UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS

PARTICIPACION DE ACTIVINAS EN EL DESARROLLO DEL LINFOCITO T

QUE PARAOBTERNERELTITULO DE:
DOCTORA EN CIENCIAS

PRESENTA:
PAULA LICONA LIMON

TUTOR:
DRA. MARIA GLORIA SOLDEVILA MELGAREJO

UNM

POSG MEXICO, D. F. 2008.




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Agradecimientos

A la Dra. Gloria Soldevila Melgarejo por permitirme realizar este proyecto a pesar de

ser un tema nuevo en su laboratorio y apoyarme durante el desarrollo de este trabajo.

A los miembros de mi comité tutoral, Dr. Jesis Chimal Monroy y Dra. Sara Huerta

Yepez por todas sus aportaciones y sugerencias a mi proyecto doctoral.

Al comité de evaluacion, Dr. Leopoldo Santos Argumedo, Dr. Vianney Francisco Ortiz
Navarrete, Dra. Marina Macias Silva y Dra. Maria del Carmen Clapp Jiménez por

tomarse el tiempo para revisar esta tesis.

Al Biol. Jesis Ramsés Chavez Rios por su asistencia técnica en la realizacion de este
trabajo, a Minerva Rodriguez Castro por su ayuda con el material de trabajo, a Maria
Petra Mufioz Garcia por su apoyo en la biblioteca, a la MVZ. Georgina Diaz Herrera y

al MVZ. Gerardo Arrellin Rosas por las facilidades del bioterio proporcionadas.

A mis amigos y compafieros del laboratorio: Dianita, German, Horacio, Karen, Ramsés

y Violeta por aguantar mis histerias y compartir sus experiencias todos estos afios.

A mis amigos y confidentes Alejandro, Alarcdn, Alfonso, Cei, Clelia, Emiliano, Frida,
Gisela, Helena, Karina, Luciana, Luld, Miguelito, Naika, Norma, Paco y Roberto, por
todos los momentos, lagrimas, risas, comidas, cafecitos, consejos y vivencias

compartidas, porque siempre estuvieron ahi, muchas gracias.

A mis maestros y amigos, Armando, Celis, Clementina, Diego, Fabiola, Gaby, Irma,

Julieta, Laura y Luis por sus ensefianzas y por contagiarme el amor por la ciencia.



A mis padres porque sin ellos no estaria aqui, por apoyarme incondicionalmente, por
creer en mi, pero sobretodo por todo el amor que me han brindado y por ser personas

irremplazables e imprescindibles en mi vida, los quiero.

A mis hermanos por darme la seguridad que en momentos necesité, por impulsarme a

seguir mis suefios y porque sé que siempre contaré con ustedes.

A mi familia, a mi abuelita, tios, primos y sobrinos por su respaldo, apoyo y amor a

largo de mi vida. Por incontables y unicos momentos y por estar conmigo en todo.

A Ale por ser un ejemplo de tolerancia, paciencia y amor, por ensefiarme a ser mejor

persona y por darme la maravillosa oportunidad de compartir su vida conmigo.

A la familia Mora Contreras por adoptarme, consentirme y por hacerme sentir como en

casa.

A la Universidad Nacional Auténoma de México por ofrecerme la oportunidad de

formar parte de ella 'y permitir mi desarrollo profesional.



El presente trabajo se realizd en el Departamento de Inmunologia del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional Autonoma de México. Fue
financiado por el proyecto de CONACYT (42797-Q). P.L.L recibié una beca de
posgrado otorgada por el Consejo Nacional De Ciencia y Tecnologia y un complemento

de beca por parte de la Direccion General de Estudios de Posgrado de la UNAM



Resumen

El desarrollo del linfocito T es un proceso que ocurre en el timo y depende tanto
de interacciones celulares entre timocitos y células del estroma como de la presencia de
factores solubles como citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento. Dentro de los
factores de crecimiento, diversos reportes han descrito la importancia de la superfamilia
del factor de crecimiento transformante (TGF-f) en la regulacion de la respuesta
inmune, sin embargo no se han hecho estudios detallados que demuestren el papel de
estos factores durante el desarrollo y la maduracién del linfocito T.

La superfamilia del TGF-3 se divide en tres subfamilias: TGF-Bs, BMPs (Bone
morphogenetic proteins) y Activinas/Inhibinas. El mecanismo de sefializacion es
conservado y depende de pares de receptores tipo I y II con actividad de cinasa de
serina/treonina que transducen su sefial a través de la activacion de proteinas Smad. La
expresion y funcion de esta superfamilia en el desarrollo del linfocito T ha sido
recientemente descrito para el caso de TGF-s y BMPs, donde se ha demostrado que
regulan la transicion de timocitos del estadio Doble Negativo (DN) al estadio Doble
Positivo (DP); sin embargo, la funcion y expresion de Activinas/Inhibinas en el
desarrollo timico aun no ha sido caracterizada.

Este trabajo demuestra la expresion de Activinas/Inhibinas en el timo tanto durante la
ontogenia como en las subpoblaciones del timo adulto. Los receptores tipo I para
Activina (Alk4)y tipo II (ActRITIA, ActRIIB); al igual que las proteinas de sefalizacion
intracelular propias de esta via: Smad 2, 3, y 4; se expresan diferencialmente en etapas
fetales (E14 > E15 > E16) y en timocitos de timo adulto, principalmente en timocitos
inmaduros DN. Las subunidades que conforman a los ligandos Activinas e Inhibinas:
BA, BB, y a son expresadas mayoritariamente por células del estroma timico. Analisis
cuantitativos nos permitieron determinar que la subunidad del ligando mas abundante

expresada en el timo es la subunidad o; sugiriendo una mayor expresion de Inhibinas



(hetodimeros o/f) que de Activinas (B/B), y demostrando por primera vez un papel
potencial para estos ligandos como mediadores del desarrollo del linfocito T.
Funcionalmente, nuestros ensayos in vitro demuestran que la naturaleza
antagonica clasica de Activinas e Inhibinas no ocurre en el timo: tanto Activina A como
Inhibina A inducen la maduracion de timocitos en la transicion de DN3 a DN4 y de DN
a ISP (Intermediate Single Positive) 6 DP respectivamente. Por otro lado, la Inhibina B
induce un arresto en el estadio mas temprano en desarrollo DN1, inhibiendo el paso de
DN a DP y reduce la celularidad del timo en cultivo, indicando que existen
subpoblaciones de timocitos especificas afectadas dependiendo del tipo de ligando.
Finalmente, los datos presentados en esta tesis, demuestran por primera vez que
las Inhibinas poseen un mecanismo de sefalizacion propio que, contrario a lo que se
postulaba, se comparte con Activinas y depende de la fosforilacion de proteinas Smad.
Datos obtenidos utilizando el hepatoma HepG2 sugieren que la fosforilacion inducida
por Inhibinas no es especifico de timocitos, sino un mecanismo general y conservado en
distintos linajes celulares. Nuestros hallazgos contradicen el dogma postulado durante
afios, sobre la incapacidad de las Inhibinas por inducir sefales intracelulares, y abren la

puerta a investigar el mecanismo molecular especifico utilizado por estos ligandos.



Abstract

T lymphocyte development is a process that takes place in the thymus and is
regulated by cellular interactions between early T cell precursors and stromal cells but
also by the action of soluble factors such as cytokines, chemokines and growth factors.
Between the growth factors, several reports have described the influence of the
Transforming Growth Factor Superfamily (TGF-B) in the regulation of immune
responses, however detailed studies involving these molecules during T cell maturation
and development are still missing.

TGF-B superfamily is divided into three different subfamilies: TGF-fs, BMPs
(Bone Morphogenetic Proteins) and Activins/Inhibins. The signaling mechanism is
conserved and depends on serine/threonine kinase coupled receptors known as Type I
(ALKs) and Type II receptors as well as on cytoplasmic Smad proteins. Among the
subfamily members of TGF-f superfamily, TGF-B’s and BMPs have been recently
shown to be expressed in the thymus and regulate the transition between DN and DP
stages of T cell development, however, no reports had yet described the role of
Activins/Inhibins during thymocyte differentiation.

Here we show report the expression of Activin/Inhibin ligands in fetal thymus
and adult thymic subpopulations. Our data showed that type I receptor (Alk4), type II
receptors (ActRIIA, ActRIIB), and Smads 2, 3, and 4, are expressed in fetal thymus
(E14 > E15 > E16) and in thymocytes from adult mice, mostly in the double negative
(DN) subpopulation. Ligand subunits expression BA, B, and o were mainly detected in
thymic stromal cells, and the quantitative analysis demonstrated that o subunits were
expressed at much higher levels compared to BA and BB subunits, demonstrating for the
first time the potential role of Inhibins as important mediators during early T cell

development.



Our in vitro data demonstrate that both Activins and Inhibins regulate thymocyte
differentiation, at different stages of development. Interestingly, Inhibins do not
antagonize Activin-mediated functions in thymocytes: Activin A and Inhibin A promote
early thymocyte differentiation from DN3 to DN4 and from DN to ISP (Intermediate
Single Positive) or DP respectively. On the other hand, Inhibin B induces an
accumulation at the DNI1 stage; inhibiting the DN to DP transition and reducing the
total cell number in culture, suggesting that there are specific subpopulations of
thymocytes affected depending on the ligand.

Finally, our data demonstrate for the first time that Inhibins induce a signaling
mechanism that, unexpectedly, is shared with Activins and depends on Smad
phosphorylation. Results obtained with the HepG2 line suggests that the
phosphorylation induced by Inhibins is not restricted to thymocytes; but a general and
conserved mechanism between different cell types. Our data are against the current

model for Inhibin signaling and provides a new model not yet described.



Indice

Introduccion

Procesos de seiializacion durante el desarrollo de los timocitos

Eleccion de Linaje T

Linaje of} vs. v

Superfamilia del TGF-3
Ligandos

Receptores

10

11

12

14

16

17

18

20

20

24

24

30

33

35

36



Objetivos

Materiales y Métodos

Resultados

Expresion de los mRNAs de Activinas, Inhibinas, receptores

tipo I, tipo Il y proteinas Smad en Timo fetal y timo adulto

Expresion de los mRNAs de Activinas, Inhibinas, receptores

tipo I, tipo Il y proteinas Smad en timocitos y estroma

Analisis de la abundancia relativa de los genes relacionados

con Activinas en timo fetal y adulto

Analisis de la abundancia relativa de los genes relacionados con

Activinas en subpoblaciones de timocitos y estroma

Expresion de las proteinas Alk-4,

Activina BA e Inhibina o en el timo

Papel de las Activinas e Inhibinas durante el desarrollo de

precursores tempranos Dobles Negativos

Papel de las Activinas e Inhibinas durante el desarrollo

de timocitos DN, DP, CD4 y CDS8

Cara

Perspectivas

Bibliografia

cterizacion de las subpoblaciones de timocitos en ratones

36

37

46

46

48

50

52

54

57

60

68

72

86

100

101

102



Introduccion
Linfocito T

El linfocito T es el responsable de la respuesta inmune celular adaptativa, el
reconocimiento de antigenos por linfocitos T depende de la expresion del receptor de
células T 6 TCR (T Cell Receptor) cuyo ligando es un péptido presentado en el contexto del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC: Major Histocompatibility Complex) en
la superficie de la célula presentadora de antigeno (APC: Antigen Presenting Cell). La
mayoria de los linfocitos T poseen TCRs formados por cadenas polimoérficas TCRa y
TCRp unidas por puentes disulfuro, aunque también existe una poblacién minoritaria de
linfocitos T con receptores compuestos por cadenas TCRy y TCRJ, estas se encuentran
principalmente en epitelios. Interesantemente, la naturaleza del ligando que reconocen los
linfocitos T yd es distinta a la de los aff, y su funcién en el sistema inmune ain no se ha
caracterizado por completo [1].

Existen dos tipos de linfocitos oy T en periferia, dependiendo del correceptor que
expresen ya sea CD4 6 CD8. Dicho correceptor interacciona con regiones invariantes del
MHC vy caracteriza el fenotipo de la célula T ya sea CD4 ayudador 6 CDS citotoxico [2-4].
La expresion del correceptor estd asociada con el contexto en el que el TCR reconocerd a su
antigeno; los linfocitos CD4 poseen un TCR que reconoce antigenos derivados de
patogenos o que han sido internalizados del medio extracelular y son presentados en
moléculas de MHC de Clase II por células presentadoras profesionales como células
dendriticas, linfocitos B, macrofagos y células epiteliales del timo [5]. Por otro lado, los
linfocitos CD8 reconocen antigenos derivados de patogenos intracelulares presentados en
moléculas de MHC de Clase I [6] cuya expresion no estd restringida a ningun tipo celular y

se da en todas las células nucleadas del cuerpo [7-10].



Los linfocitos T virgenes recirculan en sangre y tejidos linfoides secundarios
recibiendo sefiales de sobrevivencia que los mantienen hasta encontrar a su antigeno
especifico presentado en el contexto de MHC en la superficie de la APC [11]; dicho
reconocimiento induce una serie de cambios genéticos y fenotipicos que llevan finalmente a
una expansion clonal y diferenciacion del linfocito T generando una progenie de células T
efectoras y/o células T de memoria [12]. La activacion del linfocito T virgen depende tanto
del reconocimiento de antigeno a través del TCR como de sefiales de coestimulacion
mediada por moléculas como CD28, necesarias para la produccion de citocinas, que
induciran la proliferacion de los mismos [13]. In vitro, se ha demostrado que en ausencia de
coestimulacion, el linfocito T adquiere un fenotipo anérgico o muere, por lo que se postula
que se puede impedir asi la activacion de linfocitos en respuesta a antigenos propios
presentados en células de tejidos que carecen de sefiales coestimulatorias [14]. Sin
embargo, in vivo se ha demostrado que la ausencia de coestimulacion no explica la anergia,
y por el contrario, se requieren sefales inhibitorias activas para la induccién de anergia a
través de distintos receptores inhibitorios como CTLA-4 y PD-1 [15] (revisado en [16]).
Una vez activado, el linfocito T puede ejercer su funcion efectora, que en el caso de los
linfocitos T CDS consiste en la eliminacion de células infectadas por virus o transformadas
y en el caso de linfocitos CD4 lleva a la activacion de macrofagos y linfocitos B [14, 17-
19].

Desarrollo del linfocito T

El desarrollo del linfocito T es un proceso estrictamente regulado que depende tanto
de interacciones celulares entre timocitos y células estromales, como de la presencia de
factores solubles en el entorno como citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento entre

otros. La maduracion de linfocitos ocurre en el timo, 6rgano linfoide primario ubicado en la

4



parte superior del torax, anterior al corazon [20]. El timo es un 6rgano bilobulado formado
por células estromales y timocitos que interaccionan estrechamente formando
microambientes definidos en el timo conocidos como region subcapsular, corteza y médula
[21]. El compartimiento estromal formado por células epiteliales corticales y medulares, se
deriva a partir del mesodermo ubicado en la tercera bolsa faringea en el dia 9.5 de gestacion
(E9.5). A partir del dia 11 de gestacion [22-25], precursores de timocitos derivados de
higado fetal, migran al primordio timico para iniciar su proceso de maduracion. En etapas
neonata y adulta, los precursores provenientes de médula dsea contintian irrigando el timo a
través del torrente sanguineo entrando por la region cortico-medular timica [26]. En el
timo, tres diferentes subpoblaciones de timocitos se han descrito con base a la expresion de
los correceptores CD4 y CDS: dobles negativas (DN, CD4  CD8), dobles positivas (DP,
CD4" CD8") y simples positivas (SP, CD4" 6 CDS8"). Las células DN se dividen a su vez
en cuatro subpoblaciones (DN1-DN4) con base a la expresion de los marcadores
superficiales CD44 [27] y CD25 [28]: DNI: CD44'CD25; DN2: CD44'CD25"; DN3:
CD44'CD25" y DN4: CD44'CD25 (revisado en [29]). En la region subcapsular del timo, a
nivel del estadio DN3 ocurre la seleccion B o primer punto de control en desarrollo, mismo
que permite la maduracion de aquellos timocitos cuyo rearreglo de la cadena TCR 3 ha sido
exitoso formando junto con la cadena surrogada invariante pre-To, un receptor inmaduro
conocido como pre-TCR [30]. Las senales a través del Pre-TCR detienen el rearreglo de
TCR B (exclusion alélica), inducen proliferacion y llevan a la expresion de las moléculas
correceptoras y el rearrreglo de la cadena TCR a (revisado en [31]). La expresion del
receptor maduro TCR af en el estadio DP, permite a los timocitos ser seleccionados

positiva o negativamente en respuesta a péptidos endogenos expresados en el contexto de



MHC por células estromales del timo. El destino de los timocitos depende de la avidez del
TCR por su ligando (péptido endégeno/MHC); el 95% de los timocitos totales expresan
receptores que reconocen con muy baja avidez al ligando y mueren por negligencia [32, 33]
mientras que aquellos que lo reconocen con avidez intermedia a baja son seleccionados
positivamente permitiendo su maduracion al estadio CD4™ o CDS8" simple positivo
(eleccion de linaje). La seleccion positiva ocurre en la region cortical del timo y depende de
antigenos expresados por células epiteliales corticales carentes de sefales coestimulatorias
[34] (revisado en [35]). La seleccion negativa ocurre en la region cortico-medular del timo
y es dependiente de la expresion del ligando por células epiteliales medulares y células
dendriticas derivadas de medula 6sea, cuya expresion de moléculas coestimulatorias,
asegura la eliminacion de timocitos que reconocen con alta avidez al ligando eliminando asi
posibles clonas autoreactivas (tolerancia central) [36, 37] (revisado en [38]). Aquellos
timocitos que sobreviven a los procesos de seleccion maduran en la médula y migran a los
6rganos linfoides secundarios donde son activados para ejercer sus funcion efectora: CD4"
ayudador 6 CD8" citotéxico (Figura 1) [39].

El desarrollo del linfocito T es un proceso finamente regulado en el que el
compartimiento estromal, formado por células epiteliales, macréfagos y células dendriticas,
provee de las interacciones y sefales necesarias para una maduracion eficiente de los
precursores timicos (revisado en [40-42]); los timocitos a su vez, también contribuyen al
crecimiento y mantenimiento del estroma [43]. La estrecha relacion de timocitos y estroma
se ve claramente reflejada por la definicion de microambientes dentro del timo donde la
expresion diferencial de factores solubles como quimiocinas, citocinas y factores de
crecimiento, asi como proteinas de matriz extracelular, controlan la migracion ordenada

de timocitos necesaria para su maduracion (revisado en [44]).
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Figura 1. Desarrollo del linfocito T. Los progenitores linfoides migran a timo para iniciar su proceso de maduracion. El timo se divide en tres regiones definidas
histologicamente conocidas como subcapsula (SC), corteza y médula. En timo se han encontrado tres diferentes subpoblaciones de timocitos con base a la
expresion de moléculas correceptoras CD4 y CDS8: dobles negativas (DN, CD4” CDS§"), dobles positivas (DP, CD4" CD8") y simples positivas (SP, CD4" 6 CD8").
Los timocitos inicialmente son DN y se dividen de DN1 a DN4 dependiendo de la expresion de CD44 y CD25, después pasan a un estadio intermedio simple
positivo donde solo expresan CD8 (ISP) previo a la adquisicion de la expresion de CD4 hacia el paso a DP para finalmente llegar al estadio maduro SP. La
expresion de un receptor de células T inmaduro o pre-TCR en DN3 permite el paso del estadio DN al estadio DP en un proceso conocido como seleccion f3. Por
otro lado la expresion del TCR maduro y el reconocimiento del ligando presentado por células estromales en el estadio DP permite a los timocitos ser
seleccionados positiva o negativamente. La mayoria de los timocitos mueren por negligencia en ausencia de reconocimiento de ligandos. Una vez que llegan al
estadio final de SP, salen del timo para migrar a periferia donde son activadas y ejercen sus funciones efectoras. cTEC: cortical thymic epithelial cell, mTEC:

medulary thymic epithelial cell, M¢: macrofago, DC: célula dendritica.



Procesos de Sefializacion durante el desarrollo de los timocitos

Eleccion de linaje T

Los precursores que entran al timo estan parcialmente restringidos al linaje T y
tienen potencial para generar células B y células del linaje mieloide [45-47]. Las sefiales
dependientes de la via de Notch son indispensables para la especificacion del linaje T [48];
en mamiferos la via de Notch incluye cuatro receptores (Notchl-4) y cinco ligandos: Delta-
like 1,3,4 (DIl), Jaggedl y Jagged2. La via candnica de Notch se inicia por la induccion de
la protedlisis y remocion del dominio extracelular de Notch dependiente de proteasas
ADAM inducida por el ligando. La liberacion del dominio extracelular genera un sustrato
para la y-secretasa dependiente de presenelina que libera el dominio intracelular del
receptor (NotchIC), permitiendo su traslocacion a nucleo y la regulacion de genes blanco
mediante interacciones con el factor de transcripcion RBPj (Recombining binding protein
Jx) (revisado en [49]). La especificacion del linaje T estd mediado exclusivamente por
Notchl expresado en timocitos y su ligando Deltal expresado en células epiteliales del
timo, induciendo sefales que llevan a la activacion de E2A y la expresion de un programa
de genes especificos del linaje T [50, 51]. La generacion y mantenimiento de los
precursores tempranos del linfocito T y su diferenciacion hasta el estadio DN3 también es
dependiente de Notch; es importante mencionar que el control de la sefial de Notch es
determinante en el resultado final inducido en la célula y en consecuencia, las sefiales para
inhibir la diferenciacion al linaje B requieren un umbral de activacion de Notch menor al de
una inhibiciéon de NKT y diferenciacion al linaje T [52, 53]. Adicionalmente, la via de
Notch es necesaria para la induccioén de respuestas funcionales en la seleccion B [54] y se

ha visto involucrada en la eleccion del linaje T aff vs. yo [55-57].

Linaje off vs y0



Por afios se han estudiado los mecanismos involucrados en el compromiso al linaje afy vs.
v0; actualmente se cuenta con dos modelos basados en las sefiales provenientes del TCR,
uno instructivo en el que la naturaleza del receptor determina el linaje y otro en el que el
TCR tendria un papel reforzando un evento de compromiso previo (revisado en [58]).
Tanto el linaje a3 como el yd provienen de un mismo precursor comun DN [59], la
divergencia del linaje empieza en el estadio DN2 y culmina en el estadio subsecuente DN3
[56]. Recientemente se ha descrito que la intensidad de la sefial del TCR puede determinar
el linaje al cual los timocitos se comprometen, el pre-TCR se ha asociado a sefiales débiles
debido a su sefial autonoma y el TCRyd lleva a sefiales cuantitativamente mayores por su
unidn al ligando [60]. Dentro de las sefiales adicionales a las del receptor que intervienen en
la eleccion del linaje se han descrito las sefiales de Notch, E2A e IL-7 controlando y
promoviendo recombinacién de Tcrd y Tcrg al igual que sobrevivencia de precursores
vd [61-63]. Otro proceso involucrado en la eleccion del linaje depende de los mecanismos
de recombinacion de genes del TCR, la expresion del receptor dy se inhibe en precursores
DP del linaje of3 a través de la delecion del locus Terd como consecuencia del rearreglo de
Tcra [64].

Senales inducidas por el pre-TCR

El receptor inmaduro de timocitos o pre-TCR, es un complejo multimérico
compuesto por la cadena TCR rearreglada, una cadena invariante pre-TCRa y moléculas
del complejo CD3 (CD36, CD3y, CD3¢y CD3() (revisado en [31]); la expresion de dicho
receptor permite a los timocitos continuar su maduracion del estadio DN hacia el estadio
DP en un proceso conocido como Selecciéon (. Las senales inducidas por el pre-TCR

incluyen sobrevivencia, proliferacion, expresion de CD4 y CDS, rearreglo de TCRa y



exclusion alélica de TCRP [65—-67] (revisado en [68, 69]); todas estas respuestas dependen
de moléculas como CD3g, cinasas de la familia Src como Fyn y Lck, cinasas de la familia
de ZAP-70 y Syk y proteinas adaptadoras como LAT y SLP-76 [70-76]. A pesar de la
homologia que presenta con el TCR, el pre-TCR no requiere de la expresion de un ligando
por moléculas del MHC [77, 78]; ésta senalizacion independiente del ligando lleva a un
nivel bajo de expresion del receptor en superficie y a su internalizacion y degradacion
constitutiva [79, 80].

Senales inducidas por el TCR

El receptor de células T esta formado por las cadenas TCRa y TCRp rearregladas.
Estas cadenas son altamente polimorficas sin embargo, el acoplamiento del receptor al
complejo CD3 es el que permite la sefalizacion intracelular inducida tras el reconocimiento
del ligando presentado en el MHC. La sefial inicialmente lleva a una activacion de cinasas
de tirosina (PTK: Protein Tyrosine Kinase) pertenecientes a la familia de Src, como Lck y
Fyn. Estas fosforilan secuencias de tirosina contenidas dentro de las cadenas del complejo
CD3 conocidas como ITAM (“Immunoreceptor Tyrosine based Activation Motif”)
generando sitios de anclaje para la proteina ZAP-70 a través de sus dominios SH2 [81, 82].
El reclutamiento de ZAP-70 al complejo CD3 permite la amplificacion de la sefial al
fosforilar componentes rio abajo como LAT (Linker for Activated T cells); la fosforilacion
de LAT promueve el reclutamiento de PLCy-1 (Phospholipase Cy1), ITK (IL-2-inducible
T-cell Kinase) y PI3K (Phosphatydilinositol 3 Kinase) [83]. LAT también contiene sitios de
unién para GADS permitiendo el reclutamiento de SLP-76, requerido para una activacioén
eficiente de PLCy-1 [84, 85]. La activacion de PLCyl resulta en la hidrolisis de

fosfatidilinositol 4,5 bifosfato generando IP3 (Inositol 3,4,5 trifosfato) y DAG
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(Diacilglicerol); IP3 lleva a un incremento en la liberacidon de calcio intracelular mientras
que DAG puede activar a PKCO (Protein kinase CO) y RasGRP (Ras guanyl nucleotide-
releasing protein) iniciando la via de las MAPK. SLP-76 se asocia con el GEF (Guanine
nucleotide Exchange factor) VAV vy la proteina adaptadora Nck que une a PAK (p21
Associated Kinase 1) regulando el rearreglo del citoesqueleto de actina [86-90]. Dentro de
los reguladores negativos de la sefial del TCR se han descrito la fosfatasa SHP-1, la PTK
Csk, la ligasa de ubiquitina c-Cbl y la molécula adaptadora SLAP (Src-like adaptor Protein)
[91-94].

Diferenciacion CD4 vs CD8

Dentro de modelos que proponen el mecanismo de eleccion de linaje CD4 versus
CD8 destacan el modelo instructivo y el estocastico [95]. El primero postula que el
reconocimiento del ligando en el contexto de MHC (clase I 6 II) por el TCR permite la
agregacion del correceptor CD4 6 CD8 y la induccion de la sefial que “instruye” al timocito
a disminuir la expresion del correceptor inapropiado. Alternativamente, el modelo
estocastico o selectivo postula que, previo al reconocimiento TCR/MHC, los timocitos DP
pueden azarosamente disminuir la expresion de uno de los correptores de manera que so6lo
los timocitos capaces de unir la molécula de MHC para la cual su TCR es especifico
reciben sefiales de sobrevivencia (concordancia entre la especificidad del TCR y el
correceptor elegido). Otro modelo mas reciente es el de la intensidad de la sefial, donde
cada complejo de TCR/MHC llevaria a sefiales de sobrevivencia requeridas para el rescate
del linaje CD4 6 CD8. Este modelo postula que sefiales mas intensas o de mayor duracién
favorecen el compromiso hacia el linaje CD4, mientras que sefales débiles o de corta

duracion conducen preferencialmente hacia el linaje CD8 [96, 97]. Este modelo se ha
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reforzado con reportes donde se ha visto una mayor asociacion de la cinasa Lck a la cola
citoplasmica de CD4 respecto a la observada con CDS [98].

Un nuevo modelo denominado de “reversion de correceptor” propuesto por el
grupo de Singer y colaboradores sugiere una regulacion negativa de la expresion de CD8
pre-programada en timocitos DP independiente de la restriccion por MHC. Una vez que
esta regulacion negativa ocurre, aquellos timocitos que reciben sefiales de baja avidez por
un TCR restringido al reconocimiento de MHC I promueven la reversion del correceptor en
respuesta a sefiales dependientes de IL-7. Por otro lado, sefiales de TCRs restringidos a
MHC 1I incrementarian la expresion del correceptor CD4 que se habia mantenido e
ignorarian las sefiales de reversion del correceptor [99].

