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Marco Augusto Stimamiglio

A colonizacao do timo por precursores hematopoéticos representa um evento crucial para o
desenvolvimento deste proprio 6rgdo, assim como garante a diferenciagdo e a formacao do
repertério de células T maduras. Entretanto, os mecanismos moleculares que dirigem este
processo ndao sao totalmente conhecidos. A entrada destes precursores depende da
ativagdo de uma cascata de sinalizagbes intermoleculares, onde participam algumas
moléculas, como as integrinas e as quimiocinas.

Os receptores Eph, que compbéem a maior familia de receptores tirosina-quinase,
representam importantes moléculas reguladoras do desenvolvimento de sistemas e érgéaos,
sendo encontrados também no tecido linféide. Mais recentemente, essa familia de
receptores, juntamente com seus ligantes, efrinas, foi descrita como moléculas co-
estimulatérias de sinais transmitidos em linfocitos T pelo receptor de antigeno, por
quimiocinas e integrinas. Neste contexto, o objetivo central deste trabalho foi o de avaliar as
possiveis funcbes dos recepotores Eph, em particular EphB2, em modular a atividade
migratéria de precursores T durante os processos de colonizagdo do timo e maturagao
intratimica de linfocitos.

Nossos resultados demonstram a expressdao dos receptores EphB2 no timo de
camundongos e a sua participacédo tanto nos processos iniciais da organogénese do timo,
quanto na diferenciacao intratimica de timdcitos. Este receptor, assim como seus principais
ligantes, também é expresso em células precursoras derivadas da medula 6ssea de
camundongos e € capaz de modular a migracdo e a capacidade de entrada destes
precursores em lobulos timicos alinféides. Além disso, vimos que a falta deste receptor, ou
de seu dominio catalitico tirosina-quinase, promove uma reduc¢ao na deposigao de proteinas
da matriz extracelular e de quimiocinas no timo, assim como resulta em importante inibicao
da entrada dos precursores hematopoiéticos neste 6rgao. De igual maneira, o desequilibrio
dos sinais transmitidos pelo complexo EphB2/efrina-B impede o correto posicionamento
intratimico destes precursores, possivelmente levando a um bloqueio na maturagdo dos
timocitos. Finalmente, demonstramos que a auséncia do receptor ou dos sinais EphB2 nao
modifica os niveis de expressao de outros receptores como integrinas e receptores de
quimiocina nos precursores hematopoiéticos e timocitos, mas possivelmente modula sua
atividade e, desta forma, a atividade migratéria destas células frente a estimulos hapto e
quimiotaticos.

Em conjunto, nossos resultados apontam uma importante participacdo dos sinais
desencadeados pelo complexo Eph/efrina e sua co-regulagdo com outros receptores que
modulam o processo de migragédo dos precursores de células T, desde sua entrada no timo,
até o seu correto desenvolvimento e migracéo dentro deste 6rgao.
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Marco Augusto Stimamiglio

Thymus settling by hematopoietic progenitors represents a crucial event during thymus
ontogeny and guarantees the proper differentiation of the T-cell repertoire. However, the
molecular mechanisms that drive such process are not completely understood. Progenitor
settling depends on the activation of intercellular signaling cascades, where some integrins
and chemokines play a role. Eph receptors, the major tyrosine-kinase receptor family, are
important regulatory molecules for the development of several systems and organs, being
also expressed in lymphoid tissues. More recently, this receptor family, conjointly with the
corresponding ligands, the ephrins, has been reported as costimulatory molecules for the T-
cell receptor, chemokine receptors and integrins on T lymphocytes. In this context, the aim of
this work was to evaluate the possible functions of Eph receptors, in particular EphB2, as
modulators of T-cell progenitor migration during thymus settling and intrathymic T-cell
maturation.

Our results demonstrate that EphB2 receptors are expressed in the mouse thymus and
participate in its organogenesis and intrathymic T-cell development. This receptor and its
main ligands are also expressed in mouse bone marrow-derived progenitor cells, being able
to modulate migration and the ability of these cells to settling thymic lobes. Moreover, the
lack of such receptor, or its tyrosine-kinase domain, results in a reduced deposition of
extracellular matrix proteins and chemokines in the thymus, and leads to an important
inhibition of thymus settling by hematopoietic progenitors. Furthermore, an imbalance of the
signals transmitted by EphB2/ephrin-B complex prevents proper intrathymic positioning of
progenitor cells, possibly causing a blockade in thymocyte maturation. Finally, we
demonstrated that the lack of EphB2 receptor or signaling does not change the expression
level of integrins and chemokine receptors on hematopoietic progenitors and thymocytes, but
possibly modulates the activity of these receptors and the cell migration activity through
hapto and chemotactic stimuli.

Taken together, our results point to an important participation of Eph/ephrin complex
signaling and its cross-regulation with other receptors that modulates T-cell migration
process, from thymus settling until the proper thymocyte development within the organ.
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CAPITULO 1

1. INTRODUGAO

Nos organismos multicelulares € marcante a caracteristica que suas células
possuem de comunicar-se entre si e com seu microambiente, coordenando suas
atividades fisiologicas. Esta comunicacdo € mediada através da interacdo entre
receptores e seus respectivos ligantes. Varias classes de receptores sdo conhecidas
nos sistemas biologicos, cada uma com seu mecanismo caracteristico de transducao
dos sinais extracelulares em sinais intracelulares. Uma das maiores classes de
receptores conhecidas compreende os receptores do tipo tirosina-quinase (RTKSs).
Estes receptores possuem dominios quinase intracelulares que sao ativados através
da interacao ligante-receptor. Esta ativacdo leva a modificagcbes nos residuos de
tirosina presentes na molécula do receptor que, posteriormente, se ligam e ativam
uma seérie de moléculas sinalizadoras, desencadeando assim uma cascata de
sinalizagdo no interior da célula. Estas modificacbes nos residuos de tirosina
ocorrem pela fosforilagdo destes aminoacidos. De fato, os sistemas bioldgicos usam
extensivamente grupos fosfato para a manutencdo de fungdes vitais, como o
armazenamento e transmissao da informacgéo genética, a geragao e transferéncia de
energia, e a sinalizacédo. A modificagdo nos residuos de tirosina pelos grupos fosfato
nas proteinas tirosina-quinase consiste em um dos maiores mecanismos de

transducao de sinais nas células (Hubbard & Miller, 2007).

Muitos dos RTKs sido importantes receptores de fatores de crescimento, como o
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF, da lingua inglesa, Platelet-
derived growth factor), o fator de crescimento de fibroblastos (FGF, da lingua
inglesa, Fibroblast growth factor), o fator de crescimentos epidermal (EGF, da lingua
inglesa, Epidermal growth factor), dentre outros. Eles sado classificados em diferentes
subfamilias com base em suas similaridades estruturais. Em 1987, portanto antes do
inicio do projeto genoma humano, quando a clonagem homodloga representava o
grande avanco cientifico daquele momento, o primeiro membro da subfamilia de
receptores Eph foi caracterizado por Hirai e colaboradores, quando tentavam
identificar novos RTKs relacionados a céancer (Hirai et al., 1987). O receptor
encontrado foi denominando Eph (da lingua inglesa, Erytropoietin-producing
hepatocellular carcinoma) devido a linhagem celular tumoral da qual foi clonado e,
atualmente, corresponde a molécula EphA1. Até o presente, a subfamilia Eph, nos
vertebrados, contém 16 membros e constitui o maior grupo de receptores com

atividade tirosina-quinase.



CAPITULO 1

Desde sua descoberta, os receptores Eph vem sendo relacionados a um numero
crescente de processos fisioldgicos e patoldégicos em muitos tipos celulares e
diferentes 6rgdos. Os receptores Eph apresentam diversas atividades, incluindo
multiplos efeitos sobre a citoarquitetura, a adesao celular, as jung¢des intercelulares e
a migragao celular (Pasquale, 2008). Além disso, efeitos sobre a proliferagao celular,
sobrevivéncia, diferenciacdo e secregdao vém também sendo descritos. Essas
atividades dependem da interag&o dos receptores Eph aos seus ligantes efrinas (da
lingua inglesa, Ephrin — Eph receptor interacting proteins). No genoma humano,
existem 9 receptores da classe EphA (EphA1 — EphA5) que se ligam a 5 ligantes
efrina-A (efrina-A1 — efrina-A5), que sao proteinas ligadas a superficie celular
através de um ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI). Ainda existem outros 5
receptores da classe EphB (EphB1 — EphB5) que interagem a 3 ligantes
transmembranares efrina-B (ephrina-B1 — ephrina-B3). Essas interagdes séao
promiscuas dentro de cada classe e alguns receptores Eph podem ainda interagir

com efrinas da outra classe.

A interacdo entre receptores e ligantes, que formam os complexos Eph-efrina, gera
sinais intracelulares bidirecionais que afetam tanto a célula que expressa o receptor
Eph, quanto a célula que expressa a efrina. Esses sinais bidirecionais, induzidos
pelo complexo Eph-efrina, ativam cascatas intracelulares de sinalizagdo que podem
culminar até mesmo em efeitos opostos nas células sensibilizadas (Pasquale, 2008).
Estas atividades dos receptores Ephs e das efrinas vém sendo extensivamente
estudadas no sistema nervoso, onde estas proteinas sdo amplamente expressas e
possuem papéis conhecidos no estabelecimento da conectividade neural através de
seus sinais que guiam os axdnios a regides apropriadas e regulam a formagao das
conexdes sinapticas (Pasquale 2005). Muitas destas fungdes tém sido também
estudadas em outros sistemas e, na ultima década, resultados interessantes foram
gerados com relagédo ao sistema imune, onde muitos receptores Eph e seus ligantes

efrinas s&o expressos e apresentam propriedades regulatorias (Wu & Luo, 2005).

Neste sentido, nosso trabalho procura identificar fungbes da atividade dos
receptores Eph, em particular do receptor EphB2, e sua interagao com seus ligantes
durante o desenvolvimento dos linfécitos T e sua maturagcéo no timo, 6rgao linféide
primario que constitui um dos controles centrais do sistema imune. Este trabalho
esta divido em capitulos, nos quais contextualizamos inicialmente o papel dos

receptores Eph e das ephrinas na organogénese do timo e, posteriormente,
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CAPITULO 1

apresentamos nossos mais novos avangos para a caracterizacdo da interagao entre
o microambiente timico e os precursores T em diferenciacdo mediada pela ativagao

do complexo Eph-efrina.

Para melhor entendermos a estrutura e fisiologia dos protagonistas deste estudo,
apresentamos nos subitens que se seguem, uma série de informacgdes relacionadas
a familia dos receptores Eph, assim como, ao sistema imune em geral e ao timo em

particular.

1.1 A familia dos receptores Eph e seus ligantes efrinas

De todos os RTKs encontrados nos genomas de vertebrados, a subfamilia de
receptores Eph constitui o maior grupo. Os genes que codificam as Ephs e efrinas
estdo presentes em todo o reino animal e tem uma origem que possivelmente
antecede a dicotomia dos grupos Parazoa-Eumetazoa (Drescher, 2002). A
conservagao da estrutura e da funcao de Ephs e efrinas durante a evolugao
contrasta com o elevado numero de membros desta familia encontrados nos
vertebrados, onde sao conhecidas 16 Ephs (Eph A1-A10 e Eph B1-B6) e 9 efrinas
(efrina A1-A6 e efrina B1-B3) (Pasquale, 2005). Neste contexto, € interessante
considerar que a familia Eph foi inicialmente descrita com um unico membro,
descrito em Caenorhabditis elegans como o receptor VAB-1 (da lingua inglesa,
Variable ABnormal Morphology) (George et al., 1998), o qual interage ndo apenas

com uma, mas com quatro efrinas (Wang et al., 1999).

O que poderia ter levado a esta consideravel expansao evolutiva na familia dos
receptores Eph? Especula-se que a expansado dos receptores Eph, permitindo a
formagdo da maior familia de RTKs nos vertebrados, reflete seu importante papel
como sistema de controle de migragédo e posicionamento celular, essencial para a
evolugdo do complexo plano corporal dos vertebrados (Lackmann & Boyd, 2008). A
duplicacao génica destes receptores deve ter permitido a indugdo de diferengas
funcionais sutis entre as distintas classes de receptores Eph e o estabelecimento de
um cédigo combinado de padrdes de expressao que permite regular a complexa

citoarquitetura tecidual (Murai & Pasquale, 2003).

Atualmente, todos os receptores e ligantes das familias Eph e efrina conhecidos
estdo classificados, de acordo com a homologia de seus dominios extracelulares e

as suas afinidades de ligagédo, nos subgrupos A e B e tiveram sua nomenclatura
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unificada conforme representado na tabela 1.1 (Eph Nomenclature Committee,
1997).

Tabela1.1 Nomenclatura para as familias Eph e ephrina*.

Receptores Ligantes
Novo nome Nomes anteriores Novo nome Nomes anteriores
EphAl Eph, Esk ephrin-A1 B61; LERK-1, EFL-1
EphA2 Eck, Myk2, Sek2 ephrin-A2 ELF-1; Cek7-L, LERK-6
EphA3 Cekd, Mek4, Hek, Tyro4; Hek4 ephrin-A3 Ehkl-L, EFL-2, LERK-3
EphA4 Sek, Sekl, CekS8, Hek8, Tvrol ephrin-A4 LERK-4: EFL-4
EphAS Ehkl1, Bsk, Cek7, Hek7; Rek7 ephrin-AS AL-1, RAGS; LERK-7, EFL-5
EphA6 Ehk2; Hek12 ephrin-A6
EphA7 Mdk1, Hek11, Ehk3, Ebk, Cekl1
EphAS Eek; Hek3
EphA9
EphAl0
EphB1 Elk, Cek6, Net: Hek6 ephrin-B1 LERK-2, Elk-L, EFL.3, Cek5-L: STRA1
EphB2 Cek5, Nuk, Erk, Qek3, Tyro3, Sek3; Hek5, Drt ephrin-B2 Htk-L, ELF-2; LERK-5, NLERK-1
EphB3 Cek10, Hek2, Mdk3, Tyro6, Sek4 ephrin-B3 NLERK-2, Elk-L3, EFL-6, ELF-3; LERK-8
EphB4 Htke, Myk1, Tyroll; Mdk2
EphB5 Cek9: Hek9
EphB6 Mep

*Adaptado de http://eph-nomenclature.med.harvard.edu, local destinado a publicagao e
coordenacgao de futuras mudangas ou atualizagbes na nomenclatura publicada em agosto
de 1997.

A formacgédo do complexo Eph-efrina através da interagdo entre estes receptores e
ligantes segue, em geral, a afinidade dos dominios de ligacdo dentro de cada
subgrupo, onde as Ephs A interagem preferencialmente com efrinas A e as Ephs B
com efrinas B (Pasquale, 2004). Contudo, algumas exceg¢des sdo conhecidas, como
a efrina-A5 que em altas concentragdes pode interagir com a EphB2 (Himanen et al.,
2004) e as efrinas-B2 e B3 que podem se ligar a EphA4 (Gale et al., 1996). Dentro
de cada subgrupo as interagcdes entre Ephs e efrinas sdo promiscuas, ainda que as
afinidades de interagdo variem consideravelmente (Pasquale, 2004; Lackmann &
Boyd, 2008).

1.1.1 Bases estruturais da sinalizacédo Eph-efrina

Estruturalmente, os receptores Eph sado proteinas transmembranares do tipo |,
caracterizadas por apresentar um unico dominio transmembrana e um dominio
amino terminal extracelular (Fig. 1.1a). Este dominio extracelular € composto por

uma regiao N-terminal altamente conservada e responsavel pelo reconhecimento e
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interacédo ao ligante; uma regido rica em cisteinas, que contém um motivo similar ao
fator de crescimento epitelial (EGF); e duas regides fibronectina tipo Il repetidas que
participam da dimerizagdo do receptor e de interagbes com outras proteinas
(Pasquale, 2005). Os receptores Eph apresentam ainda uma regido transmembranar
seguida de uma porgao justamembranar que contém dois residuos de tirosina
conectados a um dominio tirosina-quinase bastante conservado, um motivo a-estéril
(SAM, da lingua inglesa, Sterile Alpha Motif) € um motivo de unido PDZ préximo ao
extremo carboxi-terminal, que participa em interagdes proteina-proteina (Kullander &
Klein, 2002). Existem, entretanto, dois receptores Eph (EphA10 e EphB6) cujo
dominio tirosina-quinase €& desprovido de alguns residuos essenciais para a
deflagragcdo da atividade catalitica. Ainda que inicialmente se tenha pensado que
estes receptores nao podiam transmitir sinais intracelulares, atualmente sabemos
que, ao menos no caso da EphB6, o dominio intracitoplasmatico pode ser fosforilado

apos associar-se com o0 a EphB1 (Freywald et al., 2002; Boudeau et al., 2006).

