD4, anti-CD25, anti-CD45.1 y anti-Nrp1. Las
poblaciones de células T CD4+CD25""Nrp1™®" (6 células Tregs) y células T
CD4+Nrp1-Foxp3% CD45.1+ (células T efectoras 6 Tefs), provenientes de ratones

BeGFP

C57BI/6 y reporteros Foxp respectivamente, fueron separadas mediante sorting
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celular usando un equipo BD FacsAria Il (BD, EEUU). Las células fueron separadas

con una pureza z 96%.
6.5. Trasplante de piel

Los trasplantes de piel fueron realizados como se ha descrito previamente
(Quezada, et al., 2005). Ratones C57BI/6 o RAG -/- fueron anestesiados con una
solucién de 27% ketamina (Ketamina) y 3% xilazina (Xylavet, ambos de Alfasan Lab,
Woerden, Holanda) usando 100 pL por 20 g de peso corporal mediante inyeccidn
intraperitoneal. Piel de cola (~ 1 em? de ratones donantes C57B/6 (singénicos) 6 F1
(alogénicos) fue quirdrgicamente trasplantada sobre el area dorsal de los ratones
receptores. La sobrevida de los injertos fue monitoreada tres veces a la semana y se
consideraron rechazados cuando el 80% del injerto original desapareciera o
presentase necrosis. Al momento indicado, los injertos de piel fueron colectados,
picados en pequefios fragmentos e incubados en cRPMI (a 500 mg de tejido/mL) a
37°C. Luego de 1 hr los sobrenadantes fueron colectados y guardados a -80°C para

una posterior cuantificacion de citoquinas (ELISA).
6.6. Experimentos de transferencia adoptiva

Ratones RAG -/- recibieron 1.5x10° células Tefs CD4+Nrp1-Foxp3® CD45.1+
y/6 5x10 células Tregs CD4+CD25™"Nrp1™®" via intravenosa (vena lateral de cola) el
dia anterior al trasplante de piel (dia -1). Los ratones fueron eutanizados 20 dias post-
cirugia y se extrajeron los ganglios linfaticos drenantes (GLD) para preparar

suspensiones celulares, para posterior analisis por citometria de flujo.
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6.7. Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados usando un t-test de Student no pareado (o test de
Mann-Whitney) de ‘dos colas’. La tasa de sobrevida fue analizada por el método de
Kaplan-Meier, y las comparaciones fueron realizadas por andlisis ‘long-rank’. En todos
los casos, se consideré P < 0,05 como la significancia estadistica. Para los analisis de

los datos se utilizé el software GraphPad Prism 6 (GraphPad Prism Inc, CA, EEUU).
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7. RESULTADOS

7.1. Estudio de la expresion de Nrp-1en células T

Como se mencionara anteriormente, la expresiéon de Nrp1 fue detectada
inicialmente en neuronas, pero mas tarde también se comprob6é su expresion en
células dendriticas, células B y células T (Campos-Mora, et al., 2013). Con el fin de
estudiar la dinamica de la expresion de Nrp1 en células T, en primera instancia se
analizé la expresion de Nrp1 en células T CD4+ y CD8+ de bazo, de ganglios linfaticos
y de timo (distinguiendo timocitos CD4+CD8- de los CD4-CD8+) extraidos de ratones
C57BI/6 WT. Mediante citometria de flujo, se encontré a Nrp1 preferencialmente
expresada en células T CD4+ por sobre células T CD8+, puesto que alrededor de un
15-20% de los linfocitos T CD4+ de bazo y ganglios linfaticos periféricos son Nrp1+,
mientras que la frecuencia de células T CD8+ Nrp1+ se mantuvo en aproximadamente
2% (Figura 2). En el timo, tanto las células T CD4+CD8- como las CD8+CD4-

expresaron Nrp1 a niveles similares, con una frecuencia promedio de un 10%.
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Figura 2. Nrp1 se expresa preferenciaimente en células T CD4+ de 6rganos linfoides secundarios.
Para analizar la expresién de Nrp1 en céluias T CD4+ y CD8+, se prepararcn suspensiones celulares de
timo, bazo y ganglios linfaticos periféricos (GLP) de ratones C57BI/6 WT, se marcaron con anticuerpos
especificos para reconocer las moléculas mencionadas y se analizaron por citometria de flujo. (Arriba)
Grafico de barras del porcentaje (%) de células T Nrp1+ presentes en los érganos linfoides analizados.
(Abajo) Graficos de “dof-plof' representativos de la expresion de Nrp1 de las celulas T CD4+ totales
presentes en los tejidos mencionados antericrmente (en el caso del timo, se seleccionaron las células T
CD4+CD8-). Las barras indican la desviacién estandar (SD) y |a significancia estadistica fue analizada por
andlisis de varianza (ANOVA). *** P < 0,001. ns = no significativo. n = 6 experimentos independientes.