Interacciones con el estroma timico

Diversos estudios han descrito la dependencia de sefiales derivadas de timocitos
para la diferenciacion y mantenimiento del compartimiento estromal [100, 101]. Esta
intercomunicacion se ha denominado comunicacion cruzada timica (“crosstalk™) y depende
de la senalizacion de NFkB (Nuclear Factor kB) inducida por el factor asociado al receptor
del factor de necrosis tumoral o y linfotoxina [ [43, 102]. Las subpoblaciones
especializadas epiteliales del timo: cortical y medular, facilitan distintos procesos durante el
desarrollo del linfocito T; las células epiteliales corticales proveen de las sefiales
involucradas en el compromiso al linaje T, seleccion B y seleccidon positiva; por otro lado
las células epiteliales medulares, junto con células dendriticas, se han relacionado con el
proceso de seleccion negativa [103-106]. Dentro de los numerosos factores solubles
producidos por el estroma que regulan los procesos de maduracion, destacan las citocinas
IL-7 (Interleucina 7) y SCF (Stem Cell Factor) [107, 108] y las quimiocinas CCL25,

CXCLI2, CCL19 y CCL21 (revisado en [41]).
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La diferenciacion de los timocitos est4 relacionada con una migracion coordinada a
través de distintos microambientes dentro del timo; el reclutamiento de progenitores que
entran al timo por vasos sanguineos ubicados en la unién cortico-medular (CMJ: Cortical-
Medullary Junction) es dependiente de la expresion del receptor de quimiocinas CCR9 por
timocitos [45] y su ligando CCL25 expresado por células epiteliales corticales [109].
Recientemente se demostré que CCR7 también es un receptor importante para la entrada de
progenitores linfoides al timo fetal en etapas previas a la vascularizacion del 6rgano [110].
Posteriormente, los timocitos migran a través de la corteza hacia la region externa
subcortical en respuesta a CXCL12, CCL19 y CCL21, ligandos para los receptores CXCR4
y CCR7 [111-113]. Las sefiales dependientes de CCR7 también se han implicado en la
migracion de timocitos DP que han sido seleccionados positivamente de corteza a médula
[114, 115]. Finalmente, los timocitos SP que salen del timo neonato dependen de
interacciones CCL19-CCR7 [116], mientras que en timo adulto es dependiente del receptor
1 para esfingosina 1-fosfato (S1P) [117].

La migracion de timocitos en respuesta a quimiocinas también involucra cambios en
la expresion y estado de activacion de integrinas (revisado en [118]); interacciones entre
integrinas a4 y VCAMI1 (Vascullar Cell Adhesion Molecule 1) son esenciales para la
migracion de los timocitos, sugiriendo que el desarrollo de células T se da a través de una
red de células estromales VCAM™ que soportan su maduracion [119]. Otras moléculas
involucradas en los procesos de migracion y adhesion de los timocitos son la familia de
receptores de cinasa de tirosina Eph y sus ligandos, las efrinas, cuya expresion diferencial
en el timo parece estar regulando dichos procesos necesarios para la maduracion,
sobrevivencia y mantenimiento tanto del compartimiento estromal como el de timocitos

[120].
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Ademas de quimiocinas y citocinas se ha demostrado la influencia de otros factores
solubles como factores de crecimiento y morfogenos; dentro de los cuales destaca la
Superfamilia del Factor de crecimiento transformante 3 6 TGF-f. Numerosos estudios han
descrito la influencia de esta superfamilia en la regulacion y funcion de diversas respuestas
inmunes en periferia como induccion de tolerancia, diferenciacion de subtipos de células T
CD4", regulacion de la inflamacion y sobrevivencia entre otras (revisado en [121]); sin
embargo, su papel durante los procesos de maduracion del linfocito T no se ha
caracterizado por completo.

En esta tesis nos centraremos principalmente en los mecanismos involucrados
durante el desarrollo y la diferenciacion de los linfocitos T en el timo, especificamente,
aquellos regulados por Activinas e Inhibinas, miembros de la Superfamilia del TGF-p3.
Superfamilia del TGF-$3

TGF-B1 fue el primer ligando descrito al promover junto con el factor de
crecimiento epidermal (EGF), el crecimiento de células de rinén de rata [122]. Actualmente
la superfamilia del TGF-f incluye una gran variedad de ligandos ubicuamente expresados
que comparten el dominio bioactivo a nivel de aminoacidos y se conservan desde
organismos como Drosophila hasta mamiferos (Tabla I). Estos factores pueden regular
multiples respuestas como proliferacion, apoptosis, diferenciacion y migracion, entre otras,
dependiendo del tipo celular, estadio de maduracion y combinacidon de citocinas presentes
en el entorno [123-130]. La superfamilia del TFG-f3 se divide en tres subfamilias: TGF-Ps,
proteinas morfogenéticas de hueso 6 BMPs (Bone morphogenetic proteins) y
Activinas/Inhibinas. El mecanismo de sefializacion es conservado y depende de pares de

receptores de membrana tipo I 6 ALKs (Activin Like Kinase) y tipo II con actividad de
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cinasa de serina/treonina, y de proteinas citoplasmicas que funcionan como factores de
transcripcion conocidas como Smads [131, 132] (revisado en [133]) (Figura 2). La
relevancia de la superfamilia del TGF-f y variedad de mecanismos en los cudles esta

involucrada, se ve reflejada en los fenotipos de ratones deficientes para los distintos

componentes de la via de sefializacion pertenecientes a la misma (revisado en [134, 135]).

Ligando Receptor tipo I Receptor tipo 11 R-Smad, Co-Smad
TGF-B1 TPR-I (ALK-5) TRR-IT Smad2, Smad3, Smad4
TSR-I (ALK-1) Smadl, Smad5, Smad8, Smad4
TGF-B2
TGF-3
TGF-B4(C) DAF-1 DAF-4 Sma2, Sma3, Sma4
Activina BA | ActR-IB (ALK-4) ActR-11 Smad2, Smad3, Smad4
ActR-11B
Activina BB
Activina BC
Activina BE
Inhibina o ? ActR-II ?
ActR-11B
Dpp™ Tkv Punt Mad, Medea
Sax
BMP-2 BMPR-IA (ALK-3) | BMPR-II Smadl, Smad5, Smad8, Smad4
BMPR-IB (ALK-6)
BMP-4 ActR-I1
ActR-11B
BMP-7 ActR-I (ALK-2)
GDF-1 ActR-1B (ALK-4) ActR-1IB Smad2, Smad3, Smad4
ALK-7
GDF-5 BMPR-IA (ALK-3) | ActR-II
(BMP-14) BMPR-IB (ALK-6) ActR-11B
MIS/AMH ActR-I (ALK-2) AMHR-II Smadl, Smad5, Smad8, Smad4
BMPR-IA (ALK-3)
BMPR-IB (ALK-6)
Nodal ActR-1B (ALK-4) ActR-1IB Smad2, Smad3, Smad4

Tabla I. Superfamilia del TGF-B. Los ligandos citados en esta tabla se han descrito en humanos o en ratén. Entre paréntesis se marcan

los homologos en C.elegans

(©)

y Drosophila®™. DAF: abnormal Dauer formation, Sma: small body size, Dpp: Decapentaplegic, Tkv:

thickveins, Sax: Saxophone, Mad: mothers against Dpp, GDF: Growth Differentiation Factor, MIS/AMH: Miillerian inhibiting

substance/anti-Miillerian hormone.
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Figura 2. Seiializaciéon mediada por la superfamilia del TGF-f. Los miembros de la superfamilia del TGF-f3 sefializan a través de
receptores transmembranales tipo I y II con actividad de cinasa de serina/treonina. El ligando se une a un receptor tipo II para luego
reclutar un receptor tipo I, mismo que es fosforilado por el receptor tipo II. El receptor tipo I fosforila a proteinas Smad (R-Smads o
Smads de receptor) para inducir respuestas celulares. Las R-Smads fosforiladas interaccionan con la Smad comin (Smad-4 o Co-Smad)
permitiendo su traslocacion a nucleo donde reconocen factores de transcripcion (FT) regulando la expresion de genes. Las Smads
inhibitorias (I-Smads), inhiben la sefial inducida por los complejos R-Smad/Co-Smad interfiriendo con la uniéon de R-Smads al receptor
tipo I o compitiendo por la Co-Smad. Adicionalmente, las I-Smads pueden llevar a degradacion los complejos de Smad o receptores por
su union a SMURF. Otros mecanismos de inhibicion incluyen la presencia de proteinas solubles o trampas de ligando que compiten con
el ligando por su unién a los receptores. Receptores accesorios y proteinas de andamiaje como SARA al igual que la chaperona FKBP

también pueden regular positiva o negativamente la sefial inducida por miembros de la superfamilia del TGF-f.

Ligandos

La superfamilia del TGF- esta conformada por citocinas que conservan una
secuencia de seis residuos de cisteina; en humanos se han descrito 42 marcos de lectura
abiertos, 9 en Drosophila y 6 en Caenorhabditis. Los ligandos se secretan como moléculas
precursoras que contienen un péptido sefal en el dominio amino-terminal conocido como
LAP (Latent associated peptide), misma que es cortada por proteasas como plasmina,

trombina, transglutaminasas o endoglicosilasas para liberar el ligando bioactivo [136, 137].
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El complejo latente del ligando contiene adicionalmente una glicoproteina secretoria
conocida como LTBP (Latent TGF- Binding Protein) unida por puentes disulfuro a LAP
[138] que interviene en el almacenaje del ligando latente regulando su unién a matriz
extracelular [139, 140]. La forma activa del ligando es un dimero estabilizado por
interacciones hidrofobicas y un puente disulfuro entre subunidades; cada monomero de
entre 12 y 20 kDa contiene cadenas [ plegadas unidas por tres puentes disulfuro
conservados que forman una estructura conocida como “cysteine knot” [141]. La forma
dimérica del ligando sugiere la formacion de un complejo con dos receptores tipo I y dos
tipo II formando complejos de receptores heterotetraméricos.

Receptores

La familia de receptores con actividad de cinasa de residuos de serina y treonina en
vertebrados incluye siete receptores tipo I (Activin like kinase: ALK 1-7) y cinco tipo II
[142]; en general se trata de glicoproteinas de membrana de 55 y 70 KDa formadas por
polipéptidos de 500 y 570 aminoacidos respectivamente [143-147]. El dominio extracelular
de union al ligando abarca aproximadamente 150 aa del extremo amino-terminal, se
encuentra N-glicosilado y presenta una estructura de tres dedos similar al de toxinas, cada
uno de los cuales estd formado por cadenas B plegadas antiparalelas [148-152]. La region
transmembranal de los receptores no posee ninguna caracteristica estructural y el dominio
intracelular contiene al dominio de cinasa de serina y treonina. La fosforilacion del receptor
tipo II ocurre de manera ligando-independiente, mientras que el receptor tipo I es
fosforilado en el domino GS por el receptor tipo II al unirse el ligando [153, 154]. El
dominio GS de los receptores tipo I se forma por una region altamente conservada de 30 aa
que incluye la secuencia de serinas y treoninas SGSGSG [155, 156]. Seguido del dominio

GS, los receptores tipo I contienen un motivo de leucina-prolina que sirve como sitio de
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union para la inmunofilina FKBP-12, que actiia como regulador negativo de la sefial [157,
158]. El dominio de cinasa presenta la secuencia candnica del dominio de cinasa de serina y
treonina [143, 159]. Los receptores tipo I fosforilan a las Smads en residuos de serina [160,
161] mientras que los tipo II se autofosforilan y fosforilan al receptor tipo I en residuos de
serina y treonina [145, 154-156, 162, 163]. Se han propuesto dos modelos para describir la
union del ligando a los receptores; para el caso de Activinas y TGF-fs el ligando se une
primero a un receptor tipo II para luego reclutar un receptor tipo I [159, 163-165]. En
contraste, BMPs se unen a ambos receptores al mismo tiempo en forma cooperativa [166-
169].

Smads

El nombre de Smad viene del miembro fundador MAD (Mothers against Dpp)
descrito en Drosophila y sus ortdlogos Sma (Small body size) en Caenorhabditis [170-
172]. En vertebrados se han descrito 8 diferentes Smads (Smad 1-8) que se dividen de
acuerdo a su funciéon como Smads activados por receptor (R-Smads), mediador comun (Co-
Smad) e inhibitorias (I-Smads). Smad 1, 5 y 8 son las R-Smad propias de la via de BMPs
[173-178] mientras que Smad 2 y 3 se han visto involucradas en la via de TGF- y
Activinas [174, 179-183]. Smad-4 es la Smad comin que se comparte en la sefial inducida
por los diferentes ligandos [132, 160, 182, 184]. Por ultimo, Smad 6 y 7 constituyen el
grupo de Smads inhibitorias; Smad 6 inhibe preferencialmente sefiales dependientes de
BMPs [185, 186] mientras que Smad 7 puede inhibir sefiales inducidas por TGFfBs y
Activinas [187, 188]. Las proteinas Smad comparten dominios conservados en los extremos
amino y carboxilo-terminal conocidos como MH1 y MH2 (Mad-Homology Domain)
unidos por una region rica en prolina, de secuencia y longitud variable, que en R-Smads

contiene sitios de fosforilacion por MAPKs que inhiben su translocacion a ntcleo [189]. El
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dominio MH1 abarca aproximadamente 130 aa y es altamente conservado en R-Smads y
Co-Smad pero no en I-Smads; en el estado basal los dominios MH1 y MH2 interaccionan
inhibiendo mutuamente sus funciones de unién a DNA para el caso de MHI y de
transactivacion para el caso de MH2 [190]. La fosforilacion de R-Smads por receptores tipo
I libera su autoinhibiciéon y permite que el dominio MHI pueda unirse al DNA en la
secuencia 5-AGAC-3" conocida como SBE (Smad Binding Element) [191-193]. El
dominio MH2 contiene la secuencia de fosforilacion SSXS en R-Smads [160, 161]; la
secuencia canonica de MH2 abarca 200 aa y esta involucrado en la formacion de complejos
homo y hetero-oligoméricos entre las diversas Smads [182, 186, 194, 195], con la unién al
receptor tipo I en el caso de R-Smads [161], su interaccion con la Smad comun luego de la
fosforilacion [184] y con factores de union a DNA [193, 196]. La fosforilacion y
reconocimiento de R-Smads por receptores tipo I es promovida por su unién a la proteina
de andamiaje SARA (SMAD Anchor for Receptor Activation) [197] de la cual se disocian
al ser fosforilados para interactuar con la Smad comun (Co-Smad) 6 Smad-4 permitiendo
su traslocacion a nucleo, donde interactiian con otros factores regulando la expresion de
diversos genes blanco [182].

Finalmente las Smads inhibitorias previenen la activacion de R-Smads compitiendo
por la union al receptor tipo I [185, 187, 188] o por su union a la Co-Smad [186].
Adicionalmente, la interaccion de I-Smads con ligasas de ubiquitina como Smurfl y
Smurf2 permite la degradacién de los complejos de receptores y terminacion de la senal

[198, 199].

Reguladores positivos y negativos de la sefial del TGF-3
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Existen mecanismos de regulacion positiva y negativa para la via de sefializacion
del TGF- tanto a nivel intracelular como a nivel extracelular. Dentro de los reguladores
positivos se han descrito receptores accesorios que facilitan el reconocimiento del ligando
por receptores tipo II como endoglina [200], Cripto [201] y el proteoglicano de membrana
B-glicano [202]; éste ultimo en forma soluble puede actuar como antagonista [203]. B-
glicano también puede unir a Inhibinas facilitando su acceso a los receptores tipo Il para
Activinas y antagonizando asi la sefial mediada por dichos ligandos [204]. La proteina
BAMBI (BMP and Activin receptor Membrane Bound Inhibitor) representa otro tipo de
regulador negativo de activacion compitiendo con el receptor tipo I por el ligando [205].

Los mecanismos de regulacion a nivel extracelular también incluyen la presencia de
proteinas solubles que funcionan como trampas de ligando secuestrandolo e impidiendo su
union a los receptores. Nogina fue el primer antagonista de este tipo identificado y junto
con Cordina inhibe sefales dependientes de BMP [206-208]. Folistatina inhibe sefales
dependientes de Activina [209, 210] aunque también podria actuar como antagonista de
BMPs in vivo [211]. El antagonismo de Activinas mediado por Inhibinas es de vital
importancia para el entendimiento de este proyecto por lo que se describird en detalle a
continuacion.

Antagonismo de Activinas por Inhibinas

Inicialmente, las Activinas e Inhibinas fueron purificadas de fluidos gonadales y
caracterizadas por su capacidad de activar o inhibir la produccion y secreciéon de la
hormona foliculo estimulante (FSH) por gonadotropos pituitarios [212-214]. El
antagonismo de Activinas por Inhibinas se ha descrito ampliamente en el eje reproductivo
[215] y en otros sistemas [216, 217], aunque también hay ejemplos en los que Inhibina no

antagoniza los efectos de Activina [218-220]. Las Activinas se forman por homodimeros de
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subunidades de Activina 3 (BA, BB, BC y BE) mientras que las Inhibinas se forman por
heterodimeros formados por una subunidad de Inhibina a y subunidades de Activina
B (BAypB B); la nomenclatura de las isoformas del ligando esta dado por el tipo de
subunidad B presente en el dimero por lo que Activina A se forma por dos subunidades A
e Inhibina A por heterodimeros o/f} y asi sucesivamente [221-223]. El mecanismo de
inhibicion de Activinas mediado por Inhibinas es desconocido y a la fecha no se han
identificado receptores 6 genes blanco especificos de Inhibina, sin embargo existen cuatro
modelos propuestos para explicar dicho antagonismo mediado por Inhibinas (Figura 3):
1. Ensamblaje del ligando

El primer modelo esta basado en el un antagonismo al nivel de la produccion del
ligando. La generacion de dimeros de ligando, tanto en Activinas como en Inhibinas,
depende de subunidades 3 comunes por lo que la produccion de Inhibinas dependera de la
disponibilidad de subunidades a. En las gonadas, la expresion de la subunidad o es mucho
mayor que la de subunidades B y la produccion de dimeros de Inhibina excede a la de
Activinas simplemente por un menor ensamblaje de dimeros de Activina [224, 225].

2. Formacion de complejos con receptores

Las Inhibinas se pueden unir con menor afinidad que las Activinas, a receptores tipo II
a través de la subunidad [ conservada [143, 226] sin estimular el reclutamiento y
fosforilacion del receptor tipo 1 [227, 228]. Cuando la concentracion de Inhibina es mayor a
la de Activina, puede darse un antagonismo funcional de sefiales de Activina por ocupacion
del receptor tipo II e interferencia en la formacion del complejo de receptores [229].

3. Co-receptores de union a Inhibina
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La ausencia de antagonismo alin en exceso de Inhibinas descrita en algunos sistemas
[227, 230-232], ha llevado a postular la existencia de receptores para Inhibina presentes en
los tejidos en los que se ha reportado dicho antagonismo. La busqueda de la proteina
involucrada llevo al descubrimiento de B-glicano como receptor de unidon a Inhibina A
[204]. La sola expresion de B-glicano confiere sensibilidad a Inhibinas en células que no
eran capaces de responder al ligando y puede antagonizar sefales inducidas por Activinas.
La Inhibina unida a -glicano podria por un lado interactuar con receptores tipo II evitando
la unién de Activinas o por el otro, prevenir la formacién de complejos de receptores
inducidos por Activina; su funcion dependera de la forma expresada de receptor tipo Il y la
isoforma de Inhibina presente [233, 234]. Evidencias adicionales a este modelo incluyen el
descubrimiento de InhBP/p120 (Inhibin Binding Protein), una proteina accesoria purificada
de glandula pituitaria que permite el antagonismo de Activina por Inhibina B [235, 236].

4. Receptor independiente para Inhibina

Este modelo postula que Inhibina podria unirse a un receptor, transducir una seial y
dirigir respuestas celulares. La hipotesis anterior se sustenta en que la accion de Inhibina no
siempre antagoniza a la accién de Activina y la Inhibina puede llevar a respuestas
especificas en diversos tipos celulares [237-241]. Adicionalmente, parece haber tejidos
blanco de la accion de Inhibinas que no responden o responden poco a Activinas [242,
243]. Un receptor independiente para Inhibinas podria inhibir la transduccion de sefiales
por Activinas al nivel de proteinas Smad, ya sea inhibiendo la activacion de R-Smads o
promoviendo la expresion de I-Smads. Alternativamente, las sefiales por Inhibina podrian
inducir la internalizacion y degradacion de los receptores y Smads involucrados en la senal

por Activinas.
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En resumen, no se ha descrito a la fecha un receptor verdadero para Inhibina que pueda
explicar la regulacion de procesos celulares por estos ligandos. La busqueda de proteinas
que interaccionan con Inhibinas continta y serd necesaria para poder explicar la gran

variedad de respuestas inducidas tanto independientes como antagonicas a Activinas.
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Figura 3. Posibles mecanismos de Inhibicion de sefiales de Activina por Inhibina. Los modelos propuestos a la fecha para explicar el
antagonismo de Activinas por Inhibinas incluyen: 1) Ensamblaje del ligando: sintesis de Inhibinas y no Activinas en presencia
mayoritaria de subunidades o, 2) Formaciéon de complejos con receptores: union de Inhibinas a receptores tipo II por medio de la
subunidad B compartida impidiendo la interaccion de receptores con Activinas, 3) Co-receptor de unién a Inhibina: estabilizacion del
reclutamiento de receptores tipo II por Inhibinas gracias a su unioén a f-glicano e impedimento de sefiales por Activinas y 4) Receptor
independiente para Inhibinas: sefiales dependientes de Inhibina por la unién a un receptor desconocido que pudiera llevar a sehales

antagonicas a las de Activina.

La superfamilia del TGF-$ en el desarrollo del linfocito T

TGF-Bs
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Numerosos reportes han implicado a miembros de la superfamilia del TGF-f3 en el
control y regulacion de la diferenciacion de células T. La primera evidencia de TGF-3
como regulador de funciones en células T demostrd su efecto antiproliferativo en respuesta
a senales dependientes de IL-2 en linfocitos humanos mediante una desregulacion del
receptor IL-2R [244]. Este estudio también reveld una expresion regulada del receptor para
TGF-B y del mismo ligando en células en reposo comparadas con células estimuladas con
mitdgenos demostrando el papel inmunomodulador de este factor. Posteriormente, otros
reportes en raton confirmaron un papel antiproliferativo de TGF-3 en timocitos estimulados
con diversas citocinas como IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-7 y TNF-a [245-248].

Un estudio in vitro realizado en precursores timicos (CD25"), para buscar citocinas
capaces de sinergizar con IL-7 en la induccion de la expresion de CD8, definio al TGF-B1
como un potente inductor de CD8 en timocitos CD3™ provenientes de timo fetal y timo
adulto [249]. Esta expresion de CD8 en timocitos inmaduros se ha reportado en ratones
normales y ocurre previa a la expresion de CD4 en el paso hacia DP (CD4'CDS8") [250-
252]. Esta capacidad de inducir la poblacion CD3°CD8" in vitro en cultivos de 6rgano de
timo fetal (FTOC: Fetal Thymic Organ culture), arrojo la primer evidencia para sefialar al
TGF-B1 como potencial regulador del desarrollo de timocitos [253, 254]. La expresion de
los ligandos TGF-B1 y TGF-B2 en células epiteliales corticales de timo fetal y adulto fue
demostrada por Takahama et al., quienes propusieron una regulacion paracrina en la
progresion del ciclo celular de precursores timicos, e identificaron un complejo asociado al
ligando que sugeria la expresion de B-glicano en timocitos [254]. Estudios iniciales
evaluando los patrones de expresion de las isoformas del TGF-p (TGF-f1, TGF-B2 y TGF-
B3) en timo, implicaban que los precursores de timocitos estaban sujetos a la accion de
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TGF-B1 pero no del TGF-f2 o TGF-B3 [255]. Sin embargo, reportes posteriores
demostraron la expresion de la isoforma bioldgicamente activa de TGF-B2 en células
epiteliales timicas. Contrario a lo observado en ratdn, la regulacion de la diferenciacion de
timocitos por TGF-B1 en humano parece funcionar de manera autdcrina; los timocitos DN
expresan una forma latente del ligando que es activado por timocitos maduros CD8"
promoviendo la inhibicion de la proliferacion de DN y regulando negativamente la
maduracion de timocitos. Sin embargo, los autores no descartaron la posibilidad de que la
expresion de la forma latente también se diera por parte del compartimiento estromal [256].
La capacidad de respuesta al TGF-f en humanos no esta restringida a timocitos y hay
evidencias de una regulacion de la expresion de citocinas en células epiteliales corticales
por los TGF-B1 y TGF-B3, afectando directamente el desarrollo del linfocito T [257].
Estudios en el raton deficiente de la isoforma TGF-B1, con mas del 50% de
mortalidad intrauterina, demostraron un papel imprescindible del ligando para un
desarrollo normal. El fenotipo de estos ratones incluia infiltrados inflamatorios en diversos
organos, revelando la actividad inmunosupresora de TGF-1 y su requerimiento para una
respuesta inmune regulada. A pesar del fenotipo observado, los autores no reportaron
lesiones a nivel histologico en el timo [258]. Sin embargo, un reporte posterior demostro
que el desarrollo del linfocito T podria estar afectado en ausencia de TGF-B1, puesto que
observaron una celularidad total del timo reducida, con hiperplasia de la médula y
reduccion de la corteza timica [259]. El fenotipo hiperproliferativo de linfocitos T
observado en el raton deficiente de TGF-B1 no se mantuvo en condiciones in vitro, en
respuesta a una estimulacién con mitdégenos (Concanavalina A), debido a una disminucioén

en la expresion y secrecion de IL-2, misma que podia revertirse por la adicion exdgena de
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la citocina. El anélisis de ratones adultos deficientes de TGF-$1 demostrd un defecto en los
procesos de seleccion y maduracion de los timocitos, con una reduccidon en poblaciones DP
y un aumento en DN y CD4" [260]. Las respuestas funcionales inducidas a través del TCR
también fueron evaluadas en precursores tempranos de ratones jovenes, mientras que en
condiciones normales la estimulacion a través del TCR lleva a una induccion de apoptosis
en timocitos inmaduros DP [261, 262]; los timocitos DP y CD4 deficientes para TGF-$1
son hiperresponsivos a estimulos mitogénicos y fisioldégicos mediados por CD3 y CD28.
Los niveles de [Ca®]i son mayores en timocitos CD4 " deficientes en TGFp1, sugiriendo un
papel para el TGF-B1 en la inhibicioén de la expansion aberrante de células T, manteniendo
bajos niveles de [Ca’']i en las poblaciones SP; esta evidencia podria explicar la
proliferacion incrementada de los linfocitos observada en los ratones deficientes que llevan
al fenotipo autoinmune reportado [263]. Adicionalmente, un desequilibrio en los procesos
de induccion de tolerancia dependientes de células T reguladoras, podria también estar
involucrado en el desarrollo del fenotipo autoinmune en ratones deficientes para TGF-J3;
pues se ha demostrado un requerimiento de dicho ligando para el mantenimiento e
induccion de una supresion por estas células en periferia [264].

Evidencias iniciales de la influencia de TGF-3 en sefiales especificas durante la
maduracion de células T se basaron en la adicion exdgena de TGF-B1 6 TGF-2 en cultivos
de organo de timo fetal; ambas isoformas inhiben el crecimiento de timocitos de forma
dependiente de la dosis, reduciendo el nimero total de células hasta en un 95% comparado
con el control [265]. La diferenciacion de timocitos resulté afectada en la generacion de
subpoblaciones DN, DP y CD4", pero no CD8". Dentro de las subpoblaciones DN, la

adicion de los ligandos inducia un bloqueo inicial en el estadio DNI1; por otro lado, la
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caracterizacion fenotipica de las poblaciones CD8" generadas en presencia de TGF-B1,
demostraron que se trataban de células SP maduras expresando CD8 a3, TCRafp y CD3,
mas no precursores inmaduros intermedios como se habia reportado anteriormente [249,
253]. El andlisis del ciclo celular en estos cultivos, sugeria que el incremento en células
CD8" no era debido a una proliferaciéon incrementada de esta subpoblacion, y proponia un
papel para el TGF-B1 en la eleccién del linaje CD8" 6 alternativamente, una inhibicion de
la diferenciacion hacia el linaje CD4", como lo sugeria el fenotipo observado en el raton
deficiente [259, 265]. A pesar de todas las evidencias acumuladas, no se habian reportado
estudios donde se demostrara la activacion de la via canonica del TGF- en células T, hasta
que en el 2000 Mamura et al. reportaron el aumento de pSmad2 en linfocitos T periféricos
humanos. Dicho estudio demostrd que la activacion del TCR llevaba a una fosforilacion de
Smad2 en linfocitos, sugiriendo una comunicacion cruzada de la via del TGF-f con las
respuestas mediadas por el TCR [266]. Adicionalmente, reportes recientes analizando la
expresion de receptores para TGF- en timocitos, demostraron una expresion preferencial
del receptor tipo I ALKS, y el aumento de pSmad2 en subpoblaciones SP [267].