Por outro lado, as efrinas sao caracterizadas estruturalmente pela presenca de um
unico dominio amino-terminal de interagdo ao receptor, o qual se encontra separado
da membrana celular por uma curta sequéncia de aminoacidos (Fig. 1.1a). As
efrinas A se unem a membrana plasmatica através de uma ancora de GPI, enquanto
que as efrinas B possuem uma regido transmembranar e um curto, mas altamente
conservado, dominio citoplasmatico que apresenta residuos de tirosina e um motivo
de unido PDZ na extremidade carboxi-terminal (Kullander & Klein, 2002). A
fosforilagado de varios residuos de tirosina na porcéo intracelular das efrinas B, apés
ligagdo com seu receptor, possibilita a interagdo com proteinas adaptadoras
SH2/SH3 que apresentam um importante papel na sinalizagdo desencadeada por

esta molécula (Cowan & Henkemeyer, 2001).

A interagao receptor-ligante entre Ephs e efrinas requer o contato célula-célula, uma
vez que ambas as moléculas estdo ancoradas a membrana celular. Uma vez que
ocorra esta interacao, sdo formados heterodimeros de alta afinidade (Fig. 1.1b), que
posteriormente se agrupam em tetrameros de sinalizag&o (Fig. 1.1c) compostos por
dois receptores Eph e dois ligantes efrina (Himanen et al., 2004; Nikolov et al.,
2005). Os dominios extracelulares formados a partir de tais agrupamentos
aumentam a especificidade entre os subgrupos. Posteriormente, estes tetrdmeros se
agregam e formam estruturas de maior complexidade que se localizam nos

denominados microdominios ricos em glicolipideos (GEM, da lingua inglesa,
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Glycolipid-enriched microdomains), ou lipid rafts, na membrana celular (Gauthier &
Robbins, 2003). A alta densidade destas estruturas, formadas por complexos Eph-
efrina, possibilita sua agregagao e a ativagdo de diferentes cascatas intracelulares
de sinalizagao (Bruckner & Klein, 1998; Murai & Pasquale, 2003).

a) Estrutura b) Dimerizagéo C)Tetramenzagao G Reverse
Efrina B
Efrina A {) [SH2]

L1

= =
M@?@@

Dominio de ligag&o a Eph

®7 Dominio de ligag8o & efrina

Motive EGF-like

Repetiq.ées Fibronectina tipo Il1

Membrana
celular |

=

/1
) g
& %ﬂ

- Segmento juxtamembranar

Dominio quinase

. Zona de alta afinidade EphB-efrina B
EominiziSAM [ M zona de baixa afinidade EphB-efrina B

- Forward
|:| Zona de alta afinidade EphA-efrina A
Receptor Eph B ] [ zona de baixa afinidade EphA-efrina A
[ M zona de unigo a outros receptores

Figura 1.1 - Estrutura molecular e interagdes entre Ephs e efrinas. a) Representacao da
estrutura molecular de receptores Eph B e de ligantes efrina dos subgrupos A (ligacdo a
membrana plasmatica através de uma ancora de GPI) e B (proteina transmembranar); b)
Representacdo da formacéo de dimeros durante a interagéo ligante-receptor entre Ephs e
efrinas B. As cores presentes nos dominios extracelulares de ambas as proteinas
representam zonas de diferentes afinidades intermoleculares (indicado na legenda); c)
Esquema da estruturacido tetramérica e da sinalizagdo desencadeada pela formacido do

complexo Eph-efrina. (Adaptado de Pasquale, 2005)

Uma das caracteristicas mais interessantes da formagao dos complexos Eph-efrina
€ a capacidade de sinalizagao bidirecional (Fig. 1.1c). Esta sinalizagéo € deflagrada
no citoplasma da célula que expressa os receptores Eph, sinal este denominado
didaticamente como forward, e no citoplasma da célula que expressa os ligantes
efrina, cujo sinal se denomina reverse (Pasquale, 2005). Através da formacg&o dos
tetrameros, os receptores Eph passam a transmitir o sinal forward para o interior

celular, o que permite a transfosforilacdo dos dominios citoplasmaticos de outras
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Ephs contiguas (Wimmer-Kleikamp et al., 2004). Além disso, outro modo de
aumentar este sinal ocorre pela ativacao de outras quinases da familia SRC (Knoll &
Drescher, 2004) e pela interagdo com moléculas que contém dominios de homologia
SRC (Kullander & Klein, 2002). Outras interagbes entre proteinas ocorrem
independente de fosforilagcdo, como é o caso daquelas que possuem dominios PDZ
e GTPases da familia Rho (Noren & Pasquale, 2004; Lackmann & Boyd, 2008).

Além dos diversos mecanismos de sinalizacdo ativados por Ephs e efrinas, se
conhecem também distintas formas de atenuagao e término dos sinais deflagrados
pelo complexo ligante-receptor. Um dos mecanismos seria através da intervengao
de receptores com dominios quinase inativos (EphA10 e EphB6), que dificultariam a
expansdo da fosforilagdo aos receptores adjacentes (Freywald et al., 2002;
Konstantinova et al., 2007). As interagdes laterais entre Ephs e efrinas presentes na
mesma célula também podem ocorrer, atenuando as interacdes intercelulares uma
vez que foi comprovado que tais interagdes sao incapazes de transmitir sinais (Yin et
al., 2004; Egea & Klein, 2007). Outro mecanismo consiste na internalizagdo dos
complexos ligante-receptor por endocitose, favorecendo assim a separagao destas
células (Marston et al., 2003; Zimmer et al., 2003; Egea & Klein, 2007). Neste
mesmo sentido, podemos citar ainda a digestao proteolitica dos complexos Eph-
efrina através da secrecdo de metaloproteases (Hattori et al., 2000) ou de serina-
proteases da familia rombdide (Pascall & Brown, 2004), pelas células que estao

interagindo entre si (Himanen et al., 2007).

Em conjunto, estes mecanismos permitem que a resposta fisiolégica, através da
interacao Eph-efrina, se traduza, por exemplo, em fendmenos de repulsao (Flanagan
& Vanderhaeghen, 1998; Wilkinson, 2001) ou de ades&o celular (Holmberg et al.,
2000; Dravis et al., 2004), assim como na reversdo destes fendbmenos, de acordo
com a intensidade do sinal deflagrado (Poliakov et al., 2004) ou a duragdo da
respectiva interagcdo molecular (Konstantinova et al., 2007). De fato, a importancia
do grau de agrupamento entre receptores e ligantes na membrana celular tem sido
estudada por varios autores (Stein et al., 1998; Huynh-Do et al., 1999; Hindges et al.,
2002; McLaughlin et al., 2003; Hattori et al., 2000; Marston et al., 2003; Hansen et
al., 2004). De maneira geral, se entende que uma baixa ativagao da sinalizagao Eph-
efrina se traduz no aumento dos fendbmenos de adesao, tanto célula-célula como
célula-matriz extracelular, enquanto que o aumento nestes niveis de ativagcao pode

induzir as células a se repelirem, muito embora esta regra ndo seja verdadeira para
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todos os casos (Pasquale, 2005; Lackmann & Boyd, 2008). Em todos estes
processos, o grau de agrupamento dos complexos Eph-efrina estaria modulando o
equilibrio de sinais que regulam os fendbmenos de adesdo/repulsdo. Diversos
trabalhos tém demonstrado que o comportamento de células que interagem através
dos complexos Eph-efrina é diferente, dependendo do modo em que se transmitem
os sinais forward e reverse nestas células (revisados por Wilkinson, 2003; Davy &
Soriano, 2005; Pasquale, 2005; Lackmann & Boyd, 2008). Desta forma, se apds o
contato inicial, tanto Ephs quanto efrinas forem capazes de sinalizar (sinal
bidirecional), o sinal desencadeado gerara uma resposta celular especifica
(repulsdao, por exemplo). Se, por outro lado, o complexo Eph-efrina transmitir
somente sinais através de uma unica célula (sinal unidirecional), a resposta
desencadeada seria a oposta (adesdo, seguindo nosso exemplo). Outros autores
sugerem ainda que, ndo apenas é relevante o sinal Eph forward em uma célula e o
sinal efrina reverse na célula adjacente, mas que a resposta celular depende do
equilibrio global de sinais forward e reverse que cada uma delas recebe (Dravis et
al., 2004).

Naturalmente, todos estes mecanismos celulares de adesao/repulsao, assim como
outros processos regulados pela sinalizagao Eph-efrina, requerem a participacéao de
muitas moléculas adaptadoras e, em Uultima instadncia, a ativacdo de diferentes
mecanismos de regulagdo do citoesqueleto, de expressao génica e de atividade de

complexos efetores.

1.1.2 Vias de sinalizagao e atividades funcionais de Ephs e ephrinas

Os receptores Eph e as efrinas sdo expressos em praticamente todos os tecidos de
um embrido, e estdo envolvidos em uma grande gama de processos durante o
desenvolvimento (Palmer & Klein, 2003). Em muitos destes processos, a fungéo
bioldgica da sinalizagao Eph-efrina esta principalmente relacionada a modulagao da
adesao celular: retracdo dos cones de crescimento na migragdo axonal, organizagéo
celular no embrido, migragao celular no desenvolvimento, agregacao plaquetaria,
dentre outros (Arvanitis & Davy, 2008). O complexo Eph-efrina tem ainda sido
descrito em processos de aprendizado e memoaria (Gerlai, 2002), na homeostase
ossea (Zhao et al., 2006), na secregao de insulina (Konstantinova et al., 2007) e na

modulagdo da resposta imune (Alfaro et al., 2008; Sharfe et al., 2008). Alteracdes
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na sinalizagcdo Eph-efrina em humanos podem levar ao surgimento de doencas

congénitas e cancer (Pasquale, 2008).

Do ponto de vista molecular, os sinais ativados pelo complexo Eph-efrina que
regulam a organizacéo do citoesqueleto, modulando muitos dos processos celulares
citados anteriormente (adesao/repulsao; migracgao; etc.), ocorrem fundamentalmente
através de GTPases monoméricas da familia Rho: RhoA, Rac e Cdc42 (Noren &
Pasquale, 2004; Arvanitis & Davy, 2008), cuja atividade controla a morfologia e o
movimento celular, promovendo ou inibindo formacdes de adesdes focais, fibras de
estresse, lamelipddios e filopddios (Nobes & Hall, 1995; Cory et al., 2002; Murai &
Pasquale, 2003). Por exemplo, a modulacdo de proteinas RhoA pelo sistema Eph-
efrina, particularmente no que diz respeito a efrina-A2, regula a dindmica de
crescimento dos cones neurais no sistema nervoso, provocando retragcdo do seu
crescimento (Gallo et al.,, 2002; Gallo & Letourneau, 2004). Por outro lado, a
ativacdo de Rac1, através da efrina-B1 ou do receptor EphA2, estimula a migragao e
extensdo dos prolongamentos neuronais (Tanaka et al., 2004). De forma similar, fora
do sistema nervoso como, como por exemplo, em células endoteliais, a ativagao de
Rac1, através do receptor EphA2, promove o aparecimento de prolongamentos
celulares e a migracao destas células (Brantley-Sieders et al., 2004). Ja a regulacao
de Rac1, através da efrina-A1, inibe a formagao destes prolongamentos nas células
musculares lisas dos vasos sanguineos (Deroanne et al., 2003). Esta especificidade
tecidual é também patente ao comprovar-se que Eph-efrinas da familia B podem
produzir, em algumas ocasides, modificacbes celulares diferentes daquelas
induzidas pela familia A. Por exemplo, no estabelecimento do sistema visual, os
receptores EphA medeiam a repulsdo e retragdo dos axdnios, enquanto que os
receptores EphB proporcionam os sinais para que se interrompa o crescimento dos
cones neuronais (Hindges et al., 2002; Mann et al., 2002; Murai & Pasquale, 2003),
demonstrando assim que, os diferentes membros da familia Eph podem modular
diferentes fungbes ou diferentes aspectos dentro de um mesmo sistema. Uma
possivel explicagao para funcdes diferenciadas, inclusive em uma mesma célula,
seria a existéncia de distintas moléculas citoplasmaticas que interagem de forma
preferencial com uma ou outra familia de Ephs e efrinas (Poliakov et al., 2004;
Arvanitis & Davy, 2008).

Além de seus efeitos sobre as proteinas da familia Rho, os sinais deflagrados pelo

complexo Eph-efrina podem regular a atividade da via de sinalizacdo ERK/MAPK
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através de interagdes com proteinas H-Ras. Diferentemente dos demais RTKs que
normalmente ativam esta via de sinalizagdo, o complexo Eph-efrina pode também
inibir os sinais ERK/MAPK (Poliakov et al., 2004), importantes ndo apenas como
reguladores da transcricdo génica e da proliferagdo celular, mas também para o
controle da adesao celular, da migracao celular, etc. (Marshall, 1995; Hughes et al.,
1997; Forcet et al., 2002).

Assim, diferentes efeitos promovidos pelos receptores Eph foram descritos durante a
ativacdo da cascata de sinalizacdo MAPK. Efeitos estes que variam em funcdo do
tipo celular sobre o qual atuam: diminuicdo da adesdo a matriz extracelular em
células tumorais de mama (Pratt & Kinch, 2002), ativagao da quimiotaxia em células
endoteliais (Vindis et al., 2003), regulagdo da diferenciacdo de precursores neurais
(Aoki et al., 2004), estimulacdo da proliferagdo de células T (Yu et al., 2003a;
Freywald et al., 2003), etc. Por outro lado, ao inibir a via Ras/MAPK, a ativacao de
Ephs A e B pode, por exemplo, promover a retracdo de dendritos neuronais (Elowe
et al., 2001), a supresséao da proliferacao de células epiteliais (Miao et al., 2003), e a

determinacao da diferenciacéo celular (Picco et al., 2007).

Como vemos, as sinalizacbes Eph-efrina ndao atuam isoladamente modulando
atividades efetoras nas células, mas sao parte de um mecanismo complexo de vias
regulatérias que agem em conjunto controlando apropriadamente as respostas
biolégicas. Neste sentido, podemos descrever ainda vias de sinalizagdo cruzada
(cross-talking) entre Eph-efrinas e outros sistemas de comunicagéo celular
controlados por proteinas de superficie celular (Fig. 1.2). Por exemplo, estudos
recentes demonstraram que outros membros da familia RTK (EGFR, FGFR) podem
interagir direta ou indiretamente com Ephs e efrinas modulando processos de
migragéo e proliferagdo celular (Yokote et al., 2005; Brantley-Sieders et al., 2008)
(Picco et al., 2007; Arvanitis & Davy, 2008). Outros estudos tém demonstrado
ligacao entre receptores EphB e proteinas de adeséo intercelular do tipo E-caderina.
Estes estudos indicam que a sinalizagcdo via EphB promove o deslocamento de E-
caderinas para a superficie celular levando a formagdo de jungdes aderentes e
impedindo a separacédo dos complexos EphB/efrina-B (Cortina et al., 2007; Noren &
Pasquale, 2007). Tal regulagao pode ser reciproca, pois a adesao intercelular
dependente de E-caderina pode regular a expressao dos receptores Eph, sua

localizag&o na superficie celular e, desta forma, sua ativagao (Ireton & Chen, 2005).
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O sistema Eph-efrina pode também afetar a comunicacdo celular com o
microambiente extracelular mediada por integrinas (Figura 1.2). Um numero
crescente de trabalhos vem demonstrando que essa comunicagdo cruzada Eph-
efrina/integrinas ndo esta ligada especificamente a uma classe de Ephs ou efrinas,
assim como nao parece ser dependente de um sinal especifico forward ou reverse
(Arvanitis & Davy, 2008). Dependendo do contexto celular em que atuam, os sinais
desencadeados pelo complexo Eph-efrina podem induzir um aumento da adesao
celular mediada por integrinas (Huynh-Do et al., 1999; Huynh-Do et al., 2002; Davy
& Robbins, 2000; Gu & Park, 2001; Huai & Drescher, 2001; de Saint-Vis et al., 2003;
Prevost et al., 2004; Prevost et al., 2005) ou ainda, apresentar um efeito contrario
limitando a ativacao das integrinas e diminuindo a ades&o celular mediada por estes
receptores (Zou et al., 1999; Miao et al., 2000; Miao et al., 2005) (Deroanne et al.,
2003; Bourgin et al., 2007). A cooperagao entre os sinais derivados da ativagao Eph-
efrina e integrinas pode ser demonstrada até mesmo nas fases iniciais do
desenvolvimento em peixes-zebra, onde a redugcdo da sinalizagao Eph-efrina pode
levar a uma desorganizacédo no desenvolvimento dos somitos de animais deficientes
em integrinas o531 (VLAS5) ou seu ligante na matriz extracelular, a molécula de
fibronectina (FN) (Koshida et al., 2005). O ponto de convergéncia entre estas duas
vias de sinalizacado parece ocorrer nas cascatas intracelulares de sinalizacao através
de proteinas quinase (FAK, Pl3K, MAPK) e/ou pequenas GTPases (Rac, Rho, Ras,
Rap1).

