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1. ORIGEN EMBRIONARIO DE LAS CELULAS HEMATOPOVETICAS

Para entender los mecanismos operativos en un Sistema

Inmune (S.l.) funcional maduro, hay que analizar su desarrollo y

diferenciación. Lo que una célula del S.l. “ve” no es más que aquello

para lo que fué educada durante su proceso de diferenciación. Este

desarrollo comienza a partir de células progenitoras

pluripotenciales hematopoyéticas cuyo origen ha sido un tema

controvertido desde los comienzos de la Inmunología. Las primeras

células progenitoras piuripotenciales hematopoyéticas, células

stem, se localizan en el saco vitelina a la tercera semana de

desarrollo del embrión humano. Los primeros elementos sanguíneos

surgen a partir de las células del mesénquima situado entre medias

de las capas de endodermo y mesodermo que forman el saco vitelino.

El origen de estas células del mesénquima situadas en el saco

vitelina se desconoce, aunque algunos embriólogos piensan que las

células destinadas a ser células progenitoras hematopoyéticas

vendrían de la cresta neural desde donde migrarían al saco vitelino y

mitad anterior del embrión (Klein, 1989). Desde el saco vitelino, o

bien directamente desde la cresta neural, estos progenitores

migrarán al hígado, principal órgano hematopoyético durante

momentos tempranos de la vida embrionaria (dia 8 de gestación en

raton y entre las semanas 5-6 de gestación en humanos> (Moore y

Metcalf, 1970; Le Douarin y cols., 1984; Lobach y Haynes, 1987;

Ogawa y cols, 1988>. Posteriormente desde el hígado fetal, dichos

precursores se trasladarán a un rudimento epitelial emergente, el

timo, que pasa a ser el órgano principal de maduración y

diferenciación de los linfocitos T, existiendo además migración

hacia la médula ósea, principal árgano hematopoyético en la vida
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adulta y periodo final fetal y lugar de maduración de la estirpe

linfoide B en mamíferos. Una vez en el timo, estos precursores se

expanden y diferencian sufriendo procesos de selección “positiva “ y

“negativa”, después de los cuales emergerá una colección de

linfocitos T maduros capaces de responder a cualquier antígeno con

excepción de los propios (Ploegh y cols, 1981; Kappler y cols, 1987;

von Boehmer, 1988).

Una de las principales características del S.l. junto con su alta

especificidad y dinamismo circulatorio, es la elevada tasa de

renovación de su componente celular linfoide (de los 1012 linfocitos

presentes en un individuo humano adulto, iO~ mueren diariamente).

Esta gran tasa de recambio celular es mantenida por un

“compartimento celular generativo” acompañado de otro que permite

la expansión y maduración de los componenetes celulares del S.l. La

generación de células hematopoyéticas es, por tanto, un proceso

continuo a lo largo de la vida del individuo en el que pueden

distinguirse tres estadios principales de desarrollo: células

progenitoras multipotentes, con capacidad de auto-renovación,

propiedad que comparten con células progenitoras de otros sistemas

regeneradores; células precursoras con capacidad uni o bipotencial

que están determinadas a un programa de desarrollo para llegar a un

tercer estadio de célula madura, con características fenotípicas y

funcionales propias, (Dexter y Spooner, 1987; Heyworth y

cols.,1990). El término de célula progenitora como tal es

operacional. Su existencia como una entidad biológica independiente

sólo se puede demostrar de una manera retrospectiva por la

progenie generada, mediante experimentos de reconstitución

hematopoyética empleando células de médula ósea e hígado fetal

marcados molecuiarmente y analizando la descendencia en los
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animales receptores (Lemischka y cols, 1988), o por ensayos de

formación de unidad de colonias, CFU, desarrollados por McCulloch y

TuI, 1964. Físicamente se reconocen por ser células pequeñas

(menor velocidad de sedimentación), quiescentes (Spangrude, 1989)

y con características fenotípicas definidas parcialmente, Thy-

1LoLinSca~1+ en ratón, (Spangrude, 1989) o LirnCD34~DR- en

médula ósea humana (Lu y cols., 1987; Sutherland y cols., 1989;

Verfaillie y cols., 1990). Estas propiedades, junto con la

determinación de los mecanismos que progresivamente restringen

su capacidad de autoproliferación y pluripotencialidad en su ruta de

diferenciación, son temas fundamentales en la biología del

desarrollo del S.l. aún no esclarecidos.

En cualquier caso, es importante tener presente que una célula

no es un ente aislado y autónomo, y que el proceso de su desarrollo

depende de las interacciones celulares específicas con el

microambiente en el que se localizan, que va variando en

concordancia con el momento ontogénico y con su posición relativa

en el organismo. En el S.l. se ha puesto de manifiesto la existencia

de un elevado número de polipéptidos específicos implicados en

procesos de crecimiento y diferenciación, así como moléculas de

interacción con la matriz extracelular y componenetes célulares que

tienen un papel fundamental en su desarrollo, (Montovani y Dejana,

1989; Toribio y cols, 1990; Springer, 1990). El objetivo de este

trabajo se engloba en la línea general de embriología de determinar

molecuiarmente estas señales ambientales y los mecanismos

mediante los cuales dichas señales son interpretadas en forma de

cambios en la expresión génica y por lo tanto en el comportamiento

celular, centrándonos específicamente en los precursores de los

linfocitos T.
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1.1. MICROAMBIENTES DEL DESARROLLO HEMATOPOYETICO.

La célula hematopoyética progenitora, capaz de generar los

linfocitos, es también precursora de otros linajes heniatopoyéticos

como son eritrocitos, granulocitos, plaquetas, monocitos y

macrófagos (Greaves, 1986). Al mismo tiempo que en el embrión se

establece la circulación sanguínea, estas células progenitoras y sus

descendientes más diferenciados, poblarán distintos órganos donde

se piensa que microambientes específicos serán responsables de

diferenciarlos divergentemente hacia cada uno de los linajes

posibles (Moore y Owen, 1967a; Scolay,1986>. Las dos localizaciones

principales de linfopoyesis en el embrión humano y de ratón son el

hígado y el timo, mientras que la médula ósea es el sitio

fundamentale en el adulto.

Estos microambientes específicos en los que los precursores

hematopoyéticos van adquiriendo grados secuenciales de

determinación de linaje tienen una estructura propia. Así, el hígado

fetal humano, principal árgano hematopoyético de la semana 6 a la

22 de gestación, presenta a lo largo de la vida embrionaria una

proporción variable de células linfoides constituyendo entre el 5-

15% de las células mononucleares no pertenecientes al parénquima

hepático. La proporción se mantiene relativamente constante hasta

las 20-24 semanas, constituyendo más del 20% de las células

mononucleadas y disminuyendo el número de células inmaduras

hasta el 2%. El componente estromal en hígado fetal está compuesto

por células de parénquima hepático, células endoteliales y

posiblemente células de Kupffer. En cuanto a la localización de la

actividad hematopoyética no parece existir una relación particular



6

entre los diversos linajes. Eritropoyesis y mie)opoyesis parecen

tener lugar alrededor de sinusoides y vasos de la red portal

respectivamente, mientras que la linfopoyesis no parece tener una

localización concreta (Cale, 1987; Klein, 1989; Kamps y cols, 1989).

Alrededor de la semana 12 del desarrollo fetal humano la

médula ósea comienza a funcionar como órgano hematopoyético.

Muchos tipos de células constituyen el estroma medular: endotelio

vascular que selecciona el paso de las células y produce diversas

citoquinas, células reticulares que ocupan el espacio

intersinusoidal, fibroblastos y adipocitos cuyo origen parece ser

incierto (Dorshkind, 1990). La hematopoyesis está localizada en los

espacios sinusoidales aunque no hay ninguna evidencia clara de

organización compartimentalizada de células estromales en cuanto

a su papel específico en procesos de proliferación/diferenciación de

distintas estirpes celulares hematopoyéticas. Sólo en el caso de los

precursores 8 parece haber una especial localización en la región

subendosteal (Osmond y Batten, 1984; Osmond y Park, 1987;

Hermans y cols, 1989).

El microambiente tímico con el que un precursor linfocitario T

se encuentra en la vida fetal difiere con el que pueda encontrarse en

el periodo neonatal. Si analizamos la estructura del timo neonatal,

se observa que presenta una organización compartimentalizada,

respecto a la distribución de subpoblaciones de linfocitos T y

componentes estromales, más definida que en otros órganos

hematopoyéticos, diferenciándose tres zonas histológicas definidas

por otros tantos estadios de maduración de subpoblaciones

linfocitarias T. En la corteza subcapsular externa se encuentran

timocitos indiferenciados en división, en contacto con células

epiteliales especializadas. La zona cortical interna contiene la
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progenie de estos linfoblastos, es decir la gran población de

timocitos pequeños, quiescentes (CD1~4~8~), que con frecuencia

están asociados a otro tipo de células estromales: las células

dendríticas corticales. Por último la médula contiene

predominantemente timocitos de tamaño medio, interaccionando con

una variedad de células no linfoides que incluyen a las células

epiteliales medulares y a las células dendríticas/interdigitantes

(Papiernik, 1970).

1.2. INMIGRACION AL TIMO DE LAS CELULAS PROGENITORAS

Si las células progenitoras de linfocitos T derivan de una

localización extratímica, varias cuestiones son inmediatas: qué

elementos las atraen al timo, en qué momento del desarrollo del

individuo migran hacia el timo y que número de precursores

colonizan este órgano.

El cultivo de precursores de hígado o médula ósea en presencia

de lóbulos tímicos parece indicar que la migración está guiada por

quimiotaxis (Lepault y Weissman, 1981; Ben Slimane y cols.,1983),

habiendo sido parcialmente caracterizados algunos péptidos

activamente implicados en el proceso, como la j32-microglobulina

(Dunon y cols, 1990>. Por otra parte este proceso de migración

parece tener un componentente temporal, de manera que no siempre

el timo está receptivo. En pollo se ha descrito que sólo un número

discreto de ondas de colonización existen en los primeros momentos

del desarrollo, (Le Douarin y Jotereaeu, 1975), mientras que en

ratón, experimentos de reconstitución de animales irradiados

indican que la migración de un número muy bajo de células es

continua, (Scollay y cols, 1986). En cuanto al número de
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progenitores que llegan al timo> parece ser muy bajo, si bien no

existe acuerdo por lo que respecta al número exacto. Así, mientras

que existen experimentos de irradiación-reconstitución que indican

la llegada al timo de entre 10 y 30 precursores diarios otros

autores manejan números más altos, entre 100-300 (Boersma,

1981; Lepault y Weissman, 1981>.

1.3. INTERACCIONES CELULARES EN EL SISTEMA INMUNE: IMPLICACION

DE LAS MOLECULAS DE ADHESION EN LA ONTOGENIA Y FUNCION

Las interacciones adhesivas intercelulares y de células con la

matriz extracelular son cruciales en todo proceso de desarrollo. La

localización de una célula está influida por interacciones de la

superficie celular con el microambiente en su componente celular y

fibrilar, que regulan la adhesión, y por los gradientes de sustancias

quimiotácticas que dirigen la migración. Este sistema general es

especialmente relevante en el S.l., cuya respuesta depende de la

regulación de las interacciones con otras células para activar y

dirigir la respuesta inmune.

Tres familias de receptores de adhesión median estas

interacciones: 1) la superfamilia de las inmunoglobulinas, que

incluye los receptores específicos del antígeno de las células T y 2;

las moléculas de clase 1 y II del MHC; y los antígenos no

polimórficos 032, LFA3, ICAM-1, VCAM-1, así como los componentes

del complejo CD3; 2) la familia de las integrinas, importante en la

dinámica de regulación de adhesión y migración, cuya estructura

consiste en una cadena a y otra 13, distinguiéndose tres subfamilias,

integrinas j3í(CD29; proteinas VLA), 132 (CD18; LFA1, MAC-1,

pl5O,95) y 13~ (CD81) y 3) La familia de las selectinas Mel-14,
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ELAM-1 y GMD-14, con función prominente en interacción de

linfocitos y neutrófilos con el endotelio vascular, (Springer, 1990).

Gran número de trabajos se han centrado en el estudio del

papel que estas moléculas tienen en funciones de citotoxicidad,

migración y colonización específica de órganos linfoides. Sin

embargo, su papel en la ontogenia del sistema inmune está menos

definido. En este aspecto hay trabajos que muestran como la

actividad invasiva de los precursores embrionarios que colonizan el

timo de aves parece depender de fibronectina y/o lamínina y es

inhibido por peptidos ROD <denominación del dominio de interacción

del receptor con la fibronectina> y Abs contra la subunida pi de las

integrinas (Savagner y cols, 1986). Por otra parte, en ratón se ha

descrito que los timocitos inmaduros CD4~CD8~ y 004-8- se unen

preferencialmente a la fibronectina (Cardarelli, 1988) y cómo el

mecanismo de unión-desunión de células CD3deb¡ICD4+CD8+ a

epitelio tímico es dependiente de moléculas de adhesión como LFA-

1 (Lepesant y cols, 1990).

2. EL TIMO: FORMACION, ESTRUCTURA Y FUNCION

2.1. FORMACION DEL TIMO: VARIACION DE LOS COMPONENTES

CELULARES LINFOIDES Y ESTROMALES DURANTE SU DESARROLLO.

El timo deriva de tres capas embrionarias: ectodermo y

endodermo, que dan cuenta del componente epitelial estromal, y

mesodermo, del que, aparte de las células linfoides, derivan las

células interdigitantes/dendríticas y los macrófagos. Este último

componente proviene de la médula ósea y puede ser reconstituido en

animales irradiados (Longo y Schwartz, 1980). En humanos, el timo
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se desarrolla en momentos tempranos de la embriogénesis. A las 4

semanas se genera el rudimento tímico formado por un componente

ectodérmico y otro endodérmico derivados de la 32 hendidura

faríngea y bolsa branquial respectivamente. Entre las 8-10 semanas

de gestación los primeros precursores T, identificados en base a la

expresión de CD7, aparecen en el timo. A las 10 semanas el tejido

conectivo derivado de mesodermo acompañado de los vasos

sanguíneos comienza a invaginar produciendo, junto con la

lobulación, un incremento en la proliferación de las células

epiteliales. La distinción entre zona cortical y medular se produce a

la semana 14 del desarrollo embrionario y la formación de

corpúsculos de Hassal entre las semanas 15-16 de gestación,

adquiriendo un configuración histológica postnatal con componentes

celulares linfoides y estromales: células epiteliales, fibrobiastos,

macrófagos, células dendríticas, endotelio vascular y fibras de

matriz extracelular, <Haynes, 1984),

El desarrollo de diferentes anticuerpos monoclonales (mAbs)

ha permitido caracterizar fenotipicamente los componentes

celulares del microambiente tímico. El componente epitelial de la

corteza subcapsular y la médula parecen derivar del ectodermo, por

la reactividad con mAbs específicos (TE4IA2B5Ipl9IRFD4), con los

que también reaccionan otros tejidos derivados de la misma capa

germinal, como la epidermis, mientras que la zona cortical

intermedia, parece derivar del endodermo y es reactivo con los

mAbs TE3 y TE4 <Mac Farland y cols, 1984). Las células

fibroblásticas son identificadas específicamente por el mAb TE7.

La aparición en el timo de los componentes estromales

celulares es un proceso secuencial en el desarrollo. A las 7 semanas

se encuentran células positivas para TE4 y A285 (este último mAb
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reconoce un gangliósido tambien expresado en cerebro y tejidos

neuroendocrinos) formando la porción central de~ órgano en

desarrollo. A las 12 semanas de la embriogénesis humana estas

células se encuentran tanto en la corteza subcapsular como en la

médula. Células positivas para TE3 aparecen posteriomente en el

desarrollo, a las 8.5 semanas, expandiéndose posteriormente a la

vez que aparecen por vez primera en el timo las células CD1~,

alrededor de la semana 12 gestación. La expresión de moléculas

asociadas a macrófagos o células dendríticas derivadas de médula

ósea, así como moléculas del complejo principal de

histocompatibilidad (MHC) de clase 1 y clase II y moléculas

implicadas en adhesión celular como LFA-3 e ICAM-1, también

tienen una regulación ontogénica en su expresión, detectándose en el

timo células positivas para móleculas MHC de clase II, LFA-3 e

ICAM-1 desde la semana 7 de gestación, mientras que las moléculas

MHC de clase 1 no se detectan hasta la semana 8.5 y ~osmacrófagos

no aparecen hasta la semana 10 (Haynes 1984; Denning y cols.,

1987a; Singer y cok., 1990>.

2.2. IMPLICACION DEL TIMO EN EL DESARROLLO DE LOS LINFOCITOS 1.

El desarrollo eficiente de las células T requiere un

microambiente tímico (Metcalf, 1968; Moore, y Owen, 1967b; Miller

y Osoba, 1967; Stutman, 1978). El tráfico celular desde y hacia el

timo ha sido analizado en detalle. Los primeros colonizadores

proliferan y maduran, y una pequeña fracción sale a la periferia para

migrar hacia los nódulos linfáticos y el bazo. La colonización del

timo por células precursoras de los linfocitos 1 en periodos

tempranos del desarrollo del individuo es de crítica importancia
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para la adquisición de un compartimento linfoide T

inmunocompetente. De hecho, la función tímica disminuye

marcadamente con la edad, de manera, que el órgano acaba

atrofiándose, siendo irrelevante la timectomía para la función

inmune en individuos adultos. Aunque bien es cierto que existen

rutas madurativas extratímicas, aún no exactemente determinadas,

que pueden proporcionar señales adecuadas para emprender o

continuar un programa genético de maduración T, su acción es menos

eficiente que en el timo (Oosterom y cols, 1981>, y parece tener

mayor relevancia en el individuo adulto. Estas rutas madurativas

alternativas y/o simultaneas a la establecida en el timo han sido

puestas de manifiesto en ratones átimicos nude. En estos animales,

la diferenciación de las células T es mucho menos eficaz en

términos cuantitativos y en cuanto a la diversisdad del repertorios

en base a la distribución de segmentos Vj3 del TCR (MacDonald y cois,

1987>. Por otra parte, el timo no sólo proporciona factores

quimiotácticos imprescindibles para el asentamiento de los

precursores, sino que también se ha descrito la producción local de

factores de crecimiento, promotores de la gran expansión de los

timocitos inmaduros (Cederig y cols, 1985; Raulet,1985; Sideras y

Palacios, 1987; Carding y cols, 1989; Toribio y cols, 1989>. Aparte

de la producción de factores, el contacto de los precursores con los

elementos celulares estromales del timo constituye un hecho

crucial en la diferenciación de aquéllos (Palacios y cols, 1989).

Cuando un precursor llega al timo los procesos madurativos

que siguen pueden dividirse en dos grupos: procesos de

diferenciación y proliferación y procesos de selección. Esta

selección se produce en base a la interacción del TOR con moléculas

del MHC y tiene un doble caracter: por una parte de “rescate” de
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aquellas células que pueden interaccionar de forma correcta con las

moléculas del MHC (selección positiva), y por otro de eliminación de

aquéllas con capacidad autorreactiva que reconozcan antígenos

propios en el contexto del M!-IC (selección negativa), resultando un

repertorio periférico que es restringido por el MHC y tolerante a lo

propio, (Fink y Bevan, 1978; Zinkernagel y cols,1978; Kappler y cols,

1987; Blackman y cols, 1988). Tan pronto como la célula adquiera el

TOR, será esta molécula la que junto con molecuias del MHC (con la

participación de otras accesorias, CD4 y CD8 entre las más

estudiadas), la responsable del futuro de esa célula (Adkins y cols,

1987), que en la mayoría de los casos es la muerte, ya que de las

108 células que se localizan en el timo del ratón, sólo un 2-5% salen

a la periferia (Shortman y cols , 1974).

3. DESARROLLO DE LAS CELULAS T

3.1. RUTAS DE MADURACION DE LOS LINFOCITOS T.

Estudios fenotípicos y funcionales en humanos y ratón han

permitido establecer una jerarquía en la ruta de maduración de los

linfocitos T. El análisis fenotípico de leucemias, los trabajos de

repoblación, el análisis de expresión de marcadores durante el

desarrollo fetal y los estudios de diferenciación ‘in vitro” mediante

el empleo de factores solubles han definido diferentes rutas de

maduración T (Reinhertz y cok, 1980; Lanier y cols, 1986a; Toribio

y cols,1986; Scollay y cols, 1988). Así, en humanos, la subpoblación

CD7~3-4-8- se ha identificado como la población intratímica más

inmadura por ser fenotípicamente similar a las primeras células que

aparecen en el timo durante la ontogenia (Haynes y cols, 1988a) y

por su capacidad de originar “in vitro” células T funcionaimente
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maduras, que expresan el receptor para el antígeno wj3 o y/8 (TCRa/I3,

TCR~a8) (Toribio y cols., 1988). En base a este tipo de aproximación

experimental se ha definido una ruta de diferenciación de linfocitos

T en humanos teniendo en cuenta la expresión secuencial de

antígenos específicos de membrana que se presenta como sigue:

cD742-3-4-& >CD7~2~3-48- >cD7~2~3~4-8-

células pro-T células pre-T células doble negativas

cD7~2~344~s~ ~

células doble positivas células T maduras

Dentro de este esquema general de diferenciación, teniendo en

cuenta la combinación de estos y otros marcadores, se han descrito

diversas subpoblaciones con capacidades progenitoras y funcionales

diferentes que pueden incluirse en el esquema o formar rutas de

diferenciación alternativas. Así, en ratón, se ha descrito una

población CD3-8~4- que “in vitro” es capaz de generar células

TCRa/13~4~8~ (Paterson y cols., 1987; Rerger y cok., 1989), que a su

vez, pueden originar células maduras CD4~ ó CD8~. En experimentos

de bloqueo específico de las moléculas CD4 y CD8, así como, en

experimentos de transfección génica de estas moléculas, se ha

puesto de manifiesto su importancia en los procesos de generación y

función de los linfocitos T, especialmente en su interacción con

moléculas del MHO. Sin embargo, la expresión simultánea no parece

ser un requisito indispensable en la maduración de precursores de

linfocitos T “in vitro”, aunque puede que si lo sea en la selección

del repetorio, (Bierer y cols., 1989; Ramsdell y Fowlkes, 1989;

Zuñiga-Pflucker y cols, 1990). En el hombre se han encontrado

diversas subpoblaciones intratímicas, no incluidas en la ruta

general establecida, tales como CD1~CD34t (de la Hera y cols,
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1989a). y CD2-3~4-8- (Kabelitz y Conradt, 1988) probablemente

implicadas en alternativas de diferenciación.

Por otra parte, grandes esfuerzos se han centrado en el

entendimiento de la función que tienen estas moléculas asociadas a

estadios concretos de diferenciación. Así ODí, que típicamente se

expresa en tímocitos inmaduros doble positivos y está ausente en

células maduras de sangre periférica, se ha implicado en señales

específicas de reconocimiento de células Ty/8 (Porcelil y cols, 1989)

y células de Langerhans; CD2, que por su expresión temprana en la

ontogenia ha sido especialmente útil en la identificación de la

subpoblación pre-T o estadio 1 de timocitos (CD2~1 -3-4-8-), tiene

un papel esencial en la activación de timocitos, aunque no así en el

desarrollo de los mismos, ya que el bloqueo de esta molécula “in

vitro” o “in vivo” no parece repercutir sobre la linfopoyesis T, al

menos en ratón (Kyewski y cols, 1989a; Moingean y cols, 1989).

CD45 es otra estructura de membrana expresada en la mayoría de

las células hematopoyéticas. Engloba a una familia de glicoproteinas

entre 180-240 Kd. Existen mAbs específicos de CD45 que reconocen

dos isomorfos, CD45RA y CD45RO que se han asociado con estadios

discretos de diferenciación. Así los timocitos CD348 son

mayoritarimente CD45RA mientras que las subpoblaciones doble

positiva y maduras son CD45RO (Pilarski y cols, 1989). Especial

mención hay que hacer del Ag CD7, ya que es uno de los primeros

marcadores expresados durante el desarrollo de los linfocitos 1

(Lobach y cols, 1985). La molécula CD7 está estructuralmente

relacionada con la familia de las inmunoglobulinas y su función se

desconce. Está presente en subpoblaciones inmaduras y maduras de

timo y sangre periférica adscritas al linaje T, así como en
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progenitores de células mieloides, monocitos y células R, (Haynes y

cols, 1989; Grúmayer y cols, 1991).

3.2. REGULACION ONTOGENICA DE LA EXPRESION DEL RECEPTOR PARA
EL ANTíGENO DE LAS CELULAS T, COMPLEJO TCR-CD3.

El reordenamiento y expresión en membrana de los genes que

codifican para el receptor del antígeno de los linfocitos T es un

punto fundamental en la secuencia de eventos de regulación de

expresión génica que tiene lugar en el desarrollo de los linfocitos T,

(Born y cols, 1988; Strominger,1989.). Cuatro loci codifican para los

segmentos génicos de las cadenas polipeptídicas que van a formar el

TCR: a, IB, y, 6 (Allison y Lanier, 1987). La combinación de estas

cuatro cadenas polipeptídicas dará lugar a dos tipos de receptores

heterodiméricos: a/IB y y/8, que se asocian al componente

monomórfico CD3, formado en humanos por al menos 4 cadenas e, y, 8

y ~ e implicado en la transducción de señales de activación <Weiss y

cols, 1986). Los genes del TCR se reordenan siguiendo una secuencia

temporal durante la diferenciación de timocitos, reordenandose a

nivel de precursores T CD348 (Raulet y cols, 1985; Snodgrass y

cols, 1985; Robey y cols, 1990). Así los genes que codifican para la

cadena 8, incluidos físicamente en el locus a, se reordenan junto con

los genes y y IB alrededor del día 14 del desarrollo fetal en ratón. En

principio se producen reordenamientos parciales de los diferentes

segmentos (VDJC>, de manera que los reordenamientos DJ13 aparecen

al mismo tiempo que VJy a día 14 del desarrollo en ratón, mientras

que el reordenamiento completo VDJIB no se da hasta el día 16.

Consecuentemente tránscritos inmaduros del TCRjB de 1.Okb se

detectan a día 15 del desarrollo embrionario, mientra que el

tránscrito completo de 1.3kb no aparece hasta el día 16 en el ratón
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ratón (Pardolí y cols, 1987; Strominger, 1989). De esta forma, a día

14 de desarrollo, un 26% timocitos fetales de ratón presentan

reordenados los genes 8 y un 15% los genes 13 y y, A día 17, más del

80% de los timocitos tienen reordenados los genes que codifican

para las cuatro cadenas del TCR.

A nivel fenotípico el TCR 7/8 aparece primero en la ontogenia

del ratón en timocitos CD48 (Havran y Allison, 1988). La

subsiguiente maduración en el timo conduce a una progresiva

disminución de células y/8, que llegan a constituir el 10% de las

células CD4-8-, (1v/o del timo total ), mientras que el TCRct¡13 se

expresa en más del 65% de los timocitos en el ratón neonato (Robey

y cols, 1990). Esta aparición secuencial en el tiempo, primero de las

células T-y/8 y dos otrés dias más tarde en el desarroRo de ratón, de

las células T a/¡3 conduce al planteamiento de una importante

cuestión: ¿cúal es la relación de linaje entre las células Ta/jB y TyiS?.

Lo que parece claro es que una célula T una vez que ha tomado la

decisión genética de ser TCRa/13~ o TCRy/84 no puede revertir, de

forma que ni en experimentos “in vitro” ni “in vivo’ se ha logrado

obtener células Ta/13 apartir de células Ty¡5. Teniendo además en

cuenta que los reordenamientos de la cadena y son aberrantes en la

mayoría de las células TwfB (Traunecker y cols, 1986)> condujo, a

pensar que ambos subpoblaciones celulares provenian de diferentes

precursores. Sin embargo, posteriomente se ha descrito que la

expresión de una cadena 13 transgénica ya reordenada hace

desaparecer por completo la población Ty/b (von Boehmer y cols,

1988). Estos datos junto con la descripción “in vitro” de la

generación de células Twg y T’~d8 apartir de un precursor común

dependiendo de los factores presentes en el medio de cultivo

(Palacios y cois., 1989) apoyarían la idea del linaje común para
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ambas subpoblaciones T, a/f3 y vS. Se ha postulado que la cadena 5, en

base a su especial localización génica dentro del locus a, tendría un

papel relevante en la regulación de la determinación de dichos

linajes. Dos teorias generales han surgido en base a la consideración

de este elemento, una que propone que ambas subpoblaciones

tendrían un origen común como resultado de reordenamientos

secuenciales de los loci del TOR de manera que cuando el

reordenamiento en el locus 5 es prodcutivo se inbibirian posteriores

reordenamientos en la cadena a (Takeshita y cols, 1989). La otra

teroria apoyaría la idea de linajes separados de manera que las

células tomarían la decisión antes de reodenar los ioci del TCR

regulado por factores transcripcionales que activarían o

silenciarían determinados loci controlando su accesibilidad a las

recombinasas (Winoto y cols, 1989)

En precursores humanos pro-T intratímicos que no expresan en

la membran el complejo TCR-CD3 se han descrito reordenamientos

de los genes y, 8 y IB, junto con la producción de tránscritos

funcionales para y y no funcionales para 13, (Furley y cols, 1986;

Toribio y cols, 1988a; Toribio y cols., 1988c). La expresión de

tránscritos del complejo CD3 se produce también en momentos

tempranos del desarrollo de linfocitos T, (Furley y cols, 1986;

Campana y cois, 1989), ya que tanto tránscritos para CD3S y CD3E,

como péptidos intracitoplasmáticos para CD3e se detectan en

células pro-T (CD7~2348j.
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3.3. ELEMENTOS IMPLICADOS EN EL DESARROLLO DE LOS LINFOCITOS T

3.3.1 Papel de las interleuquinas y sus receptores en

diferenciación de linfocitos Ti
Muchas de las linfoquinas descritas parecen tener un

pronunciado efecto “in vitro” sobre precursores y sobre células

inmaduras, lo cual ha hecho estudiar la disponibilidad de éstas en

momentos tempranos de la generación del S.l. Desde el momento en

que las interleuquinas median su efecto biológico a través de su

unión específica a receptores existentes en la superficie de la

célula (Paul, 1989), la disponibilidad del factor de crecimiento en

un momento determinado del desarrollo no basta, ya que se requiere

la presencia simultanea de sus receptores específicos.

3.3.1.1 Implicación de la IL-2 en el desarrollo de timocitos
inmaduros.

En los últimos años se han realizado numerosos intentos para

identificar las señales que median la intensa proliferación

intratímica de las células progenitoras, así como su papel en

procesos de diferenciación. Estos estudios han puesto de manifiesto

que los timocitos inmaduros responden a factores que inducen la

proliferación de los linfocitos T maduros como son las

interleuquinas IL-2,IL-4 e IL-7 entre los más caracterizados

(Toribio y cois, 1988a,b; Kishimoto y cols, 1988; Groh y cols., 1990;

Mossalayi y cols, 1990; Bárcena y cois, 1990).

Entre ellos, uno de los sitemas más estudiados es el de la IL-

2/IL-2R, (Lowenthal y cols, 1986; Palacios, y von Roehmer,1986;

Toribio y cols, 1988; Scollay y cols,1988>. El IL-2R está constituido
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al menos por dos cadenas: la p55/IL-2Ra (identificada por el mAb

anti-TAC) y la p75/IL-2R3. (Teshigawara y cols, 1986; Tsudo, 1986).

Ambas moléculas unen IL-2 independientemente, con afinidad baja

(Kd 2-3OnM) e intermedia (Kd mM), respectivamente (Smith, 1988).

El receptor de alta afinidad está formado por la asociación de, al

menos, las dos cadenas y parece ser la IL-2R13 la molécula implicada

en la transducción de señales de la IL-2 al interior celular. Las

células T maduras quiescentes expresan bajos niveles de IL-2R13

(Toribio y cols, 1989). En estas células maduras, la expresión de los

genes para la IL-2 y las moléculas IL-2R13 y a se induce

específicamente por la estimulación antigénica via complejo TCR-

CD3. Sin embargo, en el timo la activación de la via IL-2/IL-2R

precede a la expresión del TCR. Diferentes grupos han aportado

evidencias acerca de la expresión de la cadena p55 en la poblacion

CD4-8- tanto en ratón (Ceredig y cols,1985; Roulet, 1985), como

en humanos (de la Hera y cols, 1985; Toribio y cols, 1988). En

timocitos fetales murinos la expresión de p55 asi como la

producción de IL-2 es máxima entre los dias 14 y 15 de gestación

(Carding y cols, 1989). Tanto “in vitro’> (Toribioy cols, 1988b) como

“in vivo” (Zuñiga Pflucker y cols,1990) el bloqueo de los receptores

de IL-2 interfiere en los procesos de proliferación y diferenciación

inducidos por esta interleuquina. No obstante, también se han

publicado datos que sugieren que los receptores de la IL-2 en

células inmaduras no son operativos (Palacios y cols, 1986) y que la

proliferación inducida por IL-2 en timocitos fetales en cultivos de

órganos no es inhibible por mAbs anti-IL-2Ra (Plum y Smith 1988),

apuntando así, en contra de un papel funcional del IL-2R expresado

en células pro-T en momentos tempranos del desarrollo T.
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3.3.1.2. Otras citoquinas implicadas en la maduración de

timocitos

Otros factores de crecimiento distintas de la IL-2 han sido

implicados en el crecimiento y diferenciación de los timocitos. En el

control de estos procesos madurativos intratimicos pueden

implicarse, por una parte, interacciones celulares y por otra

factores solubles, aunque la regulación de ambos factores está

estrechamente relacionada (inducción de producción de IL-1 por por

mAbs contra la estructura LFA-3, inducción de expresión de IL-

2/IL-2R por IL-1, etc) formando como Sporn y cols (1988) indican

las letras de un alfabeto cuya estructura lingúistica tiene un

significado contextual que se traduce en una respuesta de

maduración. En general, la mayoría de las linfoquinas tienen un

efecto proliferativo sobre los linfocitos, proceso que, por otra

parte, en algunos casos va acompañado de modificaciones

moleculares expresadas como cambios fenotípicos celulares que,

entre otros, puden representar estadios discretos de maduración o

cambios funcionales.

La expresión de IL-4/IL-4R parece presentar, al igual que IL-

2/IL-2R, una regulación ontogénica. Así, se ha descrito la expresión

de receptores para la IL-4 en timocitos de ratón CD48- (Lowenthal

y cols, 1988). En timocitos humanos CD2~3-4-8 se ha demostrado

que estos receptores para la IL-4 son funcionales, de forma que la

presencia de esta interleuquina en los cultivos de células pre-T

induce una respuesta proliferativa y la adquisición del fenotipo de

células T maduras (Bárcena y cols, 1990). Es más, los timocitos de

ratón a día 15 del desarrollo embrionario producen tránscritos para

IL-4 (Carding, 1989>. Si la misma población produce IL-2 o IL-4, y si
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ambas linfoquinas ejercen su acción en la misma o en diferentes

subpoblaciones timicas es una cuestión no determinada. Sin

embargo, la actuación selectiva de cada una de el las puede ser

crítica en la decisión hacia los linajes Tcx/fB o y/8 ya que estudios “in

vitro” han demostrados que células pro-T cultivadas en presencia de

IL-4 se diferencian preferencialmente a células TCRv5~ mientras

que en presencia de IL-2 se generan selectivamente células TCRa/IB~

(Bárcena y cols, 1990>.

La respuesta proliferativa de los progenitores T a la IL-1

(Howed y cols, 1986; Le y cols, 1987; Takashy y cols, 1991), IL-3

(Cederig, 1986; Denning y cols, 1988), IL-6 (Le J.y cols, 1988), IL-7

(Morrissay y cois, 1988; Watson y cols, 1989) y IL-lO (MacNeil y

cok, 1990) muestra el amplio espectro de señales a las que un

precursor es vulnerable. Tanto la IL-1 como el GM-CSF inducen la

proliferación de células CD4-8-. Por otra parte, La IL-3 se ha

sugerido que promueve la proliferación de precursores tempranos de

células 1 (Scheider y cols, 1988). La IL-7 es un factor

recientemente descrito (Namen y cols, 1988> que induce

proliferación tanto de linfocitos T maduros (Morryssey y cols, 1988)

como de timocitos inmaduros CD4-8iL-2Ra~ y su diferenciación

(Groh y cols, 1990). Igualmente se ha demostrado que la IL-lO

(Moore y cols, 1990) presenta efecto coestimulador con IL-2 e IL-4

en la inducción de proliferación de timocitos inmaduros de ratón

CD348 (MacNeil y cols, 1990) En cuanto a la interrelación entre

las diversas linfoquinas recientemente se ha descrito que tanto la

IL-1 como la IL-6 inducen la expresión del IL-2Ra y de la IL-2 en

timocitos inmaduros CD48 (Rothember, 1989), mientras que la IL-

4 regula de forma negativa la expresión del IL-2Rcz (Loughnan y cols,

1989). Por otra parte la IL-lO se describió en principio como un
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factor inhibidor de la producción de citoquinas <CSIF) ejerciendo su

efecto inhibidor en la producción de lFNct por céluas 1 maduras

Thl(Fiorentino y cols, 1991)

3.3.2. Papel del componente celular estromal tímico en la
diferenciación de linfocitos T

La interacción entre protimocitos y células del estroma tímico

(células epiteliales, células derivadas de médula ósea, así como

fibras de matriz extracelular) es necesaria para la proliferación,

diferenciación y selección de los timocitos <Sprent y cols, 1987;

Papiernik y cols, 1987; Denning y cols, 1987b; Denning y cols,1988;

de la Fiera y cols, 1989b>. La aportación más relevante en los

últimos años ha sido el establecimiento de técnicas que permiten la

obtención de líneas y clones epiteliales tímicos (Picciano y

cols,1984; Singer y cols, 1985; Palacios y cois, 1989). De este

modo, ha sido posible realizar ensayos funcionales “in vitro” y

determinar la implicación de tales poblaciones celulares en

distintas fases de la diferenciación y selección de las células T, así

como establecer la heterogeneidad fenotípica y funcional de los

diferentes componenetes epiteliales en el timo. Determinados

clones epiteliales son capaces de promover la diferenciación de los

precursores linfoides a subpoblaciones T concretas, mientras que

otros sólo inducen proliferación en ausencia de diferenciación

<Palacios y cols, 1989). Un aspecto importante de la implicación del

estroma tímico en la diferenciación de las células T es la

demostración de la producción de linfoquinas entre las que se

encuentran IL-1 ,-3,-6 y -7, por las células estromales (Le y cols,

1987a; Mizutani y cols, 1987; Le y cols,1987b; Gutierrez y Palacios,

1991>. Estas linfoquinas, además de constituir factores de



24

crecimiento para las células precursoras linfoides y estromales,

podrían regular la producción y la capacidad de respuesta a otros

factores (IL-2 e IL-4) sintetizados por los timocitos, e implicados,

a su vez, en el proceso dediferenciación (Cederig y cols, 1985;

Raulet, 1985; Toribio y cols, 1988; Bárcena y cols, 1990).

