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. RESUMEN

En los dultimos afos se han registrado avances notables en la
caracterizacion de los progenitores primitivos que dan inicio al programa
linfoide, y en la definicién de los patrones de actividad transcripcional que
controlan las decisiones del linaje, pero no ha sido definida con precision
la relacidén entre las sefiales ambientales y la estabilidad de la ruta de
diferenciacion linfoide. El presente estudio se enfocd en estudiar la
influencia que ejercen factores exdgenos tales como la quimioterapia y la
infeccién en el desarrollo temprano de los progenitores hematopoyéticos
que inician el programa de diferenciacion linfoide. Mediante ensayos de
incorporacion continua de bromo-desoxi-uridina y analisis de DNA/RNA se
evidencio que en la médula 6sea adulta, la mayoria de los progenitores
linfoides tempranos (ELP) estan en quiescencia, mientras que sus
contrapartes fetales proliferan activamente. El tratamiento mieloablativo
indujo a los ELP a entrar en ciclo celular activo y aumenté poderosamente
su potencial de diferenciacion hacia el linaje de células B, pero no la
linfopoyesis de T, revelando heterogeneidad en la sensibilidad de los
progenitores linfoides primitivos a las sefales microambientales
generadas durante quimioterapia. En los progenitores linfoides fue
definida la expresion de receptores tipo Toll (TLR) para el reconocimiento
de patrones moleculares asociados a patdégenos; y su estimulacion por
ligandos agonistas, como CpG y motivos de DNA virales, promovio la
produccion de diversas categorias de células dendriticas a expensas de la
linfopoyesis de B, pero no de T. Estos hallazgos muestran que los
cambios generados en el microambiente por quimioterapia mieloablativa e
infecciones amenazantes pueden influenciar selectivamente el potencial

de diferenciacion y las decisiones de linaje de los progenitores linfoides.



Il. ABSTRACT

Over the last few years remarkable advances have been made in
characterizing primitive progenitors that initiate the lymphoid program, and
patterns of transcriptional activity controlling lineage fate decisions during
normal hematopoiesis, but less is known about environmental signals that
may influence the differentiation pathway stability. Therefore, the impact of
exogenous factors/conditions such as chemotherapy and infection on
hematopoietic progenitors that have just initiated the Iymphoid
differentiation program represented the focus of this study. Continuous
BrdU and DNA/RNA analysis revealed that most of early lymphoid
progenitors in adult bone marrow were in cell cycle quiescence, while their
fetal counterparts actively proliferated. Following myeloablative treatment,
early lymphoid progenitors entered the cell cycle and strongly increased
their B cell —but not T cell- potential, suggesting they are heterogeneous
with respect to sensitivity to environmental cues during chemotherapy.
Expression of functional Toll-like receptors on lymphoid progenitors was
defined, and its ligation by phosphorothiolated cytosine-phosphate-
guanosine-containing oligonucleotides and viral motifs promoted dendritic
cell production at the expense of B lymphopoiesis. These findings show
that some changes generated in BM microenvironment by chemotherapy
or life-threatening infections, may selectively influence the differentiation

potential and cell fate decisions of lymphoid progenitors.



lll. INTRODUCCION

El aprendizaje alrededor de la organizacion y jerarquia
hematopoyéticas para la produccién balanceada de todos los tipos
celulares que integran el sistema inmune ha incrementado vigorosamente
en los ultimos anos. La identificacion fenotipica de las células troncales
hematopoyéticas (HSC) en la médula ésea del ratdén (1) preparoé el terreno
para construir el mapa hematopoyético basado en la existencia de
progenitores restringidos a linajes celulares especificos, y promovié la
intensa exploracion de modelos experimentales para el estudio de su
regulacion. Los resultados han sido muy favorables respecto a los eventos
tempranos de diferenciacion y compromiso linfo-hematopoyéticos en
estado basal, asi como a la identificacion de la mayoria de las poblaciones
celulares que participan en ellos. Se encuentra actualmente en
construccion un modelo para la arquitectura y regulacion del nicho
hematopoyético, y todavia falta explorar si dichos progenitores y eventos
tempranos son vulnerables a cambios abruptos en el microambiente
celular a los que se ve expuesto un individuo.

Las células sanguineas maduras son tradicionalmente clasificadas en
dos linajes o estirpes: linfoide y mieloide. El linaje linfoide consiste de
células B, T y asesinas naturales (NK), mientras que el linaje mieloide
incluye un numero de categorias celulares que son morfoldgica, fenotipica
y funcionalmente distintas, incluyendo diferentes subtipos de granulocitos
(neutrdfilos, eosindfilos y basdfilos), monocitos, macréfagos, eritrocitos,
megacariocitos y células cebadas. Las células dendriticas (DC) tienen un
programa unico que puede ser activado desde las vias de diferenciaciéon
linfoide o mieloide (2-4). De acuerdo a esta clasificacion, las rutas de
desarrollo linfoide y mieloide progresan a través de estadios criticos de
diferenciacion de las HSC, compromiso de sus progenitores y maduracién
de sus precursores; y se han representado como una serie de opciones

binarias, excluyentes e independientes (5). Aunque este concepto ha sido



apoyado por la purificacion exitosa de los progenitores linfoides comunes
(6) y los progenitores mieloides comunes (7), un numero de estudios
recientes que utilizan marcadores adicionales y genética de poblaciones
sugieren que los progenitores tempranos son heterogéneos y retienen
cierto grado de plasticidad, lo que hace a la divergencia linfoide-mieloide
mas complicada de lo previamente concebido. En los nuevos modelos, el
desarrollo linfo-hematopoyético temprano es guiado por combinaciones de
factores intrinsecos y microambientales que impulsan la pérdida gradual
de opciones de diferenciacion en paralelo con una ganancia de funciones
especializadas (8-11).

La revisiéon de la bibliografia y el trabajo experimental presentados en
esta tesis doctoral pretenden proporcionar un panorama claro del
conocimiento actual de los eventos tempranos de la linfopoyesis en ratdon
y su interrelacién con el microambiente hematopoyético, asi como de los
hallazgos mas recientes que sugieren la potencial influencia de factores
extrinsecos durante eventos como quimioterapia, inflamacion y/o

infecciones, en la estabilidad de la produccion del linaje linfoide.



IV. MARCO TEORICO

IV.1. CELULAS TRONCALES Y EL INICIO DE LA DIFERENCIACION
HEMATOPOYETICA

Las células troncales se han clasificado en pluripotentes o embrionarias, y en
multipotentes. Las células pluripotentes son capaces de diferenciarse en las tres
capas germinales (endodermo, ectodermo y mesodermo); pueden ser cultivadas
indefinidamente y dan origen a todos los tipos celulares del cuerpo, razén por la que
son empleadas en la generacién de animales manipulados genéticamente usando
tecnologia de recombinacion homodloga. Las células troncales multipotentes pueden
ser aisladas de varios tejidos fetales y adultos, e incluyen a las células troncales
hematopoyéticas, encargadas de la producciéon balanceada y el reabastecimiento
de todos los linajes de la sangre a lo largo de la vida. Su papel activo en el rescate
del sistema hematopoyético como parte del tratamiento de diversas enfermedades
malignas, deficiencias inmunolégicas y autoinmunidades han alentado gran
expectacion mundial, de manera que el estudio de su biologia y la de sus
descendientes mas proximos es una de las prioridades del mundo cientifico (12).

El conocimiento actual de la biologia de las células troncales y los progenitores
tempranos, asi como del desarrollo del sistema hematopoyético proviene, en gran
medida, de la investigacion en modelos de raton, debido a la posibilidad que ofrecen
éstos de llevar a cabo experimentos in vivo que demuestran la actividad precursora
de diversas poblaciones celulares, asi como a la creciente disponibilidad de ratones
genéticamente modificados, los cuales se han convertido en un instrumento basico
para la elucidacién de los mecanismos moleculares que participan en las diversas

vias de diferenciacion (13).



La hematopoyesis es iniciada por una poblacién unica de HSC que reside
principalmente en el higado en la vida fetal y en la médula 6sea en la vida adulta.
Dos propiedades las hacen particulares: su capacidad de auto-renovacion y su
potencial de diferenciacibn en las multiples categorias celulares sanguineas:
eritrocitos, megacariocitos, granulocitos, monocitos y linfocitos. La aptitud clonal de
estas células para reconstituir a largo plazo el sistema hematopoyético de animales
de experimentacion irradiados e inmunodeficientes, les ha merecido el nombre de
LT-HSC (del inglés ‘long term-hematopoietic stem cells’). Virtualmente todas las LT-
HSC, asi como la poblacién capaz unicamente de reconstitucion transitoria -las ST-
HSC- y los progenitores multipotentes (MPP) residen en un pequeno
compartimiento que constituye aproximadamente el 0.1% del total celular de la
médula ésea y es llamado LSK (Lin"Sca-1*c-kit"), en donde convergen todas las
poblaciones que carecen de expresion de marcadores de linaje definido, pero
expresan en membrana la molécula Sca-1 y una alta densidad de c-kit (CD117)
(14). En este compartimiento se llevan a cabo los eventos mas tempranos de la
hematopoyesis a partr de HSC que generan progenitores primitivos cuyo
compromiso de linaje se establece gradualmente (8). Algunos otros marcadores,
como Thy1.1 y CD150, han sido de utilidad en el rastreo de la progresién de HSC a
los progenitores multipotentes. En ratones congénicos, las HSC representan cerca
del 8% de LSK que expresan bajos niveles de Thy1.1, y aproximadamente el 40%
de éstas expresan CD150, un miembro de la familia SLAM que define a las LT-HSC
(15).

El modelo prevaleciente de diferenciacion hematopoyética se basé durante anos
en la estricta separaciéon de progenitores linfoides comunes (CLP, del inglés
‘common lymphoid progenitors’) y progenitores mieloides comunes (CMP, del inglés
‘common myeloid progenitors’) como primer paso en el compromiso de las HSC
hacia una estirpe celular (6,7), resultando en la completa e inmediata segregacion
de los procesos de linfopoyesis y mielopoyesis (5). Sin embargo, ese paso critico
parece no ser una simple seleccidn entre los linajes linfoide y mieloide, y las

evidencias actuales sustentan una novedosa ruta de desarrollo hematopoyético



temprano, en la que LT-HSC que expresan VCAM, pero no el receptor de tirosin
cinasa FIt3 (de ‘fms-like tyrosine kinase-3) generan ST-HSC con actividad
progenitora multipotente y fenotipo VCAM*CD34 FIt3 TpoR"EpoR*G-CSFRIL7Ra
PU.1"GATA-1". A partir de ellas, el incremento en los niveles de FIt3 marca el inicio
de una gradual separacién de los destinos celulares, donde las células que
expresan FIt3 pierden la habilidad para adoptar destinos de linaje megacariocitico y
eritroide, pero sostienen un potencial de diferenciacién mieloide y linfoide (9,16)
(Figura 1). En concordancia, se disminuye la expresion de un numero de genes
criticamente involucrados en el desarrollo megacariocitico/eritroide y aunque la
poblacion no es uniformemente positiva, en ella comienzan a aparecer transcritos
linfoides, razén por la cual se le ha denominado LMPP (de ‘lymphoid-primed
multipotent progenitors’). Conforme la diferenciacion progresa, el nivel de expresion
de la molécula VCAM-1 disminuye. Por lo tanto, FIt3 y VCAM-1 representan
parametros particularmente utiles para el fraccionamiento de poblaciones en la
médula 6sea (Figura 1). Cuando estos parametros son combinados con otros
marcadores o animales knock-in, es posible aislar y estudiar extensamente a los
fundadores del sistema inmune (ver ‘Progenitores linfoides y linfopoyesis
temprana’).

En el mismo esquema, la mielopoyesis da inicio con la diferenciacién de ST-HSC
a CMP. Las CMP (Linc-kit"Sca1’CD34*FcyRII/II°) no son parte de la poblacién
LSK, poseen mas del 98% de la actividad formadora de colonias mieloeritroides de
la médula 6sea, y al parecer son la principal fuente de GMP (Linc-kit"'Sca1”
CD34*FcyRII/NIM) productores de granulocitos y macréfagos, y MEP (Lin“c-kit"Sca1”
CD34FcyRIINI®) productores de células de linaje megacariocitico y eritroide
(7,9,16), aunque ha sido sugerida una participacion de los LMPP en el aporte de
GMP. La fraccion GMP esta dividida en poblaciones que no expresan la integrina 7
y poblaciones que la expresan en baja densidad. Esta ultima esta pre-destinada
hacia los linajes de basdfilos y células cebadas, mientras que la f7-negativa asume

el destino de eosindfilos por un lado, y genera precursores de monocitos y células



dendriticas (MDP), asi como de neutréfilos y monocitos (NMP), por otro. Tanto la
contribucion natural de los LMPP en la generacion de GMP, como la relacion lineal

entre los precursores derivados de GMP permanecen todavia imprecisos (9).
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Figura 1. Expresion de marcadores y esquema de la jerarquia hematopoyética en la
médula 6sea del ratén. Conforme la diferenciacion progresa a partir de las células
troncales de larga duracion, la expresion de la molécula de adhesion VCAM disminuye vy
FIt3 aumenta, lo que permite el fraccionamiento de poblaciones hematopoyéticas y la
generacion de un modelo de diferenciacion temprana en la médula dsea. LT-HSC, célula
troncal hematopoyética de larga duracion; ST-HSC, célula troncal hematopoyética de corta
duracién; MPP, progenitor multipotente; LMPP, progenitor multipotente de pre-instruccién
linfoide; ELP, progenitor linfoide temprano; CLP, progenitor comun linfoide; CMP, progenitor
comun mieloide; MEP, progenitor megacariocitico-eritroide; GMP, progenitor granulocitico-
mieloide; BaP, progenitor de basdfilos; MCP, progenitor de células cebadas; EoP,
progenitor de eosindfilos; MDP, progenitor de macréfagos y células dendriticas; NMP,
progenitor de neutréfilos y monocitos. Figura adaptada de Ilwasaki y cols. (9) y Adolfsson y
cols. (16).



IV.2. PROGENITORES LINFOIDES Y LINFOPOYESIS TEMPRANA

Durante la ontogenia y a lo largo de la vida adulta, la produccion de las células
linfoides B, T y células NK, y algunas categorias de células dendriticas, es un
proceso dinamico y complejo, en el cual la diferenciaciéon de los progenitores, en
términos de fenotipo de superficie distintivos y expresion de genes funcionalmente
importantes, comienza a ser activada mucho antes de que el compromiso sea
completado. Los eventos tempranos en las decisiones del destino de linaje deben
entonces ser entendidos como un concierto de factores de transcripcion y sefales
microambientales que resulta en la restriccidn, ganancia y pérdida de funciones
(10,17).

Los progenitores linfoides. La poblacion de LMPP proveniente de células

troncales multipotentes y no auto-renovables de la médula 6sea del ratdn, contiene
progenitores clonales, de los cuales al menos el 38% tienen un potencial combinado
de células T, B y mieloide (18), un menor numero es restringido a linajesde Bo T, y
mas del 60% genera células NK. Aproximadamente la tercera parte de los LMPP
expresan con cierta heterogeneidad transcritos de genes linfoides como RAG1 o IL-
7Ra. A lo largo de su progreso, la disminucion de la expresion de la molécula de
adhesion VCAM-1 (19) y la transcripcidn del locus de la enzima que recombina los
segmentos genéticos VDJ de la inmunoglobulina y del TCR, la recombinasa RAG1,
marcan a las células que apenas inician el programa de diferenciacién hacia la
estirpe linfoide (20). La actividad de recombinasa de RAG1 es esencial en el
desarrollo del sistema linfoide, por lo que los ratones knock-in RAG1/GFP se han
constituido como una herramienta particularmente util en la investigacion del
proceso de linfopoyesis temprana (4,20-23), y han permitido el aislamiento y
caracterizacion de los progenitores linfoides mas tempranos, tanto en higado fetal
como en médula 6sea, de los que se tiene conocimiento: los ELP (de ‘early
lymphoid progenitors’) (Figura 2). En dicho modelo, un alelo del gen RAG1 ha sido

reemplazado por la secuencia que codifica la proteina verde fluorescente, y es



posible localizar la sefal de fluorescencia por analisis de citometria de flujo, la cual
corresponde con la transcripcion del gen RAG1 (21). Las células que expresan
RAG1 en embriones pueden ser separadas en una serie de estadios de
diferenciacién, comenzando con la fraccién c-kit"Sca1*GFP" y culminando con c-
kit®"GFP". Tanto en higado fetal, como en médula 6sea adulta, las células troncales
y los progenitores mieloides residen en la fraccion GFP’, mientras que los
progenitores linfoides en la GFP* (Figura 2). Los ELP de la médula 6sea adulta son
parte de la poblacién LSK, son primitivos en términos de marcadores de superficie
(Linckit"Sca-1*Thy1.1'IL7-R’), factores de transcripcion en contexto y tiempo
requerido para diferenciarse; expresan TdT intracelular y CD27 y FIt3 en membrana
y son sensibles al tratamiento con estrogeno (20,24). Su potencial para generar
todas las lineas de células linfoides es muy alto, asi como para producir ciertas
categorias celulares del sistema inmune innato, pero el potencial de diferenciacion
mieloide es reducido. Acorde con estas caracteristicas, los ELP transcriben genes
asociados a linajes linfoides como gata-3, ebf, b29, e IL7R«, y tanto en cultivo como
in vivo dan origen a la fraccion de Pro-linfocitos Lin'ckit°Sca-1*Thy1.1FIt3*GFP,
que ha desregulado la expresién de c-kit e incluye a la mayoria de los progenitores
linfoides comunes o CLP.

Los CLP expresan en superficie el receptor de IL-7 (IL-7Ra) (6), y aunque
muestran actividad clonogénica de T, B y NK (lo que originalmente les valié su
designacion), son bien reconocidos por multiples laboratorios como los mas
eficientes precursores de linfocitos B pero no contribuyen sustancialmente al
desarrollo del linaje de T (6,22,23,25). Estos progenitores carecen de potencial de
reconstitucion a largo plazo y no exhiben un obvio potencial de produccion de
células no linfoides, pero si cierta habilidad residual para generar células mieloides
y dendriticas (26-28). La expresion de IL-7Ra es distintivo de los CLP, y su

sefalizacion esencial para el desarrollo de linfocitos By T en el raton (29).
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Figura 2. Identificaciéon y aislamiento de progenitores linfoides en ratones knock-in
RAG1/GFP. El gen de la proteina verde fluorescente se insertd6 en uno de los alelos de
RAG1 y es transcrito bajo su promotor. Las células knock-in de higado fetal o médula 6sea
adulta de 10 semanas de edad, son fraccionadas por citometria de acuerdo a los niveles de
expresion de GFP y de las moléculas Sca-1 y c-kit. Las células troncales se encuentran en
la fraccion GFP’, mientras que los progenitores linfoides en la fraccion GFP de intensidad
media. No se incluye el analisis de la fraccion GFP de alta intensidad porque en ella se
encuentran principalmente precursores de células B mas diferenciados. GFP, proteina
verde fluorescente; HSC, células troncales hematopoyéticas; LMPP/ELP, progenitores
multipotentes de pre-instruccion linfoide/progenitores linfoides tempranos; Pro-L/CLP,
prolinfocitos/progenitores comunes linfoides. Figura adaptada de Yokota y cols. (21).



Diferenciacién de células B. Haciendo uso de citometria de flujo multiparamétrica,

en 1991 Hardy identificé las principales subpoblaciones con compromiso de linaje B
en médula 6sea y propuso un esquema secuencial de diferenciacion rio abajo de
las CLP (30). ElI compartimiento celular mas primitivo exhibia un fenotipo
B220*CD19°CD43*CD24™ y fue denominado Fraccion A. Esta fraccion comprende
3 subpoblaciones definidas no yuxtapuestas: DX5Ly6C" (45-55%), DX5'Ly6C" (30-
35%) y DX5Ly6C (16-20%), de las que solo la ultima posee potencial precursor de
células B (CB) (28,31,32) y presumiblemente tiene su origen en las CLP. La reciente
caracterizacion de células de linaje no-B dentro de las otras dos subpoblaciones
(DX5Ly6C" y DX5'Ly6C") y sus controversiales origenes han incrementado la
complejidad del sistema linfo-hematopoyético (ver seccion ‘Fraccion A’).

La regulacién positiva de CD19 es considerada una de las marcas mas
tempranas, pero no necesariamente definitivas, del compromiso al linaje B (Figura
3). Células denominadas pre-proB que residen en la Fraccion A, de Hardy, esto es,
B220*CD19°CD43*CD24™ y fenotipo adicional AA4.1°CD4", expresan genes que
codifican para componentes de los receptores pre-B y B, tales como mb-1, B29 y
A5, y factores de transcripcidn necesarios para la diferenciacion, como Pax5 y E47.
Mas aun, esta poblacion pre-proB B220" despliega IL-7Ra. en membrana (28), y
constituye la conexion entre las CLP B220" y el estadio pro-B (Figura 2), que es
B220°CD19" y estda mayormente comprometido al linaje B. A lo largo de este
proceso de diferenciacion, las sefiales de IL-7 son criticas en el adulto. El analisis
riguroso de la médula 6sea de ratones deficientes en IL-7Ra ha sido indicativo de
un bloqueo profundo en el desarrollo de B a nivel de la Fraccion A, (29,33). Los
subsecuentes estadios de diferenciacién -independientes de antigeno- son guiados
con la finalidad de producir células que expresen moléculas de inmunoglobulina
funcionales en membrana (Figura 3), y de manera orquestada una serie de factores
de transcripcion estan sustancialmente involucrados en esta ruta. PU.1, lkaros,
E2A, Bcl11a, EBF y Pax5 participan en la determinacion del compromiso y/o la
especificacion del linaje (17). PU.1 es expresado exclusivamente en células

hematopoyéticas y su deficiencia resulta en que FIt3 no sea regulado positivamente,



y genes como EBF no sean expresados, dando por consecuencia un posible
defecto en los progenitores linfoides y el bloqueo de la diferenciacién de células B
(34). lkaros, al igual que PU.1, tiene un papel en los eventos mas tempranos de la
linfopoyesis; en su ausencia, FIt3 no es expresado y hay un dafo severo en el
potencial de diferenciacion de células T y B (35). Bcl11a es requerido en el
desarrollo de células pre-proB y su actividad parece preceder a la de EBF y Pax5
(36). E2A es crucial para la activacion de RAG, y sus productos, directa o
indirectamente, regulan la expresion de Pax5, el cual a su vez regula la expresion
de genes especificos de células B, incluyendo CD19. Mas aun, un numero de genes
que participan en la sefalizacién del receptor pre-B tales como mb-1, A5, VpreB y
B29, asi como RAG1/2 y TdT requeridos para el rearreglo de inmunoglobulinas, son
blancos potenciales para las secuencias de union a DNA de E2A (37). EBF
comienza su expresion en las ELP y prosigue en todos los estadios de la
diferenciacion de células B antigeno-independiente; y en coordinacion con los
productos de E2A, EBF es clave en el control previo al rearreglo de genes de
inmunoglobulina (34). Finalmente, los extensos estudios sobre la participacion de
Pax5 en el desarrollo de células B indican que su funcién es esencial para la
represion de la transcripcion de genes no linfoides (38,39). Entonces, en esta red de
regulacion, el desarrollo de progenitores multipotentes Flt3* es dependiente de PU.1
e lkaros, mientras que la especificacion y el compromiso de las células pro-B
representan mecanismos dependientes de E2A/EBF y Pax5, respectivamente.