Los ratones deficientes para las isoformas TGF-f2 6 TGF-B3 presentan un fenotipo
letal en etapas embrionarias 0 perinatales, y sugieren que estos ligandos tienen papeles no-
redundantes durante el desarrollo [268-270]. Dada la dificultad de evaluar las implicaciones
de la ausencia de TGF-B2 y TGF-B3 en ratones adultos, nuevas estrategias han surgido
utilizando la forma dominante negativa para el receptor tipo II (TBRII) en modelos de
ratones deficientes condicionales [271-273]. La expresion de la forma dominante negativa
del TPRII restringido a células T bajo el promotor de CD4, reproduce el fenotipo observado

en el raton deficiente para TGF-B1, demostrando la importancia de las sefiales del TGF-1
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en el mantenimiento de la homeostasis celular T. El estudio no mostrd deficiencias
aparentes en el desarrollo del linfocito T, sin embargo los autores no evaluaron el repertorio
de células T seleccionado en el ratdn transgénico, mismo que podria contribuir al fenotipo
autoinmune observado [273].

Estudios utilizando un modelo inducible Cre/lox para eliminar la expresion de
TPRRII en células hematopoyéticas, las cuales fueron utilizadas en ensayos de transplante de
médula 6sea concluyo, contrario a lo que se habia reportado [265], que TGF-B es
dispensable para el desarrollo de timocitos y para la induccioén de apoptosis en respuesta a
CD3, sin embargo es requerido para la inhibicién de la proliferacion de linfocitos CD8" SP
in vivo [274].

La utilizacion de ratones transgénicos y deficientes para moléculas involucradas en
la sefializacion mediada por TGF-J3, aportd informacion adicional en cuanto al papel de esta
superfamilia durante el desarrollo del linfocito T. El raton deficiente para FKBP-12
demostrd que esta molécula no esta regulando las sefiales de inhibicion del TGF-3 en la
proliferacién de timocitos fetales [275]. El estudio de ratones deficientes para Smad3,
indico que existen mecanismos dependientes e independientes de Smad3 que estan
regulando el efecto antiproliferativo de TGF-B1 en esplenocitos murinos [276]. Ratones
transgénicos sobreexpresando la Smad inhibitoria Smad 7 bajo el promotor de queratina 5
(K5), restringido a células epiteliales del timo, mostraron atrofia timica como consecuencia
de una apoptosis masiva de timocitos [277]. El niumero total de timocitos se redujo 50
veces y el analisis de subpoblaciones revel6 una eliminacion de precursores DP, sugiriendo
que la senalizacion del TGF-B en el compartimiento estromal timico es necesaria para el

mantenimiento de los precursores de células T. Adicionalmente, la sobreexpresion de
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Smad7 podria afectar el desarrollo y diferenciacion de células epiteliales, modificando asi
el microambiente requerido para la sobrevivencia y maduraciéon de los timocitos. El
fenotipo observado en estos ratones, comparado con el de TGF-B1 6 Smad 3, podria
deberse a una deficiencia combinada de sefiales dependientes de TGF-B, BMP y Activina
[277]. La evidencia conjunta de sefiales dependientes del TGF-f en el desarrollo de

timocitos estd esquematizada en la Figura 4.

TGF-B1 T6F-p1
TGF-p2 T6F-p2

Figura 4. TGF- durante el desarrollo del linfocito T. Las tres isoformas del TGF-f se expresan en el timo, estudios in vitro han
demostrado la inhibicion en el paso del estadio DN1 al estadio DN2 y de DN a DP por TGF-B1 y TGF-B2. El paso a CD4 SP se inhibe
por TGF-Bs, aunque estos ligandos promueven el paso al estadio CD8 ISP y SP. La expresion del receptor tipo I ALK-5 se da

mayoritariamente por precursores SP, mismos en los que se ha descrito la induccién de fosforilacién de Smad2 en respuesta al ligando.

BMPs
Una evidencia indirecta que sugeria la participacion de BMPs en los procesos de

maduracion del linfocito T fue el fenotipo del raton deficiente para Schnurri-2 (Shn-2).
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Shn-2 es un factor de transcripcion que en Drosophila regula positivamente sefales
dependientes de Dpp (“Decapentaplegic™) [278-282], cuyos homologos en raton son BMP-
2/4 283, 284]. El andlisis del timo de estos ratones demostré una disminucion significativa
en la generacion de timocitos SP CD4" y CDS8". La deficiencia de Shn-2 en timocitos; y no
en células estromales, es la responsable del fenotipo observado y provee de la primera
evidencia involucrando a miembros de la superfamilia del TGF-f3 en la seleccion positiva
de precursores de linfocitos T. Aunque los ligandos sugeridos para modular las sefiales de
Shn-2 son BMP-2/4, los autores no descartan la posibilidad de que otros miembros de la
superfamilia como Activinas y TGF-Bs, puedan regulan dicho proceso de seleccion de
timocitos en vertebrados [285].

Contrario a lo descrito para TGF-fs, existen pocas evidencias en cuanto al papel de
BMPs durante el desarrollo del linfocito T. Inicialmente se reportd la expresion de
receptores tipo I para BMPs en timo [286]. Estudios posteriores demostraron la expresion
del ligando BMP-4 [287] y de otros mediadores de la sefial como Smads y Cordina [288-
290]. La busqueda de marcadores especificos en subpoblaciones de timocitos reveldo un
papel potencial para Twisted Gastrulation (Tsg) en la maduracion de células T [291, 292].
Tsg es un regulador de senales dependientes de BMP [293-298] y basados en el reporte del
raton deficiente para Shn-2 [285], Graf et al. realizaron estudios para investigar el papel de
las sefiales de BMP reguladas por Tsg durante el desarrollo del linfocito T [299]. En este
estudio, los autores analizaron los patrones de expresion de BMPs, Tsg y Cordina en el
timo. Tsg y BMP7 se expresan tanto en timocitos como en el estroma y la expresion de Tsg
parece estar regulada por sefales dependientes del TCR; por otro lado, la expresion de
Cordina y de los ligandos BMP2 y BMP4 esta restringida al compartimiento estromal. La

funcion de BMPs en el desarrollo se evalu6é en FTOC tratados con los diferentes ligandos;
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el tratamiento con BMP2 y BMP4 pero no BMP7, disminuyo6 la progresion de timocitos del
estadio DN al estadio DP y redujo el porcentaje de timocitos en la fase G2/M del ciclo
celular. Como se esperaba, el tratamiento con el antagonista Cordina tuvo efectos opuestos
a los observados con BMPs. La adicion de Tsg no fue capaz de revertir el arresto en DN
inducido por BMPs y su funcién antagonica se observaba unicamente en presencia de
Cordina. Un hallazgo interesante fue la induccion de la expresion de Tsg en timocitos luego
de la estimulacion por entrecruzamiento del pre-TCR 6 TCR, proponiendo un modelo en el
cual las sefiales de arresto en DN mediadas por BMPs, se abaten temporalmente en
precursores DN3 donde las sefiales del pre-TCR inducen la expresion del antagonista,
permitiendo el paso al estadio DP. Los autores sugieren que un mecanismo similar podria
estar actuando en precursores DP, donde las sefiales del TCR podrian promover el paso a
SP. Sin embargo, a la fecha no hay evidencias que apoyen esta posibilidad. Un reporte
muy similar, confirmé la expresion de BMP-2, BMP-4, Cordina y Tsg en el timo;
adicionalmente demostré por primera vez la expresion del antagonista Nogina [300]. La
expresion de BMP-4 esta restringida a las zonas subcapsular y cortical del timo, donde los
precursores DN estan localizados. La expresion de los receptores tipo I: BMPR-IA y
BMPR-IB, tipo II: BMPRII, asi como de Smadl, Smad4, Smad5 y Smad8 en precursores
DN (CD3°CD4°CDS), demostrd que los precursores tempranos de timocitos expresan las
moléculas necesarias para responder a BMPs. La adicion de BMP-4 en FTOC indujo un
bloqueo en el estadio DN1, aumento la sobrevivencia de precursores DN1 y disminuy6 el
porcentaje de células apoptoticas; por otro lado como se habia demostrado anteriormente,
BMP-4 también indujo una inhibicion en la proliferacion de timocitos; sin embargo, no
hubo diferencias en el numero total de células obtenidas después del tratamiento con el

ligando. El antagonista Nogina increment6 las poblaciones de timocitos DN4 y DP al igual
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que el numero total de células en cultivo; a pesar del incremento observado, la proliferacion
de timocitos no se vio afectada y sorprendentemente Nogina parecia también disminuir el
porcentaje de células apoptoticas. Finalmente, un reporte reciente confirmo el arresto en
DNI1 mediado por BMP-4 [301].

Estudios in vivo con ratones deficientes para Tsg, demostraron que los niveles de
Smadl fosforilado aumentan en timocitos de ratones Tsg”, apoyando el modelo que
postulaba un requerimiento de Tsg para antagonizar sefiales dependientes de BMP en el
timo. La ausencia de Tsg resultd en una reduccion en la celularidad del timo posiblemente
debido a un aumento en la apoptosis de los timocitos [302]. El analisis de subpoblaciones
mostré un aumento en poblaciones SP y una disminucién en DP; sin embargo los autores
no discuten la relevancia de estos hallazgos ni evaltan el efecto de la ausencia de Tsg en
precursores DN, los cuales parecian responder a sefiales de BMP seglin estudios previos in
vitro. Por otro lado, la generacion de un raton transgénico para Nogina expresado en células
epiteliales del timo, demostré la importancia de sefiales de BMP en otros procesos durante
la embriogénesis, como la induccion del descenso del primordio timico al mediastino [303].
Aunque los porcentajes de timocitos parecen normales en este ratdon, es evidente una
disminucion en la celularidad total del timo. Los autores no hacen mayor analisis en los
procesos de seleccion de los timocitos y concluyen que el estroma timico es el que depende

de senales de BMP.

Las evidencias anteriores apoyan el papel regulador de los BMPs en el desarrollo
del linfocito T. El modelo actual se resume en la Figura 5 y sugiere que las sefiales de BMP
tienen que ser reguladas negativamente para que una maduracién completa del timocito

ocurra.
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Figura 5. BMPs durante el desarrollo del linfocito T. BMP-2, 4 y 7 al igual que los antagonistas Cordina, Nogina y Tsg se expresan en
el timo. Los ligandos BMP-2 y 4 inhiben el paso del estadio DN1 al estadio DN2, de DN3 a DN4 y de DN a DP. Las sefiales a través del
pre-TCR y TCR llevan a la expresion de Tsg promoviendo la maduracion de timocitos del estadio DN3 al estadio DN4 y al estadio DP al
antagonizar las sefiales de BMPs. La expresion de receptores tipo 1 y tipo 1I para BMPs se ha reportado en el timo, sin embargo no se ha

caracterizado a nivel de subpoblaciones de timocitos.

Activinas

Las Activinas son los ligandos que menos se han estudiado durante el desarrollo del
los timocitos. Estudios iniciales in vitro demostraban un efecto antiproliferativo de Activina
A en respuesta a mitdgenos en timocitos de rata [217], mismo que era opuesto al de
Inhibina A. El antagonismo de Activinas e Inhibinas se ha descrito en una gran variedad de
tipos celulares y respuestas funcionales [212, 213, 304-307]. Especificamente en linfocitos
T humanos, Activina puede antagonizar la induccion de interferon-y en respuesta a Inhibina

[308]. Otros reportes han demostrado que la inhibicidon del crecimiento de timocitos puede
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ser debida en parte, a la inhibicion de la produccion de IL-6, sin embargo la adicion
exogena de IL-6 parece revertir los efectos de Activina induciendo una mayor proliferacion
y sugiriendo el papel dual de Activina en la regulacion de la respuesta proliferativa de
linfocitos dependiendo de la combinacién de citocinas presentes en el entorno [309].
Estudios mas detallados demostraron la induccion de apoptosis por Activina A en
poblaciones de linfocitos humanos dependiente de la induccion de la fosfatasa de inositol
SHIP [310]. Ninguno de estos estudios evaluo el papel de Activinas durante el desarrollo
del linfocito y solo existe un reporte reciente en el que se demuestra la expresion de éstos
ligandos y de algunas moléculas involucradas en la sefializacion por Activinas en el timo
[267]. El analisis de la via de activacidon por Activinas en subpoblaciones de timocitos,
demostro la induccion de la fosforilacion de Smad 2 en precursores DN, donde la expresion
del receptor tipo I (ALK-4) fue mayor comparada con otras subpoblaciones de timocitos.
Este estudio también demostrd la expresion de uno de los receptores tipo II para Activina:
ActRIIA y de las subunidades del ligando Activina BA, BB, BC y BE; sin embargo el
analisis cuantitativo de la expresion de estas moléculas a nivel de subpoblaciones timicas y
la relevancia de ésta expresion en los procesos de maduracion y diferenciacion del linfocito

no se ha demostrado experimentalmente.
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Justificacion

El papel de la superfamilia del TGF-f durante el desarrollo del linfocito T ha sido
ampliamente estudiado para el caso de las subfamilias de TGF-Bs y BMPs, mismas que
parecen regular la transicion de timocitos del estadio DN al estadio DP. Los datos
obtenidos hasta el momento aportan nuevas evidencias de la participacion de este tipo de
factores de crecimiento en los procesos de seleccion y diferenciacion en timo. Sin embargo,
la participacion de miembros de esta superfamilia en procesos tan importantes como la
seleccion positiva y negativa de los timocitos, implicado por el fenotipo del raton deficiente
para Shn-2 y TGF-B1 respectivamente, aun queda por definirse.

Estudios recientes sugieren que la subfamilia de las Activinas e Inhibinas también
podria estar involucrada en los procesos de desarrollo del linfocito T. Lo anterior viene
sustentado por la deteccidon de receptores para Activina en subpoblaciones de timocitos DN,
capaces de responder a estimulos mediados por el ligando como seria la induccion de la
fosforilacion de Smad2. La expresion diferencial de receptores para Activina podria
conferir al timocito sefales estadio-dependientes que pudieran regular los procesos de
seleccion en timo, sin embargo el papel de Activinas e Inhibinas en el desarrollo timico no
ha sido caracterizado.

El estudio de los patrones de expresion de Activinas e Inhibinas, sus receptores y de
moléculas involucradas en la via de sefializacién en distintas subpoblaciones timicas; asi
como el papel de estos ligandos mediante estudios funcionales in vitro, nos permitira

evaluar su participacion en los procesos de diferenciacion del linfocito T.
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Hipotesis

La sefializacion mediada por las Activinas e Inhibinas participa en los procesos de

seleccion y maduracion de los timocitos.

Objetivos
-Determinar y caracterizar la expresion de Activinas BA/BB, Inhibina o, receptores
tipo I (ALK-4), tipo II (ActRIIA/ActRIIB) y Smads en diferentes estadios de

maduracion en el estadio fetal, asi como en las subpoblaciones timicas del raton

adulto.

-Evaluar y determinar las respuestas funcionales inducidas por Activina A e

Inhibinas A y B durante el desarrollo del linfocito T.

-Evaluar el fenotipo del timo en ratones deficientes para Inhibina o tanto en ratones

adultos como en etapas fetales.

-Analizar y caracterizar la activacion de la via canonica dependiente de Smads

inducida por Activinas e Inhibinas en timocitos.
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Materiales y métodos

Ratones

Para los ensayos de expresion utilizamos ratones hibridos B6/D2 F1, adultos de
cuatro a seis semanas y fetos (E14/E16) obtenidos de cruzas de hembras C57/BL6 y
machos DBA-2 (Jackson Laboratories).

Los cultivos de timo fetal se realizaron a partir de timos fetales E14 provenientes de
cruzas de ratones C57/BL6.

Los ratones deficientes para Inhibina o fueron generados [311] y donados por el Dr
Martin Matzuk (Baylor College of Medicine, Houston TX).
Todas las cepas de raton fueron crecidas y mantenidas en el bioterio del Instituto de
Investigaciones Biomédicas bajo las normas éticas y de sanidad correspondientes.

Lineas celulares

Las lineas celulares HepG2 y Jurkat E6-1 (ATCC: HB-8065 y TIB-152
respectivamente) se mantuvieron en una incubadora a 37°C en atmdsfera humificada con
5% CO,. Las células Jurkat fueron mantenidas en medio RPMI (GIBCO 31800-022)
suplementado con 10% SFB, 100U/ml de penicilina, 0.1mg/ml de estreptomicina y 1% de
glutamina (GIBCO 10378-016) hasta su utilizacién para los ensayos de fosforilacién en la
fase exponencial de crecimiento. Las células HepG2 fueron crecidas en medio DMEM
(GIBCO 12800-017) suplementado con 10% SFB, 100U/ml de penicilina, 0.1mg/ml de
estreptomicina y 1% de glutamina. La linea HepG2 se despegd con una solucion de
Tripsina 0.25% en PBS durante 2 min, se lavo y dividid cada tercer dia a una dilucion 1:3.

Previo a las estimulaciones, las células se mantuvieron en medio DMEM al 0.5 % de SFB.
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Subpoblaciones timicas

Para los estudios de expresion de mRNA, se utilizaron timocitos totales de raton
adulto (4 a 6 semanas) y fetales (dia de gestacion E14—16), asi como subpoblaciones de
timocitos purificados y estroma de timo fetal del dia E15. Como control positivo de
expresion de Activinas se utilizo testiculo [312]. La purificacién de poblaciones de
timocitos se realizd a partir de timos de ratones B6/D2 de cuatro a seis semanas, tefiidos
con los anticuerpos acoplados a fluorocromos CD4-PE y CDS8-Cy (BD Biosciences,
(GK1.5) 553730 y (53-6.7) 553034). Las subpoblaciones de timocitos CD4, CD8, DP, y
DN fueron separadas con una pureza > a 95% utilizando el citometro FACS Aria (BD
Biosciences). La purificacion del estroma se hizo tratando timos fetales del dia 15 de
gestacion en cultivo con medio DMEM al 10% FCS por 5 dias suplementado con 1.35 mM
deoxiguanosina (Sigma Chemicals D-0901) en 5% CO, a 37°C.

RNA v oligonucleotidos

El RNA total fue aislado utilizando el reactivo RNA-60 (Tel-Test Inc) de acuerdo al
protocolo del manufacturero. El DNA fue removido usando el reactivo “DNA-free” de
Ambion Inc. El ¢cDNA se sintetizo a partir de RNA libre de DNA, utilizando la
transcriptasa reversa Superscript II (18064-022, Invitrogen) y oligo dT (814270, Roche).
Los oligonucledtidos utilizados fueron sintetizados por Invitrogen y las secuencias se
presentan a continuacion:

Smad-2 sentido: 5’~-ATGTCGTCCATCTTGCCATT- 3’
antisentido: 5°- GTCCCCAAATTTCAGAGCAA- 3’;
Smad-3 sentido: 5’-CACAGCCACCATGAATTACG- 3’
antisentido: 5’-GAATATTGCTCTGGGGCTCA- 3’;

Smad-4 sentido: 5’-GAC-AAGGTGGGGAAAGTGAA-3’
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antisentido: 5’-CTCCACAGACGGGCATAGAT-3’;
Activina BA sentido: 5’-TGCTTTGGCTGAGAGGATTT- 3’
antisentido: 5’-CGGGTCTCTTCTTCAAGTGC-3’;
Activina B sentido: 5’-TCCGCCTGTACTTCTTCGTC- 3’
antisentido: 5’- AGCTGTCACACTGCACATCC- 3’;
Inhibina a sentido: 5’-CCATCGAGCTGCTCTCAATA- 3’
antisentido: 5’-ACCTCCATCTGAGGTGGTTC- 3’;
ActRIIA sentido: 5’-CGTTCGCCGTCTTTCTTATC-3’
antisentido: 5’~-GCCCTCACAGCAACAAAAGT- 3’
ActRIIB sentido: 5’-GATACCCATGGACAGGTTGG- 3’
antisentido: 5’-TAATCGTGGGCCTCATCTTC-3’;

Alk-4 sentido: 5’-TTCTTCCCCCTTGTTGTCCT- 3°
antisentido: 5’~AGGCAGTAGAAGGGCTTTCC- 3’.

Analisis de la expresion de mRNA mediante PCR cuantitativa

La PCR tiempo real se realiz6 amplificando 1 pl de cDNA (1/40 del cDNA total
obtenido de 1-3 pg de mRNA inicial) con el kit SYBR Green PCR Core (Applied
Biosystems) en un sistema de deteccion ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems). Las
condiciones de amplificacion para Activina BB, Inhibina a, ActRIIA, ActRIIB, Smad-2,
Smad-3, y Smad-4, fueron 95°C por 10 min, seguido por 40 ciclos de 94°C por 15 s, 55°C
por 1 min, y 72°C por 1 min. Las condiciones de amplificacion para Activina BA y Alk-4
fueron 95°C por 10 min, seguido por 45 ciclos de 94°C por 15 s, 58°C por 45 s, y 60°C por
1 min. Después de la amplificacion, se determind el punto de fusion para crear los perfiles

de “melting” para cada reaccion. El numero de ciclos de PCR requeridos para una
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fluorescencia de SYBR Green que cruce el umbral de deteccion donde haya un incremento
significativo en el cambio de fluorescencia (CT threshold cycle) se obtuvo utilizando el
Software ABI PRISM 7000 Sequence Detection System. La cantidad inicial de cDNA se
normaliz6 de acuerdo a la expresion de B-Actina murina medida en reacciones de PCR en
paralelo.

Para el andlisis estadistico de muestras de RT-PCR se utilizo el programa Qgene
[313]. La media de la expresion normalizada se calculé promediando los valores de CT
(muestras blanco y de referencia por triplicado), los valores de media normalizada y error
estandar se obtuvieron con las ecuaciones 3 y 4, respectivamente, de acuerdo a lo descrito
por Muller et al., 2002. La expresion normalizada se obtuvo a partir de los valores de la
eficiencia de amplificacion calculados para cada gen y se utilizaron para calcular la
cantidad relativa de cada mRNA presente en timo fetal y entre poblaciones de timocitos
separados por FACs (sorting) o células estromales del dia 15 con respecto a la expresion en
timo adulto. Para el andlisis estadistico se utilizé la prueba T de Student de dos colas para
datos no apareados. Una p < 0.05 fue considerada como significativa.

Para elaborar las graficas de abundancia relativa de los diferentes mRNAs en un
mismo tejido, realizamos curvas estandar con cantidades conocidas de los productos
amplificados obtenidos del mismo cDNA para extrapolar nuestros datos experimentales
normalizados con respecto a la expresion del control enddgeno, B-Actina.

Con la finalidad de confirmar la pureza y el tamafio del producto de PCR; las

muestras fueron analizadas por electroforesis en geles de agarosa al 2% (peso/volumen).
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Inmunohistoquimica. Timos de ratones fetales y adulto fueron fijados, deshidratados y

embebidos en parafina. A cada 6rgano se le hicieron cortes seriados de 5 um de grosor con
un microtomo, y las secciones fueron rehidratadas con soluciones a diferente concentracion
decreciente de etanol (de 100 a 50%). La actividad de peroxidasa enddgena se elimino
incubando con una solucion al 3% de H,O, durante 10 min, los epitopos se expusieron con
un amortiguador de citrato en condiciones de presion alta durante 1 min. Para bloquear se
utilizé el reactivo Super block por 6 min (Sensitek HRP, Scy Tek Laboratories), las
secciones se incubaron con los anticuerpos primarios en solucioén de bloqueo toda la noche
a 4°C. Los anticuerpos Anti-Alk-4 (yT-17), anti-Activina-BA (C-18), y anti-Citoqueratina
5/8 (RCK102) fueron adquiridos de Santa Cruz Biotechnology. Los anticuerpos anti Alk-4
y anti-Activina BA fueron biotinilados siguiendo un protocolo adaptado de [314]; el
anticuerpo policlonal de conejo Anti-Inhibina a fue generado [315] y donado por el Dr.
Wylie Vale (The Salk Institute for Biological Studies, La Jolla, CA). Finalmente el
anticuerpo Anti-MHC Clase II (biotina anti-raton [-A/I-E, 2G9), fue obtenido de BD
Biosciences. Después de la incubacion con el anticuerpo primario, las secciones se lavaron
4 veces con PBS y se incubd con el agente secundario estreptavidina-HRP (Sensitek HRP,
Scy Tek Laboratories), anti-raton-HRP de oveja 6 anti-conejo-HRP de cabra (NA931 y
NA934V Amersham Biosciences) por 20 min a 37°C. Como control negativo, utilizamos
suero normal de conejo o agente secundario después del bloqueo inicial. Las secciones se
revelaron por 5-20 min en una solucidn del sustrato diaminobenzidina (Sensitek-HRP, Scy
Tek Laboratories) y se contratifieron con hematoxilina de Harris. Las imagenes fueron
analizadas en un microscopio Nikon Optiphot-2 equipado con una cdmara Nikon Coolpix

4300 (Nikon Inc).
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Cultivos de timo de organo fetal (FTOC)

El cultivo de 6rgano de timo fetal es un modelo de diferenciacion de linfocito T in
vitro en el cual se parte de precursores tempranos DN, conforme avanza el cultivo los
timocitos DN avanzan al estadio DP y al cabo de varios dias de cultivo se llega a
poblaciones maduras SP, comparables a las observadas en timo adulto. Timos de ratones de
14 dias de gestacion obtenidos a partir de cruzas de ratones C57/BL6 o de ratones Inhibina
a (), enriquecidos en precursores DN, fueron aislados y puestos en cultivo durante 3 6 7
dias en placas de 6 pozos sobre membranas permeables Millicell-CM (PICM03050,
Millipore). Como control, uno de los dos lobulos se mantuvo en medio DMEM
suplementado con 10% SFB, 1% de aminoacidos no esenciales (11360-070, GIBCO),
100U/ml de penicilina, 0.1mg/ml de estreptomicina y 1% de glutamina (GIBCO 10378-
016); el 16bulo par fue tratado con 500 ng/ml de Activina A (120-14, Preprotech), Inhibina
A 0 Inhibina B (DSL-R05140 y DSL-R05141, Diagnostic Systems Laboratories). Para los
cultivos realizados a partir de timos de ratones deficientes, los fetos se tiparon por PCR a
partir de DNA de cola con oligonucleétidos donados por el Dr. Martin Matzuk (Baylor
College of Medicine, Houston, TX); tomamos uno de los 16bulos como control al dia cero
de cultivo y el Iobulo par se mantuvo en cultivo con medio DMEM suplementado. Las
subpoblaciones de timocitos fueron analizadas por citometria de Flujo en un FACSCalibur
(BD Biosciences) utilizando los anticuerpos contra marcadores de superficie acoplados a
fluorocromos anti CD25-FITC (7D4, 553071), CD44-PE (01225A), CD8-Cy (53-6.7,
553034), CD4-APC (RM4-5, 553051), y CD24-FITC (M1169, 553261), adicionalmente
utilizamos un anticuerpo biotinilado anti-TCRP (H57-597, 553169) seguido de

Estreptavidina-PE (554061) todos obtenidos de BD Biosciences. Para el andlisis de
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apoptosis en cultivo, utilizamos Anexina V-FITC (51-65874X, BD Biosciences) y 7AAD
(Sigma Aldrich). Se realiz6 hizo un conteo final del nimero total de timocitos obtenidos en
los cultivos en camaras de Neubauer. Para el analisis estadistico se utiliz6 la prueba T de
Student de dos colas para datos apareados. P < 0.05 fue considerado como significativo.