Tanto las células epiteliales como las dendríticas derivadas

de la médula ósea expresan “in vivo” moléculas MHO de clase 1 y II,

ambas, por tanto, podrían intervenir en la adquisición de la

restricción MHO y de la tolerancia, aunque la cuestión no ha sido

clarificada hasta el momento. Hay datos que favorecen la idea de que

Is adquisición de la restricción (reconocimiento de Ag presentados

por moléculas MHO propias) está controlada por las células

epiteliales, mientras que la tolerancia al MHO propio dependería de

macrófagos y células dendríticas, de forma que cuando una célula T

durante su diferenciación intratímica comienza a expresar el TOR,

algunas serían capaces de unirse al epitelio cortical. De la afinidad

de la unión del TOR a las moléculas del MHO dependería su selección,

de manera que sólo las que interaccionasen fuertemente con

moléculas MHO (nivel de interacción presumiblemente requerida

para el proceso de restricción), serían seleccionadas positivamente,

migrando a la zona córtico-medular. En esta localización, las

células interaccionarían con macrófagos/células dendríticas que, a

su vez, seleccionarían negativamente las células que presentan una

reactividad “excesivamente alta” para el MHO y serían eliminadas

(selección negativa), <Sprent y cols, 1987)

La estructura histológica del timo refleja la

compartimentalización de los complejos fenómenos de

proliferación, maduración y selección de células precursoras que en

él tienen lugar. En lineas generales parece ser aceptado que la
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selección ocurriría a nivel de timocitos doble positivos (CD4~8~).

La selección positiva de células CD4+8+3+deb¡ITCRa13+debil capaz de

reconocer lo propio ocurriría mediante contacto con el epitelio

cortical, mientras que la selección negativa de las células

autorreactivas CD4+8+3dTCRÉIB+debiI ocurriría por contacto con

células dendríticas y macrófagos en la zona cortico-medular (Sprent

y cols, 1988; Kyewski y cols,1989; Fowlkes y Pardoil, 1989)



2. OBJETIVOS
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El objetivo general de este proyecto de Tesis Doctoral se

centra en el estudio de la biología del desarrollo del

compartimento celular T del Si. humano, principalmente en el

análisis de los programas madurativos que acontecen en momentos

tempranos de la vida fetal, previa migración de los precursores del

linaje T a timo, y los programas genéticos que se inician en este

órgano. Los puntos concretos desarrollados son:

1.- Análisis comparativo de las características moleculares y

funcionales de los precursores hematopoyéticos T presentes en el

hígado fetal en momentos tempranos de la embriogénesis previa

migración al timo y de los precursores intratímicos tempranos,

células pro-T.

1 A.- Estudio de la expresión de distintas moléculas de adhesión y

antígenos de activación durante la ontogenia de las células T.

1 .2.- Análisis de los procesos madurativos que determinarán el

compromiso de los precursores hematopoyéticos tempranos al

linaje linfoide T: Expresión de los genes que codifican para el

complejo CD3.

1.3.- Regulación ontogénica del reordenamiento y la expresión de

los genes que codifican para el TCR.

2.- Efecto de distintas interleuquinas en la modulación de los

procesos de proliferación y diferenciación que operan en los

precursores pretímicos: Implicación de la ruta de la IL-2 en la

diferenciación de células T.



27

2.1.- Análisis de la producción de IL-2 y IL-4 y regulación de la

expresión de los receptores de IL-2 en precursores T pretímicos e

intratimicos.

22- Implicación de la IL-2 y la IL-4 en la proliferación y

diferenciación de los precursores T.

3.- Estudio del estroma de diferentes ambientes hematopoyéticos:

médula osea, hígado fetal y timo. Análisis fenotípico y producción

de citoquinas

3.1- Papel de células epiteliales tímicas en la maduración de los

precursores T.



3. MATERIALES Y METODOS
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1.AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE PRECURSORES

HEMATOPOYETICOS DE TIMO E HíGADO FETAL.

La suspensión de timocitos humanos se obtuvo a partir de

fragmentos de timo obtenidos durante operaciones de corrección

cardíaca en pacientes de 1 mes a 3 años de edad. Después de la

homogeneización del tejido, los timocitos viables se aislaron

mediante centrifugación sobre Ficoll-Hypaque (Pharmacia Fine

Chemicals, Uppsala, Suecia>. Las poblaciones celulares tímicas

fueron seleccionadas por tratamiento con mAbs específicos durante

30 mm a 49C a una concentración de io8 células/ml en RPMI 1640

<Gibco, Paisley, Scotland) seguido de una incubación de 45 mm a

379 con complemento de conejo no citotóxico (Sera-Lab Ltd.,

Sussex, UY.) (Toribio y cols., 1986). Los anticuerpos empleados

como sobrenadantes a una dilución 1/2 para la inmunoselección

fueron: Nal/34 (anti-CD1), HP2/6 (anti-CD4), 89.4 (anti-.CDS) y

SPV-T3b <anti-CD3). Las células viables recuperadas se incubaron a

20 x 10~ células/ml con ascitis purificada de los mAbs

mencionados más el mAb purificado comercial LeuSE (anti-CD2)

(Becton-Dickinson Corp., Mountain View, C.A., USA) a la

concentración de 0.5 hg/ml durante 30 mm a 49C y pasadas por

esferas magnéticas recubiertas con anti-lgO de ratón (Dynabeads

M-450, Dynal, Oslo, Noruega), en una relación esferas/células de

5:1 incubando 15 mm. a temperatura ambiente. Esferas y células

unidas se retiraron con un imán.

Las muestras de tejido fetal se obtuvieron de abortos legales

realizados entre las 8-20 semanas de gestación. La determinación

de la edad del feto se realizó en base a la longitud antero/caudal,

longitud de pies y registro de menstruación. (Keiemen y cols, 1979).
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La suspension celular de timo, bazo e hígado se separó por

centrifugación en Ficoll-Hypaque lavándose posteriormente en

medio completo (MC): RPMI 1640 suplementado con 2 mM L-

glutamina (Flow,U.KJ, lOmM hepes (Flow, U.K.), 100 U/ml penicilina

(Antibióticos S.A., España), 100 gg/ml estreptomicina <Antibióticos

S.A., España) y 10% de suero de ternera fetal (STF)

descomplementado (Gibco, Scotland>.

2. CULTIVOS DE PRECURSORES HEMATOPOVETICOS.

Las distintas poblaciones celulares (células purificadas de

timi e hígado fetal) se cultivaron en placas de 24 pocillos (Costar,

Cambridge, USA) a 106 células/ml en medio RPMI-1640

suplementado en presencia de rlL-2 (100 U/mí) (Hoffmann-La

Roche, Basel, Suiza) o riL-4 (300ng/ml) (Sandoz, Rasel, Suiza). En

cocultivos de células de hígado fetal y células de epitelio tímico,

éstas se sembraron 48 h. antes en placas de 24 pocillos (2 x

células por pocillo>, de forma que no sobrepasasen una confluencia

del 60-70%. Cuando la capa de células adherentes estába

sobrecrecida, las células hematopoyéticas de hígado se retiraron,

pipeteando suavemente y se sembraron sobre monocapas de células

estromales que se llevaron en paralelo. Los cultivos se mantuvieron

a 379C en un incubador Heraeus con 95% de humedad y 5% de C02.

3. CLONAJE DE CELULAS DE HíGADO FETAL Y CELULAS PRO-T

DE TIMO NEONATO.

Los timocitos inmaduros CD7~2-3-4-8- obtenidos por

tratamientos sucesivos con mAbs más complemento y posterior

purificación con esferas magnéticas y las células de hígado fetal
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de 10 semanas de gestación obtenidas por centrifugación en Ficolí-

Hypaque, se cultivaron en dilución límite (entre 0.5-iDOcelulas por

pocillo), en placas de Terasaki (Nunc, Roskilder, Dinamarca) en

presencia de 100 U/ml rlL-2 y una mezcla de células feeder

irradiadas: 20.000 células EBV-B (linea linfoblástica 8) más 20.000

PBL por pocillo en RPMI suplementado con 2% suero AB humano y

10% STF. Tras 7-9 dias de cultivo se determinó el número de

pocillos negativos para cada dilución, seleccionando los clones

crecidos en aquella dilución para la que el 37% de los pocillos no

habían crecido, en base al análisis estadístico dado por la

distribución de Poisson (Lefokovits y cois., 1979), que predice que

cuando el 37% de los cultivos son negativos existe una media de

una célula por pocillo. Los clones crecidos se reestimuiaron durante

dos semanas con células feeder e IL-2 para su posterior

caracterización fenotipica por inmunofluorescencia <IF) y

citometría de flujo en un EPiCS-Profile II.

4. CULTIVO DE CELULAS EPITELIALES DE TIMO Y CELULAS
ESTROMALES DE MEDULA OSEA E HíGADO FETAL.

Tanto las células de médula ósea obtenidas de donantes

normales para transplante, como la suspensión celular de hígado

fetal entre 9-12 semanas de gestación se lavaron varias veces

lisándose los eritrocitos con medio Gey’s (Mishelí y Shúgi, 1980).

Brevemente,108 células se resuspendieron en imí de BSS y se

añadieron 3 mi de solución de lisis durante 5 mm. a 49C lavándose

seguidamente. Durante una semana se dejaron los cultivos en M.C.

con 10% STF en placas de 6 pocillos. Para eliminar las células

linfoides los cultivos se trataron con 5 vg/mi de ácido
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micofenólico (Sigma, St Louis, MO, USA) previamente disuelto en

RPMI y NaOH 0.1M (10 mg/mí). El cultivo se mantuvo durante un mes

con cambios de medio dos veces por semana. Cuando las células

alcanzaron una confluencia del 80% se tripsinizaron < 5-10 mm. a

37~C) con solución tripsina-EDTA (lx) preparada en medio

modificado Puck’s salino (Gibco, Scotland) y se subcuitivaron a una

dilución 1/2-1/5. Todos los medios empleados se atemperaron a

379C, excepto el de lavado que se realizó a 4~C. Los fibroblastos de

piel se cultivaron en similares condiciones.

Para la obtención de células epiteliales de timo, fragmentos

de 20 ~m se lavaron en RSS suplemetado con antibióticos. Entre 5-

10 explantes se cultivaron en botellas de 25 cm2 en medio mínimo

esencial con D-valina (MEM-D-val) (Gibco, Scotland) para evitar el

sobrecrecimiento de fibroblastos, ya que estos no metabolizan la

forma D de la valina (Nieburgs y cols, 1984; Palacios y cois. 1989),

suplementado como el RPMI con 10% STF. Cuando los explantes

están adheridos se lavaron y trataron con micofenólico durante dos

dias. Entre la segunda y tercera semana los explantes se

tripsinizaron y las células se cultivan a 5 x ío4 células/ml (cada

pase se diluye 1/5-1/10). Los sucesivos pases se realizaron como

se ha descrito previamente para las células adherentes de médula

ósea e hígado fetal. El establecimiento de líneas de epitelio tímico

se realizó por diluciones sucesivas 1/100-1/500 (el número

mínimo de células que crecen en placas de 24 pocillos es de 10-25)

en medio suplementado con 15% STF mas sobrenadante del estroma

heterogeneo diluido 1/5.
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5. DETECCION DE ANTíGENOS CELULARES

5.1. INMUNOFLUORESCENCIAY CITOMETRIA DE FLUJO.

La determinación de marcadores de superficie se realizó por

tinción de io~ células con mAgs unidos a un fluorocromo y

posterior análisis en un citómetro de flujo EPICS-Profiie II

<Coulter Electronics, Hialeach, FL). La tinción se realizó incubando

las células durante 30 mm a 42C con cantidades saturantes del

correspondiente mAb en placas de 96 pocillos con fondo cónico en

un volumen final de 50 fil. Cuando el mAb no estaba directamente

conjugado con FITC, las células, despues de lavar en PBS a 700 rpm,

se incubaron con la fracción F(ab’)2 de un Ab de cabra anti-lgG de

ratón conjugado con FITC (Southern Biotechnology Associates, lnc,

Birmingham, AL). Para análisis biparamétricos, las células teñidas

corno se describe o con mAbs directamente conjugados con lITO se

incubaron posteriormente, bien con mAbs conjugados con biotina

seguido de ficoeritrina-estreptavidina (PE-Strav) (Southern

Biotechnology) o con mAbs directamente unidos a PE. Como control

negativo se emplearon mAbs irrelevantes de raton del mismo

isotipo que el específico. En la Tabla 1 se muestran los mAbs

empleados.

5.2. INMUNOHISTOQUIMICA.

La detección de Ag intracitoplasmáticos de células

estromales adheridas a superficie se realizó por técnicas

inmunohistoquimicas. Para ello, las células se fijaron previamente

durante toda la noche en una mezcla 3:1 de solución A (0.1M

Na2HPO4, O.2M monoclorhidrato de lisina , Merk) y solución 8

(Paraformaldehido 4%, Merk, glutaraldehido 2%, Fluka). Después de
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lavar con PBS las células se trataron con 1% 1-1202 de 30% y/y en

metanol durante 30 mm para inhibir peroxidasas endógenas. Tras el

lavado se visualizó la reactividad de los mAbs empleando el

complejo avidina-biotina peroxidasa siguiendo las instrucciones

del fabricante (Vector, BurlingameCA) y revelando la reacción con

diaminobencidina (0.Smg/ml) en PBS más 0.05% de H202.

6. DETERMINACION DEL CICLO CELULAR.

El número relativo de células en cada fase del ciclo celular

(Go/Gí, S+G2+M) se estimó por tinción con ioduro de propidio (IP)

(Calbiochem,Behring Corp. S.Diego,CS) y análisis por citometría de

flujo. En resumen, 5 x io~ células en placas de 96 pocillos se

permeabilizaron con 50 ¡fi de digitonina a 0.OOSmg/ml (Sigma)

incubando durante 3 mm. a 25
2C, lavándose posteriormente con

PBS/1%STF/2% BSA (Merk, Alemania). Seguidamente las células se

trataron con 25 gí de RNasa (lOmg/ml) durante 2omin. a 37QQ~

Finalmente se lavaron y tiñeron con IP durante lh. a temperatura

ambiente.
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Tabla 1. Anticuerpos monoclonales empleados en
caracterizacion fenotípica de células hematopoyéticas
est ro m a íes.

ANTICUERPO
MONOCLONAL

Nal.34, T6b

OKT11O,Leu5bd

Tllb

SPv/T3b,

OKT3&Leu4d

I.4P2/6,OKT4C,

Leu3ad

OKT1C,Leuld

3A1 e
B9.4,OKT8C,Leu2ad

MOlb

My7b

MO2b

Leul ícd

Tsl/1 8

B4b

MAR-lOS

Ts2/1 6

ANTíGENO
RECONOCIDO

T6/HTA1, gp49

Ti 1/LFA2,gpSO

T3,gp26,20,1 6

T4,gp59

Ti ,gpG7

gp4O

T8,gp32

C3b¡R,gpl 55/95
gplSO

g p55

FcRIII,gpSO-65

LFA1 3,gpgO

gp95
p37132

IL-2Rct/Tac,gp55

T44,gp44

VLAI3,gpl3O

REFERENCIA

McMicheI y
cois,1 987;
Reinherz y
coIs,1980
Howard y
co¡s,1 981; Verbi y
cois,1 982
Kung y cois,
1979;Kaneoka y
cois,1983;Spits y
cois,1 985
Reinhertz y coís,
1979a;Evans y
cois,1 981 ;Carrera
y cois,1987
Reinherz y
cois,1979b;Kung y
colsí 979:Engieman
y coís,1981
Haynes y cols,1979

Reinheriz y
cols,1980;Evans y
colsí 981 ;Maiissen
y coIs,1982
Todd y cois,1981
Griffin y cois,1981

Todd y coIs, 1981

Perussia y
cols,1 983
Sanchez Madrid y
cois,1 982
Nadier y cois,1983

Stashenko y
cois,1 980
Carrera y cois,
1987
Hansen y coIs,1980
Hemier y
cois,1 984
Civin y cols,1984

C Da

la
y

COl a

CD2

CD3

CD4

CD5

CD7

CD8

CD11b

CD13

CD14

CD16

CD18

CD19

C020

CD25

CD28
CD29

CD34 HPCA1d gpl 05-120
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0KT100

GAP8.3e

l-4P2/1

Leuld
Ts2/9

OKTS0

4F20

an ti - Fi LA-DR d

WT31~
TCR-delta-1
YTA-1

anti-pi 9(1 2/1 -

2>
AE-3

TE16

RFD4

Ti O,gp4S

T200/LCA,gpl 80-
220
VLA4.gpl 50

HNK-1 ,gpl 10

LFA3,gp4O-65

T9/TfR,gpl 80

gpl2O

HLA A,B,C:gp4O

HLA-OR, gp29/34

a/j3-TCR
y/5-TCR
p75 IL-2R

que ratin as46 >48,5
OkDa
queratinas basicas
de alto peso
molecular

p62kDa

Reinhertz y
cois,1980
Berger y coís,1 981

Sánchez Madrid y
ca Is , 19 86
Abo y cols,1981
Sánchez Madrid y
cois, 1982
Reinhertz y cois,
198-
Haynes y cois,
1981
Barnstable y
CO Is , 19 78
Lampson y
cols,1980

cols,1 987
ra y cois,

Band y

Nakamu
1989.
Janossy y cois,
1986
Haynes y cois,1 983

Haynes y cols, 1984;
Lobach y cols, 1985;
McFarland y cois,
1984
Hay nos

a De Leukocyte typ¡ng IV.Oxford University Press.1989
b Caulter Clone, Hialeah,FL
O Ortho Diagnostio, Raritan,NJ.
d Becton-Dickinson Corp., Mountain
0Amer¡can Type Culture Collection,

New England Nuclear, Boston,MA
o Sambio

View, CA.
RockviIle,MD

C038

C046

CDw49d

COSi

CD58

CD71
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7. ANALISIS DEL REORDENAMIENTO DE GENES PARA EL

RECEPTOR DE GELULAS T POR TRANSFERENCIA DE DNA A

MEMBRANAS DE NYLON (SOUTHERN BLOT).

El DNA de diferentes poblaciones celulares se alsló por

procedimientos estandarizados, digiriéndose con EcoRí o Hínd íll

(Roehringer Mannheim, FRG). Los fragmentos se separaron en un gel

de agarosa al 0.7% y se transfirieron a memebranas de nylon. Las

membranas se prehibridaron durante toda la noche a 42~C en 5x

SSPE, 50% formamida desionizada (Merk, Alemania>, 0.1% de

albúmina de suero bobino (Sigma, USA), 0.1% ficolí, 0.1%

polivinilpirrolidona, 5% sulfato de dextrano, W/o dodecil sulfato

sádico (SDS) y 200 mg/ml de DNA de esperma de salmón

desnaturalizado. La hibridación se realizó en idénticas condiciones

con sondas de cDNA marcadas con por randon priming. Las

sondas empleadas fueron JUR-f32,(fragmento Pst 1 del clon pBR-322

de 800bp) que incluye el segmento C132 de la cadena 13 del TCR

(Yoshikai y cols, 1984) y la sonda Jy1 (fragmento Fund III del clon

MiS-iGO de 2.lkb)(Lefrnac y cols, 1985> que incluye el segmento

J’yl. Los filtros hibridados se lavaron en 2X SSPE dos veces durante

5 mm a temperatura ambiente y en 0.2X SSPE 0.5% SDS dos veces a

659C durante 15 mm. Las membranas se expusieron utilizando

películas Kodak de rayos X para autorradiografía.

8. DETECCION DE TRANSCRITOS POR TRANSFERENCIA DE RNA

A MEMBRANAS DE NYLON (NORTHERN BLOT).

El RNA total de diferentes poblaciones celulares se aisló por

el método del isotiocianato de guanidinium (Chirwing y cols.,
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1979). l2ug de RNA se cargaron en un gel de agarosa-formaldehido

al 1% transfiriéndose e hibridándose como previamente se ha

descrito para el DNA con sondas cDNA específicas de C13 (Yoshikai y

cols, 1984) y de Cy (Yoshikai y cois., 1987) marcadas con 32P por

random priming. La sonda de ¡BActina se empleó como control

positivo.

9. OBTENCION DE cDNA Y AMPLIFICACION POR PCR.

Para el análisis de la expresión de tránscritos para citoquinas

se empleó la técnica de MAPPing (Clonotech Lab., Inc Palo Alto ,CA)

amplificando por PCR el cDNA obtenido por transcripción inversa

del RNA total procedente de diferentes poblaciones celulares (Saiki

y cois., 1988). En resumen, para obtener el RNA, 0.2-1 x io6 células

adherentes y células hematopoyéticas se lavaron en frío con

PRS lisándose posteriormente mediante incubacion de 1 mm. a 49C

con 250u1 de tampon de lisis (0.14M CINa. 1.6mM MgCI2, lOmM

TrisClH pH 8.6, 0.5% WP-40). Posteriormente se centrifugaron

durante 2 mm a 10.000 rpm y al sobrenadante (SN) se le añadió 250

pi de tampón 2x para proteinasa K (PK) (0.2M TrisCiH, 25mM EDTA,

0.3M NaCí, 2% SDS) más 10W de PK (2Omg/ml) (Roehringer

Mannheim, Alemania), incubándose durante 30 mm. a 37~C. Después

de extraer con fenol/cloroformo, precipitar en etanol y resuspender

en Tris-EDTA, el RNA se trató con DNasa siguiendo las

instrucciones del fabricante (Boehringer Mannheim, Alemania). El

cUNA obtenido de 2 gg de RNA por transcripción inversa con AMV, de

acuerdo con las instrucciones del fabricante (Roehringer Mannheim,

Alemania) se amplificó por PCR empleando la Taq-poiimerasa

(Perkin Elmer Cetus Inc., Norwaik CT, USA) y oligonucleotidos de
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IL-113 (81 1>, IL-2 (460), IL-3 (450>, IL-4 (460), IL-6 (636>, IL-7

(707), TNFa (691), y ¡3-Actina (1000) específicos de los extremos

5’ y 3’ de la región codificante (entre paréntesis se indica la

longitud del fragmento amplificado). Un ciclo de amplificación

consistió en 1 mm a 94~C, 2 mm a 55~C, y 3 mm a 72~C. Después de

60 ciclos las muestras se cargaron en un gel de agarosa al i,
50/o

junto con el marcador de tamaño, lKb ladder (SRL, Bethesda, MR)

10. HIBRIDACION IN SITU.

Sobre portas polilisinados (Poly-L-lysine > 300.000MW a

0.5mg/ml, Sigama, USA) se depositaron i0~ células en 10 iii

durante 30 mm a 4~C en cámara húmeda. Después de fijar en

paraformaldehido al 4% en PBS y deshidratar en concentraciones

crecientes de etanol, las muestras se parafinaron, (parafina de

punto de fusión 569C, Monoject, St Louis, U.S.A.) para su posterior

almacenamiento. Una vez desparafinadas y rehidratadas, se

desproteinizaron mediante tratamiento con CIH 0.2M durante 30

mm seguido de una incubacion en 2x SSC a 509C durante lh y

posteriormente con proteinasa K (Soehringer Mannheim, Alemania)

a una concentración de 50 kg/ml durante 5 mm en PBT (PBS Tween

0.1%) parando la reaccion con glicina a 2 mg/ml en PBT.

Posteriormente las células se refijaron en paraformaldehido

neutralizándose las cargas de la poli-L-lisina con trietanolamina

0.1 M mas ácido acético al 0.25%

Para la hibridación se emplearon sondas de cDNA marcadas

por random priming con la base modificada digoxigenina-11-dUTP

(Boehringer Mannheim, FRO) de acuerdo con las recomendaciones del

fabricante y siguiendo los protocolos descritos por Samoszuk y
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Nansen, 1990 y Tautz y Pfeiflec, 1989 con modificaciones. Las

sondas empleadas son específicas para CD3-e (GoId y cols, 1986),

CD3-5 (van den Elsen, 1984), CD3--y (Krissansen y cois, 1986) CD3-~

(Weissman y cols, 1988), IL-2Ra (fragmento Hindílí de 1.35Kb

derivado de pKCR Tac2A, Nikaido y cols, 1984) y IL-2R13 (fragmento

Xbal-Xhol de 2.3Kb, derivado de plL-2Rb30, Hatekeyama y cols.,

1989). La eficiencia de marcaje de la sonda se monitorizó por

diluciones seriadas en dot blot descartándose aquellas en las que el

nivel de detección no llegaba a 1 pg/~i. La prehibridación se realizó

durante lh a 42~C en 50% de formamida, 5x SSC, 50 ~xg/ml de

heparina, 0.1% Tween 20 y 100 jíg/mI de DNA de esperma de salmón

desnaturalizado. La hibridación se llevó a cabo a 429C durante la

noche empleando 80 ng de sonda marcada en lOOul de tampón de

hibridación.

Para la detección inmunológica se incubaron las células 2h

con una dilución 1/1000 de Ab anti-digoxigenina conjugado con

fosfatasa alcalina y preabsorvido durante lh con células frescas.

Después de lavar en PBT, la reacción coloreada del sustrato de la

enzima se desarroiló durante 6 h. en solución de NTB

(nitrobluetetrazolium) y X-fosfato en lOOmM CIH, 5OmM MgCI2,

lOOmM Tris pH9.5, lmM levamisol y 0.1% tween 20. La reacción de

color se paró sumergiendo los portas en Tris-FOTA y deshidratando

posteriormente antes de montar en solución DPX.

11. ENSAYOS DE UNION DE 1251-IL-2

Alicuotas de células recién obtenidas de hígado fetal de 10

semanas, 2 x i0~, se lavaron 5 veces durante 3 mm a 42C con

tampon glicina, 0.15M MaCI, 0.1M glicina, pH4. Posteriormente, 106
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células se incubaron con diluciones seriadas (1 pM-25nM

concentración final) de IL-2 marcada con 1251 (1 251-IL-2)

(Amarsham Corp., Amersham, UK> durante ½a 42C (Robb y cois,

1984). La 1251-IL-2 específicamente unida y la libre se

determinaron en un contador de centelleo. Los valores calculados

para la constante de disociación (Kd) y el número de sitios de unión

por célula se calcularon por análisis computadorizado de Scatchard

para la unión en el equilibrio, (Munson y cols, 1980). Los datos se

corrigieron para la unión no específica de IL-2, determinada en

presencia de un exceso 250 molar de rlL-2 no marcada (Hoffman-La

Roche), y para la pérdida de actividad de ligando ocurrida durante el

ensayo de unión de IL-2.



4. RESULTADOS
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1. CARACTERIZACION DE LOS PRECURSORES

HEMATOPOYETICOS DE LA SERIE LINFOIDE T EN ESTADIOS

TEMPRANOS DE LA EMBRIOGENESIS.

La creciente disponibilidad de mAbs específicos de moléculas

expresadas selectivamente en diferentes linajes celulares, junto

con el desarrollo de las técnicas de citometría de flujo, han

supuesto un importante avance en la identificación de los

precursores de la serie linfoide T. El empleo de esta tecnología ha

conducido durante los últimos años a la caracterización de

distintas subpoblaciones celulares en el timo humano, que se

correlacionan, conforme a criterios fenotípicos y funcionales, con

estadios madurativos secuenciales (Lobach y cols., 1985; Toribio y

cois., 1988a; Strominger, 1989). Estos estudios, en asociación con

análisis genéticos dirigidos al entendimiento de los mecanismos

que regulan la expresión de los genes que codifican para el TCR

(Toribio y cols., 1988b), así como para diferentes linfoquinas y sus

receptores (Martinez-A, 1990), han permitido vislumbrar la

secuencia de acontecimientos madurativos que se suceden en el

timo durante el proceso de diferenciación de los linfocitos T

humanos.

Por el contrario, existe un menor conocimiento de los

procesos madurativos que acontecen en estadios ontogénicos

tempranos, previa migración de los precursores linfoides T al timo.

Aunque la causa de este desfase radica, parcialmente, en la

dificultad en la obtención de muestras fetales humanas en etapas

tempranas de la embriogénesis, la carencia de sistemas

experientales capaces de demostrar una secuencia directa

precursor-progenie en el proceso de diferenciación de las células T
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constituye el mayor problema en el abordaje de tales estudios en el

hombre. Por tanto, el estudio de los posibles mecanismos

implicados en la diferenciación de las células hematopoyéticas

pluripotenciales a células progenitoras comprometidas al linaje T,

previa migración al rudimento tímico, constituye un aspecto

capital del problema que nos ocupa, sometido a gran controversia

en la actualidad.

El abordaje de tales aspectos subyacentes al proceso de

maduración de los precursores linfoides T en estadios ontogénicos

tempranos en el hombre constituye el objetivo central de nuestro

estudio.

1.1. ONTOGENIA DE LOS LINFOCITOS T DURANTE EL DESARROLLO

EMBRIONARIO.

El hígado constituye el principal órgano hematopoyético

desde la semana 6 a la 22 del desarrollo fetal humano, teniendo

lugar en el mismo tanto procesos de eritropoyesis, como de

mielopoyesis y linfopoyesis (Kamps y cols, 1989). La disponibilidad

de mAbs restringidos y asociados a linaje ha permitido

caracterizar las células hematopoyéticas presentes en este órgano

en diferentes etapas del desarrollo.

Por centrifugación en Ficoll-Hypaque se seleccionó la

fracción de células mononucleares, que constituyen entre el 10-

20% del número total de células del hígado. La expresión de

marcadores de membrana en esta población se realizó por

citometría de flujo utilizando un amplio panel de mAbs (Tabla 1).

Los resultados obtenidos mostraron que el porcentaje de células

que expresan el Ag común leucocitario, CD45, marcador de células
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de origen hematopoyético, excepto eritrocitos y sus progenitores

(Clark y cols., 1989; Haynes y cols., 1990), va aumentando con el

tiempo de gestación (Tabla 2). Prácticamente en ninguna de las

nueve muestras analizadas entre 8-10 semanas se detectaron

células positivas para CD45 en membrana. Dicha población

constituye un 14% a las 13 semanas de gestación, mientras que a

las 20 semanas, un 60% de las células mononucleares (entre un 6-

12% del total de células hepáticas) son de origen leucocitario.

El antígeno CD7, uno de los primeros marcadores expresado

durante el desarrollo de los linfocitos T (Haynes, 1981; Haynes y

cols., 1989>, está presente en un 8% de la fracción mononuclear en

el hígado de 13 semanas de gestación, lo que representa

aproximadamente el 40-50% de las células CD45~, no detectándose

su expresión en la membrana en muestras de hígado fetal entre las

8-10 semanas de gestación. Resultados de otros autores obtenidos

por determinaciones inmunohistoquimicas, (Kamps y cols, 1989),

muestran que el porcentaje de células CD7~ no aumenta de forma

paralela a la expresión de CD45 con la edad, lo cual hace suponer

que la proliferacián de las células T es muy limitada en este

órgano. Por el contrario, según estos mismos autores y de acuerdo

con nuestros datos (no mostrados), las células lgM~ van

incrementándose progresivamente hasta aproximadamente las 25

semanas, cuando el hígado deja de ser el órgano hematopoyético

principal.

El resto de los Ags analizados asociados al linaje T, (CD1,

CD2, CD3, CD4, CD5, y CD8) va aumentando progresivamente en el

hígado con la edad de gestación (Tabla 2), de manera que a las 20

semanas, el porcentaje de células T maduras que expresan el

receptor para el antígeno asociado a CD3 (complejo CD3-TCR)
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constituye un 8%. Hay que resaltar que la adquisición en la

membrana de los marcadores CD2 y CD3 es anterior a la expresión

de CD4 y CD8, siguiendo, en líneas generales, la ruta de

diferenciación establecida para precursores intratimicos en cuanto

a adquisición secuencial de dichos marcadores asociados al linaje

T. De hecho, a las 20 semanas, el timo presenta un perfil fenotípico

similar al neonatal, predominando las células maduras a/13 (56%)

sobre las yi’5 (2%). El porcentaje de precursores T a esta edad es

minoritario, considerando que la mayoría de las células expresan

marcadores de células T maduras como CD3, CD4 y CD8 (Tabla 2). La

aparición de células T maduras en el timo se correlaciona con un

incremento en el porcentaje de linfocitos T CD3~ en los tejidos

periféricos tales como ganglios linfaticos, sangre y bazo,

detectándose en este último hasta un 30% de células TCR cc/13~ a las

20 semanas de gestación (Tabla 2). Es notable resaltar el alto

porcentaje de células en este árgano que expresan el Ag CD7 (83%).

En cuanto al porcentaje de células B detectado por la

expresión del Ag CD2O y de lgM en la superficie es respectivamente

del 4 y 20% en el hígado a las 20 semanas de la embriogénesis,

mientras que los niveles de ambos marcadores en bazo se

mantienen en un 13%.

En conjunto, nuestros datos fenotípicos de expresión en

membrana demuestran que el Ag CD7 es la molécula adscrita al

linaje T expresada más tempranamente en la ontogenia. Asimismo,

previos estudios realizados por otros autores mediante el empleo

de técnicas inmunohistoquimicas han demostrado la presencia de

precursores CD7~ dispersos por el hígado fetal y el mesénquima

peritímico ya a la semana 7-8.5 de la embriogénesis, siendo

detectables a partir de este momento en el primordio timico
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(Haynes y cols., 1988a>. La caracterización de tales precursores

intratímicos se ha visto, sin embargo, dificultada por el reducido

tamaño del timo y la escasa proporción de los componentes

hematopoyéticos en el mismo a estas tempranas edades

gestacionales.

No obstante, estudios realizados en nuestro laboratorio han

conducido a la identificación y aislamiento de una pequeña

subpoblación celular en el timo neonato (menos del 0.5% de la

población tímica total), equivalente por criterios fenotípicos a la

población de precursores intratímicos más tempranos. Estas

células, denominadas células pro-T, constituyen menos del 0.5% de

la población total en el timo postnatal y se caracterizan por una

morfología blástica y la ausencia de marcadores expresados en las

células 1 maduras (CD1-2148j. El análisis fenotípico de las

células pro-T, que se resume en la Tabla 2 y en la Fig.1, mostró la

expresión mayoritaria (>95%) del antígeno común leucocitario

CD45, indicando su origen hematopoyético. Además, el compromiso

al linaje linfoide T de las células pro-T se puso de manifiesto por

la expresión del Ag CD7 en más del 85~/~ de la población en estudio

(flg. 1), así como por la baja expresión (c5o/~) o ausencia de

estructuras de superficie adscritas a otros linajes

hematopoyéticos (CD13, CD14, C016, CD19, CD20, PTL-1j

(datos no mostrados>. Al igual que los precursores intratímicos

fetales identificados en el ratón, las células pro-T humanas

expresan bajos niveles del antígeno CD5. Por el contrario, se

observaron elevados niveles de expresión de Ags MHC de clase 1

(>95%) y clase II (hasta un 4Oo/~), así como de moléculas asociadas a

procesos de activación celular tales como 4F2, CD38 y CD71
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(receptor de transferrina, TfR ó T9); siendo indetectable (<5%) la

cadena u (Tao> del IL-2R (Fig.1>.

El perfil fenotipico obtenido sugiere que las células pro-T

constituyen el equivalente en el timo postnatal de los inmigrantes

más tempranos en el timo embrionario, siendo posible, por tanto,

establecer el correspondiente paralelismo a nivel funcional entre

ambas poblaciones.

Tabla 2. Expresion de marcadores asociados a linaje T en tejidos

fetales humanos y células pro-T de timo neonatal.

HigadoB Timo Bazo Pro.Tb

Antlgenos 8-10 sem 13 sem 20 sem 20 Bern 20 sem

CD4S <0.1 14 62 95 97 90
CD7 <0.1 8 NO0 87 83 80

COla <0.1 <0.1 9 88 5 <1

CD2 <0.1 3 14 98 37 <1

CD3 <0.1 2 8 63 34 <1
CD4 <0.1 <0.1 13 70 26 <1

COS <0.1 <0.1 3.6 NO 19 12

CD8 <0.1 <0.1 9 76 17 <1

TCR oJj3 <0.1 <0.1 2 56 30 cl

TOR y/8 <0.1 <0.1 <0.5 2 0.8 cl

Porcentaje de células positivas para la expresión de antígenos de membrana analizadas
por citometria de flujo (Epios-Profile II). Los resultados son representativos de al

menos tres experimentos.
a Células obtenidas por centrifugación en FicoIl-Hypaque a diferentes semanas de

desarrollo embrionaro. b Células obtenidas por inmunoselección con anticuerpos

específicos más complemento y posterior purificación con esferas magnéticas (ver

materiales y métodos>. ~ NO - No determinado.
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Hg. 1. Análisis fenotípico de las células pro-T de timo neonato. Las

células pro-T se seleccionaron mediante incubación con Abs específicos más

complemento y posterior purificación con esferas magnéticas como se indica en

materiales y métodos. La células se incubaron con los mAbs indicados seguido de un Ab

cabra ami-ratón conjugado con FITC, fracción F<ab)’2.