Un numero de hallazgos indican que los miembros de la familia Notch median la
decision de linaje B/T (10,40). Por otro lado, el reciente analisis de animales
deficientes en el represor transcripcional LRF ha mostrado su importancia en la
decision de linaje B/T, ya que la pérdida de su funcion resulta en un severo
decremento de todos los precursores de B CD19", concomitante con un incremento
en la fraccion pre-proB, la cual en esa condicion carece de transcritos de linaje B y
expresa en su lugar, transcritos relacionados con la especificacion de células T (41).

Formalmente diferente de las células que residen en la Fraccién A en términos

de expresion de B220 y CD19, pero muy probablemente afiliada a las células de



linaje B, otra poblacion ha emergido en el esquema de diferenciacion de B: las
células B1. En 2001 fue reportada en médula 6sea una poblacion de células
CD45R/B220°CD19" carente de potencial de céluas T y NK, pero que incluia
progenitores bipotenciales de células B y macréfagos, con la habilidad para generar
células B1 tipicamente CD19"B220°IgM"IgD'°CD43*CD23 Mac1*CD5"* (42). Dichas
células B1 constituyen una poblacion menor de células B que reside en alta
proporciéon en las cavidades peritoneal y pleural, posiblemente formando parte del
sistema inmune innato (43); y aunque sus progenitores (B1P) son producidos mas
eficientemente durante la embriogénesis, los mismos en la médula 6sea adulta
retienen cierto potencial. Es necesario ampliar las investigaciones para elucidar la
posibilidad de que ellos representen remanentes de un programa fetal, o sean

producidos a lo largo de la vida por progenitores linfoides primitivos.

Figura 3. Marcadores en los estadios progresivos del desarrollo de células B en
médula 6sea de ratén adulto. El grosor de las barras horizontales es proporcional a los
niveles de expresién de marcadores de superficie y genes relacionados con un compromiso
hacia el linaje linfoide de B. La clasificacion de Hardy (fracciones A-E) es mostrada en
blanco al interior de los precursores. HSC, células troncales hematopoyéticas; ELP,
progenitores linfoides tempranos; CLP, progenitores comunes linfoides; NFB, células B
recién formadas. Figura adaptada de Hardy y cols. (11).



La Fraccion A. Esta fraccion esta constituida de los precursores mas inmaduros de

B (pre-proB) y de otros tipos celulares no-B, componentes del sistema inmune
innato. Dos categorias de células dendriticas plasmacitoides (pDC) distinguidas de
acuerdo a la expresion de RAG1 en el ratén knock-in RAG1/GFP, se diferencian
directamente de ELP y residen entre las DX5Ly6C" de la fraccion A que expresan
CD11c (4,23). Se han denominado pDC1 a aquéllas que expresan RAG1/GFP, y
pDC2 a las que no lo expresan. El desarrollo de ambas es independiente de IL-7 y
de RAGH1, pero las pDC1 RAG1" han sido dotadas de la capacidad de hacer
rearreglos tempranos de las inmunoglobulinas Duydy, y de expresar algunos
transcritos relacionados al linaje de B, tales como RAG, Bcl11a, Ebf, Mb-1 y Pax5.
Los estudios in vitro no muestran una relacion obvia precursor-producto pDC2-
pDC1, lo que sugiere que ambas categorias divergen de entre ellas y del linaje B a
estadios tempranos de la diferenciacion linfo-hematopoyética (17). En la Fraccion A
existe también una subpoblaciéon de fenotipo DX5'Ly6C", que por su expresion de
B220 y ausencia de CD19 se encuentra siempre presente en el analisis citométrico
de pDC (Figura 4). Dicha subpoblacion contiene células que co-expresan el
marcador NK1.1 y son expandibles en cultivos con IL-15 (4,23), que fueron
originalmente descritas como hibridos fenotipicos y funcionales de células
dendriticas y células NK (44,45) y nombradas IKDC (de ‘interferon-producing killer
dendritic cells’). Similar a las pDC, ellas son CD11c"®, aunque no son productoras
eficientes de IFNay se caracterizan por su poderosa capacidad citotoxica y de
produccion de IFNy (46). Tanto el perfil de expresion génica, asi como la
dependencia del factor inhibidor 1d2 para su desarrollo indican que las IKDC
parecen tener una relacién mas cercana con células NK que con DC (23,46,47), y
nuestros recientes estudios proveen evidencias de su origen linfoide a partir de
LMPP, particularmente de los progenitores L-selectina® (LSP) (22), reconocidos por
su robusto potencial de células T (48) y de ELP (Figura 4) (23). En contraste, los
reportes comparables de transplante de progenitores linfoides en animales
irradiados sugieren que las células NK clasicas B220" son principalmente generadas

por CLP (Figura 4) (22,23). Aun esta por aclarar si las células IKDC y NK



representan estadios de maduracién, o subpoblaciones funcionalmente restringidas.
En conclusion, parte de la Fraccion A corresponde a células del sistema inmune
innato, como las pDC e IKDC, que tienen su origen en progenitores linfoides muy
tempranos LSP y ELP, y cuyo brazo de diferenciacién aparentemente es previo e

independiente del compromiso de los precursores en la ruta de células B.
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Figura 4. Produccion de células del sistema inmune innato por progenitores linfoides
tempranos. La fraccion A contiene 3 poblaciones de precursores identificados de acuerdo
a los perfiles de expresion de B220, Ly6C y DX5, entre otros marcadores. Las células pre-
proB son los precursores mas primitivos del linaje B, mientras que los otros dos
compartimientos albergan precursores de células del sistema innato como pDC, IKDC y NK
(A). Se aislaron IKDC Ly6CCD11c’ y pDC Ly6C*CD11c’ a partir de médula d6sea de
ratones knock-in RAG1/GFP (B). Las pDC fueron subfraccionadas en RAG1* (pDC1) y
RAG1 (pDC2), y se determinaron sus perfiles de citocinas caracteristicos, en comparacion
con los de IKDC (C). Cuando fueron transplantados en ratones irradiados, los progenitores
linfoides LSP y ELP constituyeron las células de mayor potencial de diferenciacién de pDC
e IKDC en médula ésea (D), sugiriendo que estas células son producidas muy temprano en
la via de diferenciacion linfoide, previo al compromiso de los CLP hacia el linaje de B y NK.
LSP, progenitores L-selectina®; ELP, progenitores linfoides tempranos; CLP, progenitores
comunes linfoides; CMP, progenitores comunes mieloides; IKDC, células dendriticas
asesinas productoras de interferon; pDC1 y pDC2, células plasmacitoides dendriticas
RAG1" y RAG1, respectivamente. Figura adaptada de Pelayo y cols.(4) y Welner y
cols.(23).



Diferenciacion de células T. El timo es el sitio principal para la produccion de

linfocitos T; sin embargo, no contiene ni produce progenitores de renovacion
autologa, por lo que la linfopoyesis de T es mantenida por la importacion periddica
de progenitores hematopoyéticos a través de la corriente sanguinea (49,50).
Aunque a multiples progenitores se les reconoce cierto potencial para generar
células T bajo circunstancias experimentales, no todos ellos tienen la propiedad de
establecerse en este 6rgano, y la naturaleza precisa de las células que colonizan el
timo es aun objeto de investigacion. De las varias categorias de progenitores
linfoides identificados en la médula 6sea, los que exhiben la mas robusta capacidad
de reconstitucién timica se encuentran en la fraccion LSK con alta densidad de FIt3
(13,16,22,50-52). Entre ellos, los progenitores L-selectina® (LSP) y los ELP RAG1*
son candidatos efectivos en modelos de transplante (Figura 5), estan presentes en
la circulacion periférica y muestran un potencial predominante en la generacién de
timocitos CD4"CD8" (22). La caracterizacién de los progenitores residentes en el
timo ha sido definitiva en la busqueda de las células que colonizan este 6rgano.
Utilizando citometria de flujo, los timocitos pueden subdividirse en varias
poblaciones: alrededor del 5% de ellos no expresan CD4 o CD8 (DN, doble
negativos); ~80% expresan ambos CD4 y CD8 (DP, doble positivos), ~10%
expresan solo CD4 y ~5% solo CD8. Las células DP provienen de timocitos DN y se
diferencian a linfocitos T unipositivos para CD8 o CD4. En esta clasificacion, los
timocitos mas primitivos (ETP, de ‘early thymic progenitors’) residen en la fraccion
DN, carecen de marcadores asociados con cualquier linaje hematopoyético,
expresan altos niveles de c-kit, y despliegan L-selectina (13,49,50,53). Aunque la
capacidad de los ETP para generar células del linaje T es poderosa, ellos retienen
cierto potencial de B, NK, DC y mieloide (13), sugiriendo heterogeneidad en la
poblacién y/o plasticidad celular. En linea con el primer concepto, la poblacion DN
puede ser subdividida en 4 estadios de desarrollo basados en la expresion
diferencial de CD44 y CD25, madurando desde CD44"CD25 (DN1) a CD44"CD25"
(DN2) a CD44°CD25" (DN3) y hasta CD44CD25 (DN4) (49). La categoria DN1

contiene a su vez 5 subpoblaciones de acuerdo a los niveles de expresion de c-kit y



CD24 (13). Las dos subpoblaciones de mayor densidad de c-kit, DN1a y DN1b, son
potentes progenitores de T con casi nulo potencial de B (54). Por lo tanto, los
candidatos mas probables para colonizar el timo debieran ser Lin'CD24"°CD25
Thy1'Scat*c-kit"FIt3*CD44*L-sel*. Dicho fenotipo es similar a los Linckit"L-
selectina’RAG1™ LSP, lo que ha sugerido que es la poblacion de LSP, y no la de
ELP, la que en condiciones normales pudiera participar en la timopoyesis temprana
(22). Por otro lado, con ayuda de un raton transgénico reportero de pTa, von
Boehmer y colaboradores han identificado otros progenitores circulantes como los
CLP-2, que se generan en la médula ésea (Figura 5), con fenotipo mas diferenciado
(c-kit"°B220*CD197IL-7Ra*Sca1*FIt3") y capacidad de reconstitucion timica (55,56).
Recientemente, el analisis de ratones reporteros del receptor de quimiocina CCR9
reveld que la expresion de este receptor es indispensable para el establecimiento
de los progenitores en el timo, y que las poblaciones LMPP/ELP, CLP, CLP-2, CTP
y ETP son CCR9" (51,57). Estos hallazgos apoyan la posibilidad de que el timo sea
colonizado constantemente por multiples progenitores. Después de su arribo, los
precursores con potencial de diferenciacion deben ser capaces de una expansion
rapida y robusta que sostenga la tasa de produccion intrinseca (58,59).

Numerosos factores de transcripcidn participan en el programa de células T,
pero algunas citocinas y la sefializacion a través de los receptores Notch son
requeridos criticamente en los eventos tempranos del desarrollo (10,50). Se piensa
que la interleucina 7 (IL-7) y el factor de células troncales (SCF) contribuyen a la
sobrevivencia y proliferacion de los precursores timicos, mientras que Notch
interviene en la decision del linaje (10). La inactivacion de Notch1 a través de la
tecnologia loxP-recombinasa Cre en ratones neonatos induce una deficiencia en el
desarrollo de células T a estadios tempranos, y la acumulacion de células B en el
timo (60). Consistentemente, el incremento en la expresion de Notch1 en los
progenitores hematopoyéticos promueve el desarrollo de células de linaje T en
meédula ésea (61), apoyando su indiscutible papel en la determinacion del linaje de
células B vs T. Estos datos indican que un distintivo del microambiente timico debe

ser su capacidad para enviar sefales firmes a través de Notch a las células



colonizadoras. Las bases moleculares de su actividad y el balance dinamico entre

los factores que dirigen el programa, son blanco de intensa investigacion (10).

RAEMNIIL A NCC A TIRAM
IVike b/ W ki WP ™ 1 1IVINS
A
A
-
N % DN3
xl 1 7/ DN1c ¢
© S
/s Y
% 80
// 000 0
7 a DN1d
i \ Qo OQ
e Qo
o \\
\ DN4
N MDMe
N
N\
\\
4
% I
Fraction A B preB proB sP DP ISP

Figura 5. Rutas de diferenciacion temprana de células T. En este modelo, las
poblaciones de células primitivas han sido fraccionadas de acuerdo a la expresion
membranal de c-kit y GFP intracelular en el ratén knock-in RAG1/GFP. Las lineas
punteadas sugieren bajo potencial de diferenciacion, mientras que las lineas continuas
indican las rutas mas probables de desarrollo del linaje linfoide en médula 6sea y del inicio
de la colonizacién timica. LSK, Lin'Sca1*c-kit"; HSC, células troncales hematopoyéticas;
LSP, progenitores L-selectina®; ELP, progenitores linfoides tempranos; Pro-L, prolinfocitos;
CLP, progenitores comunes linfoides; ETP, progenitores tempranos de timocitos; DN,
timocitos doble negativos para CD4 y CD8; SP, timocitos unipositivos para CD4 o CD8; ISP,
timocitos inmaduros unipositivos para CD4 o CD8. Figura adaptada de Pelayo y cols. (13).



IV.3. NICHO HEMATOPOYETICO Y FACTORES MICROAMBIENTALES

Ni las HSC, ni los progenitores primitivos crecen como unidades autonomas
independientes. Ambos estan rodeados en todas dimensiones por el microambiente
de la médula ¢ésea, definido por interacciones célula-célula y exposicidon a
combinaciones y concentraciones variables de citocinas (62). Este microambiente
especializado que sostiene a las células troncales constituye el nicho
hematopoyético, el cual promueve el mantenimiento de las HSC a lo largo de la
vida. Aun esta impreciso el numero de nichos y los tipos celulares que contribuyen
principalmente a su creacion y mantenimiento. Se propone que para que un
microambiente sea considerado nicho deben ser satisfechos dos criterios: que en él
resida la célula troncal in vivo, y que promueva su mantenimiento. Esto significa que
no todas las células que son funcionalmente importantes para el mantenimiento de
las HSC comprenden el nicho, y que algunos sitios donde ellas residen son
transitorios. Existen al menos dos tipos de nichos, el osteoblastico y el vascular
(Figura 6). El primero de ellos se encuentra en el endosteo, que es la superficie
interna del hueso en la interfase del hueso y la médula 6sea. Este tejido esta
constituido por una capa de osteoblastos y algunos osteoclastos en equilibrio
dinamico bajo condiciones normales. Los osteoblastos expresan factores que
presumiblemente mantienen los numeros de HSC en la médula dsea, incluyendo
reguladores positivos y negativos, como la angiopoyetina (63) y la osteopontina
(64), respectivamente. Por su parte, los osteoclastos producen factores de
crecimiento y quimiocinas como la CXCL12 que son criticos para el mantenimiento
y la localizacion de las células hematopoyéticas dentro de la médula 6sea (65). Es
probable que la interaccidén de las células del hueso, las células hematopoyéticas y
las células vasculares cercanas al endosteo regulen tanto la hematopoyesis como la
formacion de hueso. Sin embargo, no existe a la fecha evidencia directa de que el
mantenimiento de las HSC mas primitivas dependa fisiologicamente de la
interaccidon con osteoblastos. Mas aun, no se advierte un decremento sustancial de

HSC en ratones carentes de osteoblastos, pero hay una pérdida aguda de



progenitores en diferenciacion, particularmente del linaje de células B (66),
sugiriendo que los progenitores restringidos son mas dependientes del nicho
osteoblastico que las HSC.

Diversas observaciones demuestran la contribucion del nicho vascular en la
hematopoyesis. Por un lado, la presencia de HSC perivasculares en saco vitelino,
asi como en la region de la aorta-génada-mesonefros y vasos sanguineos de la
placenta; y la capacidad de las HSC para hacer autorenovacion y diferenciacion
durante el desarrollo fetal, antes de la creacién de las cavidades de médula ésea,
indican que ellas son mantenidas en nichos vasculares previo al nacimiento. Por
otro, las células troncales y precursores después de su movilizacion son localizadas
en la superficie exterior de los sinusoides del bazo, sugiriendo que en tejidos
extramedulares dichas células pueden residir en nichos alrededor de los sinusoides
(15). Los sinusoides son vasos sanguineos especializados que transportan
circulacion venosa y a través de su endotelio las células hematopoyéticas pueden
entrar y salir de la circulacion. El ambiente perivascular en médula 6sea esta
marcado también por células reticulares que promueven la estancia de las células
troncales, presumiblemente por un mecanismo mediado por CXCL12 (65). Otras
células y condiciones pudieran contribuir a la creacion de nichos hematopoyéticos,
incluyendo a los progenitores mesenquimales. Al menos en cultivo, ellos tienen el
potencial para generar hueso, cartilago y grasa, y los estudios en humano muestran
que ademas son reguladores importantes de la hematopoyesis normal y en estado
de desequilibrio, como es el caso del sindrome mielodisplasico (67,68). En general,
las células que componen los nichos pueden tener papeles y propiedades multiples
ademas de su funcién de soporte de la hematopoyesis en un ambiente natural (69-
71). El nicho mantiene a las HSC en ciclos de prolongada quiescencia en los cuales
alrededor del 70% de las células estan en Gy, presumiblemente debido a la
expresion de factores genéticos intrinsecos que inhiben el ciclo celular, como p21 y
pTEN , asi como a la actividad de moléculas de anclaje como Tie-2 y angiopoyetina
(63,72-74). La ‘activacion’ de la HSC, por mecanismos no bien definidos a la fecha,

induce la autorenovacion o division celular asimétrica, en la que una célula hija



conserva las propiedades de la célula madre y la otra se diferencia a progenitores
multipotentes (73), que eventualmente migran a diferentes microambientes de la

médula 6sea (Figura 6).
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Figura 6. El nicho hematopoyético. El esquema muestra los componentes potenciales del
nicho celular en la médula ésea en condiciones normales. Algunas HSC se localizan cerca
del endosteo en donde se hipotetiza que osteoclastos y osteoblastos crean un nicho para
su mantenimiento, mientras que otras HSC son mantenidas por un nicho de una variedad
de células perivasculares. Es todavia impreciso cudles células actuan directamente vy
cudles lo hacen indirectamente. La arquitectura de un posible nicho para el soporte de los
progenitores tempranos permanece indefinida. Adaptacion de Moore & Lemischka (69).



IV.4. EL CICLO CELULAR EN EL SISTEMA HEMATOPOYETICO TEMPRANO

Por largo tiempo se propuso la sucesién clonal como el mecanismo de soporte
de la hematopoyesis. En ésta, solo un numero pequefio de HSC clonales da lugar a
las células maduras segun la demanda del sistema, y el resto de las HSC
permanecen inactivas y no contribuyen a la hematopoyesis hasta que la capacidad
proliferativa de la clona troncal en ciclo es agotada (75). Para abordar esta
posibilidad, la proliferacion de las HSC in vivo por medio de cinéticas de
incorporacion de bromo-2’-desoxiuridina (BrdU) fue analizada por algunos grupos
de investigacién (76,77). En ratones adultos, el 99% de las HSC incorporaron BrdU
al final de 6 meses de administracién continua, y aunque el 75% de las HSC se
encontraban en Gy (fuera del ciclo celular) en cualquier momento del estudio, todas
las HSC fueron reclutadas intermitentemente al ciclo celular, de tal modo que la
poblacion completa se divide en promedio cada 57 dias. Estos resultados
advirtieron que las células troncales no estan permanentemente en un estado de
quiescencia, sino que son reemplazadas muy lentamente, y condujeron a la
busqueda de posibles mecanismos de supresion.