Tincion intracelular por FACS

Cinco a diez millones de timocitos de ratones C57/BL6 de cuatro a seis semanas 6
células Jurkat E6-1 fueron aislados y mantenidos en RPMI suplementado con 0.5 % SFB,
100U/ml de penicilina, 0.1mg/ml de estreptomicina y 1% de glutamina. Los timocitos
fueron tefiidos con anticuerpos anti CD8-Cy y anti CD4-APC previos a la estimulacion. Las
condiciones de estimulacion se realizaron en 100 pl de RPMI al 0.5% SFB con 500 ng/ml
de Activina A, Inhibina A 6 Inhibina B, 6 10 ng/ml de TGF-B durante 30 min a 37°C; como
control positivo estimulamos con 100uM de O-Vanadato durante 3 min a 37°C. Las células
se fijaron durante 10 min con tres volumenes del amortiguador LyseFix 5X (558049, BD
Biosciences) diluido en H,O a 37 °C y se lavaron dos veces con 1 ml de PBS 5% SFB y
0.02% Azida de Sodio. La permeabilizacion se realizé a 4 °C con un volumen de Perm
buffer II (558052, BD Biosciences) durante 20 min en oscuridad seguida de dos lavados
con 1 ml de PBS 5% SFB y 0.02% Azida de sodio. El pegado inespecifico del anticuerpo
secundario se redujo incubando las células con 200 ul de una solucién y-globulina humana
(16.5 mg/ml diluido 1/100) durante 30 min a 4 °C. Las células se lavaron dos veces y se
resuspendieron en 1 pl de anti-pSmad (1 pg, AB3849, Chemicon International) durante 30
min a 4 °C. Se lavaron dos veces y se resuspendieron en 50 ul del anticuerpo anti-conejo
acoplado a FITC (81-6111, Zymed) diluido 1/200 durante 15 min a temperatura ambiente.

Se hicieron dos lavados finales y se resuspendieron en PBS para el analisis por FACS.
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Inmunodeteccion de proteina por Western blot

Para la deteccion de proteinas por Western blot realizamos lisados de 5 a 10
millones de células Jurkat 6 HepG2, previamente estimuladas con 500 ng/ml Activina A,
Inhibina A e Inhibina B 6 10 ng/ml TGF- durante 30 min a 37 °C. La estimulacion se
detuvo agregando tres volumenes de buffer de stop (PBS, 20 mM NaF, ImM Na3;VO,). La
lisis se realizo en 100 pl de un amortiguador de lisis (1% Triton, 0.02M Tris pH 8.0, 0.1M
NaCl, 0.001M EDTA, 0.02M NaF, 0.002M Na3;VO,, 0.02M NasP,0,, 0.3mM PMSF,
0.00IM DTT y 1pg/ml de los inhibidores de proteasas Aprotinina, Leupeptina y Pepstatina)
durante 10 min a 4 °C. Las muestras fueron separadas mediante electroforesis, en geles al
7.5% de poliacrilamida en presencia de SDS y en condiciones reductoras. Las proteinas se
transfirieron a membranas de nylon Immobilon-P (IPVH00010, Millipore), en cdmaras de
transferencia semi-seca (Owl Scientific) con un buffer conteniendo 0.02 M tris, 0.2 M
glicina y 20% metanol durante 1 hora a 0.85 Amp. Las membranas fueron bloqueadas con
TBS con 0.05% Tween-20 y 5% de leche desnatada toda la noche en agitacion a 4°C. Las
membranas se incubaron durante 2 horas con 1ug/ml del anticuerpo anti-Smad2 (51-1300
Zymed) a temperatura ambiente en TBS con 0.05% Tween-20 al 1% de leche. Se lavaron
tres veces durante 10, 5 y 5 min y se incubaron con el anticuerpo secundario anti-conejo-
HRP (NA934V, Amersham) diluido 1/2000 en TBS con 1% de leche durante 30 min a
temperatura ambiente. Se hicieron cuatro lavados de 10, 5, 5 y 5 min y las bandas fueron
inmunodetectadas por medio de quimioluminiscencia con el kit Supersignal WestPico
Chemiluminescent Substrate (34080, Pierce) utilizando placas Biomax MR (895 2855,
Kodak). Las membranas se trataron con buffer de Stripping (0.1M glicina, 0.5% SDS pH

2.5) por 30 min a 65°C. Se bloquearon toda la noche y se incubaron con lug/ml del
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anticuerpo anti-pSmad (AB3849, Chemicon International) en TBS, 0.05% Tween-20 y 1%
de leche durante 4 horas a temperatura ambiente. La deteccion de pSmad se realizo
utilizando un anticuerpo acoplado a HRP y el kit de quimioluminiscencia como se describid
anteriormente.

El andlisis por densitometria se realizd con el programa Quantity One, a cada valor
se le restd el valor de fondo (background) de cada membrana. Las graficas representan el
incremento relativo en la fosforilacion de Smad con respecto al nivel basal, previamente
normalizado con los valores de proteina total.

Inmunoprecipitacion de proteinas

Para los ensayos de inmunoprecipitacion, los lisados de células estimuladas se
incubaron toda la noche con 60 pl de proteina G agarosa (15920-010, Invitrogen) diluida
1:5 en buffer de lisis, 400 ng/IP de anti-Smad2 (51-1300, Zymed) y 300 ul de buffer de lisis
en agitacion a 4°C. Las muestras se lavaron con buffer de lisis y se resolvieron en geles al
7.5% de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y reductoras. La transferencia e
inmunodeteccion se realizaron como se describi6 anteriormente.

Inhibicion de la actividad del receptor tipo I para TGF- y Activinas

El tratamiento con la droga inhibitoria SB 431542 (1614, Tocris Bioscience) se
realiz6 a una concentracion de 10uM en RPMI 0.5% durante 30 min previo a la
estimulaciéon con los ligandos recombinantes. Las muestras fueron analizadas por

citometria o por Western blot como se describi6 anteriormente.
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Resultados

Expresion de los mRNAs de Activinas, Inhibinas, receptores tipo I, tipo Il y
proteinas Smad en Timo fetal y timo adulto

Para determinar la expresion de los ligandos y moléculas de senalizacion
involucradas en la via de Activinas durante el desarrollo de linfocito T, realizamos ensayos
de RT-PCR a partir de mRNA total de timos fetales E14-E16 y timo adulto. Utilizamos
oligonucledtidos especificos para Activina BA, Activina BB, Inhibina o, Alk-4, Act-RIIA,
Act-RIIB, Smad-2, Smad-3 y Smad-4. La expresion de las subunidades para los ligandos y
los receptores tipo II es significativamente mayor en estadios tempranos del desarrollo E14
comparado con los estadios posteriores E15, E16 y adulto (Figura 6a-c). La expresion del
receptor tipo I Alk-4, también disminuye en etapas fetales E15 y E16 comparadas con E14,
aunque vuelve a aumentar en timo adulto (Figura 6d). Los receptores tipo II disminuyen
conforme avanza el desarrollo del timo (Figuras 6e-f). Por otro lado, la expresion de
proteinas Smad parece ser mayor en estadio E15, sin embargo el andlisis estadistico no
demostrd diferencias significativas con respecto a los otros estadios de maduracién, y su
expresion se mantiene en todas las etapas de desarrollo evaluadas (Figuras 6g-i). En
resumen, esto demuestra que todas las moléculas involucradas en la via canonica activada

por las Activinas estan presentes en el timo murino fetal y adulto.
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Figura 6. Expresion de mRNA de genes relacionados con Activina en el timo. La expresion de ligandos subunidades del
ligando BA, BB y a (6a-c), receptores Alk-4, ActRIIA y ActRIIB(6d-f) y moléculas de sefializacion Smads 2, 3 y 4(6g-i) se evalud en
timos fetales de los dias E14 al E16 de gestacion y timo adulto (Ad). Resultados de un experimento representativo realizado en triplicado
de un total de 4 independientes. Los datos representan la expresion relativa de mRNA para cada gen con respecto a la expresion en timo
adulto. Cada reaccion de PCR se normalizé con el control respectivo de B Actina. Los asteriscos denotan diferencias significativas (P >

0.05) con respecto a la expresion en E14.
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Expresion de los mRNAs de Activinas, Inhibinas, receptores tipo I, tipo Il y
proteinas Smad en timocitos y estroma

Dada la heterogeneidad observada en las subpoblaciones de timocitos,
correspondientes a distintos estadios de diferenciacion en los que se llevan a cabo procesos
de sefializacion importantes, decidimos caracterizar la expresion de los ligandos y
receptores en las distintas subpoblaciones timicas. Con la finalidad de realizar un estudio
de expresion a nivel celular, purificamos las cuatro subpoblaciones principales de timocitos
(DN, DP, CD4 y CDS8) mediante separacion celular (“sorting”) utilizando el
citofluorometro de fluyjo FACSAria. Como fuente estromal utilizamos timos de dia 15 de
gestacion (E15) tratados con deoxiguanosina durante 5 dias, a partir de los cuales aislamos
el mRNA y realizamos ensayos de RT-PCR. Los resultados demuestran que las
subunidades del ligando Activina BA, Activina BB e Inhibina o, se expresan
mayoritariamente en el compartimiento estromal; sin embargo, de manera interesante, las
subunidades BA y o también se expresan en timocitos (Figuras 7a y 7c). Activina BA se
expresa en todas la subpoblaciones de timocitos mientras que Inhibina a se expresa en DN,
DP y CD4 mas no en CDS. Interesantemente la expresion de la subunidad B parece estar
restringida al estroma (Figura 7b). En cuanto a la expresion de receptores, los timocitos DN
son la subpoblacién con mayor expresion de receptores tipo I Alk-4 y tipo IIB, aunque
observamos expresion de ambos receptores en todas las subpoblaciones evaluadas, tanto
subpoblaciones de timocitos como en el estroma (Figura 7d y 7f). La expresion del
receptor tipo II ActRIIA se observé preferencialmente en células del estroma sin embargo
ActRIIB también se expreso en niveles comparables con los de timocitos DN en esta misma

subpoblacion (Figura 7e). En cuanto a la expresion de proteinas Smad, Smad 2, 3 y 4 se
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expresan tanto en timocitos como en estroma y dentro de las subpoblaciones de timocitos,

los precursores DN presentaron mayores niveles de expresion (Figura 7g-1).
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Figura 7. Expresion de mRNA de genes relacionados con Activina en subpoblaciones de timocitos y estroma timico. La expresion
de subunidades de ligando BA, BB y a (7a-c), receptores tipo 1 y II Alk-4, ActRIIA y ActRIIB(7d-f) y proteinas Smad 2, 3 y 4(7g-i) se
evalu6 en subpoblaciones aisladas de timocitos o células de estroma fetal. Resultados de un experimento representativo realizado en
triplicado de un total de 4 independientes. Los datos representan la expresion relativa de mRNA para cada gen con respecto a la expresion
en timo adulto (Ad). Cada reaccion de PCR se normalizé con el control respectivo de B Actina. Los asteriscos denotan diferencias
significativas (P > 0.05) con respecto a la expresion en estroma (Activinas BA, BB, Inhibina o y ActRIIA) o a los valores en DN (Alk-4,

ActRIIB y Smads). Otras diferencias significativas se indican con corchetes. N/D: no detectado.
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Analisis de la abundancia relativa de los genes relacionados con Activinas en
timo fetal y adulto

Dado que el analisis por RT-PCR so6lo nos permite determinar la expresion de un
solo gen en distintas subpoblaciones y estdbamos interesados en comparar los niveles de
expresion de varios genes en la misma etapa del desarrollo o subpoblacion; realizamos un
analisis de abundancia de mRNA para los genes del ligando, los receptores y proteinas
Smad en una misma muestra experimental. Dicho andlisis demostrd que tanto en etapas
fetales como en adulto, la expresion de la subunidad del ligando Inhibina o es mayor que la
de subunidades BA 6 BB, sugiriendo que el ligando mayoritario expresado en el timo son
Inhibinas (dimeros o/f) y no Activinas (dimeros /P). La expresion de la subunidad o fue
de 2-4 veces mayor que la subunidad BA en la etapa mas temprana de diferenciacioén
evaluada E14, esta diferencia aumenta de 15 a 20 veces en timos de etapas fetales E15 y
E16 y vuelve a disminuir en timo adulto donde se expresa a niveles comparables con los
observados en E14. Por otro lado, la expresion de la subunidad BB fue de 15 a 20 veces
menor comparada con la expresion de la subunidad o en todas las etapas de desarrollo
analizadas (Figura 8, panel superior). La expresion del receptor tipo IIB para Activina es
hasta 50 veces mayor que la del receptor tipo IIA en timo fetal del dia 14 y varia de entre 5
y 13 veces en etapas E15, E16 y timo adulto. Con respecto al receptor tipo I, ActRIIB se
expresa el doble en E14 y esta diferencia se incrementa de 3 a 5 veces en etapas E15 y E16
aunque disminuyen en timo adulto a niveles comparables con los observados en la etapa
mas temprana de desarrollo analizada E14 (Figura 8, panel central). Dentro de las Smads,
Smad2 se expresa de 2-3 veces mas que las Smads 3 y 4 en todos los estadios de

maduracion del timo estudiados (Figura 8, panel inferior).
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Figura 8. Abundancia relativa de mRNA de genes relacionados con Activina en el timo. Expresion de mRNA de subunidades de
ligando (panel superior), receptores Tipo Iy II (panel central) y proteinas de sefializacion Smad (panel inferior) en diferentes estadio del
desarrollo fetal y adulto. Los datos representan la expresion con respecto al mRNA de menor expresion en la misma muestra basado en el

numero de amplicones iniciales a partir de cantidades equivalentes de cDNA ajustadas al control endoégeno (f-Actina).
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Analisis de la abundancia relativa de los genes relacionados con Activinas en
subpoblaciones de timocitos y estroma

La expresion de subunidades del ligando en estroma (E15) y timocitos de raton
adulto, confirmd una mayor expresion de Inhibina o por células estromales de hasta 3 veces
comparada con la subunidad BA. La expresion de la subunidad BB en estroma es mucho
menor con niveles 5 y 17 veces menores comparados con lo de Activina BA e Inhibina a,
respectivamente. Por otro lado, las subunidades BA y a expresadas por timocitos DN, DP y
CD4 presentan niveles comparables de expresion entre ellas (Figura 9, panel superior). El
receptor tipo IIA es el que menos se expresa en comparacion con el receptor tipo I y el
receptor tipo 1IB en todas las subpoblaciones analizadas. La expresion del receptor tipo I
Alk-4 varia con respecto al receptor tipo IIB dependiendo de la subpoblacion de timocitos,
siendo el doble en DN y CDS, mientras que en CD4 disminuye 3 veces y en timocitos DP
se observa a niveles equivalentes (Figura 9, panel central). Finalmente en cuanto a la
expresion de Smads, Smad2 se expresa en niveles 2 a 5 veces mayores que Smad3 y
Smad4 tanto en timocitos como en estroma. La expresion de Smad3 y Smad4 es
equivalente en timocitos DN y células estromales, sin embargo los niveles de expresion de
Smad4 disminuyen en timocitos DP y aumentan en SP con respecto a Smad3 (Figura 9,

panel inferior).
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Abundancia con respecto a Act-BA

N/DN/D

D Act-RITIA

. Act-RIIB

N Alk-4

Abundancia con respecto a Act-RIIA

Abundancia con respecto a Smad-3

Est DN bP cb4 cb8

Figura 9. Abundancia relativa de mRNA de genes relacionados con Activina en subpoblaciones del timo. Expresion de mRNA de
subunidades de ligando (panel superior), receptores Tipo 1 y II (panel central), y proteinas Smad (panel inferior) en distintas
subpoblaciones timicas. Los datos representan la expresion con respecto al mRNA de menor expresion en la misma muestra basado en

numero de amplicones iniciales a partir de cantidades equivalentes de cDNA ajustadas al control endogeno (B-Actina). Est: estroma,

N/D: no detectado.
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Expresion de las proteinas Alk-4, Activina BA e Inhibina a en el timo

Para confirmar nuestros resultados de expresion de mRNA a nivel de proteina,
realizamos ensayos de inmunohistoquimica en cortes de timo fetal y timo adulto con
anticuerpos dirigidos contra el receptor tipo I Alk-4 y las subunidades del ligando BA y a.
Con esta técnica fue posible detectar la expresion de Activina BA, Inhibina a y Alk-4 en
todas las etapas de desarrollo del timo analizadas tanto en timos fetales como en adulto
(Figura 10). Para confirmar la expresion de Inhibina a por células del estroma timico, se
utiliz6 un anticuerpo policlonal de conejo dirigido contra la subunidad o del ligando
generosamente donado por el Dr. Wylie Vale. Para identificar las subregiones anatdmicas
del timo (corteza y médula), se llevaron a cabo tinciones de cortes seriados de timo fetal y
adulto utilizando anticuerpos anti queratina (K5 y KS8), para identificar las células
epiteliales de la corteza, y anti-MHC de clase I, para identificar las células dendriticas, que
se encuentran preferencialmente en la médula. Como se observa en la Figura 11, la tincion
para la subunidad o muestra un patron de expresion muy parecido al obtenido con las
tinciones con los anticuerpos que identifican el estroma cortical y medular, lo cual
confirmaria que la expresion de Inhibina o se da mayoritariamente por células estromales,

tanto en timo fetal como en timo adulto.
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Adulto

Inh-a Confgbl

Figura 10. Expresion de Alk-4, Activina BA e Inhibina a en el timo. Secciones timicas (5 um) de timo fetal (E14-E16) y adulto fueron
tefiidas con anticuerpos acoplados a biotina contra Activina BA, Inhibina o 6 Alk-4, seguidos de Estreptavidina-HRP; como control se
muestra la tincion con estretavidina-HRP sola. Las células tefiidas positivamente se visualizan en café (diaminobenzidina), las secciones

se contratifieron en azul (Hematoxilina de Harris). Imagenes mostradas a un aumento de 100X.
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Figura 11. Colocalizacién de la expresién Inhibina a y marcadores de estroma en el timo. Secciones timicas seriadas de 5 um de
timo fetal E14 (A y B) y timo adulto (C y D) fueron tefiidas con anticuerpos acoplados a biotina contra Inhibina o (B y D), queratina 5/8

(A) y MHCII (C) seguidos de Estreptavidina-HRP. Las células tefiidas positivamente se visualizan en café (diaminobenzidina), las

secciones se contratifieron en azul (Hematoxilina de Harris). Imagenes mostradas a un aumento de 10 y 100X.
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Papel de las Activinas e Inhibinas durante el desarrollo de precursores
tempranos Dobles Negativos

Para determinar el papel de las Activinas e Inhibinas en los procesos de
diferenciacion de los timocitos, realizamos cultivos de o6rgano de timo fetal. El cultivo de
organo de timo fetal (FTOC: Fetal Thymic Organ Cultures) es un modelo de diferenciacion
de timocitos in vitro donde es posible analizar el efecto de moléculas de interés en los
procesos de maduracion del linfocito T. Los cultivos parten de timos fetales de dia 14 de
gestacion (E14) donde la mayoria de los timocitos se encuentran en estadio DN; conforme
avanza el cultivo aparecen las subpoblaciones de timocitos DP y SP para finalmente llegar
a poblaciones equivalentes a las observadas en timo adulto (Figura 12). Uno de los 16bulos
de cada timo fetal se cultivd en medio completo y funciond como control; el otro 16bulo se
traté con medio suplementado con 500 ng/ml de los ligandos recombinantes Activina A,
Inhibina A 6 Inhibina B, y después de tres dias de cultivo analizamos y comparamos las
subpoblaciones de timocitos obtenidas con o sin tratamiento. Inicialmente, utilizamos los
marcadores de maduracion CD44 y CD25 para determinar el efecto de los ligandos en
precursores tempranos DN (DN1-DN4). Como se observa en la Figura 13, el tratamiento
con Activina A e Inhibina A promovio el paso de DN3 a DN4, disminuyendo los
porcentajes de precursores DN3 e incrementando los de DN4 a los tres dias de cultivo. Por
otro lado, los 16bulos tratados con Inhibina B presentaron un incremento en el porcentaje de

precursores DN1 comparado con el 16bulo control.
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cD8

CcD4

Figura 12. Cultivo de érgano de timo fetal FTOC (Fetal thymic organ culture). El cultivo parte de timos de estadio E14 de
gestacion enriquecido en precursores DN segun el analisis por FACS con los marcadores superficiales CD4 y CD8. Uno de los
lobulos se mantiene en medio como control y al otro l6bulo se le realiza el tratamiento con los diferentes ligandos en estudio.
Conforme avanza el cultivo los timocitos DN maduran al estadio DP y SP para finalmente contener las subpoblaciones de timocitos

observados en un timo adulto.
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Figura 13. Analisis de precursores DN en cultivos de 6rgano de timo fetal tratados con Activina A, Inhibina A 6 Inhibina B
por tres dias. Se realizaron cultivos de 6rgano de timo fetal durante tres dias con 500 ng/ml de los ligandos recombinantes Activina
A (A), Inhibina A (B) 6 Inhibina B (C). Al final del cultivo los timocitos fueron analizados con base a la expresion de CD44 y
CD25 por FACS para diferenciar entre subpoblaciones DN1-DN4. Los porcentajes de cada subpoblacion obtenidos del 16bulo
tratado se compararon con los obtenidos en el l6bulo control (sin tratamiento). En las graficas se muestran 10 pares de lobulos
representativos de un minimo total de 20 a partir de al menos tres experimentos independientes. El valor promedio (-) y los datos de

significancia > 0.05 fueron obtenidos con la prueba de T para datos pareados.
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Papel de las Activinas e Inhibinas durante el desarrollo de timocitos DN, DP, CD4
y CD8
Una vez que determinamos el efecto de los ligandos recombinantes en los precursores
tempranos, quisimos evaluar el efecto del tratamiento en la generacion de precursores DP y
SP utilizando los marcadores superficiales CD4 y CD8. El tratamiento con Activina A por
tres dias llevo a una disminucion en precursores DN y a un incremento en CDS8 (Figura
14A) . Para determinar si la subpoblaciéon CD8 incrementada por Activina A correspondia a
la subpoblacion ISP (Intermediate Single Positive) presente durante el desarrollo normal
del timo precediendo a la subpoblacion DP [250-252], o a la subpoblaciéon madura CDS§ SP;
utilizamos los marcadores de maduracion CD24 (HSA) y TCRB. CD24 es un marcador de
maduracion que estd expresado en altos niveles en progenitores tempranos y disminuye
después de la seleccion positiva de los timocitos [316], mientras que la expresion de TCRf3
en superficie identifica la expresion del pre-TCR y TCR en los timocitos, la cual
incrementa después de la seleccion positiva y durante la diferenciacion de los timocitos DP
a SP. La tincion para dichos marcadores demostré que la subpoblacion CDS8 incrementada
por Activina A corresponde a la de ISP con altos niveles de expresion de CD24 y baja o
nula expresion de TCRJ (Figura 15).

El tratamiento con Inhibina A promovid el paso de timocitos DN al estadio DP,
disminuyendo el porcentaje de precursores DN e incrementando el de DP (Figura 14B). Por
otro lado, Inhibina B present6 un efecto contrario al de Inhibina A, incrementando el
porcentaje de precursores DN y disminuyendo el de DP (Figura 14C). Paralelamente al
analisis de marcadores de maduracion, realizamos un conteo final de células provenientes

de l6bulos tratados y 16bulos control; el tratamiento con Activina A e Inhibina A no indujo
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cambios significativos en el nimero total de células obtenidas luego de tres dias de cultivo,
sin embargo el tratamiento con Inhibina B disminuy6 el niimero total de células hasta un
33% comparado con el control (Figura 16). Para determinar si dicha disminucion era debida
a un incremento en apoptosis en las subpoblaciones mayoritarias (DN y DP) observadas al
dia tres de cultivo; realizamos un ensayo con el marcador de apoptosis temprana Anexina V
y con el marcador para DNA 7AAD en l6bulos tratados con Inhibina B. El analisis
demostré que habia una disminucion significativa en los porcentajes de precursores DN y
DP vivos, de un 8 y un 6 % respectivamente comparados con el control; por otro lado
también encontramos un incremento de 2% en la apoptosis de precursores DP (Figura 17);
sin embargo el tratamiento con Inhibina B disminuye el paso a DP, por lo que no creemos
que dicho incremento en apoptosis sea suficiente para inducir la disminucién en el nimero

total de células de los 16bulos tratados con Inhibina B.
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Figura 14. Anilisis de precursores DN, DP, CD4 y CD8 en cultivos de érgano de timo fetal tratados con Activina A, Inhibina
A 6 Inhibina B por tres dias. Se realizaron cultivos de 6rgano de timo fetal durante tres dias con 500 ng/ml de los ligandos
recombinantes Activina A (A), Inhibina A (B) ¢ Inhibina B (C). Al final del cultivo los timocitos fueron analizados con base a la
expresion de CD4 y CD8 por FACS para diferenciar entre subpoblaciones DN, DP, CD4 y CDS. Los porcentajes de cada
subpoblacion obtenidos del 16bulo tratado se compararon con los obtenidos en el 16bulo control (sin tratamiento). En las graficas se
muestran 10 pares de lobulos representativos de un minimo total de 20 a partir de al menos tres experimentos independientes. El

valor promedio (-) y los datos de significancia p< 0.05 fueron obtenidos con la prueba de T para datos pareados.
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Figura 15. Expresién de HSA (CD24) y TCRf en timocitos CD8 obtenidos al dia tres de cultivo con Activina. Los precursores CD8
obtenidos de cultivos control sin tratamiento (verde) y tratados con 500 ng/ml de Activina (rosa) durante tres dias fueron analizados en

cuanto a la expresion de los marcadores CD24 (HSA) y TCRp y comparados con la expresion de timocitos CD8 de timo adulto (negro).
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Figura 16. Poblacion total de timocitos obtenidos de cultivos de 6rgano de timo fetal de tres dias. El niimero total de timocitos en
l16bulos de timo fetal en cultivo fue cuantificado en camaras de Neubauer. Las graficas muestran un promedio y error estandar de 20

16bulos con o sin tratamiento al dia tres de cultivo. La significancia fue calculada con la prueba de T para datos pareados (p< 0.05).
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Figura 17. Analisis de apoptosis en timocitos DN y DP tratados con Inhibina B. Timocitos obtenidos de 16bulos control ¢ tratados
con Inhibina B durante tres dias en cultivo de 6rgano de timo fetal, fueron tefiidos con anticuerpos contra los marcadores superficiales
CD4 y CDS, junto con lo marcadores de apoptosis Anexina V y 7AAD. Las graficas muestran el promedio y error estandar de los
porcentajes de timocitos DN y DP vivos (Anexina V', 7AAD") en apoptosis (Anexina V', 7AAD") y muertos (Anexina V', 7AAD") de
dos experimentos independientes. El analisis estadistico se realizd con la prueba de T para datos pareados, p < 0.05 fue tomado como

significativo.
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Debido a que los datos obtenidos en los cultivos de tres dias estimulados con
Activina A e Inhibina A sugerian una promocién de la maduracién de timocitos, decidimos
realizar cultivos a tiempos mas largos para poder determinar si el incremento al dia tres en
precursores ISP 6 DP respectivamente, se reflejaba en un incremento en precursores
maduros SP al dia siete de cultivo donde las subpoblaciones de timocitos maduros CD4 y
CD8 se han diferenciado a partir de precursores DPs (ver Figura 12). El tratamiento con
Activina A por siete dias llevo a una disminucion en precursores DP y CD4, mientras que
los precursores CD8 SP aumentaron. Por otro lado, el tratamiento con Inhibina A solo llevo
a un incremento en la subpoblacion CDS8 y no observamos cambios significativos en las
subpoblaciones de timocitos DP 6 CD4 (Figura 18). Estos datos indican que la Activina A
podria estar promoviendo el compromiso hacia el linaje CDS8 a expensas de la subpoblacion