La inmunofluorescencia de 2x1 o4 células se cuantificó por citometria de flujo en un

citómetro EPICS-Profileíl. Como control se empleó un mAb irrelevante.
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1.2. CARACTERíSTICAS FENOTIPICAS DE LOS PRECURSORES

HEMATOPOYETICOS LOCALIZADOS EN EL HíGADO FETAL

Los estudios mencionados anteriormente realizados por el

grupo de Haynes utilizando técnicas inmunohistoquimicas revelaron

que la ventana temporal de colonización tímica en humanos se

localiza entre las semanas 8 y 10 del desarrollo fetal (Haynes y

cols., 1988a). Por tanto, los eventos madurativos tempranos que

preceden a la migración hacia el timo y que determinan la

diferenciación de los precursores hematopoyéticos pluripotenciales

a células precursoras destinadas al linaje T, han de tener lugar

obligatoriamente en dicho periodo de gestacion.

Con el fin de analizar tales eventos, centramos nuestro

estudio en la caracterización de los precursores hematopoyéticos

presentes en el hígado fetal humano entre las semanas 8 y 10 del

desarrollo embrionario. En las muestras analizadas no se observó la

expresión de Ags asociados a los linajes linfoides T (Tabla 2>, 8

(<lO/o CD2O, CD19), NK (<1% CD16, CD11b, CD57) o al linaje mieloide

(<1% CD13, CD14). Igualmente fue indetectable la expresión de Ags

MHC de clase 1 o clase II, así como de los Ags CD34 o CD38

expresados por los precursores hematopoyéticos presentes en la

médula osea del adulto (Berenson y cols., 1988; Verfaillie y cols.,

1990). Estos datos sugieren la inclusión de las células analizadas

en el compartimento de precursores hematopoyétios no

determinados a linaje, bien pluripotenciales (células stem) o en un

estadio intermedio entre la célula stem y las células que han

adquirido un compromiso de linaje. La diferencia entre ambas
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subpoblaciones a nivel de expresión de marcadores en membrana es,

por el momento, una cuestión no determinada (Spangrude, 1989)

1.2.1. Expresión de antígenos asociados a procesos de
activación-proliferación.

La actividad proliferativa de los precursores hernatopoyéticos

constituye una característica regulada ontogénicamente. De hecho,

en los ensayos de formación de colonias clonogénicas en bazo,

estas colonias pluripotenciales tienen una gran capacidad

proliferativa, que pierden a medida que la célula va determinando

su linaje (Dexter y cols, 1987). Estudios citofluorométricos

utilizando ioduro de propidio como indicador del ciclo celular,

demostraron que más del 50% de las células de hígado fetal entre

8-10 semanas de gestación estaban en fase S ó 02.#-M (Fig.2A). La

actividad proliferativa de esta población se correlaciona con la

expresión de elevados niveles de Ags asociados a procesos de

activación celular, tales como 4F2 y el receptor de transferrina

(TfR, CD71) (Haynes y cols, 1981b)(Fig.3). La expresión de ambos

marcadores puede observarse asimismo en los precursores

intratímicos más tempranos (CD45~7~1 -2-3-4-8-, células pro-T)

(Toribio y cols., 1988a) (Fig.3>, que incluyen una considerable

proporción (35%) de células en división (Fig.2B>, así como en

precursores hematopoyéticos obtenidos de médula osea, (CD45~7~

2-3-4-8-) (Fig.3). En las tres poblaciones precursoras analizadas la

expresión de dichos marcadores es considerablemente mayor que en

células maduras periféricas o en la población intratímica total

(Fig.3), alcanzando ambos marcadores niveles máximos de

expresión en las células procedentes del hígado fetal.
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Fig.2. Análisis del ciclo celular en precursores hematopoyéticos.

El contenido en DNA de la fracción mononuclear de células de hígado fetal de 10 semanas

de gestación (A> y células pro-T de timo neonato (B>, fue determinado por marcaje

con ¡oduro de propidio. io~ células fueron analizadas por citometría de flujo en un

Epics Profile II. Los datos reflejan el porcentaje de células en las fases del ciclo

celular indicadas.

S + 62+M
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35%
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Fig.3 Expresión de antígenos de activación en precursores

hematopoyéticos. La expresión de 4F2 y receptores de transferrina (TfR) fué

analizada en las siguientes poblaciones celulares: precursores hematopoyéticos de

hígado felal (CD45~CO7~2348j; células pro-T de timo neonato,

<CD45~CO7~2IV4t); precursores de médula ósea (CD45~CD72W48j y

población total de timo neonato. Las células se incubaron con el mAb indicado, seguido de
un mAb cabra anti-ratón conjugado con FITC, fracción F(abY2. La

inmunofluorescencia de íD4 células se cuantificó por citometria de flujo. Como control

se empleó un mAb irrelevante más un mAb cabra anti-ratón conjugado con FITC,
fracción F(ab)’2.
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1.22. Expresión de moléculas de adhesión en precursores
hematopoyéticos.

En los últimos años se han realizado importantes avances en

la determinación de las bases moleculares de las ~nteracciones

célula-célula y célula-matriz extracelular que acontecen en los

procesos de migración y funciones efectoras del S.l.. Un amplio

número de potenciales moléculas de adhesión ha sido identificado

en los componenetes celulares del principal órgano hematopoyético

en el individuo adulto, la médula osea, donde ambos tipos de

interacciones son probablemente esenciales en procesos de

expansión, movimiento y maduración de los precursores de células

sanguíneas (Campbell y cols., 1987; Thomas y cols., 1988; Gimble y

cols., 1989; Hemíer, 1990). Diversas moléculas de la superfamilia

de las integrinas se han implicado en procesos de desarrollo,

hemostasis y respuesta inmune. Aunque la posible implicación de

tales moléculas en la linfohematopoyesis no ha sido demostrada de

manera directa, diferentes estudios han puesto de manifiesto la

expresión de receptores de fibronectina en precursores eritroides y

linfoides (Patel y cols., 1985; Savagner y cols., 1986; Bernardi y

cols., 1987; Cardelli y cols., 1988). Estos resultados sugieren que

las interacciones entre diferentes moléculas de adhesión y sus

ligandos contribuyen al reconocimiento mutuo de los precursores

hematopoyéticos y los componentes estromales de su

microambiente implicados en los procesos de crecimiento y

diferenciación (Miyake y cols., 1990).

Considerando estos datos, nos propusimos analizar la

expresión de diferentes moléculas de adhesión en los precursores

hematopoyéticos presentes en el hígado fetal humano en estadios
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tempranos de la ontogenia. El empleo de mAbs específicos y de

técnicas de citometría de flujo reveló la expresión de la molécula

LFA-3 en la totalidad de la población de hígado fetal (Fig.4). Por el

contrario, estructuras tales como el dímero LFA-1, cuya expresión

es mayoritaria en precursores T intratímicos (células pro-T>, así

como en la población total del timo neonato, fueron idetectables en

el hígado fetal (Fig.4). Por el contrario, tanto células pro-T como

timocitos maduros expresan bajos niveles del antígeno LFA-3, lo

cual sugiere una expresión selectiva de ambas moléculas, LFA-3 y

LFA-1 en precursores hematopoyéticos tempranos o en progenitores

linfoides determinados al linaje T, respectivamente.

Respecto a la expresión de otras moléculas de adhesión, la

integrina VLA-4, una de las moléculas más ampliamente

distribuidas en células hematopoyéticas, presenta una distribución

generalizada entre los precursores hematopoyéticos tanto de

hígado fetal (CD4572148j, como de médula osea (CD45~7-2-

34-8-) y timo (CD45~7~t348j (Fig.5). Es significativa la

diferencia en cuanto a niveles de densidad de expresión que cada

una de estas subpoblaciones presenta. Así, en el hígado fetal más

del 98% de las células son positivas con una intensidad de

fluorescencia media entre los valores 102~1 o~; mientras que la

expresión en los precursores de médula osea y timo neonato

(células pro-T) es significativamente menor, observándose la

media de intensidad de fluorescencia entre los valores 101~1O2. En

células totales de timo la expresión de VLA-4 no supera el canal

101 (Fig.5). El análisis del componente común de las moléculas VLA,

la cadena 13í, muestra en todos los casos un pico de intensidad de

fluorescencia desplazado hacia la derecha respecto al componente

a~, lo que hace suponer que en todas las poblaciones analizadas la
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cadena a~s está asociada al componente común de las moléculas

VLA, cadena ~í (Fig.5). Por otra parte la ausencia de expresión de la

molécula VLA-1 (al) en todas las poblaciones analizadas sugiere la

posible expresión de otros componentes de la subfamilia VLA de las

integrinas, tales como VLAa3 6 VLAas como posibles candidato

asociados al componente común 13í.

-iIGABO FETAL PRO-T DE IlMO TIMO TOTAL
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Fig.4. Expresión de las moléculas de adhesion LPA-1 y LFA-3 en
precursores hematopoyéticos. La expresión de LEA-1 (0D18>, mAb Tsl/18, y

LFA-3 (0058>, mAb T32/9, fué analizada por citometría de flujo en las poblaciones

celulares indicadas, (ver leyenda Fig.3>. El marcaje se realizó en dos pasos incubando

sucesivamente con el mAb indicado y con un anticuerpo de cabra anti-ratón conjugado

¡o? jo
3 10 T0210

con FITC, fracción E(aby
2. El control se realizó con un mAb irrelevante.
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Fig.5. Expresión de la integrina VLA-4 en precursores hematopoyéticos.

El análisis de la expresión en membrana de VLAa4 (CDw4Sd), mAb HP2/1,(1) y

VLAj3í (CD29), mAb Ts2/16 (2) en las células indicadas (ver leyenda Fig.3) se

realizó por imunofluorescencia y citometr(a de flujo. Las células se incubaron

sucesivamente con el mAb indicado y posteriormente con cabra anti-ratón FITC-lgG
F(ab)’2. La fluorescencia del control negativo con un mAb irrelevante se indica con el

discriminador de la izquierda en cada caso.
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1.3. REGULACION ONTOGENICA DE LA EXPRESION DE LOS GENES QUE

CODIFICAN PARA EL COMPLEJO CD3-TCR.

El análisis de la expresión de moléculas de membrana nos ha

permitido determinar ciertas características de activación y

potenciales propiedades adhesivas de los precursores

hematopoyéticos localizados en el hígado fetal en etapas

tempranas de la ontogenia. Sin embargo, ninguno de los parámetros

fenotípicos observados puede adscribirse selectivamente a

precursores hematopoyéticos comprometidos a un linaje

determinado. En el caso del linaje linfoide T, el proceso madurativo

que acontece selectivamente en sus precursores y determina la

diferenciación en células T maduras es el reagrupamiento de las

regiones génicas que codifican para el receptor del antígeno,

(complejo CD3-TCR>. Este proceso acontece en momentos

tempranos de la ontogenia de los linfocitos T, como describen

trabajos en ratón donde a los 12 días del desarrollo embrionario se

observa reordenamiento de los genes que codifican para la cadena y

del TCR en el hígado fetal, y a los 14 en el timo ( Rorn y cols.,

1986; Hoars y cols., 1986). En humanos, tales estudios se han

restringido al compartimento de precursores T intratímicos más

tempranos (células pro-T> (Furley y cols., 1986; Toribio y cols.,

1988a; Toribio y cols., 1988c), por lo que la posible existencia de

mecanismos que garanticen el compromiso de los precursores

hematopoyéticos al linaje linfoide T, previamente a la migración al

timo, no se ha clarificado por el momento. No obstante, estudios

previos realizados por otros autores han demostrado la expresión

intracitoplasmática de diferentes componentes del CD3 en una

pequeña proporción (0.6-2%) de las células del hígado fetal entre
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las semanas 7 y 10 del desarrollo embrionario (Campana y cols.,

1989). Nosotros hemos pretendido abordar a nivel genético el

estudio de la regulación ontogénica de la expresión de los genes que

codifican para el complejo CD3-TCR. En los siguientes puntos se

analizará de forma comparativa la expresión de RNA mensajero

(mRNA) específico para dichos componentes, así como el

reordenamiento de los genes que codifican para el TOR en el

compartimento de precursores hematopoyéticos procedentes del

hígado fetal y en precursores intratímicos.

1 .3.1. La expresión de los genes que codifican para los
componentes del complejo CD3 es un acontecimiento

temprano en la ontogenia de los linfocitos T.

La detección de mRNA para las cadenas 8, E, ‘y y ~ del complejo

CD3 se realizó inicialmente mediante técnicas de hibridación a RNA

utilizando sondas específicas (Northern). En ninguna de las 5

muestras de hígado fetal analizadas, obtenidas entre 8 y 13

semanas de gestación, pudieron detectarse niveles significativos

de RNA específico para las cuatro cadenas del complejo CD3. Por el

contrario, niveles de RNA específico de las moléculas CD3-’y, CD3-8

y CD3-e similares a las observadas en células T maduras parecen

expresarse en precursores intratímicos tempranos, existiendo una

menor expresión de mensajero de la molécula CD3¿ (datos no

mostrados). Considerando la posible existencia de bajos niveles de

expresión de dichos mensajeros, o su expresión selectiva en una

pequeña fracción de la población hematopoyética presente en el

hígado fetal, el estudio se completó utilizando técnicas

cuantitativas (hibridación “in situ”>, así como técnicas altamente
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sensibles capaces de detectar y amplificar un número

extremadamente bajo de RNAs específicos (PCR de cONA).

La hibridación “in situ” se realizó en células de hígado fetal

de 10 semanas obtenidas por centrifugación en Ficoll-Hypaque

mediante el empleo de sondas cDNA marcadas con digoxigenina-1 1-

dUTP, como se describe en materiales y métodos. Como control se

emplearon tanto células B de sangre periférica obtenidas mediante

selección negativa utilizando los mAbs anti-CD11b, -CD2, -CD3, y

-CD16 más complemento y posterior selección negativa con esferas

magnéticas, así como células tratadas con RNasa. Paralelamente se

realizaron los mismos estudios en la población intratímica

neonatal pro-T, que incluye los precursores intratímicos mas

tempranos, en los que previamente habíamos detectado expresión

de mensajeros para las cuatro cadenas del complejo CD3 por

técnicas de Northern. Los experimentos de hibridación se realizaron

en paralelo para ambos tipos de células, de manera que en todos los

casos el tiempo de reacción coloreada fue idéntico, disponiendo así

de un control positivo interno en el experimento. El nivel detectado

para los mensajeros en estudio es considerablemenente mayor en

células pro-T, sobre todo en el caso de CD3-E y CD3-8, (Hg. 6 y 7).

La ventana de positividad, especialmente difícil de determinar en

las células de hígado fetal, se cuantificó mediante análisis

espectrofotométrico computadorizado en un microscopio confocal,

de manera que las células que se indican con una flecha en la Hg. 6

se consideraron positivas. Sobre un contaje de 500 células por

muestra, el 7 y 10 % de las células de hígado fetal se consideraron

positivas respectivamente para CD3-E y CD3-a, mientras que en la

población pro-T el porcentaje de células positivas fue >90%. La

expresión de la cadena CD3-y en hígado fue <5%, mientras que los
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niveles alcazados en timo fueron del 30%. La expresión de la cadena

~ es minoritaria, tanto en células de hígado fetal como en células

pro-T, no superando el 1% en las células de hígado fetal y <5% en la

población pro-T de timo neonato. Estos datos fueron corroborados

posteriormente mediante el empleo combinado de la técnica de PCR,

utilizando oligonucleotidos específicos para cada una de las

cadenas del complejo CD3, e hibridación del DNA con sondas

especificas (datos no mostrados). Los resultados obtenidos

demuestran la existencia en el hígado fetal de un pequeño

compartimento de precursores hematopoyéticos probablemente

comprometidos al linaje linfoide T. Por tanto, se puede sugerir que

los mecanismos que determinan el compromiso de los precursores

hematopoyéticos al linaje linfoide T se inician en estadios

ontogénicos muy tempranos y son independientes del

microambiente tímico.
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1.3.2. La expresión de los genes que codifican para el TCR

acontece posteriormente a la migración al timo.

La observación de que los precursores hematopoyéticos de la

serie linfoide 1 inician su programa madurativo en etapas muy

tempranas del desarrollo embrionario plantea dos posibilidades

alternativas: el inicio de dicho programa garantiza la

diferenciación terminal de los precursores T a células T maduras o,

por el contrario, existen requerimientos adicionales que provee

selectivamente el microambiente tímico. Considerando que la

compleja serie de procesos genéticos que subyacen al proceso de

diferenciación culminan con el reordenamiento y la expresión de los

genes que codifican para el TCR, nuestro siguiente objetivo se

centró en el análisis de la configuración de dichos genes en

diferentes estadios ontogénicos. Con este fin, se aislaron células

de hígado fetal de diferentes muestras obtenidas entre 10 y 20

semanas de gestación, así como timocitos y células esplénicas de

20 semanas. El reordenamiendo de los genes que codifican para la

cadena I~ de TOR se analizó por técnicas de Southern utilizando DNA

procedente de las muestras en estudio digerido con la enzima EcoRí.

La hibridación con la sonda JurjB2 específica de la región C132

(Yoshikay y cols, 1984), mostró el patrón de linea geminal esperado

(bandas de 4.2 y 12 Kb) en la línea linfoblastoidea B JY, así como en

todas las poblaciones de hígado fetal analizadas (Eig.8A). Por el

contrario en la línea linfoide T Jurkat se detectó el reordenamiento

de un alelo Clii como una banda discreta de 9.1 Kb, permaneciendo
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el otro alelo C131 en linea germinal. Asimismo, se detectaron

múltiples reordenamientos en células T periféricas activadas con

PHA y en las células procedentes del timo fetal de 20 semanas,

observándose una marcada reducción en la intensidad de la banda de

12 Kb y la aparición de un continuo de nuevas bandas de menor

tamaño. Este patrón no pudo detectarse en la muestra precedente

del bazo fetal de 20 semanas, lo cual pudiera deberse al bajo

porcentaje de células T presentes en el mismo (Fig.8A). Por tanto,

podemos deducir de estos experimentos que la mayoría de los

precursores hematopoyéticos presentes en el hígado fetal (sino

todos> en diferentes estadios ontogénicos no han iniciado todavía el

reordenamiento de los genes que codifican para la cadena ¡3 del TCR.

Análisis realizados en paralelo sobre DNA digerido con Hind

III utilizando una sonda específica para la región Jy1 del TOR

(M13H60) (Lefranc y Rabbits, 1985), mostraron la aparición de dos

bandas de 2.1 y 4.5 Kb, correspondientes al patrón de línea

germinal, en las células B UY (Fig.8B). En las células T maduras

activadas con PHA, así como en los timocitos y células de bazo de

20 semanas, la menor intensidad de ambas bandas de línea germinal

y la aparición de nuevas bandas demostró la existencia de diversos

reordenamientos que afectan a los dos segmentos Jy1 y Jy2. En el

caso de las células Jurkat, ambos alelos Uy1 aparecen reordenados,

permaneciendo el gen .J72 en línea germinal. Sorprendentemente, sin

embargo, en todas las muestras de hígado fetal analizadas, así

como en el bazo de 20 semanas se observó la aparición de una única

banda correspondiente probablemente a la región Vy9 (Fig.8B). Estos

datos sugieren la existencia de un único tipo de reordenamiento que

afectaría a las regiones V79 y ~Jy1o Jy2 en la mayoría de las células

hematopoyéticas presentes en el hígado fetal, independientemente
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de la edad gestacional. La banda de 4.5 Kb presente en línea

germinal corresponde a un polimorfismo de Hind III (LeFranc y cols.,

1986>, por ello no todas las muestra la presentan.

Posteriormente se analizó el estatus transcripcional de los

genes que codifican para la cadenas ‘y y 1~ del TCR en las muestras

descritas. Para ello, estudiamos la expresión de mRNA específico

para las cadenas ‘y y 13 del TCR en las poblaciones fetales de

diferentes edades obtenidas de hígado, bazo y timo. El empleo de

técnicas de hibridación (Northern) utilizando sondas específicas

para la región constante Cí3, (Jurl32> (Yoshikay y cols, 1984) del TCR

indicó la ausencia de mRNA-¡3 en las tres muestras de hígado fetal

analizadas entre las semanas 8 y 10 de gestación (Fig.9). Por el

contrario, se observaron altos niveles de ambos tipos de

mensajeros, funcional (1.3Kb, regiones V-D-J-C) e inmaduro (lKb,

regiones D-J-C), descritos para el TCRI3 en células T periféricas de

adulto empleadas como control, así como en timocitos fetales

obtenidos a la semana 20 de la embriogénesis, donde se detectó

expresión en la membrana del TCR cxlf3 en un 560/o de la población

analizada. Asimismo, bajos niveles de ambos productos

transcripcionales fueron detectables en células esplénicas a las 20

semanas de gestación, edad a la cual hasta un 30% de células

maduras expresan en membrana el TCRa/¡3.

La posterior hibridación de la misma membrana de nylon con

una sonda específica para la región C’ydel TCR (Yoshikay y cols.,

1987), reveló la expresión de niveles variables de mRNA funcional

(1 .7Kb) en las poblaciones fetales de timo y bazo y en células

maduras periféricas, donde la expresión del complejo TCRy¡S se

cuantificó en un 0.8%, 3% y 2% de las células analizadas,

respectivamente (Fig.9). Por el contrario, no se observaron niveles
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detectables de mRNA funcional en ninguna de las poblaciones de

hígado fetal analizadas. Estos resultados sugieren la ausencia en la

mayoría (sino en todas) las células hematopoyéticas del hígado

fetal analizadas de reordenamientos completos en el locus -y del

TCR, pudiendo existir reordenamientos parciales V-J no detectados

con la sonda C.

De los datos obtenidos podemos deducir, por tanto, que en

momentos tempranos de la embriogénesis humana y coincidiendo

con el periodo crítico de la colonización intratímica, el proceso de

activación de los genes que codifican para el TCR no ha sido

iniciado eficientemente en el hígado embrionario, no detectándose

mensajeros funcionales específicos. La dificultad en la obtención

de suficiente material tímico a esta temprana edad gestacional

imposibilitó un estudio comparativo de los precursores

hematopoyéticos que colonizan el timo en este periodo ontogénico.

No obstante, como se ha descrito con anterioridad, el perfil

fenotípico de estos precursores (Haynes y cols., 1988a) se

correlaciona estrechamente con el observado en la población de

células pro-T presentes en el timo neonato (CD45~7~2i48).

Considerando este paralelismo, analizamos el reordenamiento y la

expresión de los genes que codifican para el lCR en la población

intratímica de células pro-T. Los resultados obtenidos indicaron la

existencia de múltiples reordenamientos que afectan a ambas

regiones J, J-yl y Jy2, en las células pro-T (Fig.1OA). Por el

contrario, la mayoría de la población presenta el patrón de línea

germinal descrito para el gen TCRI3 (Fig.1OB). De acuerdo con estos

resultados, se observaron elevados niveles de mRNA funcional (1 .7

Kb) para la cadena y del TCR en las células pro-T, detectándose
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unicamente mensajeros incompletos (1.0 Kb) específicos de la

cadena ¡3 (Fig.9).

En conjunto, nuestros datos sugieren el requerimiento

selectivo del microambiente tímico en la inducción del programa

genético que conlíeva la activación y expresión de los genes que

codifican para el TCR.
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Fig.8. Reordenamiento de los genes que codifican para las cadenas g y y

del TCR en tejidos fetales humanos. El DNA obtenido de diferentes muestras

celulares fue digerido con las endonucleasas EcoRí (A) o Hind III (B) y tranferido a
membranas de nylon para su posterior hibridación con las sondas Cp2 (JurjB2)y Jy1

(M13H60) respectivamente marcadas con 32P. (1) linea T Jurkat, (2) linea

linfoblastoidea B JY, (3) células T periféricas activadas con PHA, (4) timo fetal de 20

semanas de gestación, (5) hígado fetal de 20 semanas, (6-8> hígado fetal entre 8-10

semanas, (9) hígado fetal de 20 semanas, (10) bazo fetal de 20 semanas, (11) hígado
fetal de 10 semanas.
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2. MEDIADORES SOLUBLES IMPLICADOS EN LA ONTOGENIA DE

LOS LINFOCITOS T.

Un aspecto central en la ontogenia de los linfocitos T es la

identificación de las señales celulares, así como de los mediadores

solubles que participan en los procesos de proliferación y

diferenciación de las células progenitoras. Tales procesos se ven

sometidos a estrictos mecanismos de regulación durante el

desarrollo embrionario. Junto con una regulación espacial,

determinada por el microambiente celular concreto en el que se

localizan los precursores hematopoyéticos, existe una regulación

temporal, determinada por la producción selectiva de diferentes

factores solubles (citoquinas) y la expresión de sus receptores a lo

largo de la ontogenia del individuo.

Dentro de la compleja red de citoquinas implicadas en el

programa madurativo de los precursores del linaje T, uno de los

ejemplos más documentados es el de la ruta de la IL-2. Tanto en el

ratón (Raulet, 1985) como en el hombre (De la Hera y cols., 1985;

De la Hera y cols., 1986), los precursores intratimicos mas

tempranos (CD3481 expresan en su membrana la cadena a (p55)

del receptor de IL-2 (IL-2Ra) y son capaces de producir IL-2

(Carding y cols., 1989; Toribio y cols, 1989). En ambos sistemas, la

expresión del IL-2Ra se induce en estadios ontogénicos concretos.

En el ratón, la expresión del gen que codifica para el IL-2Rcz es

detectable en células de timo a dia 13 del desarrollo fetal (Carding

y cols, 1989) observándose una expresión a nivel proteico en la

mayoría de los timocitos (80%) a día 15 de desarrollo (Raulet,

1985). En el timo humano, estudios inmunohistoquimicos han

demostrado la existencia de un pequeño porcentaje (0.2%) de
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células lL-2Ra~, que se localizan mayoritariamente en la región

medular tímica a las 12 semanas del desarrollo, llegando a ser de

un 10% a las 20 semanas (Hofman y cols., 1985>.

Estos datos junto con los diferentes estudios funcionales

realizados tanto “in vitro” (Toribio y cols., 1988) como “in vivo”

(Zuñiga-Pflúcker y cols., 1990), han permitido establecer la

relevancia fisiológica de la ruta de la IL-2 en la maduración de los

precursores T intratímicos. Sin embargo, se desconoce la

funcionalidad de esta via, o de otras rutas de crecimiento y/o

diferenciación alternativas en los momentos más tempranos de la

ontogenia. El análisis de este problema constituye el objetivo

central del trabajo que se resume en los siguientes apartados.

2.1 EXPRESION DEL RECEPTOR DE AFINIDAD INTERMEDIA PARA LA

IL-2 (p75, 1L2R13) EN LOS PRECURSORES HEMATOPOYETICOS DE

HíGADO FETAL.

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio han

mostrado la expresión transitoria del IL-2R durante la ontogenia

de las células T. Si bien la expresión del IL-2Ra es indetectable en

los precursores intratímicos más tempranos (células pro-Fr esta

población presenta elevados niveles del componente 13 del IL-2R

(p75, IL-2R¡3), capaz de unir IL-2 con afinidad intermedia. La

producción autocrina de IL-2 en este estadio madurativo se traduce

en la interacción IL-2/IL-2R13 y en la subsiguiente activación del

gen IL-2Ra. El resultado final del proceso es la expresión en la

membrana del receptor heterodimérico IL-2Ra/j3 de alta afinidad.

Con objeto de estudiar la expresión de ambos componentes, IL-2Rcz

y IL-2Rf3, en la población hematopoyética presente en el hígado



72

fetal, el status transcripcional de sus respectivos genes se analizó

mediante técnicas de hibridación “in situ” en la población de

células mononucleares aisladas de muestras de hígado fetal de 10

semanas de edad, obtenidas por centrifugación en Ficoll-Hypaque,

utilizando sondas cDNA especificas para IL-2R13 y IL-2Ra. Estos

estudios mostraron la ausencia de mensajeros específicos para el

IL-2Ra en la población analizada (<1% células positivas) (Fig.11).

Por el contrario, se observaron niveles variables de expresión de

mRNA específico para el IL-2R¡3 en un 50% de la población en

estudio (Fig.1 1). La ausencia total de productos transcripcionales

del IL-2Ra, así como la expresión de mensajeros para el IL-2R13, se

corroboró posteriormente utilizando técnicas de gran sensibilidad

(PCR, datos no mostrados). El carácter cuantitativo de la técnica de

hibridación “in situ” nos permitió, además, realizar estudios

comparativos utilizando diferentes poblaciones precursoras. Así, el

análisis en paralelo de la población intratímica de células pro-T

mostró una expresión mayoritaria de mensajeros IL-2R13 (>80%) y la

ausencia de mRNA para el IL-2Rcx (Fig.12)

Dado que los elevados niveles de expresión de mRNA

especifico del IL-2R¡3 en células pro-T se correlaciona con la

expresión en la membrana de un gran número de moléculas capaces

de unir IL-2 con afinidad intermedia (2320 sitios/célula, Kd=850

pM) (Toribio y cols., 1989), el siguiente paso en nuestro estudio

consistió en el análisis a nivel proteico de la expresión del IL-2Rj3

en la población hematopoyética del hígado fetal. Debido a la baja

afinidad de los mAbs anti-IL-2R13 disponibles, y a la limitación en

la sensibilidad de las técnicas de citometria de flujo, el estudio se

realizó utilizando ensayos de unión de la IL-2 marcada

radiactivamente con 1251 y posterior análisis de Scatchard, tal y
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como se llevó a cabo en el análisis de la población pro-T (Toribio y

cols., 1989>. Para ello, céjulas hematopoyéticas obtenidas de una

muestra de hígado fetal de 10 semanas de gestación, se incubaron

con concentraciones crecientes de 1251-IL-2 (lpM-25nM> incluidas

en el rango de afinidad que presentan las tres formas del IL-2R. El

análisis de Scatchard de los datos obtenidos demostró la existencia

de 1600 sitios de unión de IL-2 por célula (considerando una

distribución homogénea), con una constante de afinidad intermedia

Kd=936 pM (Fig.13>. Es importante mencionar que ésta constituye la

única forma del IL-2R expresada en la población fetal en estudio, no

detectándose receptores de alta (0.lnM) o baja afinidad (lOnM).

Por tanto, e independientemente de la relevancia funcional de

estos hallazgos, podemos concluir que, al igual que los precursores

intratímicos más tempranos, los precursores hematopoyéticos

presentes en el hígado fetal expresan el receptor de afinidad

intermedia, IL-2Rg, y carecen del IL-2Ra.
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Fig.13 Análisis de Scatchard de la unión de IL-2 a células de hígado
fetal . Los ensayos de unión de IL-2 se realizaron sobre células recién obtenidas de

higado fetal de 10 semanas de gestación, por centrifugación en Eicoll-Hypaque. Las

células se incubaron con diluciones seriadas de 1251-IL-2 (tpM-2SnM). Los valores

calculados para la constante de disociación y el número de sitios se derivan de un

análisis de Scatchard computadorizado para la unión en el equilibrio.
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2.2.-REGULACION ONTOCENICA DE LA PRODUCCION DE LINFOQUINAS:

ACTIVACION INTRATIMICA DE LA TRANSCRIPCION DEL GEN QUE

CODIFICA PARA LA 1L2.

El hallazgo de que los precursores hematopoyéticos

localizados en el hígado fetal expresan en la membrana la cadena j13

del IL-2R, sugería la implicación funcional de la IL-2 en los

procesos de crecimiento y/o diferenciación de dichos precursores

en momentos tempranos de la ontogenia. Esta posibilidad demanda

la disponibilidad “in situ” de la IL-2. Por tanto, nuetro siguiente

objetivo se centró en el estudio de la producción de IL-2 en el

hígado fetal en diferentes estadios de la embriogénesis. Para ello,

analizamos la producción de mensajeros para la IL-2 mediante POR.

Cantidades similares de cDNA obtenido por transcripción inversa de

RNA total tratado con DNAasa procedente de hígado fetal entre 9 y

20 semanas de gestación, se amplificó utilizando oligonucleotidos

específicos de los extremos 5’ y T de la región codificadora de la

proteina, de forma que solo los tránscritos maduros de 460 bp son

amplificados. En ninguna de las muestra de hígado fetal entre 9 y

20 semanas se detectó amplificación (Fig.14). Resultados negativos

se obtuvieron asimismo en muestra procedentes de células T

maduras periféricas o de timocitos maduros (datos no presentados).

Por el contrario, se observó producción de IL-2 en muestras de timo

y bazo obtenidas a las 20 semanas de la embriogénesis, así como en

precursores intratimicos, células pro-T, procedentes de un timo

neonato (Fig.14).

Estos resultados se corroboraron posteriormente mediante

técnicas de Southern por hibridación de los productos amplificados

utilizando una sonda específica para la IL-2. Por tanto, de los datos
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obtenidos podemos concluir que, al igual que en el ratón, la

producción de IL-2 en el hombre se ve sometida a estrictos

procesos de regulación durante el desarrollo ontogénico. Nuestros

datos indican, además, que dichos mecanismos dependen no sólo de

la edad gestacional, sino también de la localización de los

precursores en estudio, estando restringida la producción de IL-2 a

los precursores intratímicos más tempranos.

Sorprendentemente, las señales inductivas requeridas para la

producción de otras linfoquinas, en concreto para la IL-4, parecen

ser menos estrictas. Aunque el análisis en paralelo de la producción

de IL-4 demostró un patrón de amplificacion similar al observado

para IL-2 (Fig.14), el posterior análisis por Southern demostró la

existencia de, aunque bajos, detectables niveles de mRNA

específico de IL-4 en todas la muestras de hígado fetal analizadas

(datos no mostrados). Similares resultados se obtuvieron

empleando técnicas de hibridación “in situ”. Por tanto, la IL-4

constituye una de las linfoquinas producidas más tempranamente

durante la ontogenia de las células T.
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2.3. IMPLICACION DE LA RUTA DE LA IL-2 EN LA MADURACION DE LOS

PRECURSORES HEMATOPOYETICOS DE LOS LINFOCITOS T.

La ausencia de producción de IL-2 “in vivo” en el hígado fetal,

incluso en estadios embrionarios cuando se detectan niveles

considerables de mRNA especifico para la IL-2 en el timo,

constituye una clara evidencia del requerimiento de señales

inductivas especificas proporcionadas por el microambiente tímico

en el proceso de activación del gen que codifica para la IL-2. Sin

embargo, la ausencia de IL-2 en el hígado fetal no constituye un

argumento en contra de la funcionalidad del IL-2Rj3 en los

precursores hematopoyéticos presentes en el hígado fetal. Es más,

podría especularse con la posibilidad de que dichos precursores,

intrínsecamente aptos para responder a la IL-2, constituyen el

estadio madurativo pretímico más tardío, dispuesto para migrar al

timo y destinado a madurar intratímicamente. Con el fin de abordar

esta posibilidad, analizamos seguidamente el efecto funcional de la

unión de la IL-2 a sus receptores de afinidad intermedia en los

precursores de linaje T en dos situaciones diferentes: previamente

y posteriormente a la migración hacia el timo.

2.3.1. Efecto de la IL-2 en la diferenciación de la población

precursora pretímica.

La demostración de que la cadena ¡3 está implicada en la

transducción de señales de activación celular, independientemente

de su unión a la cadena a (Hatekeyama, 1989a>, podría sugerir la

funcionalidad del IL-2R¡3 en la población de precursores presente en

el hígado fetal.
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Para analizar el efecto fisiológico de la unión de la IL-2 al

IL-2Rj3 en el proceso de proliferación de los precursores

hematopoyéticos del hígado fetal, células de hígado entre 9-10

semanas, purificadas por centrifugación en gradiente de Ficolí-

Hypaque, se cultivaron en presencia de dosis de IL-2 (mM)

suficientes para saturar los receptores de afinidad intermedia. La

cinética de proliferación se evaluó por contaje celular en

microscopio analizando la viabilidad por tinción con azul-tripan.

Los resultados que se muestran en la Fig.15 indican que el pico

máximo en la cinética de proliferación se obtiene entre los día 14-

20. A partir de este momento la proliferación celular decrece

progresivamente hasta el dia 30. De la extrapolación a dia O de la

curva de crecimiento exponencial podemos deducir la existencia de

una pequeña población (7-9%, Figl5) en el hígado fetal, capaz de

proliferar en respuesta a la IL-2, posiblemente a través del IL-2R¡3.

Aunque la implicación de la ruta IL-2Rj3/IL-2 en el proceso de

proliferación no puede demostrarse directamente debido a la

carencia de mAbs que bloqueen eficientemente la unión IL-2Rj3/IL-

2, esta posibilidad se ve reforzada por el hecho de que en ausencía

de IL-2, o en presencia de otros factores solubles, tales como IL-4,

no se inducen tales respuestas proliferativas en dicha población

(datos no presentados).