Debido al interés en identificar la poblacién de nTregs utilizando este marcador,
se decidié examinar la expresion de Nrp1 en las células nTregs. Para ello, se analizé la
poblacién de células T CD4+ que expresan altos niveles de CD25 (denominadas CD4+
CD25"%" Figura 3-panel izquierdo), en los tejidos mencionados anteriormente, donde
alrededor de un 90% de ellas corresponden a células Nrp1+, y mediante tincién
intracelular se comprob6 que en promedio >70% de estas células resultaron ser
Foxp3+ (Figura 3-panel central). Las células T CD4+CD25""Nrp1"®" corresponden a

células Tregs, y para corroborar esto se realizé la misma tincion y estrategia de analisis
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en células provenientes de ratones C57Bl/6 Foxp3°, donde se obtuvo que en los
tejidos linfoides secundarios, >95% de las células T CD4+CD25""Nrp1"d"

corresponden a células Foxp3®°~, es decir, células Tregs (Figura 3-panel derecho).
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Figura 3. Nrp1 se expresa principalmente en células Tregs. Se prepararon suspensiones celulares de
timo, bazo y ganglios linfaticos periféricos (GLP) de ratones C57BI/8 WT y reporteros Foxp3®™", y luego las
células fueron marcadas para CD4, Nrp1, CD25 y Foxp3 (en el caso de WT) para identificar y asociar la
expresién de Nrp1 en células T reguladoras (Tregs) Foxp3+. El panel muestra graficos de contorno
representativos de la expresion de los marcadores mencionados. (Panel izquierdo) Expresion de CD4 y
CD25 en células T CD4+ de tejidos linfoides de ratones WT. {Panel central} Expresion de Nrp1 y Foxp3
{examinada por tincion intracelular) en células Tregs CD4+CD25"": (Panel derecho) Expresién de Nrp1y

Foxp3®" (por fluorescencia de GFP) en células Tregs CD4+CD25"%"Nrp1"®" de tejidos linfoides de
ratones reporteros Foxp3® .
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7.2. Expresién de Nrp1 en células Tregs durante el rechazo a aloinjertos de piel

En nuestro laboratorio se ha establecido un modelo murino de trasplante de
piel, el cual permite estudiar la dinamica del rechazo a trasplantes alogénicos, usando
como controles a animales receptores de trasplantes singénicos. En ratones C57BI/6
WT trasplantados con injertos alogénicos, el rechazo (o necrosis del tejido dérmico)
ocurre en promedio alrededor de 10 dias post-cirugia, mientras que los injertos

singénicos trasplantados son aceptados completamente de forma indefinida.

Utilizando este modelo se procedié a verificar si el ambiente inflamatorio
producido por el reconocimiento y el rechazo a alo-antigenos afecta la frecuencia de
células Tregs y su expresion de Nrp1. Ratones recipientes C57BI/6 recibieron injertos
de piel tanto singénicos (C57BI/8) como alogénicos (C57BI/6 x Balb/c, F1) como se ha
descrito anteriormente (Quezada, et al., 2005), y al dia 10 post-cirugia, se extrajeron
los ganglios linfaticos drenantes (GLD) del injerto de piel para analizar la expresién de
Nrp1 en los linfocitos T CD4+ residentes en los GLD. Se encontré un incremento
significativo en la frecuencia de células T CD4+Nrp1+ activadas durante el rechazo a
aloinjerto (~26% versus ~19% en condiciones singénicas, Figura 4). Sin embargo, al
restringir el analisis a la poblacién de Tregs CD4+CD25"", los niveles de expresion de
Nrp1 se encontraron significativamente reducidos (~50% Tregs Nrp1™" versus ~70%
en condiciones singénicas, Figura 5). Dado que la funcidén de las células Tregs es
suprimir la respuesta inmune permitiendo la aceptacién del aloinjerto, se podria
presumir que, durante el rechazo, las células Tregs no son supresivas debido a una
pérdida de estabilidad. Para probar esto, en las células Tregs CD4+CD25""Foxp3+ se
estudio la expresion de Eos, un factor de transcripcion recientemente asociado a la