CD4, mientras que Inhibina A no parece tan claramente influir en la eleccion de linaje.
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Figura 18. Analisis de precursores DN, DP, CD4 y CD8 en cultivos de 6rgano de timo fetal tratados con Activina A o
Inhibina A por siete dias. Se realizaron cultivos de o6rgano de timo fetal durante siete dias con 500 ng/ml Activina A (A) 6
Inhibina A (B). Al final del cultivo los timocitos fueron analizados con base a la expresion de CD4 y CD8 por FACS para
diferenciar entre subpoblaciones DN, DP, CD4 y CD8. Los porcentajes de cada subpoblacion obtenidos del 16bulo tratado se
compararon con los obtenidos en el 16bulo control sin tratamiento. En las graficas se muestran 10 pares de 16bulos representativos
de un minimo total de 20 a partir de al menos tres experimentos independientes. El valor promedio (-) y los datos de significancia

p< 0.05 fueron obtenidos con la prueba de T para datos pareados.
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Caracterizacion de las subpoblaciones de timocitos en ratones deficientes para
Inhibina
Para confirmar el papel de Inhibinas durante el desarrollo del linfocito T en un
modelo in vivo, decidimos analizar el fenotipo del timo en ratones deficientes para
Inhibinas. La ausencia de Inhibinas en timo adulto no afecta ni los porcentajes de
subpoblaciones de timocitos, ni el nimero total de células obtenidas comparados con un
timo de raton normal (Figura 19). Sin embargo, debido a nuestros hallazgos sobre la
expresion de Inhibinas y sus receptores en etapas tempranas de la ontogenia del linfocito T,
consideramos necesario analizar el efecto de la ausencia de las Inhibinas durante los
estadios fetales. Para poder analizar el efecto de la ausencia de Inhibina en timo fetal fue
necesario partir de cruzas de hembras y machos heterocigotos (Inh ™) debido al fenotipo de
esterilidad observado en los ratones homocigotos deficientes [311]. Por otro lado, debido a
que la expresion del ligando reportada en placenta podria compensar la ausencia de
Inhibina en los fetos homocigotos deficientes (") decidimos llevar a cabo cultivos de
organo de timo fetal a partir de timos de ratones deficientes para Inhibinas y los
comparamos con las poblaciones obtenidas en timos silvestres después de siete dias de
cultivo. Como se observa en la Figura 20 (panel central), el analisis de subpoblaciones de
timocitos antes del cultivo (dia cero) que corresponde al estadio embrionario E14, no
mostro diferencias significativas en precursores DN, DP, CD4 y CDS en timos deficientes
para Inhibinas comparados con timos de ratones silvestres. Sin embargo, el analisis en
subpoblaciones de timocitos DN demostré un incremento significativo en precursores
tempranos DN2 en los timos de ratones deficientes (Figura 20, panel superior). El nimero
total de timocitos no fue significativamente distinto en ratones deficientes comparados con

timos de ratones normales (Figura 20, panel inferior). Luego de siete dias de cultivo, el
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porcentaje de timocitos en estadio DN2 contintla siendo mayor en timos de ratones
deficientes, también observamos una disminucion de precursores CD4 en ratones
deficientes para Inhibinas comparados con timos de ratones silvestres. El nimero total de
células en timos de ratones deficientes obtenidos de cultivos de siete dias no fue
significativamente distinto al de timos controles (Figura 21).
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Figura 19. Analisis de subpoblaciones de timocitos en ratones adulto deficientes de Inhibina a. Los timocitos de ratones deficientes
para Inhibina a fueron contados y tefiidos con los marcadores de superficie CD4 y CDS para su analisis por FACS. Las graficas muestran
el promedio y error estandar en los porcentajes de timocitos DN, DP, CD4 y CD8 y la cuantificacién del numero total de células en timos
de ratones adulto deficientes para Inhibina o comparados con timos de ratones silvestres (C57/BL6). Datos de 12 experimentos

independientes.
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Figura 20. Analisis de subpoblaciones de timocitos en timos de ratones E14 deficientes de Inhibina a. Lobulos de timo fetal (E14)
de ratones deficientes para Inhibina o fueron teflidos con los marcadores de superficie CD4, CD8, CD44 y CD25 para su anlisis por
FACS. La cuantificacion se realizé con camaras de Neubauer. Las graficas muestran el promedio y error estandar en los porcentajes de
timocitos DN1-DN4 (panel superior), DN, DP, CD4 y CD8 (panel central) y niimero total de células (panel inferior) en timos fetales de
ratones deficientes para Inhibina o comparados con timos fetales de ratones silvestres (C57/BL6). Datos de 6 experimentos
independientes, el analisis estadistico se realiz0 con una prueba de T para datos no apareados, p< 0.05 fue considerado como

significativo.
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Figura 21. Analisis de subpoblaciones de timocitos de ratones deficientes de Inhibina a en FTOC. Lobulos de timo fetal (E14) de
ratones deficientes para Inhibina o y de ratones control fueron cultivados durante 7 dias en cultivos de 6rgano de timo fetal. Los
timocitos fueron tefiidos con los marcadores de superficie CD4, CD8, CD44 y CD25 para su analisis por FACS. La cuantificacion se
realizd con camaras de Neubauer. Las graficas muestran el promedio y error estandar en los porcentajes de timocitos DN1-DN4 (panel
superior), DN, DP, CD4 y CD8 (panel central) y nimero total de células (panel inferior) en timos fetales de ratones deficientes para
Inhibina o comparados con timos fetales de ratones silvestres (C57/BL6) al dia siete de cultivo. Datos de 6 experimentos independientes,

el analisis estadistico se realizo con una prueba de T para datos no apareados, p< 0.05 fue considerado como significativo.
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Activacion de seiiales mediadas por Activinas en timocitos

Con la finalidad de estudiar la capacidad de respuesta a Activinas en subpoblaciones
de timocitos, analizamos la induccion de la fosforilacion de Smad2/3 en respuesta al
ligando. Realizamos una tincidon de superficie con anticuerpos contra CD4 y CD8 para
diferenciar entre las subpoblaciones de timocitos, estimulamos durante 30 min con los
ligandos recombinantes y utilizamos un anticuerpo especifico de pSmad2/3 para una
tincion intracelular evaluada por citometria de flujo. La estimulacion con los agonistas
clasicos Activina A y TGF-f indujo un incremento en los niveles de pSmad2 comparado
con el nivel basal en todas las subpoblaciones de timocitos. Sorprendentemente y contrario
a lo que se ha postulado, Inhibina A e Inhibina B también llevaron a una fosforilacion de
Smad2/3 en timocitos DN, DP, CD4 y CDS8 (Figura 22). La induccion de pSmad por
Inhibina A fue modesto comparado con Activina A y TGF-B 1, sin embargo, el nivel de
pSmad inducido por Inhibina B fue incluso mayor que el observado con los agonistas
clasicos de la via (Figura 23). Para confirmar el hallazgo de fosforilacion de Smad por
Inhibinas en timocitos, estimulamos células de la linea Jurkat E6-1 con los diferentes
ligandos y repetimos el andlisis de tincion intracelular por citometria de flujo. Los
resultados demuestran que la fosforilacion de Smad2/3 inducida por Inhibinas es

reproducible en células Jurkat (Figura 24).
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Figura 22. Fosforilacién de Smad2 en timocitos. Timocitos de ratones C57/BL6 fueron estimulados durante 30 min con 500 ng/ml de
Activina A (rosa), Inhibina A (morado), Inhibina B (azul) 6 10 ng/ml de TGF-f (verde). La fosforilacién de Smad se grafica con respecto
al nivel basal (negro). Para diferenciar entre subpoblaciones de timocitos realizamos una tincién superficial con anticuerpos contra CD4 y
CD8, para la deteccion de pSmad se utiliz6 un anticuerpo contra la forma bifosforilada de Smad2 seguido de un secundario anti rab-

FITC, las muestras fueron adquiridas y analizadas por FACS. Los datos muestran resultados representativos de tres experimentos

independientes.
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Figura 23. Cuantificacién de la fosforilacion de Smad2 en timocitos. Incremento en la intensidad media de fluorescencia de
fosforilacion de Smad2 con respecto al nivel basal. Analisis del experimento mostrado en la figura 21, el incremento relativo en la
fosforilacion de Smad2 con los diferentes ligandos se grafica en las diferentes subpoblaciones de timocitos. Los datos muestran

resultados representativos de tres experimentos independientes.

1000

‘ == Basal
500, Activina A
— Inhib in a A

6()03 E s Inhibina B

Cuentas

4001

200i 4

1P 10! 10 10° 1¢*

psmad2 FITC
Figura 24. Fosforilacién de Smad2 en células Jurkat por Activina/Inhibinas. Células Jurkat E6-1 fueron estimuladas durante 30 min
con 500 ng/ml de Activina A (verde), Inhibina A (morado) ¢ Inhibina B (azul). La fosforilacion se compard con respecto al nivel basal
(negro). Para la deteccién de pSmad se utilizé un anticuerpo contra la forma bifosforilada de Smad2 seguido de un secundario anti rab-
FITC, las muestras se adquirieron y analizaron por FACS. Los datos muestran resultados representativos de tres experimentos

independientes.
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Dada la dificultad de trabajar con subpoblaciones aisladas de timocitos, decidimos
utilizar la linea Jurkat E6-1 para los estudios posteriores de caracterizacion de la via de
sefalizacion por Inhibinas. Para confirmar la fosforilacion de Smads por Inhibinas y
analizar posibles sefiales de antagonismo o sinergismo entre los diferentes ligandos,
realizamos estimulaciones con Activina e Inhibinas A y B por separado o en conjunto a
distintas proporciones; los resultados demuestran que no hay diferencias significativas en
los niveles de pSmad cuando los ligandos se administran conjuntamente, sugiriendo que no
hay antagonismo ni sinergismo en la induccion de fosforilacion de Smad entre Activina e

Inhibinas A y B (Figura 25).
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Figura 25. Analisis de pSmad en células Jurkat en condiciones de coestimulacion. Células Jurkat E6-1 fueron coestimuladas durante
30 min con 200 ng/ml de Activina A junto con 200, 400 6 600 ng/ml de Inhibina A 6 Inhibina B. Las graficas muestran el promedio y
error estandar del incremento relativo en la intensidad media de fluorescencia de fosforilacion de Smad2 con respecto al nivel basal
analizado por FACS. Los valores de incremento relativo con Inhibinas A y B solas fueron obtenidos estimulando las células con 600

ng/ml. Datos de tres experimentos independientes.
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Con la finalidad de validar nuestros datos por otro método de deteccion, se
resolvieron los lisados de células Jurkat estimuladas con Activina A, TGF-f, Inhibina A ¢
Inhibina B en geles SDS-PAGE, seguido de la deteccion de pSmad2 por Western blot. La
fosforilacion de Smad2/3 por Activina A, TGF-B e Inhibina B se observé en lisados
totales, sin embargo la fosforilacion inducida por Inhibina A sélo se observd de manera
significativa, cuando enriquecimos la proteina inmunoprecipitando previamente los lisados
totales con un anticuerpo especifico para Smad2 (comparar Figura 26a y 26b). La
diferencia observada en el grado de fosforilacion inducida por los distintos ligandos no fue
debido a diferencias en carga de proteina como pudo confirmarse por Western Blot con un
anticuerpo contra Smad2 total realizado en la misma membrana (Figura 26b, panel
inferior). Para poder cuantificar la fosforilacion de Smad 2, analizamos por densitometria
los blots y la sefial de pSmad fue normalizada con el nivel de Smad 2 total para obtener el
incremento relativo de la fosforilacion de Smad 2 con respecto al nivel de fosforilacion
basal (Figura 26c).

Posteriormente, para determinar si la fosforilaciéon de Smad inducida por Inhibinas
en timocitos y células Jurkat era especifico del linaje T o podia detectarse en otros tipos
celulares, estimulamos células de la linea humana HepG2 en paralelo con células Jurkat y
se analizaron lisados totales para la deteccion de pSmad2/3 por Western Blot. Como puede
observarse en la Figura 27, la fosforilacion de Smad2/3 por Inhibinas no se restringe al
linaje T y también se observa en el hepatoma HepG2; el andlisis por densitometria
confirm6 a Inhibina B como el ligando con mayor capacidad de induccién de pSmad. La
fosforilacion de Smad en HepG2 se confirmé inmunoprecipitando con un anticuerpo contra

Smad?2 y realizando deteccién por Western Blot tanto para la forma fosforilada de Smad
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como para la Smad total. Como en el caso de los linfocitos T, también se calculd la

fosforilacion relativa de Smad 2 (Figura 28).
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Figura 26. Inmunodeteccién de pSmad2 en células Jurkat E6-1. Analisis de la fosforilacion de Smad2 por Western blot en lisados
totales de células Jurkat estimuladas durante 30 min con 500 ng/ml de Activina A, Inhibina A, Inhibina B, 6 10 ng/ml de TGF-f (a).
Inmunoprecipitaciones con un anticuerpo anti-Smad2 de lisados de células Jurkat estimuladas con los diferentes ligandos, el Western blot
se realizo primero con un anticuerpo contra Smad2 y la misma membrana se probo con un anticuerpo anti-pSmad?2 (b). (¢) Cuantificacion
por densitometria del incremento relativo de pSmad inducido por los ligandos en las membranas mostradas en (b) normalizadas con

respecto a la proteina total y graficada con respecto al nivel basal de fosforilacion.
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Figura 27. Inmunodeteccion de pSmad2 en células Jurkat E6-1 y HepG2. Analisis de la fosforilacion de Smad2 por Western blot en
lisados totales de cé¢lulas Jurkat y HepG2 estimuladas durante 30 min con 500 ng/ml de Activina A, Inhibina A, Inhibina B, 6 10 ng/ml de
TGEF-B. El Western blot se realizo primero con un anticuerpo contra Smad2 y la misma membrana se prob6 con un anticuerpo anti-
pSmad2. La grafica muestra el incremento relativo de pSmad inducido por los ligandos en células Jurkat y HepG2 normalizadas con

respecto a la proteina total y graficada con respecto al nivel basal de fosforilacion.
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Figura 28. Inmunodeteccion de pSmad2 en inmunoprecipitados de células HepG2. Analisis de la fosforilaciéon de Smad2 por
Western blot en inmunoprecipitados con un anticuerpo anti-Smad2, a partir de lisados totales de células HepG2 estimuladas durante 30
min con 500 ng/ml de Activina A, Inhibina A, Inhibina B, 6 10 ng/ml de TGF-B. El Western blot se realizo primero con un anticuerpo
contra Smad2 y la misma membrana se probd con un anticuerpo anti-pSmad2. La grafica muestra el incremento relativo de pSmad
inducido por los ligandos en células HepG2 normalizadas con respecto a la proteina total y graficada con respecto al nivel basal de

fosforilacion.
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Debido a que nuestro hallazgo de fosforilaciéon de Smads por Inhibinas es el primer
reporte de activacion de la via candnica de la superfamilia del TGF- mediada por los
supuestos antagonistas de Activinas; era necesario caracterizar la induccion de pSmad por
Inhibinas. Realizamos curvas dosis-respuesta donde comparamos la induccion de
fosforilacion de Smad2/3 mediada por Inhibina B con la inducida por el agonista clasico
Activina A. Nuestros datos demuestran que Inhibina B puede llevar a una fosforilacién de
Smad a una concentracion minima de 0.5 ng/ml, incluso menor que la requerida para
inducir dicha fosforilacién por Activina A (5 ng/ml) (comparar panel superior e inferior en
Figura 29); nuestros datos demuestran que el nivel de induccion de pSmad con respecto a la
fosforilacion basal fue casi 10 veces mayor con Inhibina B que con Activina A. Por otro
lado, las curvas curso-temporal demostraron que la activacion de Smad por Inhibina B se
da a partir de los 15 minutos de estimulacion, (Figura 30, panel inferior) presentando una
cinética similar a la observada por Activina A en cé€lulas Jurkat (Figura 30, panel superior).
La cuantificacion por densitometria sugiere que el incremento con respecto al basal para el
caso Activina fue mayor que el observado con Inhibina B, sin embargo la fosforilacion
basal de la cinética de Inhibina B fue mayor como puede observarse en el panel inferior de

la figura 30.
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Figura 29. Curva dosis-respuesta de induccién de pSmad2 por Activina A e Inhibina B. Analisis de la fosforilacion de Smad2 por
Western blot en lisados totales de células Jurkat estimuladas durante 30 min con concentraciones crecientes de Activina A ¢ Inhibina B.
El Western blot se realizo primero con un anticuerpo contra Smad2 y la misma membrana se prob6 con un anticuerpo anti-pSmad?2. La
grafica muestra el incremento relativo de pSmad inducido por las distintas concentraciones del ligando en células Jurkat normalizadas

con respecto a la proteina total y graficada con respecto al nivel basal de fosforilacion.
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Figura 30. Cinética de activacion de Smad2 por Activina A e Inhibina B. Analisis de la fosforilacion de Smad2 por Western blot en
lisados totales de células Jurkat estimuladas con 500 ng/ml de Activina A 6 Inhibina B a distintos tiempos. El Western blot se realizo
primero con un anticuerpo contra Smad2 y la misma membrana se probd con un anticuerpo anti-pSmad2. La grafica muestra el
incremento relativo de pSmad inducido por las distintas concentraciones del ligando en células Jurkat normalizadas con respecto a la

proteina total y graficada con respecto al nivel basal de fosforilacion.
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Las sefiales que llevan a la activacion de Smads por miembros de la superfamilia del
TGF-B requieren de la activacién de un receptor tipo I, responsable de la fosforilacion de
Smads. Para determinar si la fosforilacion de Smads inducida por Inhibinas era dependiente
de un receptor tipo I, estimulamos células Jurkat con Activina A, Inhibina A 6 Inhibina B
en presencia de la droga inhibitoria de la actividad del dominio de cinasa de receptores tipo
I (Alk4, AlkS y Alk7) SB431542 [317-319]. Para estos ensayos redujimos la concentracioén
del ligando a 250 ng/ml y analizamos la fosforilacion de Smad tanto por citometria de flujo
como por Western Blot. La induccion de fosforilacion de Smad observado con los ligandos
se abate en presencia de SB431542 como puede observarse en el analisis por FACS (Figura
31); sin embargo el tratamiento con el inhibidor aumento los niveles basales de
fluorescencia analizados por citometria, por lo que no descartamos la posibilidad de que la
droga afecte la permeabilidad celular. La fosforilacion de Smad analizada por Western
Blot, también disminuye en presencia del inhibidor, especialmente en los estimulos
dependientes de Activina A e Inhibina B (Figura 32), el anélisis por densitometria demostro
que la inhibicién de pSmad por la droga en respuesta a Activina fue de casi 10 veces,
comparada con una disminucidon de 2 veces con Inhibina A y 4 veces con Inhibina B
(grafica Figura 32). Nuestros datos sugieren que la fosforilacion de Smads inducido por
Inhibinas depende de la activacion de un receptor tipo I como se ha descrito para otros

ligandos pertenecientes a la superfamilia del TGF-p.
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Figura 31. Fosforilaciéon de Smad2 en células Jurkat por Activina/Inhibinas en presencia del inhibidor SB431542. C¢lulas Jurkat
E6-1 fueron preincubadas durante 30 min con el inhibidor de receptores tipo I: SB431542 (10puM), previo a la estimulacion durante 30
min con 500 ng/ml de Activina A (rosa), Inhibina A (morado) 6 Inhibina B (azul). La fosforilacion se compard con respecto al nivel
basal (negro). Para la deteccion de pSmad se utiliz6 un anticuerpo contra la forma bifosforilada de Smad2 seguido de un secundario anti

rab-FITC, las muestras se adquirieron y analizaron por FACS. Los datos muestran resultados representativos de tres experimentos

independientes.
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Figura 32. Inmunodeteccién de pSmad2 en inmunoprecipitados de células Jurkat en presencia del inhibidor SB 431542. Analisis
de la fosforilacién de Smad2 por Western blot en inmunoprecipitados con un anticuerpo anti-Smad?2, a partir de lisados totales de células
Jurkat preincubadas durante 30 min con el inhibidor de receptores tipo II SB431542 (10 uM) previo a la estimulacion con 500 ng/ml de
Activina A, Inhibina A, Inhibina B, 6 10 ng/ml de TGF-$ por 30 min. El Western blot se realizo primero con un anticuerpo contra Smad2
y la misma membrana se probd con un anticuerpo anti-pSmad2. La grafica muestra el incremento relativo de pSmad inducido por los
ligandos en células HepG2 normalizadas con respecto a la proteina total y graficada con respecto al nivel basal de fosforilacion. Se

muestra un resultado representativo de tres experimentos independientes.
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Discusion

El analisis de expresion de Activinas e Inhibinas permiti6 la caracterizacion de los
patrones de expresion de ligandos, receptores y proteinas de sefializacion intracelular en el
timo. La expresion de proteinas involucradas en la sefializacion por Activinas se detecta
desde etapas tempranas en desarrollo en timos de E14-E16 por lo que esta via podria
regular diferenciacioén y organogénesis desde etapas fetales. El estudio se realiz6 analizando
etapas de diferenciacion de los timocitos correspondientes a importantes puntos de control
durante su desarrollo: los timos E14 se encuentran enriquecidos en precursores DNI1 y
DN2, mientras que timos E15 contienen las cuatro subpoblaciones de timocitos DN (DN1-
DN4). La eleccion de linaje T y la seleccion B ocurren entre las etapas fetales E14 y E15.
Por otro lado en el estadio E16 aparecen los primeros timocitos con fenotipo DP. En timo
adulto ya encontramos las cuatro subpoblaciones principales de timocitos DN, DP, CD4 y
CD8 y tanto la seleccion positiva como la negativa han ocurrido y contintian teniendo
lugar. Nosotros detectamos la expresion de los componentes de la via de sefializacion
pertenecientes a la subfamilia de Activinas en todos los estadios de maduracion evaluados y
correspondientes a los puntos de control importantes en la maduracion de los timocitos.
Nuestros datos de expresion de la subunidad a para el ligando es el primer reporte que
demuestra la expresion de Inhibinas en el timo. El analisis de la expresion caracterizada a
nivel de subpoblaciones indica que tanto las células del estroma como los timocitos son
capaces de responder al estimulo dado por los ligandos de la subfamilia de Activinas. La
expresion de las subunidades de los ligandos restringida mayoritariamente al
compartimiento estromal, sugiere una regulacion paracrina de la via de las Activinas en los
timocitos y podria explicar la disminucion de la expresion en etapas fetales E15 y E16

comparada con la observada en EI4, donde la proliferacion de timocitos DN,
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especificamente DN1 y DN2, podria disminuir la relacion estroma/timocitos y diluir la
sefial de los ligandos. Cabe mencionar que el estroma utilizado en nuestro analisis de
expresion corresponde a un estroma fetal, que seria mayoritariamente cortical. Aunque
nuestras tinciones de inmunohistoquimica en timo adulto parecen detectar marca tanto en la
corteza como en la medula, se requeriria una doble tincion de un marcador medular y
cortical, respectivamente, para demostrar si el ligando se expresa diferencialmente en las
poblaciones estromales. La expresion de la subunidad BB en timo total, pero ausente en las
subpoblaciones purificadas de timocitos del raton adulto, indica que esta expresion estd
dada por células estromales y contradice un estudio anterior en donde se reportaba dicha
expresion en timocitos [267]. Adicionalmente, nuestros datos sugieren que la expresion de
subunidades del ligando BA y a a pesar de ser de menor magnitud que en el estroma,
también ocurre en los timocitos y varia dependiendo del estadio de maduraciéon: la
subunidad BA se expresa en timocitos DN en niveles significativamente mayores que en las
subpoblaciones DP, CD4 y CDS; dentro de las subpoblaciones SP, los timocitos CD8
tienen niveles de expresion mayores a los de CD4. La expresion de la subunidad BA en
timocitos contradice un reporte previo en el que se describia la expresion de dicha
subunidad por células del estroma, sin embargo ese estudio no se realizd en poblaciones
purificadas y utilizé un método de deteccion de menor sensibilidad [267]. Por otro lado la
expresion de la subunidad o no presenta variaciones importantes entre timocitos DN, DP y
CD4, sin embargo los timocitos CD8 no la expresan, indicando una regulacion de la
expresion dependiente de la subunidad y del estadio de maduracion del timocito.

Finalmente, el analisis de abundancia relativa demostré que la subunidad o estd expresada

en niveles superiores a los de las subunidades B, por lo que la probabilidad de formar
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dimeros o/f es mayor a la de formar dimeros PB/B, por lo que postulamos una mayor
expresion de Inhibinas que de Activinas en el timo.

La expresion del receptor tipo I no presenta diferencias significativas cuando
analizamos timos completos, sin embargo, a nivel de subpoblaciones, la expresion es
significativamente mayor en precursores DN, donde se habia reportado una activacion de
senales dependientes de Activina [267]. La expresion de receptores tipo II si presenta
cambios en los estadios de maduracidon analizados, siendo siempre mayor en E14; cuando
hicimos el analisis de subpoblaciones encontramos que el receptor tipo IIA esta expresado
mayoritariamente en células del estroma mientras que el receptor tipo IIB tiene niveles de
expresion en el estroma comparables a los observados en precursores DN y DP. Nuestro
analisis de abundancia relativa de receptores propone al par de receptores tipo I y tipo 1B
como los responsables de mediar sefiales dependientes de Activina en el timo tanto en
timocitos como en las células del estroma, sin embargo no podemos descartar una
contribucion del receptor tipo IIA particularmente en el estroma en donde observamos una
expresion significativamente mayor a la observada en timocitos.

La expresion de proteinas Smad no presento diferencias significativas entre timos de
etapas fetales y adulto; a nivel de subpoblaciones nuevamente la subpoblacion DN
presenta niveles de expresion de Smad 2 y 3 mayores a los observados en timocitos DP,
CD4, CD8 y células del estroma. La Smad comin Smad4 se expresa en timocitos DN y el
estroma a niveles comparables, sin embargo es menor en timocitos DP, CD4 y CDS. El
analisis de abundancia relativa de Smads en las distintas poblaciones celulares del timo,
demostrd que Smad2 se expresa en proporciones mayores a las de Smad3 y 4 en todas las
subpoblaciones analizadas, por lo que a pesar de haber diferencias en los niveles basales de

expresion entre subpoblaciones, la expresion de Smad2 siempre es mayor al de las otras
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Smads, independientemente de la subpoblacion que se analice. En resumen, la expresion de
receptores tipo I y II y de proteinas Smad en subpoblaciones de timocitos fue mayor en
precursores DN, sin embargo no podemos descartar que la expresion de receptores y Smads
en timocitos DP, CD4 y CDS8 pueda conferir capacidad de respuesta al ligando en dichas
subpoblaciones, como se demostr6 en nuestros ensayos funcionales de fosforilacion de
Smad. Los datos de expresion de Activinas, Inhibinas, receptores tipo I, tipo II y proteinas

Smad se esquematizan en la Figura 33.
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Figura 33. Expresiéon de Activinas/Inhibinas en el timo. Las subunidades del ligando Activina A, BB e Inhibina a se expresan en el
timo, mayoritariamente por células del estroma aunque las subunidades BA y o también se expresan en timocitos. La subunidad o se
expresa en mayores niveles que las subunidades [, sugiriendo una expresion preferencial de Inhibinas en el timo. Los receptores tipo 1y
1IB al igual que Smads 2, 3 y 4 se expresan diferencialmente en precursores de timocitos, siendo mayor en poblaciones DN. La expresion

del receptor tipo IIA se da primordialmente por células del estroma.
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El papel de ligandos de la subfamilia de Activinas/Inhibinas en el desarrollo del
linfocito T se evalud en cultivos de o6rgano de timo fetal tratados con Activina A, Inhibina
A 6 Inhibina B. Dentro de las cuatro subpoblaciones DN, el tratamiento con Activina A e
Inhibina A promovi6 la maduracion de los timocitos del estadio DN3 al estadio DN4 al dia
tres de cultivo, este hallazgo es relevante dado que es el primer reporte de una regulacion
positiva mediado por miembros de la superfamilia del TGF- durante el primer punto de
control en el desarrollo 6 la seleccion B; interesantemente este efecto es contrario al
previamente descrito para BMPs [299] apoyando el antagonismo de sefiales de Activinas y
BMPs observado en otros modelos de diferenciacién, como es la especificacion del eje
dorso ventral en Xenopus [320]. Por otro lado, Inhibina B tiene un efecto en precursores
DN similar al reportado con otros ligandos de la superfamilia como los TGF-Bs y los
BMPs, inhibiendo el desarrollo de timocitos al arrestar la maduracion de los mismos en el
estadio DN1 [265, 299-301]. Sin embargo, la disminucion en el nimero total de células en
cultivos tratados con Inhibina B podria deberse a un arresto en ciclo celular como se vio
con el tratamiento con TGF-f 6 BMPs [265, 299] o bien a un incremento en apoptosis.
Nuestros datos del analisis de la apoptosis temprana y tardia mediante Anexina V y yoduro
de propidio, indico que existe un aumento de la apoptosis temprana en precursores DP,
contrario a lo que se habia postulado para BMPs, las cuales parecian promover
sobrevivencia y disminuir el porcentaje de apoptosis en timocitos [300]. Sin embargo, el
incremento en apoptosis fue de un 8 a un 10% en DP; poblacion que al dia 3 representa el
17% del total de timocitos en cultivo y que se encuentra disminuida en 16bulos tratados con
este ligando, por lo que es poco probable que la apoptosis en esta subpoblacion, explique
totalmente la reduccion significativa (75%) del ntimero de timocitos en timos fetales

tratados con Inhibina B al dia 3 de cultivo. Adicionalmente, la disminucién en los
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porcentajes de células vivas en las subpoblaciones DN y DP de timos tratados con Inhibina
B, sugieren su posible participacion en la sobrevivencia de timocitos aunque tendrian que
hacerse un analisis mas detallados para comprobarlo.