Sin embargo los datos más consistentes en cuanto a la

funcionalidad de la via IL-2Rj3/IL-2 en los precursores

hematopoyéticos del hígado fetal derivan de estudios fenotípicos

realizados mediante citometria de flujo. Estos estudios

demostraron que la proliferación de dicha población precursora se

acompañaba de cambios moleculares que implican la expresión

secuencial de antígenos asociados al linaje linfoide T. Como se
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muestra en la Tabla 3, a dia 14 de cultivo, e independientemente de

los factores presentes en el medio (IL-2, IL-4 o ninguno), las

células de hígado fetal adquieren “in vitro” la molécula CD45 y

moléculas MHC de clase 1 (70-98%>, lo que demuestra su carácter

hematopoyético. La adición de IL-2 al medio de cultivo se traduce,

además, en la adquisición del antígeno CD7 en la mayoría (>95%) de

la población CD45~, como muestra el análisis biparamétrico

representado en la Fig.16. De este porcentaje, un 68% de las células

expresan el marcador CD8 y un 12% son CD2~. Por lo tanto en

presencia de IL-2 se obtiene una población mayoritaria CD45~7~2

3-4-8k y otra minoritaria que expresa CD2

La adquisición de este fenotipo se observó exclusivamente en

los cultivos suplementados con IL-2. Por el contrario, tanto en

ausencia de factores exógenos, como tras la adición de IL-4, el

programa madurativo iniciado por los precursores hematopoyéticos

se reduce a la adquisición de la molécula CD45 y de los antígenos

MHC de clase 1, no detectándose marcadores específicos del linaje

T. No obstante, la aparición en ambos casos de la molécula CD14,

así como la expresión de bajos niveles del Ag CD4, sugiere la

maduración “in vitro” de precursores hematopoyéticos del linaje

mieloide. Por el contrario, los datos obtenidos en presencia de IL-2

sugieren la participación selectiva de esta linfoquina en el inicio

del programa madurativo que determina la diferenciación de los

linfocitos T. Es importante mencionar, no obstante, que en ninguno

de los exprerimentos realizados en estas condiciones las células

llegaron a expresar la cadena a del IL-2R y tampoco se observaron

células maduras CD3~, lo cual sugiere el requerimiento de otras

señales de activación para la finalización del programa de

diferenciación iniciado.
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Fig 15. Curva de crecimiento de los cultivos de células de hígado fetal y

pro-T de timo en presencia de IL-2. lx106 células/ml se cultivaron en

presencia de 100 U/ml de rlL-2. El número de células presentes en los cultivos se

cuantificó en los dias indicados por tinción con azul de tripán, representándose los

correspondientes al intervalo de crecimiento exponencial. El número de células

iniciales respondedoras se obtuvo extrapolando a día O la recta obtenida por ajuste de

mínimos cuadrados. (O) células pro-T de timo, <O) células de hígado fetal entre 9-10

semanas de gestación.
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Tabla 3. Implicación de la IL-2 en la inducción de la
expresión de marcadores de células T en precursores
hematopoyéticos presentes en el hígado fetal humano.

ANTíGENOS CONDICIONES DE CULTIVO

Medio

CD45

CD7

gsa

<0.1

CD1a <0.1

CD2

CD3

~c0.1

<0.1

CD4

CD8

27debil

<0.1

CD14

IL-2Ra <0.1

1 L-2

97

94

<0.1

12

<0.1

<0.1

63

5

1

1 L-4

70

5

<0.1

<0.1

<0.1

2sdebil

<0.1

30

<0.1

células obtenidas de hígado fetal entre 9-10 semanas de edad por centrifugación en
Ficoll-Hipaque se cultivaron durante 14 dias en presencia de IL-2 <bOU/mí>, IL-4

(300U/ml>, o medio solo, a una concentración de 1x106/ml. Los resultados son
representativos de tres experimentos independientes.
a Porcentaje de células positivas analizadas por citometria de flujo después de 14 dias

de cultivo.
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Fig. 16. Expresión de moléculas asociadas a linaje T en precursores de
hígado fetal cultivados en presencia de IL-2. células de hígado fetal se
cultivaron en presencia de IL-2 (bOU/mí) durante 14 dias. Por citometria de flujo
se analizó la inmunofluorescencia en dos colores. La combinación de mAbs empleados

fueron: FITc-GAP8.3 (anti-0D45> y 3A1.-Biotina <anti-cD7> más estreptavidina-

PE; FITc-OKT8 (anti-cD8> y PE-Leu3a <anti-C04); FITC-OKT3 (anti-cD3) y Tu-
ROl (anti-c02); YTA-1 <anti-IL-2R13> más cabra ami raton FJTC-IgG F(ab)’2 y

Mar.1 08-Biotina (anti-IL-2Ra> más estreptavidina-PE.

Col 0045 004 008

002 cos IL-2Ro 1 L-2R (3
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2.3.2. Efecto de la IL-2 en la diferenciación de los
precursores intratímicos del linaje T.

Con objeto de realizar un estudio comparativo sobre la

funcionalidad de la via IL-2/IL-2R¡3 en los precursores T pretímicos

e intratímicos, el efecto de la IL-2 se analizó posteriormente en la

población intratímica de células pro-T. Para ello, las células pro-T

aisladas de muestras de timo postnatal, se cultivaron en las

condiciones descritas para los precursores obtenidos de hígado

fetal en presencia de altas dosis de rIL-2. Como se muestra en la

Fig.15, la IL-2 indujo una elevada respuesta proliferativa en las

células pro-T, observándose la máxima respuesta a día 9-10 de

cultivo, cuando la recuperación celular fue dei 200%. La diferencia

en las cinéticas obtenidas para células de hígado fetal y células

pro-T se refleja en el tiempo de duplicación indicado por la

pendiente de la curva exponencial, 36 h. para las células pro-T y

106 h. para las células de hígado fetal.

La diferencia en el comportamiento de ambas poblaciones en

respuesta a la IL-2 no se reduce, sin embargo, a un problema de

cinética proliferativa. De hecho, se observó que la proliferación de

las células pro-T conllevaba la adquisición secuencial de

diferentes marcadores asociados al linaje T. Al igual que en los

precursores de hígado fetal, la proliferación en la población

precursora intratímica se tradujo en la expresión mayoritaria del

antígeno CD7; observándose, además, la adquisición de la molécula

CD2 en la mayoría de las células analizadas (>80%) a día 8 de

cultivo. Más importante fue la observación de que un elevado

porcentaje (63%) de la población CD2~ expresaba el complejo CD3

en la membrana. Aunque la expresión de CD3 no se correlacionaba



87

estrictamente con la adquisición de las moléculas CD4 o CD8 (25%

de las células CD3~ mostraban el fenotipo CD4-CD8j, la población

CD3~ restante (75%) expresaba además, bién moléculas CD4 ó CD8

características de las células T maduras (Fig.17).

La madurez de la población obtenida a partir de las células

pro-T se corroboró posteriormente mediante estudios fenotipicos

que indicaron la expresión del TCR «/13 en más del 85% de la

población CD3~, siendo detectable además un 13% de células TCR
y,i3+ (Fig.17). En cuanto a la distribución de los antígenos CD4 y CD8

en las poblaciones maduras TCR~ obtenidas, se observaron células

tanto CD4~ como CD8~ en la subpoblación TCR a/I~~, existiendo una

pequeña población de células TCRa/¡3~CD4-CD8. Por el contrario, la

mayoría de la población TCR-y/5~ presentaba el fenotipo CD4-CD8-,

pudiendo detectarse únicamente un 2.5% de células TCRy/8~CD8~

(Fig.17). Estos datos indican que, a diferencia de lo que ocurre en la

población de precursores presentes en el hígado fetal, la IL-2

participa en la inducción de la adquisición en la membrana del

complejo CD3-TCR en los precursores T intratímicos y en su

diferenciación terminal en ambos linajes TCRa/¡3~ y TCRy/5~ de

células T maduras.
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Fig.17. Distribución de células TCRcz/J3~ y TCRy/8~ en la progenie de
células pro-T generada en presencia de IL-2. Las células pro-•T se cultivaron
a 10~ células/ml en presencia de rlL-2 (100 U/mí> durante 9 dias. La expresión de

los marcadores indicados en dos colores se analizó en un citómetro FACStar. Los
anticuerpos empleados en fluorescencia verde fueron WT31 (anti-TcR a/~) y 11 F2

(anti-TcR -y/a) mientras que en fluorescencia roja se emplearon los anticuerpos anti-

0D3, anti-C04 y anti-OD8
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2.3.3. La IL-2 es una señal necesaria pero no suficiente para
la diferenciación de los precursores linfoides del linaje T.

Los resultados obtenidos plantean obligatoriamente una nueva

cuestión: ¿la diferenciación de las células pro-T intratímicas en

respuesta a la IL-2 refleja la finalización del programa madurativo

iniciado previamente en el timo o, por el contrario, es dependiente

de señales aditivas a las proporcionadas por la IL-2?. Para abordar

este problema, se analizó el efecto de la IL-2 en la diferenciación

de las células pro-T a nivel clonal, con el fin de evitar las posibles

señales inducidas por las interacciones intercelulares entre

precursores linfoides o precursores linfoides-células estromales

timicas que se dan en los cultivos policlonales de la subpoblacion

pro-T. Las células pro-T, aisladas como se describe en el apartado

de materiales y métodos se cultivaron en dilución límite en placas

de Terasaki, siendo la eficiencia de clonaje de 1/32 (Fig.18).

Después de un semana de cultivo las células donadas se

expandieron en placas de 96 pocillos con fondo en U y

posteriormente se analizó su fenotipo mediante técnicas de l.F. y

citometria de flujo. El 90% de los clones analizados expresaban el

Ag Kp43, molécula asociada a células NK y a células T y/U

(Aramburo y cols., 1990). De los 22 clones sólo 3 expresaban

niveles variables (70-85%) del Ag CD3, coexpresando uno de ellos,

el clon 30B4, el Ag Kp43 (análisis biparamétrico no mostrado). La

expresión de CD2 presentaba niveles variables, no superando el 10%

de expresión en tres clones como se indica en la Tabla 4. Por lo

tanto, el 86% de los clones originados a partir de células pro-T en

presencia de IL-2 no expresaban el complejo CD3-TCR,
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característica de las células T maduras, y expresaban moléculas

asociadas al linaje

ambos linajes

NK. Estos datos sugieren el origen

linfoides 1 y NK

común de

e indican que en ausencia de

estímulos adicionales, la IL-2 sería necesaria pero no suficiente

para inducir la diferenciación de los precursores intratímicos a

células T maduras, generándose así células relacionadas

estirpe NK.

DILUCION LIMITE DE TIMOCITOS
0D2-0D3-CD4CD8-CD1- EN 1L2

UTILIZANDO COMO GEL FEEDER EBV-B~PBL

r•0.997
GEL CLON A ~RTlRSS/POCILLO
INTER\~LO SEGURIDAD CON 96%

ENTRE 29 Y ST GEL/PeO

60 60 103
NUMERO DE TIMOCITOS POR POCILLO

120

20.000 Eav-B.20.000 POL POR POCILLO
CLONAbO EN PLACAS DE rERASAKL 0-4-90

20

Fig.18. Dilución límite de células pro-T intratímicas CD7~2348-.
Diferentes concentraciones celulares se sembraron en placas de Terasaki con una

mezcla de células feeder irradiadas, 20.OOOEBV-E + 20.000 PBL, en presencia de

bOU/ml de IL-2. Los resultados se analizaron por el análisis estadístico dado por la

con la

Poc
L
Lo
a

N
E
a
A
T

Yo
a

0.37

0, 1

0.01.
o

distribución de Poisson (ver materiales y métodos>
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Tabla 4. Análisis fenotípico de los clones
dilución límite a partir de células pro-T,
en presencia de IL-2.

obtenidos por
CD7~2-3-4-8-,

Porcentaje de células positivasClones

30E8
30 F8
30 D7
30 F7
3007
30H7
30 R4
30A5
30H5
30C6
30 B6
30 E7
3007
30 H7
30D30
30 F3
10E12
1 QAl 2
3012
3H12
lODí 1
1 OFí 1

CD2
27
10
80
14
23
23
86
15
30
10
4
96
98
41
11
5

16
70
83
8

10
5

CD3
<1
<1
80
<1
2
3

81
7

<1
<1
<cl
<1
<1
1

<cl
4

<1
71
<cl
<1
<1
cl

Kp43
78
91
10
89
83
63
43
83
85
85
98
94
68
60
75
73
91
<1
78
90
69
87

El fenotipo de los clones obtenidos después de dos semanas de cultivo fue determinado

por inmunofluorescencia, incubando las células con mAb HP3B1 (anti-Kp43) seguido
de un Ab de cabra anti-ratón conjugado con FITc, fracción F<ab)’2, anti-CD3-PE y

anti-cD2-PE.
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3.REQUERIMIENTO DEL COMPONENTE ESTROMAL TIMICO EN

LA DIFERENCIACION DE LOS LINFOCITOS T.

Estudios realizados “in vivo” en animales timectomizados han

mostrado que el timo desempeña un papel fundamental en la

eficiente generación de los linfocitos T maduros. Además de las

células linfoides, el timo contiene componentes estromales tales

como células epiteliales, células dendríticas, macrófagos y

fibroblastos, que han sido implicados tanto en los procesos de

proliferación y diferenciación de los precursores linfoides

(Reardsley y cols, 1983; Palacios y cos, 1989; Kurtzberg y cols,

1989), como en los mecanismos de selección del repertorio T

maduro (Matsubara y cols 1990). Sin embargo el requerimiento

selectivo de cada uno de estos componenetes en los procesos

descritos constituye un área de investigación sometida a continuo

debate.

La reciente caracterización de mAbs específicos de los

componentes del estroma tímico, así como el desarrollo de

sistemas experimentales de diferenciación “in vitro” han

proporcionado las herramientas necesarias para el estudio de la

relevancia fisiológica que los diferentes componentes celulares

estromales tienen en el proceso de maduración de los linfocitos T

(Haynes y cols., 1984; Brekelmans y cols., 1990).

Estudios desarrollados en el ratón, han demostrado la

participación específica de distintas poblaciones de células

epiteliales, que presentan diferentes perfiles fenotipicos y

producen distintos factores solubles, en la generación de ambos

linajes T maduros, «/13 y ‘y/5, así como en la expresión selectiva de

las moléculas CD4 y CD8 (Palacios y cols, 1989). En humanos,
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recientes estudios realizados en nuestro laboratorio mostraron que

el componente epitelial tímico es fundamental en la respuesta

madurativa de los precursores intratímicos a la IL-2. Así, la

eliminación de las células estromales presentes en las

preparaciones de células pro-T (<10%>, se traduce en la drástica

reducción de las respuestas proliferativas mediadas por la vía de la

IL-2, y en la ausencia de diferenciación T en los cultivos,

generándose mayoritariamente poblaciones linfoides adscritas al

linaje NK <de la Hera y cols., 1989). Estos datos se corroboraron

posteriormente a nivel clonal, como se ha descrito en el apartado

anterior (Fig. 18, Tabla 4).

En base a estos resultados se consideró la posibilidad de

evaluar la capacidad que pueda tener el componente epitelial del

estroma tímico como soporte madurativo de los linfocitos T, y

comparar sus características fenotípicas y funcionales con las que

presentan las células estromales presentes en la médula ósea y el

hígado fetal, órganos hematopoyéticos que proporcionan el

microambiente de desarrollo de los precursores linfoides T

previamente a su migración al timo.

3.1. CARACTERIZACION IN VITRO DEL COMPONENTE CELULAR

ESTROMAL DE MEDULA OSEA, HíGADO FETAL Y TIMO.

El análisis comparativo de los componentes estromales

presentes en la médula osea, el hígado fetal y el timo se realizó

sobre cultivos de células adherentes procedentes de estos órganos

y mantenidas en diferentes condiciones dependiendo de su origen.

Los cultivos de células adherentes procedentes de explantes de

timo neonatal entre 2-6 meses de edad (ETI, ETVII, ETD) y timo
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fetal de 20-25 semanas de gestación (EPTI, EFTII) se mantuvieron

continuamente en medio esencial mínimo con D-valina (MEM D-Val)

para evitar el sobrecrecimiento de fibroblastos (Nieburgs y cols,

1984). Por el contrario, las células adherentes procedentes de

explantes de hígado fetal de 10 semanas de gestación (EFL) y

médula osea de adulto (ERMIII, EBMVI>, se cultivaron en RPMI 1640.

En todos los casos se utilizó un 10% de STF, previamente

seleccionado para estos cultivos. Las células linfoides se

eliminaron tras una semana de cultivo mediante tratamiento con

ácido micofenólico (Sug/ml) durante 48h. En general, una vez

alcanzada una confluencia del 70-80%, las células se despegaron de

las placas con tripsina en medio Puck-EDTA y se cultivaron de

nuevo a una dilución 1/5. Tras dos meses de cultivo en las

condiciones descritas, intervalo de tiempo medio transcurrido

hasta el análisis fenotípico y de producción de tránscritos para

citoquinas, las células adherentes de timo neonatal han sufrido

entre 4-5 pases y las de timo fetal más de 8, mientras que tanto

las células de médula ósea como las de hígado fetal no superan los

tres pases, siendo difíciles de mantener a partir del tercer mes. En

la Fig.19 se muestran campos representativos de las diferentes

fases de un cultivo de células estromales tímicas, donde se observa

la morfología típica en empedrado en el primer mes de cultivo (Fig

19) pasando posteriormente a la adquisición de una distribución

más desordenada, agrupándose en zonas preferenciales de la placa

(cultivos secundarios>. Finalmente el cultivo prolongado durante

varios meses (más de 10 pases> favorece la obtención de

preparaciones celulares estables en cuanto a su crecimiento y

fenotipicamente homogeneas atendiendo a la expresión mayoritaria

de citoquinas especificas de células epiteliales intratimicas.
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3.1.1 Características tenotipicas de las líneas estromales
obtenidas “in vitro “.

La utilización conjunta de técnicas citofluorimétricas e

inmunohistoquimicas permitió un análisis fenotípico exhaustivo de

las líneas estromales obtenidas. En la Tabla 5 se muestran los

marcadores de membrana expresados en estas preparaciones. Todas

las células analizadas, independientemente de su origen,

expresaban en la membrana el Ag LFA-3 (CD58), ligando de la

molécula CD2, y moléculas MHCde clase 1. Por el contrario, en

ningun caso se observó la expresión de moléculas MHCde clase II y

sólo en las lineas derivadas de médula ósea se detectó el Ag MOl

(CD1 ib>, marcador de monocitos/macrófagos. En ningún caso se

detectaron Ags específicos de los linajes linfoides T (CD2, CD3> ni

B (CD2O).

La expresión de Ags intracitoplasmáticos en las líneas

celulares procedentes de médula ósea y timo se analizó por

técnicas inmunohistoquimicas empleando el complejo avidina-

biotina-peroxidasa como se indica en el apartado de materiales y

métodos. Fibroblastos de piel humana se utilizaron como control. La

mayoría (>90%> de las células tímicas expresan el Ag AE3,

marcador de citoqueratinas básicas de alto peso molecular

presentes en la subcápsula, la corteza y la médula tímicas, siendo

negativas para la molécula TE7, marcador de fibroblastos. Las

células de médula ósea no expresaban ni AE3 ni TE7, aunque

mostraron rectividad con vimentina, lo cual indica su origen

fibroblasto ideo.
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Las líneas epiteliales tímicas obtenidas “in vitro” se

caracterizaron posteriormente analizando la expresión de Ags

adscritos a determinadas zonas tímicas mediante técnicas

inmunohistoquimicas. La distribución selectiva de estos Ags en el

timo y los mAbs empleados para su identificación se muestran en

la Tabla 6. El empleo de estos mAbs demostró una gran

heterogeneidad en la expresión de estos Ags, detectándose células

TE4~ y TE3~ en la mayoría de las lineas epiteliales analizadas,

excepto en la línea ETVII, en donde sólo se observó la expresión del

Ag TE16 (Tabla 7). Los porcentajes que se indican en la Tabla 7

corresponden a determinaciones realizadas sobre campos

representativos de los cultivos. Un ejemplo de estos análisis se

muestra en la Fig. 20.
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Tabla 5. Expresión de marcadores de superficie en las lineas

estromales procedentes de distintos órganos hematopoyéticos.

MarcadoresCelulas

L FAS Clase 1 Clase II MOl

Timo
neonato

ETI

ETVII

Sr

Timo fetal

EFT1

EFTII

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

Médula
ósea

EBM III

ERM VI

+

+

+ +

+ +

Hígado
fetal

EFL + + MD MD

Análisis por citometría de flujo de la expresión en membrana de los marcadores
indicados en las lineas estromales obtenidas. Entre 2-8x103 células se incubaron con

los mAbs indicados más un Ab de cabra anti-ratón conjugado con FITC, fracción

F<aby2. Excepto en el caso del Ag Mal, cuya expresión se detecté en un 30-50% de las
células, los Ags LFA-3 y las móleculas de clase 1 se expresaron en el 100% de las

células analizadas.
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Tabla 6. Distribución
intracitoplasmáticos en el

selectiva de
epitelio tímico

diferentes
humanoa.

EPITELIO TIMICO

Nombre isotipo

1E3-A
TE4
TE7

RFD4
TE16

lgG2
lgM

lgG 1
lgM

lgG 1

CITOQUERATINAS

AE3

p19 lgGl

css c
+

+

+

+

+

M

+

+

CELULAS NO
EPITELIALES

CH MO
+

+

+

+

+ +

+

+

+

+

+

a~ Obtenido de Leukocyte typing antigens III, 1987

Determinaciones realizadas mediante estudios inmunohistoquimicos en cortes de tejidos.

CSS:Corteza subcapsular, cD:corteza, M:médula, CH:corpúsculo de Hassal MO:macrófagos,

F:fibroblasto

Tabla 7
tímicas.

Caracterización fenotípica de las líneas epiteliales

lineas enitelilales

marcador

AE3

pl 9

TE4
TE3

RPD4

TE16

TE7

EFTI

>90

>90

40

40

40

<lo

EFTII

>90

>90

60

15

20
20

‘<10

ETI

>90

>90

50

50

50

timicas

ETVII

>90

>90

ETD

>90

>90

>90

30

20

30

<5

Porcentaje de células positivas para los marcadores indicados. Las determinaciones se

realizaron sobre 1 -2x1 o~ células procedentes de las lineas epiteliales indicadas,

mediante Unción intracitoplasmática.

Ags

F

+

+

+
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3.1.2.-Caracterización funcional de las líneas estromales
obtenidas “in vitro”: Producción de linfoquinas.

Paralelamente al estudio fenotípico de las lineas estromales

obtenidas se evaluá la expresión de genes que codifican para

diferentes linfoquinas, cuya implicación en la diferenciación de los

precursores hematopoyéticos más tempranos ha sido ampliamente

discutida (Toribio y cols., 1990). Estos estudios se realizaron

mediante la técnica de PGR utilizando oligonucleotidos específicos

de los genes que codifican para IL-113, IL—3, IL-4, IL-6, lL-7, y

TNFa. El producto amplificado se visualizó en geles de agarosa por

tincián con bromuro de etidio, mostrándose un experimento

representativo en la Fig 21.. En ninguna de las líneas estromales

analizadas, procedentes de timo, hígado o médula ósea se observó

la producción de RNA para IL-3 o IL-4 (Tabla 8). Sin embargo, en

todos los casos se detectaron altos niveles de IL-6, en comparación

con el material amplificado obtenido utilizando oligonucleotidos

específicos de ¡3-actina. Es notable resaltar que en las células

estromales procedentes del hígado fetal y la médula osea, además

de IL-6 (también producido por fibroblastos de piel), se detectó la

producción de RNA para IL-7, factor de crecimiento de precursores

linfoides y células T maduras (Morrisey y cols., 1988; Watson y

cols., 1989). Asimismo, la producción de mensajeros para la IL-7

fue detectable en todas las líneas epiteliales tímicas analizadas,

excepto en EFTI, en la que tampoco se observó la expresión de IL-1j3

(Tabla 8). Por otra parte la producción de TNFct fue detectada

exclusivamente en las líneas estromales de médula ósea. Este dato

parece relacionarse con la presencia de células MO1~ en estos

cultivos, ya que se ha descrito que células fenotípicamente
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similares, de estirpe macrofágica serían los principales

productores de este factor (Dorshkind, 1990), cuyo efecto sobre los

precursores T se desconoce.

Por tanto, de los análisis fenotípicos y de producción de

mRNA específico para citoquinas, podemos concluir que las células

estromales obtenidas de médula ósea e hígado fetal presentan

características fenotípicas fibroblastoideas, con un porcentaje de

células de estirpe monocítica importante en el estroma de médula

ósea, mientras que, las células estromales de timo son de linaje

epitelial, positivas para citoqueratinas. El patrón de producción de

mRNA para citoquinas es, sin embargo, similar en los tres tipos de

estromas, excepto para IL-1j3 que sólo se detecta en timo y TNFy

que sólo se produce por las células estromales cultivadas de

médula ósea.

3.1.3. Análisis comparativo de la expresión de marcadores
específicos de epitelio tímico y producción de linfoquinas.

La siguiente cuestión que se trató, fue analizar si las

subpoblaciones epiteliales tímicas de corteza (TE3~> y de médula o

corteza subcapsular (TE4~> presentaban un patrón de producción

específico de mRNA para citoquinas.Sucesivas diluciones de los

cultivos epiteliales tímicos, permitieron obtener líneas

homogéneas en cuanto a la expresión de ambos marcadores. Los

cultivos fueron establecidos a partir de 25-50 células en placas de

24 pocillos (cantidades menores no crecían) en medio suplementado

con 20% de STF y 1/5 de sobrenadante de estroma heterogéneo.

Aproximadamente a las 4 semanas los cultivos adquirieron una

confluencia del 80-90% volviéndose a diluir a 50 células por
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Tabla 8. Detección mRNA específico para citoquinas
producidas por células estromales de timo, médula ósea e
hígado fetal.

citoquinas Lineas de estroma

EFTI EFTII

IL-1 fA +

ETI

+

ETD EBM EFL

+

1 L-3

IL-4

IL-6

MD

+

IL-7

MD

+

+

MD

+

+

+

+

TNFx

+

+

MD

+

+

+

El RNA se extrajo de células a un 70-80% de confluencia, siendo en todos los casos la
viabilidad >80%. Por tanscripción inversa de cantidades equivalentes de RNA se obtuvo

cDNA, que fue amplificados por POR con óligonucleotidos espécificos para los extremos

5’ y 3’ de la zona codificante de cada citoquina. La producción de tránscritos específicos

se visualizo en geles de agorosa al 1.5% por Unción con bromuro de etidio como se
muestra en la Fig.22. Los datos de la tabla se obtuvieron simultaneamente en el mismo

ensayo de POR. líneas estromales de timo EETI, EFTII, ETI, ETD; línea estromal de
médula ósea, EBM: línea estromal de hígado fetal, EFL.
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pocillo en 0.5 ml. A partir de aquí se expanden, analizándose la

expresión de AE3, TE3 y TE4 y la producción de citoquinas que se

muestra en la Tabla 9. Aunque el número de líneas obtenidas no

permite establecer estadísticamente una correlación entre

fenotipo y producción específica de citoquinas, en líneas generales

se observa que la expresión de ambas citoquinas, IL-ijA y IL-7, sólo

se detecta en el caso que, tanto células TE3~ como TE4~ estén

presentes. Independientemente de expresar uno u otro de estos

macadores producen IL-7. Podría, por tanto, existir algún

mecanismo de interacción entre ambos tipos de células que

permitiría la regulación de la expresión de IL-1 jA.

Tabla 9. Producción de RNA para linfoquinas en lineas

epiteliales en base a expresión de TES y TE4

lineas linfopuinas

Act IL-6 IL-fl3 IL-7

TE3~TEt
EET2.100A2 + +

EET2 10002 + +

EFT2.100A3 + + +

TE3TE4~
EFT1.100A3 + + +

EFT1 iQOAl + + +

TE3~TE4~
ET1.04 + + + +

ET1.02 + + + +

TE3TE4
EFT1.10001 + +

Lineas de epitelio tímico fueron obtenidas por dilución límite y seleccionadas en base a

la expresión de TE4 (marcador de epitelio presente en médula y corteza subcapsular

timica) y TE3 (marcador de corteza). La caracterización fenotipica y la producción de

tráncritos se realizaron simultaneamente.
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3.2. LOS PRECURSORES HEMATOPOYETICOS DE HIGADO FETAL EN

PRESENCIA DE EPITELIO TIMICO E IL-2 EXPRESAN IL-2Ra Y SE

DIFERENCIAN EN CELULAS TCR a/I3~/CD4+.

En los procesos de maduración “in vitro” de células pro-T

inducido por IL-2 tanto en cultivos policlonales (de la Hera y cols,

1989) como en ensayos de dilución límite anteriormente mostrados

se ha puesto de manifiesto que las células del estroma tímico

constituyen un elemento esencial, cuyo papel funcional a nivel de

producción de mRNA para diferentes citoquinas ha sido mostrado en

los anteriores apartados. Una cuestión fundamental que se plantea a

la vista de estos resultados es si los precursores hematopoyéticos

pretímicos presentes en el hígado fetal necesitarían señales,

adicionales a la IL-2, proporcionadas por el estroma tímico para

completar el programa de diferenciacion del linaje T.

La capacidad de las células epiteliales tímicas para promover

la diferenciación de los precursores tempranos presentes en el

hígado fetal se ensayó “in vitro” cultivando células de hígado fetal

de 10 semanas <CD45-7-3-2-4-8iL-2Rj3~,a) en presencia de

concentraciones de IL-2 saturantes para el receptor de afinidad

intermedia (bOU/mí). Para ello se emplearon monocapas de células

de estroma tímico procedentes de líneas heterogéneas, de origen

epitelial (>9O%AE3~, c5%TE7~> productoras de IL-ifA, IL-7 e IL-6

(ETD y EFTII). Los ensayos de diferenciación se realizaron en

paralelo utilizando una línea no productora ni de IL-113 ni de IL-7

(EFTI). A los 5-7 dias de cultivo se apreciaron células adheridas a

ciertas áreas de la monocapa de células epiteliales (Fig.22). En

estas condiciones de cultivo, se observó una respuesta

proliferativa de las células de hígado fetal mayor a la observada en
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los cultivos control suplementados con IL-2 y carente de células

estromales apreciándose un incremento en la proliferación a partir

del día 7 de cultivo y llegando a ser la recuperación celular del

128% a día 14. A las tres semanas de cultivo se analizaron por

citometria de flujo los cambios moleculares asociados a esta

proliferación observándose que ni con EFTI (mRNA IL-ViL-7j ni

EFTII (mRNAlL-1~,lL-7~> se obtenían células que expresaran

antígenos asociados a linaje T, de manera que aunque la mayoría de

las células eran CD45~ y un 30% expresaban CD4, no se detectaron

células positivas para CD7. Sin embargo con la línea de epitelio

timico ETO se observó que un 95% de las células expresaban CD45

de las cuales el 56% eran CD7~, de forma paralela a lo que ocurria

con IL-2 sola. Un elevado porcentaje (85%) de estas células

CD45~CD7~ expresaban altos niveles de 0D2 (45% del total de la

muestra). Es interesante destacar que de este 45% de células CD2~,

la mayoría expresaban el IL-2Rct (80%>, constituyendo la población

lL-2Ra~ el 47% de la población total (TablabO).

La presencia de células T maduras en los cultivos se puso de

manifiesto mediante el análisis de la expresión del complejo CD3,

observándose un 30% de células CD3~. Estas células en un análisis

biparamétrico (Fig.23) expresaban mayoritariamente el TCRa/j3

siendo prácticamente indetectable la presencia de células TCRy’/6~

De acuerdo con la ruta de diferenciación de células 1 establecida

por otros autores en base a la expresión de CD4 y CD8, estas

células CD3-TCRa/j3~ podrían estar incluidas en el compartimento

de células doble positivas, doble negativas o células maduras que

expresan de forma excluyente estos marcadores. Para abordar este

aspecto se realizaron análisis biparamétricos de la expresión de

CD4 frente a CD8, observándose que el 50% de las células
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expresaban estos marcadores de forma excluyente e

identificándose una población de células CD8~ (12%), y otra de

células CD4~ (39%). Esta última población se subdivide en una

población mayoritaria de células que expresan altos niveles de CD4

(30%), y otra minoritaria de expresión débil (9%). Por tanto, la

población doble positiva no es detectable en este sistema

experimental de diferenciación lo cual viene apoyado por la

ausencia de expresión del marcador CD1a. El análisis biparamétrico

de la expresión de CD3 frente a CD4 y 0D8 muestró que la mayor¡a

(81%) de las células CD3~ expresaban altos niveles de CD4-’-

mientras que <2% eran CD8~3~, no detectándose células doble

negativas CD3~CD4CD& (Fig.23).

En este sistema de cultivo se analizó también la

diferenciación de otros linajes hematopoyéticos, observándose que

un 9% de las células expresaban el marcador de linaje mieloide

CD14. Considerando que la expresión débil de CD4 se ha asociado al

linaje monocitico/macrofágico ambos marcadores, 0D4 y CD14,

podrían expresarse asociados en una población incluida en dicho

linaje.

En ausencia de IL-2 los precursores hematopoyéticos de

hígado fetal cultivados sobre la monocapa de la linea epitelial ETD

de timo no adquieren marcadores asociados a linaje T. El análisis

fenotípico a los 7 días de cultivo muestra una población

mayoritaria CD45~7’34W, presentando una cinética de

proliferación dramáticamente reducida respecto a la obtenida en

presencia de IL-2, Al no poderse prolongar los cultivo más de dos

semanas en ausencia de IL-2, el análisis fenotípico no pudo

realizarse en paralelo con los cultivos en presencia de IL-2.
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Tabla 10. Generación de células maduras
precursores hematopoyéticos de hígado fetal
presencia de epitelio tímico e rlL-2.

a partir
cultivados

Marcadores Porcentaje de células
.Dias de cultivn~

d7

0045 49

CD7

COl

<0.1

<0.1

<0.1002

003 <0.1

CD4

008

a/fA

y/a
Tac

<1

<1

<0.1

<0.1

5

diO

86

2

<0.1

<0.1

<0.1

20d

<0.1

MD

MD

9

diS

98

20

<0.1

15

12b

8.7b

<0.1

MD

positivas

d25

94

52

<0.1

45

34

30b+9d

1 2b

30

MD

15 49

Céjulas de hígado fetal entre 9-10 semanas de

centrifugación en Ficoll-Hypaque, se cultivaron sobre

estromales timicas (ETD) en presencia de

inmunofluorescencia y citometría de flujo se analizó

marcadores en los días indicados.
d expresión debil, b expresión brillante, NO: no determinado

desarrollo purificadas por
una monocapa de células

bOU/ml de rIL-2. Por

la expresión de diferentes

de
en
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Fig.23. Análisis biparamétrico de la expresión de marcadores en

células de hígado fetal sobre estroma tímico en presencia de IL-2 a

dia 25 de cultivo.

0045
½ 0D8

ag3
003

•I L—2Rc



5. DISCUSION
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El momento en el que una célula pluripotencial toma la

decisión de linaje específico, los procesos madurativos que ocurren

desde el estadio de célula progenitora hasta eJ de célula

funcionalmente madura, y los factores que influyen en este proceso

(interacciones celulares, mediadores solubles) son, en líneas

generales, cuestiones claves en todo proceso biológico de

desarrollo. En cuanto a la linfopoyesis de las células T, el estudio

de tales eventos se focaliza en el timo, que ejerce un papel

fundamental en el desarrollo de este compartimento celular. Los

precursores procedentes del hígado fetal y/o la médula ósea

colonizan el timo donde complejos procesos reguladores darán

lugar a células T maduras que saldrán al torrente sanguíneo, (Moore

y cols, 1967). En el ratón, tanto experimentos de reconstitución “in

vivo “ como “in vitra” en cultivos de órgano, indican que la

población intratímica CD3-4-8- (triple negativa), contiene los

precursores de todas las subpoblaciones tímicas, (Scollay y

cols,1988). En humanos, sin embargo, la metodología aplicada al

estudio del desarrollo de células T, (relación progenitor-

descendencia y factores que intervienen en el proceso), se basa en

el empleo de análisis convencionales “in vitro”. Estudios

fenotípicos centrados en la expresión selectiva de distintos

marcadores en los timocitos humanos durante el desarrollo

embrionario (Haynes y cols, 1988b) y en la capacidad de generar

linfocitos maduros ‘in vitro” de las diversas subpoblaciones

intratímicas (Toribio y cols, 1988a; Haynes y cols, 1988a; Haynes y

cols, 1989; Mossalayi, 1990>, indican que las células CD7~234

8- constituyen el estadio más temprano de desarrollo de los

linfocitos T. La purificación de estas células y el conocimiento de

sus requerimientos funcionales es, por tanto, imprescindible para
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el entendimiento de los procesos madurativos que modulan el inicio

de su programa genético de diferenciación y la adquisición final de

la madurez funcional.

1. CARACTERíSTICAS FENOTIPICAS Y MOLECULARES DE LOS

PRECURSORES DEL HíGADO FETAL.

El hígado es el principal órgano hematopoyético durante los

primeros meses de la embriogénesis en humanos, encontrándose una

amplia variedad de subpoblaciones celulares hematopoyéticas en

diferentes estadios de diferenciación. En el hombre, la población

celular localizada en el hígado entre las 8 y 10 semanas de la

embriogénesis, cuando el timo aún no ha adquirido su completa

conformación estructural y por tanto la presencia en el hígado de

células T recirculantes maduras procedentes del timo se puede

considerar nula, está constituida mayoritariamente por células

eritroides y sólo el 1-5% se incluye en la serie linfoide, existiendo

un reducido porcentaje, no superior al 10% , que incluye otras

estirpes hematopoyéticas así como células “blásticas” no adscritas

a linaje (Haynes y cols, 1988a). Previos estudios han demostrado

que el fraccionamiento de las células de hígado fetal mediante

centrifugación en Ficoll-Hypaque, permite enriquecer en células de

morfología linfoide y células blásticas (Rosenthal y cols., 1983,

Haynes y cols., 1988a). El empleo de esta metodología con las

muestras obtenidas de hígado fetal (8-10 semanas de gestación)

permite el enriquecimiento de una población celular que presenta

unas características de activación (alto contenido en DNA -Fig.1- y

elevada expresión de Ags de activación 4F2 y TfR -Fig.2-) y un

patrón fenotípico (ausencia de Ags específicos de linaje, así como
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de moléculas MHO de clase 1 y clase II> similares a las que

presentan las células definidas por Spangrude (1989) como “células

stem determinadas a linaje” y diferentes de las células

progenitoras multipotentes (de pequeño tamaño, quiescentes y

positivas para el Ag CD34 en humanos). Al igual que en el hígado

fetal de ratón donde las células stem constituyen entre el 0.5-1%

en un periodo gestacional equivalente (previo a la aparición de

precursores en timo> (Jordan y cols, 1990>, las células

pluripotenciales deben ser minoritarias en la fracción obtenida del

hígado fetal humano. Por lo tanto, si comparamos nuestros datos

con el esquema de compartimentalización del sistema

hematopoyético establecido en el ratón por Spangrude (1989) y

consideramos los parámetros comunes como las caracteristicas

físicas, expresión de marcadores de linaje, y la expresión de

moléculas MHO de clase 1, podríamos decir que la mayoria de las

celulas de hígado fetal obtenidas mediante fraccionamiento en

gradiente de Ficoll-Hypaque se encuentran en el estadio intermedio

de “células stem determinadas a linaje”.