estabilidad funcional de células Tregs (Sharma, et al, 2013). Interesantemente, vy
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acorde con los cambios observados para Nrp1, se encontré una menor expresion de
Eos durante la inflamacién gatillada en respuesta al trasplante, donde ~50% de los
Tregs expresaron Eos en la condicion alogénica, comparado con el ~60% de Tregs
Eos+ en condiciones singénicas y el ~80% de células Tregs expresando Eos en
ra:tones sin trasplante (Figura 6), lo que sugiere que bajo condiciones inflamatorias
gatilladas por una respuesta inmune alogénica, las células Tregs podrian perder
estabilidad funcional llevando al rechazo del injerto.
!
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Fiq|;ura 4. Enriquecimiento de células T CD4+ Nrp1+ en los GLD de ratones trasplantados con injerto
alogénico. Ratones C57BI/6 fueron trasplantados con injertos de piel singénicos (C57BI/6) ¢ alogenicos
(F1l Fil, C57BI/6 x BALB/<c). Diez dias después de las cirugias se removieron los ganglios linfaticos drenantes
( |LD) de los trasplantes de piel, y se prepararon suspensiones celulares para estudiar {a expresion de
Nr|p1 en células T CD4+. (A) Graficos de contorno representativos muestran la expresién de CD25 y Nrp1
células T CD4+ totales residentes en los GDLN de ratones receptores de |njertos singénicos ¢
alogenlcos (B) Frecuencia (%) de células T CD4+ Nrp1+ se representan en el grafico de cajas. Las barras
corresponden a desviacién estandar (SD) y la significancia estadistica se analizé usando un t-test de
Student no pareado (test de Mann-Whitney). ** P < 0,01. n = al menos 2 experimentos independientes.
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Figura 5. Tregs pierden expresion de Nrp1 durante rechazo a trasplante. Ratones C57BI/6 fueron
trasplantados con injertos de piel singénicos (C57BI/6) 6 alogénicos (F1, C57BI/6 x BALB/¢c). Diez dias
después de la cirugia se removieron los ganglios linfaticos drenantes (GLD) de los trasplantes de piel, y se
prepararon suspensiones celulares para estudiar la expresion de Nrp1 en células Tregs CD4+CDZSh'gh. (A)
Graficos de contorno representativos muestran la expresion de CD25 y Nrp1 en Tregs residentes en los
GDLN de ratones receptores de injertos singénicos 6 alogénicos. (B) Frecuencia (%) de Tregs que
expresan altos niveles de Nrp1 (Nrp1h‘9h) se representa en el grafico de cajas. Las barras corresponden a
desviacién estandar (SD) y la significancia estadistica se analizé usando un t-test de Student no pareado
{test de Mann-Whitney). *** P < 0,001. n = al menos 2 experimentos independientes.
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Figura 6. Tregs pierden expresién de Eos durante el rechazo a aloinjerto. Ratones C57BI/6 fueron
trasplantados con injertos de piel singénicos (C57BI/6) é alogénicos (F1, C57BI/6 x BALB/c). Diez dias
luego de las cirugias se removieron los GLD y se prepararon suspensiones celulares para estudiar |a
expresion de CD4, CD25, Foxp3 y Eos por citometria de flujo. (A). Los graficos de contorno
representativos muestran la expresién de Eos y Foxp3 en los Tregs CD4+CD25""Foxp3+ residentes en
los GDLN de ratones receptores de injertos singénicos 6 alogénicos.(B) Frecuencia (%) de estas celulas
se representa en el grafico de cajas. Las barras corresponden a desviacion estandar (SD) y la significancia

estadistica se analizé usando un t-test de Student no pareado (test de Mann-Whitney). *P < 0,05.n =2
experimentos independientes.

31



7.3 Las células Tregs Nrp1+ promueven la sobrevida del trasplante de piel y son
necesarios para una mayor expresion de Nrp1 y Eos en las células T CD4+

efectoras.

Se ha reportado que la transferencia de células T CD4+Nrp1+ en ratones con
trasplantes de corazdn permite la aceptacion del injerto (Yuan, et al., 2013). Basado en
esta informacién, se propuso repetir este experimento pero utilizando nuestro modelo.
Adicionalmente, nos propusimos comprender el mecanismo por el cual esta aceptacion
toma lugar. Para ello, se disefié una aproximacién in vivo en la que células Tregs
CD4+CD25""Nrp1+ (>90% expresando Foxp3, confirmado por tincién intracelular en
Figura Suplementaria 1) se purificaron por sorting a partir de células de bazo y
ganglios linfaticos periféricos de ratones C57BI/6 WT y ademas se purificaron células T
CD4+CD25-Nrp1-Foxp3®™ efectoras aisladas de ratones C57BI/6 reporteros Foxp3®
congénicos (CD45.1+ & Ly5.2+). Estas poblaciones de células T efectoras Ly5.2+
(CD45.1) y/6 células Tregs Ly5.1+ (CD45.2) fueron adoptivamente transferidas a
ratones RAG-/- recipientes (que son incapaces de generar células T y B maduras) via
intravenosa (vena lateral de cola). Un dia post-transferencia celular, todos los ratones
recipientes recibieron un injerto alogénico (piel de ratones F1) y la sobrevida de los

trasplantes fue monitoreada en el tiempo (Figura 7).
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Figura 7. Estrategia de sorting y disefio experimental de transferencia celular adoptiva.Tregs Ly5.1+
y células T Ly5.2+CD4+Nm1-Foxp3® (Tefs) fueron sorteadas desde ratones C57BI/6 y ratones
reporteros FoxpBGFp, respectivamente, y transferidas a ratones RAG -/- (dia -1). Al dia siguiente, los
ratones fueron trasplantados con injertos de piel singénicos o alogénicos (dia 0) y la sobrevida del injerto
fue monitoreada dos veces por semana. Al dia +20, los GLD fueron removidos y se prepararon
suspensiones celulares para estudiar la expresién de Foxp3, Nrp1 v Eos en las células T CD4+ tanto
Ly5.2+ como Ly5.1+ a través de citometria de flujo.