El sistema de control del ciclo celular esta basado en dos familias de proteinas
clave: la de las cinasas dependientes de ciclinas (Cdks), las cuales inducen
procesos de fosforilacién de serinas y treoninas sobre proteinas selectas; y la de las
ciclinas, que son proteinas de activacién que unen moléculas Cdks y controlan su
capacidad para fosforilar proteinas blanco. Las ciclinas G1 se unen a Cdks durante
la fase G1 y son requeridas para la entrada en la fase S, mientras que las ciclinas
mitéticas se unen a Cdks durante G, y son indispensables para la entrada a mitosis.
Sin ciclinas, las Cdks son inactivas; el ensamble ciclico, activacién y desensamble
de los complejos ciclina-Cdk son los eventos clave que dirigen el ciclo celular
(Figura 7). Ademas de la regulacion por ciclinas y la fosforilacion/desfosforilacion de
la subunidad catalitica, los Cdks son fuertemente controlados por inhibidores de
Cdks (CKIs) (78), que interfieren con su actividad principalmente por alteracion

alostérica de los sitios de unidn a ciclinas. Se han identificado dos familias de



proteinas capaces de interactuar con Cdks y suprimir la progresion a través de G;.
La familia Cip/Kip, que incluye p21°PWafl p27kPT v 557KP2 y acttian sobre un amplio
rango de complejos; y la familia INK4 que incluye p16™K*A p15MNKE n1gINKIC y,
p19"™NK4P y especificamente inhibe CDK4 y CDK6 (78). EI RNA mensajero de p21 es
abundante en células troncales en reposo, y su evaluacion funcional se ha llevado a
cabo usando ratones deficientes (72). En ausencia de p21, la proliferacién de HSC
incrementa bajo condiciones homeostaticas normales. La exposicion de los
animales p21”" a agentes mielotoxicos especificos de ciclo celular resulta en un
mayor indice de mortalidad, debido a la deplecién de células hematopoyéticas en
division y al agotamiento del compartimiento de células en quiesencia. En contraste,
el RNA mensajero de p27 esta presente ubicuamente en todas las poblaciones
hematopoyéticas. Usando ratones p27 en combinacién con ensayos de
reconstitucion, Cheng y colaboradores reportaron que p27 no afecta el numero y/o
la autorenovacion de las HSC, pero cuando son transplantadas HSC p277", éstas
generan progenitores que eventualmente dominan la produccion de células
sanguineas (79). Entonces, p21 gobierna la entrada de las células troncales al ciclo,
con lo cual impone limites al tamano de la poblacion y previene su desaparicion,
mientras que p27 gobierna la expansion de poblaciones progenitoras (80). Algunos
factores de transcripcion como c-myb, GATA-2, Gfi-1, Bmi-1 y aquellos de la familia
Hox han mostrado participaciéon en la proliferacién y diferenciacion de células
primitivas de médula ésea, y la modulacién de su sefal pudiera representar una
tentativa para el mejoramiento de la terapia con precursores hematopoyéticos (81).
Por otro lado, el reciente hallazgo de dos moléculas estrechamente relacionadas a
la quiescencia de las células troncales ha permitido visualizar un ‘nicho de
inactividad’ como el sitio y estado metabdlico mas seguro para las células
fundadoras del sistema hematopoyético (63,74). Arai y colaboradores demostraron
que las células troncales en Gy expresan el receptor tirosin-cinasa Tie2 y que la
sefializacion inducida por su ligando angiopoyetina (Ang-1) tiene un efecto anti-
apoptotico en las células troncales, promueve su estado de quiescencia, mantiene

su actividad repobladora de larga duracién, y las protege del estrés mielosupresor



(63). En 2006, tras la inactivacion del gen PTEN que codifica para un regulador
negativo de la via de sefalizacién PI(3)K-Akt, Zhang y colaboradores demostraron
el papel crucial de este factor intrinseco en la restriccién prolongada de la activacion
de las células troncales, en la determinacion de su destino, y en la prevencion de
leucemogeénesis (74). El tratamiento experimental con drogas citotdxicas anti-cancer
ha sido muy util para elucidar el estado de las células troncales. El 5-fluorouracil (5-
FU), que mata células mitéticamente activas en médula Osea, causa el
enriquecimiento de la poblacién de células primitivas que retiene solo niveles bajos
del colorante vital rodamina 123 o del colorante Hoechst, la cual ha sido
denominada poblacion lateral (Figura 8). La mayoria de las LT-HSC quiescentes
residen en esta fraccion y son susceptibles de entrar en ciclo tras el tratamiento con
5-FU, y en algunas ocasiones migrar a circulacién sanguinea; sugiriendo que los
cambios en el ambiente microhematopoyético generados por drogas
quimioterapeduticas llevan a las células troncales a transitar de la quiescencia al ciclo
(73,82). En conjunto, estos estudios marcan un progreso sustancial en el
entendimiento de la dinamica poblacional de las células troncales y sefialan que el
estado de quiescencia las protege de estrés por radiacién y quimioterapeuticos,
promueve su adhesion optima al nicho y disminuye sus requerimientos de factores
de crecimiento y oxigeno (73). En contraste, sdlo recientemente se han desarrollado
meétodos para estudiar células que apenas inician el programa de diferenciacion
linfoide, y por lo tanto la informacién disponible acerca de su comportamiento

proliferativo in vivo es todavia escasa.
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Figura 7. Regulacion del ciclo celular en hematopoyesis temprana. La activacion
secuencial de los complejos de ciclinas/cinasas dependientes de ciclinas (Cdks) guian la
progresion de las células hematopoyéticas en quiescencia a las fases Gy y S del ciclo,
mientras que ciertos inhibidores de cdks como p19, p21 y p27 son candidatos naturales que
regulan negativamente la entrada a las fases S y G,, controlando asi el mantenimiento de

poblaciones primitivas.
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Figura 8. Cambios en las frecuencias de células hematopoyéticas de médula 6sea
tras el tratamiento con 5-fluoro-uracilo. En el compartimiento Lin'Sca*c-kit" (LSK), una
fraccion celular se encuentra en la poblacion lateral quiescente, mientras que después del
tratamiento con 5-FU el numero de progenitores en division se reduce dramaticamente y la
mayoria de las células que permanecen pertenecen a la poblacién lateral quiescente.
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Figura adaptada de Suda y cols. (73).
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IV.5. PERTURBACION DEL MICROAMBIENTE HEMATOPOYETICO

Los factores de crecimiento y diferenciacidon son los elementos extrinsecos
principalmente responsables de dirigir y mantener la hematopoyesis basal bajo
circunstancias normales. Esta probablemente ocurre en el contexto de secrecion de
niveles bajos de citocinas esenciales, tales como SCF, Tpo, FIt3L y GM-CSF (83);
sin embargo, en respuesta a agentes mieloablativos, inflamacién o infeccion, la
liberacién de citocinas pro-inflamatorias y supresoras provenientes de células del
sistema inmune innato y componentes del nicho, puede incrementarse vy
desbalancear el proceso. En particular, una sobre-exposicion a citocinas pro-
inflamatorias como son IL-1, TNFa, IFNa/B, y limitina suprime la linfopoyesis por
induccién de muerte celular de los precursores linfoides tempranos, los cuales son
altamente sensibles a apoptosis (84). Adicionalmente, la inflamacién e infeccion
posiblemente resulten en la exportacion prematura de células linfoides y mieloides a
la periferia. De hecho, en diversos modelos experimentales se ha reportado la
perturbacion del estado de quiescencia y de la arquitectura del nicho
hematopoyético en circunstancias de infecciones y/o estrés, concomitante con la
movilizacion extramedular de las células hematopoyéticas (85-87). Los estudios de
Kelsoe y sus colaboradores sugieren que el aumento de granulocitosis por
inflamacion compromete la linfopoyesis en la médula ésea porque ambos eventos
se llevan a cabo en un nicho celular comun, y que en esta circunstancia hay un
desequilibrio en la actividad de algunos componentes basicos del nicho, como es la
quimiocina CXCL12, lo que promueve la liberacion de los progenitores (86,87). Por
otro lado, datos recientes senalan que células que residen en la fraccion de HSC de
médula 6sea de raton reconocen directamente productos bacterianos a través de
receptores tipo Toll (TLR) 2 y 4; y que la activacion de estos receptores puede
alterar el ciclo celular y los patrones normales de diferenciacién (88). Queda por
determinar si la estabilidad del linaje es perturbada bajo estas circunstancias, y si
ello representa una amenaza para la reconstitucion del sistema inmune, o por el

contrario, una via para robustecer periddicamente la linfo-hematopoyesis temprana.



IV.6. DESARROLLO DEL LINAJE LINFOIDE EN HUMANOS

Gran parte del conocimiento actual de la biologia de los progenitores linfoides y
el desarrollo temprano del sistema linfo-hematopoyético en humanos se deriva de
estudios in vitro, y en menor grado, de la contribuciéon de algunas anormalidades
genéticas y modelos quiméricos. Aun cuando los fenotipos de la superficie celular
que caracterizan a los progenitores hematopoyéticos del humano son a menudo
distintos de sus contrapartes murinas, los hallazgos sugieren que el proceso de
linfopoyesis es consistente con los principios delineados en modelos experimentales
(12,89).

Los progenitores linfoides tempranos. En la médula ésea y el cordon umbilical

del ser humano, una variedad de progenitores multipotentes residen en la fraccion
celular que no expresa en la superficie membranal ningun marcador de célula
sanguinea madura, pero expresa CD34. La aparicion de CD10 y de la enzima
desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) en dichas células es probablemente uno
de los eventos iniciales que distinguen a los progenitores linfoides (89). Asi mismo,
el receptor de quimiocina CXCR4 es sustancialmente expresado en células con
actividad precursora linfoide, de tal modo que se especula que podria ser un
marcador distintivo de la contraparte de ELP del ratdén. Los posibles progenitores
linfoides comunes (CLP) expresan ademas el receptor de interleucina 7 (IL-7),
CD38 y CD45RA, y aunque, tanto en cultivo como in vivo, muestran un potencial
residual hacia células T, NK y dendriticas, se diferencian principalmente a linfocitos
B (90) (Figura 9). Por otro lado, células que expresan CD34, CD45RA y CD7, pero
no expresan CD10 ni el receptor de IL-7, son eficientes en la generacion de células
Ty NK (91).

Desarrollo de las células B. En la ontogenia, el desarrollo de las células B puede

ocurrir en el omentum y el higado fetal, mientras que después del nacimiento se

confina primordialmente a la médula ésea. Aun cuando la informacién acerca de los



eventos de transicion a partir de los potenciales CLP a los precursores de células B
es muy limitada, se han identificado poblaciones funcionales que definen la via de
diferenciacion rio abajo, iniciando con las células B tempranas CD34"CD19°CD10",
y continuando con pro-B CD34"CD19°CD10", pre-Bl grandes CD34°CD19°CD10",
pre-Bll grandes CD34CD19°CD10", pre-Bll pequeiias CD34CD19°CD10", B
inmaduras CD34 CD19°CD10"slgM" hasta la produccién de B maduras CD34
CD19"CD107slgMsIgD", que eventualmente seran exportadas a los tejidos linfoides
periféricos para cumplir su funcién de reconocimiento de antigeno, activacién y
produccion de anticuerpos especificos (Figura 9). El proceso completo en la médula
O0sea requiere de la accion concertada de multiples factores de transcripcion,
incluyendo lkaros, PU.1, E2A, EBF y Pax-5. Los dos primeros actuan paralelamente
en el control de la transicidén de las células troncales a progenitores, mientras que
E2A, EBF y Pax-5 regulan secuencialmente el desarrollo de las células B tempranas
(39). La linfopoyesis de B en el humano parece cumplirse sin el requerimiento de
algunas citocinas documentadas como esenciales para el proceso en el raton, como
la interleucina 7, y hasta el momento se desconocen los factores de crecimiento y/o

citocinas que la dirigen.

Desarrollo de las células T. Los precursores timicos mas tempranos (ETP, del

inglés early thymic progenitors) residen en la poblacion CD34'CD1a
CD38"°CD44*IL-7Ra* y a partir de ellos se inicia el proceso de compromiso de
estadios intermedios de diferenciacion desde células pre-T, células inmaduras CD4
uni-positivas pequefias, células CD4 uni-positivas grandes, células tempranas
doble-positivas (EDP), hasta los timocitos DP CD4"CD8'TCRa", los cuales daran
origen a la diversidad de linfocitos T maduros CD4 y CD8 con capacidad de
reconocimiento de antigeno y activacién. La participacion de algunos factores de
transcripcion en este proceso ha sido blanco de gran investigacion, y actualmente
es claro que las interacciones de los receptores Notch con sus ligandos juegan un
papel crucial en el control de la diferenciacion y proliferacion de los precursores

tempranos, dirigiendo asi las decisiones de linaje de T en el timo (50), concomitante



con la supresion del linaje de B. Asi mismo, el balance de la expresion de las
proteinas E y sus antagonistas naturales Id esta implicado en la diversificacion
timica T/NK (89), y el factor GATA3 es esencial para el rearreglo apropiado de
genes del receptor de células T. Respecto a la importancia de las citocinas, se
conoce que la linfopoyesis de T es criticamente dependiente de IL-7, o que ha sido
sustentado por la profunda deficiencia en células T (pero no B) que desarrollan los
pacientes con inmunodeficiencia severa combinada por defectos genéticos en el
gen que codifica para la cadena yc del receptor de IL-7, y los pacientes deficientes
en IL-7Ra (89).

Desarrollo de células NK y dendriticas. Las células asesinas naturales (NK)

pueden producirse en multiples sitios. En el feto se han encontrado precursores en
médula 6sea, higado, timo, bazo y ganglios linfaticos, mientras que en nifios y
adultos la médula 6sea es el sitio predominante de su desarrollo, a partir de
progenitores linfoides. Los factores de transcripcion Id2 y 1d3 controlan el desarrollo
temprano de las células NK, mientras que los tres estadios que definen el proceso
completo -el compromiso de linaje, la seleccion del repertorio de receptores NK y la
maduraciéon funcional- son criticamente dependientes de la interleucina 15, la cual
mantiene la viabilidad y sostiene la proliferacion de las células en desarrollo (92).
Por otro lado, el origen hematopoyético del creciente numero de poblaciones de
células dendriticas en el humano esta, a la fecha, pobremente definido. Sin
embargo, la expresion de algunos genes asociados al linaje linfoide en las células
plasmacitoides dendriticas (pDC) sugiere una afiliaciéon linfoide en la médula ésea, y
datos recientes indican que Notch, en concierto con el factor de transcripcién Spi-B

pudieran regular la diversificacion de linaje T/pDC en el timo (93).

Linfopoyesis temprana después del transplante hematopoyético. El transplante

de células troncales y progenitores hematopoyéticos en individuos inmuno-
comprometidos o que han desarrollado cancer, es capaz de rescatar la

hematopoyesis y fortalecer el sistema inmune (12). Los Centros para el Control y



Prevencion de Enfermedades (CDC, del inglés ‘Centers for Disease Control and
Prevention’) y el Centro Internacional de Transplantes de Sangre y Médula Osea
(CIBMTR, del inglés ‘Center for Internacional Blood & Marrow Transplant Research’)
registran anualmente alrededor de 30,000 individuos que requieren transplante de
HSC como medida de rescate a largo plazo del sistema hematopoyético tras la
mieloablacién provocada por agentes quimioterapeuticos (94,95). Varios factores
impactan el resultado de estos transplantes: la edad del receptor, el tipo del
donador, estadio de la enfermedad, la sobrevivencia a la toxicidad de la
quimioterapia y a las infecciones, y la eficiencia de potencial de las células
transplantadas. La recuperacion del sistema inmune se lleva a cabo en tres fases: la
fase | incluye los primeros 30 dias post-transplante; la fase Il, del dia 30 al dia 100,
y la fase lll los dias subsecuentes al dia 100 post-transplante. De ellas, la fase | es
crucial para el establecimiento y diferenciacion de los progenitores tempranos.
Durante esta fase, la leucopenia prolongada y el rompimiento de la barrera
mucocutanea causada por los regimenes preparativos constituyen dos factores de
riesgo criticos, e independientes de si el transplante es autélogo o alogénico. El
indice de reactivacion del virus de herpes simple y la infeccion por oportunistas que
acceden al organismo a través de mucosas son elevados (95). El destino de las
células troncales y los progenitores hematopoyéticos primitivos bajo estas
condiciones extremas de estrés es un tema actualmente explotado, ya que de ese
destino dependen la iniciacién y el mantenimiento de los linajes encargados de

restablecer la inmunidad innata y adaptativa.



Figura 9. El modelo de linfo-hematopoyesis en humanos. Aunque la mayoria de las
poblaciones celulares parecen coincidir con las delineadas en ratén, se desconoce si existe
una contraparte precisa de ELP y si ésta es responsable de colonizar el timo para dar inicio
a la timopoyesis. HSC, célula troncal hematopoyética; MPP/ELP, progenitor
multipotente/progenitor linfoide temprano; CLP, progenitor comun linfoide; CMP, progenitor
comun mieloide; GMP, progenitor de granulocitos y monocitos; MEP, progenitor de
megacariocitos y eritrocitos; ETP, progenitor de timocitos temprano. Figura adaptada de
Blom & Spits (89).



V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad, las células troncales multipotentes y los progenitores
hematopoyéticos tempranos son utilizados de forma frecuente para
rescatar la hematopoyesis, asi como robustecer los sistemas de
inmunidad innata y adaptativa, en numerosos tipos de cancer, deficiencias
inmunologicas y enfermedades genéticas. Después del transplante, la
reconstitucion del sistema inmune depende de varios factores, incluyendo
la capacidad de proliferacion y maduracién, y el potencial de
diferenciacion de los progenitores. A menudo, el éxito de este proceso se
ve amenazado por infecciones oportunistas alentadas por las terapias
quimicas cito-reductoras de las que es objeto el hospedero, y cuya
resolucion demanda a su vez el reabastecimiento y la activacion de
células del sistema inmune.

Se desconoce si la exposicidn a agentes quimioterapeuticos y a los
componentes microbianos influencien potencialmente la funcién de las
células troncales y los progenitores linfoides. Mas aun, no tenemos
informacion acerca de la cinética poblacional de dichos progenitores en
circunstancias normales o bajo alteraciones nocivas microambientales. La
observacién y el entendimiento del efecto de la quimioterapia, la
inflamacién y las infecciones en los procesos de linfo-hematopoyesis
temprana son fundamentales, y pudieran tener gran impacto en la biologia

del transplante.



VI. HIPOTESIS

Los progenitores linfoides tempranos de la médula 6sea son susceptibles a
cambios en el microambiente generados por factores externos tales como la
quimioterapia y la infeccidn, y su exposicién a dichos factores altera el potencial y/o

el destino de la diferenciacion linfoide.



VII. OBJETIVOS

VII.1 OBJETIVO GENERAL

Definir el efecto de la quimioterapia y la infeccién sobre la diferenciacion
hematopoyética de los progenitores linfoides tempranos de raton y

humano.

VIl.2 OBJETIVOS PARTICULARES

VII.2.1. Determinar las frecuencias y caracteristicas fenotipicas in vivo de
los progenitores hematopoyéticos linfoides murinos de origen fetal y
adulto, en condiciones normales y bajo la influencia de quimioterapia,
inflamacion y/o infeccion.

VIl.2.2. Estudiar la capacidad proliferativa y el ciclo celular de los
progenitores hematopoyéticos fetales y adultos, en condiciones normales
y bajo la influencia de quimioterapia, inflamacién y/o infeccion.

VII.2.3. Determinar las diferencias en el potencial de diferenciacion linfoide
entre progenitores hematopoyéticos de médula 6sea e higado fetal de
raton.

Vil.2.4. Aprender si las sefiales microambientales liberadas durante
quimioterapia, inflamacion y/o infeccion desestabilizan las decisiones de
linaje y el destino de los progenitores linfoides de raton, in vivo y bajo
condiciones controladas de cultivo.

VII.2.5. Estudiar la reconstitucion de células del linaje linfoide humano en
pacientes con transplante de células troncales/progenitores

hematopoyéticos después de un proceso de quimioterapia.
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

VIll.1. Ratones y suspensiones celulares. Se utiliz6 una colonia de ratones F1

heterocigotos knock-in RAG1/GFP, generados en el Laboratorio de Recursos
Animales de la Oklahoma Medical Research Foundation, a los que se les ha
insertado el gen de la proteina verde fluorescente (GFP) en el locus de la enzima
RAG1, que recombina los segmentos genéticos VDJ de las inmunoglobulinas y los
receptores de antigeno del linfocito T (96,97). Ademas, se utilizaron ratones
C57BL6 (B6; aloantigeno CD45.2), B6-Thy1.1, B6-SJL (aloantigeno CD45.1), TNF™",
MyD88"' y TLR9™, los cuales fueron mantenidos en el LARC. Algunos ratones B6-
Thy1.1 fueron cruzados con los knock-in B6-RAG1/GFP con el fin de producir
animales RAG1/GFP que expresen Thy1.1. Las células de higado fetal se
obtuvieron a las edades embridnicas (en dias) E13-E16. Para incorporar de 35 a 55
ratones knock-in por grupo de estudio, los experimentos de ciclo celular en adultos
se llevaron a cabo con células purificadas de médula 6sea de ratones de 2 a 5
meses de edad. El resto de los estudios se realizé en ratones adultos jovenes de 8

a 10 semanas de edad.

VIIl.2. Citometria de flujo y seleccion celular. La médula ésea fue extraida de los

fémures, tibias y humeros con solucion amortiguada de fosfatos (PBS) + 3% de
suero fetal bovino (FBS). Las células se resuspendieron y enriquecieron por
incubacion con anticuerpos purificados, dirigidos contra los marcadores de linaje
mieloide Gr1 (RB6-8C5) y CD11b/Mac1 (M1/70), de linaje de B CD19 (1D3) y
CD45R/B220 (14.8), y de linaje eritroide TER-119; seguido de un proceso de
seleccion magnética negativa usando el sistema de separacion Bio-Mag (Qiagen).
La suspension celular parcialmente despojada de células maduras se bloqued con

un anticuerpo anti-receptor de la fraccion Fc de las inmunoglobulinas (anti-FcR) y



fue tenida con los anticuerpos conjugados APC-anti-c-kit (2B8) y biotina-anti-
marcadores de linaje [Gr-1, Mac-1, CD3 (17A2), CD8a (53-6.7), CD19, CD45R, pan-
NK (DX-5) y TER-119], combinados con estreptavidina conjugada al colorante Rojo
613. La seleccién multicolor por citometria de flujo (‘sorting’) se llevé a cabo en un
citometro MoFlo (DakoCytomation) y/o en un FACSaria (Becton Dickinson, BD). En
los estudios de ciclo celular, las fracciones de ELP y Pro-L se analizaron
numéricamente y seleccionaron en base a los fenotipos Lin"GFP*c-kit" y Lin GFP*c-
kit°, respectivamente. Para ello, seguido a la deplecion de células Linaje*, se realizé
la primera seleccion de las fracciones GFP" y GFP’, en la cual el fondo de
autofluorescencia fué discriminado de la fluorescencia auténtica de GFP por la
coleccién de datos en dos canales de fluorescencia sin compensacioén (17,21). Una
segunda ronda de seleccién fue necesaria para distinguir células con diferentes
niveles de expresiéon de c-kit. Dos consideraciones técnicas se tomaron en cuenta
en el analisis de células en reconstitucion después de quimioterapia: el anticuerpo
CD11b/Mac1 no fué incluido en el protocolo de deplecion debido a la probabilidad
de que la molécula sea regulada positivamente; y la expresién de Sca-1 (D7) no fué
utilizada como parametro adicional de discriminacién de los progenitores, en las
cuales éste se expresa a niveles artificialmente altos bajo el tratamiento in vivo con
5-fluoro-uracilo (82). La purificacion de progenitores a partir de suspensiones de
higados fetales de ratén incluyo la eliminacion de células eritroides TER-119" previo
a la seleccidn celular en dos pasos. En el primero paso se clasificaron células GFP’,
GFP" y GFP". Las células se incubaron con anti-FcR antes de su tincién con los
anticuerpos APC-anti-c-kit y bio-Sav-R613-anti-Sca-1 o PE-anti-Sca-1, y fueron
sujetas a una segunda ronda de seleccién. Los progenitores hematopoyéticos
fetales se fraccionaron de acuerdo a la expresion de Sca-1y c-kit (Figura 2).