La comparación con otras poblaciones precursoras obtenidas

de médula ósea y timo postnatales, también carentes de

marcadores adscritos a linajes hematopoyeticos, muestra que son

las células procedentes del hígado las que mayor grado de

activacion presentan, lo cual podría sugerir su inclusión en un

estadio de desarrollo más inmaduro, ya que las células de médula

ósea expresan la molécula CD45, observándose además otra serie de

moléculas entre las que se encuentran CD7 y Ags MHO en los

precursores procedentes del timo (Fig. 3).

Aunque ni los Ag de activación ni los de adhesión son

discriminatorios de linaje, otros marcadores empleados podrían,
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sin embargo, estar dando una idea del grado de determinación a

linaje que esta población celular procedente de hígado fetal

presenta. Sabemos que un 50% de estas células expresan

tránscritos para IL-2R13, entre un 2 a 7% tráncritos para CD3 y

entre un 1 - 2% de las células son positivas para el Ag CD7

detectado por tinción intracitoplasmática mediante análisis

inmunohistoquimicos (Datos no mostrados, Haynes y cols, 1988;

Campana y cols, 1989). En los siguientes apartados analizaremos

que grado de compromiso de linaje T está indicando la expresión de

estos marcadores.

1.1. CD7: IMPLICACION DESUEXPRESIONEN LA DETERMINACIONDE

LINAJE T.

La expresión secuencial de marcadores linfoides en los

precursores hematopoyéticos durante el desarrollo embrionario

humano (Haynes y cois, 1988a; Campana y cols, 1989; Haynes y

cols, 1989) junto con los datos obtenidos utilizando modelos de

diferenciación de leucemias de células T y poblaciones precursoras

normales (Rettaluga y cols, 1986; Toribio y cols, 1988a, b) indican

que uno de los primeros Ag expresados durante la ontogenia de los

linfocitos T es la molécula CD7. Aunque en las muestras obtenidas

de hígado fetal entre las 8-10 semanas de gestación no se detectan

células CD7~, trabajos de otros autores empleando técnicas

inmunohistoquimicas en cortes de tejido de saco vitelino e hígado

fetal, han localizado un pequeño pordentaje de células que expresan

este Ag (<1%) desde la semana 7 del desarrollo embrionario

humanos (Haynes y cols, 1988a, Campana y cols, 1989; Haynes y

cols, 1989). La menor sensibilidad de la citometría de flujo pudiera
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dar cuenta de la ausencia de celulas CD7~ en nuestras muestras de

hígado fetal en momentos tempranos de gestación. Por otro lado,

también hay que considerar que las técnicas inmunohitoquimicas

sobre cortes de tejido no pueden discernir entre un marcaje de

membrana o intracitoplasmático y podria ocurrir que entre las 9 y

10 semanas de desarrollo este Ag sólo se presentase en el

citoplasma.

Aunque la expresión de CD7 se mantiene a lo largo de todo el

desarrollo de las células T, la presencia de este Ag en células

inmaduras no parece determinar estrictamente linaje T. Así se ha

observado que los precursores CD7~348 pueden originar “in

vitro”, dependiendo de las condiciones de cultivo, células de linaje

eritroide, megacariocítico y mielocitico/macrofágico (Kurtzberg y

cols, 1989). Es más, nuestros resultados ponen de manifiesto que

celulas pro-T intratimicas pueden originar mayoritariamente

células de linaje NK (Tabla 4) o células de linaje T (Fig. 17),

dependiendo de las condiciones de cultivo. Por otro lado, la

expresión de CD7 también se ha descrito en celulas precursoras de

linaje 6, CD19~, procedentes de médula ósea (Grúmayer y cok,

1991), lo cual confirma que la expresion de este Ag no está

estrictamente adscrita a linaje T como ya habian indicado otros

autores (Haynes y cols, 1989).

Aunque la función de CD7 se desconoce, se supone que esta

molécula tiene un importante papel en momentos tempranos del

desarrollo linfoide, posiblemente relacionado con la migración

célular dirigida a órganos específicos. Se ha descrito un caso de

inmunodeficiencia severa combinada en el que las células T

presentes son deficientes para la expresión de CD7I presentando

una respuesta proliferativa y producción de IL-2 marcadamente
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reducida (Jung y cols, 1986). Por otro lado, en los ensayos de

diferenciación de células de hígado fetal en presencia de IL-2 así

como con IL-2 y estroma tímico, se obtiene un importante

porcentaje de células CD7~ que con el tiempo van adquiriendo

marcadores de maduración T (Tablas 3 y 10>. Estas células CD7~ no

se observan en los cultivos en presencia de 1L4 (Tabla 3), donde la

diferenciación de estirpe monocítica predomina, sugiriendo que la

expresión de este marcador es un prerrequisito para la

diferenciación T. Por tanto, la presencia de CD7 en membrana

pudiera estar relacionada con células que han tomado una decisión

de estirpe (linfoide, mieloide, etc) que posteriormente las células

T mantienen y otros linajes pierden. Así, el alto porcentaje de

células CD7~ identificado en el bazo a la 20 semanas de gestación

(83%) respecto a un 30% de celulas 1 CD3~ y 13% de celulas 8 lgM~

(Tabla 2) podría estar indicando la presencia de precursores de

otros linajes. Hay que tener en cuenta que el bazo también presenta

actividad hematopoyética durante la vida fetal (Klein, 1989).

1.2. CD3: IMPLICACION DE LA EXPRESION DE LOS GENESQUE

CODIFICAN PARAEL COMPLEJOCD3 ENLA DETERMINACION DE LINAJE

T.

Las moléculas que forman el complejo CD3 se expresan en la

membrana de linfocitos T asociadas a los componentes

polimórficos del TCR (cadenas ex/jA o ‘y/8). Sin embargo la expresión

individual de cada una de las moléculas del CD3 (CD3S, e, -y y t> tanto

a nivel RNA como proteina se ha observado en linajes celulares

distintos de los linfocitos T. Así, las células NK humanas de sangre

periférica expresan mRNAespecífico para las cadenas CD3e y CD3t
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siendo negativas para CD3 y CD3S. A nivel proteico sólo la cadena

CD3~ es detectada en membrana asociada a la molécula CD16,

adscrita a linaje NK (Anderson y cols, 1989; Lanier y cols, 1989).

Aunque la expresión de CD3 , a la vista de estos resultados, no es

estricta de linaje T, si parece tener un papel importante en el

desarrollo y función de linfocitos T, ya que, la expresión en

membrana del complejo TCR-CD3 funcionalmente competente es

dependiente del ensamblaje de dicha cadena al heterodímero a/fA

unido a los componentes 8, t, y del CD3, (Sussman y cols, 1988;

Sancho y cols, 1989). Por tanto, en base a estos experimentos junto

con otros realizados a nivel molecular en un gran número de lineas

celulares (Van den Elsen y cols, 1984; GoId y cols, 1986;

Krissansen y cols, 1986) se aceptó que la expresión a nivel proteico

de CD3ú, CD3B o CD3’y así como a nivel RNAde CD3’y y CD38, podian

ser utilizadas como marcadores específicos de linaje T.

Desde un punto de vista ontogénico la asociación de la

expresión de estas moléculas del CD3 con la determinación de

linaje T ó NK es aún un punto controvertido. Tanto nuestros datos

como los datos de otros autores muestran que, dependiendo de las

condiciones de cultivo, la progenie generada a partir de timocitos

CD7~CD2-cCD3~mCD348-LinNK (o, citoplásmica; m, membrana),

puede ser de estirpe NK (CD7~mCD3CD56~) o de estirpe linfoide T

(CD7~mCD3~CD56->. El análisis fenotípico y molecular de las

células NK generadas a partir de células CD3-4-8- muestra que

estas células expresan tránscritos para CD3e, CD3 y CD3~ y no

tiene reordenados los genes del TCR (Poggi y cols, 1990). Es más,

en condiciones de cultivo diferentes, empleando PHA en vez de PMA

+ IL-2 en análisis clonal, el grupo de Hori y cols (1991) describe

también una progenie maoyoritaria NK y en alguno de los clones
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detectan la expresión intracitoplasmática no sólo de CD3e sino

tambien de CD35. Estos datos apuntan a un precursor común para los

dos linejes célulares; precursor que expresaría todas las cadenas

del CD3 o al menos CD3e y 0D35 (considerando que por hibridación

“in situ” más del 90% de la población pro-T purificada de timo

expresa estas moléculas) y cuyo destino dependería del

microambiente con el que interaccionase.

Por otra parte es notable resaltar que tanto en nuestros

experimentos como en los de Furley y cols (1986) el porcentaje de

células que expresan CD3 a nivel de RNA o proteina en el citoplasma

es más elevado que el de células CD7~. Si estas subpoblaciones,

CD7~cCD3- y CD7-cCD3~, representan linajes separados de células

NK o T quedaría pendiente de demostrar mediante ensayos de

diferenciación con ambas subpoblaciones.

La expresión, por tanto, de componentes para el CD3 es un

acontecimiento muy temprano en la ontogenia de células T, previo a

la migración al timo, resultados que a nivel proteico, al menos para

CD3e, habian mostrado otros autores (Furley y cols, 1986; Van

Dongen y cols, 1988; Haynes y cols, 1989; Campana y cols, 1989>.

Otros puntos interesantes que quedan por determinar son la

regulación temporal de cada uno de los componentes del CD3, así

como la presencia de tránscritos inmaduros en precursores,

aspectos que darian una idea más completa sobre el mecanismo de

regulación de expresión del complejo CD3, con posibles

implicaciones en la determinación de linaje 1 o NK. De los datos

obtenidos sólo se puede afirmar que el mRNAespecífico para CD3¿

aparece después que los otros componentes, posiblemente una vez

que han colonizado el timo. Aunque por los ensayos de northern en

la población pro-T (datos no mostrados), sólo se detecta una banda
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discreta para cada uno de los elemenos del CD3 analizados,

trabajos de otros grupos han puesto de manifiesto en ciertas lineas

leucémicas de origen T, fenotípicamente similares a las

subpoblaciones T inmaduras, la presencia de diferentes segmentos

de mRNA. Asi se ha descrito que tanto para CDa~ (Krissansen y cols,

1988), como para CD3E y CD38 (Furley y cols, 1986; Tunnaclife y

cols, 1986) existen al menos dos tránscritos, que en el caso de

CD3 (3.5kb y O.8kb) y CD35 dan proteina. En células T de sangre

periférica el único tránscrito descrito para CD3’y es el de 3.5kd y

son positivas en membrana, mientras que la linea T leucémica HSB2

sólo presenta el tráncrito de 0.8kb, expresándose la proteina en el

citoplasma. Por hibridacion “in situ” no se puede distinguir la

presencia de estos tránscritos “inmaduros” y la técnica de northern

no es suficientemente sensible para detectar estos bajos niveles

de expresion. El clonaje de estas células y el análisis por norther

de la expresión de RNA quizás permitiera dar luz sobre esta

cuestion.

1.3. MOLECULAS DE ADHESION: SIGNIFICADO FUNCIONAL DE SU

EXPRESION EN PRECURSORES DE CELULAS 1.

El significado que pueda tener la expresión de LFA3 en hígado

fetal y la baja expresión en precursores intratímicos pudiera estar

relacionado, en esta etapa del desarrollo, con una potencial

capacidad de migración, como ha sido indicado para las células T

periféricas de memoria que expresan este Ag (Mackay y cols, 1990).

Uno de los ligandos del LFA3 es la molécula CD2 (Dustin y cols,

1987) expresada en la superficie de las células T. Recientemente se

ha descrito, además, que la interacción de monocitos por LFA3 con
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CD2 purificado e inmobilizado induce la producción de TNFct e IL-i jA,

reguladores de la respuesta inmune (Le P. y cols, 1987b; Webb y

cols, 1990>. El LFA3 es una molécula ubicua expresada en toda la

serie hematopoyética, células epiteliales, endoteliales y

fibroblastos. En base a la ausencia de expresión de CD2 en las

células de hígado fetal se puede suponer que el ligando en este

microambiente es distinto. Se han descrito dos isomorfos para

LFA3, derivados de un procesamiento diferencial del mRNA. Ambos

pueden unir activamente CD2 pero tanto su significado funcional

como la capacidad de unir otro ligando, se desconoce (Springer,

1990>.

Por otra parte, es interesante mencionar que las células

memoria y en asociación funcional con su dinámica circulatoria,

presentan un fenotipo similar a estas células de hígado fetal de 9-

10 semanas de edad en cuanto a la expresión de moléculas

implicadas en adhesión como LFA-3, CD29 y CD44. Además, las

células memoria expresan específicamente 0D45R0 como los

precursores mas inmaduros de médula osea (Lansdorp y cols 1990)

pero a diferencia de estos precursores hematopoyéticos, y en

similitud con los precursores intratímicos, expresan altos niveles

de LFA-1. El LFA-1 es un marcador exclusivo de leucocitos y en

precursores en raton se ha asociado a estadios concretos de

diferenciación (Shortman y cols, 1988), aunque no se ha

determinado si se adquiere en el timo. Se sabe que tiene un papel

fundamental en la interacción de timocitos activados con células

epiteliales a través de la molécula ICAM-1. De hecho la expresión

de ambos marcadores se da en timo fetal desde las 9.5 semanas de

desarrollo (Singer y cols, 1990>. Sería en este sentido muy

interesante determinar si el LFA-3 tiene una regulación negativa
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una vez fuera del microambiente hematopoyético hepático y si este

tipo de regulación va acompañado de una expresión de LFA-1, que se

adquiere en timocitos precursores. Lo que si parece claro es que la

expresión de la molécula LFA-1 es más estable en cuanto a que sus

niveles no se modifican con el estado de activación celular,

mientras que el LFA3 parece estar adscrito a determinadas fases

de activación celular

El papel potencial de la interacción de precursores T con

elementos de la matriz extracelular se sugirió por vez primera en

el trabajo de Cardelly y cols,1988, donde células CD4-CD8- de timo

tenian expresión preferencial de VLA-5 frente a los timocitos

maduros. Por otra parte VLA-4, que interacciona tanto con

elementos de matriz extracelular (fibronectina) como con

receptores específicos celulares (VCAM-1), ha sido directamente

implicado en procesos de linfopoyesis en ratón, de manera que Abs

contra esta estructura en cultivos de precursores linfoides de

hígado fetal sobre estroma de médula ósea, inhiben totalmente la

generación de linfocitos y parcialmente la de mielocitos (Miyake y

cols, 1991> Teniendo además en cuenta el papel de estas moléculas

en la migración específica de linfocitos maduros a organos

linfoides y localizaciones de inflamación, cabe pensar que su

expresión esté relacionada con funciones similares a las que

presentan en otras subpoblaciones linfoides y que la intensidad de

espresión en membrana tenga importantes repercusiones

funcionales, considerando que algunas de ellas, tales como el LFA-

3, están directamente implicadas en la activación de la produccion

de citoquinas, concretamente en la producción de IL-1 fA (Webb y

cols, 1990>. La distribución “in vivo” de ligandos como ICAM-

1/ICAM-2, fibronectina (FN), laminina (LN), CD2 ó ICAM-V, pueden
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deteminar las funciones efectoras específicas que ocurren en un

sitio anatómico concreto. La existencia de multiples rutas de

adhesión, varios ligandos para un solo receptor (VLA4/VCAM1-FN

LFA1/ICAM1-ICAM2), multiples receptores para un solo ligando

(VLA4/FN, VLA5IFN), así como la regulación de la expresión de

ligando por diferentes citoquinas (regulación positiva de ICAM-1

por IL-2 y INF’y), proporcionan oportunidades de cooperación,

redundancia y diversidad que las céluas T y sus precursores

emplearían para regular de forma muy estricta sus interacciones

adhesivas.

1.4. REAGRUPAMIENTO Y EXPRESION DE LOS GENES ESPECíFICOS DEL

RECEPTOR DE LAS CELULAS T. LOCALIZACION ESPACIAL Y TEMPORAL

DURANTE LA ONTOGENIA

El primer receptor que aparece durante el desarrollo de las

células T en el timo es el lCR $8 (Havran y Allison, 1988; Pardolí y

cols, 1987). El hecho de que en ratón se haya mostrado la expresión

de Vy7 en células de hígado fetal en periodos previos a la

colonización timica (Carding y cols, 1990), así como el aislamiento

de clones TCRyi8~ CD4~ de hígado fetal humano de 20 semanas con

características propias no detectadas en los clones de timo

(Aparicio y cols, 1989), ha llevado a la conclusión de que, aunque en

bajos niveles, el reordenamiento de los genes para el TCR $8 y su

expresión ocurren durante el desarrollo sin el requerimiento del

microambiente tímico. El reordenamiento y expresión de estos

genes extratímicamente podría reflejar la contribución

endodérmica común al proceso en hígado y timo fetal, así como la

implicación en el mismo de la IL-4, dada su disponibilidad en el
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microambiente hepático, ya que esta linfoquina está implicada en

la diferenciación selectiva de células T $8~ a partir de precursores

intratímicos CD7~2~3-4-8- “in vitro” (Bárcena y cols, 1990).

Nuestros datos ponen de manifiesto que el reordenamiento de

los genes que codifican para la cadena ‘yse produce en periodos muy

tempranos de la ontogenia, previamente a la colonización timica, y

que este tipo de reordenamiento prevalece en las células de hígado

fetal independientemente de la edad de gestación (Fig.8). Por su

tamaño en el ánalisis por southern, estos reordenamientos

detectados por la sonda específica para el segmento J’yl prodrian

corresponder a un reordenamiento del segmento V’y9 (su

confirmación queda pendiente de la hibridación con sondas

específicas) (LeFranc y cols, 1986). Este reordenamiento limitado

de segmentos no solo es una característica de la localización

extratímica de los precursores T, sino que también está regulado

ontogénicamente, ya que, aunque a las 20 semanas de gestación en

el timo se observan reordenamientos que afectan a diferentes

segmentos V (Vy4, V9, Wfl y V’y8) así como en los precursores

pro-T de timo neonato (Fig.10) (LeFramc y cols, 1986), en clones $8

de timo fetal de 8.5 semanas de gestación se ha determinado que el

reordenamiento Vy9 junto con \tyl son preferenciales (Krangel y

cols, 1990>. En conclusion podriamos decir que en la regulacion de

los reordenamientos de los segmentos génicos que codifican para la

cadena g hay un componente local, de manera que en las células de

higado fetal de 20 semanas sigue predominando un solo

reordenamineto, mientra que en el timo se produciría la

diversificación de dichos roerdenamientos, ampliando el número de

segmentos y-y empleados. Por otra parte, el reordenamiento de la

cadena fA del TCR parece tener un control más estricto en cuanto a
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su localización, de forma que solamente una pequeña fracción de

los precursores intratímicos, células pro-T, presentan

reordenamientos que afectan al segmento CjA.

Igualmente, la producción de tránscritos maduros parece

estar regulada intratimicamente ya que, mientras en los

precursores intratímicos, células pro-T, se detectan tránscritos

maduros para TCR-y e inmaduro spara TCRfA (Fig.b0), en la población

de hígado fetal, incluso a las 20 semanas de edad, no se producen

tránscritos detectables por sondas CjA y C. Bien la falta de

sensibilidad de la tecnica o que los tránscritos presentes no

incluyan el segmento C, podrian dar cuenta de estos resultados.

2 EL HíGADO FETAL COMO LOCALIZACION EXTRATIMICA DE

MADURACION T.

El progresivo aumento de las células con características

fenotípicas maduras en el hígado fetal se analizó mediante la

expresión del complejo CD3., llegando a observarse un 8% de células

CD3~a las 20 semanas de desarrollo embrionario. Estos datos

planteaban la posibilidad de que el microambiente hepático pudiese

ser capaz de proporcionar las señales adecuadas para la

diferenciación de linaje T durante los primeros meses del

desarrollo fetal humano como otros autores han propuesto (Kamps y

cols, 1989). Desde nuestro punto de vista, considerando que el timo

presenta un perfil celular y estructural similar al neonato a partir

de las 15 semanas de desarrollo, estas células T maduras presentes

en el higado fetal a partir de la semana 12-13 de la embriogénesis,

podrían representar una subpoblacion recirculante.
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Sin embargo, existe un dato que podría apoyar la idea de que

el higado puede ser un órgano generativo de celulas T maduras. Por

una parte el 9% de las células de higado fetal de 20 semanas de

gestacion expresan el Ag CD1, porcentaje similar a CD8 y

ligeramente menor a CD4, lo cual pudiera estar relacionado con la

presencia de células CD4~8~, estadio intermedio en la ruta de

diferenciación T intratímica, que expresan el Ag CD1 (de la Hera y

cols, 1991>. En sangre periferica las células positivas para este

marcador no superan el 1% (Reinherz y cols, 1980; Blue y cols.,

1985>. Tambien hay que considerar que la expresion de CD1 se ha

descrito en células dendriticas (Landry y cols, 1989), con lo que

existe la posibilidad de que en vez de adscribirse a celulas CD4~8~

pudiera estar identificando este otro tipo de celulas estromales.

3. RUTAS DE MADURACION T: IMPLICACION DEL ESTROMA

TIMICO Y FACTORES SOLUBLES.

Nuestros datos han puesto de manifiesto que tanto la IL-2

como la presencia de estroma timico constituyen elementos

fundamentales en el establecimiento de la ruta de maduración T.

Así, las células precursoras del linaje T presentes en el hígado

fetal cultivadas en presencia de cantidades suficientes de rlL-2

para saturar el receptor de afinidad intermedia, IL-2RfA, adquieren

un fenotipo inmaduro CD7+8+2±que pudiera estar ncluido en la

ruta de diferenciación del linaje T, ya que experimentos de

diferenciación “in vitro” en ratón con una población tímica

fenotípicamente similar (CD3-48~> han puesto de manifiesto su

capacidad como células precursoras de las poblaciones CD4~8~ y

células maduras CD4~8JCD48~ (Tatsumi y cols,1990). De



127

cualquier forma los intentos de diferenciación de esta población

CD7+8+2±sobre células de estroma en presencia de rlL-2 han

resutado infructuosos quedando pendiente la demostración como

progenitor de células T maduras. Sin embargo, cuando las células de

hígado fetal son cultivadas desde el principio en presencia de

estroma timico e IL-2, estas células pueden completar la ruta de

maduración de linaje T, obteniéndose células TCRcz/jA~CD4+. Estos

precursores T presentes en el hígado fetal presentan un

comportamiento similar a los precursores pro-T intratímicos, los

cuales en ausencia del componente celular estromal no proliferan

ni se diferencian hacia células T maduras en respuesta a IL-2 (De la

Hera y cols, 1989), predominando las células con características

fenotípicas de linaje NK, parte de las cuales expresan incluso el

marcador CD8. En base a estos datos una de las primeras cuestiones

que se plantean es saber a través de qué mecanismos el estroma

timico está modulando la ruta de maduración linaje T frente a

linaje NK, así como la de células Ta/fA frente a células T$8. Es, por

tanto, importante conocer qué factores está produciendo el estroma

y qué papel representa las interacciones celulares con dicho

estroma timico. Estas cuestiones se tratarán desde dos puntos de

vista: desde los sistema de diferenciación “in vitro” así como desde

la perspectiva ontogénica, ya que hay una secuencia temporal

durante el desarrollo en la aparición de células T’y/8 frente a células

Ta/fA.



128

3.1 PARTICIPACION DEL ESTROMA TIMICO EN EL DESARROLLO DE LOS

LINFOCITOS T.

El papel fundamental del estroma tímico en el proceso de

maduración de los precursores de diferentes linajes

hematopoyéticos ha sido demostrado previamente en numerosos

trabajos (Beardsley y cols, 1983; Singer y cols, 1986; Papiernik y

cols,1987; Wiranowska y cols, 1987; Palacios y cols, 1989;

Tatsumi y cols, 1990). Muchos esfuerzos se han dirigido a la

asignación de papeles específicos de subpoblaciones estromales

tímicas en el proceso de desarrollo de células T, no sólo para

células epiteliales (Palacios y cols, 1989; Gutierrez y cols, 1991>,

sino también con macrófagos y células dendríticas (Papiernik y

cols, 1987>. A nivel mRNA hemos puesto de manifieto la capacidad

que tienen estas células estromales cultivadas, procedentes de

diferentes órganos hematopoyéticos, para producir diferentes

citoquinas en ausencia de estímulos externos. Estos datos están de

acuerdo con los obtenidos por otros autores, tanto en ratón

(Palacios y cols, 1989; Gutierrez y cols, 1991> como en humanos

(Le y cols, 1987a; Dorshkind, 1990). Aunque en los cultivos de

células epiteliales de timo no hemos detectado producción de

tránscritos para IL-3, parece que estas células sí tienen la

potencialidad de producir dicha linfoquina, ya que cuando se

cultivan en presencia del factor de crecimiento epidermal, la

producción de IL-3 es detectable tanto a nivel RNA como proteina

(Dalloul y cols, 1991>. Por tanto, las células epiteliales de timo si

son capaces de producir IL-3 aunque no de forma intrínseca, como

ocurre con el resto de las de las citoquinas analizadas. Discernir el

papel que cada uno de los factores solubles que producen estas
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células epiteliales timicas (IL-ifA, IL-3, IL-6, IL-7, GM-CSF, G-CSF

y M-CSF (Le y cols, 1987a; Le y cols, 1988, Dalloul y cols, 1991),

pueda tener en la diferenciación T a/jA-$5 intratímica, así como en

la determinación de otros linajes es una cuestión sencilla. En

nuestras manos la única linfoquina que se produce en timo y no por

otros estromas de órganos hematopoyéticos, como son el de médula

osea e hígado fetal, es la IL-ifA., lo cual induce a pensar que esta

linfoquina pudiera jugar un papel esencial en la ruta de maduración

T.

Antes de proseguir con el papel de los factores solubles en la

diferenciación T, hay que considerar que las interacciones con el

estroma pueden constituir un elemento importante en los procesos

de maduración intratímicos. De hecho, el cultivo sólo con

sobrenadante de estos estromas permite una ruta de diferenciación

principal mieloide o eritroide pero no T (Kurzberg y cols, 1989), lo

cual indica que no sólo la disponibilidad de factores, sino la

regulación de su disponibilidad y concentración en un momento

determinado, puede tener un papel crítico en la decisión y proceso

de maduración del linaje T. Se ha descrito que células epiteliales

tímicas se unen a timocitos quiescentes via CD2/LFA-3 (Volleger y

cols, 1987) y que esta interacción no sólo induce la activación de

timocitos inmaduros CD3-4-8- sino que, también, induce la

producción de IL-1 (Le y cols, 1987b>. Esto podría, por una parte,

explicar por qué, aún utilizando dos tipos de líneas celulares

estromales tímicas que producen mRNA especifico para IL-7 y IL-

113 (ETD y EFTII) en los ensayos de diferenciación de precursores

hematopoyéticos de hígado fetal, presentan efectos diferentes,

pudiendo ser muy distintas las interacciones celulares que se

establecen. Para abordar esta cuestión habría que realizar no sólo
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un detallado análisis del nivel de producción de linfoquinas a nivel

mRNA y proteina, sino que, también, la relación de células de

corteza/médula tímica podría tener repercusiones en el

establecimiento de las interacciones específicas. Así, en ratón, se

ha puesto de manifiesto que el tipo de célula tímica epitelial

empleado en los ensayos de diferenciación, no solo determina la

capacidad de maduración de los precursores, sino que, también

modula la subpoblación T madura obtenida en función de la

expresión del TCR y de las moléculas CD4 y CD8 (Palacios y cols,

1989).

3.2. DIFERENCIACION DE LINAJE T FRENTE A LINAJE NK.

DIFERENCIACION DE CELULAS Ta/jA FRENTE A CELULAS TMa.

Uno de los aspectos más sobresalientes en la caracterización

de los precursores hematopoyéticos de hígado fetal es la expresión

del receptor de afinidad intermedia de la IL-2, IL-2RjA y su

implicación funcional en la ruta de diferenciación a linaje T. Sin

embargo la funcionalidad de la ruta IL-2/IL-2R no sólo está

implicado en en procesos de diferenciación y proliferación de

linfocitos T ya que, la expresión del IL-2R también se ha descrito

en células 6 (Tigges y cols, 1989>, (Muraguchi y cols, 1985),

monocito/macrófagos (Espinoza-Delgado y cols, 1990> y células NK

(Siegel y cols, 1987) lo cual podría estar indicando que esta ruta

presenta una función generalizada modulada por el microambiente

de desarrollo. Así, y como previamente fue discutido, la

determinación de linaje T o NK bajo la presión selectiva de la IL-2

parece estar modulada por la presencia de estroma tímico. Estas

células estromales pudieran estar ejerciendo una regulación
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positiva sobre la expresión a nivel proteico de los componentes del

CD3-TCR promoviendo la ruta de maduración T. Por otro lado

experimentos del grupo de Hogg y Spits, 1991, muestran que en

cultivos policlonales de timocitos CD3-4-8- (sin depleccionar de

células estromales) en presencia sólo de de PHA predomina una

progenie celular de estirpe NK. Por lo tanto sólo la combinación de

los dos factores, IL-2 más estroma timico determina una ruta de

maduración T. No sólo nuestros datos muestran que en cultivos en

dilución límite de precursores intratímicos en presencia de IL-2 se

obtine diferenciación preferencial de linaje NK, datos de otros

autores en condiciones de cultivo similares o en presencia de

coestimulantes como PMA, PHA o mAbs anti-CD2 obtienen células

NK (Denning y cols, 1989; Groh y cols, 1990; Poggy y cols, 1990;

Hogg y cols, 1991).

Recientemente se ha descrito que las células pro-T cultivadas

en presencia de IL-4 proliferan y se diferencian hacia células Ty/jA

funcionalmente competentes. Esta respuesta es independiente tanto

de la ruta madurativa inducida por el IL-2/IL-2R, como de la

presencia de estroma tímico, ya que, tanto los cultivos policlonales

de células seleccionadas en base a la expresión de CD7 como los

ensayos de diferenciación en dilución limite en presencia de esta

linfoquina promueven la diferenciación de células T y/8 (Barcena y

cols, en prensa, 1991). Hay que tener en cuenta que la población de

partida, células pro-T, tienen reordenados los loci para la cadena y

y 8 presentando en configuración germinal los loci para las cadenas

a y jA. El reordenamiento y expresión de a y jA, parece, por lo tanto,

depender de señales específicas proporcionadas por el componente

estromal timico, entre las cuales podría encontrarse la IL-ijA,

producida específicamente por estas células estromales. La IL-1 no
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sólo se ha descrito que induce la producción de IL-2 y IL-2R (Falk y

cols,1989; Rothemberg y cols, 1990), sino que también se ha

descrito recientemente que induce la transcripción de mRNA para la

cadena a del TCR en timocitos CD348 de ratón (Takashi y cols,

1991). Los mecanismos que intervienen en el proceso de regulación

de esta cadena a a través de la IL-1 se desconocen, pero pudieran

tambien estar implicado de forma simultanea la activación de las

secuencias silenciadoras de la cadena 5, inhibiéndose la expresión

del receptor -y/8 previamente reordenado en la población precursora,

a la vez que se activa el a/fr lo cual podría explicar por qué las

células pro-T en presencia de IL-2+IL-4 predomina la progenie TaifA.

¿Qué caracteristicas se dan durante la ontogenia de las

células T para que aparezcan primeramente las células T$8? Hay

que considerar que el reordenamieto de los componente del recpetor

$5 se produce incluso antes de la colonización tímica lo cual da ya

idea de la independencia que tienen estas células del

microambiente tímico, al menos algunas de las familias Vy. El pico

máximo de células $5 en el timo humano se produce a la seman 9.5

de desarrollo (Haynes y cols, 1988b) y aunque en humanos no se

conoce con exactitud, por los datos en ratón (Carding y cols, 1989),

que indican la existencia de un pico máximo de producción de IL-4

anterior al de IL-2 en momentos muy tempranos del desarrollo

timico (dia 14-15), podría suponerse que esa aparición temprana de

células $5 en humanos podría estar determinada por la

disponibilidad en el medios de IL-4 que pudiera también estar

implicada en el reordenamiento extratímico, en precursores de

hígado fetal, de la cadena -y del TCR. También hay que tener en

cuenta que la completa configuración del estroma tímico no se

produce has la semana 12 de desarrollo embrionario, momento en el
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cual, la disponibilidad de IL-1 junto con IL-2 pudieran estar

modulando la expansión de las células a/fA.



6. CONCLUSIONES
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1.- Los precursores hematopoyéticos presentes en el hígado fetal

humano entre las 9 y 10 semanas del desarrollo embrionario, no

expresan en membrana antígenos asiciados a linaje T, B,

mielocítico o NK. Tampoco se detectan los antígenos CD34 y CD38,

expresados por precursores aislados de médula osea y timo, ni

antígenos MHC de clase 1 y II. Son células activadas con un alto

contenido en DNA y una elevada densidad de expresión de antígenos

de activación 4F2 y TfR.

2.- La expresión de las moléculas de adhesión LFA-3 y VLA-4 en los

precursores hematopoyéticos presentes en el hígado fetal sugieren

que las interacciones que establen estos precursores con el

microambiente hepático podrían estar mediadas, al menos, por

dichas moléculas, mientras que los precursores intratímicos

pierden la expresión de LFA-3 y mediarían estas interacciones por

diversas estructuras de membrana entre las que se encuentran

CD45, CD7, LFA1, VLA4 y moléculas del MHC de clase 1 y II.

3.- La activación de la expresión de mRNA especifico para CD35,

CD3-y, CD3c y CD3 es un acontecimiento temprano en la ontogenia de

linfocitos T e independiente del microambiente timico.

4.- La mayoría de los precursores hematopoyéticos del linaje T

presentes en el hígado fetal entre las 9 y 20 semanas de gestación

no han iniciado el reordenamiento de los genes que codifican para la

cadena fA del TCR. Sin embargo, el reordenamiento de los genes que

codifican para la cadena ~‘, al menos los que implican al segmento

Vy9, se inician en el hígado fetal independientemente del

microambiente timico. Por su parte los precursores T intratimicos



135

presentan reordenamientos múltiples que afectan a diversas

regiones V’y.

5.- En el hígado fetal no se detectan tráncritos específicos para CfA

ni C’y del TCR que si son expresados por las células precursoras pro-

T intratimicas. Por tanto, la activación de la expresión de genes

que codifican para el TCR, al menos los que incluyen los segmentos

génicos CfA , Ca y C-y es dependiente del microambiente timico.

6.-Tanto las células pro-T intratímicas como las células de hígado

fetal expresan la cadena 13 del IL-2R y unen IL-2 con afinidad

intermedia. La expresión de receptores de baja, IL-2Ra, y alta

afinidad, IL-2Ra/jA, en los precursores hematopoyéticos de hígado

fetal es inducida en presencia de células estromales tímicas.

7.- La activación de los genes que codifican para la IL-2 requiere el

microambiente tímico, mientras que las señales inductoras para la

producción de IL-4 son menos estrictas, ya que esta linfoquina,

aunque en bajos niveles, es producida por los precursores del

hígado fetal en momentos tempranos de la embriogénesis.

8.- La IL-2 es capaz de iniciar un programa genético de

diferenciación en las células de hígado fetal induciendo la

expresión de los antígenos CD7 y C08, generando así una

subpoblación posiblemente intercalada en la ruta de diferenciación

T. Este programa inicial de maduración necesita la presencia de

estroma timico para su finalización y obtención de células T

maduras TCR~8.-
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9.- Las células del estroma timico obtenidas “in vitro”,

mayoritariamente de origen epitelial, producen tránscritos para IL-

ifA, -6, -7 y TNFa. La producción de IL-ijA es específica de células

estromales procedentes de timo, no detectándose tránscritos

específicos en células estromales procedentes de médula ósea e

hígado fetal.

10.- La producción de IL-7 es intrínseca en la mayoría de las lineas

celulares epiteliales obtenidas de timo independiente de su

fenotipo, mientras que la producción de IL-ijA parece depender de la

presencia simultanea de poblaciones TE4~ y TE3~
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THF ORIGINAL SIN OF T CELLS: CONSTITUTIVE ACTIVATION
OF THE IL-2/lL-2R PATHWAY EARLX IN INTRATHYMIC I)EVELOPMENT
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-1

Since 1985, when [líe discovervof
interleukin-2 receptor(IL-2R) expres-
sien on inrrathymicsremcelís (Ceredig
el al., 1985; Raulet, 1985; de la 1-lera
e/al., 1985)rurnedottt tobea largesíep
lewards the understandingof T-cell
development,considerableinsight into
iii is process lías been achievcd.
H owever, alter five vears of intensive
csearclíin (he field, [he whole picture

of maíurarioíai events leading to
generationof marureT celisseemstobe
morecomplicatedIhan expected.This
muybe due to the fact that intral hymic
preli feration aud differentiation are
regulated, en the one hand,by a cern-
íílcx 1 etwork of different cytokines
whiclí dispiaymultiple overiappingccli
functiens,and,en(he other, by celLo-
ccli interactions involving differcnt
thyn,ic stromal components.