La co-transferencia de células Tregs Nrp1+ con las células T efectoras
CD4+CD25-Nrp1-Foxp3°™ promovieron la aceptacion de los injertos de piel en ~60%
de los receptores, en comparacion con el grupo control de rechazo (que reciben soélo

células T efectoras), en el que todos los ratones rechazaron sus trasplantes (Figura 8).
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Figura 8. Células Treg Nrp1+ prolongan la sobrevida de alo-injerto. El grafico muestra la sobrevida de
los injertos de piel de ratones RAG-/- trasplantados que no recibieron células (circulo lleno, linea continua),
ratones que recibieron sélo células T CD4+ efectoras (cuadrado vacio, linea segmentada) 6 células T

CD4+ efectoras mas Tregs (cuadrado lleno, linea segmentada). P = 0.0475 en F1—Tefs + Tregs (vs)
F1—Tefs.
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Posteriormente, se estudio el fenotipo de las células transferidas en los distintos
grupos trasplantados al finalizar los 20 dias post-trasplante. Para ello, se removieron
los GLD de los ratones trasplantados, se prepararon suspensiones celulares y las
células se marcaron para analizar los distintos subconjuntos de células T CD4+
residentes en los GLD. Al restringir el analisis en las células T CD4+Ly5.2-, las que
corresponden a las células Tregs Ly5.1+, se encontré que su expresién de Nrp1 se
mantiene alta, reduciéndose en promedio sélo un ~10% en los Tregs presentes tanto
en las condiciones inflamatorias singénicas y alogénicas, en comparacién con las
células Tregs recién sorteadas (>99% Nrp1+, Figura 9A), sin presentarse diferencias

significativas entre ambas condiciones (Figura 9B).
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Figura 9. Tregs Nrp1+ Ly5.1" mantienen altos niveles de Nrp1 durante inflamacién gatillada por el
reconocimiento de alo-antigenos. Tal como muestra la estrategia experimental de la Figura 7, se
obtuvieron suspensiones celulares de los GLD de ratones RAG-/- trasplantados que ademas recibieron
células Tregs Ly5.1+ y células T efectoras Ly5.2+. Las células fueron tefiidas para CD4, CD25, CD45.1 y
Nrp1, y fueron analizadas mediante citometria de flujo. (A} Los gréficos de contorno muestran la expresion
de Nrp1 de las células Tregs Ly5.1+ recién sorteadas y en las condiciones singénica y alogénica. (B)
Frecuencia (%) de células Tregs Ly5.1+ Nrp1+ en las condiciones anteriores. Las cajas verticales
corresponden a valores maximo y minimo, las lineas al promedio. La significancia estadistica fue evaluada
por un ttest de Student no-pareado (test de Mann-Whitney). ns, no significativo. n = 2 experimentos
independientes.

Cuando analizamos el fenctipo de las células T CD4+ Ly5.2+ efectoras, que
inicialmente se purificaron como células T CD4+Nrp1-Foxp3®™ se observé que una
considerable proporcién de las células ganaron expresion de Nrp1. Interesantemente,
en condiciones alogénicas, el incremento en la expresion de Nrp1 por las células T
CD4+Ly5.2+ efectoras fue significativamente mayor cuando fueron co-transferidas con
células Tregs Nrp1+ (~65% de células T CD4+Ly5.2+Nrp1+)}, comparando su expresion
cuando las células T efectoras fueron transferidas solas (~40% de células

CD4+Ly5.2+Nrp1+), como se muestra en la Figura 10.
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Figura 10. Células T CD4+ Nrp1- efectoras ganan expresién de Nrp1, lo que es dependiente de laco-
transferencia con células Tregs Nrp1+.Tal como muestra la estrategia experimental de la Figura 7, se
obtuvieron suspensiones celulares de los GLD de ratones RAG-/- trasplantados que ademas recibieron
células Tregs Ly5.1+ y células T efectoras Ly5.2+. Las células fueron tefiidas para CD4, CD45.1 y Nrp1, y
fueron analizadas mediante citometria de flujo. (A) Los graficos de contorno muestran la expresién de
Nrp1 y Foxp?:GFp en las celulas T CD4+ Ly5.2+ efectoras en las condiciones mencionadas anteriormente.
(B) El gréfico muestra la frecuencia (%) de células Nrp1+ en el subconjunto celular analizado. Las cajas
verticales corresponden a valores maximo y minimo y las lineas corresponden al promedio. La
significancia estadistica fue evaluada por un t-test de Student no-pareado (test de Mann-Whitney). * P <
0,05. n = 2 experimentos independientes.