Para el analisis de los transcritos de genes de receptores tipo Toll (TLR), células
LinGFP™ provenientes de médula ésea de ratones Thy1.1-RAG1/GFP fueron
tefiidas con APC-anti-c-kit (2B8), PE-Cy5-anti-Sca1 (D7), FITC-anti Thy1.1 (OX-7), y
PE-anti CD34 (RAM34), mientras que las células LinGFP" fueron tefiidas con APC-
anti-c-kit, PE-Cy5-anti-Scal y PE-anti-IL-7Ra (A7R34). Las células troncales



hematopoyéticas (HSC) fueron doblemente seleccionadas como Lin"GFPc-
kit"Sca1*Thy1.1°; los progenitores multipotentes (MPP) como Lin"GFPc-
kit"Sca1*Thy1.17 los progenitores comunes mieloides (CMP) como Lin'GFPc-
kit"Sca1Thy1.1°CD34"; los progenitores megacariociticos-eritroides (MEP) como
Lin"GFP c-kit"Sca1 Thy1.1°CD34"; los progenitores linfoides tempranos (ELP) como
Lin GFP*c-kit"Sca1*IL-7Ra; y los progenitores comunes linfoides (CLP) como Lin
GFP*c-kit°Sca1*IL-7Ra".

Los CLP provenientes de ratones B6, TNF™, y/o TLR9™, y utilizados en cultivos
linfoides, se purificaron por citometria de acuerdo al fenotipo Linc-kit°Sca1*IL-7Ra.",
después de la tincién con FITC-anti-marcadores de linaje, APC-anti-c-kit, PE-Cy5-
anti-Sca1, y PE-anti-IL-7Ra. En todos los casos de purificaciéon por citometria, la
pureza de cada poblacién fue confirmada por analisis post-seleccion.

Después del tratamiento in vivo con CpG o la infeccion viral, la médula 6sea de
los ratones fué cosechada y la frecuencia de las siguientes categorias celulares fue
determinada por citometria de flujo en un FACSCalibur BD: células B B220"CD43"
IgM*CD19", células pre-B B220*CD43'IgM'CD19", células pro-B
B220°CD43"CD24'CD19", células dendriticas plasmacitoides (pDC) B220*CD19
CD11c’Ly6C", células dendriticas asesinas productoras de interferon (IKDC)
B220°CD19°CD11c¢'Ly6C", y células dendriticas convencionales (cDC) B220°CD19
CD11c’CD11b*. El andlisis de las poblaciones se realizd utilizando el programa
CellQuest de BD.

VIII.3. Tratamiento con 5-fluoro-uracilo. El 5-fluoro-uracilo (5-FU) es una droga

perteneciente a la familia de anti-metabolitos utilizados como agentes
quimioterapeuticos en el tratamiento de cancer. Es un analogo de pirimidina que
inhibe la actividad de la timidilato sintasa y la replicacién de DNA, por lo que arresta
el ciclo e induce la apoptosis de las células blanco. En el presente estudio, los
ratones adultos fueron sujetos a una inyeccién intraperitoneal de 150 mg/kg peso
corporal de 5-fluoro-uracilo en PBS. Las células de médula dsea se recuperaron y

analizaron a diferentes tiempos post-tratamiento.



VIIl.4. Estimulacion con el ligando de TLRY. In vitro: los CLP provenientes de

ratones B6, TNF” 6 TLR9” fueron altamente purificados e incubados con 0.6 ug/ml
del ligando sintético de TLR9, CpG-ODN 1826 [oligonucledtido constituido de
motivos citosina-fosfato-guanosina A fosfotiolados], por diferentes periodos de
tiempo en medio de cultivo X-VIVO15, libre de suero y estroma. Enseguida las
células fueron rigurosamente lavadas y -cultivadas sin CpG por 8-10 dias
nuevamente en condiciones libres de suero y estroma, pero en presencia de
factores de crecimiento (ver seccion de cultivos celulares). In vivo: los ratones se
inyectaron intraperitonealmente con 100 ug/200 ul de CpG-ODN o con agua libre de
endotoxina, y 24 6 48 horas después, las células de médula 6sea se cosecharon

para su analisis o cultivo.

VIIIL.5. Infeccion por HSV-1. Grupos de 3 a 5 ratones adultos C57BL/6 fueron

anestesiados y subsecuentemente las corneas escarificadas antes de la aplicacion

topica del virus de herpes simple-1 (HSV-1) cepa McKrae. Para el modelo de
infeccion aguda, fueron utilizadas 1000 unidades formadoras de placa por cornea
([pfu]/cérnea) en un volumen de 3 ul de RPMI-1640, mientras que para el modelo de
infeccion subclinica o latente se aplicaron 300 [pfu]/cérnea. Siete o treinta dias post-
infeccion, respectivamente, los ratones se anestesiaron y perfundieron con PBS
antes de remover la médula 6sea para el analisis de poblaciones y purificacion de

células progenitoras.

VIll.6. Tratamiento in vivo con bromo-2’-desoxiuridina. Para los estudios en

adultos, grupos de 35 a 55 ratones fueron sujetos a una inyeccion intraperitoneal de
bromo-2’-desoxiuridina (BrdU, 100 ug/100 ul PBS), mientras que para los estudios
fetales se utilizaron grupos de 3 ratones hembras prefadas, a quienes se aplico la
misma dosis de BrdU por la vena caudal al top. En ambos casos se administré BrdU
de forma continua en el agua para beber (0.8 mg/ml) durante la duracion del

experimento. Los progenitores linfoides fueron purificados por citometria, seguido



de la tincién intracelular con anticuerpo anti-BrdU conjugado a ficoeritrina. La
fijacion y permeabilizacion de las células, asi como el relajamiento de las cadenas
de DNA se condujeron de acuerdo a las especificaciones del sistema para estudio
de BrdU de BD Biosciences. Las células fueron analizadas en un FACScan con la

ayuda de los programas BD Cell Quest y WinMDI.

VIIl.7. Analisis del ciclo celular con Hoechst 33342 y Pironina Y. La combinacion

de los colorantes Hoechst 33342 (Hst) y Pironina Y (PY) fué usada para la tincion
diferencial de acido desoxirribonucleico (DNA) y acido ribonucleico (RNA) celulares
(98). Los progenitores linfoides se fijaron durante toda la noche en etanol al 70%,
fueron resuspendidos en una solucién de Hst 2 ug/ml y PY 4 ug/ml, y analizados en
un citometro MoFlo DakoCytomation equipado con laser UV. Debido a que la tincion
de RNA con PY rinde un histograma continuo sin una franca demarcacion entre las
células positivas y negativas, para designar la fraccion Gy en todos los
experimentos fue utilizada una ventana de analisis arbitraria que exhibe la tincion
minima de PY, como ha sido reportado previamente (98), y que en la presente
investigacion comprendioé aproximadamente el 15% de las células progenitoras del

higado fetal.

VIII.8. Expresion de genes asociados a ciclo celular. Los progenitores linfoides

se purificaron por citometria de acuerdo al protocolo descrito previamente, y el
cDNA proveniente de ellos fue preparado para analisis de expresion de genes por
reaccion de polimerizacion en cadena usando transcriptasa reversa (RT-PCR) en
tiempo real. Las secuencias de los genes de ciclinas, cdks, p21 Cip1/Waf1, p27
Kip1, p19 Ink4d, bcl-2, c-myc, HoxB4, TGF-BR y Gfi-1 se obtuvieron del navegador
del genoma del Grupo de Bioinformatica de la Universidad de California Santa Cruz

(UCSC) (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway), mientras que las secuencias

especificas de los primers anversos y reversos fueron disefiadas usando el

programa Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/cqgi-bin/primer3/primer3 _www.cgi) y son

mostradas en la Tabla 1. La mezcla de amplificacion estuvo constituida del cDNA



templete, de colorante verde SYBR y cada uno de los iniciadores a concentracion
de 2 uM. Las reacciones de amplificacion en tiempo real se condujeron en un
sistema de deteccion de secuencias ABI Prism 7700 (Applied Biosystems),
aplicando un ciclo de 10 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de 15 segundos a
95°C y 60 segundos a 60°C. La expresion relativa de cada gen fue calculada

utilizando cDNA de B-actina como control endégeno [Expresion génica relativa = 2(“!

ctrl — Ct gen) X 1 03]

GEN Primer anverso Primer reverso

p21 Cip1/Waf1 gtacttcctctgecctgetg tctcttgcagaagaccaatctg
p27 Kip1 ttgggtctcaggcaaactct ggggaaccgtctgaaacatt
p19 Ink4d ttcttcatcgggagctggt atgctccaccagaaccttca
ciclina A2 gagaatgtcaaccccgaaaa ggtgaaggcaggctgtttac
ciclina D1 gcgtaccctgacaccaatct ctettcgeacttctgetect
ciclina D2 acctgttgaccatcgaggag ccaagaaacggtccaggtaa
cdk2 gccctattcectggagattc ggggtcatagtgcagcattt
cdk4 gattgcctccagaagacgac ttgtgcaggtaggagtgctg
bcl-2 agtacctgaaccggcatctg acttgtggcccaggtatgce
c-myc tcctgtacctcgtcegattc ggtttgcctcttctccacag
Hox B4 ctggatgcgcaaagttcac cttcatgcgccgattctg
TGF-B R gcaagttttgcgatgtgaga ggcatcttccagagtgaagc
Gfi-1 tggcaagagcttcaagaggt gctctgactgaaggctttgc
B-actina gctcttttccagccttccett gtgctaggagccagagcagt

Tabla 1. Secuencias de primers anversos y reversos para el estudio de expresion de genes

de ciclo celular por RT-PCR en tiempo real.



VIIl.9. Deteccion de actividad de telomerasa. La telomerasa es una enzima

polimerasa encargada de restituir la longitud de los teldbmeros después de cada
division celular, haciendo copias de la secuencia TTAGGG a través de su actividad
de transcriptasa inversa (transcripcion de RNA a DNA) (99). En el presente estudio,
la actividad de telomerasa fué medida cuantitativamente en 1000 progenitores
linfoides a través de PCR en tiempo real de acuerdo a las especificaciones
comerciales de Express Biotech International. En breve, se adicioné enzima activa
proveniente de células lisadas a un numero variable de repeticiones teloméricas
sobre el extremo 3’ de un oligonucledtido sustrato. Los productos de extension
fueron amplificados por PCR y luego detectados midiendo el incremento en la
fluorescencia resultante de la union del colorante verde SYBR al DNA de doble
cadena (dsDNA). Se condujo una curva estandar para calcular actividad enzimatica
usando un oligonucleétido con una secuencia idéntica a la de los primers de los

teldmeros.

VIII.10. Co-cultivos con células estromales. Los progenitores linfoides fetales y

adultos fueron co-cultivados hasta por tres semanas con las células estromales OP9
transfectadas con un retrovirus que contiene el gen de la proteina verde
fluorescente (OP9-GFP) o el ligando de Notch tipo Delta 1 (OP9-DL1), provenientes
del laboratorio del Dr. J.C. Zuhiga-Pflicker. Las condiciones de los cultivos fueron
las adecuadas para promover el desarrollo linfoide de células B y T,
respectivamente (100). Durante la primera semana se utiliz6 medio a-MEM con
10% de SFB, 2-mercaptoethanol 5x10°M, L-glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml y
estreptomicina 100 ug/ml, mas los factores de crecimiento ‘stem cell factor’ (SCF) 2
ng/ml, el ligando de FIk2/FIt3 (FIt3-L) 5 ng/ml, e interleucina 7 (IL-7) 2 ng/ml.
Durante la segunda y tercer semanas, la concentracion de IL-7 fue incrementada a
5 ng/ml. Las células producidas se analizaron por citometria de flujo y los resultados
reportados como rendimiento (# de células de cada categoria) por cada unidad de

progenitor inicial (input). Las células estromales fueron distinguidas de las



hematopoyéticas por su tamano y tincion positiva con un anticuerpo que reconoce la

molécula de adhesiéon VCAM-1.

VIII.11. Cultivos linfoides libres de suero y estroma. Células purificadas fueron

cultivadas por 8-10 dias en medio X-VIVO 15 suplementado con 2-mercaptoethanol,
L-glutamina, penicilina y estreptomicina, y en presencia de SCF, FIt3-L e IL-7. El
fenotipo y numero de células a partir de cultivos linfoides fueron establecidos por
citometria. Las células B220"CD19°CD11¢'CD11b™ corresponden al linaje de B,
mientras que la fraccion B220"CD19°CD11¢"CD11b” contiene una mezcla de IKDC y
pDC; vy la fraccion B220°CD19°CD11¢c"CD11b" es considerada por su fenotipo como
cDC. Los resultados fueron reportados como rendimiento (# de células de cada

categoria) por cada unidad de progenitor inicial.

VIII.12. Andlisis _estadistico. El programa GraphPad Prism V3.02 se utilizd para

analizar estadisticamente los resultados de este estudio, los cuales fueron en su
mayoria presentados como valores de Media + SEM. Las comparaciones entre
grupos se realizaron con la prueba de t no pareada y las diferencias se

consideraron significativas si los valores de probabilidad resultantes fueron <0.05.

VIII.13. Estudios en humanos: pacientes y controles. Evaluamos tres grupos de

estudio: un grupo constituido de 28 pacientes transplantados con células troncales y
progenitores hematopoyéticos autdlogos como tratamiento a enfermedades
hematolégicas después del régimen mieloablativo condicionante, segun lo detalla la
Tabla 2; otro grupo constituido de 15 pacientes transplantados con células troncales
y progenitores hematopoyéticos alogénicos después del régimen mieloablativo
condicionante; y un grupo control comprendido de 10 donadores voluntarios sanos.
Los pacientes fueron tratados en el Departamento de Hematologia del Hospital de
Especialidades Manuel Avila Camacho, I.M.S.S. Puebla; o en el Centro Médico La
Raza, I.M.S.S. México. El estudio se llevd a cabo en apego a las normas y

regulaciones establecidas universalmente. Tras el consentimiento informado, de



acuerdo a la Declaracion de Helsinki, se realiz6 una toma de muestra de sangre
periférica de cada individuo y se obtuvieron las células mononucleares de sangre

periférica (PBMC) por gradientes de densidad.

CARACTERISTICAS TIPO DE TRANSPLANTE
Ninguno Autélogo Alogénico®

Edad (<10 anos:>10 afos) 0:10 10:18 2:13
Media de edad 29.7 17.0 26.2
Género (M:F) 9:1 15:13 10:5
Enfermedad NA
Leucemia linfoblastica aguda 17 1
Leucemia mieloide aguda 3 9
Leucemia granulocitica crénica 0 5
Linfoma no-Hodgkin 6 0
Cancer de mama 2 0
Terapia preparativa’ NA

CyEA 16 0

CyICT 4 2

BuCy-2 0 13

CyvB 6 0

CyVP 2 0
Serologia HCMV? (+ : -) 10:0 28:0 15:0
Enfermedad HCMV: # pacientes NA 0:28 5:15

Tabla 2. Caracteristicas de donadores voluntarios y pacientes receptores de
transplante hematopoyético. Los valores en la tabla representan el numero de pacientes.
'CyEA=ciclofosfamida+etopdsido+ citosin-arabinésido; CylCT=ciclofosfamida + irradiacion
corporal total; BuCy-2=busulfan + ciclofosfamida; CyVB=ciclofosfamida + vepesid +
biscloroetilnitrosourea; CyVP=ciclofosfamida + carboplatino. Determinado pre-transplante
en pacientes. *Todos los pacientes con transplante alogénico recibieron un tratamiento
inmunosupresor con ciclosporina y metotrexate. NA denota no aplicable.



VIll.14. Definiciones clinicas y determinaciéon de infeccion por HCMV. Un

individuo fue considerado infectado por citomegalovirus humano (HCMV) cuando el
gen viral inmediato temprano IE-1 fue detectado en su muestra de PBMC. La
enfermedad por HCMV fue definida como la presencia de DNA viral, anticuerpos
IgM especificos y antigenemia viral pp65, acompanados de fiebre, leucopenia y/o
evidencia de invasion a 6rganos. La deteccion del gen IE-1 de HCMV se condujo
por amplificacion cualitativa de una secuencia de 242 pb, de acuerdo a lo descrito
(101). Las pruebas de serologia para anticuerpos IgM e IgG anti-HCMV utilizaron el
sistema Abbott AxXSYM; mientras que la antigenemia de pp65 viral fue determinada

por inmunocitoquimica (102).

VIIl.15. Citometria de flujo para poblaciones celulares de humanos. El analisis

fenotipico de las células mononucleares se llevé a cabo por citometria de flujo de
tinciones monocromaticas, utilizando anticuerpos anti-CD19 (PE), -CD14 (FITC), -
CD4 (PE) y —CD8 (PE).

VIII.16. Analisis estadistico de estudios en humanos. El programa GraphPad

Prism V3.02 se utilizé para analizar estadisticamente los resultados del estudio en
humanos. Para comparaciones intergrupales se utilizé la prueba no paramétrica de
Mann-Whitney U, en tanto el analisis de correlacion de la reconstitucién de linfocitos
con el tiempo post-transplante se hizo a través de la prueba de Spearman. Las
diferencias entre grupos se consideraron significantes si los valores de probabilidad

resultantes fueron <0.05.
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IX. RESULTADOS

IX.1. AISLAMIENTO DE LOS PROGENITORES LINFOIDES TEMPRANOS DE
RATON. La médula ésea de ratones adultos y el higado fetal a diversas etapas
embrionarias constituyeron la fuente de las diversas poblaciones de progenitores
linfoides en esta investigacion. Para evitar la contaminacién entre progenitores y
reducir la plasticidad experimental en sus potenciales de diferenciacion, las
poblaciones se seleccionaron al menos dos veces por citometria de flujo. La Tabla 3
resume las caracteristicas fenotipicas que fueron consideradas para su alta
purificacion, asi como el potencial de diferenciacion mostrado tanto en sistemas de
cultivos como en modelos murinos de transplante hematopoyético, acorde a lo
descrito (13,17,57). Una de las caracteristicas distintivas de los progenitores que
dan inicio al programa de compromiso linfoide es la activacion del locus RAG1,
propiedad que fue explotada para su aislamiento de los ratones reporteros
RAG1/GFP.

Progenitor Definicion Potencial de
diferenciacion
HSC Lin"Sca1™ c-kit" Thy1.1°, GFP en Multipotente
ratén reportero RAG1/GFP
MPP Lin"Sca1" c-kit" Thy1.1", GFP en Multipotente
ratén reportero RAG1/GFP
LSP Lin"Sca1* c-kit" Thy1.1" CD62L" T, (débil) NK, pDC,
GFP"" en ratén reportero IKDC, (débil) mieloide
RAG1/GFP
ELP Lin"Sca1* c-kit" IL-7Ra, GFP* en B, T, (débil) NK, pDC,
raton reportero RAG1/GFP IKDC, (débil) mieloide
Pro-L Lin"Sca1" c-kit° IL-7Ra*", GFP" B, T, NK, DC
en ratén reportero RAG1/GFP (débil) mieloide,
CLP Lin"Sca1® c-kit° IL-7Ra.", GFP* B, T, (débil)mieloide

en raton reportero RAG1/GFP

Tabla 3. Progenitores hematopoyéticos con potencial linfoide en médula ésea de ratén.
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IX.2. EFECTO DE LA AQUIMIOTERAPIA EN LA BIOLOGIA DE LOS
PROGENITORES LINFOIDES.