El decremento en la subpoblacion DN y el incremento en la subpoblaciéon CD8 ISP
por Activina A al dia tres de cultivo, apoya una regulacion positiva en la maduracion
promoviendo el paso de DN a ISP CD8", lo cual estd determinado por los niveles de
expresion de CD24 y TCRp. En contraste, el tratamiento con Inhibina A promueve la
maduracion de los timocitos a un estadio de diferenciacion posterior al inducido por
Activina A, incrementando el porcentaje de precursores DP, por lo que actuaria
promoviendo el paso de DN a DP. Cabe sefialar que Activina A e Inhibina A no parecen
tener funciones antagénicas en la regulacion del desarrollo y la diferenciacion de los
timocitos como se ha descrito para otros modelos [215-217], apoyando datos previos donde
se demuestra que el antagonismo observado por estos ligandos depende del tipo celular y
no necesariamente ocurre en todo tejido que los coexprese [218-220]. Inhibina B por su
parte, induce un incremento en precursores DN y un decremento en DP, el efecto podria
explicarse por el arresto observado en DNI, que llevaria a un incremento en la
subpoblacion total DN. Un dato importante obtenido con este analisis fue el efecto
antagdnico de Inhibina A e Inhibina B, evaluado en cuanto a los porcentajes de DN y DP
obtenidos posterior al tratamiento; mientras Inhibina A incrementa el porcentaje de DPs, es
decir parece promover maduracion, la Inhibina B incrementa el porcentaje de DN, y por lo
tanto parece frenar la maduracion. Habria que analizar si dicho antagonismo también se
observa en las respuestas celulares inducidas en timocitos, que en el caso de Inhibina B fue
una induccion de apoptosis y posiblemente, para el caso de Inhibina A, pudiera ser lo

contrario, como seria un incremento en la sobrevivencia o proliferacion. Sin embargo,
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nuestros resultados no mostraron diferencias significativas en el niamero total de timocitos
obtenidos luego del tratamiento con Inhibina A y se requeriria un andlisis mas detallado del
ciclo celular en cada una de las subpoblaciones timicas, asi como un andlisis de la
proliferacion in vitro mediante incorporacion de BrdU, para asi poder concluir si existe un
efecto de estos ligandos sobre el ciclo celular.

Los resultados obtenidos al dia tres sugerian que tanto Activina A como Inhibina A
podrian promover la maduraciéon de los timocitos, por lo que quisimos evaluar si el
incremento en ISP ¢ DP llevaba a un mayor porcentaje de precursores tardios SP al dia
siete de cultivo. Los resultados obtenidos demostraron que Activina A al igual que lo que se
habia reportado para TGF-B [265], induce la diferenciacion hacia el linaje CDS"
disminuyendo el porcentaje de timocitos DP y CD4 e incrementando el de CDS. Los
timocitos CD8 generados por el tratamiento con Activina A durante siete dias presentan
bajos niveles de expresion de CD24 y altos de TCRp por lo que se trata de timocitos CD8"
SP. Inhibina A también indujo un incremento en precursores CD8 y considerando que el
tratamiento con el mismo ligando al dia tres de cultivo inducia un incremento en DP, éstos
CDS8 son probablemente SP; sin embargo los porcentajes de timocitos DP y CD4 obtenidos
de lobulos tratados con Inhibina A no muestran diferencias significativas con respecto al
l6bulo control por lo que no podemos concluir que Inhibina A promueva la diferenciacion
hacia el linaje CDS. Finalmente, habria que considerar las limitantes de utilizar FTOC
como modelo de diferenciacion, dentro de las que podemos mencionar una menor
diferenciacion de precursores CD4, especialmente en cultivos de corta duracion; por lo que
para descartar o demostrar el efecto de Activinas/Inhibinas en los procesos de seleccion
negativa, positiva y eleccion de linaje seria necesario realizar cultivos a dias posteriores,

donde las subpoblaciones de timocitos sean equivalentes a las observadas en timo adulto.
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Nuestros datos de participacion de Activinas e Inhibinas durante el desarrollo del linfocito

T se resumen en la Figura 34.

000043:
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Figura 34. Regulacion del desarrollo de timocitos por Activinas/Inhibinas. Nuestros ensayos in vifro demostraron que Activina A e
Inhibina A promueven el paso de DN3 a DN4 y de DN a ISP 6 a DP respectivamente. Inhibina B frena el desarrollo de timocitos en el
estadio DN1 y promueve la apoptosis de timocitos aunque también podria estar regulando la sobrevivencia de los mismos. Activina A
promueve el paso a CD8 SP e inhibe el desarrollo de linfocitos CD4 SP. El efecto de Inhibina A en precursores maduros no es claro

aunque también podria promover el paso a CD8 SP.

El andlisis de los ratones adultos deficientes para la subunidad o de Inhibina y por
lo tanto deficientes en la expresion de Inhibinas, no mostrd diferencias en los porcentajes
de subpoblaciones de timocitos ni en el numero total de células con respecto a un ratén
silvestre; sin embargo nuestros hallazgos de expresion de Inhibinas en desarrollo sugerian
su papel potencial en etapas de diferenciacion temprana en donde era necesario analizar su
deficiencia. El requerimiento de cruzas de heterocigotos para la generacion de ratones
deficientes para Inhibina dado su fenotipo de esterilidad, podria compensar la ausencia de
ligando en los fetos deficientes en Inhibinas por la expresion del ligando en placenta, por lo
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que la fuente materna proveeria de Inhibinas durante el desarrollo. Para asegurar una
deficiencia real del ligando en desarrollo, aislamos timos fetales E14 de cruzas
heterocigotas (los cuales fueron tipados genotipicamente mediante PCR, para identificar los
fetos silvestres, heterocigotos u homocigotos) mismos que fueron utilizados en FTOC. El
andlisis de subpoblaciones de timocitos al dia cero mostré un incremento significativo de
precursores tempranos DN2 en timos de fetos deficientes con respecto a timos de fetos
silvestres; al dia siete de cultivo continua el incremento en DN2 en timos de ratones
deficientes y adicionalmente encontramos un decremento en precursores CD4, sin embargo
este incremento en poblaciones SP, especialmente CD4 tendria que evaluarse en dias
posteriores de cultivo, dada la naturaleza del modelo utilizado en este estudio.
Adicionalmente, el andlisis de las subpoblaciones de timocitos de ratones deficientes de
Inhibina al dia siete de cultivo fetal, mostr6 una tendencia de incremento en la poblacion
DN y un decremento en DP, sugiriendo un posible retraso en el desarrollo, mismo que
tendria que analizarse mas detalladamente. Por otro lado, al analizar el nimero total de
timocitos al cabo de 7 dias de cultivo encontramos una tendencia que indica una
disminucion del nimero total de timocitos provenientes de fetos deficientes de Inhibinas,
aunque no encontramos diferencias estadisticamente significativas respecto a los timos de
los fetos silvestres. El fenotipo de aparente retraso en el desarrollo, confirmaria un papel
para Inhibina A para promover el desarrollo de los timocitos, como observamos en nuestros
ensayos in vitro. La ausencia de un fenotipo relacionado con la deficiencia de Inhibina B
podria deberse a la menor expresion de este ligando en el timo, puesto que la subunidad BB
se expresa en menor cantidad que la BA, y dentro de los ligandos de Inhibina, Inhibina A

seria el ligando mayoritario expresado en el timo.
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Por otro lado, puesto que previamente habiamos demostrado que todos los
componentes de la via canonica de sefializacion por Activinas se encuentran presentes a lo
largo del desarrollo de los timocitos [321], quisimos demostrar la activacion de esta via
mediante el andlisis de la fosforilacion de Smad2/3. El andlisis por subpoblaciones
demostr6 la fosforilacion de Smad2 en precursores DN, que ya se habia reportado
anteriormente [267], sin embargo contrario a lo que se habia propuesto, la fosforilacion de
Smads por Activina A, no estd restringida a precursores DN, y los timocitos DP, CD4 y
CDS8 también pueden responder al estimulo incrementando los niveles de fosforilacion de
Smad2/3. Lo anterior sugiere que, a pesar de haber mayor expresion de receptores en
timocitos DN, los timocitos DP, CD4 y CDS8 también pueden activar la via sefalizacion de
las Smads en respuesta a Activinas. De manera similar, las sefiales inducidas por TGF-f3 no
se restringieron a los precursores SP como se habia propuesto, dada la mayor expresion del
receptor tipo I para TGF-f3, Alk-5, en dichos precursores, pues en nuestros ensayos también
observamos una fosforilacion de Smad2/3 en respuesta a TGF-$ en timocitos DN y DP.
Sin embargo, tenemos que considerar el hecho de que el anticuerpo utilizado podria estar
reconociendo Smad 2 y 3, por lo que no podemos descartar que exista una activacion
diferencial de dichas vias, dependiendo del estadio de diferenciacion del timocito.

En nuestros estudios iniciales sobre la funcion de las Activinas utilizamos a las
Inhibinas, esperando que éstas actuarian como antagonistas de la sefal de las Activinas, y
por lo tanto, inhibirian las sefiales de activacion dependientes de Smads inducidas por
Activina. Sorprendentemente, Inhibina A e Inhibina B no inhibieron la fosforilacion de
Smads inducida por Activina y contrario a lo que se esperaba, también fueron capaces de
inducir una sefal de activacion fosforilando Smad2/3 en todas las poblaciones de timocitos

analizadas. El efecto en la activacion de Smads depende del ligando; Inhibina A induce una
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fosforilacién menor a la observada con los agonistas cldsicos, sin embargo Inhibina B llevo
a niveles de fosforilacion incluso mayores a los inducidos por Activina A y TGF-
B1, evaluado como el incremento en la intensidad media de fluorescencia por ensayos de
tincidn intracelular y andlisis por FACs. Nuestros datos proveen de la primer evidencia que
demuestra una sefal de activacion y fosforilacion de Smads por Inhibinas.

Los ensayos realizados en células Jurkat nos permitieron caracterizar en detalle la
via de fosforilacién de Smads por Inhibinas. En esta linea celular de linfocitos T maduros
confirmamos que las Inhibinas podian llevar a la activacion de Smad2/3 mediante el
analisis por FACs, y este dato fue reproducible al analizarse por Western blot. La débil
induccion de fosforilacion de Smads por Inhibina A se detectd unicamente previa
inmunoprecipitacion de Smad?2 total, seguido de western blot con anticuerpo anti-pSmad 2.
Con los ensayos de inmunoprecipitacion podemos asegurar que la Smad fosforilada por
Inhibinas es Smad2, sin embargo la fosforilacion de Smad detectada en los ensayos de
western blot a partir de lisados totales, podria incluir Smad 3 pues también es reconocida
por el anticuerpo contra pSmad, por lo que no podemos descartar que Smad3 también se
fosforile en respuesta a Inhibinas.

Adicionalmente, la fosforilacion de Smads inducida por Inhibinas también fue
reproducible en la lineca HepG2 tanto en lisados totales como en ensayos de
inmunoprecipitacion y Western Blot, demuestra que nuestro hallazgo no es un fendmeno
dependiente del tipo celular y podria estar ocurriendo en otros tejidos blanco para este
ligando.

Mediante una curva dosis-respuesta de activacion de Smads por Inhibina B pudimos
determinar la concentracion minima necesaria para inducir la fosforilacion de Smad, que

resultd ser 10 veces menor de la requerida para inducir una fosforilacion detectable por
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Activina A. Adicionalmente, Inhibina B llevd a niveles de pSmad casi dos ordenes de
magnitud mayores que los observados en estado basal, siendo mayor incluso comparado
con la induccion por el agonista clasico Activina A. Por otro lado, la cinética de
fosforilacion de Smads por Inhibina B es similar a la observada con Activina A induciendo
una activacion de Smads desde los 15 min de estimulacién, misma que se mantiene
practicamente igual hasta los 60 min.

Finalmente, en un intento por dilucidar el posible mecanismo de accion de las
Inhibinas, utilizamos una droga que inhibe la activacion de los receptores tipo I. Nuestros
datos demuestran que la fosforilacion de Smads por Inhibinas depende de alguno de los
receptores tipo I para Activina o TGF-B, ya sea Alk4, AlkS o Alk7, en base a la
disminucién de la fosforilacion de Smad en presencia de la droga SB431542. Se ha
postulado que la estimulaciéon mediada por TGF- lleva a una mayor fosforilaciéon de
Smad3 que de Smad2 [132, 183], posiblemente por esta razéon no pudimos observar una
disminucion en la fosforilacion de Smad2 en los ensayos de inhibicion con SB431542
cuando se analiz6 la respuesta inducida por TGF-f en inmunoprecipitados de Smad2 en
células Jurkat. En cuanto a la dependencia de algin receptor tipo I para la sefial por
Inhibinas, existen dos reportes donde se demostrd que las Inhibinas son incapaces de unirse
al receptor tipo I Alk4 [227, 228] por lo que este receptor podria descartarse inicialmente;
sin embargo no hay reportes a la fecha que investiguen la capacidad de las Inhibinas de
poder unirse a algin otro receptor tipo I. AlkS también se expresa en el timo [267] y
estudios preeliminares realizados en nuestro laboratorio sugieren la expresion de Alk7 en
timocitos y cé€lulas Jukat por lo que cabe la posibilidad de que alguno de ellos esté
funcionando en la via de fosforilacion de Smads inducida por Inhibinas en el timo. Un dato

interesante es que la linea HepG2, a pesar de responder a Inhibinas, no expresa el receptor
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Alk7, sugiriendo que la sefial por Inhibinas al menos en este hepatoma, no depende de este
receptor tipo I. Por otro lado, también hay reportes en los que se ha postulado la
participacion de B-glicano en las sefiales mediadas por Inhibinas [233-236]. El B-glicano
funcionaria como un receptor para Inhibinas y podria facilitar el reconocimiento del ligando
por el receptor tipo 1. La expresion de ésta molécula en el timo fue sugerida por el grupo de
Takahama en 1994 [254] y en nuestro laboratorio actualmente estamos realizando
experimentos que nos puedan confirmar esta expresion en timocitos.

Alternativamente, y dada la relevancia de nuestro hallazgo, es importante
determinar si esta induccion de Smads por Inhibinas no es debida a una induccion en la
secrecion de agonistas cldsicos como serian TGF-B ¢ Activina; sin embargo dadas las
caracteristicas cualitativas y cuantitativas de esta induccion y los cortos tiempos requeridos
para una fosforilaciéon de Smads por Inhibinas, creemos que esta posibilidad seria poco
probable y las sefiales inducidas por Inhibinas son directamente por su union y activacion
de alguno de los receptores tipo I que llevarian a la fosforilaciéon de Smads.

Sorprendentemente y contrario a lo que se ha postulado como posibles mecanismos
de antagonismo entre Activinas e Inhibinas; nuestros datos representan el primer reporte en
el que las Inhibinas poseen un mecanismo de sefalizacion propio que se comparte con
Activinas y depende de receptores tipo I y proteinas Smad (Figura 35). Finalmente, habria
que determinar si la fosforilacion de Smads por Inhibinas lleva a la activacion de genes
blanco dependientes de Smad.

En el futuro serd de vital importancia identificar y caracterizar los componentes
involucrados en la via de sefializacion inducida por Inhibinas en timocitos para establecer el
mecanismo molecular responsable de la induccion de sefales por estos ligandos, mismo

que a la fecha se desconoce.
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Figura 35. Modelo de activacion de Smad por Inhibinas. Nuestros datos sugieren un mecanismo de sefalizacion por Inhibinas que
involucran la activacion de algun receptor tipo I, mismo que lleva a la fosforilacion de proteinas R-Smad. Es importante determinar si la
fosforilacion de Smads por Inhibinas llevan a la regulacion de genes blanco en niicleo y descartar que la induccion de ésta fosforilacion
no sea debida a la induccion de la secrecion de los agonistas clasicos de la via como Activina y TGF-f3 en respuesta a Inhibinas. De
cualquier forma, nuestros resultados proveen de la primer evidencia en la que Inhibinas inducen la activacion de una via de sefializacion

intracelular que, interesantemente y contrario a lo postulado por afios involucra la fosforilacién de proteinas Smad.
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Conclusiones

Las Activinas e Inhibinas, receptores tipo I, tipo Il y proteinas Smads se expresan en
el timo desde etapas tempranas en desarrollo. Las subunidades de los ligandos se expresan
mayoritariamente en células del estroma y los ligandos mas expresados son las Inhibinas.
Dentro de los precursores de timocitos, la subpoblacion DN presenta mayores niveles de
expresion de los receptores, sin embargo la expresion observada en los timocitos DP y SP
es suficiente para activar la via de sefializacion dependiente de Activinas medido como la
fosforilacion de Smad.

Activina A e Inhibina A no antagonizan durante el desarrollo temprano del linfocito
T, pues ambos ligandos promueven la maduracion de los timocitos. Por otro lado, la
Inhibina B, al igual que otros ligandos descritos como TGF-s y BMPs, inhibe el desarrollo
de los timocitos y reduce el numero total de células posiblemente debido a un arresto en el
ciclo celular. El andlisis de las subpoblaciones de timocitos en ratones deficientes de
Inhibinas demostr6é que la ausencia del ligando induce un retraso en desarrollo durante las
etapas fetales de maduracion de los timocitos.

Las Inhibinas, al igual que las Activinas, pueden activar la via de sefializacion
dependiente de un receptor tipo I y llevar a una fosforilacion de proteinas Smads en

distintos tipos celulares.
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Perspectivas

-Analizar el papel de Activinas/Inhibinas en la regulacion del ciclo celular y proliferacion
de los timocitos

-Realizar analisis de apoptosis, ciclo celular y proliferacion en cultivos de timo fetal de
ratones deficientes de Inhibinas para determinar si la tendencia en la disminucién del
numero de células es significativo y se relaciona con alguna de estas respuestas funcionales
-Completar la caracterizacion de sefiales por Inhibinas en timocitos analizando la
fosforilacion de Smads en precursores DN1-DN4

-Identificar al receptor tipo I y componentes de sefializacion como serian receptores
accesorios responsables de la fosforilacion de Smads por Inhibinas A y B

-Analizar si la activacion de Smads por Inhibinas lleva a la expresion de genes blanco
clasicos de Smads como seria Smad 7

-Descartar que las sefiales por Inhibinas no son debidas a la induccién de secrecion de

agonistas clasicos de la via como TGF- 3 y Activina
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PATTERNS & PHENOTYPES

Inhibins are the Major Activin Ligands
Expressed During Early Thymocyte
Development

Paula Licona,' Jestis Chimal-Monroy,”> and Gloria Soldevila'*

Activins are members of the transforming growth factor-beta (TGFB) superfamily, which regulate cell
differentiation processes. Here we report the first quantitative analysis of the expression of Activin/Inhibin
ligands, type I and II receptors, as well as Smad proteins in fetal (E14-E16) and adult thymic
subpopulations. Our data showed that Alk4, ActRIIA, ActRIIB, and Smads 2, 3, and 4, are expressed in fetal
thymus (E14 > E15 > E16) and in thymocytes from adult mice (mostly in the double negative [DN]
subpopulation). Ligand expression analysis showed that A, B, and « subunits were mainly detected in
thymic stromal cells. Interestingly, « subunits were expressed at much higher levels compared to BA and B
subunits, demonstrating for the first time the potential role of Inhibins as important mediators during early
T cell development. Our data indicate that Activin/Inhibin signaling could regulate the process of thymus
organogenesis and early thymocyte differentiation, as it has been demonstrated for other members of the

TGF-B superfamily. Developmental Dynamics 235:1124-1132, 2006. o 2006 Wiley-Liss, Inc.
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INTRODUCTION

T cell differentiation is a highly regu-
lated process that takes place in the
thymus. During fetal life, the first
wave of lymphoid precursors arrive
from the fetal liver to the thymic ru-
diment (Manley, 2000; Anderson and
Jenkinson, 2001; Blackburn and Man-
ley, 2004) around day 11 of gestation.
Around 12.5 days of gestation, pat-
terning and differentiation begin, a
process that is highly dependent on
interactions between epithelial cells
and early thymocyte precursors. From
day 14 until birth, thymocyte matura-
tion takes place and thymic organo-
genesis is completed. After birth, bone

marrow lymphoid progenitors will
continue to seed the thymus through-
out life.

The stages of T cell development
can be identified by examining the
surface expression of coreceptors CD4
and CD8 on thymocytes. The earliest
thymocyte subset, double negative
(DN, CD4~CD87), can be further sub-
divided into four populations based on
the expression of CD44 and CD25
(DN1: CD44*CD257; DN2: CD44*
CD25"; DN3: CD44 CD25%; DN4:
CD44 CD257) (Ceredig and Rolink,
2002). At stage DN3, thymocytes ex-
press an immature receptor known as
pre-TCR (pre-T Cell Receptor), which

induces a signal (B selection) that al-
lows initiation of TCR « chain rear-
rangement and maturation to the sec-
ond developmental stage, CD4*CD8™
or double positive (DP) stage (von Boe-
hmer et al., 1999). DP thymocytes
then express a mature a8 T Cell Re-
ceptor (TCR), which allows thymocytes
to recognize endogenous peptides ex-
pressed on MHC-bearing stromal cells
and to undergo positive and negative
selection. Positive selection allows
maturation to the final developmental
stage of mature CD4™ or CD8™ single
positive thymocytes (SP), while nega-
tive selection eliminates the majority
of potentially autoreactive T lympho-
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cytes (Starr et al., 2003). Once mature
thymocytes express a single corecep-
tor, they migrate to secondary lym-
phoid organs were they can be acti-
vated and become CD4" helper or
CD8™ cytotoxic effector T cells.
Thymocyte differentiation depends
on interactions between thymocytes
and stromal cells as well as on the
presence of cytokines and chemokines
in the microenvironment of develop-
ing thymocytes. Transforming growth
factor B (TGF-B) superfamily com-
prises a group of ubiquitous growth
factors widely expressed and capable
of inducing a variety of responses, de-
pending not only on the cell type and
its differentiation state, but also on
the milieu of cytokines present (Cot-
trez and Groux, 2001; reviewed in
Massague, 1998). This superfamily is
divided into three different subfami-
lies: TGF-Bs, BMPs (Bone Morphoge-
netic Proteins) and Activins. TGF-B
superfamily members transduce sig-
nals through a couple of transmem-
brane receptors with serine/threonine
kinase activity, known as type I Ac-
tivin like kinases (ALKs) (ten Dijke et
al.,, 1994a,b) and type II receptors
(Heldin et al., 1997). Briefly, the li-
gand (TGF-B or Activin) binds to a
type II receptor, to further recruit a
type I receptor. Type II receptor phos-
phorylates type I receptor, which, in
turn, phosphorylates particular mem-
bers of cytoplasmic proteins named
Smads (R-Smads or receptor-regu-
lated Smads) to induce cellular re-
sponses (Wrana et al., 1994). Once the
R-Smads are phosphorylated, they in-
teract with Smad-4 or Co-Smad (“com-
mon-mediator-Smad” or “collaborat-
ing-Smad”) (Zhang et al., 1997,
reviewed in Shi and Massague, 2003)
and translocate to the nucleus, where
they interact with other transcription
factors and regulate gene expression
(Abdollah et al., 1997; Souchelnytskyi
et al., 1997; reviewed in Derynck et
al., 1998). On the other hand, I-Smads
(“Inhibitory-Smads”) inhibit the sig-
nal induced by R-Smads/Co-Smads
complexes, by interfering with R-smad
binding to type I receptors or by com-
peting for the Co-smad. Other mecha-
nisms known to inhibit the signal in-
clude the presence of soluble proteins
such as Noggin and Chordin for BMPs
(Piccolo et al., 1996; Zimmerman et
al., 1996), Betaglycan for TGF-Bs

(Lopez-Casillas et al., 1994) and Fol-
listatin (de Winter et al., 1996) and
Inhibins (reviewed in Bernard et al.,
2001) for Activins, among others (re-
viewed in Massague, 1998).

While TGF-B superfamily members
are known to regulate proliferation, mi-
gration, differentiation, and many other
responses in different tissues (reviewed
in Massague, 1998), their possible role
in lymphoid development has not yet
been extensively characterized. Re-
cently, knock-out mice for a transcrip-
tion factor, Schnurri-2 (Shn-2) (Takagi
et al., 2001), which in Drosophila medi-
ates Dpp (“Decapenthaplegic”) signal-
ing pathway and has BMP-4 as its mu-
rine homologue, showed absence of
thymocyte-positive selection, indicating
that BMPs and/or other TGF-B super-
family members, including Activins,
may have a role during thymocyte dif-
ferentiation and selection. In this con-
text, the expression and function of
BMPs has been recently described and
it was found that these molecules reg-
ulate the DN1 to DN2 and DN4 to DP
transitions during thymocyte develop-
ment (Graf et al., 2002; Hager-The-
odorides et al., 2002; Varas et al.,
2003). On the other hand, TGF-B (re-
viewed in Letterio and Roberts, 1998)
was shown to regulate the DN to DP
transition (Plum et al., 1995), and the
in vitro induction of CD8 expression
on pre-T cells during thymocyte devel-
opment in fetal thymic organ cultures
(Suda and Zlotnik, 1992a,b).

Activins were first described by
their role to regulate follicle-stimulat-
ing hormone (F'SH) secretion from the
anterior pituitary, and as important
regulators of gonadal functions. How-
ever, Activins are also involved in
many other processes during embryo-
genesis, such as left-right asymmetry
(Levin et al., 1997) and digit develop-
ment (Merino et al., 1999). During
thymocyte differentiation, Activins
were also shown to inhibit prolifera-
tion of rat thymocytes (Hedger et al.,
1989, 2000) and more recently the ex-
pression of Activin type I (Alk-4) and
type II receptors in thymic subpopula-
tions (DN and SP) as well as Smad-2
phosphorylation (Rosendahl et al.,
2003) has been demonstrated. How-
ever, the expression pattern of mem-
bers of the Activin signaling pathway
during fetal thymic development has
not been studied. Therefore, in the

present study we analyzed the expres-
sion of Activins and Activin receptors
at different developmental stages of
mouse embryo. Our results surpris-
ingly showed that Inhibins may be the
major ligands of the Activin family ex-
pressed during thymus organogenesis
and early thymocyte differentiation.

RESULTS AND DISCUSSION

In order to determine the presence of
members of the Activin family and
their receptors during thymocyte dif-
ferentiation, we performed real time
RT-PCR analysis, in fetal and adult
thymus using primers specific for the
three ligand subunits (Activin BA, Ac-
tivin BB, and Inhibin a), type I recep-
tor Alk-4 and type II receptors Ac-
tRITA and ActRIIB as well as Smads
2, 3, and 4. Whole fetal thymi were
analyzed at different developmental
stages corresponding to important
checkpoints occurring during early T
cell development. In order to compare
thymocyte before and after pre-TCR
signaling (B selection), we used E14
and E15 thymi, respectively: E14 fetal
thymus is enriched in DN1 and DN2
stage subpopulations while E15 fetal
thymus already contains DN1 to DN4
subpopulations. We also used E16
thymi since this developmental stage
correlates with the generation of the
first DP thymocytes (Baird et al.,
2000). Finally, whole adult thymi was
also analyzed, where DN, DP, and SP
thymic subpopulations are repre-
sented, and positive and negative se-
lection processes are also taking place.
As shown in Figure 1, expression of
BA, BB, and a subunits (Activins/In-
hibins A and B), as well as type I and
type II receptors, decreases during fe-
tal development: Activin BA is much
more abundant at day E14 and signif-
icantly decreases at days E15 and E16
of gestation, as well as in adult thy-
mus (Fig. 1A). Activin BB and Inhibin
« subunits also showed significantly
higher expression levels at day E14
compared to day E15, E16, and adult
thymus (Fig. 1B and C). It is worth
mentioning that expression of a sub-
units had never been previously re-
ported in murine thymus. Interest-
ingly, expression of type II (ActRITA
and ActRIIB) receptors (Fig. 1E,F)
showed the same expression pattern
as the ligands described above
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(E14>E15>E16), while type I recep-
tor Alk-4 showed no significant differ-
ences between developmental stages
(Fig. 1D). On the other hand, Smad
expression seemed to be higher at day
E15 than at days E14, E16, and adult
thymus. However, statistical analysis
did not show significant differences
between stages (Fig. 1G-I). This indi-
cates that the complete Activin signal-
ing machinery may be active during
all stages of thymocyte development
analyzed.