Debido a que la co-transferencia de células Tregs Nrp1+ permite la aceptacién
del alo-injerto, uno podria inferir que estas Tregs Nrp1+ podrian inducir la expresién de
Foxp3 en las células T efectoras (convirtiéndolas en células iTregs), fenémeno
conocido como “tolerancia infecciosa” (Waldmann, et al., 2006). Al analizar la fraccién
de celulas T CD4+Ly5.2+, estas células T efectoras no ganaron ni incrementaron, de
manera apreciable, su expresiéon de Foxp3, lo que sugiere que no se generaron células
iTregs (Figura Suplementaria 2). Sin embargo, al analizar las mismas células T
CD4+Ly5.2+ efectoras que ganaron Nrp1, se observd que ~50% incrementaron su

expresion de Eos cuando se co-transfirieron con células Tregs Nrp1+, versus ~25% de
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las celulas T efectoras transferidas solas (Figura 11), confirmando los resultados

obtenidos previamente utilizando ratones WT como recipientes de trasplantes.

Gate en células nTregs Ly5.1* Gated en células T CD4* Ly5.2* CD25+

i 83 | 7 30

59

% células Eos*

Sélo ‘Tregs Tregs'+ Teff  Solo Teff Tregsl+ Teff

Gate en Tregs Ly5.1" Gate en Teff CD4"CD25Ly5.2"

Figura 11. Células T CD4+ efectoras incrementan su ganancia de expresion de Eos al co-
transferirse con células Tregs Nrpi+. La transferencia celular y los trasplantes de piel fueron realizados
como se detalla en la Figura 7. A. Los gréficos de contorno muestran la expresion de Eos y CD25 en los
Tregs Ly5.1+ cuando se transfieren solos o con células T CD4+ efectoras (Tef) en condiciones alogénicas.
Similarmente, el mismo andlisis es representado al hacer el gate esta vez en las celulas Tef
CD4+CD25"'9"Ly5.2+ (2 graficos en derecha). B. Gréafico mostrando la frecuencia (%) de células Eos+ en
los Tregs Ly5.1+ o en las células T CD4+Ly5.2+ efectoras, cuando se transfieren solas o en conjunto en
condiciones alogénicas. Las barras corresponden a desviacion estandar (SD), y la significancia estadistica
fue evaluada por un t-test de Student. * P < 0,05. n = 2 experimentos independientes.
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8. DISCUSION

La evidencia provenientes de modelos murinos y de estudios clinicos sugieren
que la expresién de Nrp1 en las células T CD4+ podria jugar un rol importante en el
contexto del rechazo a trasplante alogénico (Campos-Mora, et al., 2013). Se ha
reportado que en ratones ectépicamente injertados con trasplantes alogénicos de
corazén, la transferencia de células T CD4+Nrp1+ extienden la sobrevida del injerto,
principalmente inhibiendo la produccién de citoquinas pro-inflamatorias, enriqueciendo
la poblacion de células Tregs Foxp3+ enddgena e induciendo la anergia de sus células

T efectoras (Yuan, et al., 2013).

En este trabajo, se estudid la dinamica de la expresion de Nrp1 en las
poblaciones de células T CD4+ durante el rechazo a injerto alogénico. Las
observaciones realizadas indicaron que Nrp1 se expresa principalmente en células T
CD4+ periféricas, y que su expresion estd estrechamente relacionada con la
subpoblacién de células T CD4+CD25""Foxp3+, lo que confirma trabajos anteriores

que proponen a Nrp1 como un marcador de células nTregs (Bruder, et al., 2004).

Los datos obtenidos muestran claramente que existen diferencias en la
expresion de Nrp1 en las células T CD4+ cuando se encuentran en un ambiente
inflamatorio ligado al rechazo de trasplantes alogénicos, las que son notorias al
comparar la expresién de esta molécula en condiciones de aceptacion (singénicas) o
normales (nhaive sin trasplante). El aumento de expresion de Nrp1 en las células T
CD4+ efectoras durante el rechazo, junto con una disminucion de expresion esta
molécula en las células Tregs se observaron utilizando tanto animales WT como RAG-

/-, siendo mas evidentes en éstos lltimos. Esto se debe probablemente a que en los
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primeros, en el rechazo al alo-injerto participan todos los componentes del sistema
inmune de un ratdn WT, mientras que en los ratones RAG-deficientes el rechazo
ocurre mediado sélo por células T CD4+Ly5.2+ efectoras transferidas (restringido a
presentacion antigénica por MHC-Il), y en este sistema mas “limpio”, gracias a los
marcadores congénicos utilizados, fue posible examinar en mayor detalle los cambios

celulares analizados.