Outra familia de receptores de membrana que apresentam sinalizagdes cruzadas
com Eph-efrinas sdo os receptores de quimiocinas (Fig. 1.2), uma familia de
receptores de superficie celular ligados a proteina-G que também participam na
regulacdo da migracéo celular. Dentre as inumeras quimiocinas e seus receptores
podemos citar o complexo CXCR4/CXCL12, responsavel pela regulagdo de vias de
sinalizagdo que ndo apenas modulam a migracao celular, mas também a adeséao,
secrecao e, potencialmente, sobrevivéncia e proliferagcao celular (Kucia et al., 2004).
Em 2001, Lu e colaboradores (2001) demonstraram que a ativagao do sinal reverse
deflagrado por efrinas-B inibiam a quimiotaxia induzida por CXCL12 em células
granulares do cerebelo. O mecanismo molecular para essa inibigao foi parcialmente
descrito com a identificacdo da PDZ-RGS3, uma proteina que interage com
dominios citoplasmaticos de efrinas-B e € capaz de inativar o sinal via proteina-G
(Lu et al., 2001). Resultados similares foram obtidos em linfocitos T, onde foi
demonstrado que a ativacao de receptores EphA inibiam a quimiotaxia induzida por
-12 -
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CXCL12 alterando a atividade de pequenas GTPases nestas células (Sharfe et al.,
2002). Diferentemente dos exemplos citados acima, que demonstram uma relagao
antagonica entre Eph-efrina e CXCR4/CXCL12, outros estudos demonstram que
interagbes agonistas entre estas vias de sinalizagdo regulam a migracao de células
endoteliais e a morfogénese de vasos sanguineos (Salvucci et al., 2006). Desta
forma, estes estudos claramente demonstram que as sinalizagdes Eph-efrina e
quimiocinas-receptores de quimiocina agem cooperativamente regulando varios

processos biolégicos que envolvem quimiotaxia.

Existem ainda outros exemplos de comunicagdes reciprocas que podem ocorrer
entre Eph-efrinas e receptores de membrana. A sinalizagdo cruzada de EphA2 ou
efrina-B1 com claudinas, que sado componentes de jungdes celulares oclusivas
presentes em células epiteliais, tem sido relacionada a regulagdo da adesao celular
e a permeabilidade intercelular (Arvanitis & Davy, 2008). As jungbes comunicantes
do tipo “gap” também sao criticas para a funcao Eph-efrina durante a divisao celular,
a secregcdo de insulina e a diferenciagdo osteogénica (Davy et al., 2006;
Konstantinova et al., 2007). Canais de calcio do tipo NMDA (N-metil D-aspartato)
também podem ser regulados através da sinalizagdo cruzada com EphB2,
promovendo o influxo de calcio através da ativacdo de quinases da familia Src, que,
por sua vez, promove a degradacgao proteolitica da EphB2 (Fig. 1.2) (Litterst et al.,
2007).

Finalmente, existem ainda trabalhos que demonstram a ocorréncia de sinalizacao
cruzada entre Eph-efrinas e outros receptores em tecidos e células especificos. Em
relagdo ao sistema imune, por exemplo, alguns trabalhos que discutiremos
posteriormente com mais detalhe, demonstram que a ativagdo de EphsB em células
T produz efeitos diversos sobre a cascata de sinalizacdo do receptor de célula T
(TCR), ativando sinergicamente a via MAPK e aumentando a proliferagdo celular
(Wu & Luo, 2005), ou inibindo a ativagdo de Rac e JNK (Freywald et al., 2003).

Todos estes exemplos indicam que Ephs e efrinas constituem um sistema altamente
plastico, com multiplas interacdes, e que esta relacionado a numerosos processos
de desenvolvimento, definindo padrbées histologicos, processos dinamicos de

posicionamento celular, interagdes e sinalizagdes intercelulares.
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Figura 1.2 - Sinalizagdo cruzada entre Eph-efrinas e outros receptores. Representagao
de algumas formas de cross-talk que podem ocorrer de forma bidirecional entre Eph-efrinas
e outros sistemas de comunicacgao celular. As bolinhas amarelas representam a fosforizacao
em residuos de tirosina e a tesoura indica a clivagem proteolitica. (Adaptado de Pasquale,
2008).

1.1.3 O papel de Ephs e efrinas na organogénese e em processos patoldgicos

A primeira fungao descrita para a familia Eph-efrina ocorreu no sistema nervoso e
fazia referéncia a sua capacidade para guiar o crescimento dos prologamentos
neuronais (Pasquale, 2005). Estudos posteriores demonstraram varias outras
funcdes bioldgicas destas moléculas, tanto no préprio sistema nervoso, quanto em

outros tecidos e 6rgaos. Alguns exemplos s&o:

- No sistema nervoso, regula a formagdo dos mapas neuronais através do
estabelecimento da conectividade neural e da formagao das conexdes sinapticas
(Luo & Flanagan, 2007);
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Ainda neste tecido, regula a plasticidade das conexdes neuronais em estruturas
como o hipocampo, onde mudangas no numero e no tamanho das sinapses séo

importantes para os processos de aprendizado e memoéria (Dalva et al., 2007);

Participa do estabelecimento de dominios na formacdo das bordas teciduais
(Mellitzer et al., 1999; Xu et al., 1999) e na segmentacédo e diferenciagado de
somitos (Durbin et al., 1998), regulando estruturalmente a migracao e a interagao

célula-célula, assegurando seu correto posicionamento;

Participa do desenvolvimento de estruturas craniais, como a formacdo e

fechamento do palato (Orioli et al., 1996);

Regula o desenvolvimento do esqueleto 6sseo e cartilaginoso (Compagni et al.,
2003);

Modula a migracéo de células da crista neural (Davy & Soriano, 2005);

Participa na angiogénese e remodelagdo do sistema vascular (Adams et al.,
1999; Foo et al., 2006; Zhang & Hughes, 2006), regulando também o processo
de agregacao plaquetaria (Prevost et al., 2002);

Intervem na diferenciagdo de diferentes epitélios, como o sistema urorretal
(Dravis et al., 2004), sistema mamario (Munarini et al., 2002), tubulos e
glomérulos renais (Takahashi et al., 2001; Ogawa et al., 2006), sistema
pancreatico (van Eyll et al., 2006), epitélio intestinal (Batlle et al., 2002) e epitélio
timico (Munoz et al., 2006; Alfaro et al., 2007; Munoz et al., 2009);

Apresenta fungdes imunoregulatorias durante o desenvolvimento e atividade de
linfécitos T (Alfaro et al., 2008; Alfaro et al., 2007; Munoz et al., 2006; Yu et al.,
2006; Wu & Luo, 2005), as quais discutiremos em maior detalhe na proxima

segao.

Devido a sua fungdo como moduladores da migragao e diferenciagao celular, ndo é

surpreendente que o sistema Eph-efrina tenha sido relacionado a diferentes tipos de

processos tumorais (Hafner et al., 2004; Surawska et al., 2004, Ireton & Chen, 2005;

Noren & Pasquale, 2007; Pasquale, 2008). Muitos estudos demonstram que

receptores Eph sdo amplamente expressos em uma grande variedade de tumores,

incluindo tumores mamarios (Brantley-Sieders et al., 2008; Larsen et al., 2007;
Berclaz et al.,, 2002), melanomas (Hess et al., 2007; Guo et al., 2006b; Easty &
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Bennett, 2000; Easty et al., 1999), carcinomas de cdlon (Liu et al., 2002; Saito et al.,
2004; Clevers & Batlle, 2006; Guo et al., 2006a), canceres de esbdfago (Miyazaki et
al., 2003) e tumores linféides (Alonso et al., 2009; Smith et al., 2004; Wicks et al.,
1992). De maneira geral, existe uma relacéo direta entre o grau de malignidade do
tumor e os niveis de expressao dos receptores Eph e seus ligantes efrinas (Poliakov
et al.,, 2004), que, em muitos casos, podem intervir em vias de sinalizacdo de
oncogenes, de hipdxia ou de citocinas inflamatérias (Pasquale, 2008). A progresséo
tumoral pode ocorrer ainda através de mudancas nas atividades de adeséao celular,
alteracbes da citoarquitetura ou através de fendmenos de neovascularizagao
(Heroult et al., 2006), processos estes regulados por Ephs e efrinas como citado

anteriormente.

Outro processo patologico onde a sinalizagdo Eph-efrina esta implicada, diz respeito
a regulagdo da secrecdo de insulina pelas células f pancreaticas. Estudo recente
demonstrou, através de cultivos de células e modelos animais, que as células B
comunicam-se através de receptores EphA e ligantes efrinas-A (Konstantinova et al.,
2007), sugerindo que, em consequéncia da quantidade de complexos EphA/efrina-A
formados, a secrecao de insulina pode ser limitada ou aumentada, regulando assim
o metabolismo da glicose de maneira a manter sua homeostase ou promovendo o

diabetes.

Algumas malformagdes estruturais do sistema esquelético, como palato fendido,
craniocinostoses e outras sindromes craniofrontonasais, também foram relacionadas

a deficiéncias na sinalizacdo EphB/efrina-B (Davy et al., 2006; Pasquale, 2005).

Recentemente foi descoberto que as efrinas B2 e B3 servem ainda como receptores
para a entrada dos virus Nipah e Hendra, dois paramixovirus emergentes que, em
humanos, sdo altamente letais e de categoria 4 na classificagdo dos patégenos
contaminantes (Bonaparte et al., 2005; Negrete et al., 2006). Estes estudos
demonstraram que a distribuicdo de efrina-B2 no sistema vascular e de efrina-B2 e
efrina-B3 no sistema nervoso estdo de acordo com o tropismo tecidual destes virus.
Ambos os virus se ligam a mesma regiao nas efrinas-B2 e B3 que também participa

na interagcdo com receptores EphB.

Atividades adicionais relacionadas aos receptores Eph e as efrinas no
desenvolvimento de sistemas e 6rgéo, assim como no desenvolvimento de
patologias, tém sido continuamente descobertas. Exemplos recentes envolvem o

sistema Eph-efrina na diferenciagdo de precursores hematopoiéticos, demonstrando
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que a ativagao do sinal EphB4, por exemplo, causa o desligamento entre as células
progenitoras e as células estromais da medula 6ssea promovendo sua diferenciagao
a células eritroides maduras (Suenobu et al., 2002). Outros trabalhos, relacionados
ao sistema imune, também demonstram a participacdo do sistema Eph-efrina
durante o desenvolvimento e a atividade de células T (Munoz et al., 2009).
Entretanto, o papel dos receptores Eph e seus ligantes efrina na biologia das células
tronco e do sistema imune apenas comega a ser caracterizado (Pasquale, 2005).
Neste sentido, dedicamos esta proxima sec¢éo a descrever alguns aspectos relativos

a participacao de Ephs e efrinas no sistema imune.

1.2 Ephs e efrinas no sistema imune

Muitos receptores Eph e efrinas, tanto da familia A quanto da B, sdo expressos em
orgaos e células do sistema imune (Tabela 1.2) sugerindo que estas moléculas
apresentem propriedades imunoregulatérias (Wu & Luo, 2005). Com respeito ao
timo, 6rgao linféide primario responsavel pela maturagdo dos linfocitos T, foram
identificadas a expressao dos receptores EphA1-A4, EphA7-A8, EphB2, EphB4 e
EphB6, que aparentemente representa a Eph com maior expresséo no timo (Andres
et al., 1994; Ciossek et al., 1995; Fox et al., 1995; Gurniak & Berg, 1996; Lickliter et
al., 1996; Munoz et al., 2002; Shimoyama et al., 2002; Vergara-Silva et al., 2002;
Alfaro et al., 2007). Também foram encontradas as efrinas A1-A5, efrina-B1 e efrina-
B2 (Davis et al.,, 1994; Shao et al., 1995; Munoz et al., 2002; Vergara-Silva et al.,
2002; Yu et al., 2003a; Yu et al., 2006; Alfaro et al., 2007).

Os dados a respeito da distribuicdo destas Ephs e efrinas no parénquima timico sao
controversos. Enquanto estudos anteriores, através de técnicas de hibridizagao in
situ, caracterizam uma distribuicdo regionalizada de determinadas Ephs e efrinas no
timo, estudos recentes utilizando técnicas imunohistoquimicas demonstram, pelo
contrario, um padrao de expressdo homogéneo de EphB2, EphB3, efrina-B1, efrina-
B2 no parénquima do orgdo (Alfaro et al., 2008; Garcia-Ceca et al., dados nao

publicados).

Com relacao a outras células do sistema imune, como em timdcitos e linfocitos Be T
periféricos, existe uma grande quantidade de trabalhos demonstrando a expressao
membranar de diversas Ephs e efrinas (Lickliter et al., 1996; Aasheim et al., 1997,
Shimoyama et al., 2000; Luo et al., 2002; Vergara-Silva et al., 2002; Yu et al., 2003a;

Ivanov et al., 2005; Yu et al., 2006, Alfaro et al., 2007; Alfaro et al., 2008). Por outro
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lado, a expressdo das efrinas B1-B3, por exemplo, foi descrita em mondcitos e
macrofagos (Yu et al.,, 2003a), enquanto que EphA2, EphB1 e EphB3 foram
detectadas em células dendriticas (Aasheim et al., 2000; Rissoan et al., 2002; de
Saint-Vis et al., 2003). Estes trabalhos demonstram que a expressdo de distintos
membros da familia Eph-efrina esta regulada no sistema imune e que varias
moléculas desta familia podem ser expressas em uma mesma célula e/ou em um

mesmo estagio de desenvolvimento (Shimoyama et al., 2002; Yu et al., 2006).

Quanto ao papel de Ephs e efrinas no sistema imune, a fungdo mais amplamente
descrita diz respeito as suas fungdes como moléculas coestimulatorias dos sinais
transmitidos pelos receptores de células T (TCR) em linfécitos T periféricos (Wu &
Luo, 2005). Neste sentido, Luo e colaboradores (2001) demonstraram como a
ligacdo cruzada da EphB6 com anticorpos anti-EphB6 e anti-CD3 modifica a
producao de interleucinas, inibindo a proliferacdo celular e aumentando a apoptose
de células Jurkat. Esta mesma ligagao cruzada, entretanto, em células T periféricas
humanas, induz a proliferagdo celular e a produgao de certas citocinas, como IFNy,
IL-6/10, TGF-B, TNF-a. ¢ GM-CSF (Luo et al., 2002). Resultados similares foram
obtidos usando-se proteinas quiméricas efrina-B1/Fc, efrina-B2/Fc e efrina-B3/Fc em
combinagdo com anti-CD3, que induziram proliferacdo de linfocitos T periféricos,
além da expressdo de marcadores de ativagdo (CD25 e CD69) e a secregdo das
citocinas citadas anteriormente (Yu et al., 2003b; Yu et al.,, 2004). Foi ainda
observado a colocalizagao entre EphB6 e TCR em regides especificas da membrana
celular (GEM ou lipid rafts) apds a ativacéo de linfocitos T utilizando-se anticorpos
anti-CD3 e anti-CD28, que, apds esta indugcdo, promovem a ativacdo da via de
sinalizacao p38 MAPK (Luo et al., 2002; Yu et al., 2004).

Além de suas fungcbes como moléculas coestimulatérios dos sinais advindos do
TCR, algumas Ephs e efrinas foram descritas como importantes moduladoras da
migragéo de linfocitos T. Alguns exemplos demonstram que as efrinas A1-A3, A5, B1
e B2 podem inibir a quimiotaxia induzida por CXCL12 em células Jurkat e linfocitos T
periféricos (Sharfe et al., 2002; Aasheim et al., 2005). Esta capacidade de interagao
com vias quimiotaticas provavelmente indica uma relacado da sinalizagao Eph-efrina
com a capacidade migratoria de células B e T que promove o posicionamento
especifico destas células nos distintos compartimentos dos o6rgdos linféides

primarios e secundarios (Wu & Luo, 2005).
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Tabela 1.2

Expressao de Ephs e efrinas no sistema imune*.