IX.2.1. Heterogeneidad y quiescencia relativa de los progenitores linfoides
tempranos y pro-linfocitos en médula 6sea de ratones adultos. Con el objeto de
estudiar el estado proliferativo de los progenitores linfoides de médula 6sea adulta,
ELP y Pro-L provenientes de ratones knockin RAG1/GFP tratados con bromo-2’-
desoxiuridina (BrdU) fueron fraccionados de acuerdo a la Figura 2 y Tabla 3. La
administracion continua de BrdU dio como resultado curvas de marcaje bifasicas
para ambas poblaciones de progenitores linfoides (Figura 10A). Una pendiente
inicial elevada fue caracteristica del indice de marcaje del DNA de una fraccion de
células en ciclo relativamente rapido, que estuvo seguida de una segunda curva de
leve inclinacién, indicando la entrada gradual de las células marcadas a una
fraccion considerablemente mayor y mas lenta (103). La extrapolacién de la
segunda curva al tiempo necesario para alcanzar el marcaje del 100% de las
células resulté en un tiempo promedio aparente de ciclo celular de 11.9 dias para la
poblacién total de ELP y de 11.4 dias para la de Pro-L. Ambos tiempos son
sustancialmente largos en comparacion con el mostrado por la fraccion de médula
6sea de células Linc-kit"GFP", que fue de 5 dias. Consistente con estos hallazgos,
el analisis del contenido celular de DNA/RNA revel6 que casi el 70% de ELP y Pro-L
en la médula 6sea del adulto se encuentran en Gy en cualquier momento a lo largo
del estudio (Figura 10B). En conjunto, estos resultados indican que las poblaciones
de progenitores linfoides son una mezcla de células que representan al menos dos
estadios de cinética poblacional: un numero menor de células en ciclo, y
aproximadamente dos tercios del total de las poblaciones en relativa quiescencia
(fuera del ciclo celular). La curva lenta de marcaje lineal correspondiente al segundo
subgrupo celular indica que esas ELP y Pro-L no estan permanentemente en Gy,
sino son periddicamente lanzadas a entrar en ciclo celular, y la duplicacion o

reemplazo de la poblacion transcurre lentamente.
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La denominacion progenitores linfoides tempranos no implica homogeneidad. De
hecho, aunque la mayoria de ellos expresa TdT y RAG1, muchos expresan las
diversas combinaciones de estas caracteristicas, indicando que éstas no son
adquiridas sincronicamente. Nuestra observacion con respecto al ciclo celular es
que los ELP con los mas altos niveles de RAG1 incorporan BrdU a un indice mucho
menor que los ELP con menor expresion de RAG1 (Figura 10C). Este analisis fue
llevado a cabo a las 24, 36, 120 y 156 horas de tratamiento continuo con BrdU,
observandose el mismo comportamiento. EI mismo parametro reveld similar
heterogeneidad en la poblacién de Pro-L: las células con mayor indice de
incorporacion de BrdU correspondieron con las de menores niveles relativos de
RAG1. Entonces, los datos de cinética mostrados en la Figura 9 representan
valores promedio para subtipos celulares que no son homogéneos respecto a su
actividad mitética y del gen RAG1. Las variaciones en la actividad transcripcional
del gen RAG1 pudiesen estar inversamente asociadas a proliferacion, tal que la

recombinacién de los genes de inmunoglobulina ocurra de una forma segura.

IX.2.2. Rapida division de los precursores linfopoyéticos en higado fetal.
Previos estudios han revelado una variedad de diferencias en las linfopoyesis fetal y
adulta (62). Nuestro analisis del ciclo celular indicd que aproximadamente el 20% de
los ELP de higado fetal en el dia 14 de gestacién (E14) se encuentran en las fases
S+G,+M del ciclo celular, y un 58% adicional en G1 (Figura 11A). De manera similar,
todas las demas poblaciones linfoides en E14, incluyendo células
CD19*RAG1/GFP" exhibieron una alta proporcion de células en ciclo. Estas
observaciones, consistentes con ciclos celulares de relativamente corto tiempo,
demuestran una considerable fraccion en crecimiento de células linfoides tempranas
en vida fetal. La inyeccion de hembras prefadas con BrdU y el subsecuente analisis
de incorporacion a las 6 horas revelaron altos indices de marcaje de los
progenitores linfoides fetales en este corto intervalo de tiempo, en contraste a sus
contrapartes adultas (Figura 11B). De hecho, a los 13 dias de gestacion mas del

70% incorporaron BrdU; y aunque este indice tendi6 a declinar con la edad
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gestacional, siempre fue mayor que el observado para los ELP adultos 6 dias
después de suministro continuo de BrdU, sugiriendo que los indices de proliferacion
aparente de los progenitores fetales son sustancialmente mayores, y que al menos
se requiere un intervalo de tiempo 30 veces mayor para alcanzar el grado
equivalente de marcaje con células adultas. Por lo tanto, sélo una minoria celular se

encuentra en estado quiescente antes del nacimiento.

IX.2.3. Los progenitores linfoides adultos entran en ciclo durante su
reconstitucion después de quimioterapia. Algunas caracteristicas de las células
troncales fetales son readquiridas por sus contrapartes adultas después de
quimioterapia. Por ejemplo, FIt3, Mac1 y CD34 son expresadas por las células
fetales, pero no por las adultas (21,104); y en el proceso de ‘rebote’ de
quimioterapia (el lapso de tiempo posterior a la mieloablacién en que se lleva a cabo
la repoblacién del sistema hematopoyético) estas moléculas aparecen nuevamente
en la membrana celular (82,105). Para conocer si las propiedades proliferativas de
las células fetales pueden ser inducidas en la médula ésea adulta, los ratones
reporteros RAG1/GFP fueron inyectados con 5-fluorouracilo y examinados
periddicamente hasta 8 dias después, resultando en una deplecion transitoria de los
progenitores linfoides, seguida por su dramatica recuperacion a partir del cuarto dia
después del tratamiento (Figura 12A), cuando el rebote de la quimioterapia
comienza a tener lugar (82). Como se ha reportado previamente, a tiempos
tempranos post-quimioterapia las células de médula 6sea pierden expresion del
receptor para el factor de células troncales, c-kit (Figura 12B y ref.82), por lo que en
los experimentos conducidos a partir del cuarto dia la densidad de c-kit no fue
utilizada como un parametro de distincién de ELP y Pro-L. Ya que sdélo pocos
progenitores GFP" en rebote desplegaron IL-7R fue asumido que la mayoria de los
generados recientemente eran equivalentes a ELP. Los marcadores caracteristicos
de progenitores fetales Mac1 (CD11b) y CD34 fueron re-expresados en muy baja
frecuencia de células Lin'GFP*c-kit" en rebote (Figura 12C). Para evaluar la

proliferacion celular después del tratamiento con quimioterapia, a los animales se
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les administré BrdU por inyeccion intraperitoneal y durante 6 horas en el agua de
beber. El 34% de los progenitores adultos incorporé BrdU en 6 horas (Figura 13A), y
el 60% de la poblacion enriquecida en ELP de adulto mostré estar en las fases G-
S-G,-M, es decir, el porcentaje de progenitores en la fraccidn inactiva Gy fue
sustancialmente reducida (Figura 13B) durante el rebote. Consistente con estas
observaciones, la actividad de telomerasa en células fetales fue 4 veces mayor que
en las adultas, y marcadamente inducida en los progenitores en reconstitucion de la
quimioterapia (Figura 13C). Para averiguar si las diferencias en la actividad mitética
de células fetales vs adultas se relacionaban a factores intrinsecos, los transcritos
de algunos mediadores importantes de ciclo celular fueron evaluados (Figura 13D).
La transcripcion de los genes de ciclina A2, ciclina D1 y Cdk4 fue mucho menor en
los progenitores adultos que en los fetales, mientras que la de Cdk2 y Gfi-1 fue
menor en células fetales. Ninguno de estos patrones fue revertido después de la
quimioterapia. En contraste, los niveles de ciclina D2, c-myc, Bcl-2, p19, p21, p27,
HoxB4 y TGFB2R en los progenitores en proceso de reconstitucion tendieron a
semejar a aquellos provenientes de higado fetal. Entonces, los niveles de 8 de 13
reguladores de ciclo coincidieron con la re-entrada en division celular, pero sin la
correspondiente re-expresion de marcadores de superficie fetal, indicando que
algunos aspectos del programa de diferenciacion fetal pueden ser re-adquiridos por

los progenitores adultos durante la etapa de recuperacién de la quimioterapia.

IX.2.4. El potencial de diferenciacion de los progenitores linfoides de B en
reconstitucion después de la quimioterapia se incrementa al nivel de sus
contrapartes fetales. Se utilizaron sistemas de co-cultivos con células estromales
para estudiar si los cambios dados por quimioterapia mieloablativa modifican el
potencial de diferenciacion de los progenitores linfoides y si las células en rebote
son funcionalmente comparables a sus contrapartes virgenes para 5-FU o fetales
(Figura 14). Las poblaciones provenientes de los tres grupos produjeron
eficientemente linfocitos del linaje B B220"CD19"GFP'CD11b™ en cultivos de 3

semanas sobre monocapas de células estromales OP-9 (Figura 14A). Cuando los
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mismos progenitores recibieron la sefial de Notch provista por las células
estromales transfectadas con el ligando Delta, OP9-DL1, se produjeron células de
linaje T (Figura 14B), observandose una tendencia a la diferenciacion de linfocitos
TCRy8" por parte de los progenitores de médula 6sea en reconstitucion. El
rendimiento de linfocitos en cultivo fue extremadamente dependiente de la fuente de
los progenitores (Figura 14C). A partir de progenitores fetales o adultos en
reconstitucion de quimioterapia, se registraron de 300 a 1000 veces mas el numero
de células B que el producido por los progenitores de médula 6sea adulta. La
situaciéon fue diferente respecto a la diferenciacion de T en los cultivos OP9-DL1,
donde solo los progenitores fetales rindieron numeros altos de células T, sugiriendo
que la quimioterapia con 5-FU no dafia la capacidad de los progenitores linfoides
adultos para generar células de linaje T, pero la linfopoyesis de B es
remarcablemente incrementada, al grado de ser tan robusta como la linfopoyesis
fetal tipica.

En conjunto, estos datos permiten proponer un modelo de cinética poblacional en el
cual la produccion de células linfoides es sostenida en la vida fetal por progenitores
primitivos con alto indice proliferativo, mientras que durante la vida adulta por
progenitores que se dividen intermitentemente (Figura 15). El 80% de los
progenitores linfoides de higado fetal se encuentran en ciclo celular posiblemente
por la carencia de represidn transcripcional de genes reguladores. Sélo una fraccion
minoritaria pero constante de progenitores linfoides de médula 6sea adulta estan en
ciclo celular y la fraccidbn mayoritaria reside en Gy, presumiblemente moviéndose
dentro y fuera del ciclo y regulada por inhibidores de Cdks. El estrés
hematopoyético en la médula 6sea del adulto generado por la quimioterapia con 5-
FU promueve la readquisicion de algunos aspectos del programa de diferenciacion
fetal, incluyendo la regulacion de factores intrinsecos, la entrada a ciclo celular y el

mayor potencial de diferenciacion linfoide.
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Figura 10. La mayoria de los progenitores linfoides de médula ésea adulta se
encuentran en estado de quiescencia y son heterogéneos con respecto a su actividad
proliferativa. (A) Los ELP, Pro-L y LinGFPckit" se purificaron de grupos de 35-55 ratones
adultos tratados con BrdU y fueron sujetos a la tincién intracelular de BrdU. (B) Resolucién
de las fracciones Gy o S+G,+M del ciclo celular por tincion de DNA/RNA con Hoeschst
33342 y Pironina Y. El diagrama lateral ilustra el fraccionamiento. (C) Resolucion de
progenitores linfoides de acuerdo a la densidad de GFP y analisis de incorporacion de BrdU
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Figura 11. Los precursores linfoides en higado fetal estan en rapida division celular.
(A) Resolucion de las fracciones G4 o0 S+G,+M del ciclo celular por tincion de DNA/RNA con
Hoeschst 33342 y Pironina Y en progenitores de higado fetal E14. (B) Se administré BrdU
intravenoso y en agua de beber por 6 horas a grupos de ratonas prefadas y en diferentes
edades gestacionales. Las subpoblaciones analizadas estan dispuestas de acuerdo a su
probable grado de madurez, comenzando con la fraccion mas enriquecida en células
troncales (izquierda) y culminando con células comprometidas que expresan CD19
(derecha). Se muestra un experimento representativo de tres.
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Figura 12. La quimioterapia con 5-fluoro-uracilo induce la disminucién transitoria de
progenitores linfoides y la pérdida de expresidon de c-kit. Grupos de ratones fueron
tratados con una dosis Unica de 5-FU, y sus progenitores linfoides purificados a los tiempos
indicados. Se muestran los nimeros absolutos de cada poblacién celular (A), asi como los
cambios temporales en la expresion de c-kit membranal de las células Lin"GFP* de un
experimento representativo (B). Los progenitores en recuperacion (dia 4 post-quimioterapia)
no re-expresan marcadores tipicos de sus contrapartes fetales (C). La posicion de los
cuadrantes esta acorde a las tinciones con un anticuerpo no relacionado control de isotipo
para cada tipo celular.
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Figura 13. Los progenitores linfoides en reconstitucion después de la quimioterapia
estan en ciclo celular activo, y algunos cambios en la expresion de genes
reguladores de ciclo celular corresponden a los patrones de sus contrapartes fetales.
90 horas después de la administracion de quimioterapia, los ratones fueron tratados con
BrdU, y 6 horas después los progenitores linfoides se examinaron en relacion a indices de
proliferacién (A), fraccion celular en ciclo (B) y actividad de telomerasa (C). La expresion de
genes reguladores de ciclo celular fue determinada por RT-PCR en tiempo real (D). En
todos los experimentos se analizaron paralelamente para comparacién los ELP fetales E14
y ELP adultos.
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Figura 14. Los progenitores linfoides en reconstitucion por quimioterapia semejan
sus contrapartes fetales con respecto al potencial de diferenciaciéon de células B. Se
hicieron cultivos de 3 semanas sobre células estromales OP9-GFP y OP9-DL1 para la
evaluacion funcional de los progenitores fetales, adultos, y adultos tratados con 5-FU. El
perfil de las células B GFP'CD19'B220" crecidas sobre OP9-GFP se muestra en (A),
mientras que el de las células T TCRap" y TCRy§" crecidas sobre OP9-DL1 en (B). El
rendimiento por célula progenitora para cada linaje esta representado como graficas a
través del tiempo (C). La figura muestra un experimento representativo de tres.
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Figura 15. Modelo de la dinamica poblacional de progenitores linfoides tempranos en
vida fetal y etapa adulta. El 80% de los progenitores linfoides de higado fetal se
encuentran en ciclo celular y tienen un alto potencial de diferenciacion, mientras que una
fraccidn constante y mayoritaria de sus contrapartes adultas se encuentra en quiescencia y
entra a ciclo intermitentemente. Bajo los estimulos generados por la quimioterapia
mieloablativa con 5-FU, los progenitores adultos en reconstitucion adquieren ciertas
propiedades del programa fetal, la represion transcripcional por los genes reguladores de
ciclo es disminuida y su capacidad proliferativa incrementada, asi como el potencial de
diferenciacion de células B. El tamano de las poblaciones en esta representacion no
corresponde a la realidad.
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IX.3. EFECTO DE LA INFECCION VIRAL EN LA BIOLOGIA DE LOS
PROGENITORES LINFOIDES.

VIIl.3.1. Los progenitores linfoides expresan TLR9 y su potencial de
diferenciacion es alterado por la exposicion a CpG. Las células del sistema
inmune innato son importantes durante la fase temprana de una infeccion, cuando
ellas utilizan receptores especializados tipo Toll (TLR) para el reconocimiento de
productos virales y bacterianos, cuya sefalizaciéon dirige la produccién de citocinas
pro-inflamatorias que alteran la expresion de moléculas de adhesion y reclutan
células a los tejidos para dar inicio a la respuesta inmune adaptativa. Entre los
ligandos de TLR se encuentran los acidos nucleicos, que exhiben una fuerte
actividad inmuno-estimuladora dependiente de motivos CpG no metilados
reconocidos por TLR9. EI momento ontogénico en que dichos receptores
comienzan a ser funcionalmente expresados y su efecto sobre los eventos
tempranos de la linfo-hematopoyesis constituyeron el enfoque de la segunda parte
de este estudio. El andlisis inicial por RT-PCR exploré la distribucion de TLR9 en
poblaciones purificadas de células troncales y progenitores hematopoyéticos de
ratones knock-in RAG1/GFP (Figura 16A). Como previamente determinado para
TLR2 y TLR4 (88), la expresion estuvo casi ausente en progenitores
megacariociticos-eritroides (MEP). Sin embargo, los transcritos fueron detectables
en células troncales, y peculiarmente altos en los progenitores dedicados a la
linfopoyesis, incluyendo ELP y CLP. De entre ellos, los CLP exhiben mas
compromiso de linaje y actividad residual, por lo que fueron elegidos para
subsecuentes experimentos. Al ser purificados y expuestos durante 2 horas al
ligando de TLR9 CpG previo al cultivo linfoide, los CLP dieron lugar solo a linfocitos
B B220"CD19", con la misma eficiencia que los CLP control no estimulados (Figura
16B). En contraste, la linfopoyesis de B fue suprimida y poblaciones definidas de
células CD19" emergieron después de la exposicion por 48 horas. El analisis de las
poblaciones no-B reveld que ellas incluian pDC y/o IKDC B220*CD11c¢°CD11b’, asi
como DC convencionales B220°CD11¢°CD11b* (Figura 16B, panel derecho).
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Figura 16. Los progenitores linfoides expresan altos niveles de TLR9 y responden a
CpG en cultivo. Se analizé la expresion de transcritos de TLR9 por RT-PCR en diversas
fracciones hematopoyéticas de médula 6sea. Los resultados fueron normalizados al valor
en pDC, que es la poblacién celular de mayor expresion de TLR9 (A). Se purificaron CLP
de ratones normales y se trataron con el ligando de TLR9 CpG, en cultivos libres de suero y
estroma. Después de 2 o 48 horas, las células fueron lavadas e incubadas por 8 dias
adicionales en cultivos linfoides y analizadas por citometria de flujo (B). La expresién de
marcadores de células dendriticas fue evaluada en las células de fenotipo B220*CD19" y
B220'CD19 que emergieron en los cultivos de progenitores expuestos por 48 h a CpG,
identificandose pDC y/o IKDC B220°CD19CD11¢'CD11b- y c¢DC B220CD19
CD11¢c*CD11b" (panel derecho). Se muestra un experimento representativo de tres.
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IX.3.2. La exposicion de los progenitores linfoides a CpG en médula ésea
lesiona la linfopoyesis temprana de células B y promueve la producciéon de
células dendriticas. Con el fin de conocer si un ligando de TLR9 puede influenciar
los eventos de linfopoyesis en animales intactos, se evaluaron las poblaciones
precursoras de B en médula ésea 48 horas después de la inyeccion intraperitoneal
de 100 ug de CpG. Este tratamiento in vivo redujo sustancialmente la produccién de
células pro-B B220°CD19'CD43%IgM", pre-B B220°CD19'CD431gM" y B
B220"CD19"CD43’IgM™ (Figura 17A). Estudios previos han mostrado alteraciones
similares en las poblaciones de la médula ésea por inyeccion de LPS, adyuvantes,
malaria o virus de influenza (85,86,106), y el TNFa ha sido implicado en algunos de
esos cambios. Nuestra observacién fue que los niveles de esta citocina en suero 48
h después de la administracién de CpG estan elevados, aun mas que los de IFNy, y
que no es detectable un aumento en el IFNa (Figura 17B). Como siguiente paso se
recuperaron los CLP de los ratones tratados con CpG y fueron puestos en cultivos
libres de suero y estroma. Similar a la estimulacion in vitro, se originaron otras
poblaciones no correspondientes a células B. La categoria B220°CD19
CD11¢"CD11b™ contenia pDC NK1.1" e IKDC NK1.1*, mientras que la categoria
B220°CD19°CD11¢*CD11b" incluia una poblacién principal de células dendriticas de
fenotipo convencional (cDC) (Figura 17C). Dado que en condiciones normales los
progenitores de pDC e IKDC son ELP y LSP, y los CLP no contribuyen
importantemente en su produccion (Figura 4) (23), fue preciso identificar la
naturaleza funcional de las nuevas poblaciones y descartar la posibilidad de
cambios fenotipicos transitorios. Consistente con las propiedades reportadas para
estas poblaciones (4,23,46) las pDC fueron los principales productores de IFNa en
respuesta a la estimulacion con CpG, mientras que las IKDC secretaron la mayor
cantidad de IFNy, y las cDC respondieron con una modesta produccion de IL-12 e
IFNoa (Figura 17C). Cuando experimentos similares fueron conducidos con ratones
deficientes de TNFa, los numeros de linfocitos B en su médula 6sea fueron solo

parcialmente disminuidos por el tratamiento con CpG y las pDC/cDC no fueron
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significativamente alteradas (Figura 18A), aunque la poblaciéon de IKDC se mostré
incrementada. Los cultivos de las CLP después de su exposicion in vivo a CpG
indicaron que la generacion de células CD19 fue reducida, independientemente de
si los progenitores provenian de ratones normales o TNF”~ (Figura 18B). Ademas, la
produccion de pDC/IKDC y cDC fue dramaticamente estimulada, como puede
apreciarse en las tabulaciones de rendimiento celular por progenitor inicial. Estos
resultados son consistentes con un efecto directo del ligando CpG sobre las células

linfopoyéticas, posiblemente independiente de TNF.