De manera importante, durante los experimentos de trasplante in vivo se
observo que las células Tregs disminuyen su expresion de Nrp1 sélo cuando se genera
una respuesta inmune efectora contra el injerto alogénico (comparando la respuesta
alogénica versus singénica), indicando que el componente inflamatorio compuesto, por
ejemplo, por citoquinas como la IL-6 jugarian un papel importante en la biologia de las
células Tregs (Sharma, et al., 2013). De hecho, en modelos murinos ya se ha descrito
que el bloqueo con anticuerpos anti-IL-6 reduce significativamente el dafio patoldgico in
vivo asociado al EICH, mediando el incremento de células Tregs Foxp3+ y la reduccion
pronunciada de células Th1 y Th17, aumentando la razén Tregs/Tefs (Chen, et al.,
2009). Con respecto a este punto, datos preliminares en los que se analizé el
contenido de IL-6 producida dentro del injerto de ratones RAG-/- trasplantados indican
que los niveles de esta citoquina (que son altos en condiciones de rechazo mediado
por celulas T CD4+ efectoras) disminuyen considerablemente cuando las células
efectoras se co-transfieren con células Tregs Nrp1+ (datos no mostrados), lo que
sugiere que existe un antagonismo entre los efectos pro-inflamatorios de IL-6 y el
efecto inmunosupresor derivado de la actividad de las células Tregs durante el rechazo
a alo-injerto, aunque es necesario una profundizacion posterior de estos analisis, que

escapan a los objetivos de esta tesis.
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Dado que la presencia de Nrp1 esta asociada con la capacidad supresora de
las células Tregs para realizar su funcién reguladora o inhibitoria (Bruder, et al., 2004),
se podria presumir que la disminucién de la expresién de Nrp1 en las células Tregs
durante la respuesta alogénica es uno de los mecanismos por los cuales el rechazo

toma lugar.

En estos mismos experimentos in vivo, la pérdida de Nrp1 en las células Tregs
se encontré asociada a una reduccion de expresién de Eos, un marcador molecular de
estabilidad de células Tregs (Sharma, et al., 2013). Actualmente se acepta la idea de
que las células T, incluidas las células Tregs, pueden ser re-programadas bajo
condiciones supresivas o inflamatorias, perdiendo sus perfiles, fenotipos y funciones
iniciales (Lindau, et al., 2013, Zhu and Paul, 2010). En el caso particular de las células
Tregs, se ha reportado que pueden perder su expresion de Foxp3 en condiciones
linfopénicas o en contextos autoinmunes (como diabetes o EAE), o que estas células
pueden adquirir caracteristicas de tipo célula T-helper mientras alin mantienen su
expresion de Foxp3 (Sharma, et al., 2013) En concordancia con lo anterior, se ha
propuesto que existe una heterogeneidad entre las células Foxp3+, en la que no todas
las células Foxp3+ son células Tregs bona-fide, o en cierto sentido “auténticos” (Hori,
2010). Recientemente, se ha propuesto que la expresién estable de Eos define una
subpoblacién de células Tregs que se mantiene supresiva bajo condiciones
inflamatorias, en comparacién con células Tregs que pierden su expresiéon de Eos,
quienes pierden su capacidad supresora y a pesar de mantener su expresion de Foxp3
incrementan su expresion de citoquinas pro-inflamatorias y moléculas de activaciéon

(Sharma, et al,, 2013). Por lo tanto, la pérdida de Eos junto con la de Nrp1 observada
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en nuestros experimentos podrian contribuir en una deficiente funcionalidad de las

células Tregs, lo que llevaria al rechazo al alo-trasplante.

Como se menciond anteriormente, las células T CD4+Nrp1+ han mostrado
permitir la tolerancia a trasplante alogénico (Yuan, et al., 2013). En el presente trabajo
se recapituld esta cobservacidon en un modelo murino de trasplante de piel. Los
resultados obtenidos confirman las propiedades reguladoras de las células T Nrp1+
dado que la transferencia de células T CD4+CD25"""Nrp1+ a ratones RAG-/-
trasplantados se correlaciona con la aceptacion de alo-injertos. Interesante es el hecho
que la co-transferencia de células Tregs Nrp1+ con células T CD4+Nrp1- efectoras
permite una mayor ganancia de Nrp1 y Eos por la contraparte efectora, lo que sugiere
que las células Tregs Nrp1+ podrian estar permitiendo que cierta fraccion de las
células T efectoras adquiriera capacidad supresora, lo gque mediaria ademas la
aceptacion de los alo-injertos observada en los experimentos in vivo, aunque esta

suposicion necesita ser abordada en detalle en investigaciones posteriores.