Ihis review will focus en what we
have learnt abeur [he functional role
played by activation of genescoding for
differení Iymphokines (notably IL-2
and IL-4) and [heir specific receptors,
in the developrnent of human in-
1 rathyniic ‘¡—ccli precursors.

l)cvelopinental control
neneactivation.

of IL-2/IL-ZR

Despiteconúiiéting reports mainly
in mice, en (he ~hysiological e evance
of [heIL-2 patlLwav u T-ceIl [cren-
riarioíí, ihe vicw Ihar IL-2R «en~activa-
den is a transievtdeveloprncnt~ exent
(de la Llera el al., 1985) is no ,v idclv
accepted.l-lowever, ihe basísfor it 2R
expressionb~ Ii u tatureí1íymoc~1 shas
for a longtime beenpooriy undcrstood.
Ihe IL—2R censistof aí ¡casi two non—
covaleiítly-linkcd polvpeptides, [he
p55/l1.-2R~ (defined bv [he an[i-.Tac
niAb) aud [Iie §75/11—2R p (Su aren el
cl., ¡986; Tsudo el al., 1986;
Teshigawara el al., ¡986). Botlí
moleculesbind IL-2 independentlywith
low and intermediateaffinity, respec-
tively (Wang and Smith, 1987;
Dukovich el al., ¡987; Robb el al.,
1987), but only IL-2Rfl is thought (o
¡nediateIL-2 signaltransduction(Wang
and Smith, 1987; Robb and (ireene,
1987;Smith, 1988).Whereasiow leveis
of IL-2Rp appearte he constitutivciy
expressedOfl resting Lliature T iyrn-
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phocvícs(I)ukovich U al 1987;Bich-
TIíu.uy U al 1987) cxprcssIOnof bor h
¡ 1-2 and II 2R vcncs 1 s specifically 1
<huecúun i esponseo antloenie stimula-
ron triggcrcd b~ [he CD3-T-ccll
recepto;(lCR) eoníplex(Smith, 1980).
By <onfl así actjxation of he
IL-2/1[ 2R pa[hwa~ in [líe thymus
seeníslo precede[heappearanceof the
TCR. Sn hothmiceandlíumans,expre>-
suon of IL-2R~ appcarstobe restricted
u; vivo lo [he subse[ of CD4 — CDS
‘double-negative’’ (DN) tlíyrnocvtes

which comprises ihe prectursors of
(3D4 C[)8 “double-positiv&’ (DP)
and C04 or CDS ‘‘single-positixe’’
(Sin matureT celis.

VAl ‘SÑ

ItLOPMENT

Pompa,

‘e Madrid,

Iinders[anding of [he basic rules
govcrning IL-2R expression by ini-
maturethyrnocyteshasbeenelusivedue
lo ihe intrinsiehetcrogencityof [he DN
subpopulationregardingthc cxpressio¡í
of differentT-cclI markers,[he stateof
actuvationof [he T-ceIl receptor(lCR)
genesor rheirprecursorpotential in dif-
fercuít ¡u vivo and tu vilTo assavs
(reviewed by MÉSIIer, 1938). Based on
ihesecriteria, xve hayotried [o ideníifv
dcveloprnen[al s[ages withíin he DN
eompartmcnlof [he neonatalhuman
íhyiííus and lo define [heir ontogenie
relatiouíships,in order to estabhislí tlíe
in:ra[hymic signais underlyinv
IL-2/IL-2R geneactivation.

)I 1L2/11r21{

~por[s,rnainly
~icalrelevancetcetl differen-
~Rgeneactiva-
prnentalevent
is now xvide]y
asis IL-2R
hynío...,teshas
Iv undersinod.
leas[ txvo non-
peptides, [he

[he anti-Tac
L<§S (Suaronet

al., 1986;
1986). Bollí

~enden[Iyw¡tli
fini[y, VCSPCC-

níi[h, 198?;
Robb el al.,
is thought [o

luction(Wang
aud G~reene,

reasmw leveis
cons[itu[ively
ature T lyní-

Indeed, both CD3 + (cxpressing
eitl>cr TCRc~/por TCRy/5) andCD3
cefls can be observed wi[hin iLe DN
su.h..:t in [he adult thymus (Toribio el
al., 1988a), although precursorsof
<21)3 lCR mature thymoeytes ap-
peartobe largelyconfined[o [he laiter
(Toribio el al., 1986). Interestingly, it
us on [bese CD3 - UN thymocyrcs
(referred[o aspre-T cehis)thai lL-2R~
are preferen[ially expressed (np lo
50 (fa), whcreasa moderale-[o-ncgative
exprcssuon u observed among iheir
putative CD3 DN, DP and SP pro-
geny (Toribio el al., 1988b; 1989a).
More importaní, considering the in-
tra[hymíc signais required to induce
lL-2R~ geneactivation,is [he observa-
[ion [bat IL-2Ra expressionis virtually
abscnt from the earhiest CD2 CD3
DN s¡ubse[ of T-eell precursors(refer-
red o as pro-T celis) (Lohach and

Hayncs 1987) xvhich have icen shown
o he iic uní mediare progenitors of
(1)3 hIN lL-2R,~ thyníocvles
(loribio U al 1988c). In [he liglíl of
beseci s~ 1 líe salucuice of malurational

evení u ‘íd crí’ u nc 1 he ransit io na1 ex —

pressuo u of he II. -2Ra a[ cariy
developníeutalsíagescan be sunímaruz-
cd as follows

CD2- CD3 - IL-2R& -, CD24CD3 -

1l...-2IZo< ..+ C02 <21)3’ IL-2Rcc -.

ilie ;ííain questionarising frorn ibis
sehemeconcerns[hespecific regulatory
signaisinvolved iii [he developmeuítal
prograní of IL-2R.a exprcssionhefore
acquisitionof [he CD3-TCRcounplex.
Curreuít candidatesinelude polyclonal
actuvationmediatedhy t he íuí[eractiouí
of CD2 rnolecules on thvunocytesWitli
[heir LEA3 hig-auídexpressedon thymic
cpithelium(Wohf el cl., 1986). Iii fact,
both IL-2 prodtuction and IL-2Ra ex-
]írcssio¡i appearlo beselectívelyínduc-
cd tdroughthis pathwayluí pre-T celis
(Toribio el al., 1989a). Before CD2
nioleculesarenequired,however,alter-
nativepaíhwavsof activanioninvolving
very caris exprcssedmolecules,or alter-
nativo mechanisnísconrrohling 1 L-2Ra
getie expressionrnigbL he operative.Sn
[his regaid, functional and molecular
st udies tu ave recentlv shown thai
CD2CI)3 DN pro-T celís, altlíough
lacking IL-2Ra niolecules,cons[itutively
displaya 5-Lo- 1 0-fold highernumberof
JL.-2R3 strucrures as compared lo
CD3 malturerhymocytesor peripheral
T celis. llie physiologicalrete-vaneeof
tuis fi rídinc is suuggestedhy experimenus
sliowíng 1 hiat hinding of 1 L-2 [o ni-
dividual IL.-2Rp nioleculesleads[o [he
aciivaUou of dic IL-2Ra gene, and
resuhtsin highí-affinity 1L-2Ra/~display
audcellularproli feration nrearlyT-cehl
precursors. More iunportauíthy, tlíis
1 L-2-dcpeudentpathwayof growthnxay
funcijon in anatutocrinewaybeforeac-
quisition of [he CD3-TCR complex,
sincebo[h C02 and CD2~CD3 UN
thymocy[es, ití contrasí [o CD3
maturethymocytes,areableto produce
constihutivcly[heir oívn IL-2 (dela Hera
el aL, 1987; Toribie el al., 1989b).
Iherefore, as observedfor [he IL-2Ra

•N E (1989),

~uE(I.),324, 539.
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EZcuEL-, ae[uvatEoIu cl 1 L—2Rp aid 11—2
cenes ap pcars u u) he developrncuital Iv
eouit rolled 8% loílúws

El)? CD3 IL2R~

IL-2R3 Ih.-2 -

RaJ5>IL-2
Ih.-2R9- IL-2

luí auzreenwuít\vflh Ihis model,recení
esoIt .s i u: mice i idicate í bat acflvatjo ti

of Ihe 1L-2R~ rene itt [be emhryonie
hy¡nus eloseLy paralleis IL-2-genein-

dí.uetiort(alrcadvevidení al day 13) (Car-
duííg el al., 1989), suggcsting ílía[
col.)rdi uíateací val ion of hoflí genesmay
be a critical matítration even[ lo pro-
uhiote grow[h atíd differentiation of T-
ccli preeursors.

Towards it role tor [he II-2/IL-2R
pathway iii T-ceIl developmenl.

Thíe lattcr híypoihesisis difficull [O
reconcile~vilh cotílroversial reports in
u ceout líe eapabiUy of adulí or focial
UN [lix uiocx es .0 respond to 1 L—2 in
vi/ro ( ‘. en Bor hmer ci al., 1985
(?credic 1986 Loweuítal el al., 1986;
Raulel, 1985 1-lardí er aL, 1985;
Palaciosarud 1>clkoneuí, 1988). Itt cotí-
í tasi, sunuil it su tudies performed in
huníans provide imple evidence [bat
IL-2 is ahleto pronioteprohifera[ion of
intrathymic T-ecll precítrsors (de la
1-lerae/ cl., 1985:1’iantelli el al., 1986;
Torihio cí al., 1988h; Denning el aL,
989).Wc musí aNoemphasizethat, itt

ihe h umaíí thyníus,1 L—2R~ expressiouí
and 11-2-bidoecdproliferation can be
correlatedwith tIíe cellularsizeauud wilh
tIte proporlionof eyclingcelís (Toribio
el aL, 1988h). This is in agreementwilh
he observation thaI cxpression of

II .-2R~ oecuirs duuing ihe Gu phase
of [he ccli evele auid precedesDNA

y itt lies;s tui tui:ut tute T celís (<2amreí1
and South, 1983). In addi[ion, cyclinr
eclís are aÑo observed witlíin
ilie 1 L-2Ra lI..-2Rf~ juro-T celís
which havebeenshown [o prOlifera[e
itt att IL-2-dependentwayevenwilhou[
exogenorus hL-2 suppleníentation.
Thcrcfore, beforeaequisitionof luiglí-
affinfty 1L-2Ra/~, interaction of
IL-2 with intermediateaffinity ]L-2R~
u¡uay be sufficieuuu ro trigger autoerine
prolileration ar early stagcs of T-

ccli dc~clopuiicuí1 (Toribio el al.,
1 989).

WhEjhcr íhw lael of 1 L-2-indtuecd
growth obseu cd uit mice (von I3oehuíícr
el al., 1 %S E credig, ¡985; Lowental
-el aL, 1986)ruflecísejiher [he funetional
s[atus of 11 9 u Lc.cptors cxpressedbv
l)N [luNmocyles the Iueterogcnei[y
displaycd Uy tlíc DN stubscl 0v [líe re-
qttircunentof ddu[iouiah signaisprovid-
cd hy ílue lhyrnie microcnvironmenr
reníajasto he established.Nouue[heless,
receutí studies performed in [hyuutie
organ cultures juidicale thai h [—2k are
indeediiívohved in [he prolifcratiou of
motíse ini ra[híyínic T—eeIl preeursors
(ienkinsouuel al., 1987).

Evetí more citusive has heen [he
dciííonsíra[ion of a physiological
role for IL-2 in íhc differen[ialiouí of
T—ccll preettrsors uit o uuua[uírc T celís.
Niohecul-ar studies devised [o -analvsc
thc ontogeíív of TCR cxíuressuon
indicate 1W <2W • IL-2Rct pro-E
celhs coníain u he ~ aud ~ TCR geuíes
la germultie coufigííuatiotx, ahthnugh
sonie -y irene rearranceníeníscari he
observed.lo eontrasl,y atud ~, huí nor
~, genercarraíigcrncn[sarealreadycvi-
dcnt tu <293 hL-2R~ pre-1 cehis
(Toribio ci aL, 1988c).Therefore,hL-2R
cxpressionaod IL-2-iuíducedprolifera-
lion precedeitt onícecny [be activa[ioru
of íI’e TCR genes suggesting[he la-
veisement ofi líe 1’ “/11 2k patltway
itt [bis proeess. E’ eriunetítal supporí
lcr ihis notion has1’ -ru provudedbv ‘‘ni
vi/ro’’ s[udies show u> íhau II -2 induces
tite di ffercnti alion ol ml ra[ it yníic ¡—ecli
meevu:sors jato boih c ~ (Toribio cícl.,
1 98u ; 1 988c) aod /¿ (lo, uhio cí aL
1 988c; Dcnuíing el al 1989) 4-ecli
lincages. Howevcu it XX LS tt0[ untO
reccntlv thai direcí evideneelot srich a
role has heeuu preseuited III VIlO
(Shtimonkcvit¡ el al., 1987; Tentori ci
al., ¡988).

Lymphokiuics oUier (han IL-2 are in-
volved in T-ceil development.Role of
lhymic strounaicompouients.

Despite[he availableitíformation en
[he physiological relevance of [he
IL-2/hL-2R patluway o T-cell develop-

EVE.Ésíss .ELE$’,Ñ
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jo el iii.,

..-2-induccd
ni Boelínier

• Loweo[al
e frunetional
<pressedby
terogenelly
4 or [he re-
nais provid-
uiviroflment
‘4onc[hcless,

un vmuc
iliL ~arc
ti feraLion of

precursors

ts beco [líe
íysi 010g i cal
en[ia[ioií of
tute T eclís.
1 [o anaíyse

expruissuofl
RcC pto-T
lCR eches

n, although
enis cao be
íd ~, btt[ noÉ

alreadycvi-
prc-T celis

re/ore,IL-2B
cd prolifera-
líe ae[iva[iou
sting [he itt-
-2R paílíway
:uital ipoil

t 1 L-2 induee~
.thynucT-cc 1
Foribio ci al.,
oribio e, aL,
1989) T-ceIl
¿is uíot uotil
ice for suclí a
Lcd ut vivo
7; Tentoil el

ítem - a tole lot otíier Ivutíphoki¡íes jo
tuis processu;íay be cuivisaged.Amooe
1 luchE- 1 L -4 siarucisoíu 1 as a physio!ogwal
etowtít lacÉor fo r unmal uve DN
[Iíyrnocytcswhjch, ¡o ruin, exprcsshigh-
affini¡y 1L-4 receptors(Lowental el al.,
1988) andproliferate in response[o 11<4
vta aut 1 L-2-independeo[pathway(Zior-
nik ci al., 1987; Palaciosel al., 1989;
Bárccxíael aL,1990>. In si/u bybridiza-
Ituin <ludieshavealso shown[bat mosí
toetal (Siderasel al., 1988; Cardiogel
cii., 1989) andadul[ (dc la Pompael al.,
19901 DN thvrnocytesare also able to
proditee 11<4. In[erestingly, production
of aodrcspoosivenessro both IL-2 and
11<4 eauí be aseribed Lo the sarnein-
tranhvrnicsuhset(B-árcenacíal.. 1990;
de la Pompael aL, 1990), eveuí aL ilie
singleeclI leveí (Pelkonenel al., 1987).
I’hcse dma suggest titar a de/loire
stuhscí,rzuherrhandiffcuent inrrathyníic
subpopu¡a[ions,would be able lo res-
porud lo different gtowl Ii factors. libe
alíertíalNc useby a eiveíí T—ccíI precur-
sor of cillíet Iyníphokineunas Ihus he
dricen by iheir availability withiíi dii—
teten liyníic microenvironoíeuíls, 01 ¿it
diflerenr developíncuitalsiages(Cardiiig
el al.. 1989). Sn any cveo[, [he decision
would he critical in deterrniningcorn-
rnirníentlo líe T-eelílineageand,even
íiiore impor[anl , difieren[iatio¡í íííto
either ~./i or -</8 ma[ure T celis. Sup-
porriog [bis view, we haveobservedthat
11-4 prcfere;itially drives differcuítia[ioo
uno TCR/S-bearingT celis (Báteenaer
al., 1990), wííereasrearrangernentand
expressionof TCRw’3 genes rnay he
selecrively inducedby IL-2 (Toribio cl
aL, 1988c).

llie autocrine hchaviour of borh
IL-2/IL-2R arud IL-4/IL-4R pathways
does tuol precludeIhe iovoíveoíentof
o[lícr growtlí pathwaysthroughoutT-
ccli developnícnt.Ra[her, severaSo[hcr
cy[okines, including IL-1, IL-3, IL-6,
IL-?, C,-CSFandM-CSF appearto be
producedintrathymicalíy (R. Cercdig,
Le el al., ¡987, 1988; Dcnning el aL,
1988;Goodwin ci aL, 1989; de la Pom-
pacíal., 1990). Mos[ of [hem, al[hougb
displaying píciotropie effccts on dif-
ferení cellular componentsof [he irn-
ríituuíe system,havebeenshown[o affec[
líe proliferation of jununature

IL-2 are in-
není. Role of
nts.

uformationon
ance of [be
‘-ce11 devclop-

ílivuiio 1 s lluits, mí u atluvuiiie —cefi
prccuu sol 5 art. ableLo bíuíd tuid respuod
lo iL 1 <lioxte U «1 19Sf; le cí aL,
1987) II 1< credo. 1986 Dcouíiutgci
al. - 1988>,u.nd II 7 (W isonel cl., ¡989;
Foribuo cl al íuo1iublusíied resulís),

m-ainlx ílírough an 11
9-dependcnt

parhwa\ Exustenceo> an IL-2-de¡ícuí-
deuit rncehanism is also likely to be
¡esponsiblefon [hesyncrgmsticacriouíof
11-6 wiíh IL-2 and IL- 1 in stimula[mng
ib vuiíocx re íí rol i feralinri, alrhorígh a
diícct role of IL.-6 in ~~tornotíng
thvrnocvtegrow[h catínol he exciuded
(J.cen al.. 1988). In addi[ioo, thecffects
of IL-1, IL-3, 11<4, C-CSFandN1-CSF
no í he proliferatiooauid differentiarion
of non-lxoíphoidcdl lineageshaveaNo
been suggested(Denningel al., 1988;
Kurlzberg el al., 1989; toribio ci al.,
títiptublislied restulls).

1-he irnpíicatiouísof rhcsc findiogs in
r-ccíl developuneníshonld be auíalyscd
couísudcnio”tlíc polential role í bat dii
fcrent soluble factors enuld íílax uit
rcgulaiun~Ihe ie[ival.ion of genescodíng
fon othLu Is oíplíokioesand theuu u ecep
tors - Siut.h regrtlatorv fiuoeluoiís lia\ e
beco dLníoostíMcd fou 1 L— 1 w luch us
ahle[o i aducesnort wavesof 11 ‘ pro
duerion ni nnrnarurc VN thyrnoevte;
(Rothenhergel aL, 1989).Productionof
IL-2 can also be induced bv 11<6 jo
níatureíhymoeytes(Le cl al., 1988). Sn
addition, IL-I (Falk el cl., 1989), IL-3
(Birchenal-Sparksel aL, 1986) aod IL-6
(Le el cl., 1988) appearlo upregulate
ilie exprcssion of JL-2Ra ox>
thvrnocvtcs, wlíercas IL—2Ra dowo—
regulation can be induced by IL-4
boíh in thvníoeytes (Bárcena el al.,
1990) and B celís (Loughnao and
Nosgal. 1989).Activation of lL-2R~ ex-
prcssioui lías aÑo beco observedin B
eclís ití responsetu) 1 L-5 (1 oru2hnanauíd
Nossal, 1989).

Finaily, we have [o considertlía[
thyrnic stromal cornponen[s, mainly
epí[belial celís, appear[o be [he main
source of cy[okine production itt [he
thymus.fu vi/ro s[udies suggestthat,
in addition to soluble factois, dircct
contacrbc[wccn T-cell prccursorsauíd
stromal coníponentsmusí also be re-
quired [o induceelfective intratbymic
differeníia[iouí of T celís(de la Heracl



~mrz

30’ 3/sí I~Ql?UN! IN IMMUNOL0(1Y

al. , í 989 1 a ocios c~’ u,l., 1989). • Diese cd frorn [Fuesei uíí erad i o uís are as vcu 1>. xv

data 1 riel i cate thai holIt 1 he U evel op— it u k iiowut, it seeuíís Ii kels 1 bat t he> are
ticutial control of cvtoki oc produuctmoo clirectly involved lo regulatiogtite indu— Dt LA 1>1)

arud Ihe interactiojí “lIb appropriate cihility of IL-2 arud IL-2R genesjo T-cell R E U,

hyoiic strornaícooípooeotsrnay be<-nl- precursors.Thiswould allow tite acqui- Renuí, R.
cal iii deteruniiíiíígcelí-Iluicagecornííút— si[ioo of att IL-2—rcsponsivesiatewhich, Roi,uí, 14.

oteros frorn mu[ipotential prccursors. iii [urui, wiIl ensurepolyclonalexpansioo
Although llie accivatino signalsderiv- attd T-ceíI lineagecommmtrnent. RoííuEvgu

Sn AROS,

Refere,íces. Ssíí tu, 1<
Mxii u-ii, 1<
Tev uov[,

BATE l.>N.S, A., It EEClIitt•i, Ni. 1 . , 1’ TE,’’ u, L . & rvI,x vii vEZ—A, U - (1990), J. exp. Mcd., (iuí press) - nosu(;w~
B¡íu—Iuut;v. LE.. DuKctí TE uu, NI., Prírícu<, Nl., Eauu7u, AS., Kuuí4u , IR. & Cvi e-vr. ~ Tu,vuutuo,

(1987), .1. Ini ,,,umil. 139, 1550.
BIRLE Il:Nkti -Suxx~e;. Nf, E~vv>v, XV., Rus’>>, Ii., K uit uAN, P. & Ruy-euní, F.W - (1933) Tovuuuuo,

.Sciencc, 233, 455.
CAN HEu]t, DA. & .Ssivuu, K.A (1933). J. exp. Mcd., 158, 1895.
(iSí<iiivo, SR., it nKINSEiN, El., Kvaisíois, 14., 1-IAYu)AY, ~ Boií-t»íí ‘~, K. & OWEN. ItT Tu.ívtuiuo,

1939), Proc. tui; .Au<cd Sri. (Waslí.), 86, 3342.
¡TE]- u,uE;, 14.- 1 cmi<¿-ti .3.W. - N .t&t«it y, M - & Nl -xcDováíxu, 1-1.14. (¡935), Ña/cite<1-onU.), 314 T vi vio -

98. Tevivví,
Ch uúuu ,, 14. (1986>, .1. Pn,nunol. , 137, 2260.
l)rvvivu, SM. 14< Kl /111RE 1 1 vi ír D 5 & l-lw NES, FI. 1-. (1989), J. Jmn;unol . 142. 2988 1’ *11110,
DENNINO, SM. Lis E,’flu ~<, 1 Lt. 1 1- 1 tít,. O T., Síí<í,nu<, K.H. & U tYNES, 8.F. (1988)

l’,oc ,ící A red Sé, (XX aUi ) 85 xl2=
l)íívovtcii, Nl., XX XNO ‘u Tui 1 tI KA E,’ P Ciii rs, BR., KFu-ERL, 1.[-1- & QueTESE- XV E Tsv títi~ [3

(1987) Nc/me~IonU ) 327 518
lixí>, XV,, Ni AN\t u O N 1) o urs U & Kv x’uu w P.H - (1939), J. Jmmuuol., 143, 513. “<‘, Boro
(iu,ouwuns, 14.0 1 xi Ii> 5 Y H\itrTErTE A EIJLvTEíun, 14.1., IERZX, 14., CE.FVuLNCEYN, XX., (jiTE XX ‘vi-., li

0, 5 (1> .1x< O & N x.uív A L (1988), Proc. ¡ial. Atad. Sc!. (Xvash.), 86, 302 W UNOS,

1 IATEDí , < .. t)i XV x>iu iv i & XX tu su i II ( 193í) J. finmunol., 134, 3891. XVoí u
l)t <xlii ex, A. ¡ «uit Nl 1 Xl xnoí u, ( & Nl xví-ivío—A., (i. (1935). Proc-. mil. Acad.Sc!

lWaslí.;. 82. 6268.
1), u II TEA, A. - Tctviiítu,, Nl, L.. MARcos, MA. R -, MÁRQUEZ, E. & MÁuU isitz-A -, U. (19371 t)iNiK,

Eurojr J. l,,íuíuncjl, , 17. 633.
Ou. A liiii A, A - , Nl Ai>tY<IN , XV - , ARAN líA, U., low u mo, M -1,. & MAktiNu-z-A _ U - (1989), mier

,ualicnucl Iin,nu,uol., 1, 471. U,
hect , RU., 1 uiw¡síst , 1W. & Msu:Dosruí.iu, ¡IR. (1986), J. Jmrnu,uol., 137, 3195. 0113 tIte E

u NKiN’.ii\ , Fi,, K¡ ,~ EN, 14. & (Icí .N ji .T. (1937), Nalure (Lond >, 329, 160.
Kt!ví,’ííí u<,,i., lii UNEN’.. SM., Ni> ox,. EM., Suvíit-.v. K.H. & HAYNukv. B.F. (1939),Proc. mil

Atad. Sc!. (Waslí.>, 86, 7575.
bu- - 1>.-L - , Ti TE, 1).!., II SARI .mEí, Cli - A., II AYNuIS, FI - 1. & SuSOTER, 14.1-1 - <1987), J. hrumwuol.

¡38 2520.
It 1 LItE ti ItECTEStorE, O., Reus, L.fÁL., DuAMANSíTuN, T., 1-1 uRANO, 1., Kusu-uuMoTo, T. & VITEcECTE,

J (1988), Proc. naí. Atad. Set (Waslí.), 85, 8643.
Lu 1 ‘1 KuRnzututuw, 1., BRANOT, S.J.,Nuusneu.,J.E., I’IAVNES, EF. & SuNGLiE, K.H. (¡988),

1 Inununol., 141, 1211. DISCUS
LouuÁau 1) 1’ & I-IAVNELS, BU. (1987), J. clin. línmunol., 7, 81.
F.oEIOHNAN M 5. & Novoxu, 0.]. (¡989), Nature (Lorud.), 340, 76.
Lowu NiAl 1 W., Beta, RU., CERLuiIO, 14. & MÁCDoNÁ¡,o, RU. (1986), J. lininunoL. 137, A. dc la

2579.
l.ElttiNu \u , 1W., RANSON, 1., HowÁu<uí, M. & ZTEOTNIK, A. (1988), 1. Immunol., ¡40, 474. E’. y. Pc
Mcii uy, 0. (1978), Inunnuol. Pee., 104.
PAu ~cuutv, R. & PELTEONLIN, ]. (1988), lininunol. Rey., 104, 5.
PAl Atuos, R., STUuE?TE, 5 .,SAMAREIHS, 1. & Mxucuusus-A.,C. (1989), EMBO 1., 8, 4053. Wc
I>u:E.Kt>NIYN, 1., Síusz.uc~s,P., RAMNIE’.N5Eu , U-O., KAREATEAuNEN, K. & PAu ~cuos,R. (1987), J. cxli shif[ itt

Mcd., 166, ¡245. growth



Imm unology

INVOLVEMENT OF TUlE INTERLEUKIN 4 PATHWAY

IN TUlE GENEIRATION OF FUNCTIONALL ~ T CELLS

FROM HUMAN PRO-T CELLS

(CD3-complex/yST cells/Interleukin 4/”]? cd development)

Alicia Bárcena, María JoséSánchez, JoséLuis de la Pompa,

María Luisa Toribio, Guido Kroemer, and Carlos Martínez-A.

Centro de Biología Molecular (CSIC)

UniversidadAutónomadeMadrid.

Campusde Cantoblanco,28049- Madrid

Correspondenceto: Dr. C. Martínez-A
CentrodeBiologia Molecular(CSIC)
UniversidadAutonoma
Camnpusde Cantoblanco
28049Madrid, Spain
Tel. 341-397-4252

Fax. 34-1-397-4799

Abbrevations:LL-2, interleukin2; 11.4, interleuldn4; mAb, monoclonalantibody,

TCR, T-cdll receptor



2

ABSTRACT

We have usedthe techniqueof iii situ hybridization to investigate the

transcriptionof genesencodingtheCD3-compiexand[helymphokineIL-4 by human

pro-Tcelis,i.e. celisthat phenotypicallyresemblethoseT ccli precursorsthat colonize

the thymusduring early intrathymic development.CD1-2-3-4-7~8-45~pro-T celis

isolatedfrom postoatalthymi via immunoselectionwith a pannelof specificrnAbsare

alreadycommitedto te T ecU lineagesincemostof themtranscribete genesencoding

te 8 ande chainsof theCD3complex.About hall?of suchpro—T celissynthe-sizeIL-4

mRNA in theabsenceof any exogenousstimuiation.Uponculture in te presenceof

IL 4, pro-T celisextensivelyproliferateand differeniiateinto functionallycompetent,

mature“ylB T celisexpressinga T ceil receptorrepertoiresimilar to that of y/8 T celis

thatcanbe found in postnatalthymus.The]L-4 responseof pro-T celisis not mediated

by inductionof [heIL-2,IIL-2R pathwayand,u~ilike IL-2 driven T ceil differentiatiion,

doesnotrequirete pre~enceof suomalcelis.Takenaltogether,teseflndingssuggest

that an autocrineIiL-4 mediatedpathwaymight be implicated in early thymocyte

differentiation,namelyiii te generationofT cellsbearingte -tS T ccli receptor.
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INTRODUCTION

Hematopoieticprecursorsansein [hefetal yolk sackandmigrateto thefetal

uva. From there,T ccli precursorscolonizethe thyrnic rudimentwheretheygiverise

¡o two nulajor ccli populationsdefinedby [heexpressionof the ‘yl~ and a/fi T ccli

receptorheterodirners.Developmentalstudiesin mice support[henotionthat y18 TCR~

celis predominateearly in fetal devclopmcnt,whereaso113 TCRs accountfor [he

majority of matarepcripheralT celisin [headult. The mechanismsthat control [he

developmentaiexpressionof thesegenesduring intrathymic T ccli precursor

proliferation and differentiation remain Iargely unknown. In humans, the

characterizationof hematopoieticprecursorsthatcolonízete fetal [hymusat 7 weeks

of gestationhasailowcdto definethcpbenotypeof [heearliestintrathymicprecursors.

Theseprogenitorceusdisplay[hepan-leukocytecommonantigenCD45andCD7, [he

carliest7 ccli marker,but lack surfacecxprcssionof otherdifferentiationantigensof

the T ceil lineage, suchas CD2, componcntsof te CD3-T ccli receptor(TCR)

cornplex,CD4 and CD8 (1-2). This popuiation,referredto as pm-Tcelís(3), hasalso

beenisolatedfrom post-natalthymus.Pro-T celis,which consútutivelyexpressthc 13

chainof their.terleukin 2 receptor(IL-2R) (4), respondto IL-2 by proliferationand

differentiation,providedtheyareco-cultaredwith [hyrnic stromacdlls (5, 6).

Recently,it hasbeenshownthat monsefetal thymocytesconstitutivelyexpress

interleukin4 (IL-4) at themRNA level (6). MouseThy-1~ CD4CD8~ [hymocytes

growanddifferentiateinto CDS+cytolytic matureT cdlis aherprolonga!culturewith

LL-4 (7) andadult daublenegativethymocytesproliferatelii responseto 11>4(8). La

humans,it hasbeenshownthat IL-4 displaysgrowthfactoractivity for bonemarrow

celís(9), total thymocytes(10)and CD2~34-8-immature[hymocytes(pre-Tcelis)

(11, 12). “[bese data,togetherwith oir previousresultsshawingthat IL-4 isagrowth

anddiffercntiationfactorfar immatureCD45~7~2~1-3-4-8-thymnocytes(pre-Tcelís)

(11), promptedusto investigate[heeffectof IL-4 on humanpro—T cdlls. Theresults
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presentedin this communicationindicate that pro-T celís (CD45~7~1-YY4-8-)

transcribein majority the genesencodingthe 5 and e chainsof the CD3 complex,

supponingtheircommitmentto [heT ceil lineage.Iii addition,up to 50%of pro-Tcelís

consthuúvelytranscribethe IL-4 gene.ExogenousIL-4 promotesboth the ¡ti vkro

proliferationanddifferentiationof thesecelísvia an IL-2/IL-2R-independentpathway.

Most of ¡he surfaceCD3~ T-cells generatedin vitro with IL-4 expresstheyí¿-TCR,

and only a minorpopulationof a]fl-TCR~matureT celisareobtained.ThematureyíS

T cellsgeneratedceasetranseriptionof[heIL-4 geneanddisplaycytotoxicactivity in a

redirectedlysis assaysystem.Thesefindings support the involvementof the ]TL-4

pathwayin ¡heintrathymicdifferentiationofT ceil precursorslino ~5T-cells.

MATERIALS AND METHODS

Monoclonal antibodies (mAbs)

The following mAbs were employed:Nal/34,anti-CD1a(13); Lcu 5b, anti-

CD2, from BectonDickinson (MeuntainView, CA); SPV-T3bor Leu 4b, anti-CD3

(rcf? 14 anA BectonDickinson,respectively);HP2/6,anti-CD4(15), B94 orLe-¡ 2a,

anti-CD8(ref 16 andBectonDickinson,respecúvely);3A1, anti-CD7(17); Mol, aiti-

CEfi ib, from Coulter Clone (Coulter,Hialeah,FL, USA); Mo2; a:ni-CD14(Coult.r

done);anti-CD16, Leulí (BectonDickinson);anti-HNK-l (18); GAP 8.3, anti-CD45

(15);W6/32,anti-HLA class1(19); Edu-1,anti-HLA classU DR (20); MARlOS, anti-

a chainof IL-2R (21); YTA-1, anti-p75protein(22); TCR-delta-1,anti-5TCR (23);

WT3 1, anti-a¡li TCR, from Sanbio (Uden, Holland); 5-TCS-1, ami-VSI. relata!

determinantTCR, fmm T cdl Sciences(Cambridge,MA); BB3, anti-V82TCR (24);

ligA TCR (25).
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Quantitative flow cytometry

Quantitationof the surfacestainingof 5-10x104viablecelis wasperformed

wiáu an EPICS-Prof¡le11 (CoulterEleúronics,Hialeah,FL) flow cytometer.Cellular

staining was perforrnedby indirect immunofluorescenceat 4x>C for 30 mm witlí

saturatingamountsof the correspondingmAbs, followed by incubationwith FITC-

conjugatedF(ab32goat-anti-mouseIgG (Kallestad,Ausún,IX) usa!as second-step

reagentin singlestainings,aspreviouslydescribed(3). For two color analysis,celís

were further incubatedwith PE-conjugatedor biotin-conjugatedmAbs. Irrelevant

isotype-matchedmAbs from BectonDickinson wereusa!asnegativecontrois.The

datawereanalyzedfor representationusingte Flowsysprogram(26)

Isolation of thymocyte populat¡ons

Normalhuman[hymocytesuspensionswereobtainedfrom thymusfragments

removedduringcorrectivecardiacsurgeryfrom 1 monthto 3 yearoíd patients.Viable

thymocyteswere isolated by Ficoll~Hypaque®(Pharmacia,Uppsala, Sweden)

centrifugation.Pro-Tcellswereimmunoselectedby treatmentwith mAbsfor 30 mm at

42C, followed by 45 mm incubaticunat 379C with a 1:4 dilution of non-cytototoxic

baby rabbit complement (Sera-lab, Sussex, UK). The mAbs used in the

immunoselectionwere directedagainstCD1a,CD4, and CD8. Viable celíswere

- recovera!by centrifu,~a~Úonon Ficoil- Hypaque®,treatedagainwi[h [heconesponding

mAbs, andincubated30 mm at 4%?with magnetiebeadscoatedwith affinity-purified

anti-mouselgG (DynabeadsM-450, Dynal, Oslo, Norway), according to the

manufacturer’srecommendations.In a subsequentprurification step, celis were

incubatedwith anú-CD2 andanti-CD3ami separata!with magnetiebeads.Usingthis

procedure,the separationallowedfor the rautineisolationof highly purified cd

preparations(>99%pum).



6

Cdl cultures

Pro-Tceliswerecultura! in 24-well macroplates(Costar,Cambridge,MA) at

1.5x106 celis ml-l in RPMI-1640(Gibco, Paisley,Scotland)supplementedwith 2

mM L-glutamine, 10 mM Hepes,10%decomplementedpooledhumanAB serumand

antibiodes,itt thepresenceof [he indicatedconcentrationsof IL-4 (Sandoz,Basel,

Switzerland)or IL-2 (Hoffman-LaRoche,Basel,Switzerland).Proliferativeresponses

were measuredby 5-(mothyl-[3H])-[hymidine (AmershamCorp. Amersham,UK)

incorporadon.Cellswerecuhuredin flat-bottomed96-woll microtiterplatos(Costar)in

0.2 ml (106celis mi-1) of completemediumor supplementedwith lymphokinesas

indicatedin eachassay.Theproliferationwasmeasuredafteradditionof 1 gCilwell of

[3H]-[hymidine for the last 18 hoursof culture. Eachvaluerepresentsthe meanof

triplicatecultures.Standarddeviaúonswere<10%.

L¡mit¡ng dilution analysis

Purifiedhumanpro-T celíswere clonedasdescribed(11). Briefly, pro-T celis were

diluted in IL-4 (160U/mí) andPMA (0.02ng/mí) supplementedmediumcontaining

irradiated(4000rad)peripheralblood leukocytos(1x106/ml) andEBV-transforrnedB

celis (1x106/nil). Celis werecultvredatadensityof 10, 3, or 1 celI/well in Terasaid

microwdll platos(254d/wdll) duiing 7 to 10 days.Tho growingceliswereexpandedin

[he sameconditic-i: in roundbottom 96-weil microthor platos (200 gl/well) and

restimulatedonceper woek. Aftor [hrooweeksin culture, celiswero phenotypically

characterizedby FACS analysis.

Label¡ng of cDNA probes

AII probosusa!for iii situ hybridization wcre cDNA fragmentslabelod

accordingto the protocol suppliedwith thc BaohringerMannhoimkit for random

prunedDNA labelingwith digoxigonin-11-dIJTP(Boohringor,Mannheim,FRG).

DNA fragmentswerepurified by electxveluúon,fallowedby dejonizationon Eluúp®

columns(SchleicberandSchuell,FRG). Tho labollingreactionwasstoppedby adding
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10 mM EDTA, and tille solutionwas usedwi¡hout further purification. The cDNA

probesencodingCD3b(27) andCD3 t (28) werekindly providedby C. Terhorst.The

cDNA probesencodingCD3y (29) and CD3 ~weregifts from M.J. Crurnptonand he

cDNA probespecificfor IL 4 waskindly providedby K.Arai (30).