Timo

Timocitos

Eph A1 (Vergara-Silva et al., 2002; Muioz et al., 2002;
Lickliter et al., 1996)

Eph A2 (vergara-Silva et al., 2002; Andrés et al., 1994;
Mufioz et al., 2002)

Eph A3

(Vergara-Silva et al., 2002)
Eph A4

Eph A7 | (vergara-Siva et al. 2002; Mufoz et al., 2002)
Eph A8

Eph B2 (Fox et al., 1995; Alfaro ef al., 2008)

Eph B3 (Alfaro et al., 2008)

Eph B4 (Gurniak et al., 1996; Ciossek et al., 1995)

Eph B6 (Gurniak et al., 1996; Shimoyama et al., 2002)

Efrina A1 (Shao et al., 1995)

Efrina A2 (Vergara-Silva et al.,2002; Mufioz et al., 2002)
Efrina A3 (Davis ef al., 1994)

Efrina A4
(Vergara-Silva et al.,

Efrina A5 |2002; Mufioz ef al., 2002)

Eph A1 (Sharfe et al., 2002, Mufioz ef al., 2002)
Eph A2 (Sharfe et al., 2002, Lindberg et al.1990)

Eph A3 (Vergara-Silva et al., 2002; Sharfe et al. 2002;
Boyd et al., 1992; Wicks et al., 1992; Dottori
et al., 1999; Mufioz et al., 2002)

Eph A4

Eph A6
(Vergara-Silva et al., 2002)

Eph A7

Eph A8

Receptores ephrina B1

(Yu et al., 2006)
Receptores ephrina B3

Eph B2
Eph B3
Eph B6 (Luo et al., 2002; Shimoyama et al, 2002)

Efrina A1

Efrina A2} (Vergara-Silva et al., 2002;
Mufoz et al., 2002)
Efrina A3

}{Alfaro et al., 2008)

Efrina A4 (Vergara-Silva ef al. 2002)
Efrina A5 (Vergara-Silva ef al., 2002; Mufioz et al., 2002)

Efrina B1 (Davis e al, 1994; Yu et al., 2006; Efrina B1 (Yu ef al., 2006; Alfaro et al., 2008)
Coles ef al., 2004; Alfaro et al., 2008)
Efrina B2 (Alfaro et al., 2008)

B2 (Yu et al., 2003; Coles et al., 2004; .
Efrina B3 (Yu et al., 2006)

Alfaro et al., 2008)

*Resumo dos trabalhos que caracterizam a expressao de receptores Eph e lingantes efrina
no timo total e em timdcitos em diferenciagao.

Além dos linfécitos periféricos, as Ephs e efrinas também estdo relacionadas a
biologia dos linfécitos T durante seu desenvolvimento no timo. Freywald e
colaboradores (2003), demonstraram que a ligacdo cruzada entre EphB6 e a
proteina quimérica efrina-B1/Fc pode proteger os timdcitos da apoptose induzida por
anticorpos anti-CD3. Resultados similares também foram obtidos em estudos
posteriores (Freywald et al., 2006; Yu et al., 2006; Alfaro et al., 2007), dos quais
destacamos o trabalho de Alfaro e colaboradores (2007) que demonstra claramente
a modulagao da apoptose de determinadas subpopulagdes de timdcitos estimulados
com anticorpos anti-CD3 e concentracbes variaveis de proteinas quiméricas
EphB2/Fc ou efrina-B1/Fc. Neste trabalho, baixas concentragdes da EphB2/Fc ou da
efrina-B1/Fc induzem morte nos timécitos, enquanto que a presenga de altas

concentragdes destas proteinas protegem os timdcitos da morte celular programada.
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Através de técnicas de cultivo organotipico de timo fetal (FTOC), alguns trabalhos
tém demonstrado que, alterando as interagées Eph-efrina através da utilizacdo de
Ephs ou efrinas recombinantes, pode-se interferir nos padrdes de diferenciacdo de
timocitos em desenvolvimento e induzir a apoptose destas células (Wu & Luo, 2005;
Munoz et al., 2006; Alfaro et al., 2007). Defeitos na maturagao dos timadcitos tém sido
também observados em camundongos nocaute para EphA4, os quais apresentam
um decréscimo nos numeros de células T periféricas (Munoz et al., 2006). Mais
recentemente, foi visto que camundongos nocaute para EphB2 e EphB3 apresentam
desorganizagao da arquitetura timica e decréscimo no numero de timécitos (Garcia-
Ceca, dados nao publicados) (Alfaro et al., 2008; Munoz et al., 2009). Estes
resultados demonstram que o sistema Eph-efrina € importante para a organizagao
estrutural do timo, e que possivelmente estaria envolvido no desenvolvimento e na
migragcado e/ou morte destas células e de sua saida para a periferia. Neste sentido,
descreveremos a seguir alguns aspectos da biologia do timo e do desenvolvimento
das células T, abordando, quando possivel, a participacdo do sistema Eph-efrina

nestes processos.

1.3 O Timo

O timo é um 6rgao linféide primario, bilobado, situado no mediastino anterior, sobre
o coracéo. E revestido por uma cépsula de tecido conjuntivo, de onde partem septos
que dividem cada lobo em I6bulos. Estes apresentam uma regido externa chamada
cortex, onde existe uma densa acumulagdo de linfécitos, e uma regido medular
central, menos povoada por células linféides. Os septos, formados por fibroblastos e
matriz extracelular enriquecida em colageno tipo I, partem da capsula e penetram no
parénquima do timo chegando as regides de intersecdo entre cortex e medula,
delimitando os Iébulos timicos e carreando vasos sanguineos (Crivellato et al.,
2004).

O timo é o 6rgao que promove o desenvolvimento e a formagao do repertorio de
linfécitos T. Seu parénquima € formado basicamente por timdcitos, que dardo origem
as linhagens de linfocitos T, e varias células de microambiente, que incluem as
células epiteliais timicas (TEC, da lingua inglesa, Thymic epithelial cell), além dos
componentes extracelulares que formam a matriz extracelular (ECM, da lingua
inglesa, Extracellular matrix) (Nitta et al., 2008). As células do microambiente timico

emitem multiplos sinais que promovem o desenvolvimento dos timdcitos, e que sao
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essenciais para a manutencao da populacao de células T circulantes. Em resposta a
estes sinais, os timocitos em desenvolvimento sdo induzidos a proliferar e migrar
através do parénquima timico, diferenciando-se em linfocitos T maduros. Estas
etapas do desenvolvimento dos linfécitos T ocorrem em regides anatdbmicas
especificas do timo, onde existem diferentes células microambientais especializadas
(von Boehmer et al., 2003; von Boehmer, 2004; Petrie & Zuniga-Pflucker, 2007).

Os progenitores de linfocitos T que se desenvolvem no timo s&o derivados de
células-tronco hematopoiéticas que migram ativamente para o timo, interagindo com
0 microambiente cortical e medular através de interacdes célula-célula e célula-ECM
ou ainda através da liberagcado de fatores soluveis (Savino et al., 2002; 2004; Ciofani
& Zuniga-Pflucker, 2007). Estas interacdes celulares determinam a migragéo e
diferenciagao dos precursores, que € comumente caracterizada pela expressao
temporal e coordenada de proteinas de superficie celular, que incluem entre outras,
as moléculas CD25, CD44, CD4, CD8 e o receptor clonal de linfécitos T (TCR, da
lingua inglesa, T cell receptor) (Takahama, 2006; Nitta et al., 2008).
Consequentemente, a interacdo dos timdcitos com o microambiente timico e sua
gradual diferenciagdo, gera um repertério intratimico de células T, diverso e
funcional, restrito ao complexo principal de histocompatibilidade (MHC, da lingua
inglesa, Major histocompatibility complex) e tolerante aos antigenos proprios do

organismo (Petrie & Zuniga-Pflucker, 2007).

Por fim, os linfocitos T maduros, positivamente selecionados no timo, sao liberados
para a corrente sanguinea e, através do processo de circulagéo continua, participam
da formacao de regides especificas nos 6rgaos linféides periféricos, as chamadas
areas timo-dependentes. Nestes sitios, os linfocitos T maduros poderao proliferar em
resposta a um determinado estimulo antigénico, e em seguida migrar para sitios
especificos, onde irdo exercer sua atividade efetora. Portanto, a formacdo do
repertorio de células T consiste em etapas determinantes durante o desenvolvimento
dos timécitos, e que ocorrem em diferentes microambientes do timo. A migragédo dos
timoécitos em desenvolvimento através destes distintos microambientes é crucial para
a selecdo e formacdo deste repertorio de células T, que iremos discutir

detalhadamente nas seg¢bes posteriores.

-21 -



CAPITULO 1

1.3.1 Componentes estromais do microambiente timico

O controle das etapas do desenvolvimento de células T no timo ocorre em multiplos
nichos no microambiente timico, formados por diferentes arranjos de células
microambientais e diferentes proteinas de ECM. O compartimento celular do
microambiente timico € composto por TECs, além de células mesenquimais,
endoteliais e de hematopoiéticas tais como células dendriticas (DCs, da lingua
inglesa, Dendritic cells), macréfagos e fibroblastos. O epitélio timico € o maior
componente deste microambiente, sendo interconectado por desmossomas
formando uma rede tridimensional preenchida por timdcitos em desenvolvimento
(Savino et al., 2003; Ciofani & Zuniga-Pflucker, 2007; Nitta et al., 2008).

As TECs formam um tecido heterogéneo em termos de morfologia, fendtipo e
funcdo. As subpopulacées de TECs podem ser definidas de acordo com a
expressao diferencial de citoqueratinas e de outros marcadores. As TEC corticais
(cTECs) sao caracterizadas pela expressdo de citoqueratina 8 (CK8), EpCAM1
(molécula de ades&o celular epitelial 1) e de Ly51 (Derbinski et al., 2001).
Expressam ainda moléculas classe | e classe [l do MHC. As cTECs séao
responsaveis pelo recrutamento dos precursores hematopoiéticos do sangue,
comprometimento destes precursores com a diferenciacdo em linfécitos T,
polarizagdo da migragdo dos timdcitos, indugdo do gene da recombinase e da
recombinagcdo V(D)J, controle da expans&do dos timdcitos, expressao dos co-
receptores CD4 e CD8 e selecao positiva. Cada uma destas fungdes ocorre em
resposta a expressao de Notch e de diferentes integrinas, e a produgao de proteinas
da ECM e de citocinas pelas cTECs (Ciofani & Zuniga-Pflucker, 2007; Nitta et al.,
2008).

No cértex também podemos identificar o complexo linfoepitelial chamado de
complexo timico nurse (TNC, da lingua inglesa, Thymic nurse cell), que corresponde
a uma estrutura multicelular formada por uma TEC abrigando varios timécitos. Os
timocitos internalizados pela TNC, sdo geralmente TCRaB°“CD4'CD8*, residem
dentro de vacuolos e fazem interagdes com a membrana do vacuolo da TNC (Webb
et al.,, 2004). A internalizagdo dos timécitos é reduzida com inibidores de
microtubulos e microfilamentos sugerindo que tais estruturas estejam envolvidas na
ligacdo e internalizagdo do timécito. De fato, € possivel que apos a ligagdo do
timocito haja a reorganizagdo dos microtubulos, formando “canais’, que
promoveriam o movimento direcionado dos timécitos no interior da TNC (Webb et al.,
2004). As TNCs, juntamente com macrofagos timicos, participam da eliminagcado dos
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timdcitos que sofrem apoptose, devido ao rearranjo génico nao funcional do TCR, ou
por nao terem sido positivamente selecionados (Hiramine et al., 1996). TNCs
também secretam varias citocinas, hormoénios timicos e matriz extracelular, e
expressam moléculas do MHC classe | e Il (Villa-Verde et al., 1995; Hansenne et al.,
2009).

As TEC medulares (mTECs) apresentam fendtipo EpCAM1'Ly51". Analises de
cortes histologicos mostram a expressdo da citoqueratina 5 (CK5), além da
expressado das moléculas do MHC classe | e Il. As mTECs s&o responsaveis pela
atragao dos timodcitos positivamente selecionados, pela inducéo de tolerancia central
e pela migracdo das célula T maduras para a periferia (Ciofani & Zuniga-Pflucker,
2007; Nitta et al., 2008). Tais células s&o essenciais no estabelecimento da
sequéncia de eventos associados a diferenciacdo e a migragdo das células T
através da liberacdo de citocinas, secre¢cao de proteinas da ECM e interacbes
adesivas, as TECs (Crisa et al., 1996).

Na medula, podemos ainda destacar as células dendriticas que também participam
dos eventos que culminam com a tolerancia central de células T. As células
dendriticas medulares apresentam uma gama de peptideos tecido-especificos as
células T em desenvolvimento, sendo também responsaveis pelo fenbmeno de
selecdo negativa (Heath et al., 2004; Kyewski & Derbinski, 2004), como veremos
mais adiante.

Outro componente do microambiente timico, os fibroblastos, sdo essenciais na
proliferacdo das TECs durante a embriogénese, através da produgao dos fatores de
crescimento de fibroblasto (FGF, da lingua inglesa, Fibroblast growth factor) 7 e 10
(Jenkinson et al., 2003). De fato, fibroblastos MTS15" s&o as maiores fontes de FGF-
1, FGF-7 e FGF-10. E interessante notar que estes fatores de crescimento s3o ainda
necessarios na regeneracao pés-natal do timo (Gray et al., 2007).

Além dos componentes celulares, o microambiente timico é formado por uma rede
tridimensional de glicoproteinas que compdem a ECM. Estas glicoproteinas da ECM
formam um complexo macromolecular que contribui com pontos de ancoragem para
as células microambientais e timdcitos, sendo importantes moléculas sinalizadoras
intervenientes no desenvolvimento dos timdcitos através de sua participagdo nos
eventos de diferenciagcdo, migracao, proliferacdo e ativagédo celular (Savino et al.,
2004). Além disso, diferentes fatores de crescimento, quimiocinas e hormonios estédo

associados com a ECM, representando um importante fator na regulagcdo da
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resposta imune celular (Savino et al., 2004; Smaniotto et al., 2005; Mendes-da-Cruz
et al., 2008).

1.3.2 Organogénese e compartimentalizacdo do timo

Durante a embriogénese, as interagdes epitélio-mesénquima entre a endoderme do
terceiro arco branquial e a crista neural, ao redor da qual deriva 0 mesénquima desta
regido, sdo necessarias para a formacdo e subsequente desenvolvimento do
primordio timico (Gordon et al., 2004). Este processo € dividido em dois estagios: o
primeiro envolve as interacdes epitélio-mesénquima na auséncia dos timécitos,
enquanto no segundo estagio ha a interagdo mutua entre as células epiteliais e os
timécitos em desenvolvimento (Zhang et al., 2007).

Os primeiros sinais para a organogénese timica ainda sdo desconhecidos, mas
sabe-se que as células mesenquimais respondem a sinais da endoderme para a
formagao do primérdio timico e suportam o crescimento e diferenciacdo do epitélio
timico rudimentar. No dia 10 do desenvolvimento embrionario de camundongos
(E10) as células mesenquimais derivadas da crista neural iniciam interacdo fisica
com o terceiro arco branquial, estabelecendo-se o primérdio timico (Zhang et al.,
2007).

Aproximadamente no dia E11,5 o rudimento timico comecga a brotar e crescer. Nesta
etapa do desenvolvimento, a expressao do fator de transcricdo Foxn1 (Fork-head
box N1) é necessaria para a diferenciagdo e a proliferagdo das TECs, que sao
capacitadas a atrair os precursores de linfocitos T (Nehls et al., 1996; Su et al.,
2003). O comprometimento dos precursores hematopoiéticos com a linhagem T
ocorre por volta dos dias E-14/E-15 e marca a transicdo entre a diferenciacdo do
epitélio timico independente de timdcitos e a diferenciagdo dependente de timdcitos.
A partir de entdo, muitos autores assumem que o0 padrdao de crescimento e a
diferenciagao do epitélio timico irdo ocorrer em paralelo e de forma dependente ao
desenvolvimento dos timadcitos (Klug et al., 1998; Anderson & Jenkinson, 2001; Gill
et al., 2003).