Durante la aproximaciéon experimental abordada para estudiar la expresion de
Nrp1 en las células Tregs durante el rechazo a alo-injertos, la bibliografia pertinente y
los resultados obtenidos sugieren implicitamente que Nrp1 podria estar contribuyendo
en la funcion supresora llevada a cabo por las células Tregs Nrp1+. Para comprobar
esto, el siguiente paso légico a seguir consiste en examinar el rol de esta molécula
mediante estrategias que limiten o disminuyan la contribucién funcional de Nrp1. Por lo
tanto, se disefid un modelo experimental utilizando anticuerpos bloqueantes anti-Nrp1
(utilizando el control de isotipo correspondiente), apuntando a estudiar el efecto del
bloqueo de Nrp1 en los fenémenos descritos anteriormente en los resultados

obtenidos. De manera contraria a lo esperado, la administracién de anticuerpos
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bloqueantes anti-Nrp1 no afecté de forma significativa la ganancia de expresién de
Nrp1 y Eos en las células T CD4+ efectoras, ni alter6 la aceptacion de alo-injertos
mediada por las células Tregs Nrp1+ (Campos-Mora, et al., 2014; datos no publicados).
Nrp1 es una proteina que se encuentra expresada tanto en membrana como en forma
soluble, y que es requerida por las células Tregs para una normal actividad supresora
(Campos-Mora, et al., 2013). Tomando esto en cuenta, el bloqueo de Nrp1 (que podria
alterar la actividad supresora de las células Tregs) se correlacioné con un mayor
nuamero de células T CD4+ efectoras, mayores niveles de citoquinas pro-inflamatorias
producidas dentro del injerto, y mayores niveles de expresién de Eos en las células T
CD4+ efectoras activadas (Campos-Mora, et al., 2014; datos no publicados), lo que se
correlaciona con resultados de otros grupos de investigacidbn que describen un
aumento en la expresion de Eos en células T CD4+ activadas in vitro (Rieder and
Shevach, 2013). Sin embargo, se encontrd que la estrategia utilizada no fue la 6ptima,
considerando que la cantidad de anticuerpo inyectado pudo no ser suficiente para un
bloqueo total efectivo de Nrp1 (tanto de membrana como soluble). Una alternativa
mucho mas eficiente corresponde al uso de ratones deficientes en Nrp1 (Nrp1-knock-
out 6 Nrp1-/-) condicionales para las células T CD4+ o para las células Tregs Foxp3+
los cuales, desafortunadamente, aun no se encuentran comercialmente disponibles. De
todas formas, estos resultados preliminares no desacreditan los resultados obtenidos
en este trabajo de tesis, sino que mas bien abren nuevas perspectivas relacionadas
con la expresion y funcionalidad de Nrp1 y Eos que es necesario estudiar para una

mejor comprension de los mecanismos que involucran estas moléculas.

Utilizando el modelo de rechazo en los ratones C57BI/6 trasplantados, los

resultados indicaron una menor expresion de Nrp1 en las células nTregs de ratones en

42



proceso de rechazo a alo-injertos, en comparacion con los trasplantes singénicos
completamente aceptados. Asimismo, con el modelo de rechazo en los ratones RAG-/-
trasplantados, se observé un considerable incremento en la expresion de Nrp1 de las
células T CD4+ efectoras en las condiciones tolerogénicas de alo-injertos mediada por
la co-transferencia de células nTregs Nrp1+, en comparacion con los menores niveles
de expresion de esta molécula en las células T efectoras en condiciones de rechazo de
alo-injertos, cuando estas células se transfirieron solas. De cierto modo, estos
resultados apoyan una posible relacion positiva entre la expresion de Nrp1 en la
subpoblacién de células T CD4+ y un estado de tolerancia inmunologica que ha sido
sugerida recientemente en repetidas ocasiones en modelos de trasplante alogénico
(Yuan, et al., 2013), autoinmunidad (Solomon, et al., 2011, Delgoffe, et al., 2013) e
incluso cancer (Battaglia, et al., 2008, Hansen, et al., 2012), en los cuales la presencia
o ausencia de expresion de Nrp1 se relaciona directamente con una menor o mayor
reactividad respondedora, respectivamente. Esta similitud entre el comportamiento de
la expresion de Nrp1 entre los estudios clinicos y los modelos murinos es bastante
prometedora, debido al posible alcance y uso que puede darse a Nrp1 como un posible
marcador de rechazo a trasplantes alogénicos. La expresion de Nrp1 en las células T
ya se ha propuesto como un predictor putativo del rechazo a trasplante, dado que en
un estudio clinico se observé una menor frecuencia de linfocitos Nrp1+ infiltrantes en
biopsias de trasplantes de rifion de pacientes en proceso de rechazo agudo, en
comparacién con biopsias de trasplantes tolerizados (Zhou, et al., 2007). Basados en
esto, los autores sugirieron que la reduccion de células Tregs (células Nrp1+) en los
trasplantes podia estar relacionada con el desarrollo del proceso de rechazo. Por lo