In situ hybridizatíon

Freshly isolatedpro-T celis (5-10 x 104 colís/silde)were appliedto poly-L-

lysinecoatedglasssudes.Paraformaldehydofixed sudesworo parafinedand stored.

After deproteinationwith 0.1 M Cliii, prehybridizationandhybridizaíionstepswere

carriedout accordingto[he protocoldescribedhy J.L. de laPompaot al. (manuscriptin

preparation)basa!on the metihoddescribedby Tautz and Pfeifle (31). Digoxigenin

labeledprobeswere usedat a concentradonof 0.8 gg/ml, 100 gí per sUde and

incubatedovemightat 42%?. Slideswereincubatedfor 2 hourswith anti-digoxigenin

antibodyconjugatedto alialinephosphataseata1:1000dilution in PBT (01%Tween

20 in PBS), preabsorbedwith freshthymocytesandwashedextensivelyin PBT. The

reactionwasdevelopedby incubatingfor 6 h at roomtemperaturein a solutionof

niurobluetetrazoliumand X-phosphatesolution,in [hepresenceof lmM lQvamisole.

Thecoleurreactionwas stoppedwith Tris-EDTA andsudesweredehydra-:edbefore

mountingin DPX for microscopicexamination.

SlCr release assay

Humanpm-Tcelis,eitherfreshly isolatedor cultura! in 24-well macroplates

(1.5x106celismi-1) weretestedfor cytotoxicity against5x1035lCr-labelodtargetcelis

at ‘various offoctor-to-targotradasiii a 4 tu 51Cr-roloaseassay(6). Resultsshawtho

meanspecific51Cr-releaso(%) in niplicatewells.
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RESULTS AND DISCUSSION

Human ¡ntrathym¡c pro-T celis are comrn¡tted to the T ccli lineage and

transcribe the IL-4 gene

Pro-T celis (CD4S+7+1-2-3-48-)(6) can be defined as [hemost irnrnature T

ceil subpopulatian up ta now identifled in postnatal human [hymus.The early T celí

precursornatureof ¡bis population is supportedby its antigenicmake-up,which

resemblesthat of e.arlyembryonicthymocytes(2), andtheir capacityto differentiate

mto matureT celisafter in vitro culturewi[h JL-2 (3,6).Enrichmentof thymic pro-T

celiswasachievedby afour-stepimmunoselectionmethodusingmAbs (spccific for

CDla, CD2, CD3,CD4, CDS) plusnon-cytotoxiccomplement.Highty purifiedpro-T

celis (>99% pure as measuredby flaw cytametry),representing0.15-0.3%of total

thymocytes,expressCD45 (99%) and variableamountsof CD7 (50-75% in 12

differentexperiments).This populationlackstite expressionofdifferentiationantigens

specificfor 1 cells sud asCD1, CD2, CD3, CD4, C08,a/fi-lCR or yl8-TCR, IL2Ra

(tac)-,markersspecificformyelamonacyticcelis(CD11b,CDL4>, andtite NY. surface

moicculesCD16 andHNK-1. It expresses-JL-2R[3 (6-15%,asassessedby me mAb

YTA-1), 1-RA class1(80-95%)andclass11(21-40%)(ref. 3 andnot show$ Pro-T

cells incubated36 hours with mediumdevoidof lymphoki-at~sdid not reexpress

mañcerscharacteristicfar mature1celis.

Pra-Tcelísweresubjectedto iii situ hybridizationwith probesspccific for tite

genesencadingtite monamorphicCD3-y,-5,-eand~chainsof tite CD3-TCRcomplex.

Expressionof CD3 encadinggenesis restrictedto cellsof tite T-lymphocytelineage

(13) - with tite exceptionof tite t chainwbich is a]sopicsentiii CD3- naturalkiller cells

(32) - ant! is thoughtto be oneof tite flrst evenis¡hatcomniitsto the1 celI lineage,

precedingthecxpressionoflCR genes(28,33-35).As showniii Fig.1, mostfreshly

isolaxedpm-Tcelissynthesize¡uRNA fortite 5 ant!£ CD3 genes(>90%,Figure 1). La

contrast,tite transeriptianof tite yandC genesis limited to 30±5%and 15±5%of total
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pro-T celis, respectively.Titesedata,togetiterwith oir previousfindings that pro-T

celisllaverearrangedandtranscribetite TCR-ygenebut ¡be TCR-aand-Bgenesstill in

germ-lineconfiguration(3-6), blm to tite irreversible,ahbougllearlyT cefi lineage

comrnitmcnrof ¡bis tllymic subpopulation.

Tite ability of mousefetal thymocytesat day 15 of gestadonand newbom

thymocytesto constituúvelyproduceIL-4 hasrecentlybeendescribed(7). Wc llave

nowinvestigatedwhe¡berneonatalhumanpro-Tcelisareableto produceIL-4 mRNA.

As sbown in Figure 1, 50% of pro-T celis expressIL-4 mRNA, whereasIL-4

productionis restrictedto 1-2% ofpolyclonally activatedperipheralT cells(36), total

thymocytes(not shown),ormatureT celisgeneratedfrom pro-Tcelisby culturewith

IL-4.

IL-4 promotes tite growth and different¡ation of human pro-T celis v¡a a

pathway ¡ndependent of IL-2

Freshly isola¿edpro-T celís were cultured in tite presenceof optimal

concentiationsof IL-4 (160 ng/mI) (11), ant! tite proliferativeresponsewasmeasured

by assessing[3H]-thymidineincorporationafterseveraldaysof culture(Figure2). IL-

2, whic 1 is knownto sLímulatetite growthof ¡bis cdl population (6), wasusedasa

positive control. As shown in Fig. 2, IL-4 is capableof inducing significant

proliferationof pro-Tcellsin tite absenceof additionalcostimulatorysignais¡batwould

be necessaryto rendermatareperipheralT celisIL-4 responsive(37).

Wc havepreviouslyshownthat att autoerineIL-2 pathway(constitutiveIL-2

productionant! IL-2R expression)participatesitt tite expansionof thymic pro-T celis

(3, 4). However,IL-2 is notimplicated iii titeproliferativeresponseto IL-4, sincetite

gmwth-promotingeffect of IL-4 att pro-T celis was noÉ affectedby addition of

saruratingamountsofniAb directedagainsttite IL-2Rachain(Tac)(Hg2). Tite ability
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of W-2 to promotetite grow[h and differentiationof pro-T celishito mature,TCR-

bearinglymphocytespromptedusto investigaletite differentiationinducingpotendalof

IL-4. To [Iris end, CD45+7+1-2-3-4-8-pro-Tcelis were cultura! in tite presenceof

160 ng/ml of IL-4. The acquisitionof C02, CD3, CD4, CD8, u/fl-TCR andy16-TCR,

wasanalyzedafter3, 5,9, and 14 daysof cultureby flow cytometry(Table 1). CD2

was consistentlyfound to precedeotller markers,titus giving rise to tite in vitro

counterpartof [he intrathymicpre-T cdl subpopulation(CD2~1-3-4-8-,day 3). Tite

acquisitionof CD2 was followed by tite expressionof tlle CD3/TCR complexon

doublenegativetllymocytes(CD2~1-3~4-8--)and,ultimately, by ¡be appearanceof che

accessorymoleculesCD4+andCD8+. Interestingly,apreferendaldifferentiationhito

celis bearing‘ylS-TCR and CD8 at tite expenseof a/fi TCR andC04 wasconsiscently

observa!in tite presenceof IL-4. TheT celí markerCD7and te YTA-1 antigenwere

graduallyexpressedon mostof ¡he cultura! celis.Maximal cxpressionof tite IL-2a

chainwasdetectedatday 5 of cultureanddecreased¡bereafter,perhapsmodulacedby

the autocrineproductionof LL-2 in culture (4). Tite leveisof surfaceHLA classII

moleculesdo not dllangesignificantly thmughoutte cultureperiod.

To characterizetite lymphocytesgeneratedfrom pro-T celiscultura! in [he

presenceof IL-4, two-coborflow cytometryanalysiswas carriedout after 18 days

witen che5ulturedcelisdisplaya scablephenotypeandonly asmall population(3%)

remainsundifferentiated.As shownin Figure3, 96% of tite JL-4-culturedpm-T celis

co-exprcssCD45 and CD7. Thevast majoricyof cheprogenyexpressesCD2 <90%)

andtite CD3I1’CR complex(80%).Wi¡b reganlto ¡be acquisitionof CD4 ant!CD8, a

preferencialdifferentiation into CD8+ T cells (40%) vs. CD4~ cdlls (6%) wasa

consistentfinding. Tite observacionthat 11>4promotestite expressionof CD8 in

humanmaureCD4~ clones(38),aswell as lii mousefetalpro-T cells(39),is in Une

w¡th chis flnding. A high proportionof cdlls exhibit a double-negativeCD4-CD8-

phenotype(38%), and a small subpopulation(4%) displays a double-positive
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(CD4~CD8+)phenotype.This low level of double-positiveT celís(2 to 7%of total

celis)wasrepeatedlyobserva!in six independentexperiments.

Two findingsexciudethat tite acquisitionof T celí markersweobservewitll IL-

4 is due to overgrowtb of mature contaminantT celís: (i) Iii tite absenceof

costinuulatorysignals,mature‘jIS 1 cellsdo not growin 1L-4 containingmedium(11>;

(ji) asmuchas10-20%of pro-Tcelísproliferatein responseto IL-4 asestimatedby

extrapolationof tite growthcurveor limiting dilution analysis(11); (iii) in tite presence

of IL-4, pro-Tcelisacquirecytotoxicactivity afteronly 5 daysof in vitro culture(data

not shown).

IL-4 promotes d¡fferentiation into CD8~CD4 or CD4CD8 ‘y/8 T celís

Most CD3~ T celís generatedin tlle presenceof IL-4 (55-90% in six

independentexperiments)expresstite $S-TCR (asdefinedby tite mAb anti-CSTCR

delta-1)and only a ¡ninorpopulation(5-20%)bearstite a/fi-lCR. Titese‘w5-TCR~ 1

celis exhibit a low (0-10%)expressionof CD5 (not sitown). This is in contrastwith

tite CD5expressionnormallyfound on alargemajority of peripiteralblood1 celis(40)

and on tite ~13+subsetgeneratedin our cultures(6). Interestingly,tite recit ocal

distributionof u/fi andy’S-TCR bearingT celíswasfoundin cheCD34-progenyof IL-

2-supportedpro-Tceil cultures,wheretite a/fi-lCR predominates(6) and apreferential

expressionof CD4vs CD8 1 ccli surfacemarkersis t!etected(11).Titeseobservations

Lcd us to study tite distribution of CD4 ant! CDS antigensni tite yfS ant! a/[3-TCR

bearingsubsetgeneratedaher18 daysofcultureof pm-Tcelisin tite presenceof 11>4.

As shownin Figure3, cheyi5 T ceil papulationis composet!of CD8~ (25%) ant!CD4’

CD& celis(30%).No y¡8 CD4~ celisweredetectedin five int!ependentexperinients.

lCR oir cdlls obtainet!in tite saniecont!itions preferentiallyexpressCD8 (15%),
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although double-negative(9%) and a/fi CD4~ T celís(5%) wereencountered(data not

shown).

In responseto IL-2, pro-T celisonly proliferateor differentiatewllen [heyare

co-cultivatedwith stromacells (5). To address¡he questionas to witether IL-4

responsivenessdependson similar requirements,CD7+ and CD7- subsetswere

purified by incubation of tite total pro-T celis witit anti-CD7 mAb and subsequent

separationwith anti-mouse-Ig-coatedmagneticbeads.Freshly isolatedCD7±pm-T

celísexpressCD45 (99%) and CD7 (98%),witile among[he CD7- subset(mostly

stromal celis)a ratitersmall percentage(3.1%)expressesCD4S. Upanculturein tite

presenceof 160 ng/ml of 1L-4, CD7- celísrapidlydio, and, after6 daysof culture, no

viable celís are recovered.In contrast,tite CD7+ population,witich is practically

devoidof stromalelements,proliferatesanddifferentiatesinto matareT celís.Tite

pitenotypiccharacterizationof tlle CD7+ pro-T celí progenyaher18 daysin culture

(TableIB) revealedan antigenicprofile similar to cultura! total pro-T celis(TableJA

andFig. 3), indicatingtitat IL-4 perseprovidestite growthanddifferentiationsignais

requiredfor ¡be iii vitro differentiationof pro-Tcelis hito~i5 T celís.

Analysis of the ‘jiS T ceil rtpertoire generatedwiff IL-4

Domain-specificmAbsalloweddetailedanalysisof [hevariablegeneusageby

~iSTCR-bearingIyniphocytes.TheniAb TiyA is specific for anepitopeof Vy9 (20);

BB3 reactswith cheproductof ¡be V~ gene(24,41),ant! STCS-1recognizesV81 lii

combination with J81 ant! J82 (42,43).As shown iii Figure 3. tite y7 repertoire

expresset!by in vitro generated~l8T cellsis cbaracterizet!by adominantexpressionof

Vsi in comparisonwith VsZ fis patternof expressiondiffers fmm thatobservedin

adultperipheralbloadlymphacyteswhereami-Vgandanti-V~1 recognizetwo-thirt!s

andone-thirdof TCR-y6~lymphocytes,respectively,(44).However,it correlateswith
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[hepredominanceof V8U celisamong‘jIS tllymocytes (45) ant! neonatalPBL (46).

lnterestingly,the numberof V~1+ and~ cells (36±4%)is superatedby thecelis

reactingwith dic anti-CSmAb (55%), suggestingtheexistenceof extraY5 produc¡s

arnongT celís generated¡it vitro with IL-4. In contrasí,it hasrecentlybeenreponed

dial tite sumof V6ft andV4~ celisroughly correspondsto [hepercentageof TCR-8-

1 + celis in different Iymphoidorgans(4-4).

Tite phenotypesof clonesgeneratedfmm humanpro-T celísin thepresenceof

IL-4 arelista] in Table2. After a6 weekcultureperiod,49 clonesdevelopedfrom 520

seededwells. Thelargemajority (93%)express‘jIS TCR on ¡he surface,whereasonly

4 % beara/fi TCR. Two thirds of the clonesexpressesV~1, only onedoneV82 and

nearlyone ¡bird arenegativefor both V81 and V82. Interestingly,tite expressionof

CD8 is unevenlydistributedamongclonesdiffering in tite expressionof V51 andV79.

Whereastite majority ofV~1~V59- celisareCD4CDW(18 clonesamonga totalof 43),

half of tite V~l~V59~ celis are CDtCD8~. A small percentageof yI5~ clones

coexpressingCD4 andCD8 wasdetectedin ah experiments;titesecelisdie itt culture

wllereasahíotiter phenotype~are stable.Celísexpressing[hephenotypeofprogenitor

pro-Tcelis (1 done)orpre 3 cehls(2 clones)wererarelyencountered.It summary,tite

overaildistributionofy/ST ceílsgeneratedunderlimiúng dilution conditionsresembles

¡bat observa!ji buIk cultures.

Acquisition of immunocompetenceby pro-T ccli progeny

Fresh pro-T cellst!o not lyse 1(562 ant! P815cellseither iii tite presenceor iii

[he absenceof anti-CD3 antibot!ies (ref. 7 ant! not shown). Upon culture in the

presenceof IL-4, thesecelisacquire stmngcytolytic activity detectablein tite presence

of anti-CD3 mAbs (Figure 4). Tite acquisitionof lytic capacitycorrelateswith
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differentiationintomatureT celisandpeaksafta4-5daysin culture. It contrastto the

pro-Tcelí progenygeneratedin IL-2-drivencultures,celisharvestedfrom ]IL-4-driven

culturesdo not displayany (or minimal) NK activity. Titeseresultsdemonstrate¡he

immunocompe¡rnceof lymphocytesgeneratedby in vitro exposureof pro-T celis to

lymphokinesand reveal tite distinct funcrionalbellaviourof tite pro-T ceil progetty

recovera!from IL-4 andIL-2-supportedcultures.

CONCLUDINO REMARKS

in [hepresentrepon,we provideevidencefor tite involvementof IL-4 in [he

developmentof humanT cdl precursors.In responseto IL-4, humanpro-T celis

undergoseveralmundsof eclI division anddifferentiateinto functionally competent

mature-fIS TCR~ lymphocytesin virro, a processwhich doesnot involve the IL-2

patllwaypreviouslyimplicatedin tite generationof wfl 1 celis. Ihe independenceof

JL-4 triggered proliferation from the It-2 pathway is suggestedby ¡he fact that

blocking uf high affinity IL-2-receptorswitll an anti-IL-2RamAb doesnot abrogate

IL-4 inducedpro-T celí proliferation.In addition, IL-4, not IL-2 drivenmaturationof

pro-Tcelístakesplace t1 tite absenceof stromalcells.Tite consútutivetranscriptionof

[he IL 4 ¿eneby np to 45%of pro-T celisandtheir IL-4 responsivenesssuggcsttite

existenceofan auto-orparacrineJL-4/IL-4R pathway witidh could be involved in ¡he

in vivogeneradonofy/Se T lymphocytes.At leasta fracuionof pro-Tcdlls might utilize

suchan IL-4-triggeret!pathwayor, alternatively,ahí pro-T celísconidemployit at a

cñtumscriptdifferentiationstage.Recently,ítshasbeendescribedthatCD3I’CRCDt

CD& humanthymocytesmaygiverisc to >15 T cellswhenculturet!iii te presenceof

IL-7 (47). Ihe initial populatianusediii that study wasnotdepletet!from CD2~celís

ant! containedCD3/TCR .wsduIl celís. It was postulatedthat te lympbokinejust

favoret! dic realization of a pre-establishet!ccli maturafion prograin <e.g. iransition

fmm tite y/8~stageto [he18bñ~t stage).In contrast, tite data shownhere are baset! on
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a pro-Tcefi popuiationlackingCD2 or CD3ITCR~‘5expressionasassessedby flow

cytometryand by [heinability of anú-CD3orami--yantibodiesto induceelevadonsof

imracellularcalcium levels (datanot sitown). By consequence,the expressionof

CD3/TCR ~a8and additional surfacemarkers(C02, C04 and/or CD8, IL-2Ra)

observedSn ourin vito systeunpossiblyreflects tve ce]) differentiation,¡e. denovo

expressionof surfacecomponentsasa resultof irreversiblecommitmentto successive

developmentalsiages.

Thedifferentquanútativeoutcomeof pro-Tcelí culturesset up witit IL-2 and

11-4,aswell as tite distinct Iytic activity displayedby tite pro-Tcelíprogenyobtained

itt the presenceof 11-2and11-4,suggest¡batei[her differentsubpopulationsof pro-T

celísutilize distinct grow[h factorsor, altematively,that tite sameceIl respondsir

different lymphokinesat differentstagesof intrathymicdevelopment.At present,we

cannotdistinguishbetweenthesetwo altematives,althoughexperimentsperformed

underlimiting dilution conditionsfavor the latterinterpretation(unpublishedresults).

Thealtemativeuseby a givenT ceil precursorof eitherlympitokine patitwaymaybe a

consequenceof [he availability of IL-2 ant! IL-4 in different tllymic

microenvironments.Irrespectiveof diesepossibiities,tite 11-2and11-4pathwaysmay

skewdifferentiationof T ceil precursorstowardsapreponderanceofeltiter aI9 c’~ ‘jiS T

celis.Titeseresultsareintriguing in víew of tite developmentac ontrol of ~iSañdu/fi

TCR expression.Celis bearingcite 7(5 TCR precede[he &p TCR in tite murine,and

aviansystemduring fetal development.lii itumans,¡be developmentalexpressionof

the two TCR typeshasbeenapproachedby trying to correlatedifferent intrachymic

subpopulationswith distinctontogeneticstates.Tite earlyexprcssionof tite IL-4 gene

maybeimplicatedin chediffcrentiationant!malurationeventsleadingtatite acquisition

of1 cell-specificsinfaceinoleculesaftcrtite first thyinic colonization.

Alcitough growth factors may be crucial for Lis vivo proliferation and

differentiation of pro-T celís, at!t!itional signaismight be required.e.g. for tite
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induction of T ccli receptorgenerearrangenient.Molecular analysisof the T cdl

receptorloci of pro-T celis has shown that tite a and fi loci are in germ une

configuration,whereasthe y and 5 loci are already rearranged(ref 6 and our

unpublishedresults).Furthermore,Northemblot hybridizationof total cytoplasnúc

RNA hasrevealedthepresenceof functionaly transcriptsand theabsenceof a chain

mRNA (3). Whereasthe in viti-o rearrangementof a and 13 TCR genesand tite

generationof a/fi lCR bearinglymphocytesmayrequiredirect inceractionwi[h thyniic

epithelialcomponents(5 ant! chisrepon),tite developmentofy/5 T celisis independent

of non-lymphoid(le CD7-) celis,possiblybecause[hey and 5 TCR genesarealready

rearrangedin [his ceil population.Titesefindings may be integratedinto a model

accordingto which, uponmigration from ¡he bonemarrow to tite thymus,pro-T celis

facea sedesof developmentalchoices.Uponcontactwith stromalcelis a sequential

TCR reanangment,asweIl as lymphokineproductionand growtll factor receptor

expression,take place. Since interleukin production and lymphokine receptor

expressionaretightly controlledduringdevelopmental,theúniingof sud stimuli may

be critical in determiningwhethercelís expressingthe Tí5 or a/IB TCR will be

preferentiallyexpanded.
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LEGENDS TO FIGURES

Figure 1. Analysis of CD3 and IL-4 transcr¡ption in intrathymic pro-T

celEs.

Freshlypurified pro-T celís (lOs celis por slide) were hybridizedin sUu with

cDNA digoxigenin-11-dUTP-labeledproboscorrespondingto [hegenesencodingtite

monomorphicchainsof CD3complex(a) y, (b) 5, (c) E, (d) ~, (e) II.. 2Ra(Tac)ant! (1)

11-4. Humanpro-Tcelísculúvatedin vito for 18 daysin ¡he presenceof exogenous

11-4hybridized iii siru wi[h an 11-4probo (g) or fresE pro-T celis hybridizedwith a

mouseimmunoglobulinprobo(111)(h) servalascontrols.Representativefields wero

photographed(600fold magnificaúonj>.

Figure 2. IL-4 promotesthe growth of human pro-T celis.

Pro-T cells (106 celis mV1) were cultured in tite absencoof lymphokines

(squares)or in ¡be presenceof 160 ng/ml of IL-4 (triangles)or 50 u/mI of IL-2

(circies).Triplicate cultureswerepedo-malin [heabsence(A) or in tite presence(E)

of 1:200dilution of anti-TacmAb <3-7108).Proliferationwasquantitatedby [3H]-

thymidineuptakeat tite - u licateddaysof culture.

Figure 3. IL-4 induces the d¡fferentiation of human pro-T celis into

mature T-cells.

Pro-T celísiminunoselectedfrom fresh adult human thymuswerecuhuret!at a

concentrationof 1.5 x lo6 cellsmP in mediumcontaining160 ng/ml of IL—4. Two-

color immunofluorcsccnceanalysis was performed as t!escribed in Materjals ant!

Methodsat day 18 ofculture with tite indicatet! mAbs.
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Figure 4. Induction of cytotox¡c act¡vity in human pro-T celis cultured

in thc presence of IL-4.

Thecytotoxicactivity of humanpro-T cellsafter14 daysin culture (1.5x106 cells

mV1) with 160 ng/ml of 11-4 (A) or 50 u/ml of 11-2(B) was tested in a 4 hr5tCr-

releaseassay,ei¡her in ¡he presence(closedsymbols) or in tite absenee(opensymbols)

of 1 gg/ml of anti-CD3, using P815 (circíes) and K562 (triangles) tumor celísas

targets.Thephenotypesof ¡heeffectorcellsupanin vitro differentiationin ¡hepresence

of 11-4was95.6%CD2~,95% CD3~ 90%TCR-delta-1~,2% WT31~, 40% CD8~,

3% CD4, 72% TCS-1~and in [hepresenceof 11-297% CD2~, 87% CD3~, 23%

TCR-delta-2~,70% WT31~, 28% CD8~, 42%QJ4~ 13.5%TCS-1~.
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Table 2: Phenotypeof clonesderivedfrom lluman pro-Tcelís culturedwitll IL-4

Group Phenotyp No of clonesisolated

1 CD2~CD3~y/S~V81/J6l/2~Vg-Vp-CD4-CD8- 18
CD2~CD3~y/5~V81/J61/2~V82-V79-CD4-CD8~ 3

II ~ 4
~
~ 1

III ~ 1

IV CD2~CD3~y/5
tV

61/J51/2Ns2~Vy9~CD4~CD8~ 1

y CD2~CD3~yíS~V61/J81/2-Vg-V9CD4CD8 13

VI CD2-CD3-TCR-CD4-CDS- 1
D2~CD3TCR-CD¿ND8 1

CDTCD3~a/fl~CD4~CD& 1
CD2~CD3~u/fi

4CD4tD8~ 1

Pro-Tcellswereseededasdescribedin [heMaterlaisandMetllodssection,giving riso

~o0.3 clones/culture.After 6 weeksof propagationin IL-4 containingmedium,celis

were subjected to fluorocytometricanalysis. Clones bearing a comparable~a8

repertoire(1-y) or lacldngy/S TCR (VI) weregrauped.Wichin groups1-y celisonly

differ in the expressionof accessorymoleculos (CD4,CDS). In groupVI, ono done

exhibits a pro-T cell phonotype(negativefor CD2, CD3, CD4 and CD8>, ono

resemblespre-Tcelís(positivoonelyfor CD2), ant! two expressa/fi TCR.
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SUMMALIY

Ilernatopoictiostemcelis cxpressingVLA-4 and LFA-3 ccli adhesionreceptors,

as weIl asTIR and 4F2 activation molecules,are identified ja the humanfetal

livor beforeacquisiúonof lineage-specificmarkers. rírceIl cornrnitmentevents

rnvolving the transeriptionof genesencodingthe a-, e-, y- atxd t,-chainsof the.

CD3 complex and the expressionof IL-2Rfi, but not JI~-2Ra molecules,take

place in hematopoieticprecursorsbefaremigration to the embryonic thymus,

whereas activation of genes coding for IL-2 and JL-4 is induced only

intrathymically. Availability of? IL-2 allox. s initial differentiation of fetal liver T-

cdl precursarsinto CD8~ CD3 IL-2Ra- imirnature T celís. After interaction

with thymic epithelial celis, however, IL-2-responsivenessresults in - IL-2R~

gene activatian and terminal differentiation into CD3~ TCR-a/fl4 matare T

celis.Therefore,acquisitianof competenceto transcribeJL-2 and IL-2Rczgenes

appearsto be a critical intrathymic maturatian event in T-cell lineage

Coinmitment.

INTRODUCTION

The thymus is the primary rurgan for the dilferentiation of’ T-cell precursors

inta immunoeompotentT lymphocytes (Miller and Osaba, 1967; Cantor and

Weissman, 1976; Stutman, 1978). Early on during fetal gestation,

hematopoletieprecursorsmigrating from the fetal livor colonizo the thymic

rudiment (Moare and Owen, 1967; Le Douarin andJotereau,1975;Lobachand

1{aynes, 1987), where they undergoa complex seriesof maturatianalevents

eneompassingextensiveceil proliferation, changesin theregulationof several

genesaud expressionof the T-celí receptor(TCR)-CD3 complex (reviewedin

Adkins et al., 1987;MaIler, 1988;FowlkesandPardoil, 1989;Strominger,1989).

2



Effieient performance of this developmental program is mastly

dependentupon cellular interactions between developing thymocytes and

thymic stromal components(i.e. epithelial celis, macrophagesand dendritic

celia) (Cantorand Weissman,1976; Zinkernagel,1978; Stutman, 1978; Haynos,

1984; Palacioset al., 1989).Although very little is known about the natureof

atrornal-hematopoictieeclI associations,accumuIatingevidencesupportsthat

such interactionaprovide the signals required for the production of multiple

soluble mediators displaying widely diverse maturation effects. Indeed,

deveíopmentalregulation of cytokine and cytokine receptor gene expression

appearsto affect several steps throughout T-cell ontogeny(reviewedin Móller,

1988; Strominger, 1989; Martínez-A., 1990; Hayneset al., 1990). Particularly,

the transient activation of both interleukin 2 (IL—2) and IL-2 receptor (IL-2R)

genesat early intrathymic differentiation atages(Rauíet, 1985; Cerediget al.,

1985; dc la Hera et al., 1985; Toribio et al., 1988a; 1989; Rothenberget al., 1988;

Carding ot al., 1989) has proved critical fin the autocrine proliferation and

further differentiation of T-cell precursors into ‘FCR-bearing inature T celís

(Jenkinson et al., 1987; Shimonkewitz et al., 1987; Toribio et al., 198%; 1989;

Tentori et al., 1988).

To date, however, less is known on the developmentaí programa

operatingvery early in fetal T-celí ontogenv. Different atudies hayo shrn-;~ii tbat

hematopoietic stem celis arising from yolk sac, and possibly from ather

saurces, migrate to the fetal liver at 5-6 wk of human gestation (reviewed in

Galo, 1987; Haynes ot al., 1989). Immunofluorescenee assaysperformed on

frozen sectiona of early human fetal tissues have demonstrated that

hematopoietic precursars first colonizo the human thymus at 8- to 10-wk of

fetal gestation(Lobach et al., 1985; Lobach and Haynes, 1987). From these

studios, T-ceIl precursorascatteredthroughout the fetal liver and perithymic

mesenchymewere identified by the expressionof 0D7 moleculesiín7-8.5-wk-old

fetuses(Hayneset al., 1988), supporting that T-celI commitment eventsmay

3



occur ver>’ carly in human ontogeny,before tbe time of precursorccli homing

into the thymus. Nonethelcss,aur knowledgo on the specific maturation

signals that drive hematopoictiestom col] differentiation toward the T-celi

lineageremainshaz>’. On the other hand,the observation that CD7~ fetal liver

celis cangive risc to both Iymphoid and myelocrythroid progenies(Hagneset

al., 1988; 1989) poses the central questionof whether prethymic maturation

programs ensure thymic seeding by committed T-cell precursors or~

alternativol>’, events subsequentto homing into the thyrnus determine

terminal commitmentof muítipotcnt progonitorsto the T-cell lineage.

The prcsont study was undertaken to analyzc prethymic and

intrathymic maturation ovonts undorlying T-cdil differentiation during

human ontogony. Our resultsindicato that inducible antigensinvolvod in ccl]

activation and grawth, as weíl asloukocyte adhcsionmoleculos,are cxprossed

in human feta] liver hematopoictieprecursorsbefareacquisition of lineage-

specific surface rnarkers. At this early ontogonic stage,T-ceíl maturation

eventsinvolving the exprossionof rnRNA cncodingthe CD3 components,as

well as IL-2R~, but not IL-2R¿x, geneexpressionareshownto takeplaco in the

fetal liver before thetime of intrathymic colonization. Moreover,we shaw that.

intoraction of fetal livor T-ceíl prccursorswith thc thymic epithelium induces

thc activationof IL-2 and JL-2Ragenesand resnltsin T-cell diffcrerjtiation.

RESULTSAND DISCUSSION

Phenotypiccharacterization ofhematopojetiestemcelisinhuman fetal liver.

To address the sequentialexpressionof linoage-spccificcelí surfacemarkers

an fetal liver homatopoietic precursors, cytofluarometric analyses were

perforinod in freshFieolí-Hypaque-isolatedcolis from 15 different 8- to 20-wk-

oíd fetal livor samples,using thepanelof monoclonalantibodies(MAbs) listed

in Table 1. Thesestudies revealedthat nono of tho 9 samplesof fetal livor
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analyzedfrom 8 to 10 wk of gostationexpressedT-lineagespecific markerson

the ce11 surface, as assessedby staining with MAbs specific for CD1a, CD2,

0D3, CD4, CD5, CD7, CDB jable 2), CD25 or CD28 (nat shawn) molecules.

Neither did we observereactivity of fetal liver celís with MAUs againstpan-

leukocytemolecules(CD45) (Table 2), flor with antibodiesspecific for myeloid

(CD13, CDI4), NR (CD11b, CD16, CD57) or B-lymphoid (CD19, CD2O)

differentiation antigens (data not shown). Similarí>’, surface mo]ecules

normalí>’ expressedon hematopoieticprecursors,suchas CD34 or CD38 (not

shown), as well as class1 or classII Majar HistocompatibihtyComplox (MHC)

moleculos,could not be detectedin fetal liver celís bofore 10 wk of gestatian

(TaIMe 2). At later embryonic stages,however, a gradual increase in the

expressionof leukocyte- (CD45) and T-lineage (CD7) specific markors was

observedin fetal livor samplesobtainedfrom 13- to 20-wk-old fetuses(Table 2).

According to the sequenceof appearanceof T-cell precursorsin fetal liver,

mature T celis progressivelyincreasedin fetal spleenand thymus. As shown

in Tabie 2, a phenatypic distribution similar to tbat of the neonatal tbymus

(Toribio et al., 1988a)was observedin fetal thymusesat wk 20, while at this

gestationalageboth matureIB and T cellswere observedin the spleen.

Our rosults, therefore, indicate that at 3aríy gestational stages

conventionalleukocytemarkers eannotbe detected‘<n the membraneof fetal

liver colis. In contrast,high levels of 4F2 and transferrinreceptor(TfR, CD71)

moleculeswero expressedon most celís(>98%) from thosefetal liver samples

(Figure 1). Both moleculesbelongto a family of celí-surfaceinducible antigons

currentí>’ believedto play a role in celí activation and growth (Hayneset al.,

1981;Hercendet al., 1981).Thesedata,togetherwith theobservationthat up to

50%of 8- to 10-wk fetal liver celísarein S or 02 + M phaseof the celí cyeíe(not

shown),and more than 85% react with the Ki67 MAh (speciflc for a nuclear

antígenexpressedduring the Gi, 5, G~ and M celí cycle phases)(Campanaet
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al., 1989), canbe takenasevidencefor tbe proliferative activity oftheseputative

hematopoieticprecursorsin the fetal liver at early ontogeniestages.

More important for understanding the functional capabilities of

hematopoietiestemcelis during leukocyte deve]apmentwas the observationof

high levels of expressionof a variety of cdl adhesionreceptorson fetal livor

celis. As shown in Figure 1, reactivity with a MAb specific for the LFA-3

(CD5S) member of the immunoglobulin superfamil>’, as well as with a MAb

rocognizingthe Pi subunit of integrins (VLA-l3, CD29), was observedin most

fetal livor celís. Interestingí>’, high levels of expressionof the VLA-4 (CDw49d)

-memberof the Pi integrin subfamily were also detectedon virtualí>’ alí fetal

livor celís (Figure 1), whereasthe expressionof otber membersof the same

subfamily suchas VLA-i was undetectable(not shown). Therefore, althaugh

expressionof theseantigenscannotbe selectivel>’ adscribedto hematapoietic

stem celis, rnost, it not aH, hematopoletieprecursorspresentin the fetal livor

must expresssuch moleculesbefore acquisition of lineage-specificsurface

markers.Titese findings, togotherwith the recentobservationthat VLA-4 acts

as a Peyers patch-specificlymphocyte homing receptor (Holzmann et al.,

1989), aflows predictio-asabout the role that celí-celí interactions,as well as

integrin-extracellular matrix inteactions, could pía>’ in tbo proliferation,

maturationandmigrat½nof fetal li’~er leukocytepredursors.

Lastí>’, it must be stressedthat, although the phenotypic pattern

displayod by livor celís from 8- ta 1O-wk-old fetuses support their

multiprogenitor hematopojetie potential, a minor population of T-cell

precursors was identified in 10-wk fetal liver samples after digitonin

permeabilizationby meansof intracytoplasmicexpressionof CD45, CD7 and

CD3-E molecules(datanot shown). In agreement,rare CD7~ CD3-e~celís (0.6

to 2%) hayo been observed in 7- to 10- wk fetal liver samples by

immunohístochemicalstudies which cannotdistinguish betweencytoplasmic

and surfacestaining (Lobaehand Haynes,1987; Haynoset al., 1988; Campana
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et al., 1989). Moreover, celís showing a similar phenotypicdistribution have

beon identifiod in tho neonatalhumanthymus as the earliest intrathymic T-

celí precursors(Furle>’ et al., 1986; Toribio et al., 1988b).Thosedata suggest

that T-cell lineage commitment decisiansare taken very early in ontogen>’,

before colanizationof the embryonicthymus.

Prethymic maturation eventsin humanT-cell development.Expressionof

genescodingfor the E, b, y and ~chainsof theTCR-associatedCD3 complex.

In tho light of thesedata,we further analyzedoarly T-cell commitmentevents

taking placein humanT-cell ontogen>’by loaking at the transeriptionalstatus

of tho genesencodingthe E, §, y and ~ protein subunitsof the CD3 complex.To

this end, “in situ” hybridizationstudieswere performedon fixed cytocentrifuge

preparations of 10-wk fetal livor celís, by using CDS-chain specifie cDNA

probos. As shown in Figure 2, specific mossagesfor the e- (Figuro 2A), S-

(Figure 2B) and y-chains(Figure 2C) of the CD3 complexwere expressedin up

to 47, 43 and 30% of celís,respectível>’,whereasless than 10% of celís in those

sampieshad alreadytranseribedtbe CD3-t gene(Figure 2D). The specificity of

hybridization was confirmed in parallel studies performed on purified

peripheralbload B colís by using the sameprobos(datanot shown).Given that

expressionof CD3 mRNA appearstobe T-cell speciflc (van Dongenet al., 19W),

theso data indicate that CD3 gene transeription ma>’ be ono of the earliost

eventstaking place in T-cell development.Supportingthis view, high levels of

expressionof CD3-eand CD3-8 trancripts have been detectedin T-cell acute

lymphoblastie leukemias (T-ALL) arrested at very oarly stages of T-cell

differentiation, in which both TCR-13 and TCR-ychain genes remained in

gerrn-lineconfiguration(van Dongenet al., 1987).