De forma geral, como comentamos anteriormente, é possivel definir a diferenciagao
das regides epiteliais timicas com base na expressdao de CK5 e CK8 (Fig. 1.3). No
estagio de desenvolvimento E13 em camundongos, surgem no centro do timo as
primeiras TECs de fendtipo CK5" CK8", que estdo rodeadas por células CK5 CK8"

(Klug et al., 2002). Dois dias depois, comega a regulagdo negativa de CK8 nas areas
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medulares, de maneira que se identificam pequenos grupos CK5" CK8"° rodeados
de células CK5 CK8*, que formam o parénquima cortical. Aos 17 dias de
desenvolvimento fetal, o cértex estda bem organizado em uma populagéo epitelial
predominantemente CK5 CK8", onde a presenca de TECs CK5" CK8" se restringe a
algumas células isoladas pela rede cortical, observando-se regides medulares de
pequeno tamanho com um fenotipo maduro CK5" CK8™ (Klug et al., 1998; Klug et al.,
2002; Bennett et al., 2002). O timo neonatal € similar ao descrito no dia E17,
mostrando um epitélio cortical CK5 CK8" com prolongamentos celulares orientados
perpendicularmente a capsula e pequenas regides medulares CK5" CK8", um pouco
maiores que a E17, rodeadas por uma regido de TECs CK5" CK8", que formam a
juncao cortico-medular (Klug et al., 2002). Na 3% semana de idade, o timo ja esta

totalmente compartimentalizado (Fig. 1.3).

E13 E15 Adulto

Figura 1.3 - Desenvolvimento do epitélio timico com base na expressdo das citoqueratinas 5 e
8. Representagédo de criosecgdes timicas marcadas com anticorpos anti-CK5 (verde) e anti-CK8
(vermelho) em diferentes estagios de desenvolvimento em camundongos. Escala 100um. (Cortesia

de Javier Garcia-Ceca).

A identificacdo dos mecanismos moleculares que regulam as primeiras etapas do
desenvolvimento timico, assim como o modelo de diferenciacdo dos precursores
epiteliais que originam todos os tipos de células epiteliais conhecidas no timo adulto
e 0s mecanismos de organizacgao tridimensional da rede epitelial timica ainda néo
sao completamente entendidos e continuam sendo estudados extensivamente nos
ultimos anos. Alguns fatores de transcrigdo (Pax-1, Pax9, Hoxa3, Foxn1), junto com
fatores de crescimento (FGF-7, FGF-8, FGF-10, IGF1, IGF-2), ja foram descritos
como participantes de diferentes etapas do desenvolvimento timico (Gordon et al.,
2001; Balciunaite et al., 2002; Tsai et al., 2003; Blackburn & Manley, 2004; Gray et
al., 2005; Chidgey & Boyd, 2006; Hollander et al., 2006; Jenkinson et al., 2006; Patel
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et al., 2006). Do ponto de vista da familia Eph-efrina, podemos citar a participagéo
dos receptores EphA4 que, em camundongos nocaute, promovem um severo
bloqueio na diferenciagdo T e uma profunda modificacdo do epitélio timico cortical
que aparece colapsado e desorganizado (Munoz et al., 2006). De maneira similar, o
tratamento de reagregados, estabelecidos com timécitos e TECs fetais, com
proteinas quiméricas efrina-B1/Fc, leva a uma profunda desorganizacdo da rede
tridimensional epitelial ocasionando o encurtamento dos processos epiteliais (Alfaro
et al., 2007). Ainda, a falta de EphB2 e/ou EphB3 em camundongos nocaute leva a
uma importante alteracdo na celularidade e na formacdo da rede epitelial timica
(Mufoz et al., 2009).

1.3.3 Entrada dos precursores de células T no timo

Como discutimos anteriormente, o timo é um o6rgdo importante para o
desenvolvimento normal das células T. Entretanto, os progenitores de células T no
timo n&o s&o capazes de sustentar seu desenvolvimento indefinidamente. De fato, o
timo é colonizado constantemente por progenitores hematopoiéticos da medula
0ssea, 0 que permite a geragao continua de células T maduras no decorrer da vida
pos-natal (Boehm & Bleul, 2006).

O desenvolvimento intratimico de células T é iniciado pela colonizagado do timo por
células linféides progenitoras (progenitores T), que se inicia no dia E11,5 do
desenvolvimento embrionario de camundongos ou na oitava semana de gestagéo
em humanos. De acordo com o que vem sendo descrito, a entrada de progenitores T
no timo ocorre por duas vias distintas: uma via independente de vasos sanguineos,
que ocorre antes da vascularizagdo do timo durante os estagios iniciais do
desenvolvimento embrionario; e uma via dependente dos vasos sanguineos que
ocorre nos estagios mais tardios do desenvolvimento embrionario € no periodo pos-
natal (Rossi et al., 2005; Liu et al., 2006; Li et al., 2007).

A migracéo inicial dos progenitores hematopoiéticos para o timo fetal no estagio pré-
vascular ocorre através do tecido conjuntivo (mesénquima) que circunda o timo
nesta fase do desenvolvimento (Boehm & Bleul, 2006). Esta migragao inicial ocorre
em duas ondas de colonizacdo que acontecem entre os dias E11-E13 e E18-E21
(Misslitz et al., 2006). Acredita-se que a primeira onda de colonizagdo consista de
progenitores linfoides gerados na regido da aorta-gbnada-mesonefro (AGM) nos

embrides E10 e que sdo encontrados na circulagado sanguinea e no figado fetal nos
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estagios E11 e E12, coincidindo com o momento da colonizagao inicial do rudimento
timico (Moore, 2004). Os progenitores que colonizam o rudimento timico na segunda
onda de colonizagéo sao, por outro lado, gerados na medula 6ssea, tendo em vista
que tais precursores sdo detectados na medula éssea do fémur de ratos no estagio
E17 do desenvolvimento (Clapp et al., 1995).

Dados da lituratura sugerem que a colonizagao pré-vascular do timo fetal é regulada
pela atragdo quimiotatica dos progenitores T pelo primérdio timico via interagdes
entre quimiocinas e receptores de quimiocinas (Liu et al., 2006; Li et al., 2007;
Jenkinson et al., 2007). Além disso, outras moléculas também estariam regulando
este processo, como as integrinas que, no momento da primeira onda de
colonizagéo do rudimento timico (E12), sdo expressas pelos progenitores (Suniara et
al.,, 1999). Apdés a etapa de vascularizagdo do timo, os progenitores T sé&o
preferencialmente encontrados nas jungdes coértico-medulares (Lind et al., 2001),
assim como nos espagos que circundam os vasos sanguineos deste compartimento
(Mori et al., 2007). Embora as etapas que norteiam a entrada de progenitores no
timo ainda n&o estejam completamente elucidadas, acredita-se que devam ocorrer
de forma similar a entrada de linfécitos maduros em érgéos linféides secundarios
(Zlotoff et al., 2008). Tais etapas devem incluir o reconhecimento do endotélio
vascular, rolamento de células, adesdo firme ao endotélio e, finalmente,
extravasamento destes progenitores para o interior do 6érgéo (Schwarz & Bhandoola,
2006). Apesar dos mecanismos moleculares que controlam estes eventos serem
ainda pouco entendidos, acredita-se que, como na migragao dos linfécitos maduros,
envolvam moléculas de adesao celular e gradiente de quimiocinas. A tabela 1.3
resume 0s principais trabalhos que caracterizam algumas destas moléculas que
regulam a entrada de células precursoras hematopoiéticas no timo durante os
periodos pré e pos-vascularizagdo deste 6rgao.

No que diz respeito a familia Eph-efrina, ndo existem relatos demonstrando sua
participagdo neste processo de migragao e entrada de progenitores no timo, apesar
do conhecido potencial destas moléculas em modular processos de adesao/repulsao
e migragao de células progenitoras (Stokowski et al., 2007; Chumley et al., 2007) e
linfocitos T (Sharfe et al., 2002; Sharfe et al., 2008; Aasheim et al., 2005; Kitamura et
al., 2008).
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Tabela1.3 Moléculas que regulam a entrada de precursores no timo*.

Moléculas Periodo Modelo experimental Referéncia
Quimiocinas e
receptores
CCR7 pré-vascular Camundongos deficientes Wurbel et al., 2001
CCR9 apresentaram severo defeito Liu et al., 2005, 2006
na colonizagao do timo fetal
CCR9 pos-vascular Células progenitoras Uehara et al., 2002

deficientes foram ineficientes Schwartz et al., 2007
em recolonizar o timo

CCL21 pré-vascular Expressao em células do Jenkinson et al., 2007

CCL25 rudimento timico/paratiredide
Integrinas e

ligantes
o4p1 pré-vascular Expressido em células Suniara et al., 1999
a5p1 progenitoras hematopoiéticas Kawakami et al., 1999
abp1 e adesdo destas a superficie Wada et al., 1996

de Iébulos timicos fetais

alp2 pos-vascular Utilizag&o de anticorpos Scimone et al., 2006
a4p1 bloqueadores reduz entrada

de progenitores no timo

Moléculas de
adesdo celular

CD44 pré-vascular Migracao de células Kawakami et al., 1999
progenitoras para dentro dos
I6bulos timicos

P-selectina pos-vascular Camundongos deficientes Rossi et al., 2005
PSGL-1 apresentaram defeitos na Scimone et al., 2006
recolonizacao do timo
ICAM-1 pos-vascular Expressao em células Lepique et al., 2003
VCAM-1 endoteliais; bloqueio reduz Scimone et al., 2006

colonizagao do timo

*Resumo dos trabalhos que caracterizam as moléculas que participam na entrada de células
precursoras hematopoiéticas no timo durante o periodo pré e pos-vascularizacdo deste
orgao.

Outro importante aspecto a ser elucidado no sentido de identificar os mecanismos
moleculares envolvidos na migracdo dos progenitores T diz respeito a identidade
dos progenitores que saem da medula éssea para entrar no timo e manter a
producao de linfécitos T maduros. Neste caso, o conhecimento atual permanece
controverso.

Muitos progenitores da medula 6ssea tém potencial para se diferenciar em células T
sob estimulos adequados. Tais células sao classificadas fenotipicamente como
progenitores LSK (Lin"SCA-1*KIT™), pois, embora ndo apresentem a expressido de

marcadores de diferenciacédo de linhagens celulares maduras, expressam o antigeno
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de células tronco (SCA-1, da lingua inglesa, stem cell antigen 1) e o receptor CD117
(KIT), que se liga ao fator derivado de células tronco (SCF, da lingua inglesa, stem
cell factor) (Bhandoola & Sambandam, 2006). Estes progenitores incluem: as
células-tronco hematopoiéticas (HSC, da lingua inglesa, hematopoietic stem cells),
que podem originar todas as linhagens celulares sanguineas e possuem habilidade
de se auto-renovar (Morrison et al., 1995); o progenitor multipotente (MPP, da lingua
inglesa, multipotential progenitor), que pode originar todas as linhagens
hematopoiéticas, mas ndo tem capacidade de auto-renovagdo (Adolfsson et al.,
2001; Christensen & Weissman, 2001); o progenitor linféide comum (CLP, da lingua
inglesa, common lymphocyte progenitor), que foi originalmente identificado como
comprometido com a linhagem linféide (Kondo et al., 1997); e células derivadas do
CLP (Martin et al., 2003; Balciunaite et al., 2005). Entretanto, ainda nao esta claro o
quanto cada uma destas células seria fisiologicamente capaz de colonizar o timo
através da corrente sanguinea. A identificacdo do CLP foi vinculada a capacidade
destas células em originar células T in vivo, sugerindo que essa populacdo de
progenitores poderia ser a populagdo imediatamente precursora dos timécitos
(Kondo et al., 1997). Entretanto, o modelo proposto contrasta com uma teoria
alternativa onde os MPP seriam a principal fonte de origem dos timdcitos (Bhandoola
et al., 2007). Trabalhos recentes tém demonstrado que os CLP rapidamente adotam
o fenotipo DN1 apds sua entrada no timo (Schwarz et al., 2007; Karsunky et al.,
2008). A figura 1.4 resume de forma objetiva as possiveis vias de diferenciacéo de
progenitores hematopoiéticos, seus fendtipos e a forma como estdo conectados em
sua rota de diferenciacao intratimica.

De fato, apds a entrada no timo os progenitores, sejam eles CLPs ou MPPs, irdo
receber sinais especificos deste microambiente que os levardo a migrar e seguir

diferentes etapas de diferenciagdo dentro do 6rgao.

1.3.4 Diferenciacgéo intratimica de linfécitos T e os eventos de selecdo

O processo de diferenciagao intratimica de linfocitos pode ser definido com base na
expressao diferencial das moléculas CD4, CD8 e TCR. Inicialmente, os progenitores
T nao expressam os co-receptores CD4 e CD8, sendo, por conseguinte,
denominados duplo-negativos (DN). Em camundongos, essas células DN podem
ainda ser subdivididas de acordo com a expressao das moléculas CD44 e CD25 em
DN1 (CD25CD44"), DN2 (CD25'CD44") e DN3 (CD25'CD44"°). Na etapa seguinte,

as células passam a expressar simultaneamente CD4 e CD8, sendo entao
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denominadas como células duplo-positivas (DP). As células em transicao DN/DP
foram nomeadas como DN4. Entretanto, conceitualmente estas células poderiam ser
denominadas de pré-DP (CD4°CD8"°CD25CD44"°), tendo em vista que neste
momento ja expressam os co-receptores CD4 e CD8 em sua superficie, embora em
baixos niveis. Este estagio evolui para as chamadas células duplo-positivas (DP)
CD4'CD8", que correspondem & cerca de 80% de todos os timdcitos. No entanto,
apenas uma pequena por¢ao de células DP geradas é selecionada positivamente e
torna-se funcionalmente madura. Nesta etapa elas param de expressar um dos co-
receptores CD4 ou CD8 e sao designadas como células T simples-positivas (SP)
CD4" ou CD8" (Fig. 1.5) (Nitta et al., 2008).

As células DN1 encontram-se na regido cortical, onde niveis mais altos do ligante de
Notch, Delta-like1, sdo expressos (Schmitt et al., 2004). Existem dados que
demonstram que os sinais desencadeados pelo microambiente timico, via Notch,
induzem o comprometimento destas células com a linhagem linféide (Figura 1.5)
(Laiosa et al., 2006; Radtke et al., 1999). No entanto, cabe frisar que outros fatores,
tais como a Interleucina-7 (IL-7) e o ligante de CD117 sdo necessarios para a
proliferagdo de timécitos no estagio DN1 (Wang et al., 2006).

A expressao dos genes da recombinase (RAG) aumenta nas células DN2 e neste
estagio € detectado o primeiro rearranjo dos genes para as cadeias TCRy e TCRS,
mas nao para a cadeia TCRB (Capone et al., 1998; Livak et al., 1999). As células do
microambiente continuam provendo os ligantes de Notch, dando continuidade a
especificacdo para diferenciacdo em células T (Schmitt et al., 2004). Entretanto,
algumas células DN2 retém o potencial de gerar DCs e células natural killer (NK) (Lu
et al., 2005), sugerindo a presenca de nichos especificos onde a sinalizagado de
Notch n&o ocorre (Radtke et al., 2000).

No estagio DN3 ocorre o rearranjo do gene TCRB que marca irreversivelmente o
comprometimento com a linhagem T. Nesta etapa, ocorre um processo de selegao
chamado sele¢ao B, onde as células que nao finalizam o rearranjo do TCR morrem
e as células bem sucedidas expressam um receptor de célula T imaturo (pré-TCR)
em suas superficies e proliferam aumentando em até quatro vezes seu numero
(Penit et al., 1995; Petrie et al., 1995), além de aumentarem a expressdo dos RNAs
mensageiros que codificam para as moléculas CD4 e CD8 (Rothenberg et al., 2008).
A partir de entdo, ocorre a transicado de DN para DP passando pelo estagio pré-DP
(Fig. 1.5) (Petrie, 2003).
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Figura 1.4 - Vias de diferenciagao que conectam a medula 6ssea e o timo. Os
precursores hematopoiéticos da medula éssea (HSCs) se diferenciam em progenitores
multipotentes (MPPs). Os progenitores subseqlentes incluem o progenitor linféide comum
(CLP) e CLP-2. HSCs e MPPs ja foram encontrados circulando no sangue periférico,
enquanto que CLP e CLP-2 sao capazes de colonizar eficientemente o timo se injetados na
corrente sanguinea. As flechas pontilhadas representam vias que ainda ndo sdo bem
caracterizadas, enquanto que as flechas continuas representam vias de diferenciacdo bem
conhecidas. A identidade precisa dos progenitores que colonizam o timo (TSPs) é ainda
desconhecida e pode incluir varias populagbes de progenitores. Os recentes imigrantes
timicos (ETPs ou DN1), os timécitos duplo-negativos 2 (DN2) e outros timdcitos derivados
destes se originam dos TSPs, mas é possivel que alguns progenitores entrem diretamente
como DN2 ou outros estagios de desenvolvimento de timdcitos DN sem passar pelo estagio
ETP. (Adaptado de Bhandoola & Sambandam, 2006).
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E proposto que células DP continuem dependentes dos sinais derivados do
microambiente, tanto diretamente, através de contato célula-célula, como
indiretamente, através de interagdes com proteinas da ECM e de fatores soluveis. A
maior necessidade de contato direto ocorre na selegao positiva que acontece na
interacdo com TECs corticais expressando moléculas de MHC (Bevan, 1997,
Speiser et al., 1989). Além disso, ainda nesta etapa, a especificidade dos timdcitos
pelo MHC classe | ou classe Il € considerada como determinante na divergéncia
entre as subpopulagbes CD4/CD8 . Um modelo para esta dicotomizacdo e o
surgimento das populagdes simples positivas supde que as células que passam pela
selecdo positiva param de expressar CD8 por negligéncia de sinal e super-
expressam o receptor de IL7 (IL-7R) (Brugnera et al., 2000). Se a perda de
sinalizagcdo via CD8 nao abolir o sinal via TCR, a expressao de CD8 continua
“‘desligada” e passa-se a produgdo da subpopulagédo de timécitos CD4. Se a perda
de CD8 interrompe o sinal da selegcao positiva, a sinalizacdo via IL-7R faz o
silenciamento da expressao da molécula CD4, re-indugao da expressao da molécula
CDS8 e, assim, a célula assume o fenétipo CD8 positivo (Yu et al., 2003b).