tanto, los resultados de esta tesis van en concordancia con reportes anteriores.
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Cabe recordar que, actualmente en el campo clinico de trasplantes, el
diagnéstico de rechazo agudo y de dafio cronico de trasplantes alogénicos requieren
de biopsias para detectar cambios patoldégicos a etapas avanzadas y, usualmente,
irreversibles del rechazo. (Schlickeiser and Sawitzki, 2012). La identificacion de
marcadores sensibles y especificos permitiria la deteccion temprana “a nivel molecular”
de eventos patologicos. De esta manera, el rechazo y el dafio crénico del alo-
trasplante, asi como la sobre-inmunosupresiéon podrian ser abordados adecuadamente
mucho antes de que se ocurran sucesos perjudiciales al injerto (Olbricht, 2012). En
este sentido, es posible sugerir que el analisis de expresién de Nrp1 en células T CD4+
de pacientes trasplantados y bajo tratamiento podria ser un buen indicador del "status
inmunoldgico” ¢ “el status neto de inmunosupresion” del paciente con respecto al
injerto alogénico: una disminucién muy pronunciada con respecto a los niveles
normales de expresion de Nrp1 podria indicar un incipiente proceso de rechazo y
respuesta inmune contra el injerto, a lo que podria responderse adaptando vy
personalizando las terapias inmunosupresoras. Como consecuencia, se podria mejorar

la sobrevida a largo plazo del trasplante, junto con la sobrevida del paciente.

En conjunto, estos resultados describen una dinamica de expresion de Nrp1
hasta ahora desconocida en las células T CD4+ durante rechazo a alo-injertos, y un
nuevo posible mecanismo por el que células T CD4+ efectoras podrian mediar la
aceptacion de injertos alogénicos, donde la adquisicion de expresién de Eos y Nrp1

podria jugar un rol relevante.

44



9.1

9.2

9.3

9. CONCLUSIONES

Durante el rechazo a trasplante alogénico, ocurre un incremento en la
frecuencia de células T CD4+ que expresan Nrp1 mientras que, por el
contrario, la expresion de Nrp1 y el factor de transcripcién Eos disminuyen en

las células Tregs de los ganglios drenantes del injerto.

Las células Tregs Nrp1+ son necesarias para la aceptacion de trasplantes
alogénicos, impidiendo el rechazo mediado por células T CD4+ efectoras

alo-reactivas.

Las células Tregs mantienen una alta expresion de Nrp1 durante la
inflamacién del rechazo, mientras que las células T efectoras son capaces de
ganar expresion de Nrp1 y Eos. Esta ganancia de expresion se ve

potenciada al ser co-transferidas con células Tregs Nrp1+.
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11. FIGURAS SUPLEMENTARIAS
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Figura Suplementaria 1 — Expresién de Foxp3 en células Treg Ly5.1* post-sorting.
Suspensiones celulares de ganglios linfaticos fueron obtenidas de ratones WT C57BI/6
Ly5.1+ y las células T CD4+ fueron enriquecidas usando separacion inmunomagnética.
Luego las celulas fueron tefiidas para los marcadores CD4, CD25 y Nrp1 previo al
sorting de células Tregs CD4+CD25""Nrp1"®" con una pureza > 96%. (A) Se muestra
la poblaciéon de células Tregs CD4+ CD25""Nrp1™®" (correspondiente a ~3%) de la
suspension enriquecida de células Tregs CD4+. (B) Los graficos de “dot-plof’ muestran
a las células Tregs CD4+ CD25"" Nrp1"®" recién sorteadas. Estas células fueron

fijadas y marcadas para verificar la expresion intracelular de Foxp3 en las células
Tregs.
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Figura Suplementaria 2 — Generacién de células Tregs Foxp3°™* provenientes
de células T CD4+ efectoras transferidas a ratones trasplantados. El procedimiento
fue realizado como se describe en la Figura 6. A la izquierda, el grafico de “dot-plof’
muestra la expresion de los marcadores Nrp1 y Foxp3% en las células T CD4+CD25-
Nrp1-Foxp3® " recién sorteadas, de manera previa a su transferencia a los ratones
RAG-/- trasplantados con injertos singénicos ¢ alogénicos. A la derecha el gréfico de
barras muestra la frecuencia (%) de células Foxp3®™* presente entre las células T
CD4+ Ly5.2+ efectoras residentes en los GLD de ratones trasplantados. Las barras
corresponden a SD. ns, no significativo. n = 2 experimentos independientes.
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