IX.3.3. La infeccién aguda de ratones con el virus de herpes simple 1 (HSV-1)
induce a los progenitores del linaje B a producir células dendriticas. Para
conocer si las alteraciones inducidas experimentalmente en la produccion linfoide
pueden ser observadas durante una infeccién viral, utilizamos un modelo de
infeccidén por HSV-1. Una sola dosis viral de 1000 pfu liberada por escarificacion de
la cérnea causo una infeccién aguda durante la primera semana, mientras que una
dosis de 350 pfu y 30 dias sin inflamacién aparente fueron considerados rasgos de
infeccion subclinica o latente. Las células pro-B, pre-B y B estuvieron reducidas en
la médula de los ratones con infeccidn aguda, mientras que las poblaciones de pDC
e IKDC incrementadas (Figura 19A). No se observaron alteraciones poblacionales
notables en los ratones con infeccion latente. Los cultivos linfoides revelaron que el
potencial de B se redujo mas del 95%, y la formacion de células dendriticas se vid
fuertemente favorecida en la infeccion aguda (Figura 19B). Esto fue también
evidente en términos de rendimiento (Figura 19C), y ninguna anormalidad se
registr6 en CLP purificados de animales con infeccion latente (Figura 19D). El
mismo modelo de infeccion fue usado con ratones deficientes en TLR9. En ellos, las
células linfoides y dendriticas fueron refractarias al efecto de la infeccidon aguda;
mas aun, la re-direccion de los progenitores linfoides hacia el linaje dendritico fue
minima cuando el receptor TLR9 estuvo ausente (datos no mostrados), indicando
que el dafo a la linfopoyesis de B y la polarizaciéon hacia destinos dendriticos

durante la infeccidn viral aguda son mediados por TLRO.
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Figura 17. La exposicion a CpG depleta preferencialmente precursores de células B
en médula 6sea y promueve la produccion de células dendriticas a partir de CLP.
Ratones sanos fueron inyectados con CpG y 48 h después se examinaron por citometria de
flujo las frecuencias de células precursoras pro-B y pre-B, asi como de linfocitos B
inmaduros en la médula 6sea; p<0.05 (A). Los niveles de citocinas proinflamatorias en el
suero de ratones tratados con CpG se determinaron por ELISA, y se muestra un
experimento representativo (B). 48 horas después del tratamiento con CpG, los CLP de los
animales tratados se purificaron y cultivaron 8 dias en condiciones disefiadas para
promover la linfopoyesis de células B. Las células B220°CD19°CD11¢’CD11b™ fueron
fraccionadas en pDC e IKDC por el marcador NK1.1, en tanto que las cDC fueron NK1.1".
Las tres categorias celulares se purificaron del cultivo por citometria y se probd su
competencia para responder a 18 horas de estimulacion con CpG, a través de la
produccion de citocinas (C). Se muestra un experimento representativo.
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Figura 18. La reduccion de las células de linaje B en médula 6sea después de la
exposicion in vivo a CpG es parcialmente mediada por TNFa, pero la polarizacién de
los progenitores linfoides hacia el linaje dendritico no requiere esta citocina. Grupos
de 5 ratones TNFo”* y TNFa™ se inyectaron con CpG y las células de linaje B y dendriticas
fueron cuantificadas 48 h después. Los valores de porcentaje del control representan la
celularidad de la poblacion en médula 6sea después del tratamiento con CpG relativa a la
celularidad en los controles (control = 100%). Se muestra un experimento representativo de
tres (A). Los CLP se purificaron y cultivaron en condiciones 6ptimas para el desarrollo de
células B. A su término, la produccion de B, pDC/IKDC y DC fue evaluada por citometria (B)
y el rendimiento (numero de células generadas por cada progenitor) fue calculado y se
muestra en el panel (C). * p < 0.05.
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Figura 19. Produccion de células dendriticas por progenitores linfoides en la
infecciéon por HSV-1. Las células de linaje B y dendriticas se cuantificaron a los 7 dias de
infeccién aguda o a los 30 dias de infeccién latente por HSV-1. Los valores de porcentaje
del control representan la celularidad de la poblacion en médula ésea en cada condicién,
relativa a la celularidad en controles no infectados (control = 100%). La figura muestra un
experimento representativo de cinco (A). Los CLP se purificaron y cultivaron en condiciones
6ptimas para el desarrollo de células B, y la producciéon de B, pDC/IKDC y DC fue evaluada
por citometria (B). Los valores de rendimiento (nimero de células generadas por cada
progenitor) después de la infeccidon aguda y latente fueron calculados y se muestran en (C)
y (D). * p <0.05.
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La respuesta de células T es esencial durante las infecciones virales. Para conocer
si su diferenciacién es abatida en dicha condicion, los timocitos aislados por
disgregacion timica de los animales infectados, fueron cuantificados por citometria
de flujo, observandose una pérdida sustancial tanto de células DN, como DP y
unipositivas CD4/CD8 (Figura 20A). Sin embargo, la fraccion de médula 6sea que
alberga los progenitores linfoides encargados presumiblemente de la colonizacion
timica y el inicio de la timopoyesis, mostraron en cultivo un potencial normal de
diferenciacion temprana hacia células DN (Figura 20B), sugiriendo que la
diferenciacion y funciéon de los progenitores de T en médula 6sea no son dafiados
directamente por los componentes virales, y que probablemente es el dafo tisular
mediado por factores inflamatorios el que detiene el desarrollo y la reconstitucion de
células T durante la infeccion.

En conjunto, la informacion generada de las observaciones en el sistema de
estimulacién agonista de TLR9 con CpG y de infeccién aguda por HSV-1 permiten
proponer que en el escenario de la linfopoyesis temprana en médula ésea, las
decisiones de linaje pueden ser directamente influenciadas por productos de

patégenos virales o bacterianos (Figura 21).
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Figura 20. La infeccion por HSV-1 lesiona la timopoyesis, pero el potencial de
diferenciaciéon de los progenitores de células T en médula 6sea permanece indemne.
Las diversas poblaciones de timocitos que participan en la via de diferenciacion de T se
cuantificaron 7 dias después de la infeccion aguda por HSV-1. Se muestran los nimeros
celulares absolutos y el promedio del % de reduccion (A). La fraccion de médula 6sea que
contiene los progenitores de T LSP y ELP se purificé y cultivd en condiciones éptimas para
produccion de células T, y la produccion de células CD4'CD8 (DN) fue evaluada por
citometria (B). En el panel derecho se muestran los numeros de células DN generadas por
cada progenitor inicial (rendimiento/progenitor) después de la infeccién aguda.
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Figura 21. La unién de TLR9 sobre los progenitores comunes linfoides promueve la
produccién de células dendriticas a expensas de la linfopoyesis. El modelo muestra
las principales rutas de diferenciacion linfoide y los procesos que presumiblemente son
bloqueados o promovidos por la union de TLR9. Las flechas en verde indican estimulacion
por agonistas de TLR9, mientras que las lineas en rojo indican bloqueo. Las lineas
punteadas en negro indican bajo potencial de diferenciacion. HSC, célula troncal
hematopoyética; LSP, progenitor L-selectina®; ELP, progenitor linfoide temprano; CLP,
progenitor comun linfoide; CMP, progenitor comun mieloide; ETP, progenitor timico
temprano.



IX.4. RECONSTITUCION DE CELULAS DE LINAJE LINFOIDE EN PACIENTES
RECEPTORES DE TRANSPLANTE HEMATOPOYETICO DESPUES DE UN
REGIMEN DE QUIMIOTERAPIA MIELOABLATIVA. La reconstitucion del sistema
inmune es el componente esencial de un transplante exitoso en pacientes con
malignidades hematoldgicas. Las primeras células en reconstituirse son aquellas de
la respuesta inmune innata, mientras que la restauracién de linfocitos B y T ocurre
gradualmente (107,108), y es criticamente dependiente de la apropiada proliferacion
y potencial de diferenciacion de sus progenitores y de la integridad de los tejidos en
donde se desarrollen. Dado que nuestros hallazgos en el modelo murino de linfo-
hematopoyesis indican que el microambiente ejerce una influencia decisiva en la
diferenciacion temprana en la médula 6sea y este hecho posiblemente se refleje en
los valores y funciones de las células diferenciadas, quisimos extrapolar el estudio
al humano y conocer inicialmente si al igual que en raton, la linfopoyesis de células
B se ve favorecida por la quimioterapia mieloablativa. 43 pacientes que recibieron
transplante de células troncales/progenitores hematopoyéticos tras quimioterapia
mieloablativa (ver Tabla 2) fueron sometidos a una evaluacion de la frecuencia de
las poblaciones linfoides en circulacion a diferentes tiempos post-transplante. El
75% del total de los pacientes mostraron reconstitucion temprana y completa de
células B (Figura 22), con una notable tendencia a la sobreproduccién. Nuestros
pacientes se dividieron en 3 grupos: los de transplante autdlogo, los de transplante
alogénico, y los de transplante alogénico que adicionalmente desarrollaron una
infeccion por citomegalovirus (en todos los casos dentro de los primeros 5 meses
post-transplante). Los tres grupos fueron sometidos a quimioterapia previa al
transplante, y los de transplante alogénico ademas recibieron tratamiento
inmunosupresor con ciclosporina y metotrexate (Tabla 2). El 89.4% de los autdlogos
reconstituyeron el compartimiento de células B, de los cuales 68% mostraron
valores que exceden la normalidad (Figura 22), sugiriendo un proceso similar al
observado en el ‘rebote’ de progenitores tempranos de B en raton (Figuras 14 y 22).
El 21.4% de los pacientes caen en el rango normal de frecuencia de células B, y

s6lo 3 de 28 individuos se encuentran por debajo de los niveles normales. En

33



contraste, el 53% de los alogénicos no logré recuperar la poblacién de linfocitos B, y
de ellos el 37.5% mostré evidencias de infeccién aguda por citomegalovirus. La
reconstitucion de linfocitos T se observo severamente dafada: solo el 4.6% de los
pacientes alcanzo nimeros normales de células T CD4" aun a los 64 meses post-
transplante e independientemente del tipo de transplante, mientras que el 41.8% de
ellos reconstituyé células T CD8" y su reconstitucion correlaciond con el tiempo vy la
densidad de moléculas clase | de histocompatibilidad (datos no mostrados). Para
comparacion, la frecuencia de las células mieloides CD14+ (monocitos) fueron
evaluadas simultaneamente. En el 78.6% de los pacientes con transplante autélogo
se reconstituyo la poblacion de monocitos dentro de los valores normales. Dentro
del resto de los individuos, el 10.7% presentaron valores inferiores a la normalidad,
y el otro 10.7% valores superiores, indicativo de una reconstitucién equilibrada sin
sobreproduccion celular. Ademas, el 70% de los individuos alogénicos y el 80% de
los alogénicos e infectados con HCMV reconstituyeron el compartimiento (Figura
22). En resumen, la reconstitucion de las células linfoides después de retos
microambientales como quimioterapia y/o infeccion se comporté acorde a los
fendmenos descritos en los modelos animales de linfopoyesis. Seran decisivos
estudios adicionales que revelen el potencial de los progenitores linfoides bajo esas

condiciones.
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Figura 22. La reconstitucion de células B después del transplante hematopoyético es
danhada por condiciones de inflamacién e infeccion, pero no por quimioterapia
mieloablativa. La frecuencia de linfocitos B, monocitos y células T en circulacion fueron
determinadas por citometria de flujo en pacientes transplantados con células troncales y
progenitores hematopoyéticos después de quimioterapia mieloablativa condicionante. El
area entre lineas punteadas representa los valores normales para cada poblacion celular.
Control, individuos sanos; Auto, pacientes receptores de transplantes autélogos; Alo,
pacientes receptores de transplantes alogénicos; Alo & CMV, pacientes receptores de
transplantes alogénicos con infeccion aguda por citomegalovirus humano. *p<0.01;

*<0.002; **p<0.0001.
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X. DISCUSION

Los factores ambientales en un nicho especializado de la médula 6sea pudieran
ser determinantes para el reabastecimiento del sistema inmune a lo largo de la vida,
participando tanto en la regulacion de la capacidad proliferativa y de sobrevivencia,
como en el potencial de diferenciacion y decisiones tempranas de linaje de las
células troncales y progenitores linfo-hematopoyéticos.

En la primera parte de este trabajo, se han utilizado los ratones knock-in
RAG1/GFP vy la incorporacion de BrdU por células en sintesis de DNA, para
explorar la posibilidad de que existan diferencias entre los progenitores linfoides a
diferentes edades del desarrollo, y de que sus propiedades biolégicas sean
sensibles al efecto del estrés hematopoyético que causa un régimen de
quimioterapia mieloablativa. Los cambios que ocurren en las células mas primitivas
de la estirpe linfoide durante la recuperacion del tratamiento por 5-FU en el modelo
experimental pudieran reflejar parte de los procesos de reconstitucion tras un
transplante de células hematopoyéticas en humanos. Nuestros estudios indican que
los progenitores linfoides tempranos se dividen solo una vez cada 12 dias; y aunque
son mitéticamente mas activos que las células troncales, la mayoria de ellos pasan
también un tiempo considerable en Gy (109,110). Los componentes del nicho que
sostiene a las células progenitoras linfoides no se conocen con precision (111), pero
se especula que su condicién quiescente sea importante en el control del tamafio de
la poblacién y la integridad celular. Ninguna de las dos poblaciones de progenitores
linfoides —ELP y CLP- result6 homogénea y en todo momento existieron en dos
estados cinéticos. Adicionalmente, ambas mostraron un rango en los niveles de
GFP, y esto correlacion6 con los grados de incorporacion de BrdU, haciendo
tentadora la propuesta de una relacion inversa entre la activacion del locus RAG1 y
la proliferacion. Al respecto, reportes previos definen una coordinacion de la
proteina RAG2 con el ciclo celular, en paralelo con fluctuaciones en la actividad de
ciclina A/Cdk2 (112,113). RAG2 preferencialmente se acumula en Go/G4, declina

antes de que las células entren a la fase S, y permanece bajo a través de las fases
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S, G2 y M. Aunque los niveles de RAG1 muestran menor fluctuacion, se ha sugerido
que su actividad de ligasa pudiera operar en proteinas reguladoras del ciclo celular
(114). Nuestra experiencia con el raton reportero RAG1/GFP indica que la RAG1
endogena es inicialmente expresada en estricta concordancia con los niveles de
GFP, pero la descomposicion de la proteina GFP puede ser mas lenta que la de
RAGH1. Esta posibilidad, y el hecho de que el progreso de las células progenitoras a
través de los estadios tempranos de la linfopoyesis no es sincronico, deben ser
tomados en consideracidon para subsecuentes evaluaciones de la contribucion de
las células en ciclo/quiescencia a la linfopoyesis en condiciones normales y en
enfermedad.

A raiz del descubrimiento de la utilidad de las células troncales y los progenitores
hematopoyéticos en el restablecimiento del sistema inmune en diversas condiciones
patolégicas, se han suscitado preguntas importantes acerca de sus propiedades a
diferentes etapas del desarrollo. Los datos aqui mostrados indican que los
progenitores linfoides fetales se dividen considerablemente mas rapido que sus
contrapartes adultos y que esta caracteristica declina gradualmente con la edad
gestacional. Estas poblaciones definidas tienen baja incidencia en el adulto y sus
numeros permanecen constantes en ausencia de disturbios significativos. En el feto,
los numeros de progenitores linfoides tampoco incrementan en paralelo al tamafo
del embridon, pero sus descendientes proximos mas maduros expanden
abruptamente a partir del dia 15 de gestacion (115), sugiriendo que en el feto el
balance en la produccion de los progenitores debe ser resultado de su rapida
diferenciacion, muerte celular y/o exportacion a otros tejidos. Aun no ha sido
explorado si esto sucede en el adulto cuando el ciclo celular de los progenitores es
reactivado después de un proceso de quimioterapia. Los patrones de expresion
diferencial de algunos de los genes implicados en la regulacién del ciclo celular y el
mantenimiento de la integridad de los cromosomas, pudieran representar una
explicacion de las disparidades fetal/adulto observadas. Estas diferencias

disminuyen cuando a organismos adultos se les administra 5-FU.
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Algunos componentes del sistema inmune, especialmente los linfocitos T CD4"
son lentos en su recuperacion después de tratamientos mieloablativos (116,117).
Sin embargo, en nuestro modelo experimental el potencial de diferenciacion de los
progenitores linfoides no sufrio alteracion tras el tratamiento con 5-FU. Una
posibilidad es que la migracion periférica y/o la colonizacién timica de los
progenitores de células T sean dafados por el tratamiento, y el sistema de cocultivo
con ceélulas estromales empleado no refleje con precision esta capacidad de los
progenitores. La elaboracion de quimeras in vivo con transplantes de progenitores
provenientes de ratones tratados con 5-FU sera util en el estudio de este fendmeno.
Otros cultivos evaluados para la produccion de pDC y células NK tampoco revelaron
una influencia obvia de la quimioterapia sobre el potencial de diferenciacion de sus
precursores (datos no mostrados). En sorprendente contraste, la formacion de
linfocitos de linaje B proveniente de progenitores en ‘rebote’ fue considerablemente
mayor que la proveniente de médula 6sea adulta normal, y equivalente a la
observada con células fetales, prediciendo heterogeneidad en la sensibilidad a las
sefales microambientales por parte de los progenitores que dan origen a los
distintos linajes linfoides. Datos similares de incremento en la poblacion de linfocitos
B se observaron en los pacientes con tratamiento quimioablativo y transplante de
células hematopoyéticas.

Las dosis, combinaciones y competencias cruzadas entre factores de
transcripcion 'y microambientales determinan el compromiso firme de los
progenitores a un linaje particular; sin embargo, este proceso gradual es permisivo
de cierto margen de plasticidad. Dado que el microambiente hematopoyético puede
eventualmente no solo estar constituido de moléculas y células enddégenas, nos
preguntamos si en exposicion a factores exégenos como son los componentes
microbianos y las citocinas pro-inflamatorias que generalmente acompafan una
infeccion, la biologia de los progenitores linfoides era afectada. Un hallazgo en este
estudio es que los progenitores linfoides en médula 6sea son sustancialmente
influenciados por ligandos de TLR9. Las células respondieron a CpG bajo

condiciones definidas de cultivo y su potencial de diferenciacion fue dramaticamente
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cambiado. Al respecto, una serie de experimentos paralelos no detallados en este
documento sugieren que mientras la competencia para la formacion de las diversas
poblaciones de células dendriticas aumenta en los CLP expuestos a CpG, la
respuesta a IL-7 a través de la fosforilacion de STATS disminuye. Ya que el
desarrollo de células B es criticamente dependiente de IL-7, la anergia a la sefial de
dicha citosina pudiera determinar el bloqueo de ese linaje, y abrir la posibilidad del
desarrollo de linajes alternos. Ademas, la preparacion de sistemas quiméricos in
vitro para dilucidar si el fendmeno de polarizacion corresponde a una sefal directa a
través de TLR apunté que los progenitores respondedores al agonista de TLR no
influencian el destino de progenitores deficientes en TLR9. El estudio entonces
progreso a tratamientos in vivo, donde fue importante distinguir nuevamente efectos
indirectos mediados por citocinas de aquéllos que involucraban la ligacion directa
del TLR9 en los progenitores. Las células hematopoyéticas son movilizadas al
exterior de la médula 6sea en animales que cursan por respuestas proinflamatorias,
y estas respuestas implican reduccion de quimiocinas y la liberacion de células
primitivas del nicho (85-87). Asimismo, los precursores de linfocitos B son
suprimidos en la médula de ratones infectados con virus de influenza y la respuesta
es abrogada en ausencia de receptores de TNF (106). En nuestro sistema, la

" relativo a la observada

eliminacién del linaje B fue disminuida en los ratones TNF
en ratones normales TNF**; sin embargo, sus progenitores fueron re-dirigidos al
linaje dendritico, probando que el TNF no es responsable de su polarizacion hacia
DC. Asi, los resultados basados en el modelo de CpG son compatibles con un
fendmeno de re-direccion o polarizacion hacia destinos dendriticos, pero es también
posible que los progenitores purificados sean poblaciones heterogéneas, tal que las
células con algun potencial dendritico sean seleccionadas positivamente y aquéllas
restringidas irreversiblemente al linaje B se vean suprimidas ante la exposicion al
ligando CpG. Ensayos de clonacion o diluciéon limitante ayudarian en la definicion
del fendmeno reprogramacién vs seleccion. Ha habido algunos ejemplos en los
cuales progenitores linfoides experimentalmente manipulados se convierten en

células mieloides (118,119), pero se desconoce si esta posibilidad existiria como un
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mecanismo normal de adaptacién a los estimulos y demandas hematopoyéticas o si
dicha respuesta seria transitoria. Recientemente se ha reportado que los motivos
CpG pueden causar la destruccion de foliculos linfoides (120), o proveer proteccion
efectiva contra retos letales con una amplia variedad de patégenos, y han sido
propuestos como agentes terapéuticos para enfermedades alérgicas y cancer (121),
por lo que el estudio de la re-direccion de linaje en semejantes circunstancias puede
tener a largo plazo beneficios aplicativos.

El DNA del virus de herpes simple es un ligando natural de TLR9, y la
observacion de re-direccion de los progenitores linfoides en la médula 6sea de
animales que cursan una infeccion viral activa por virus de herpes simple fue muy
interesante. De las citocinas que han sido reportadas como contribuyentes a la
regulacion de células linfoides durantes las etapas tempranas de una infeccién viral
estan los interferones (122). Los niveles de IFNy estuvieron elevados en nuestro
sistema de infeccion aguda por HSV-1, pero algunos experimentos conducidos con
ratones deficientes en interferon y (IFNy) y en el receptor para los interferones a y 3
(IFNa/BR™) sugieren que los interferones no son requeridos para la re-direccion
durante la infeccién (no mostrado). Ademas, los progenitores linfoides deficientes en
TLR9 no fueron inducidos a la produccién de células dendriticas, lo que sugiere una
vez mas que las citocinas y quimiocinas causan la movilizacion de las células,
mientras que los ligandos de TLR influencian a los progenitores a la produccion de
otras categorias celulares. Como previamente sugerido, las células troncales y
progenitores localizados en tejidos periféricos pudieran montar una respuesta local
hacia productos de patégenos (88). Los estudios que utilizan ratones deficientes en
TLR9 indican que esta molécula y las moléculas de sefalizacion asociadas no son
esenciales para resolver las infecciones por HSV-1 (123,124); sin embargo las
infecciones cronicas pudieran requerir el reemplazo de células dendriticas y aunque
ellas son de larga vida relativamente, es posible que su incremento refuerce la
inmunidad. Por otro lado, dada la persistencia de los linfocitos B y el potencial
proliferativo de las células de memoria, el cese solo temporal de la produccién de

células B probablemente no comprometa la defensa inmune (125). Entonces es
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probable que un cambio rapido en la produccion de un tipo celular a otro tenga valor
en el inicio de una respuesta innata. Es notable que hoy en dia se siguen
descubriendo nuevas categorias celulares que juegan papeles especiales en el
sistema inmune (23,44,45), y quedan por definir los elementos y rutas de su
formacion. Los hallazgos descritos aqui sugieren que los productos de patdégenos
microbianos también representan factores de diferenciacion importantes para
células dendriticas funcionales que mantienen la habilidad de responder a la
activacion de TLR.

Es también posible imaginar que este fendmeno llevara a la enfermedad. Por
ejemplo, las pDC son mediadores principales de autoinmunidad y las infecciones
cronicas a menudo causan excesiva produccion de dendriticas, asi que en ese
escenario debe existir un proceso de control retroalimentador que restaure
frecuentemente el balance.