Tendo em vista estes dados, conclui-se que as células do microambiente controlam,
tanto diretamente (através do contato entre as moléculas de TCR e MHC) como
indiretamente (via interagcéo IL7/IL7R), a selegcéo positiva e o destino das células T
em CD4" ou CD8" (Figura 1.5).

O processo de selegado envolve a afinidade/avidez das interacdes entre o TCR dos
timoécitos e o complexo peptideo-MHC expresso por células apresentadoras de
antigeno (APC, da lingua inglesa, antigen-presenting cell). A sele¢do positiva
resgata os timécitos da morte celular programada quando ha uma avidez moderada
na interagdo TCR/peptideo-MHC. Entretanto, se ha alta afinidade nesta interagdo, os
timocitos morrem por apoptose. A partir da selecdo positiva sdo obtidos clones de
células T que apresentam um repertério de TCR restrito ao MHC préprio (Mick et al.,
2004). Ja na medula, as células SP resultantes da selegédo positiva, ainda através
das interagdes entre TCR e MHC, passam por uma nova etapa de selegao
denominada como “selegcdo negativa” (Petrie & Zuniga-Pflucker, 2007; Nitta et al.,
2008).

A interacado dos receptores de célula T e dos complexos peptideo-MHC representa
um exemplo classico de uma interagao que determina o destino no desenvolvimento
dos timocitos. As mTECs sado cruciais no controle da autoimunidade devido a

expressao promiscua de antigenos tecido-especificos (TRAs, da lingua inglesa,
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tissue-retricted antigens) que selecionam negativamente os clones de células T
auto-reativos e possivelmente promovem a geragao das células T regulatorias
(Boehm et al., 2003; Ciofani & Zuniga-Pflucker, 2007).

A expressao de TRAs nao-timicos pelas mTECs esta sob controle do fator de
transcrigdo Aire (da lingua inglesa, Autoimmune regulator) (Anderson et al., 2002). A
proteina Aire promove uma atividade transcricional em varios sitios cromossémicos,
aumentando a expressdo de genes pelas mTEC, que normalmente s6 seriam
expressos em tecidos especificos. Este arranjo de proteinas proprias da periferia é
apresentado aos timocitos pelas mTECs ou por células dendriticas. Os timécitos que
reconhecem estes antigenos sao removidos por delegao clonal via apoptose. No
entanto, alguns devem sobreviver adotando destinos alternativos com propriedade
regulatoria, ao invés de atividade efetora auto-reativa (Derbinski et al., 2005; Mathis
& Benoist, 2007).

Apods os processos de selegao positiva e negativa, linfécitos T originados no timo
sao capazes de reconhecer as moléculas proprias do MHC e discriminar entre
antigenos proprios e nao-proprios.

Todo este processo de desenvolvimento das células T no timo descrito acima
consiste em varios passos que requerem a realocagao dinamica dos timocitos em
desenvolvimento para dentro e fora de multiplos nichos timicos (Nitta et al., 2008).
Portanto, a migracdo dos timocitos € um evento crucial na diferenciag&o intratimica
(Savino et al., 2002; 2004).

1.3.5 Diferenciagdo e migracgéo intratimica de linfécitos T

Apoés a entrada no timo, os progenitores T hematopoiéticos iniciam o processo de
diferenciagdo de timécitos dando origem ao estagio DN do desenvolvimento de
células T. No decorrer deste processo, os timocitos DN1 movem-se no interior do
cortex em direcao a regiao subcapsular, diferenciando-se progressivamente em DN2
e DN3. A transicdo para células DP, apds a recombinagdo dos genes do TCR,
coincide com a reversédo da polaridade da migragcdo que passa a ser em direcéo a
medula. Mas, de acordo com alguns modelos de migragao intratimica de timécitos,
sO as células resultantes da selegao positiva voltam a migrar pelo cortex e entram na
medula onde passam pela selegdo negativa. Assim, os timécitos em diferenciagéao
fazem um percurso em forma de ferradura (Fig. 1.5) no interior do I6bulo timico (Witt
& Robbins, 2005). A reversdo da direcdo de migragdo no cortex faz com que a

mesma regido que sinalizou para as células DN que migravam para a capsula,
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sinalize para as células DP que migram para o interior do cértex. Essa ambiguidade
pode ser explicada devida as mudangas na expressao génica na transicdo DN para
DP, que resulta na aquisicdo de respostas a novos sinais e a perda de respostas a
sinais ja formados. Assim, as células DP podem responder ao estimulo que antes,
como células DN, ndao poderiam e vice-versa. Por outro lado, a regiao do cortex
onde ocorre a migragao inversa apresenta uma gama de estimulos funcionais
distintos, que formam um espaco tri-dimensional exclusivo (Petrie & Zuniga-Pflucker,
2007).
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Figura 1.5 - Desenvolvimento intratimico dos linfécitos T. Os l|6bulos timicos estao
organizados basicamente em duas regides denominadas cértex e medula, cada uma das
quais apresenta tipos especificos de células do microambiente e timécitos em diferentes
estagios de maturagdo. O fenodtipo dos timécitos em diferenciagdo pode ser definido em
funcdo da expressao de diversos marcadores, como CD44, CD25, CD4, CD8 e TCR, os
quais permitem sua classificacdo em diversas subpopulagdes: DN (DN1-DN4), DP e SP
(CD4 e CD8). (Adaptado de Zuhniga-Pflucker, 2004).
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Por fim, os timécitos SP maduros que completaram o desenvolvimento e estdo
presentes na regido medular do 6rgao, passam pela selecao de repertério e séo
exportados deste 6rgdo para a corrente sanguinea, indo entdo colonizar os 6rgaos
linféides periféricos. Acredita-se que os timdcitos maduros deixam o timo através dos
espacgos perivasculares, espacos estes circundados por células epiteliais e que
estdo predominantemente presentes nas jungdes cortico-medulares e na medula
(Mori et al., 2007).

Esta migragcédo ordenada depende do controle da sequéncia de eventos de adeséo e
de-adesédo das células migrantes ao estroma. As células do estroma timico fornecem
aos timdcitos nichos apropriados que promovem e regulam o desenvolvimento no
interior do o6rgdo. No entanto, a comunicagdo entre timocitos e células do
microambiente € bilateral, gerando sinalizagbes cruzadas (crosstalk) entre estes
diferentes tipos celulares. Estas sinalizagcdes cruzadas envolvem uma série de
interacdes ligante/receptor, entre elas as quimiocinas produzidas pelas células do
microambiente, que guiam o sentido de migragdo dos timécitos, e os receptores de
quimiocinas, que sao expressos de maneira especifica e sequencial na membrana
dos timécitos em desenvolvimento (Takahama, 2006).

A quimiocina CXCL12 esta presente nas células do microambiente timico, e
timocitos imaturos expressam seu receptor CXCR4. Em quimeras onde o gene para
CXCR4 foi condicionalmente suprimido, o desenvolvimento é bloqueado no estagio
DN1, o que demonstra a importancia de CXCL12 na migragdo e também no
desenvolvimento normal da célula T (Fig. 1.6).

A falta de sinalizagdo via CCR7 também gera o acumulo de células na regiao
cortico-medular nos eventos iniciais da diferenciagcdo dos timdcitos. Neste caso, ha o
acumulo das células DN2, com diminuicdo das células DN3 e pré-DP, além da
diminuicao da celularidade do timo (Misslitz et al., 2004; Forster et al., 2008). Ja nos
eventos mais tardios, apds a selec¢ao positiva, a falta do receptor CCR7 ou de seus
ligantes, gera o acumulo de células SP no cértex acompanhado pela reducéo destas
células na medula. Tal fato indica a importadncia desta molécula na migracdo de
linfocitos do cértex para a medula, entretanto, a sua deficiéncia ndo impede a
diferenciacao de células DP em SP (Ueno et al., 2004).

Algumas quimiocinas sao expressas tanto pelas células epiteliais corticais, quanto
medulares. Exemplo disto € a quimiocina CCL25 que se liga ao receptor CCR9. Em
camundongos deficientes em CCR9 nao foi detectado acumulo de timdcitos DN2 e

DN3 na regiao subcapsular, seu microambiente fisioldgico, ficando estas células
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distribuidas por todo o cortex (Benz et al., 2004). A importancia desta quimiocina
também foi investigada através da geragdao de um camundongo transgénico para
CCRO. O fendtipo deste camundongo indica que a regulagéo na expressao de CCR9
no estagio de transigdo de DN para DP é critica para o desenvolvimento da célula T
(Fig. 1.6) (Uehara et al., 2006).

Além da quimiotaxia, a migracdo celular requer uma interacdo dinamica entre
ligantes e receptores de ECM e o citoesqueleto, particularmente no que diz respeito
ao microfilamentos de actina, permitindo assim a geragéo de forga para locomogéo.
No entanto, a simples presenca destes receptores ndo €& necessariamente uma
indicagao funcional, pois, geralmente, estes receptores devem ser ativados por
estimulos extracelulares.

Neste sentido, dentre outros modelos de interagcéo, as TECs podem interagir com os
timdcitos em diferenciagao diretamente, ou ainda, através de ligantes e receptores
de ECM (Savino et al., 2002). Os componentes da ECM sao produzidos por distintas
células do microambiente timico, como as proprias TECs, que sdo capazes de
produzir laminina (LN), fibronectina (FN) e colageno do tipo IV. A distribuicdo destas
proteinas no timo ndo segue um padrdo homogéneo e nao esta restrita a membrana
basal (Savino et al., 2002, 2004).

Algumas isoformas de glicoproteinas de ECM ja foram descritas no timo. A FN
classica, a qual é reconhecida pela integrina asB1 (CD49e/CD29; VLA-5), esta
localizada em todo o parénquima timico. A isoforma derivada de splicing alternativo
do RNA mensageiro da fibronectina, reconhecida pela integrina o431 (CD49d/CD29;
VLA-4), esta restrita a medula, claramente definindo a jungdo coértico-medular do
I6bulo timico. A migracdo dos timdcitos envolve a ligagdo de VLA-4 e VLA-5 as
sequéncias CS1 e RGD da FN, respectivamente. Ja foi demonstrado que ambos os
receptores estdo envolvidos na continuidade e no direcionamento do movimento
celular (Fig. 1.6) (Crisa et al., 1996). Além da ligagdo com FN, a integrina o4f+
também se liga a VCAM-1, expressa no cortex. A compartimentalizagcado destes dois
ligantes indica que a estrutura timica deve estar diretamente ligada aos estagios de
desenvolvimento dos timdcitos (Salomon et al., 1997).

A analise de timdécitos humanos mostrou que a maioria das células DN expressa
altos niveis de VLA-4 e VLA-5, entretanto, a expressdo de VLAS5 diminui na
populacdo DP. Em contraste, ha diminuicdo da expressédo de VLA-4 e aumento da
expressao de VLA-5 apds a maturacao das células em SP. Assim, as interacdes de

VLA-4 com FN e VCAM-1 podem modular a transicdo das células DN para DP
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(Mojcik et al., 1995). Também foi demonstrado que as integrinas o4f1 € ouf7
(CD49d/Ly69; LPAM-1), expressas por timocitos DN e a molécula de adesdo VCAM-
1, expressa pelas cTEC, sé&o criticas para a adeséo entre estas células e a migragéo
dos timécitos DN para a regido subcapsular (Prockop et al., 2002).

Em camundongos, a expressao de VLA-4 e VLA-5 se mantém alta nos timdcitos
imaturos CD25" até a perda completa de expressdo deste co-receptor. Nas células
DP a expressao destas integrinas € diminuida. Experimentalmente, foi visto em
nosso Laboratério, que o uso de anticorpos anti-CD49d afeta a transi¢cao das células
DN2 para DP (Fig. 1.6) em culturas organotipicas fetais indicando que a alta
expresséo desta cadeia de integrina coincide com a transi¢do das células DN para
DP (Dalmau et al., 1999).

As interagbes dos timécitos através de isoformas de LN também sao reguladas
espacialmente e de acordo com o desenvolvimento do timo. Algumas isoformas de
LN (lamininas- 1, 2, 4, 10 e 11) foram detectadas nos vasos sanguineos timicos e
nas células epitéliais, sendo relacionadas a adesao TEC-timdcitos e a migragéao de
timocitos nos complexos TNC (Kutlesa et al., 2002; Ocampo et al., 2008). Ensaios
de adesao revelaram que os timocitos DN localizados abaixo do epitélio subcapsular
aderem fortemente as lamininas 10 e 11, mas ndo as lamininas 2, 4 e 5. A adesao
destes timocitos as lamininas 10 e 11 € mediada pela integrina agp1 (CD49f/CD29;
VLA-6). Durante o desenvolvimento, os timocitos DP localizados no cértex perdem a
capacidade de aderir as lamininas 1 e 10. Ja os timécitos SP CD8" localizados na
medula sdo capazes de ligar-se a LN-5 expressa pelas mTECs, através da integrina
asPs (Aumailley et al., 2005; Kutlesa et al., 2002).

Outros ligantes e receptores também participam dos processos de migragao
intratimica, como o receptor 1 de esfingosinal-fosfato (S1P4, da lingua inglesa,
sphingosine 1-phosphate receptor). Antes de sair do timo, as células T devem
completar a selecdo negativa, assim, um dos mecanismos que previne a saida
prematura destas células é a regulagdo da expressao do receptor S1P4. Foi visto
que células T adquirem a habilidade de migrar em diregao ao ligante S1P somente
no estagio de células SP maduras (CD69°*CD62L"). A expressdo do mRNA para
S1P1 aumenta cinquenta vezes entre o estagio DP para o estagio SP imaturo
(CD69"CD62L"") e mais trinta vezes entre o estagio SP imaturo para maduro. As
células T deficientes de S1P;y ndo conseguem deixar o timo, o que resulta no
acumulo de timocitos maduros (Fig. 1.6) (Allende et al., 2004; Matloubian et al.,

2004).
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Como previamente comentado, as Ephs e ephrinas também podem estar atuando
nestes processos migratérios da diferenciacdo T. Neste sentido, Sharfe e
colaboradores (2002) demonstraram que a quimiotaxia induzida por CXCL12 era
consistentemente inibida em timécitos co-estimulados com proteinas quiméricas
efrina-A/Fc e efrina-B/Fc. Recentemente, novos estudos demonstraram a
participacdo de Ephs e efrinas na diferenciacao intratimica de células T (Fig. 1.6)
(Munoz et al., 2006; Freywald et al., 2006; Yu et al., 2006; Alfaro et al., 2007; Alfaro
et al., 2008; Munoz et al., 2009). Através da utilizagdo de cultivos organotipicos de
timos fetais, foi demonstrado que a inibicdo dos sinais deflagrados por EphBs
modifica a proporgao das subpopulagdes de timécitos no dia E17 em camundongos,
diminuindo a porcentagem de timocitos DP e aumentando o percentual de timocitos
SP, levando ainda a um aumento significativo da apoptose nestas mesmas
subpopulagdes (Yu et al., 2006). Camundongos deficientes em EphA4 apresentam
um colapso da rede epitelial cortical que provoca um bloqueio na diferenciagao
inicial dos timaocitos, resultado assim em uma redugdo no numero de células DP,
aumento da taxa apoptotica e redugédo da proliferagdo celular (Munoz et al., 2006).
Outros resultados utilizando cultivos de reagregados ou experimentos de formagao
de conjugados entre timoécitos DP e células epiteliais demonstraram que o
tratamento com proteinas quiméricas EphB/Fc e efrina-B/Fc desestabiliza a
formagédo, dependente de TCR, de tais conjugados e desorganiza a rede
tridimensional epitelial, ocasionando o encurtamento dos processos epiteliais (Alfaro
et al., 2007). Corroborando estes resultados, camundongos deficientes em EphB2
e/ou EphB3 apresentam um aumento da apoptose de timdcitos que afeta
principalmente os compartimentos DN e DP. Neste sentido, a redugdo no numero de
timocitos SP observada nestes camundongos pode estar relacionado ao reduzido
numero de células DN capazes de sofrer maturacdo e/ou defeitos no processo de
transicdo DP-SP (Alfaro et al., 2008). A figura 1.6 mostra resumidamente as
sinalizagdes atuantes nas diferentes fases da migracédo e diferenciagéo intratimica

dos linfocitos T em desenvolvimento.