Although the preciseorderof transcriptionof individual CD3-chaingenes

cannot be inferred from our studies, transcription of CD3-e,-8 and -y genes

soemsto precedegene expressionof CD3-~ during ontogen>’. In this rogard,
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recont results showing that expressionof functionally competont TCR-CD3

complexosis dopondenton the assembl>’of CD3-¿ to tho disulfldo-linkod TCR-

wg heterodimerbound to CD3 (y, a, E) (Sussmanot al., 1988;Sanchoet al., 1989)

suggostthat a dela>’ed activation and oxpressionof CD3-t genesma>’ play a

crucial role in the regulation of TCR exprossionduring T-cell development.

Supporting this view, it hasbeenrecentí>’ shownthat, oven thoughTCR-l3 chain

proteins can be first detected intrac>’toplasmiea]l>’ (cTCR-l3) at 10.5 wk of

gostation in raro cCD3.e+ fetal livor T-coll precursors(014%), membrane

expressionof CD3 on cTCR-fl~ celís is a wadual processwhich peaksat wk 17-

20 (Campanaet al., 1989).

In the light of thesedata, what remains to be determinedis whether

cTCR-j3~ celís representrecirculating thymocytesseedingthe livor or whether

maturation events invo]ving TCR generearrangemontsmight also tako place

prethymieall>’. 97o addressthis question, the transeriptional status of genes

coding for both a/[3 and7ia TCR heterodimerswasanalyzedb>’ Northornblotting

on total cytoplasmic RNA from three different 10-wk feta] liver samples.As

shownin Figure 3, no fi-chain RNA transcriptswore detectodin the fetal liver

samplesanalyzedby using a cDNA Cfi2 specific probo (Jurfi2, Yosbikai ot al.,

1984). In contrast,a high expressionof both nonfunctional(1.0 Kb) and mature

(1.3 Kb) TCR-¡3 messageswas observedin ph>’tohaemagglutinin(PHA)-activated

adult peripheralT celís, as well asin a thymus sampleobtainedfrom a 20-wk-

oíd fetus in which 56% of thymocytesexpressedsurfaco TCR-cz/fi molecules.

Low arnountsof both 13-chaintranscriptawere also detectablein spleencolla

obtained from lAxe sameLaus, while only immature TCR-l~ measageswere

expreasedin neonatalintrathymic pro-T cella lacking surfaceTCR-a/j3.

Hybridization of the sameblot with a Cy apecifieprobo (Yoshikai et al.,

1987) revealed that, as observed for the TCR-fi chain, funetional TCR-y

transcripts (1.7 Kb) were totally absentin 1O-wk fetal livor celís (Figure 3).

TCR-y gene transcripts were weakly oxprossedin 20-wk fetal thymus and
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apleen, as well as in adult activated peripheral 1 celís, where colí-surface

expressionof TCR-y/3 wasdotoctedin 0.8, 3 and 2 % of celís,respectivel>’. In

addition, higher levois of lCR-y RNA were obsorvedin neonatalpro-T celis

(Figure 3), which stifl do not expresslCR-y/a on the cdl surface (Toribio ot al.

1988b).

rrhe Iack of expressionof both lCR-fi and lCR--y genetranseriptsin livor

samples from 10-wk-old fetuses suggeststbat limited, if an>’, lCR gene

rearrangementshayooccurredin the fetal livor at the critical embryonicageof

hematopoieticintrathymic colonization. Alternativel>’, it is poasiblethat the

levol of lCR-fi and -‘y xnRNA is bolow the deteetionlimit of the Northernblotting

technique. Ibis possibility appoarsunlikel>’ in tho light of previous atudies

performedon neonatalpro-l celís showingthat, oven when most celís(>95%)

within this intrath>’mic precursor subset displa>’ lCR-fi gene germ-line

patterns, high leveis of expressionof immature lCR-fi transcripts can be

detected(Figure3 and Toribio et al., 1988b).In addition, fi and y constant region

germ-line transcriptshayobeendotectedin the mauseembr>’onic thymusearl>’

in development,prior to TCR generearrangoment(reviewedin Palacioset al.,

1988; Fowlkos and Pardolí, 1989). As proposedfor the Ig heavy chain loci

(Yancopoulosand Alt, 1985), suchtranscriptacould refloct the “opening” of

chromatin in the lCR boj. Iherefore, it is tempting to speculate that

accosibility of lCR loci to recombinasesis tightl>’ rogulated during T-ceIl

developmont,and selectivel>’ inducedintrath>’micall>’.

Expression of te intermediate-alfinity ll~2Ilf3 lii fetal liver celia

A major questionin 1-celí developmentcenteraon the role that solublefactora

produced in the earl>’ embr>’o have on the proliferation and differentiation of 1-

celí precursora. Ihe past two yeara hayo clarifled the phyaiological relevanceof

tho IL-2/IL-2R pathwa>’ in the intrathymie de-velopment of human mature 1

colla (reviewedin Toribio et al., 1988a;1990; Strominger, 1989;Haynes,1990).
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Wo hayo shown that oxpression of the intermediate-affinit>’ IL-2R~ on

intrath>’mic rf.coll precursorsmediatosIL-2-responsivenossand results in It-

2Ra geneactivation and bigh-afflnit>’ IL-2Ra/fi oxpression(Toribio et al., 1989).

lo characterize the trauscriptional status of tho IL-2R genes in

homatopoietic precursors present in the fetal livor, in situ hybridization

studies were performed in 10-wk fetal livor celís, using speeific IL-2Ru

(Nikaido et al., 1984) and IL-2Rfi (Hatakeyamaet al., 1989) cDNA probes.As

shown far intrathymic pro-T colla, fetal livor progenitorscontainedvirtually no

detoctable IL-2Rct measengerRNA (<1% positivo celís, Figuro 2E). Hawever,

high loyola ofIL-2Rfi transcriptaweredetectedin up to 70%of colla (Figure 2F).

Ihe functional relevanceof IL-2RjB geneexpreasionin the fetal livor was

confirmod at the protein levo! b>’ IL-2-binding assaysperformed in freshí>’-

isolated 10-wk fetal livor celís. As shown in Figure 4, Scatchardanalysisof

equilibriurn binding studiesperformedby using serial dilutions of 1251-labelled

human recombinantIL-2 (rIL-2) (lpM-25nM final concentration) indicated

that fetal livor celis displa>’ed 1,605 intormediate-affinity (Kd=9SBpM) IL-2-

binding sitespor celI (assumingan uniform diatribution of sites),whereaalow-

and higb-afflnit>’ IL-2R wero not detected(Figure 4). Thoreforo, as shown

proviously on intrath>’mic T-cell precursora(Toribio et al., 1989), JL-2Rfi is

expressod on fetal liver cella independently of the IL-2Rcz molecule.

Intereatingí>’, the numberof IL-2Rfi moleculeadetectedon fetal livor colla and

intrath>’mic Creelí precursorais similar to that doscribed for activated T

lymphoc>’tes(1,500-2,000sitea/celí),while oní>’ about600 IL-2Rfl moleculesare

expressedon restingmatureT colla (reviewedin Waldmann,1989).Theaedata

auggest that mechanisma involved in IL-2Rfi expression must be

dovelopmentaílycontrolled during ontogen>’. Since IL-2Rj3 is also expreased

independentlyof IL-2Ra on reating B íymphocyteaand NK celIa (reviewedin

Smith, 1988; Waldman,1989), what remainato be determinedja whetherthe

obsorvod expressionof IL-2Rfi in fetal liver roflecta a common featuro of
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multipotent hematopoieticstom celia or, alternativoil>’, IL-2R~ ja restrictod to

1-celí linoage precursors. Althougb furthor atudies will be required to

distinguish betwoon these twa possibilities, our findinga showing that CD3

transcripts are exprossedin a significant fraction of fetal livor colla suggest

that most, if not ah, fetal livor 1-cefi precursora rnay expresa IL-2R13

malecules. Iherefore, IL-2Rfi gene expressioncan be regardodas one of the

earliost maturationevonta taking place in fetal livor homatopoieticstem cofia

committed to the1-ceil linoage.

IL-2 geneactivation is seíectivelyinducedintrathymically in humanT-cell

development.

The expresaion of IL-2Rj3 on fetal livor progenitors, together with the

observation that the IL-2Rfi rnolocule b>’ itself can mediato growth signal

tranaduction(Hatakeyamaet al., 1989), suggoatoda posaiblephysiological role

for the IL-2 pathwayin the proliferation and differentiationof prethymic1-celí

precursora.Iherofore, we next investigatedwhothor IL-2 was producedtu vivo

m tho fetal livor. Wc usod tho polyrnerasechain reaction(PCR)mothod (Saiki

et al., 1988) to determino the tranacriptional status of the IL-2 gene in 6

different fetal livor samplosobtainedfrom 9- to 20-wk-old fetuses.Aliquota of

single-strand cDNAs s>’nthesizedfrom total RNA obtained from freshí>’-

isalated fetal livor colla were amplified using IL-2-specific oligonucleotide

primera. As shown in Figure 5, no JL-2 RNA measagoswereproducedin fetal

livor colla isolatedfrom 9- to 20-wk-old fetuses(Figuro 5, lanes3-8). In contrast,

high loyola of IL-2 transcriptamust be producedin thymic (lane 1) and apleen

(lane 2) celIa isolated from tho same20-wk-old fetua, as in lano 3. Sinco both

xmmature and mature T celís can be phenotypically identified in the thymus

andapleenat wk 20 of geatation,thepossibility existedthat IL-2 geneactivation

waa selectivel>’ inducedin the subsetof matureT celís.This canbe ruled out b>’

similar atudios porformed in neonatal th>’moc>’tea and mature T colla,
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showing that in viva IL-2 mRNA exproaaionwas roatricted to intrathymic 1-

celí precursora (pro-’f colla) (Figuro 5, Jane 9 and Toribio et al., 1989).

Supporting thoso data, recentresulta in mice hayo ahown that iL-2 mRNA is

producod at early ontogenie atageaby immature thymocytes, whereas IL-2

transcripta decroasodramatically when mature rl~ colla mise in ombryonic

th>’mus (Cardinget al., 1989). Thereforo,in both mice and humansIL-2 gene

exprossionmust be dovelopmontall>’controllod. Moreover, our roaults ahowing

that IL-2 transcriptaaro soloctivel>’ oxprossedin vivo in intrathymic, but not in

prothymic ‘Pcoll precursora,further prov-ide evidencefor the requirementof a

thymic inductivo microenvironmentin IL-2 geneactivation.

That cominon developmentalatrategies ma>’ rogulato the activation

kinetic of genes coding for l>’mphokinea other than IL-2 throughout fetal

ontogon>’ is aupportedb>’ the obsorvationthat patterns of gene exproasion

similar to thoaeobtained for IL-2 were detectedin parallel atudieswhon IL-4-

apecific primerawere usod (Figure 5). Howover,as previously obaervedin mice

(Cardingot al., 1989), our resultaindicatethat levela of JL-4 mRNA produced

rn the fetal thymus ma>’ be lower than thoseof IL-2 (Figure 5), auggeatingthat

tho frequenc>’ of IL-2 mRNA-expreasingth>’moc>’tes is highor. Whother

difforont subpopulationaof human T-cell precursorama>’ produce distinct

lymphokines or, alternativel>’, the sameintrathymic aubaetis able to produce

both IL-2 and IL-4 , romaina to be clarifled. Another opon queation concerna

tho intrathymic inductivo signala involved in lymphokine gene activation

during T-cell dovelopment. In this regard, it has been recently shown that

interactionabetweendevelopingthymoc>’tesandthymic atromalcolla mediated

by adhesion molocules provide the signala for the production of multiple

cytokinea(including IL-1, JL-2, ll~-3, IL-4, JL-6, IL—7, G-CSF,M-CSF, GM-CSF

and UF) which, in turn, can regulategeneactivation of eachother and their

receptora(reviewedin Martínez-A., 1990). In view of theaedata,it ja posaible

that availability of different soluble mediatoraat distinct ontogeneicatages
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and/or within discrete intrathymic microonvironmmentsmay be critical in

determining signalling pathway’a for cytokine and c>’tokine receptor gene

expressiondur-ing rlLcoll development.

Involvement of the IL-2 pathway in the initial differentiation of fetal livor

hematopoieticprecursora along lAxe T-lymphocyte linoage.Generationof CD8~

CD3 immature lE colla.

A fundamentalquestion posodby the previous resulta ja whother functional

compotenceof IL-2Rf3 exprossedon fetal livor T-colI precursoraja acquirod

before migration to tho ombr>’onic th>’mua or, alternativol>’, it la induced

intrath>’mically. Our IL-2-binding atudies demonstrated that JL-2RJ3-

oxprossing fetal livor colla efficiontl>’ bound IL-2. Thua, tho functional

rolevanco of tho IL-2/IL-2Rfi intoraction waa analyzed in intro b>’ culturing

freshl>’-isolated 10-wk fetal livor colla with concentrationaof rIL-2 (100 U/mí)

able to bind to tbe intermodiate-affinity IL-2Rg. Low proliferation ratos wore

detoctedin diese cultures during the initial 7-10 days. However, although

functional responsosvariod betweon different fetal livor sampies,tho initial

decreasein celí viability was consiatentí>’followed by the induction of high

proliforativo responses.Maximal proliferation was reachedaround da>’ 15-20,

when cellular yield -«vas up to 120% and a aignificant fraction of blastie colla

waaobserved(colí viability >95%) and, thoroaftor,culturesdeclinodsteadily. un

contraat, Iow, if any’, proliforation was detectedin cultures set up in tho

prosenceof rIL-4 (300 ng/mí) and was totally absent uníesa oxogenous

lymphokineawere added.

Molecular changos encompassingIL-2-promoted proliferation were

further analyzodin cultured fetal liver celia by immunofluorescenceatudies

using T-cell-specific MAbs. As shown in Table 3, representativo resulta

obtained from thoseatudies indicated that, independentí>’ of culture conditiona,

a largo majority (70-98%) of fetal livor colla in vitro acquired tho CD45
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common-leukoe>’teantigen, as we]l as MHC clasa 1 moleculea(not shown),

after 20 da>’s of culture, auggostingthat oithor gonetic programafor CD45 and

MHC chas 1 induction in hematopoieticprogenitorawero alread>’ initiatod in

the fetal livor, or soluble factora influoncing such a procosa were

spontanoously produced in vitro. More importantí>’, exprosaionof CD7

moloculeswas selectivo]>’ observedon most CD45~ celIa (94% of the wholo colí

sample) culturod with IL-2 (labio 3 and Figure 6), demonstrating that

hematopoieticprecursorawithin 10-wk fetal livor cangivo riso to colla of the T-

col] hneago.

In contrast,no CD7 expreasionwasdotectedin the abaenceof exogenous

IL-2, and raro (5%) CD7~ colla wore obaervedafteraupplemontationwith IL-4.

Under these culture conditiona, however, lack of CD7 exprossioncorrolated

with tho acquisition of low loyola of CD4 molocules(CD4IOW) on a aignificant

proportion (25-27%) of CD45~ CDY colla (Table 3). Ihese colla also oxpreaaod

variable loyola of CD14 molecules(lable 3), clasaicalí>’adacribedto tho myeloid

lineage, auggestingthat myeloid differentiation of fetal livor hematopoietic

precursorawaa also driven in vitro. In agreoment,recent resultahayo shown

that-fetal livor colla are capable of giving riso ta CFU-GM colonies under

appropriate culture conditiona (Ha>’nes et al., 1988). Thorofore, apocifie

c>’tokines promoting m>’eloid differontiation might be apontaneouslyproducod

b>’ fetal livor celia cultured in vitro.

Although aur resultadid nat addressthe questionof whother acquiaition

of CD7 moleculesdeterminesirreversible commitment to the lE-celí lineage,

recentresulta indicate that CD45~ CD7~ colla in both fetal livor and neonatal

thymua inelude myoloerythroid precursora(Ha>’nes ot aL, 1988; Kurzberg et

al., 1989; de la Hora et al., 1989).We hayo observed,however, that increasein

CD7~ celísparalelled a quantitative similar decreasein CD14~ celísaíong JL-2-

driven cultures. In tho light of these data, it is tempting to apeculate that

availability of JL-2 within the thymic microenvironmontma>’ be critical in
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tilting tho lE-celí- us myoloid-differentiation balance.lEhia is further supportod

b>’ phonot>’pic atudiesahowingthat acquiaition of CD7 moleculeawas fo]lowod

b>’ tho expresaionoflow loyola of CD2 and high loyola of CD8 T-coll antigenaon

12% and 63%, reapoctivel>’, of lL-2-cultured fetal livor colla, whoreaaCD4~

colla woro not dotoctod (Figure 6). It must be atroased,howover, that the CD8~

T-co]l subsetcomprisedlarge-sizedblastic eolia which did not include mature

T colla, since no expressionof tho CD3-TCR complox was detectablo(Tablo 3

and Figure 6). Thoso data aro particuiarí>’ rolevant givon that similar

xmmature CI)8~ singlo positivo colla hayo boen characterizedin tho mouso

thymua as tho immediato precursoraof CD4+CD8+double-positive cortical

thymocytes(roviewedin Móller, 1988).

Whether immature CD8~ celia omerging from human fetal livor T-cell

precursoradefine a lE-colí differontiatiation atagoequivalentto that described

for their mouse intrathymic cauntorpartamust await the demonatrationof

direct precursor-productrolationahipa, sinco wo hayo been as yot unable to

induce furthor diflerontiation of this subset(Tablo 3). However,this poaaibility

seemaver>’ likely taking into account the common functional behavior

diapla>’ed by both mouseand human CD8~ immature blasta. As previoual>’

roportod in mice (Móller, 1988), human CD8~ CD3- colla lack expressionof

IL-2Rct (Table 3), auggestingthat the proliferative signalaacting upon thoae

colla are modiatod by a mechaniamindependentof the conventional high-

affinit>’ IL-2Rcz/j3. That such a mochaniam ma>’ involve IL-2/IL-2Rfi

interactionaja aupportodby tho finding that most CD8~ CD3~ fetal liver-derivod

celia (79% of the culture sample)were reactivewith a recentlyavailableanti-

JL-2R~ MAb (Nakamuraot al., 1989) (Figure 6). However, in contrastto what

hasbeon shown for intrathymic double negativoT-cell procursors,binding of

IL-2 to individual JL-2Rj3 moleculeadid not load to the induction of IL-2Ra on

immature CD8~ celís (Figure 6). This result ja consistentwith the possibility

that IL-2Rct inducibility is aelectively impaired in tho CD8~ CD3- human
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subset,as has beon shown b>’ Rothenberget al. (1988) in both CD8~ single

positivo and CD4~ CD8~ doublopositivo murino immaturethymocytes.

Taken togethor, our resultaindicate that signalaprovidedby JL-2 oither

diroctí>’, by interacting with tho IL-2Rfi, or indiroctí>’, by inducing in vitro

productionof cytokines doriyed from hematopoieticor atromal fetal livor colla,

ma>’ be held rosponsiblofor the observodT-coll maturationpathway.

Interaction of fetal liver lE-ceilprecursorswith thymic epitheirnn induces

l1L-2Rageneactivationanddrivesdifferentiationbito TCR-cd[M- matureT celis.

lEho relevanco of our resulta has to be analyzod considering current data

supporting that mature lE colla difforentiate from double nogative IL-2Rct~ 1-

celí precursora(Shimonkevitz ot al., 1987; Tentori et al., 1988) through the

daublepositivo tranaitionalatago(reviewodin MÉslíer, 1988).lEhus, asproposed

b>’ Rothenberget al. (1988),loas of IL-2Rcx inducibilit>’ muatbe a noceasar>’but

reversible aspectof normal T-cell maturation. Altornatively, a permanont

bíock of IL-2Rct inducibility in double negativo precursora and their CD8~

immaturo progony ma>’ be corrolatod to commitment to death as a doublo

positivo immature thymocyte.Although aur resultashowing that IL-2Rczwas

nevor oxpresaod on fetal livor-dorived CDS+ immature lE celís along their

differontiation pathway would favour the last prw-sibility, IJ,-2Ragene

activation hasto be analyzodin the contoxt of signalling pathwa>’soperating

within the thymic microonv-ironment.lEhus, the offoct of the thymic epitholiuurn

on the difl’erentiation potontial of fetal livor lE-celí precursorawas exploredin

u itro -

Fetal liver colla wereco-culturedwith monola>’ersof a thymic epithelial

celI line (TEC, >95%positivo for cytokeratineAE3 MAb, <5% reactivewith an

anti-fxbroblast MAb TE-7), derived from neonatal thymus, in medium

containing 100 U/ml rJL-2. Celís grown under thesoculture conditions showed

proliferation kinetica similar to thoseobservodin the prosonceof IL-2 alano,
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although higher proliferative responaeswere consistentí>’ displa>’ed. As

observedfor IL-2-driven cultures,cellular proliferation paralolloda sequential

acquiaitionof CD45 and CD7 moleculea,which woro expressodon 94% and53%

of colla, rospectively, aftor 20 da>’a (‘Pable 3 and Figure 7). A groatmajarity of

Ci)45~ CD7~ colla (85%,45% of tho whole samplo),alsoacquiredCl)2 moloculos

(‘Pable 3) but, in contrastto IL-2-driven cultures, moat CD7t CD2~ celia (89%)

were within the CD2 bright subaet,while low lovela of CD2 were observodin a

amalí celí fraction (11%) (Figure 7). Interostingí>’, interaction of IL-2-culturod

fetal livor lE-colí procuraorswith the TEC opitholial colla also rosultedin tho

exprossionof IL-2Ra moloculos on a largo (47%) celí fraction (‘Pable 3), ahown

to coexpresshigh CD2 loyola (Figure 7). Moro importantí>’, acquisition of

IL-2Rct moleculos was dotectedin earl>’ culture timos (7-10 days, not ahown)

and atrictly correlatedwith the appoarancoof CD3~ matureT colla (Table 3). In

the light of friese data, exprosaionof CD3-associatodTCR moloculos waa

asaesaedon tho fetal livor-dorivod CD3~ progenyb>’ two-color cytofluorometric

atudiesusing MAba specific for the cí/fi- (BMAO31, Lanier et al., 1987) or

(TCR-31, Band et al., 1987) TCR complox. Few, íf any, TCR-y/~~ colla were

dotectod throughout culture (not shown), wáilo TCR-a/fi moloculea wore

expressed on most CD3~ colla (Figure 7). Sinco acquísition of the CD3-

associatodTCR-a/fi complox correlatedwith fEo difforentiation of fetal liver

colla into CD4~ single positivo colla (‘Pable 3), the corrolatoddistributionof CD3

us CD4 moloculos was aasessedb>’ twa-color flow cytomotry. lEhose atudios

demonstratodthat CD3 was expreaaedon most (81%) CD4~ colís, diaplaying

high loyola of CD4 expression.In contrast, no CD3 exprossionwas observedon

the amalí fraction of CD410W colla (‘Pable 3) dotected in theso cultures (not

shown). lEheso data, together with the observation that 0D14 moleculeawore

acquired b>’ a amalí subaet (9%) of fetal livor colla, further support that, in

addition to lE-colí difforentiation, m>’oloid differontiation was also driven in

cultures whoro epithelial colla wero proaent.Noither ‘I’-lyrnphoid flor myeloid
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differentiation were obaervod when oní>’ ‘EEC ce]la wore culturod in tho

presonco of 1L-2, without fetal livor colla, (not ahown), ruling out poasiblo

ovorgrowthof contarninatingmaturelE colla fram the TEC cultures.

According to the observodCD3 vs CD4 distribution, fow CD8~ colla (<2%)

were dotectedwithin the CD3~ aubsot(not shown),auggoatingthat CD4~ CD8~

double positive celís were nat generau=din tbe culture. ‘Phis wasconfirmed b>’

twa-color flow cytomotric anal>’soaahowing a mutua?ll>’ exclusivedistribution of

both CD4 and CDS differentiation antigena (Figuro 7). In agreoment,CD1a

oxpreasion, currently associatedwith the daublo positivo phenat>’pe,waa not

dotoctedunderalí teatedculturo conditiona (‘Pable 3). lEhesedataauggestthat

CD1a~CD4t CD8~ colla do not signiflcantly contributeto the generationofTCR-

a/fi-expressing mature lE colla from fetal livor precursora. Howovor, the

poasibility that a amaD double positivo aubsetdoca servo as T-coIl progenitor

eannotbe oxciudod,consideringthat most colla within thia subsetdio rapidí>’

in culturo, as they da in vivo (reviowed in Scolla>’ et al., 1988). In addition, it is

notoworthy that, in contrast to IL-2-driven cultures, expansion of CD8~

immature lE colla waa not obaerved thraughout culturo in lAxo presencoof

opitholial colla, although a amalí colí fraction (12%) diaplayingthia phenot>’po

was observedat da>’ 20 (‘Pable 3). Whothor CD8~ CD3 fetal livor colla comprise

the precursoraof mature T colla romaina unanaworod,since we hayo beon as

>‘ot unable to induce dif’forentiation of maturo lE colla whon an onriched

proparationof CD8~ CD3 colla wasco-culturedwith tho TEC opitholial celí lino

plus JL-2.

Another important question ja whetbor requiromentafor the generation

of either CD4~ or CD8~ maturo lE colla aro difforent. ‘Phis seemaver>’ likol>’

regarding our resulta ahowing that differentiation of CD4~ colla is

proferentialí>’ drivon in our culture conditiona. As previously proposed b>’

Palacios et al. (1989), thia could refloct tho exiatence of functionally diatinct

typea of epitheliai colla within the thymic microenvironmont,influoncing tho
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difforentiation of lE-cotí precursorainto a given aubset. Such functional

difforencea could inyolve oither production of difforont cytokinea and/or

expreasionof diatinct aurfaco molocules on thymic opitholial colla. Although

tho anawerto thia question roquireamoro extensivophonotypic and functional

atudies,it ja noteworthy that IL-lfi, IL-6 and IL-7 woro producod by the TEC

cefi une (not shown). Finally, it hasto be atresaedthat rpC
0j~ differontjation waa

nover obsorvod when IL-2Ra molocules were not induced on the fetal livor

progen>’, nor in the absenceof IL-2. lEherefore,thoaeresultaprovido evidonce

that, aftor intoraction with the thy’mic opithelium, IL-2/IL-2R9-modiated

induction of IL-2Ra exproasion on T-celi precursora may be a critical

intrath>’mic maturation evont precoodingTCR gene rearrangomont and

ultimatoly determining ‘Y-cefi linoage commitment.

EXPERIMENTAL PROCEDIJRES

Ceil Saniples

Human fetal tiasuos were obtained after legal tormination of prognancy’.

Geatationalage determinedb>’ crownlrump length, foat length and menstrual

rocorda(Kelemen ot al., 1979),rangedfrom 8 to 20 wk. Infant thymus sampios

were obtained from 1 month- to 3 >‘ear-oid patienta undorgoin~’ correctivo

cardiacsurger>’. Coil suapensionawero teasedfrom thymus, apleonand livor

samples,soparatod on Ficoll-Hypaque (Pharmacia, Uppaala, Swedon) and

washod throe times in RPMI 1640 medium (Gibco, Paisle>’, Scotland)

containing 2mM L-gíntamino, lOmM Hopes, 100 U/ml penicillin, 100 p.g/ml

atroptomycinand 10%heat-inactivatedfetal calf aorum (FCS, Gibeo)(completo

medium).

Intrathymic ‘P-cell precursora,roferred to aspro-’P celís,were isolated by

consecutivo troatments with anti-CD1a (NaLB4), -CD4 (HP2/6), -CDS (B9.4), -

CD3 (PSV-lE3b)and -CD2 (Lou5b)MAba plus rabbit complement(SeraLab.Ltd.,
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Suaaex,UK), as describod previausl>’ (Toribio et al., 1988b). Aftor Ficolí-

Hypaquecentrifugation,rocoveredviable colla wero treatedagain,in ono atep,

with a cocktail of the indicatod MAba and incubated30 mm. at 4~C with

magnetica beada coatod with affinit>’-purifxed sheep anti-mouso IgG

(D>’nabeada M-450; Dynal, Oslo, Norway) following manufacturera

recommendations.‘Phis procodureailowed the isohution of a highly-purified

proparationof pro-T colla (>99% CD45~, 50-95% CD7~, CD la- 2 3 4 8-; Toribio

et al., 1988b;1989).

B colla woro isolatod from peripheral blood samplos obtained from

health>’ voluntoera aftor Ficoll-Hypaquo contrifugation, followed by immuno-

soloction performedb>’ treatmentwith anti-CD19and anti-CD2O B-cell-apecific

MAba and incubation with magnetica boada. Colla obtained after this

troatmont lackodoxproaaionof CD2 and CD3 lE-colí markera.

Actiyated periphoral lE cella wero obtainod after culturo of poripheral

bleod mononuclearcolla in complete modium containing 1% PHA (Difco,

Detroit, MI) for 7 days.

FetalLivor Cultures

Froshly-isolatedfetal livor colla (2x106) wero cultured in 24-well macroplatos

(Costar, Cambridge, MA) at 106 celIa/mi in completemodiuni alano, or in

comploto modium containing oither rIL-2 (100 U/mí) (Hoffman-La Roche,

Basel, Switzerland) or optimal mitagenic dosos (SOOng/ml) of rIL-4 (Sandoz,

Basel, Switzorland); or wore co-culturedwith monolayoraof the TEC thymic

epithelial celí lino (2x104 cells/well) in completomodium containing 100 U/ml

rIL-2.

Monola>’ers of th>’mic epitholial colla wore propared from neonatal

thymusosaccordingto Palacioset al. (1989).The cultureswore initiated in D-

valine-supplementodMEM medium (Gibco) containing 2mM L-glutamine,

lOmM Hopos, 100 U/mI penicillin, 100~ig/ml atroptomyeinand 10% FCS (D-
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valino medium). After 5-7 da>’s, colla were incubatod at 37W for 2 da>’a in D-

valine modium containing 5j~tg/ml mycophenoiycacid (Sigma, St. Louia, MO.)

to furthor oliminate hematopaiotic colla. ‘l1ho celí monolayera woro

subsoquont]yremovedfrom the wells ovor>’ 7 daya by treatmontwith Puck’s

modifiod solution containing trypsin and EDTA (Gibeo) and colla wore

propagod in D-valine modium. Tho TEC epithelial col] lino was maintainod

undor thoao culture conditiona for 3 months, and theroafter epitholial colla

wero co-cultured with fetal livor colla. At thia time, immunofluoreacence

analyaos porformed aftor membrane permeabilization by troatment with

digitonin (0.005%)during 3 mm at room temperature,showedthat ‘PEC colla

were >95% reactive with the anti-Keratin antibody AE3 (Woodcok-Mitchell et

al., 1982) and with an anti-LFA-3 MAl (Sánchez-Madridet aL, 1982)and <5%

reactivo with the anti-fibroblast MAb ‘fF’-7 (Haynos, 1984) (Sora Lab Ltd,

Sussox,13K).

Qwmtitativeflow Cytometry

C>’tofluorometric atudios were performed b>’ indirect irnmunofluoroscence.

Colla were incubatod with aaturating amauntaof tho corrospondingMAb

(‘Pable 1) at 40C for 30 mm., followed by twa washea.Fluoresceín-iaothiocyanate

(FI’PC)-conjugated F(abY
2 goat anti-mouae IgO (Southorn Biotechnolog>’

Associates,Inc., Birmingham, AL) waa used as a socond stop roagent, as

previouslydoscribed(Toribio eL ah, 1988b).Por dual parameteranal>’aos,celia

atainod following the describedprocedure,or directly labeledwith availablo

FITC-coupled MAba (FITC-GAPS.3 and FITC-OKT3, -OKT4, -OKTB, Ortho

Diagnostic,Raritan, NJ), wero further incubatedeither with biotin-conjugatod

MAbs (3A1, MAR-108) followod by ph>’coor>’thrin (PE)-coupiodatroptavidin

(SouthornBiotochnology)or with availablePE-coup¡edMAba (T11-RD1,Coulter

Clone, Hialeah, EL; PE-Lou4, PE-Lou2a, PE-LeuSa, Becton Dickinson Corp.,
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Mountain Viow, CA). Irrelevant iaot>’po-matchod MAba (Becton Dickinson)

wero usodas negativocontraía.

Quantitation of the surfacestaining of lx io~ viable colla wasporformod

using an EPICS Profile flow cytomotor (Caultor Electronica,Hialoah, FL).

Colla were considored positivo for tho toated antigon whon fluorosconce

intonsity was aboyo the uppor limit of the negativo control. ‘[he data wero

cornputedfor graplxic displa>’ uaing a programdevelopodin aur Iaboratory.

Ira situ Hybridization

itt sita h>’bridization atudios were performedfoilowing a modification of tho

original techniquedescribedb>’ Samoszukand Nanaen(1990), by uaing cDNA

probos labeled b>’ random primíng with digoxigenin-11-dUTP (Boohringor

Mannhoim, FRG), according to the manufacturera rocommendations.lEho

CD3-~ (Gold et al., 1986)and CD3-S (van denElsenot al., 1984) proboswero the

kind gift of Dr. O. Terhorst. CD3-y (Krissanaon ot al., 1986) and CD3-~,

(Woissmanet al., 1988)proboswere kindly provided b>’ Dra M.J. Crumptonand

ltD. Klauaner, reapectivel>’. lEhe IL-2Rct (Nikaido ot al., 1984) and IL-2lRfi

(Hatakoyamaot al., 1989)probosweregeneroualyprovidedb>’ Dr. lE. Honjo aud

‘Y. Taniguchi, respectivo]>’. itt situ hybridization was carriod out on

cytocentrifugeproparationaof 10-wk freshl>’-isolatod fetal livor colla (5-10x104

cella/alido). Paraformaldehyde-fixedalides were dehydratod, paraffxn-wax

embeddedand atoroduntil used.Protreatmentstepswero perfornxedaccording

to the auppiior’s instructiona.Preh>’bridizationwaaperformodfor lh at 4200 in

50% formamide, SxSSC, 50 >xg/ml heparin, 0.1% ‘l7ween 20 and 100 p.xglml

denaturedsalmanaporm DNA, as previously doscribodby ‘Yautz and Pfeiflec

(1989).H>’bridization was carriedout using SOngof digoxigonin-labeledDNA

rn 100 gí of h>’bridization solution at 4200 overnight. For tho immunological

detection,sudeswere incubatedfor 2 h at room tomperaturewith 200 ~.alof a

1:1000 dilution of an anti-digoxigenin antibad>’ conjugatod to alkalino
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phosphatase(BoehringorMannhoim). Slidoawere thon waahedand dovoloped

b>’ incubation far 6 h at room temporaturein a salution of nitrobluo totrazolium

and X-phoaphatein lOOmM Cffl, 5OmM MgCl2, lOOmM lEria pH9.5, lmM

levamisaloand 0.1% lEwoon 20. Color reaction was atoppodwith lEria-EDTA

and sudeswere dehydratedin othanol seriosbofare mounting in i)PX solutian

for microscopio examination. lEhe number of positivo colla was determined

ayerbackgroundlaboling dotoeted after hybridization of purified periphoralB

colla with tho doscribodprobos.

NorthemBlot Hybridizafion

‘Yotal cellular RNA waa isolated using the guanidinium isothiacyanato

procoduro (Chirwing et al., 1979). Samples (12 gg) wero subjoctod to

oleetrophorosis on 1% agaroso-formaldehydegola, tranaferrod ta n>’lan

membranesand hybi-idizod as provious]ydeacribod(Toribio ot al., 1988b) with

tho 32P-laboflodCfi (Yoshikai ot al., 1984) and Cy (Yoshikai et al., 1987) cDNA

probos, kindly provided by Dr. Y. Mak. A fiactin probo was usod as positivo

control to comparetho amountof RNA loadodin eachtrack.

IL-2-binding Assays

Aliquota of freshly-iaolatodfet¿l livor colla v2xlO’7) wero oxtensivol>’ waahodand

troated for 3 mm at 40C with 0.15M NaCí, 0.1M glycino (pH4) and washed

again for throe times. CelIa (106) wore then incubatodwith serial dilutiona

{lpM-25nM final concentration) of 1251-labeled IL-2 (Amorsham Corp.,

Amersham, UK) for lh at 40C, as provioual>’ deacribod(Robb et al., 1984).

Spocifxcally bound and freo 1251-labeledJL-2 wero doterminod by solid

acintillatian counting. lEhe calculatedvaluesfor the diasociationconstant(Kd)

and tho numberof binding sites por coil woro derivod by Seatchardcomputer

anal>’ais of oquilibrium binding data,accardingto Munson et al. (1980). ‘Phe

datawore carrectedfor nonapocificbindingof IL-2, determinedin the presonco
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of a 250-foid molar oxceasof unlabolodrIL-2 (Hoffman-La Roche),and for the

loas of ligand binding activit>’ incurrod during the IL-2 binding procodure.

PCRAnalysis

‘Yhe polymerasechain reaction (PCR) rnethod (Saiki ot al., 1988) waa used to

determine eytokine tranacription by the MAPPingTR¶ tochniquo (Clontoch

Laboratorjea,Inc., Palo Alto, CA), uaing IL-2- and IL-4-specifieoligonucleotide

primera. fiactin primera wore usedas controis to comparoand monitor for

effaciont cDNA aynthosiaamongdifferont samples.Reversotranacription of

total RNA (2 ~xg)into singlo-atrandcDNA was porformeduaing AMIV reverso

tranacriptase (Boehringer Mannheim), according to the manufacturer’a

rocommendations.Ono-twontiothof oach cDNA samplewas amplifiod in 100

pi PCR roaction containing2.5 U of lEaq polymerase(Porkin-Elmer-Cetua)and

apecifieprimera (Clontech).DNA waa amplified by 60 cyclos of 940C for imin,

550C for imin and 7200 for 3 mm, in a Perkin-Elmer Thermal Cy’clor.

Amplification producta (10 pi) wero run on a 1.5% agarosegol atainedwith

ethidium bromido. lEhe lKb ladder (Gibco/BRL, Betheada,ML) waa used to

measurofor DNA fragmentaxzo.
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