Finalmente, sera importante determinar si la linfopoyesis es alterada en la
médula 6sea de humanos como un resultado de cambios generados en el
microambiente por quimioterapia, terapia con CpG o infeccién viral. Aunque nuestro
analisis inicial de la reconstitucion de las células linfoides en individuos
transplantados después de condiciones de quimioterapia mieloablativa no se enfocé
a estudiar células troncales y/o progenitores de médula désea, parece consistente
con lo observado en raton; es decir, la linfopoyesis de B se ve incrementada durante
y después del rebote de quimioterapia, mientras las células T no son reestablecidas
aun a largo plazo. Sin embargo, en presencia de infeccién viral hubo un decremento
en el numero de individuos que restablecen la linfopoyesis de B. Las infecciones por
herpesvirus, incluyendo citomegalovirus, constituyen un reto para la supervivencia
del hospedero inmunosuprimido, en el cual los eventos mas tempranos de la
respuesta inmune son decisivos para contrarrestar la diseminacién viral. Un reporte
reciente en modelo de raton, en el cual se ha generado una mutacion en el gen tIr9
que abole la respuesta a CpG, indica que TLR9 juega un papel critico en el
reconocimiento de citomegalovirus y el inicio de una rapida respuesta antiviral (126).

Por otro lado, nuestras observaciones preliminares sefalan que los progenitores
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linfoides purificados de médula 6sea de humanos adultos expresan TLR9, lo que
abre la posibilidad de que durante la infeccion por citomegalovirus exista una
interaccidn entre dicho receptor y componentes de DNA viral que influencien la
diferenciacion linfo-hematopoyética temprana.

Es bien conocido que el proceso de reconstitucion del sistema inmune es
multifactorial, especialmente en los sujetos que exhiben una enfermedad maligna de
base, que se han sometido a terapia quimica condicionante y a menudo cursan con
infeccion. La continuaciéon de estas investigaciones contemplando progenitores
linfoides purificados provenientes de médula 6sea humana permitira responder una
serie de preguntas basicas alrededor de la influencia de los cambios en el
microambiente hematopoyético en los eventos tempranos de diferenciacion en la

normalidad y durante una enfermedad.
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Xl. CONCLUSIONES

1. La produccion de linfocitos es sostenida durante la vida adulta por progenitores
primitivos que se dividen intermitentemente, y readquieren algunos aspectos del

programa de diferenciacion fetal después de quimioterapia.

2. La influencia que ejerce el microambiente sobre la linfopoyesis en la homeostasis

y durante estrés hematopoyético puede ser cuali y cuantitativamente diferente.

3. Los progenitores linfoides tempranos de médula 6sea pueden asumir destinos
alternos en respuesta a factores extrinsecos como los componentes microbianos: la
inestabilidad de linaje es un atributo normal de las células linfopoyéticas tempranas

y sufre ajustes durante una infeccion.

4. Los progenitores tempranos de células B y de células T son distintos con
respecto a la capacidad de responder a estimulos microambientales exdégenos

generados durante la quimioterapia y la infeccion.

5. La reconstitucion de las células B en pacientes con transplante hematopoyético
después de quimioterapia condicionante es superior a los valores normales y
posiblemente refleja el efecto de la quimioterapia sobre los progenitores linfoides de

médula 6sea.



Xll. PERSPECTIVAS

El presente analisis provee informacion importante acerca de los eventos mas
tempranos de la linfopoyesis, y genera un numero de preguntas cuyo abordaje
pudiera sostener las bases para el desarrollo de medios para proteger y sostener el
sistema inmune durante quimioterapia, inflamacion o infecciones, y después del
transplante hematopoyético. Por ejemplo: ;Comparten los progenitores linfoides y
las células troncales un nicho comun en la médula 6sea cuyo mantenimiento
depende de las mismas sefiales? ;La entrada y salida de la quiescencia celular en
progenitores y células troncales es influenciada de manera similar por estimulos
microambientales nocivos? ¢ Esta la actividad mitética de los progenitores linfoides
relacionada a su capacidad de diferenciacion y restauracion del sistema inmune?
¢, Cual es la contribucién de los componentes bacterianos y otros factores exdgenos

en la generacién diaria de poblaciones del sistema inmune innato en humanos?
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ABSTRACT

Lymphocyte production in bone marrow (BM) requires
substantial cell division, but the relationship between
largely quiescent stem cells and dividing lymphoid pro-
genitors is poorly understood. Therefore, the prolifera-
tion and cell cycle status of murine hematopoietic progen-
itors that have just initiated the lymphoid differentiation
program represented the focus of this study. Continuous
bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) incorporation and DNA/
RNA analysis by flow cytometry revealed that a surpris-
ingly large fraction of RAG-1"c-kit" early lymphoid pro-
genitors (ELPs) and RAG-1%*c-kit' pro-lymphocytes
(Pro-Ls) in adult BM were in cell cycle quiescence. In
contrast, their counterparts in 14-day fetal liver actively
proliferated. Indeed, the growth fraction (cells in G;-S-

G,-M phases) of fetal ELPs was on average 80% versus
only 30% for adult ELPs. After 5-fluorouracil treatment,
as many as 60% of the adult ELP-enriched population
was in G;-S-G,-M and 34% incorporated BrdU in 6
hours. Transcripts for Becl-2, p21Cipl/Wafl, and p27
Kip1 cell cycle regulatory genes correlated inversely well
with proliferative activity. Interestingly, adult lymphoid
progenitors in rebound had the high potential for B lym-
phopoiesis in culture typical of their fetal counterparts.
Thus, lymphocyte production is sustained during adult
life by quiescent primitive progenitors that divide inter-
mittently. Some, but not all, aspects of the fetal differen-
tiation program are reacquired after chemotherapy.
STEM CELLS 2006;24:2703-2713

INTRODUCTION

Development and replenishment of the immune system require
differentiation from rare hematopoietic stem cells (HSCs). This
dynamic process can be viewed as a gradual progression from
very primitive hematopoietic progenitors with multiple lineage
potentials through more restricted progenitors [1], and it is
tightly linked to proliferation. There has been substantial
progress in understanding how pre-B cells progressively ex-
pand, complete immunoglobulin (Ig) gene rearrangement, and
give rise to functional B cells [2]. In contrast, methods have only
recently been developed to study cells that have just initiated the
lymphoid differentiation program [3], and little information is
available about their proliferation.

A strain of heterozygous RAG-1/green fluorescent protein
(GFP) knockin mice are used to isolate the earliest known
lymphoid progenitors from adult bone marrow (BM) and fetal
liver [4, 5]. This is possible because GFP fluorescence corre-
sponds to the presence of RAG-I transcripts in cells that are

primitive in terms of transcription factors, surface markers, and
time required to differentiate into lymphoid cells. These Lin ™ c-
Kit"'Sca-1*CD27 "Flk-2*RAG-1" early lymphoid progenitors
(ELPs) in adult BM have tremendous potential for generating all
lymphoid cell lineages and likely give rise to Lin~ c-Kit"°Sca-
1=CD27 "Flk-2"RAG-1" pro-lymphocytes (Pro-Ls). Similarly,
the RAG-1-expressing cells in embryos can be resolved into a
series of differentiation stages beginning with c-Kit"Sca-
1" GFP' and culminating in c-Kit'”~ GFP" subsets [5]. The cell
cycle status of primitive lymphoid progenitors represented the
main focus of this study.

HSCs in a state of prolonged cell cycle quiescence have
been proposed to support hematopoiesis through clonal succes-
sion. That is, one or a small number of HSC clones give rise to
mature blood cells as needed, and the remaining HSCs are
inactive and do not contribute to hematopoiesis until the prolif-
erative capacity of the cycling HSC clone is exhausted [6—8].
To address this issue, the proliferation of HSCs in adult mice
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was analyzed in vivo by means of bromo-2’-deoxyuridine
(BrdU) incorporation kinetics [9, 10]. By the end of 6 months of
continuous BrdU administration, 99% of HSCs had incorporated
BrdU during DNA synthesis and, although 75% of HSCs are
quiescent in phase G, at any one time, all HSCs are recruited
intermittently into the cell cycle so that 99% of them divide on
average every 57 days. Whether cycling HSCs contribute di-
rectly to cells entering the lymphopoietic program has not been
directly addressed.

The growth, differentiation, and survival of HSCs are reg-
ulated by a number of cytokines and chemokines and by the
relative basal expression level of cyclins, cyclin-dependent ki-
nases (cdks), and cdk-inhibitors (cdkis) [8]. Whereas stem cell
factor (SCF), Flt3-ligand, thrombopoietin, interleukin (IL)-3,
and IL-6 promote the growth of human HSCs in vitro [11],
transforming growth factor-f3 (TGF-£1) and MCP-1 (monocyte
chemoattractant protein-1) induce cell cycle arrest of HSCs [12]
and primitive hematopoietic progenitor-enriched fractions [13,
14], respectively. Similar information is emerging about extra-
cellular cues that regulate the earliest stages of lymphopoiesis
[15].

HSC cyclins are negatively regulated by cdkis [10]. Among
the cdkis, p21 is highly expressed in the quiescent HSC-like
fraction of BM cells. Moreover, HSCs in the G, phase are
reduced and the total number of HSCs increased in p21 /"~ mice
[16], and survival in p21 '~ mice treated with the myelotoxic
agent 5-fluorouracil (5-FU) is much lower than in littermate
controls. These results indicate that p21 is a key molecule that
restricts HSC entry into cell cycle, thereby imposing limits on
their pool size and preventing their exhaustion. On the other
hand, cdki p27 seems to govern the expansion of progenitor cell
populations [17-19].

Many transcription factors such as c-Myb, GATA-2, Gfi-1,
Bmi-1, and those of the homeobox (Hox) family have been
shown to be additional key players in the proliferation and
differentiation of early BM progenitor cells. A recent study
using Hoxb4-deficient mice demonstrated reduced proliferative
capacity of BM and fetal liver HSCs without affecting differ-
entiation or lineage choice [20]. HOXB4, like Notch, has been
reported to induce or enhance the expression of c-myc, cyclin
D2, cyclin D3, cyclin E, and E2F1 in murine HSCs [21], and
modulation of their signaling in hematopoietic precursors could
represent an interesting approach to improve cell-based therapy
[22]. Key to the long-term success of these strategies will be a
molecular understanding of the population dynamics in vivo of
HSCs and their more-committed downstream progenitors [23].

B lymphopoiesis has been depicted as a unidirectional pro-
cess in which developing cells transit through successive differ-
entiation stages in an irreversible, synchronous manner. Re-
cently, some studies have examined this view by quantification
of specific BM precursor B-cell populations [24] or by combin-
ing kinetic analysis of developing B-cell subsets in the BM with
mathematical modeling [2, 25]. Asynchronous differentiation
models explain BM-labeling kinetics and predict reflux between
the pre- and immature B-cell pools. Additionally, studies in
normal, gene-deleted, transgenic, and mutant mice have shown
that the apoptotic index and apoptotic rate are maximal during
the pro-/pre-B-cell transition and among immature B lympho-
cytes in BM [26].

We have now studied the proliferation status of mouse
lymphoid progenitors that are recently derived from HSCs. The
results indicate that ELPs in fetal liver proliferate much faster
than their counterparts in adult BM. Reverse transcription-poly-
merase chain reaction (RT-PCR) analysis of key cell cycle
mediators identified several that could account for the fetal/adult
disparity. A BrdU-labeling pattern for ELPs and Pro-Ls in adult
BM suggests that cells in both compartments are cycling asyn-
chronously and intermittently. Furthermore, adult progenitors
acquire some, but not all, characteristics of fetal cells during
rebound from chemotherapy. Although primitive lymphoid pro-
genitors sustain replenishment of the immune system through-
out adult life, they exist in two kinetic states and only a minority
is in cell cycle at any one time.

MATERIALS AND METHODS

Mice and Cell Suspensions

RAG-1/GFP knockin mice have been described [4, 27] Wild-
type (WT) C57BL/6 strain mice were purchased from The
Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, http://www .jax.org). Het-
erozygous F; RAG-1/GFP mice were generated at the OMRF
(Oklahoma Medical Research Foundation) Laboratory Animal
Research Facility (Oklahoma City, OK) by mating homozygous
male RAG-1/GFP knockin mice with WT female mice. Fetal
liver cells were obtained at embryonic days 13-16 (E13-E16).
Adult BM cells were purified from 3- to 5-month-old heterozy-
gous RAG-1/GFP knockin mice.

BrdU Treatment of Mice and Cell Cycle Analyses
Groups of 35-55 mice for adult BM studies were given an initial
intraperitoneal injection of BrdU (100 ug/100 ul of phosphate-
buffered saline [PBS]), while groups of three pregnant mice for
fetal studies were given BrdU intravenously at zero time. This
was to establish a satisfactory concentration of label and a valid
starting time. In each case, BrdU was then administered contin-
uously in drinking water (0.8 mg/ml) for the duration of the
experiment. At defined time points, adult or fetal lymphoid
progenitors were purified from treated mice by sorting pooled
BM or fetal liver samples, respectively, followed by intracellu-
lar staining with monoclonal antibody (mAb) to BrdU (BrdU
flow kit; BD Biosciences, San Jose, CA, http://www.
bdbiosciences.com). Phycoerythrin (PE)-labeled, rather than
fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled, anti-BrdU mAb was
used to visualize BrdU in RAG-1/GFP™ progenitors. The cells
were analyzed on a FACScan (BD Biosciences), using Cell
Quest and WinMDI 2.8 software programs. Representative anal-
yses are shown in supplemental Figure 1.

Flow Cytometry and Cell Sorting

Adult BM was flushed from femurs, tibias, and humeri with 3%
fetal calf serum (FCS) PBS. Cells were enriched by incubation
with antibodies to lineage markers Grl and CD11b/Macl for
myeloid cells, CD19 and CD45R/B220 for B-lineage cells, and
TER-119 for erythroid cells, followed by negative selection
using the Bio-Mag cell separation system (Qiagen Inc., Valen-
cia, CA, http://www1.qiagen.com). These partially lineage-de-
pleted cells were further blocked with anti-FcR and stained with
allophycocyanin-anti-c-kit antibody and with biotin-anti-lineage
markers (Gr-1, Mac-1, CD3, CD8a, CD19, CD45R, DX-5, and
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TER-119) combined with streptavidin (Sav)-R613. CDI11b/
Macl was not included in the lineage-depletion protocol after
5-FU treatment. Sorting on MoFlo (DakoCytomation, Glostrup,
Denmark, http://www.dakocytomation.com) was performed on
the basis of Lin” GFP*c-kit" (ELP) and Lin~ GFP*c-kit'® (Pro-
L). Sca-1 was used as an additional gating parameter for lym-
phoid progenitors in our previous studies but is expressed at
artificially high levels on cells in rebound BM. Fetal livers
(E13-E16) were minced, and the suspensions were subjected to
depletion of TER-1197 cells prior to two-steps cell sorting. In
the first step, cells were sorted into GFP~, GFP'°, and GFP™.,
Background autofluorescence was discriminated from authentic
GFP by collecting data in two fluorescence channels without
compensation [5]. An illustration of this method is provided as
supplemental online Figure 2. Sorted cells were incubated with
anti-FcR before staining with APC-anti-c-kit and bio-Sav-R613-
anti-Sca-1 or PE-anti-Sca-1 antibodies and subjected to a second
round of sorting. Hematopoietic progenitors were fractionated
according to Sca-1 and c-kit expression, as previously described

[5].

Treatment with 5-FU

Adult mice were given a single intraperitoneal injection with
5-FU (150 mg/kg of body weight) in PBS. BM was recovered at
the times indicated.

Cell Cycle Fractionation with Hoechst and

Pyronin Y

A combination of Hoechst 33342 (Hst) and pyronin Y (PY) was
used for the differential staining of cellular RNA and DNA, as
described elsewhere [28]. Briefly, lymphoid progenitors were
fixed in 70% ethanol overnight, resuspended in a solution of 2
pg/ml Hst (Invitrogen, Carlsbad, CA, http://www.invitrogen.
com) and 4 ug/ml PY (Polysciences, Inc., Warrington, PA,
http://www.polysciences.com), and measured by flow cytom-
etry on a MoFlo equipped with UV laser (DakoCytomation).
Because RNA staining with PY yields a continuous histogram
without demarcation between positive and negative cells [29],
an arbitrary analysis window comprising approximately 15% of
fetal liver cells displaying minimal PY staining was used to
designate G,, fraction in all experiments.

Real-Time PCR Analysis of Cell Cycle

Gene Expression

Lymphoid progenitors were sorted at high purity. Sequences of cell
cycle candidate genes were obtained from the UCSC (University of
California at Santa Cruz) genome browser (http://genome.ucsc.edu/
cgi-bin/hgGateway), and specific forward and reverse oligonu-
cleotide primers were designed using Primer 3 program (http://
frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi)  (supple-
mental online Table 1). The real-time PCR amplification
mixture contained template cDNA, 2X SYBR Green Mas-
ter Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, http://www.
appliedbiosystems.com) and 2 uM each primer mix. Reactions
were 10 minutes at 95°C followed of 40 cycles of 95°C for 15
seconds and 60 seconds at 60°C in an ABI Prism 7700 Sequence
Detection System (Applied Biosystems). The relative gene ex-
pression was calculated using -actin cDNA as an endogenous
control [relative gene expression = 2(Ct <t = Ctgene) 5 13,

www.StemCells.com

Telomerase Activity Detection

Telomerase activity was measured quantitatively in 1 X 10°
Ilymphoid progenitors by one-step real-time reaction (Ex-
press Biotech International, Frederick, MD, http://www.
expressbiotech.com). Briefly, the active telomerase from
lysed cells added a varied number of telomeric repeats onto
the 3'-end of a substrate oligonucleotide. The extension prod-
ucts were amplified by PCR and then detected by measuring
the increase in fluorescence by binding of SYBR green to
double-stranded DNA. A standard curve was performed to
calculate activity using an oligonucleotide with a sequence
identical to telomere primers.

Stromal Cell Cocultures

Sorted lymphoid progenitors were cocultured for up to 3 weeks
with delta-like-1 and GFP retrovirally transduced OP9 stromal
cells (OP9-DL1 and OP9-GFP, kindly provided by Dr. J.C.
Zuniga-Pfliicker, University of Toronto, Ontario, Canada), as
previously described [30] with modifications. During the first
week, the a-minimal essential medium 10% FCS contained 5 X
107> M 2-mercaptoethanol, 2 mM L-glutamine, 100 U/ml pen-
icillin, and 100 wg/ml streptomycin, plus 2 ng/ml SCF, 5 ng/ml
Flt3-L, and 2 ng/ml IL-7. During the second and third weeks of
coculture, the IL-7 concentration was increased to 5 ng/ml.

RESULTS

ELPs and Pro-Ls in Adult BM Are Each
Heterogeneous with Respect to Cell Cycle Kinetics,
and a Significant Fraction Are Quiescent

BM cells that lack all markers of differentiated blood cells were
resolved into primitive and more mature progenitors according
to levels of c-kit and RAG-1 in RAG-1/GFP knockin mice. Stem
cells, multipotent progenitors, and ELPs are in the c-kit" frac-
tion of lineage-marker negative (Lin~) BM, with one of the
distinguishing characteristics of ELPs being activation of the
RAG-1 locus [3, 4]. The c-kit' fraction of Pro-L (including
common lymphoid progenitor [CLP]) generate B- and natural
killer (NK)-lineage cells more quickly in short-term cultures [3,
4, 31, 32].

Continuous administration of BrdU yielded biphasic label-
ing curves for both ELP and Pro-L populations (Fig. 1A), which
were simultaneously sorted for analyses (supplemental online
Figs. 1 and 2). An initial steep rise in the labeling index, which
represented the DNA labeling of a fraction of rapidly cycling
cells, was soon followed by a second slower rise, indicating the
gradual entry of labeled cells into a considerably larger cell
fraction [33]. Extrapolating from the 36-hour interval to the time
necessary to reach complete (100%) labeling yielded an appar-
ent average cell cycle time of 11.9 days for the ELP population
as a whole and 11.4 days for the Pro-L population, both cell
cycle times long in comparison with that of the Lin~ c-kit"
GFP™ fraction of BM (5 days). Consistent with these findings,
an analysis of DNA/RNA cell content revealed that a majority
of ELPs and Pro-Ls are in a G, state at any given time (Fig. 1B).
Taken together, these results indicate that ELPs and Pro-Ls in
adult BM consist of a mixture of cells representing two kinetic
states, a minor set of cycling cells and a major set of quiescent
cells which represented approximately two thirds of the total
populations of ELPs and Pro-Ls. The slow linear BrdU labeling

8002 ‘9z AN U0 99 Q/BULIOJUIDI(qIg SEWSXSIS Te WO0D'S|BOWSIS MMM WO} Papeojumod



2706 Quiescent Lymphoid Progenitors

b

1007

o
o

[+7]
(=]

—

.--"".#

]
o

BELP ®Pro-L ®GFP ckit"
24 48 72 96 120 144 168
BrdU-labeling time (h)

o

% BrdU positive cells
B
(=]

o

Lin GFP" c-kit" ELP Pro-L

4,000
3,000
< |G |scMm
4 2,000
|
>_
=
£ 1,000
g 116G
& 0

1,000 2000 3,000 40000 1,000 2000 3000 40000 1,000 2000 3000 4000

Hoechst 33342 - DNA

Figure 1. Most lymphoid progenitors in adult bone marrow are in a state of cell cycle quiescence. (A): Adult bone marrow ELP, Pro-L, and a cohort
Lin~GFP~c-kit" population were purified from bone marrow pooled from at least 35 BrdU-treated mice, followed by intracellular staining for BrdU.
Each point on the curves represents a single measurement for one pool. The numbers of mice used per time point were 35 for 6 hours, 55 for 24 hours,
52 for 36 hours, 55 for 72 hours, 50 for 120 hours, and 50 for 156 hours. Linear regression by least squares analysis was used to fit two sets of lines
for each cell type. (B): ELP, Pro-L, and Lin~ GFPc-kit" cells were stained for Hoechst 33342 and Pyronin Y. The diagram at the side illustrates
how actively dividing cells can be resolved on the basis of RNA/DNA staining into G, or S+G,+M fractions. Cell frequencies in G, or each cell
cycle phase are shown. The data are derived from and representative of two different experiments that were conducted independently from that shown
in (A). Abbreviations: BrdU, bromo-2'-deoxyuridine; ELP, early lymphoid progenitor; GFP, green fluorescent protein; Pro-L, pro-lymphocyte.
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Figure 2. RAG-1" and RAG-1" subsets of lymphoid progenitors are not homogeneous with respect to proliferative activity. (A): GFP* ELPs and
GFP* Pro-Ls were sorted from adult bone marrow of mice after 5 days of BrdU treatment. The two subsets were then resolved according to GFP
density (left panels), and the incorporation of BrdU was analyzed for each population by means of intracellular staining (right panels). (B): Average
percentages for BrdU labeling of RAG-1/GFP" and RAG-1/GFP" cells across all intervals are shown. s#p = .0076. Abbreviations: BrdU,
bromo-2'-deoxyuridine; ELP, early lymphoid progenitor; GFP, green fluorescent protein; Pro-L, pro-lymphocyte.

of the second subset of cells indicates that these ELPs and
Pro-Ls do not remain permanently in a dormant G, state but are
slowly turning over. Periodically, G, cells are triggered to enter
cell cycle, after which some or all of their labeled progeny may
revert to the G, state.