-38-



CAPITULO 1

E’. :l
| Il |
o Cortex Juncie Nedula
Subcapsular Cotico-
Medular

Figura 1.6 - Sinais derivados do microambiente timico durante o desenvolvimento dos
timocitos. As células linfoides que entram no timo seguem uma rota de migracao até a
regido subcapsular e, subsequentemente, até a medula. Durante este caminho, recebem
estimulos provenientes de diferentes moléculas sinalizadoras necessarias para a migragéo e
diferenciagdo dos progenitores T. Dentre estas moléculas, podemos destacar as
quimiocinas e seus receptores, proteinas da matriz extracelular e integrinas, moléculas de

adesao celular e seus receptores, Ephs e ephrinas. (Adaptado de Takahama 2006).
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1.4 Sinais que modulam o desenvolvimento de células T: uma nova

perspectiva

Desde as primeiras publicagdes de J. F. Miller ha cerca de 50 anos, demonstrando
as fungdes imunoldgicas do timo, muitos trabalhos vém caracterizando este érgéo,
seus distintos microambientes e suas formas de atuacdo em relacdo ao
desenvolvimento de células T e a formacado de seu repertdrio. Entretanto, muitas
questdes permanecem sem resposta, ou ainda controversas. Dentre elas podemos
considerar: Quais os sinais que induzem e regulam os processos de diferenciagcéo
intratimica? Todos os sinais citados, e aqueles ja detectados, mas nao descritos,
nas sec¢des anteriores deste trabalho, muito provavelmente, ndo sao suficientes para
explicar os multiplos e complexos processos que ocorrem durante a diferenciagao
dos linfocitos T (entrada no timo, especificagdo de linhagens, proliferacdo, migracéo,
sobrevivéncia, selegao, divergéncia de diferentes linhagens T, etc.). Contudo, as
recentes descobertas de novas moléculas, que apresentam funcdes especificas ou
que sdo capazes de modular determinados eventos durante a formacéao de tecidos e
orgaos, tém nos permitido estudar diferentes mecanismos moleculares relacionados
ao desenvolvimento e a formacao do repertério de células T.

Neste sentido, varias interagdes moleculares descritas em outros sistemas ou
tecidos podem ser encontradas no sistema imune. Algumas moléculas envolvidas no
desenvolvimento do sistema nervoso s&o também expressas por células do sistema
imune (Ephs, efrinas, semaforinas, neuropilinas, slits, netrinas, prion, etc.),
sugerindo o envolvimento de mecanismos comuns entre estes sistemas (Teyssier et
al., 2001; Wu et al., 2001; Mendes-da-Cruz et al., 2009; Munoz et al., 2009). Em
particular, algumas destas moléculas sao relacionadas ao processo de migragao de
timocitos. Resultados recentes de nosso proprio grupo demonstram que neuropilina-
1 (NP-1) e seu ligante semaforina-3A (Sema-3A) sao expressos por TECs, DCs e
timocitos humanos. Funcionalmente, Sema-3A diminui a capacidade adesiva dos
timocitos NP-1" e exerce um efeito quimiorepulsivo nestas células, inibindo ainda a
migragdo induzida por FN e LN (Lepelletier et al.,, 2007). Outros resultados,
utilizando camundongos transgénicos que superexpressam a proteina prion celular
(PrP(C)), demonstram que, além da grande hipoplasia encontrada no timo destes
animais, existe uma redugéo na resposta migratéria dos timadcitos a laminina (Terra-
Granado et al.,, 2007). Além disso, observou-se nesses animais, e também em
camundongos nocaute para PRP(C), uma redugao na migragao dos timécitos frente

a FN e LN (Terra-Granado, dados nao publicados). No que concerne ao papel de
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Ephs e efrinas neste processo, descreveremos com detalhes nossos resultados e
conclusdes nos capitulos subsequentes.

Todos os dados discutidos até aqui demonstram que a migragao dos progenitores T
e timécitos é crucial para o correto desenvolvimento dos linfocitos T. Este processo
intratimico de migracdo envolve sinais bidirecionais, tanto atrativos quanto
repulsivos, que estabelecem a diregdo do movimento. Desta forma, muitos sinais
bioquimicos cooperam entre si para permitir ou restringir o movimento celular. Como
resultado desta interacdo, a migracédo celular pode ser modulada em termos de
diregao e velocidade, o que definimos como migragdo multivetorial (Mendes-da-Cruz
et al., 2008). Conceitualmente, o vetor resultante que guia o processo migratorio é
dindmico, mudando de acordo com a concentragcdo e a combinacido de estimulos, e
dependente da capacidade das células em responder através de receptores
especificos. Assim, o conhecimento dos mecanismos moleculares que envolvem a
funcdo de ligantes e receptores, que compdem cada um destes vetores, se faz
importante para o entendimento dos processos que guiam o desenvolvimento dos

linfécitos T no timo como um todo.
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2. OBJETIVOS

A interacdo entre receptores e ligantes que formam os complexos Eph-efrina é
capaz de gerar sinais intracelulares bidirecionais que estdo envolvidos na
morfogénese de numerosos tecidos, modulando migragéo celular, determinando o
posicionamento celular e organizando os dominios teciduais. Dentre estes, esta o
sistema imune, onde os receptores Eph e seus ligantes efrinas sdo expressos e
apresentam propriedades regulatérias. Algumas atividades regulatorias de Ephs e
efinas ja descritas dentro deste sistema sao: participagdo como moléculas
coestimulatérias dos sinais transmitidos pelo TCR; modulagdo da quimiotaxia de
linfécitos B e T; indugdo ou protecdo da apoptose em timdcitos; modulagdo da
diferenciagao de timdcitos; e organizagao da rede epitelial timica. Recentemente, o
estudo das atividades regulatorias de Ephs e efrinas no sistema imune através de
modelos animais geneticamente modificados, tem permitido a caracterizagdo de
diferentes vias moleculares moduladas pela ativagdo dos complexos Eph-efrina.
Neste panorama, a utilizagcdo de camundongos nocaute para o gene do receptor
EphB2 (EphB2") ou ainda, camundongos que expressam uma forma truncada deste

receptor (EphB2'%*

), onde a cadeia intracelular é substituida por uma molécula de -
galctosidase (desta forma, este receptor perde a capacidade de ativar sinais
intracelulares sem apresentar problemas na interagao e ativagao de seu ligante) tem
servido como uma ferramenta importante para estudos do desenvolvimento de

sistemas e orgaos.

Neste sentido, através da utilizacdo de células e tecidos de animais normais e
deficientes em sinalizagdes EphB2, este trabalho procurou identificar novas funcoes
da atividade dos receptores Eph e sua interagdo com seus ligantes efrina durante o

desenvolvimento dos linfécitos T e sua maturagao no timo.

De forma mais especifica, tivemos como obijetivos:

e Determinar a expressao do receptor EphB2 e seus principais ligantes em
células progenitoras hematopoiéticas de medula éssea e avaliar sua
capacidade em recolonizar Iébulos timicos alinféides, utilizando camundongos

selvagens, EphB2™ e EphB22%;
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Avaliar se a modulacao/interferéncia na sinalizacdo de EphB2 altera o
desenvolvimento de subpopulagdes de células progenitoras hematopoiéticas
e a distribuigcao/presencga de proteinas de ECM e de quimiocinas no timo de

camundongos EphBZ"' e EphB2"*° em diferentes fases do desenvolvimento;

Caracterizar  fenotipicamente as  subpopulagdes de  progenitores
hematopoiéticos e de timdcitos quanto a expressao de receptores de ECM e
de quimiocinas e avaliar o papel da sinalizacdo Eph-efrina como moduladora
da migracéo celular dirigida, utilizando camundongos deficientes e proteinas
efrina-B1/Fc.
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3. ARTIGO 1

Organizing the thymus gland. The role of Eph and ephrins

Manuscrito Publicado:

Munoz JJ, Garcia-Ceca J, Cejalvo T, Alfaro D, Stimamiglio MA, Jiménez E, Zapata
AG. (2009). Organizing the thymus gland. The role of Eph and ephrins. Ann N
Y Acad Sci 1153, 14-9.

Justificativa

O estudo das fungbes desempenhadas pela familia de receptores Eph e seus
ligantes efrina durante a ontogenia do timo tem sido objeto de recentes trabalhos na
area. A caracterizagao dos perfis de expressao destas moléculas dentro do timo e o
estudo dos possiveis papéis desempenhados pelo sistema Eph-efrina neste 6rgao
se faz importante para o entendimento de seu funcionamento como 6&rgéo
responsavel pela maturacao e formacao do repertério de células T. Este capitulo
revisa os numerosos resultados in vivo e in vitro que confirmam o papel de Ephs e
efrinas na maturagao do epitélio timico e na diferenciagao de células T, assim como,
apresenta novos resultados demonstrando o possivel envolvimento de Ephs e
efrinas em diferentes estagios da organogénese timica, que incluem o
desenvolvimento do primérdio timico, a colonizacéo linféide e as interacbes TEC-

timocitos.
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Ephrecepiors and their ligands, ephrins, are molecules involved in the morphogenesis of
numerous tissues, including the central nervous system in which they play a key role in
determining cell positioning and tissue domains containing or excluding nerve fibers.
Because common features have been suggested to occur in the microenvironmental
organization of brain and thymus, a highly compartmentalized organ central for T
cell differentiation, we examined the expression and possible role of Ephfephrins in
the biology of the thymus gland. We reviewed numerous in vive and #n vitro results
that conlirm a role for Eph and ephrins in the maturation of the thymic epithelial cell
(TEC) network and T cell differentiation. Their possible involvement in dilferent steps
of early thymus organogenesis, including thymus primordium branching, lymphoid
colonization, and thymocyte—TEC interactions, that determine the organization of a

mature three-dimensional thymic epithelial network is also analyzed.

Key words: thymocvtes; thymic epithelial cells; Eph: ephrins

The thymus is a highly compartmentalized or-
gan in which lymphoid progenitors mature un-
der the influence of a specialized epithehal cell
microenvironment, which has been compared
with that present in the brain.! It 1s, therefore,
possible to speculate that molecules important
for brain development could also be involved
in thymus organogenesis.

Among these molecules are the Eph, a fam-
ilv of tyrosine kinase receptors (16 members)
known to participate in the topological orga-
nization of the developing central nervous sys-
tem,” and their ligands, ephrins (nine mem-
bers). Both groups of molecules are dmided
mnto two families, A and B, based on sequence
similarities of the molecules and hgand bind-
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g preferences. In fact, it 1s a verv promiscu-
ous molecular svstem in which each Eph and
ephrin binds different ligands. Accordingly, dif-
ferent combinations of Eph and ephrin signals
result m different behavior of the nteracting
cells. Furthermore, both the receptors (Eph)
and their igands (ephrins) transmit signals (for-
ward and reverse, respectively) to the molecule-
expressing cell, making the svstem particu-
larly complex. Eph/ephrins are mvolved
numerous cellular processes, mcluding cell at-
tachment/detachment, migration, positioning,
shape, and chemotaxis, and also in more gen-
eral biological phenomena, such as gene ex-
pression, apoptosis, cell proliferation, and cell
differentiation.™*

Ower the past few vears we have analyzed
the expression and possible role played by
Eph/ephrins in the biology of the thymus and
T cell differentiation. We and other authors
have demonstrated that most Eph and ephrins

Meurcimmunomodulation: Ann. MY, scad. Sci. 1153: 1419 (2009).
doi: 10.1111,/].1749-64632.2008.039465.x © 2009 Mew York Academy of Sciences.
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CORTEX

Figure 1. Expression of EphB receptors and
ephrinB ligands in mouse thymus. Immunofluores-
cence detection of EphB2 [B2) and ephrinB2 (b2) on
thymus cryosections from adult wild-type (WT) mice.
EphB2 and ephiinB2 are expressed on baoth thymo-
cytes (keratin-negative cells shown by arrows/green
cells) and epithelial cells {arrowheads/yellow cells)
of thymic cortex (K8+ cells) and medulla (K57 cells).
Scale bar: 10 pm. {In coler in Annals online.)

are expressed in the thymus.”® Furthermore,
all thvmocyte subsets, as well as both cortical
and medullary thymic epithelal cells ([TECs)
from fetal and adult thymus, express Eph and
ephrins, especially those of the B familv. One
thymic cell may, therefore, express several Eph
and/or ephrins (Fig 1).

Bleckade of Eph/Ephrin Signaling
Differentially Affects the Thymus

With respect to the possible functions of
Eph/ephrins mn the thymus, we frst demon-
strated that EphA-Fe fusion protems blocked
m wtre T cell differentiation, drastically re-
ducing the numbers of thymocytes, especially
those of the double positive (DP) (CD4+CD8™)
cell compartment, in correlation with mereased
proportions of apoptotic cells. Furthermore, the
lack of one or more Eph/ephrins A or B results
n hypocellularity, mcreased numbers of apop-
totic cells, and decreased proportions of eveling

15

cells m vwo but aflects T cell differentiation
differently.

Some authors have reported that the thymi
of both EphB6~/~ and EphB2~/~ mice do
not show special changes compared to those
of wild-type (WT) mice. *!! However, ephrin
Bl. one of the main hgands of EphB2, has
been claimed to be critical for T cell devel-
opment,'*!* and EphB6 averexpression results
n the breakdown of the thymic cortex-medulla
limits.!! On the other hand, EphA4-deficient
mice show a blockade of T cell maturation,
exhibiting reduced proportions of DP thymo-
cvtes, ' In this case, we demonstrated that the
blockade of T cell development was dependent
on the changes taking place in the nonlyvm-
phoid thymic microenvironment. Thus, mutant
bone marrow lymphoid progenitors normally
differentiate in severe combined mmmunode-
fiency (SCID) thyvmus, but EphAd4-deficient
alymphoid thymic stroma grafted under the
kidnev capsule of W1 mice and colonized by
WT lymphoid progenitors supported defective
T cell differentiation with decreased propor-
tions of DP cells.'* In fact, immunochistochem-
ical analysis of the mutant thymi showed a pro-
found collapse of the cortical thymic epithelial
network.

EphB-deficient Mice Show Profound
Alterations of the Maturation
and Organization of Thymic

Epithelial Cells

The lack of EphB2 and/or EphB3 only
shghtly affected T cell differentiation, resulting
m just a slight accumulation of double nega-
tive (DN (CD4~CD8E7) cells but, importantly
affected the thymic cell content and the TEC
network (Fig 2) (Garcia-Ceca ¢ al., submitted
manuscript) resulting in disorganmization of the
cortical epithelial network, mcreased numbers
of K5+ K&+ epithelial cells in the thymic cortex,
and the presence of K6™K8™ areas that cor-
related well with the presence of degenerated
TECs but could also be a consequence of
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Figure 2. Immuncfluorescence study of the thymus of adult WT and EphB-deficient mice.
The immunofluerescence analysis was carried out combining specific markers for thymic ep-
ithelial cells (TECs) [keratin 5 (5], keratin 8 (8], mouse thymic stromal (MTS)10 (10)]. WT
thymi consist of an cuter cortex (C), showing largely o K5-K8+MTS10~ TEC population (red
cells) and a few K5+K8+MTS10- cells {arrow/yellow cells), and a central medulla (M) formed
mainly by K5tK8-MTS10+ TEC cell population (blue cells]. EphB-deficient thymi presented
altered distribution and erganization of these two compartments as well as important vario-
tions in their cell content, including among other features the existence of large K5-K8~ areas
[asterisks) and increased numbers of cortical K5+K8+ cells {arrows/yellow cells). Scale bar:

100 pwm. (In color in Annals enline.)

downregulated keratin expression and/or al-
tered thymoevte " TEC nteractions.

Apart from these remarkable and common
changes in the thyvmic epithelial phenotvpes,
the dehcient thymi showed speciiic features
for every mutant studied. These features be-
gan early in thymus ontogenv and became
more severe at the end of fetal life and mn the
neonatal thymus (Garcia-Ceca ef al,, submitted
manuscript), suggesting a role for these EphB
m TEC maturation.