We next analyzed expression of Ac-
tivin ligands in adult thymic subpopu-
lations. For these experiments, we per-
formed FACS sorting of DN, DP, CD4
SP, and CD8 SP thymocytes to a pu-
rity > 95%. As a source of stromal cells,
we used deoxiguanosine-treated E15
thymus as has been previously reported
(Jenkinson et al., 1982; Hager-Theodo-
rides et al., 2002). We observed that Ac-
tivin BA subunit is mainly expressed in
stromal cells and, among thymocyte
subpopulations, was preferentially ex-
pressed in DN cells, although it was
also expressed in DP and SP subpopu-
lations at lower levels (Fig. 2A). Statis-
tical analysis showed that DNs ex-
pressed significantly higher levels of
Activin BA compared to CD4 SP and
CD8 SP subsets. Interestingly, among
SP thymocytes, CD8 SP appeared to ex-
press significant higher levels than CD4
SPs. (Fig. 2A). Our data demonstrate
for the first time Activin BA expression
in thymocytes, which previously had
been reported to be exclusively ex-
pressed in stromal cells (Rosendahl et
al., 2003). However, Rosendahl et al. did
not use purified stromal cells or individ-
ual thymocyte subpopulations to assess
the source of Activin BA expression and
they used a less sensitive method of de-
tection. In contrast, Activin BB showed
a different expression pattern, which
was restricted to stromal cells (Fig. 2B).
Since stromal cells were prepared after
deoxiguanosine treatment, while thy-
mocyte subpopulations were obtained
from freshly isolated adult thymi, there
might be a concern that some of the
differences observed might be partially
dependent on the treatment. However,
the absence of BB subunits in adult
sorted subpopulations suggests that the
expression of Activin BB observed in
whole adult untreated thymus was of
stromal origin (compare Fig. 1B with
Fig. 2B). These results are in contrast to

A) Activin A 14,B) Activin 5B
g* £ 1=|’
%!u g .m,:
:.15 E— L
5 E 8 * *
E 10 =
2 2 4
E : * + + L\: L W
o — = o S i)
C) Inhibin o D) Alk-4
E 12 E 1.8
R g 4 _
i ir
g : 1 B
Z e [] = 04
E 1 né oe
@ 4
Hl W oe o il R
= a = o
E) ActRITA F) ActRIIB
5 L] g 45
i 2,
a g 45
o i ol
E 4 E 25 %
=C_= i ! ? 2
2 2 15 *
E 21 * * g 1
o B s G C
&) Smad-2 H) Smad-3
a5
g2 B s
IQ' E_LII
g ¥ | W14
E E 12
al 1
E 1 E
fo fon
w ﬁll.-‘
[ . = p2
— SN S L. — o
I) Smad-4 El4 E15 Elé Ad
51.4
E 12
& 4
En.a
gn,a
ﬁu.u
“ 02
‘E14 16 Ad
Fig. 1. Real time RT-PCR analysis in fetal and adult thymuses. Expression of Activin related

genes: receptors Alk-4, ActRIIA, ActRIIB; ligands BA, BB, and « subunits; and signaling molecules
Smad 2, 3, and 4 were analyzed from fetal thymus at days E14 to E16 of gestation and adult (Ad)
thymus. Results show a representative experiment performed in triplicate of a total of five inde-
pendent experiments. Data represent relative mMRNA expression for each gene, compared to the
expression in adult, which was used as a reference tissue (relative mMRNA = 1). Each PCR reaction
was normalized to the respective B Actin control. Error bars show standard errors from the triplicate
samples. Asterisks indicate significant differences between the indicated values and E14 value (P <

0.05).

previously reported data by Rosendahl
et al. (2003) who described expression of
BB subunits in “sorted” thymocytes.
However, these authors had used a dif-
ferent purification method. Finally, as
shown in Figure 2C, Inhibin « subunits
were mainly expressed in thymic stro-
mal cells. However, early DN, DP, and
CD4 SP subsets, but not CD8 SP thy-
mocytes, expressed low levels of Inhibin
a subunits.

On the other hand, analysis of Ac-
tivin receptors showed that type I re-
ceptor Alk-4 was mostly expressed in
DN thymocytes and stromal cells, al-
though it was also expressed to a
lesser extent in DP, CD4 SP, and CD8
SP thymocytes (Fig. 2D), implying
that both stromal cells and thymo-
cytes may potentially respond to the
ligands. Statistical analysis showed
that there were significant differences
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Fig. 2. Real time RT-PCR analysis from thymic subpopulations. Expression of Activin related
genes: receptors Alk-4, ActRIIA, ActRIIB; ligands BA, BB, and « subunits; and signaling molecules
Smad 2, 3, and 4 were analyzed from DN, DP, CD4 SP and CD8 SP, or from 2-deoxiguanosine-
treated E15 fetal thymic lobes (E15 stroma, Str). Results show a representative experiment
performed in triplicate of a total of five independent experiments. Data represent relative mRNA
expression for each gene, compared to the expression in adult thymi, which was used as reference
tissue (relative mRNA = 1). Each PCR reaction was normalized to the respective 8 Actin control.
N/D: not detected. Error bars show standard errors from the triplicate samples. For Activin BA, BB,
Inhibin «, and ActRIIA, asterisks indicate significant differences (P < 0.05) between the indicated
values and stromal cell values (A-C,E). For Alk4, ActRIIB, and Smads 2, 3, and 4, asterisks indicate
significant differences between the indicated values and DN values (D, F-I). Other statistically
significant differences between the indicated values are depicted by brackets.

BN

comparable levels of this receptor. In
addition, comparison between thymo-

in expression between DN and the
rest of thymocyte subsets or adult thy-

mus. Type II receptors ActRITA and
ActRIIB were expressed in stromal
cells as well as in all thymocyte sub-
populations. However, ActRITA was
significantly higher expressed in stro-
mal cells compared to thymocyte sub-
populations (Fig. 2E), while ActRIIB
was not preferentially expressed in
stromal cells, since DN cells expressed

cyte subsets showed statistical differ-
ences between DNs and DP, CD4 SP,
or CD8 SP subpopulations (Fig. 2F).
The correlation between Alk-4 and Ac-
tRIIB receptor expression is in agree-
ment with the requirement of both
type I and type II receptors to mediate
Activin signals (reviewed in Mas-
sague, 1998).

Finally, Smad proteins were also
expressed by both stromal cells and
thymocytes and, as seen for Alk 4 and
ActRIIB, the expression was signifi-
cantly higher in DN cells compared to
the rest of thymocyte subpopulations,
while it was not significantly different
compared to stromal cells, except for
Smad 3 expression (Fig. 2G-I).

In conclusion, Activin BB expression
seems to be restricted to stromal cells
while Activin BA, Inhibin «, Alk-4, Ac-
tRIIA, ActRIIB, and Smad expression
is shared by stromal and thymocyte
subpopulations (mainly DN cells). The
fact that both Alk 4, ActRIIB, and Ac-
tivin-mediated signaling molecules
(Smad 2, 3, 4) are preferentially ex-
pressed in DN thymocytes (Fig. 2D-I)
suggests that this particular early
precursor represents the main target
for Activin ligands among thymocyte
subsets. It is important to note that
based on quantitative PCR analysis,
stromal cells were always the major
population expressing a and B sub-
units (Fig. 2A-C) so they appear to be
the subpopulation responsible for the
ligand production. In fact, BB subunit
was exclusively detected in stromal
cells, while a subunit was also present
at low levels in some thymocyte sub-
populations, but absent in CD8 SP
cells (Fig. 2C). In this context, due to
the preferential expression of ligand
subunits by stromal cells, we cannot
exclude the possibility that the de-
crease in Activin ligand signal ob-
served in fetal thymi (Fig. 1A-C)
might be due to a dilution effect of
stromal cells, compared to the increas-
ing numbers of thymocytes, which are
strongly proliferating during the fetal
developmental stages analyzed.

Since the data obtained from Real
time RT-PCR only represents differ-
ences in expression of a particular
gene between thymocyte differentia-
tion stages or adult cell subsets, but
does not allow us to compare expres-
sion of different genes in a particular
thymic subpopulation, we decided to
evaluate the differences in gene ex-
pression within the same tissue
(mRNA abundance) (see Experimen-
tal Procedures section). As shown in
Figure 3A, the analysis of mRNA
abundance at different developmental
stages showed that Inhibins A or B
(formed by o/BA or «/BB subunits)
rather than Activins (formed by B sub-
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units), seem to be the major ligands
expressed in fetal and adult thymus,
since expression of the a subunit was
2—4 times higher than the BA subunit
in early E14 and adult thymus, while
this difference increased up to 15-20
times in E15 and E16 thymus. On the
other hand, expression of the « sub-
unit was 15-20 times higher than the
BB subunit, in all developmental
stages (Fig. 3A). This finding may
have important implications on the
role of Activins in T cell development,
since Inhibins have been shown to
bind to ActRII receptors, inhibit bind-
ing of Alk4 to ActRIIs, and therefore
may antagonize Activin-mediated
functions (Vale et al., 2004). Further-
more, the expression levels of Alk 4
and ActRIIB observed in all develop-
mental stages suggest that they are
the most likely receptor pair to medi-
ate Activin signaling during thymo-
cyte development (Fig. 3B). These re-
sults are in contrast to data recently
reported by Rosendahl et al. (2003)
who were unable to detect significant
amounts of ActRIIB in thymocytes.
This difference might be explained by
the fact that they used a qualitative
RT-PCR analysis, instead of Real
Time PCR. Finally, analysis of Smad
expression showed that Smad 2 was
consistently higher than Smad 3 and 4
in all differentiation stages (Fig. 3C).
These results are consistent with the
recent report by Rosendahl et al.
(2003) showing Smad 2 phosphoryla-
tion in thymocytes stimulated with
Activin, and may have important im-
plications in Activin-mediated signal-
ing, since Smad 2 and Smad 3 may
compete for binding to the co-smad
(Smad-4). However, we cannot rule
out a role for Smad 3 in Activin sig-
naling, since phosphorylation of Smad
3 has not been yet investigated in the
thymus.

Similarly, we performed the same
analysis in thymic subpopulations
from adult mice and E15 stromal cells
(Fig. 4A-C). Our results showed that
Inhibin « is the most abundant sub-
unit produced by E15 stromal cells,
while similar levels of a and BA sub-
units were expressed in thymocytes
(Fig. 4A), although as shown in Figure
2A and C, expression was much lower
than that observed in stromal cells.
Among Activin type II receptors, Ac-
tRIIB was always expressed at higher
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Fig. 3. Relative abundance of Activin-related genes during fetal thymic development. mRNA
expression of Activin ligands (A), type | and type |l receptors (B), and signaling proteins (C) at
different fetal developmental stages. Data represent relative expression with respect to the indi-
cated mRNA in the same sample based on initial specific amplicon numbers in equivalent amounts
of cDNA, adjusted to the endogenous control (3-Actin). Results show a representative experiment
out of five independent experiments. Values were obtained relative to Activin BB (A), ActRIIA (B),

Smad 3 (C).

levels than ActRIIA in all thymic sub-
populations tested (Fig. 4B), further
supporting the idea that Alk4/Ac-
tRIIB may be mediating most of Ac-
tivin signaling in the thymus, acting
as an autocrine pathway in stromal
cells. Furthermore, receptors Alk
4/Act RIIB are present in thymocytes
(mostly DN), but levels of ligand are
low in these cells, suggesting that
stromal cells may regulate thymocyte
differentiation in a paracrine path-
way. Whether Inhibin and or Activin
are promoting or inhibiting transition

of DN thymocyte differentiation to-
wards DP thymocytes is currently un-
known and will be addressed in future
studies. In addition, although the re-
ceptors Alk 4 and Act RIIB are ex-
pressed in DP and SP thymocytes at
lower levels (Fig. 2D and F), we can-
not rule out a functional role of Ac-
tivin or Inhibin in these cells. On the
other hand, we do not exclude the pos-
sibility that other members of the
TGF-B superfamily expressed in the
thymus, such as BMPs, which have
been shown to share type II receptors
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Fig. 4. Relative abundance of Activin-related genes in purified thymic subpopulations. mRNA
expression of Activin ligands (A), receptors (B), and signaling proteins (C) in purified thymocyte
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with respect to the indicated mRNA in the same sample based on initial specific amplicon numbers
in equivalent amounts of cDNA, adjusted to the endogenous control (3-Actin). Results show a
representative experiment out of five independent experiments. Values were obtained relative to
Activin BA (A), ActRIIA (B), Smad 3 (C). N/D, not detected.

with Activins (Yamashita et al., 1995),
could also signal through these recep-
tors. Finally, as previously shown for
fetal thymus, Smad2 expression was
higher than Smad3 and Smad4 in all
the thymic subpopulations tested (Fig.
4C), further supporting the role of this
protein, during T cell development
(Rosendahl et al., 2003).

Finally, to confirm the RT-PCR re-
sults at the protein level, we per-
formed immunohistochemistry assays
with antibodies directed against type I

receptor Alk-4, Activin BA, and « sub-
units, in fetal and adult tissue sec-
tions. As shown in Figure 5A, Activin
BA expression appeared to be higher
at E14 and decreased at later develop-
mental stages (E15, E16, and adult
thymus). Expression of Inhibin « sub-
unit was also confirmed in fetal and
adult thymic sections, showing a
strong staining in all developmental
stages (Fig. 56B). Furthermore, as ex-
pected, we observed a pronounced
staining for Alk-4 in E14 thymus and

also at days E15, E16, and adult thy-
mus, although the intensity of stain-
ing seemed to be lower (Fig. 5C). As
we showed in the RT-PCR results, Ac-
tivin ligands were preferentially ex-
pressed by stromal cells. To further
confirm this result, we performed
staining on serial sections including
other markers known to be expressed
exclusively in stromal cells. For fetal
E14 thymus analysis, we used an anti-
cytokeratin antibody, specific for
Kb5/K8 keratins, which are highly ex-
pressed in thymic epithelial cells (Fig.
6A), and for adult thymus we used
anti MHC-Class II, highly expressed
by medullary dendritic cells (Fig. 6C).
We compared the stromal staining
with the staining obtained with anti-
Inhibin « antibody, demonstrating a
similar expression pattern (Fig. 6B,
fetal E14 thymus; 6D adult thymus).

Altogether, our results demonstrate
for the first time the expression of the
« subunit of the Activin family in the
thymus, indicating that Inhibins may
play an important role during thymo-
cyte differentiation. Moreover, we
could speculate that Activins/Inhibins
might have a role in thymus organo-
genesis since we found expression of
those ligands in stromal cells as early
as day 14 of gestation, when interac-
tions between incoming early lym-
phoid progenitors and stromal cells
are crucial for further differentiation
of stromal subtypes and thymocytes,
leading to the anatomical compart-
mentalization of the thymus (Manley,
2000). Furthermore, due to the antag-
onizing role of Inhibins on Activin-me-
diated functions, the balance Activin/
Inhibin expression may regulate
many of the cellular responses that
take place during thymocyte develop-
ment (such as proliferation and apo-
ptosis) and, by this means, may regu-
late important “checkpoints” during T
cell maturation.

EXPERIMENTAL
PROCEDURES

Mice

Four- to six-week-old adult thymus
and E14-16 fetuses thymus from
B6/D2 F1 hybrid mice obtained by

crossing C57/BL6 females with DBA-2
males (obtained from Jackson Labora-
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tories, Bar Harbor, ME) were used in
our analysis.

RNA Sources and Primers

RNA was obtained from total adult
and fetal E14-16 thymi, sorted adult
thymocytes, E15 thymic stromal cells,
and testicle as a positive control (not
shown) (Meunier et al.,, 1988). For
thymic subpopulations, thymi from
4-6-week-old B6/D2 mice were
stained with CD4-phycoerythrin and
CD8-CyChrome (Pharmingen, San Di-
ego, CA) and CD4, CD8, DP, and DN
subpopulations were sorted using the
flow-cytometer FACS Aria (Becton &
Dickinson) to a purity of >95%. For
stromal cell purification, E15 fetal
thymi were treated for 5 days with
deoxiguanosine (1.35 mM [Sigma
Chemicals D-0901, St. Louis, MO]) in
5% CO, at 37°C.

RNA was isolated using RNA-60 re-
agent (Tel-Test Inc, Friendslaw, TX)
according to the manufacturer’s proto-
col. DNA was removed using the
“DNA-free” reagent from Ambion Inc.
(Austin, TX). cDNA was synthesized
from total DNA-free RNA, using Su-
perscript II reverse transcriptase (In-
vitrogen, Carlsbad, CA) and oligo dT
(Roche, Mannheim, Germany).

A) Anti-K3K8

B) Anti- Inha

€) Anti- MHCII

D) Anti-Inha

C) Alk-4 D) Secondary

The PCR primers used were: B-Actin
forward: 5'-TGGAATCCTGTGGCA-
TCCATGAAAC-3'" reverse: 5'-TAAA-
ACGCAGCTCAGTAACAGTCCG-3;

Fig. 5. Expression of Alk-4, Activin-BA, and In-
hibin « in the thymus. Thymic sections (5 pm
thick) from fetal E14-E16 or adult mice were
stained with primary antibodies against Activin
BA (A), Inhibin o (B), Alk-4 (C), or secondary
reagent as a negative control (D). Positively
stained cells are visualized in brown (by diami-
nobenzidine) and sections counterstained in
blue (Harris hematoxylin). Images are shown at
100X magnification. One representative thy-
mus out of four is shown.

Fig. 6. Preferential Inhibin « expression by
stromal cells in the thymus. Serial sections (5
wm thick) from E14 thymus (A,B) or adult thy-
mus (C,D) were stained with primary antibodies
against Inhibin « (B,D), cytokeratin K5/K8 (A), or
MHC-II (C). Positively stained cells are visual-
ized in brown (by diaminobenzidine) and sec-
tions counterstained in blue (Harris hematoxy-
lin). Images are shown at 10X and 100X
magnification. One representative thymus out
of four is shown.
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Smad-2 forward: 5'-ATGTCGTCC-
ATCTTGCCATT-3' reverse: 5'- GTC-
CCCAAATTTCAGAGCAA-3’; Smad-3
forward: 5'-CACAGCCACCATGAAT-
TACG-3' reverse: 5'-GAATATTGC-
TCTGGGGCTCA-3'; Smad-4 forward:
5'-GAC-AAGGTGGGGAAAGTGAA-3’
reverse: 5'-CTCCACAGACGGGCA-
TAGAT-3'; Activin BA forward: 5'-TGC-
TTTGGCTGAGAGGATTT-3' reverse:
5'-CGGGTCTCTTCTTCAAGTGC-3';
Activin BB forward: 5'-TCCGCCTGT-
ACTTCTTCGTC-3’ reverse 5'-AGC-
TGTCACACTGCACATCC-3’; Inhibin o
forward: 5'-CCATCGAGCTGCTCT-
CAATA-3' reverse: 5'-ACCTCCATCT-
GAGGTGGTTC-3’; ActRIIA forward:
5'-CGTTCGCCGTCTTTCTTATC-3’
reverse: 5'-GCCCTCACAGCAACAA-
AAGT-3’; ActRIIB forward: 5-GAT-
ACCCATGGACAGGTTGG-3' reverse:
5'-TAATCGTGGGCCTCATCTTC-3';
Alk-4 forward: 5'-TTCTTCCCCCTT-
GTTGTCCT-3' reverse: 5'-A-GGCAG-
TAGAAGGGCTTTCC-3'.

Real-Time PCR

Real-time PCR was performed by am-
plifying 1 ul of ¢cDNA (1/40 of total
cDNA yield obtained from 1-3 pg of
mRNA) with SYBR Green PCR Core
Kit (Applied Biosystems, Foster City,
CA) on a ABI PRISM 7000 Sequence
Detection System (Applied Biosys-
tems). Amplification conditions for Ac-
tivin BB, Inhibin «, ActRIIA, ActRIIB,
Smad-2, Smad-3, and Smad-4, were
95°C for 10 min, followed by 40 cycles
of 94°C for 15 s, 55°C for 1 min, and
72°C for 1 min. Amplification condi-
tions for Activin BA and Alk-4 were
95°C for 10 min, followed by 45 cycles
of 94°C for 15 s, 58°C for 45 s, and
60°C for 1 min. Following amplifica-
tion, a melting point program was run
to create melting profiles for each re-
action described. The number of PCR
cycles required for SYBR Green fluo-
rescence to cross a threshold where
there was a significant increase in
change of fluorescence (CT = thresh-
old cycle) was obtained using ABI
PRISM 7000 Sequence Detection Sys-
tem Software. Total cDNA input was
normalized to mouse B-Actin expres-
sion measured in parallel PCR reac-
tions. For statistical analysis of RT-
PCR data, the program Qgene was
used (Muller et al., 2002). The mean of
the normalized expression was calcu-

lated by averaging the CT values
(from triplicate samples of the target
gene and of the reference) and subse-
quent calculation of the mean normal-
ized expression and its standard error
(equations 3 and 4, respectively, ac-
cording to Muller et al., 2002). The
calculation of the normalized expres-
sion is supported by the amplification
efficiency values calculated from the
amplification efficiency plots con-
structed for each gene These results
were used to calculate the relative
amount of each gene mRNA present in
fetal thymi and between sorted thy-
mic supopulations or E15 stromal
cells, compared to adult thymi. Un-
paired two-tailed Student’s ¢-test was
performed. P < 0.05 was considered
significant.

To analyze the relative abundance
of different mRNAs within a particu-
lar tissue, we used standard curves
obtained with known amounts of the
specific amplified products, obtained
from the same cDNA to interpolate
our experimental data normalized to
the endogenous invariable B actin con-
trol.

The PCR products were analyzed on
a 2% (w/v) agarose gel to confirm pu-
rity and size product. Primers used in
the PCR amplification were the same
as described above.

Immunohistochemisty

Paraffin-embedded thymus (previ-
ously fixed and dehydrated) from fetal
and adult mice were sliced (5 wm
thick) and rehydrated by serial
washes with decreasing concentration
of etanol (from 100 to 50%). After
quenching endogenous peroxidase ac-
tivity by 10 min incubation with 3%
H,0,, epitope exposure with citrate
buffer in high-pressure conditions for
1 min and blocking with super block
reagent for 6 min (Sensitek HRP, Scy
Tek Laboratories, Logan, UT), sec-
tions were incubated with primary an-
tibodies in blocking solution overnight
at 4°C. Anti-Alk-4 (ACTR-IB, clone
yT-17), anti-Activin-BA (Inhibin BA,
clone C-18), and anti-Cytokeratin 5/8
(RCK102) were purchased from Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA.
Anti Alk-4 and anti-Activin BA anti-
bodies were biotinylated using a pro-
tocol adapted from (Guesdon et al.,
1979); Anti-Inhibin « rabbit poly-

clonal antibody (Vaughan et al., 1989)
was kindly provided by Dr. Wylie
Vale, The Salk Institute for Biological
Studies, La Jolla, CA. Anti-MHC
Class II (biotin anti-mouse I-A/I-E
clone 2G9), was purchased from
Pharmingen, San Diego, CA. Sections
were washed 4 times with PBSX1 and
streptavidin-HRP secondary reagent
(Sensitek HRP, Scy Tek Laboratories)
sheep anti-mouse-HRP or goat anti-
rabbit HRP (Amersham Biosciences,
Piscataway, NJ) were added for 20
min at 37°C. As negative controls, nor-
mal rabbit sera or secondary reagents
were used after the initial blocking
step. Slides were developed for 5-20
min in diaminobenzidine-substrate
(Sensitek-HRP) and counter-stained
with Harris hematoxylin. Images
were analyzed under a Nikon Op-
tiphot-2 microscope equipped with a
Nikon Coolpix 4300 camera (Nikon
Inc, Tokio, Japan).
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Abstract

Members of the transforming growth factor beta (TGF-f3) superfamily are soluble factors that regulate a variety of functional responses including
proliferation, differentiation, apoptosis and cell cycle, among others, depending not only on the cell type and its differentiation state, but also on
the milieu of cytokines present. All three members of this superfamily: TGF-3s, bone morphogenetic proteins (BMPs) and Activins, have been
shown to be expressed in the thymus suggesting their potential role as regulators of the T lymphocyte differentiation process. Although initial
reports described the role of TGF-f3 in controlling specific checkpoints during thymocyte development, recent data has provided new evidence on
the role of BMPs and Activins in this process. This review provides new insights on the function of members of the TGF-3 superfamily at different

stages of thymocyte development.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

T cell development is a highly regulated process. It has been
demonstrated that both cellular interactions as well as solu-
ble factors play a key role during thymocyte differentiation.
Although several reports adressing the role of soluble factors in
T cell function and homeostasis have shown the potential role of
the superfamily of transformed growth factor {3 in the regulation
of immune responses, little is known regarding the influence of
these mediators during T cell development. TGF-3 superfamily
comprises multiple factors with a widespread expression, which
are able to regulate a variety of cellular responses depending
on the cell type and its maturation stage. In this review we will
focus on the potential role of TGF-3 superfamily members as
critical regulators in T cell differentiation and maturation.

2. T cell development

The thymus is a primary lymphoid organ in which thymocyte
development and repertoire selection of mature T lymphocytes

* Corresponding author. Tel.: +52 55 56223884; fax: +52 55 56223369.
E-mail address: soldevi@servidor.unam.mx (G. Soldevila).

0165-2478/$ — see front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.imlet.2006.12.010

occurs [1]. Thymocyte differentiation is a highly regulated
process dependent not only on interactions between early T
cell precursors with stromal cells but also on the presence of
soluble molecules such as chemokines, cytokines and growth
factors. The thymus is a bilobed organ composed by stromal and
thymocyte subpopulations that interact with each other, defin-
ing discrete anatomical microenviroments within the thymus,
known as subcapsular, cortical and medullary regions [2]. At
early embryonic stages (E10-11) fetal liver lymphoid progeni-
tors seed the thymic epithelial rudiment derived from the third
pharyngeal pouch [3-6]. After birth, the thymus is continually
seeded by bone marrow-derived lymphoid progenitors reach-
ing the thymus through the blood stream and entering at the
cortico-medullary junction [7]. In the thymus three different
subpopulations of thymocytes are found based on coreceptor
expression: double negative (DN, CD4~ CD87), double posi-
tive (DP, CD4* CD8™) and single positive (SP, CD4* or CD8™).
Immature DN cells, have been further subdivided into four popu-
lations based on the expression of CD44 [8] and CD25 [9]; DN1:
CD44* CD25~; DN2: CD44* CD25*; DN3: CD44~ CD25*
and DN4: CD44~ CD25™ (reviewed in [10]). At DN3, the first
developmental checkpoint (also known as 8 selection) occurs
at the cortical region of the thymus. At this stage, functionally
rearranged TCR (T Cell Receptor) 3 gene pairs with a surro-
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Fig. 1. Thymocyte development. In the thymus three major thymocyte subpopulations can be found based on the expression of CD4 and CD8 coreceptors: double
negative (DN, CD4~ CD87), double positive (DP, CD4* CD8%) and single positive (SP, CD4* or CD8"). At DN3 stage pre-TCR signaling promotes o chain
rearrangement, cell proliferation and allows thymocytes to initiate coreceptor expression. At the DP stage, a high percentage of thymocytes which are unable to
recognize self ligands on the context of self MHC die by neglect, while antigen recognition through the a8 TCR leads to positive selection of those thymocytes
able to recognize peptide/MHC complexes with low/intermediate affinity on cortical epithelial cells. At the same time, lineage commitment of positively selected
thymocytes occurs, and they become mature CD4" or CD8" single positive thymocytes, ready to exit the thymus and migrate to periphery where they will get
activated to become effector CD4* “helper” or CD8* “cytotoxic” T lymphocytes. When thymocytes reach the cortical-medullary junction, negative selection will
induce deletion of those thymocytes whose TCRs have high avidity for peptide/MHC complexes expressed on the surface of dendritic cells or medullary epithelial
cells, leading to apoptosis. cTEC: cortical thymic epithelial cell; mTEC: medullary thymic epithelial cell; M@: macrophage; DC: dendritic cell.

gate o chain or pre-Ta, forming an immature receptor known as
pre-TCR, which will be expressed on the surface of DN3 thy-
mocytes [11]. Signaling through the pre-TCR prevents further
TCR f rearrangements (allelic exclusion), induces proliferation,
and eventually leads to coreceptor expression and TCR « chain
rearrangement (reviewed in [12]). The o TCR expression at
the DP stage allows the thymocytes to be positively or nega-
tively selected in response to endogenous peptides expressed
on MHC-bearing stromal cells. Based on aspects inherent to the
TCR recognition such as avidity for the ligand (endogenous pep-
tide/MHC complexes), most of thymocytes express TCRs with
no measurable reactivity and die by neglect [13,14] while thy-
mocytes with TCRs with low to moderate avidity are positively
selected and allowed to mature into CD4* or CD8* SP cells
(lineage commitment). Positive selection ocurrs in the cortical
region of the thymus and is dependent on antigens expressed
by cortical epithelial cells [15] (reviewed in [16]). On the other
hand, negative selection takes place in the cortico-medullary
junction and is mediated by medullar epithelial cells and bone
marrow derived dendritic cells, expressing the ligand together
with costimulatory molecules, which ensures the deletion of
selected thymocytes with strong affinities for their selecting
peptide-MHC and constitutes the basic mechanism of central

tolerance induction [17,18] (reviewed in [19]). Those thymo-
cytes surviving selection, mature in the medulla to finally exit
the thymus and migrate to secondary lymphoid organs, where
they become activated, and thus enabled to exert their func-
tional phenotype: “helper” for CD4* or “cytotoxic” for CD8*
[20] (Fig. 1).