The designation ELP does not imply homogeneity [1, 3,
4, 34]. Rather, the most primitive lymphoid cells express

TdT, RAG-1, a human p transgene (in transgenic mice), or
some combination of these characteristics. Also, levels of
GFP vary among cells from RAG-1/GFP mice gated for any
given set of cell surface markers. We now report that ELPs
with the highest levels of RAG-1 incorporate BrdU at a
substantially lower rate than ELPs with less RAG-1. This
analysis was performed after 24, 36, 120, and 156 hours of
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Figure 3. The entire lymphopoietic series in fetal liver is rapidly dividing. (A): Cell cycle status was determined by flow cytometry of Hoechst
33342- and Pyronin Y-stained ELP GFP'"°c-kit"!, Pro-L GFP'°c-kit", and GFP ™~ c-kit" cells sorted from E14 fetal liver. (B): Pregnant mice (E13-E16)
were given BrdU intravenously, and in drinking water for 6 hours. The lympho-hematopoietic progenitors were sorted and stained with monoclonal
antibody to BrdU. The subsets are arranged according to probable degree of maturity, beginning with the stem cell-rich fraction on the left and
CD19™"-expressing cells at the far right. Results are representative of two independent experiments. Abbreviations: BrdU, bromo-2'-deoxyuridine; E,
embryonic day; ELP, early lymphoid progenitor; GFP, green fluorescent protein; Pro-L, pro-lymphocyte.

continual treatment with BrdU (Fig. 2 and data not shown).
The same parameter revealed similar heterogeneity among
Pro-Ls, the cells showing the highest rate of BrdU uptake
having relatively lower levels of RAG-1. Therefore, the
kinetic data shown in Figure 1 represent average values for
cell subsets that are not homogenous with respect to mitotic
and RAG-1 gene activity. Variations in RAG-1 gene tran-
scriptional activity could be inversely linked to proliferation
such that Ig gene recombination can safely occur.

The Lymphopoietic Series in Fetal Liver Is

Rapidly Dividing

Many studies have revealed fetal/adult differences in lympho-
poiesis, raising important questions about the properties of stem
cells present at different developmental ages [35]. An analysis
of cell cycle status indicated that approximately 20% of E14
fetal liver c-kit" Sca-1" RAG-1/GFP" ELPs were in the
S+G,+M phases of the cell cycle and an additional 58% were
in G, (Fig. 3A). Similarly, high values for the proportion of
cycling cells were observed with all other lymphoid populations
in the E14 fetal liver, including cells in the c-Kit'"® Sca-1~
RAG-1/GFP™ category, which are largely CD19". These ob-
servations, consistent with relatively short cell cycle times,

www.StemCells.com

demonstrate a high growth fraction of proliferating early lym-
phoid cells in the fetal liver.

We then injected pregnant mice with BrdU and performed
an incorporation analysis of fetal liver subsets 6 hours later
(Fig. 3B). Unlike the case with adult animals, very high
labeling indices could be observed during this short interval.
Indeed, at 13 days of gestation, more than 70% of all lym-
phoid cells incorporated BrdU in 6 hours. Thereafter, BrdU
labeling indices for most subsets tended to decline with
gestational age but were extremely high at all time points
relative to adult BM progenitors. In fact, BrdU incorporation
rates for adult ELPs were less than fetal ELPs even after 6
days of BrdU injection.

These data suggest that apparent proliferation rates of
fetal lymphoid progenitors are substantially higher than those
of adult progenitors. Indeed, a 30-fold longer interval was
needed to achieve the equivalent degree of labeling with
adult cells. Furthermore, two-parameter flow cytometry re-
vealed that the growth fraction of fetal progenitors is corre-
spondingly high with an average of only 20% in the G, phase
of the cell cycle at any one time (Fig. 3A). We conclude that
few of these cells are in a state of cell cycle quiescence prior
to birth.
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Figure 4. Transient depletion of lymphoid progenitors along with loss
of c-kit expression after 5-FU chemotherapy. Mice were treated with a
single dose of 5-FU, and early lymphoid progenitors and pro-lympho-
cytes were sorted after the indicated intervals. (A): Absolute numbers of
each cell type recovered from four bones are given. (B): Temporal
changes in the expression of c-kit on Lin” GFP™* cells after treatment is
shown. The top left panel shows the results of staining with an isotype
control antibody. Abbreviations: 5-FU, 5-fluorouracil; GFP, green flu-
orescent protein.

Quiescent Lymphoid Progenitors

Adult Lymphoid Progenitors Enter Rapid Cycle
During Rebound from 5-FU Treatment
Fetal, but not adult, stem cells express Flk-2, Mac-1, and CD34
[5, 36, 37]. It is interesting that stem cells regenerating in the
BM of adult mice after chemotherapy are CD11b/Mac-1" and
CD34" [38, 39]. There are also fetal/adult differences with
respect to the markers displayed on lymphoid progenitors, and
we wondered whether proliferative characteristics of fetal cells
could be also induced on those within BM. RAG-1/GFP mice
were treated with a single injection of 5-FU and then examined
for up to 8 days, resulting in a transient depletion in lymphoid
progenitors. RAG-1/GFP™ cells could be identified among the
Lin~ fraction of 5-FU-treated BM, and numbers of these cells
recovered dramatically from day 4 after 5-FU treatment, when
rebound from chemotherapy is said to begin (Fig. 4A) [38].
As previously reported, BM hematopoietic cells at early
times post 5-FU treatment expressed only low levels of the
c-kit receptor for SCF (Fig. 4B) [38]. Therefore, in subse-
quent experiments conducted at 4 days after treatment, we
did not use c-kit density to discriminate ELPs from Pro-Ls. A
minority expressed detectable amounts of IL-7R« (data not
shown), and we assume that most progenitors at that time
would be recently generated and thus equivalent to ELPs.
Very small numbers of Lin~ GFP™" c-kit™ cells displayed low
levels of the CD11b myeloid marker after 5-FU treatment,
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Figure 5. Lymphoid progenitors rebounding from chemotherapy are, like fetal progenitors, in active cell cycle. After 90 hours of 5-FU treatment,
mice were given BrdU intraperitoneally, and in drinking water for 6 hours. ABM was recovered at 96 hours, and the purified 5-FU Lin~ GFP*c-kit™
lymphoid progenitors and control ELPs were stained with anti-BrdU to examine proliferation rates (A) or were stained for Hoechst 33342 and Pyronin
Y (B). In parallel, BrdU was given to pregnant mice for 6 hours and FL E14 ELPs were analyzed. Telomerase activity was measured quantitatively
in FL E14 ELP, ABM ELP, and ABM 5-FU Lin~ GFP*c-kit" cells by real-time PCR (C). The graph shows median values (amol/ul) with bars
representing standard errors. #p = .025. Abbreviations: 5-FU, 5-fluorouracil; ABM, adult bone marrow; BrdU, bromo-2'-deoxyuridine; E, embryonic
day; ELP, early lymphoid progenitor; FL, fetal liver; GFP, green fluorescent protein.

Stem CruLs

8002 ‘92 Ao U0 gH/ewIouI0!|01g SeWSISIS 12 W0D'S|POWRIS MMM W04 papeo juMod



Pelayo, Miyazaki, Huang et al.

2709

2.0+ 25+ 60+
e 20
. FLE14ELP 1.5 48+
Il ABM ELP il i gl
5-FU ABM 109
Lin"GFP*c-kit* 051 54 154
0.0 0- 0-
Cyclin A2 Cyclin D1
10.0- 20+ 25+ 15+
=)
= 20
J 15+
® 7.57 10
c 154
.g 5.0- 104
@ 104 il
[t 2.5+ 5+
a 51
kel
w 0.0 o- 0- 0-
Bel-2 Inkdd Cip1Waf1
p19 p21

80+ 80- 180+
60+ 60+ 135+
40 40+ a0
204 204 45+
0- 0- 0
Cyclin D2 CDK2 CDK4 c-myc
1.0 64 16+
0.8+ 124
0.6+ ad 94
0.4+ [
24
0.24 3
0.0- 0- 0-
Kip1 Hox B4 TGFp-2R Gfi-1
p27
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bone marrow; BrdU, bromo-2’'-deoxyuridine; E, embryonic day; ELP, early lymphoid progenitor; FL, fetal liver; GFP, green fluorescent protein.

but this was not comparable with ELPs or Pro-Ls present in
fetal liver (supplemental online Fig. 3). Furthermore, the
CD34 marker characteristic of fetal stem/progenitor cells was
not re-expressed on adult lymphoid progenitors in rebound
(supplemental online Fig. 3).

To assess proliferation, the animals were injected with and
then fed BrdU for 6 hours before analysis. Approximately
one-third of recovering adult progenitors incorporated the label
(Fig. 5A), and the percentage of progenitors in the inactive G,
fraction was also greatly reduced (Fig. 5B). It is noteworthy that
BrdU incorporation indices were lower than the cell cycle
activity determined by Pyronin Y/Hoechst staining. The latter
method may be more sensitive, especially when only 6 hours are
allowed for tissue equilibration and uptake of BrdU. Telomerase
is important for maintaining stem cell chromosome integrity,
and we evaluated this enzyme in ELPs. Telomerase activity in
fetal cells was fourfold higher than in adult cells and markedly
upregulated in progenitors recovered during marrow rebound
(Fig. 5C).

Mitotic activity was also assessed by measuring tran-
scripts for key cell cycle mediators (Fig. 6). Transcripts for
cyclin A2, cyclin D1, and CDK4 were much lower in adult
than fetal progenitors, and the pattern was not reversed after
chemotherapy. CDK2 and Gfi-1 were low in fetal cells and
again unchanged by 5-FU treatment. In contrast, levels of
cyclin D2, c-myc, Bcl-2, Ink4d/p19, CiplWafl/p21, Kipl/
p27, HoxB4, and TGF-B2R levels in lymphoid progenitors
from rebound adult BM closely resembled those from fetal
liver.

Thus, some, but not all, aspects of the fetal differentiation
program could be reacquired by adult lymphoid progenitors
during rebound from chemotherapy. Levels of 8 of 13 cell cycle
regulators paralleled re-entry into rapid division, but there was
no corresponding re-expression of the fetal cell surface markers
CD11b and CD34.
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Rebounding Adult Lymphoid Progenitors Are Not
Harmed by Chemotherapy and Have Some
Functional Properties Typical of Their
Fetal Counterparts
Stromal cell cocultures were used to compare the differentiation
potential of fetal, adult, and rebound lymphoid progenitors (Fig.
7). All three populations produced B220/CD45R* CDI19™"
GFP*" CD11b~ B-lineage lymphocytes in 3-week cultures on
OP-9 stromal cells (Fig. 7A), whereas T-lineage cells were
made when the same cells received a Notch signal by culture on
OP9-DL1 stromal cells (Fig. 7B). In the latter circumstance,
recovering lymphoid progenitors had a tendency to make T-cell
receptor (TCR)-y/8™ rather than TCR-87 cells. Yields of lym-
phocytes were extremely dependent on the source of the pro-
genitors (Fig. 7C). Approximately 2 logs more B-lineage cells
were produced from fetal or rebound progenitors on OP-9 as
compared with those freshly isolated from normal adult marrow.
The situation was quite different with respect to T-lineage cell
differentiation, in which only fetal progenitors yielded high
numbers of T cells within 3 weeks of culture on OP9-DL1.
Thus, chemotherapy by 5-FU did not alter the ability of
adult lymphoid progenitors in rebound to generate T-lineage
cells. Remarkably, B lymphopoiesis from rebound adult BM
progenitors was as robust as that typical of fetal cells.

DISCUSSION

Environmental cues in a specialized BM niche may determine
what fraction of stem cells gives rise to proliferating lymphoid
progenitors, and a subset of those replenishes the immune sys-
tem. The population dynamics of T lymphocyte-lineage cells in
the thymus have been extensively studied, and many aspects of
B-lymphocyte formation have been similarly investigated [2,
40-44]. However, no comparable information was available
about the most primitive lymphoid progenitors, and our under-
standing of fetal/adult differences in lymphopoiesis was incom-
plete. Here, we have exploited Rag-1/GFP knockin mice [4] and
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Figure 7. Lymphoid progenitors in rebound from chemotherapy resemble their fetal counterparts with respect to B-, but not T-, differentiation
potential. Lymphoid progenitors from FL E14 mice, nontreated adult mice, or 4-day 5-FU-treated mice were cultured for 3 weeks on OP9-GFP or
OP9-DL1 stromal cells. (A): B-lineage GFP* CD19" B220™ cells were stained after harvesting from OP9-GFP cocultures. Plots show the populations
gated on CD45R/B220. (B): T-lineage TCR-B* and TCR-y8™" cells were assessed in OP9-DL1 cocultures. (C): The yields per input progenitor for
each lineage are depicted in the time-course graphs. Abbreviations: 5-FU, 5-fluorouracil; ABM, adult bone marrow; E, embryonic day; ELP, early
lymphoid progenitor; FL, fetal liver; GFP, green fluorescent protein; Pro-L, pro-lymphocyte; TCR, T-cell receptor.

BrdU incorporation by DNA-synthesizing cells to explore those
important issues. Although more mitotically active than stem
cells, the most primitive cells in the lymphoid series divide only
once every 12 days. Changes that occur in ELPs during recovery
from 5-FU treatment may reflect processes that are important
during transplantation and chemotherapy.

ELPs begin the lymphoid differentiation program and ex-
press several lymphocyte-related genes at low levels but have
greatly reduced myeloid potential relative to stem cells. They
are part of the Lin~ Sca-1" c¢-Kit" CD27" Flk-2* fraction of
BM that has been variously referred to as multipotent progeni-
tors (MPPs) or lymphocyte-primed MPPs [15, 37]. Although the
RAG-1/GFP knockin model used here allows isolation of viable,
functional ELPs, cells prepared this way may be very closely
related to GFP™ ones expressing other lymphoid genes such as
TdT [4, 45]. In any case, ELPs are potent progenitors for T-, B-,
NK-, and plasmacytoid dendritic cell (pDC) lineages [4, 32, 46].
They likely give rise to Lin~ Sca-1* c-kit'® Pro-Ls that include
most cells designated CLPs on the basis of IL-7Ra expression
[31].

Neither of these two lymphocyte progenitor populations is
homogeneous, and at any given time, they existed in two kinetic
states. Additionally, both ELPs and Pro-Ls had a range of GFP
levels, and this inversely corresponded to degrees of BrdU
incorporation. That is, the GFP brightest progenitors labeled
more slowly than the dim ones, making it tempting to propose

an inverse relationship between activation of the RAG-1 locus
and proliferation. There is a coordination of RAG-2 protein with
the cell cycle, in parallel with fluctuations in the activity of
cyclinA/CDK2 [47, 48]. RAG-2 preferentially accumulates in
Gy/G,, declines before cells enter S-phase, and remains low
throughout the S-, G,-, and M-phases. Although levels of
RAG-1 show less fluctuation, it has been suggested that its E3
ligase activity may target cell cycle regulatory proteins [49]. Our
experience with the RAG-1/GFP knockin mice indicates that
endogenous RAG-1 is initially expressed in strict concordance
with GFP levels [5], but decay of the GFP protein is thought to
be slower than the RAG-1 protein [4, 50]. Regardless, initiation
and progression of progenitor cells through the earliest stages of
lymphopoiesis are unlikely to be synchronous.

Cells with low RNA content maintain a state of dormancy in
G,. As the cells enter G,, they accumulate RNA mainly in the
form of ribosomal RNA until reaching S-phase [28, 29]. Many
long-term hematopoietic cell-initiating cultures in humans and
stem cells in mice are present in the G, fraction of adult BM [16,
29, 39]. Cycling and other HSC behavior is thought to be
regulated by coordination of environmental signals and intrinsic
programs. The environmental cues may be provided by a niche
composed of specialized cell populations located in unique sites.
Arai and colleagues recently demonstrated that Lin~ Sca-1"
c-Kit" Tie-2" BM in G,, efflux dye and adhere to osteoblasts at
the subendosteal bone surface. This and other recent studies are
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beginning to reveal signaling pathways, cytokines, and adhesion
molecules that may regulate cell quiescence in the postulated
stem cell niche [51-53].

Surprisingly, a substantial majority of primitive lymphoid
progenitors were in G, and additional ones were in early G,
(Fig. 1B). Although some of these cells are in proximity to the
endosteal surface of the bone [54], that is not the case for a
majority of the population and signals for quiescence might be
delivered in other sites. That possibility accords with a recent
report that quiescent HSCs can be found in tissues outside BM
[55]. In any case, the slow population turnover for ELPs and
Pro-Ls contrasts with the rapid proliferation of the large pro-B
and pre-B cells that derive from them [2, 43, 44].

It is not known whether fetal lymphocyte progenitors are
intrinsically different from those that arise as the hematopoietic
system is replenished during adult life [1, 5]. BrdU labeling now
shows that fetal lymphocyte progenitors divide considerably
more rapidly than their adult counterparts, the rate of BrdU
labeling gradually declining with gestational age (Fig. 3A). ELP
and Pro-L populations in adult BM have low incidences, and
their numbers remain constant without gross disturbance of the
steady state. The primitive GFP'c-kit"'Sca-1" subset of fetal
progenitors does not numerically increase in parallel with em-
bryo size, whereas the more mature GFP"c-kit'°Sca-1~ fraction
expands explosively from E15 [56]. Therefore, rapid differen-
tiation, cell death, and/or export to other tissues must balance
production of the earliest lymphopoietic cells.

Many previous studies have used 5-FU treatment to deplete
actively proliferating marrow cells after which several charac-
teristics of fetal stem cells are reactivated. Our analysis centered
on day 4 after treatment because that is when c-kit"™ RAG-17"
lymphoid progenitors began to emerge. This is consistent with
previous descriptions of the recovery of HSCs [38, 57]. CD11b/
Mac-1 and CD34 are present on fetal and rebound HSCs, but not
those in BM of normal mature animals [36, 38]. Changes in
marker expression might reflect either the recent regeneration of
lympho-hematopoietic cells after chemotherapy or abnormali-
ties in the marrow microenvironment. Although lymphoid pro-
genitors did not appear to reacquire these two fetal markers
during rebound, they were in active cell cycle and had at least
one function characteristic of fetal cells.

Substantial information is available about proteins that govern
progression through the cell cycle, and we sought explanations for
fetal/adult/rebound disparities by extensive real-time RT-PCR anal-
yses. Of particular interest were mediators that were dramatically
elevated or depressed in fetal ELPs and rebound lymphoid progen-
itors as compared with those taken from adult marrow. These
include cyclin D2, c-myc, Bcl-2, Ink4d/p19, CiplWaf1/p21, Kipl/
p27, HoxB4, and TGF-£2R. Of that group, Bcl-2, Cipl Wafl/p21,
and Kipl/p27 have been described as inhibitors of cell cycle
progression [8, 16, 58] and thus match the pattern of quiescence we
observed for adult ELPs. The last two of these have been impli-
cated in cell cycle regulation in HSCs and multipotent progenitors,
respectively [8]. Therefore, further investigation of these molecules

might provide a mechanistic explanation for fetal/adult differences
in proliferative activity.

Although ELPs are not stem cells, they can sustain lymphocyte
production in the thymus for at least 6 weeks [4]. Furthermore,
memory lymphocytes can expand and survive for long periods after
participation in immune responses [59]. Telomerase is thought to
be important for maintaining chromosome integrity in cells with
such replicative potential, and its activity is known to be higher in
fetal than adult life [60, 61]. Our results with ELPs correspond to
that pattern, and it is interesting that telomerase activity increased
during rebound from chemotherapy.

Some components of the immune system, especially CD4™ T
lymphocytes, are slow to recover after the marrow ablation treat-
ment used for chemotherapy and transplantation [62, 63]. How-
ever, we found no alteration in the T-lineage differentiation poten-
tial for post-5-FU treatment lymphoid progenitors. It could be that
performance in the stromal cell coculture system we employed
does not accurately reflect the ability to migrate to and colonize the
thymus [30]. However, other culture assays for progenitors of NK
and pDC also did not reveal an obvious influence of chemotherapy
on differentiation potential (not shown). In striking contrast, for-
mation of B-lineage lymphocytes from rebound progenitors was
considerably greater than that from normal adult BM and equiva-
lent to that observed with fetal cells.

As this manuscript was being completed, mitotic properties
were described for hematopoietic cells defined with different cri-
teria [64]. Some 50% of MPPs, a category that includes ELPs, were
found to be in G, The MPP fraction also includes Lin c-
Kit"RAG-1" cells that we found to be 30% quiescent. Thus,
RAG-1" ELPs (67% in G,) are less mitotically active than other-
wise-similar cells. CLPs comprise most of the Pro-L fraction, and
Passegue et al. reported that 74% were in G, +G, [64], which is in
general agreement with our finding of 85% for Pro-Ls.

Overall, this analysis provides important information about
the earliest events in lymphopoiesis and raises a number of
interesting questions. For example, do ELPs and stem cells
share a common niche in BM and depend on the same signals to
maintain quiescence? We also need to learn whether and how
mitotic activity of lymphoid progenitors relates to their ability to
differentiate and rapidly restore the immune system.
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