As has been extensively reported, thymocyte development
is a tightly regulated process in which different stromal cells
including epithelial cells, macrophages and dendritic cells, sup-
portinteractions and signals required for the proper development
of T cell precursors [21]. An example of this tight interaction
is the developmentally regulated migration necessary for the
developing thymocyte, in which differential expression of sol-
uble factors by stromal cells such as chemokines provides a
signal for thymic precursors undergoing differentiation in order
to migrate and relocate within specific compartments in the
thymus (reviewed in [22,23]). Nevertheless, there is also evi-
dence suggesting that thymocytes themselves contribute to the
growth and maintenance of the stromal compartment (reviewed
in [24]). Recently, numerous studies have shown that differ-
ent molecules such as cytokines and chemokines are important
mediators in the differentiation program of thymocytes and,
although several studies have revealed a relevant role of growth
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Table 1
The transforming growth factor superfamily

Ligand Type I receptor Type II receptor R-Smad, Co-Smad
TGF-B1 TRR-I (ALK-5) TRR-II Smad2, Smad3, Smad4
TSR-I (ALK-1) Smadl, Smad5, Smad8, Smad4
TGF-32
TGF-B3
TGF-B4 (c) DAF-1 DAF-4 Sma2, Sma3, Sma4
Activin BA ActR-IB (ALK-4) ActR-II Smad2, Smad3, Smad4
ActR-1IB
Activin BB
Activin BC
Activin BE
Inhibin o ? ActR-IT ?
ActR-1IB
Dpp (D) Tkv Punt Mad, Medea
Sax
BMP-2 BMPR-IA (ALK-3) BMPR-II Smadl, Smad5, Smad8, Smad4
BMPR-IB (ALK-6)
BMP-4 ActR-11
ActR-1IB
BMP-7 ActR-I (ALK-2)
GDF-1 ActR-IB (ALK-4) ActR-1IB Smad2, Smad3, Smad4
ALK-7
GDEF-5 (BMP-14) BMPR-IA (ALK-3) ActR-IT
BMPR-IB (ALK-6) ActR-1IB
MIS/AMH ActR-I (ALK-2) AMHR-II Smadl, Smad5, Smad8, Smad4
BMPR-IA (ALK-3)
BMPR-IB (ALK-6)
Nodal ActR-IB (ALK-4) ActR-I1IB Smad2, Smad3, Smad4

All member listed here have been identified in human and/or mouse. In parantheses homologues from C. elegans (c) and Drosophila (D). Daf: abnormal Dauer
formation; Sma: small body size; Dpp: decapentaplegic; Tkv: thickveins; Sax: saxophone; Mad: mothers against Dpp; GDF: growth differentiation factor; MIS/AMH:
Miillerian inhibiting substance/anti-Miillerian hormone. For details see [39]. ?: not described.

factors belonging to the TGF-3 superfamily in regulating mul-
tiple immune responses, including modulation of T cells in
periphery (reviewed in [25-27]), their possible role in early T
cell development has not yet been clearly defined.

3. TGF-p superfamily

TGF-B1, the funding member of the TGF-[3 superfamily, was
initially characterized by its ability to increase the growth of
rat kidney cells together with epidermal growth factor (EGF)
[28]. Since then, multiple ligands have been described and
classified in this superfamily based on amino acid sequence
comparison along the bioactive domain. TGF-$3 superfamily
comprises a group of structurally related molecules ubiquitously
and widely expressed from C. elegans and Drosophila to mam-
mals (see Table 1). These factors regulate a variety of functional
responses including proliferation, differentiation, apoptosis and
cell cycle among others, depending not only on the cell type
and its differentiation state, but also on the milieu of cytokines
present [29-36]. TGF-3 superfamily is divided into three dif-
ferent subfamilies: TGF-fs, BMPs and Activins. The signaling
mechanism is preserved among all members and depends on ser-

ine/threonine kinase coupled receptors known as Type I (ALKs)
and Type Il receptors as well as Smad proteins [37,38]. Five Type
IT and seven Type I receptors have been identified in vertebrates
(see Table 1 and reviewed in [39]). The signal initiates when the
ligand (TGF-B or Activin) in a dimeric form binds to a Type
II receptor, to further recruit a Type I receptor. Type II recep-
tor phosphorylates Type I receptor at its conserved GS domain
[40—42] and in turn, Type I receptor phosphorylates particular
members of cytoplasmic proteins named Smads at their charac-
teristic SSXS motif in the carboxy-terminal region (R-Smads or
receptor-regulated Smads: Smadl, Smad2, Smad3, Smad5 and
Smad8) [43—47]. R-Smads are presented to the Type I receptor
by scaffolding proteins such as SARA (SMAD anchor for recep-
tor activation), facilitating their recognition and phosphorylation
[48]. Once the R-Smads are phosphorylated, they dissociate
from SARA and interact with Smad4 or Co-Smad (“common-
mediator-Smad” or “collaborating-Smad”) [49] (reviewed in
[50]). This interaction allows their translocation to the nucleus,
where they interact with other transcriptional regulators to
repress or activate gene expression [44—46] (reviewed in [51]).
The main cytoplasmic inhibitory mechanism involves proteins
belonging to the Smad proteins known as I-Smads (Inhibitory-
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Fig.2. TGF- superfamily signaling. TGF-f3 superfamily members transduce signals through a couple of Types I and II transmembrane receptors with serine/threonine
kinase activity. Binding of the dimeric ligand to a Type II receptor leads to the recruitment of a Type I receptor. Type II receptor phosphorylates Type I receptor which,
in turn, phosphorylates R-Smads. Phosphorylated R-Smads interact with a Co-Smad and translocate to the nucleus, where they interact with other transcription
factors and regulate gene expression. I-Smads inhibit the signal induced by R-Smads/Co-Smads complexes, by interfering with R-smad binding to Type I receptors or
by competing for the Co-smad. Receptor and R-Smad degradation may be induced by the I-Smad association with SMURF. Additional interactions can also regulate
the TGF- superfamily signal including ligand “traps”, which inhibit the signal by sequestering the ligand, and anchoring proteins, such as SARA, which promote
R-Smad recognition by Type I receptors. In some models, ligand interaction with Type II receptors may be facilitated by accesory receptors and FKBP binding to
Type I receptor may inhibit Type II receptor dependent phosphorylation. TF: transcription factor.

Smads: Smad6 and Smad7); these molecules inhibit the signal
induced by R-Smads/Co-Smads complexes, by interfering the
binding of R-smad to Type I receptors [52,53] or by competing
for binding to the Co-smad [54-57]. Other mechanisms known
to control the signal at the extracellular compartment include the
presence of soluble proteins or ligand traps, such as LAP (latency
associated peptide) for TGF-Bs [58]. Noggin and Chordin for
BMPs [59,60]. Follistatin for Activins and BMPs [61-63] and
Inhibins for Activins [64—67]. These molecules compete with
the receptors for ligand binding. Accesory receptors such as
B-glycan for TGF-Bs and Inhibins [68,69], Endoglin [70] and
Cripto [71], have also been described. These molecules facilitate
binding of the ligands to Type II receptors. Receptor activa-
tion is also regulated by intracellular proteins: BAMBI (BMP
and Activin membrane bound inhibitor) is a pseudoreceptor that
interferes with receptor complex formation, thus inhibiting sig-
nal activation [72]. A unique feature of Type I receptors is the
FKBP12 binding at its GS domain, preventing phosphorylation
mediated by Type Il receptors in basal conditions [73]. Once acti-
vated, TGF-3 receptors and R-Smads are negatively regulated
by their association with I-Smad in complex with E3 ubiqui-
tin ligases SMURFs (Smad ubiquitination regulatory factors)
[74-77] leading to degradation in proteasome and termination
of TGF- signaling (Fig. 2).

4. TGF-Bs and T cell development

There is growing evidence implicating TGF-3 superfamily
members in the control of T cell development. The first obser-
vation of TGF-f3 as a regulator of T cell function was described
by Kehrl et al. who showed the inhibition of IL-2 dependent
proliferation in human lymphocytes by a mechanism involving
dowregulation of IL-2 receptor [78]. This study also revealed
a regulated expression of the TGF-B receptor and ligand with
lower levels in resting, compared to stimulated T cells, highlight-
ing the relevance of TGF-3 as an immunomodulatory factor.
Other reports in mice later confirmed the antiproliferative role
of TGF-B1 on thymocytes in response to IL-1, IL-2, IL-4, IL-6,
IL-7 and TNF-a [79-82].

In vitro analysis of cytokines able to induce the expression
of CDS8 in early thymic precursors (CD25%) together with IL-7
administration, postulated TGF-1 as a potent inducer of CD8
expression in CD3™ thymocytes from adult and fetal murine
thymus, with a stronger induction in fetal derived precursors
[83]. This early CD8 expression had been previously reported
to be present in normal mice as an intermediate subpopulation
previous to the adquisition of CD4 expression to become a DP
cell (CD4* CD8%)[84—-86]. The capacity of TGF-B to induce
this CD3~ CD8* population in vitro in fetal thymic organ cul-
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tures (FTOC), demonstrated for the first time the potential role
of TGF-B1 during T cell differentiation [87,88]. Takahama et al.,
also demonstrated TGF-B1 and TGF-32 expression in cortical
epithelial cells from adult and fetal murine thymus, which may
regulate cell cycle progression of early thymic precursors in a
paracrine way, and were able to identify a TGF-31-associated
complex which suggests the expression of [-glycan on these
same cells [88]. Regarding TGF-f3 expression in the thymus,
initial observations evaluating the expression pattern of TGF-
B isoforms (TGF-B1, TGF-B2 and TGF-B3) in early stages
of mouse development, implied that lymphocyte precursors
from fetal liver and thymus might be subjected to the action
of TGF-B1 but not TGF-B2 or TGF-B3 [89]. However, Taka-
hama later demonstrated the expression of biologicaly active
TGF-B2 isoform in cortical thymic epithelial cells. In contrast
to mice, a latent form of TGF-B1 seems to be expressed in
human triple negative thymocytes TN: CD4~ CD8~ CD3".
TGF-B1 conversion to its active form is induced by CD8*
CD3* mature cells, thus inhibiting TN proliferation and neg-
atively regulating thymocyte maturation in an autocrine way.
The authors do not discard the posibility of TGF-f3 sources
from stromal components [90]. Evidence of TGF-3 influence
on human thymic epithelial cells (TECs) has also been reported;
TGF-B1 and TGF-33 regulate cytokine expression in TECs,
directly affecting T cell development [91]. Altogether, these
studies outline the importance of TGF-f in T cell develop-
ment through direct effect on both thymocyte and epithelial cell
compartments.

Studies using TGF-B1 deficient mice demonstrated the sig-
nificant role of this molecule for normal development, with
more than 50% intrautherine lethality. The phenotype of these
mice also revealed the immunosupressive activity of TGF-31
and the requirement for a regulated immune response, showing
an excessive inflammatory response; which provided a model
to address a variety of responses ranging from inflammation
to tissue repair, autoimmunity and allograft rejection [92]. The
authors reported no significant histological lesions in the thy-
mus. In contrast, another study by Christ et al. [93] using
the same model, demostrated reduced total thymic cellularity,
although they observed hyperplasia of the thymic medulla and
reduction of the thymic cortex. Furthermore, despite the hyper-
proliferative phenotype of TGF-B1 deficient T lymphocytes,
they observed impaired in vitro proliferative T cell responses
after mitogenic stimulation (Con A), due to impaired inducible
IL-2 mRNA expression and IL-2 secretion, which could be
reversed after exogenous administration of IL-2. Finally, the
authors concluded that T cell maturation might be dysregu-
lated in the absence of — 31. Moreover, later studies comparing
the thymic phenotype of young (posnatal day 3-7) versus
older (2-3 week old) TGF-1 deficient mice showed a defect
in the selection and maturation of thymocytes with a reduc-
tion in DP subpopulation and an increase in DN and CD4*
in older knock-out mice [94]. Functional responses through
TCR signaling in early precursors from young mice were also
tested; while TCR stimulation is known to induce apopto-
sis in immature thymocytes [95,96], deficient thymocytes are
inherently hyperresponsive to Ca>*-mediated mitogenic stimu-

lus and more physiological stimulus such as CD3 and CD28
costimulation. [CaZ*]; levels are higher in TGF-1deficient
CD4* thymocytes, suggesting a role for TGF-B1 in inhibit-
ing aberrant T cell expansion by maintaining low levels of
[Ca2*]; in SP T cells; this observation could explain the high
proliferation rate in mature CD4" cells in deficient mice that
ultimately leads to the autoimmune disease observed in these
mice [97].

Initial insights about TGF-f3 influence on specific signals dur-
ing T cell maturation was addressed by Plum et al. [98] who
reported that exogenous administration of TGF-31 or TGF-32
inhibits the growth of thymocytes in FTOC in a dose-dependent
fashion, reducing the total cell numbers by up to 95%. Thy-
mocyte differentiation was also affected in the generation of
DN, DP and CD4", but not CD8* cells. Analysis among DN
subpopulations demonstrated an initial blockade at DN1 imma-
ture stage: 81% from total DN subpopulations compared with
30% in untreated thymic lobes. Phenotypic characterization
of CD8* cells generated in the presence of TGF-B1, showed
that these were mature SP cells expressing CD8 af3, TCR of3
and CD3, providing evidence against previous reports suggest-
ing differentiation of CD8* intermediate immature precursors
induced by the same ligand [83,87]. Moreover, cell cycle anal-
ysis demonstrated that these CD8" cells were not generated by
proliferation of this specific stage; therefore, TGF-B1 might be
promoting the lineage commitment of DP cells towards CD8*
phenotype or, alternatively, inhibiting the CD4* differentia-
tion, as suggested by the CD4" increase observed in TGF-B1
deficient mice [93,98]. However, none of these studies had
shown evidence regarding the activation of the canonical TGF-
B signaling pathway, such as R-Smad phosphorylation until
a report by Mamura et al. who demonstrated pSmad2 induc-
tion after TGF-1 treatment in human peripheral T cells [99].
This study also suggested a crosstalk between TGF-3 signals
and TCR mediated responses, based on the fact that ligation of
the TCR also induced phosphorylation of Smad2 in a mature
circulating pool of human T cells. In addition, recent reports
analyzing thymic subpopulations, have also demonstrated pref-
erential expression of TGF-B Type I receptor (ALKS) and
pSmad?2 induction in response to TGF-B1 in SP thymocytes
[100].

Loss of either TGF-B2 or TGF-B3 also results in embry-
onic or perinatal lethality and seems to have non-redundant
developmental roles [101-103]. Since the fatal phenotype of
ligand deficient mice discard the posibility of evaluating the
implications of this absence in adult mice, new strategies
using dominant negative TBRII in conditional deletion mod-
els emerged [104-106]. A dominant negative form of TRRII
expressed under the control of the murine CD4 promoter,
which restricts its expression to T cells, mimics the TGF-
B1 deficient mice phenotype, demonstrating the importance
of TGF-B1 signal in the maintenance of T cell homeosta-
sis. This study showed no apparent deficiencies in T cell
development, since transgenic mice versus non-transgenic
mice displayed similar percentages of thymic subpopulations
[106]. However, the authors did not evaluate the repertoire
of selected T cells in the transgenic mice which might be
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affected and potentially contribute to the autoimmune phenotype =~ model to disrupt TBRII expression in hematopoietic cells, which
observed. were used as donors in bone marrow transplantation assays This

Recent attempts trying to investigate the role of TGF-f3 sig- report concludes, in contrast to previous reports [98], that TGF-3
naling in T cell development in vivo, used an inducible Cre/lox is dispensable for thymic development of all thymocyte subpop-
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Fig. 3. Role of TGF-B superfamily in T cell development. (A) TGF-s regulate T cell differentiation: TGF-B1, TGF-2 and TGF-B3 are produced by epithelial
cells within the thymus. TGF-B1 and TGF-B2 affect thymocyte development at DN1, DP and CD4*, TGF-f1 seems to promote maturation to ISP (intermediate
single positive) and, as well as TGF-2, induces maturation towards CD8" SP cells. TGF-B1 and TGF-B3 can also block cytokine production by stromal cells
and Type I receptor (ALKS) has been shown to be expressed preferentially in SP cells. (B) BMPs regulate thymocyte development: BMPs modulate the DN to DP
transition during thymocyte development. BMP-2, BMP-4, Chordin and Noggin are produced by stromal cells. BMP-2 and BMP-4 appear to negatively regulate the
transition from DN1 to DN2 and from DN3 to DN4. BMP-7 and Tsg are also produced by thymocytes. Pre-TCR and TCR signaling induce the secretion of Tsg by
thymocytes, which together with the expression of other inhibitors from stromal origin, allows the maturation process to continue. Types I and II receptors as well as
Smad proteins are expressed in DN thymocytes but expression of these receptors has not yet been described in other subpopulations (DP and SP cells). (C) Activin
expression in the thymus: Smad2, Smad3, Type I (ALK4) and Type II receptors are preferentially expressed in DN thymocytes; Activin B, BC and BE expression
seems to restricted to stromal component while Activin BA, and inhibin « expression is shared with thymocytes; Inhibin « is highly expressed in fetal and adult
thymic stroma, compared with the other ligand subunits however, the functional implication of this expression needs to be addressed in the future.
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ulations and for the induction of apoptosis in response to CD3,
although it is required to downregulate CD8" SP proliferation
in vivo [107].

Other transgenic and deficient mice for several proteins
related with TGF-f signaling, revealed additional information
regarding the role of TGF-f3 signaling during T cell develop-
ment. Studies using FKBP12 knock-out mice showed that this
molecule does not regulate the inhibitory function of TGF-f3
signaling in proliferation of fetal thymocytes [108]. Disruption
of Smad 3 expression indicated that both Smad 3 dependent
and independent pathways mediate the antiproliferative effect
of TGF-B1 on murine splenocytes [109]. Transgenic mice over-
expressing the inhibitory Smad 7 under the control of a truncated
keratine 5 promoter showed thymic atrophy as a consequence of
massive apoptosis of thymocytes [110]. Total thymocyte num-
ber was 50-fold lower in these mice, and analysis of thymocyte
subpopulations revealed a depletion of DP cells. Since the over-
expression of the transgene was restricted to thymic epithelial
cells due to the promoter used, this study clearly suggest that
Smad signaling in this cell population plays a crucial role in the
homeostasis of the thymus. It is also possible that Smad7 over-
expression also affects thymic epithelial cell development or
differentiation, disrupting the normal microenviroment required
for thymocyte survival and differentiation. This strong pheno-
type, compared with TGF-1 or Smad 3 deficient mice, may
be explained by a combined TGF-3, BMP and Activin deficient
response in these mice, since Smad?7 is able to block all three
signaling pathways [110]. The compelling evidence of TGF-[3
signals during thymocyte development is represented in Fig. 3A.

A final observation, perharps the most relevant involving
TGF-B superfamily signals, specifically controlling a crutial
developmental signal during thymocyte development, was the
phenotype observed in the Schnurri-2 (Shn-2) deficient mice.
Shn-2 is a transcription factor, which in Drosophila mediates

the Dpp (“Decapentaplegic”) signaling pathway [111-115] and
has BMP-2/4 as its murine homologues [116,117]. Analysis of
the thymus in these mice showed a significant decrease in mature
CD4* and CD8" SP cells. Shn-2 deficiency in thymocytes, but
not in stromal cells, was responsible for the phenotype observed.
The demonstration that Shn-2 was required for the positive but
not the negative selection of developing thymocytes, clearly
defined a differential requirement for TGF-[3 superfamily signal-
ing in the selection processes occuring in T cell diferentiation.
Although BMP-2/4 seem to be the candidates to modulate the
Shn-2 dependent signal in T cells, the authors do not exclude the
posibility that other members of the TGF-f superfamily, such as
Activins and TGF-3s, may have a role in the positive selection
of thymic precursors in vertebrates [118].

5. BMPs and T cell development

In contrast to TGF-s, little is known about the role of BMP
molecules during thymocyte differentiation. Although expres-
sion of two BMP Type I receptors in thymus had been shown
[119], only recently it was reported the expression of BMP-
4 [120], as well as Smads [121,122] and the BMP inhibitor
chordin [123]. Indirect evidence in the search for genes with a
stage-specific expression in thymocytes, revealed a potential role
for Twisted Gastrulation (Tsg) in T cell maturation [124,125].
Tsg is a regulator of BMP signals [126—131] and, following the
Shn-2 deficient mice report [118], Graf et al. addressed the role
of BMP signals regulated by Tsg in T cell development [132].
In this study, the authors first analyzed the expression pattern
of BMPs, Tsg and chordin in the thymus. Tsg expression was
shared by thymocyte and stromal cells and seemed to be reg-
ulated by TCR mediated signals; on the other hand BMP-2/4
and chordin expression seemed to be restricted to stromal cells,
while BMP-7 was expressed by both cell types. Using FTOC
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the authors assessed the functional relevance of BMP expres-
sion in the thymus and showed that BMP-4 and BMP-2 but not
BMP-7 impaired the progression of thymocytes from DN to
DP stage of development and reduced the percentage of thymo-
cytes in the G2/M phase of the cell cycle. In contrast, chordin
had the opposite effects. Tsg alone was not able to reverse the
BMP induced arrest at DN stage, but was able to block DP
progression when it was added together with chordin. An inter-
esting finding was the increased Tsg expression after pre-TCR
or TCR crosslinking; the authors proposed a model in which
BMP-dependent DN arrest may be temporarily reversed at DN3
subpopulation by the pre-TCR mediated induction of Tsg allow-
ing DN3 cells to progress to the DP stage. Furthermore, we
could speculate that a similar mechanism might be taking place
at the DP stage, where the reported TCR mediated induction
of Tsg might also allow DP thymocytes to differentiate into SP
cells, although evidence supporting this possibility is still miss-
ing [132]. In a very similar report, Hager-Theodorides et al.
also showed expression of BMP related proteins such as BMP-
2, BMP-4, chordin and Tsg in the thymus, as well as noggin,
which was demonstrated for the first time [133]. BMP-4 expres-
sion seems to be restricted to subcapsular and cortical areas of
the thymus where DNs are localized. They confirmed BMPR-
IA, BMPR-IB, BMPRII, Smadl, Smad4, Smad5 and Smad8 in
DN (CD3™ CD4~ CD87) sorted subpopulations, showing that
early precursors express all the molecules necessary to respond
to BMP-2 and BMP-4. Using the same approach as Graf et al.
[132] (FTOC), they studied the influence of BMP signaling dur-
ing thymocyte development. A BMP-regulated blockade in early
precursors at DN1 stage was observed. Total cell numbers were
not significantly different in BMP-4 treated versus non-treated
thymic lobes, although BMP-4 seemed to enhance survival of
DN cells and decreased the percentages of apoptotic cells. As
was previously demonstrated, BMP-4 also inhibited thymocyte
proliferation. Noggin treatment led to an increase in DN4 and
DP cells and total cell numbers, although proliferation was not
affected. Unexpectedly, Noggin also decreased the percentages
of apoptotic cells. Finally, a recent report by Tsai et al. con-
firmed the early arrest at DN1 in T cell development mediated
by BMP-4 [134].

Altogether, there is increasing evidence supporting the role
BMPs during the T cell differentiation processes that take place
in the thymus, which suggests that the BMP signals need to
be negatively regulated in early T cell precursors in order to
complete its maturation program. Among the negative regulators
shown to be expressed in the thymus, Tsg seems to play akey role
at two highly controlled developmental checkpoints: after pre-
TCR and TCR signaling, possibly by modulating the morphogen
gradient as has been proposed by Graf et al. (summarized in
Fig. 3B).

Regarding Tsg function in the thymus; it was shown that
Tsg expression was required to antagonize BMP-mediated sig-
naling, since Smad 1 phosphorylation was increased in Tsg—/—
thymocytes. Furthermore, the absence of Tsg resulted in a reduc-
tion of thymic cellularity, possibly due to increased thymocyte
apoptosis. Interestingly, subpopulation analysis showed that the
percentages of single positive cells were increased while the

DPs were decreased. However, the authors did not discuss the
relevance of these findings on thymocyte development, neither
did they evaluate the effect of the absence of Tsg on the DN
subpopulation, which was previously reported to be responsive
to BMP signals in in vitro assays [135].

Finally, arecent report where the BMP antagonist Noggin was
transgenically expressed in thymic stromal cells, highlights the
importance of BMP signals in the descensus of the thymic anlage
to the mediastinum during embryogenesis [136]. Transgenic
mice showed normal percentages of thymocyte subpopulations
although there was a reduction in thymus cellularity. The authors
concluded that thymocyte development was not qualitatively
affected, and that it was the thymic stroma that depends on BMP
signals.

6. Activins and T cell development

Only a few reports have addressed the role of Activins dur-
ing thymocyte development. Most of these studies have been
performed in vitro. Initial studies showed the antiproliferative
effect of Activin A in mitogenically activated mature rat thy-
mocytes [137]. In this report, Inhibin A opposed the action
of Activin A, as has been described in a variety of cell types
and functional responses [138—143]. Activin was also found to
antagonize the induction of interferon-+y in response to Inhibin in
human lymphocytes [144]. Similar observations demonstrated
that the Activin A-mediated inhibition of thymocyte growth
might be partially caused by inhibition of IL-6 production. How-
ever, when IL-6 was exogeously administrated, Activin A was
able to increase the thymocyte growth, suggesting a dual role for
Activin regulating the proliferative response in T cells depend-
ing on the local cytokine milieu [145]. A more detailed study
performed in purified human lymphocytes showed that Activin
A induces apoptosis through an increased expression of the inos-
itol phosphatase SHIP [146]. None of these studies addressed the
potential role of Activins in T cell maturation and only recently,
expression of Activin signaling molecules was demonstrated in
adult mice thymus [100]. Analysis of the signaling pathway eval-
uated as induction of Smad 2 phosphorylation in response to
Activin, was preferentially observed in DN early precursors, a
subpopulation that showed the highest Type I receptor (ALK4)
expression, according to cell surface staining and FACs anal-
ysis. Expression of ActRIIA, one of the Type II receptors for
Activin, Activin BA, BB, BC and BE, was also shown. In a
recent study our group has reported the first quantitative analysis
of the expression of Activin/Inhibin signal components in dif-
ferent developmental stages from fetal to adult thymus, as well
as in thymocyte and stromal compartments [147]. Our results
showed for the first time Inhibin o expression in the thymus. We
also observed a higher expression of the Type I and II receptors
ALK4, ActRIIA, ActRIIB, Smad2, Smad3 and Smad4 in early
embryonic E14 thymus compared with E16 or adult. Among
thymocytes, DN cells expressed higher levels of Alk4, as was
previously reported. Ligand analysis demonstrated a preferential
expression of BA, BB and Inhibin o by stromal cells although
BA and « subunits, but not BB, were also detected in thymo-
cytes. Interestingly, based on the ligand subunits abundance,
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we proposed that Inhibins and not Activins may be the major
ligands of the Activin family expressed during thymus organo-
genesis and early thymocyte differentiation [147]. Due to the
antagonizing nature of Activin/Inhibin interactions, the balance
in the differential expression of these proteins during thymocyte
development may regulate cellular responses relevant during T
cell maturation. Therefore, the role of Activins in thymocyte
development still needs to be addressed (Fig. 3C).

7. Conclusion

There is increasing evidence showing the role of members
of the TGF-3 superfamily in regulating different stages of thy-
mocyte development. TGF-{ seems to be involved in regulating
the transition from DN1 to DN2, but also the generation of the
CDS8 SP subpopulation. BMPs have been shown to inhibit the
transition DN1-DN2 and DN3-DN4, although the role of BMPs
at later stages of development has not yet been investigated. On
the other hand, the precise role of Activins/Inhibins in thymo-
cyte development still remains unresolved. However, the recent
demonstration of Inhibins as the major ligands of the Activin
subfamily expressed in murine thymus, suggests that a balance
between agonist and antagonistic signals must be regulating T
cell differentiation in the thymus, providing further complexity
into the role of this superfamily during the cellular processes
that take place during T cell development.

Finally, many questions still remain unresolved. For exam-
ple, the involvement of TGF-{ factors as modulators of critical
processes during T cell development such as negative selection,
which is a crucial event for central tolerance, as may be inferred
by the autoimmune phenotype of TGF-f31 deficient mice, or the
role of this superfamily of mediators in the process of positive
selection, implied by the phenotype of Shn-2 knock out mice.
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