Imbalance of Eph/EphrinB

Signaling Is Critical for T Cell
Development

The balance between the different transmit-
ted signals rather than the presence or ab-

sence of Eph and/or ephrins 1s determmant,
as previously demonstrated in other systems,?
for the final phenotvpe of tissues. Thus, de-
spite the mimimal eflects observed m EphB-
dehicient mice on the thymoceyte phenotvpe, im-
portant alterations occurred @ pive in chimeric
thyvmi generated in SCID mice, expressing Eph
and ephrinB as WT mice, that recewved either
WT or EphB-deficient bone marrow lymphoid
progenitors (Alfaro ef al., manuscript n prepa-
ration). SCID mice receiving EphB2~/~ lym-
l}hnid pre IIL{I.‘]'.I'.HU'['H show a total blockade of T
cell differentiation with an increased percent-
age of DN (CD4~CD87) cells and a severe
reduction in DP (CD4+CD8Y) thymocytes.
However, SCID thym colomzed by lymphoid
progenitors expressing a EphB2 devoid of
the cytoplasmic doman but contaming an
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ectodomain capable of activating ephrinB sig-
naling in ephrinB-expressing cells (EphB2-
LacZ mice) supported a maturation of DN
thymocytes m the DP cell compartment, al-
though only a small proportion of single posi-
tive (SP) (both CD4+CD8~ and CD4-CD8H)
cells are formed. Therefore, the absence of
EphB2 determines the blockade of T cell matu-
ration at the DN stage, while a signaling rever-
sal, presumably generated by the mteractions
of EphB2-LacZ-expressing lyvmphoid progeni-
tors with ephrinB-expressing TECs, allows the
progression of DN cells to the DP cell com-
partment. However, this signal seems to be
msuflicient to permit progression of the DP
thymocvtes to the mature SP cell compart-
ment. A forward signal seems to be neces-
sary for the final maturation to SP thymocytes.
The condition m the SCID mice injected with
EphB3~'~ lvmphoid progenitors is intermedi-
ate with a significant but lesser reduction n the
percentage of DP thymocytes. Transmitted sig-
naling through EphB2, therefore, seems to be
more important for the maturation of DN thy-
mocvtes than those mediated through EphB3.
Accordingly, the differentiation of double
EphB2/B3-dehicient lymphoid progenitors in
the SCID thyvmus exhibits a similar blockade to
that observed for EphB2-deficient progenitors.
Together, these results support a role for
Eph/ephrins m thymus morphogenesis, con-
trolling cell survival, apoptosis, and cell prohf-
eration and modulating gene expression in both
developing thymoeytes and TECs. As a result,
Eph/ephrins seem to aflect TEC development
and, to avariable degree, T cell differentiation.

Role of Eph/Ephrins in Early
Thymus Ontegeny

Ower the last few vyears, increasing mter-
est for the thvmic epithehal stroma has al-
lowed two steps to be recognized mn the
maturation of thymic epithelium primordium:
an early lvmphocyte-independent stage and
a lvmphoid-dependent  differentiation  after

17

Figure 3. Branching pattern of the thymic epith
lium during early development. Histological section
of a 12.5day-old fetal Tﬁymic lobe showing a cen-
tral area (red) exhibiting o branching pattern that
will determine the histological compartmentalization
of the organ in later stages of development. Scale
bar: 100 pm. [In coler in Annals online.)

the lymphoid colonization of primordium, 1

The organization of mouse thymic primordinm
onday 10.5 post coitum 1s the result of the mter-
action of the third pharvngeal pouch endoderm
with the neural crest-derived mesenchyme.!”
One dav later, molecules of the Wnt family ac-
tvate the transcription factor Foxnl, which -
duces the maturation of TEC progenitors.!#-"
Because very little 1s known about the histolog-
ical, cellular, and molecular mechanism gov-
erning this first stage of thvmus development
and because the involvement of Eph/ephrins
n the organogenesis of other tissues 1s clearly
established, we have also analvzed the role of
EphB m early thymus organogenesis.

At 11.5 davs post coitum, when the thymic
primordium is still jommed to the pharyngeal
cavity and most cells already express keratins
K5 and K8, the branching of the thymic ep-
tthelium, which is folded repeatedly to his-
tologically organize a gland, seems to begin.
Thus, as early as 12.5 davs post cortum 1t 1s
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possible to clearly distinguish a branching tree
(Fig. 3) that exhibits an incipient Ki+Ka—/"
medullary thyvmic epithelial phenotype in the
central area, in the outer zone K87 cells, and in
an enlarged area between the two that still con-
tains numerous presumptive Ki+TK8+ epithe-
hial cell progenitors. Accordingly; the commit-
ment to the thymic cortex and medulla seems
to be an early process mtimately associated with
an epithehal branching outgrowth pattern.

Comparative analysis of the thymic epithe-
hial branchmg in EphB2-deficient mice demon-
strates that this follows a general pattern simular
to that found in WT mice but the epithe-
hal branches of the mutants exhibit a more
compact, almost collapsed, histological orga-
nization compared with that of W mice, sug-
gesting that EphB could also be mvolved n
determining the branching pattern of thymic
epithelial parenchyma.

For many vears, lvmphoid colonization of
thvimus has been extensively studied although
the mechanisms involved are as vet unknown.
In this hne, we have studied by flow cvtometry
and confocal microscopy the colomzation of
dGuo-treated fetal thvmic lobes by Lin™ bone
marrow cell progenitors from WT EphB2-
deficient mice and EphB2-LacZ mice and
showed that EphB2~/= but not EphB2-LacZ
lvmphod progenitors colonize the alymphoid
thymic lobes less efhciently: however, once
lvmphoid progenitors are mside the thvmic
parenchvma, the behavior of both EphB2-
deficient cells and EphB2-LacZ-expressing thy-
mocvtes 1s similar. In both cases, the cells re-
main at the periphery rather than scattered at
random throughout the parenchyma, as found
in lobes recerving W lvmphoid progemtors.

These results demonstrate that different sig-
nals mediated through EphB are mwolved m
colonization of the thymic primordium and
the ntrathymic migration of developing thy-
mocvtes; reverse signaling mediated through
ephrinB-expressing thvmie cells 1s sufficient to
recover the capacity of lvmphoid precursors to
colonize the thymic lobes but not to control
the migration of developing cells throughout

Annals of the New York Academy of Sciences

the thymic parenchvma. We are currently an-
alyzing the underlving mechanisms that gov-
ern this role of EphB2 mn lvmphocyte migra-
tion to and throughout the thvmic parenchvma
(Stmamiglio e al., manuscript in preparation)
on the basis of the relationship between this
family of molecules and both integrins! and
chemokines.*

Finally, once lvmphoid progenitors have col-
omzed the thymic primordium, thymocyte—
TEC mteractions become important for the
development of both thymocvtes and TECs.
In order to evaluate the possible importance
of Eph/ephrimB in this process, we tested the
elfects of ephrmB1-Fe (or [gG-Fe as a control)
fusion proteins on the thymocyte—TEC interac-
tions established in re-aggregates (RTOC) con-
stituted by fetal thymic lobes and 1solated DP
thymocytes.*® After 24 h, the control RTOC
showed a compact organization in which thy-
mocytes were closely associated to the TEC
processes that formed a continuous epithelial
network. On the contrary, m the RTOC to
which ephrinB1-Fe proteins had been added,
the epithelial cells appeared rounded without
organized keratin hlaments m the cell processes
and were unable to interact with thymocytes.
Accordingly, in the presence of ephrnB1-Fe,
thvmocytes and TECs are unable to organize
a three-dimensional epitheial network housing
the developing thymocytes.®

These results suggest that Eph/ephrin are
keymaolecules for establishing inks between his-
tological organization, topological distribution,
and phenotypical dilferentiation of TEC pro-
genitors and thymocytes. Further studies must
focus on confirming the role of Eph/ephrins in
the earliest stages of thvmus development and
to determine both the specific Eph signals n-
volved in every step of TEC maturation and the
nature of the molecules associated with Eph/
ephrins m the control of all these processes.
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4. ARTIGO 2

EphB2-mediated interactions are essential for proper migration of T-cell

precursors

Manuscrito submetido a publicagdo Nature Immunology:

Stimamiglio MA, Jiménez E, Silva-Barbosa SD, Alfaro D, Garcia-Ceca J, Mufioz
JJ, Cejalvo T, Savino W, Zapata AG. (2009). EphB2-mediated
interactions are essential for proper migration of T-cell precursors. Nat

Immunol, submetido.

Justificativa

Os complexos formados por receptores e ligantes do tipo Eph/efrina
representam um conhecido sistema de comunicacdo celular caracterizado
como regulador do desenvolvimento de sistemas e oOrgdos através da
modulagao de diferentes atividades celulares. Dentre estas estdo: a migragcao e
o posicionamento celular érgao-especifico; a adesdo e desadesao das células
a nichos especificos; a sobrevivéncia/proliferacao e a diferenciagao celular. No
que diz respeito ao timo, trabalhos recentes tém demonstrado importantes
alteracbes na rede formada pelas células epiteliais e uma profunda
hipocelularidade no timo de camundongos deficientes em diferentes receptores
Eph ou ligantes efrinas. Além disso, estas alteragcdes s&do seguidas por
disturbios na diferenciacdo dos timdcitos e pela modulagdo da sobrevivéncia e
proliferacdo celular. Devido a participagdo deste sistema de comunicagao
celular em diferentes aspectos da biologia do timo e sua conhecida fungao
como modulador da migracéo celular, descrevemos neste capitulo seu papel
como sistema regulador da migracao e entrada de precursores provenientes da
medula éssea ao timo, bem como na migragao timécitos em diferentes fases do

desenvolvimento.
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Abstract.

Ephrin-Eph ligand-receptor pair is known to control repulsion/adhesion process
in the nervous tissue. Recently, a role for this interaction in the immune system
has been reported. Herein, we evaluated the role of the tyrosine kinase receptor
protein EphB2 in T-cell precursor migration during thymus colonization and
under with extracellular matrix proteins or chemokine stimuli. EphB2 and its
main ligands, ephrin-B1 and ephrin-B2, are expressed in bone marrow-derived
progenitors and EphB2” cells had a diminished thymus colonization capacity,
indicating a cell autonomous role of EphB2 expressed on these cells.

Conversely, EphB2-2°%

cells that maintain a preserved ephrin-binding domain
were capable to colonize the thymus similarly to WT progenitors, highlighting
the importance of the reverse signal transmitted to thymic microenvironmental
cells. Moreover, EphB2 receptor present in thymic cells seems to play a role on
progenitor immigration capacity since recolonization of EphBZ"' or EphB2-2¢#
fetal thymic lobes was compromised. Additionally, we observed a significantly
lower deposition of extracellular matrix (ECM) proteins and chemokines on
these mutant thymuses. Migration of EphB2” and EphB2-* bone marrow-
derived progenitors and thymocytes was also reduced through ECM or
chemokine stimuli, suggesting an EphB2-mediated ECM or chemokine receptor
activation defect in these cells. Furthermore, ephrin-B1 costimulation inhibits
haptotaxis and chemotaxis of wild type, but not EphB2-%%“ cells demonstrating
the involvement of EphB2 signaling on T-cell precursor migration. In conclusion,
our data place EphB2-mediated interactions as key players in migration of T-cell

precursors into the thymus and within the organ.
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Introduction

Ephrin-Eph ligand-receptor pair comprises a cell communication system known
to participate in a wide array of developmental processes, regulating
morphogenesis of different tissues, cell migration and positioning, cell
attachment/detachment, survival and differentiation”?. Both Eph and Ephrins
are divided into two families, A and B, based on: gene sequence similarities and
ligand binding preferences. EphA (10 members) bind GPIl-anchored ligands, the
Ephrin A (6 members) whereas EphB (6 members) bind transmembrane
proteins, the Ephrin B (3 members). Each Eph kinase can bind several Ephrins
and vice versa and both Eph and ephrins signal bidirectionally into Eph-
expressing cells (forward signalling) and ephrin-expressing cells (reverse
signalling)'®. We*” and other authors®'® have demonstrated the important
regulatory functions of Eph-ephrin family members in the thymus biology. Thus,
EphB2 and/or EphB3-deficient mice show profound alterations in the thymic
epithelial cell (TEC) network that begins early in thymus ontogeny and becomes
more severe with development®. These changes have been shown to be
accompanied by slight alterations in thymocyte differentiation, largely affecting
the CD4°CD8" (DN) cell compartments’. In addition, the thymus of these mice
shows a marked hypocellularity, which appears to be associated to increased

457910 and thymic epithelial cells (TEC)®. Nevertheless,

apoptosis of thymocytes
other factors including the thymic colonization by bone marrow-derived
precursors could also determine the marked thymic hypocellularity observed in

EphB2 deficient mice.

All these data taken into account, together with the broadly involvement of
EphB2 in migration process, prompted us to study the role of EphB2 during fetal

thymus colonization by lymphocyte progenitors.

It is known that during thymus ontogeny lymphocyte progenitors coming from
hematopoietic stem cell sources (i.e. bone marrow, fetal liver) enter the thymus
and differentiate into mature thymocytes''. Several bone marrow (BM)-derived
progenitors have been described as potential thymus-homing precursors and
the most immature of these progenitors is termed LSK (Lin"'SCA-1"KIT™)'2,
Downstream of this population, other stages of differentiation have been

described, including the common Ilymphoid progenitors (CLP; Lin"SCA-
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1"KIT"IL-7Ra*), which were initially identified as possessing only lymphoid
potential’®>. The migration of these lymphocyte progenitors into the thymic
parenchyma is the first step of intrathymic T cell development and the
subsequent orchestrated migration of developing thymocytes through distinct
thymic epithelial microenvironments is essential for their proper differentiation™.
However, the mechanisms involved in these key steps of T cell development
are not completely understood and have been shown to include a wide network
of signaling molecules. In this regard, it has been suggested that chemokines
(i.,e. CCL19, CCL21, CCL25 and CXCL12) and diverse adhesion molecules (i.e.
o4, o5 and ab integrins, CD44) play essential roles in the migration of
progenitors during fetal thymus colonization'>'®. Nevertheless, one can expect
that such process is under a broader control that comprises yet unknown
molecular interactions. Accordingly, we recently proposed that intrathymic T-cell
migration is a multivectorial event, resulting from the various attractive and

repulsive signals that developing thymocytes are exposed to'®.

The function of Eph-ephrin signaling as modulators of cell migration and
establishment/remodeling of cell-cell and cell-extracellular matrix (ECM)
interactions have been studied®. The bi-directional signals transmitted by Eph-
ephrin complexes are known to control cell adhesion and migration by activate
intracellular signaling molecules or even by regulating the activity of other
surface receptors®. In agreement with this, EphB2 receptors are shown to
reduce cell adhesion by down-regulating integrin activity®. Additionally,
chemokine-driven cell migration can be impaired by ephrin stimulation of Eph
receptors®'. However, increase of cell adhesion and migration could also be

promoted, depending on the context of Eph-ephrin interactions?.

Herein, we analyzed the possible participation of EphB2 in thymic colonization
by bone marrow precursors, as well as in the migration of developing

thymocytes.

Our results demonstrate cell autonomous and non-autonomous roles for EphB2
in thymus settling progenitors. The lack of EphB2 in BM progenitors or TEC
prevents the correct thymus colonization and progenitor settling on the thymic
microenvironment, whereas a conserved ephrin-binding domain on EphB2

receptors was able to rescue colonization capacity but not intrathymic cell
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migration of thymic progenitors. Moreover, migration of BM progenitors and
thymocytes seems to be modulated by cross-regulation between EphB2 and
integrins or chemokine receptors since co-stimulation of EphB2 receptor
signaling in ECM or chemokine-driven systems was shown to consistently

reduce cell migration.

Results

EphB2 receptor and its ligands are expressed in bone marrow-derived

progenitors

Since we have previously demonstrated the expression of EphB2 and its
ligands, ephrinB1 and ephrinB2, in thymic lymphoid and epithelial cell
subpopulations’, we checked their expression in bone marrow-derived
precursors. To this purpose, RT-PCR analysis was performed on RNA
extracted from total bone marrow cells and purified lineage negative (Lin"; B220
, Gr-1", CD11b", CD3e", Ter119") progenitors. We noticed that EphB2, ephrin-B1
and ephrin-B2 mRNAs were expressed in total BM cells as well as in Lin

progenitors from adult mice (Fig. 1A).

EphB2 mutant mice present normal proportion of common lymphoid
precursors in their bone marrow but reduced capability to colonize the

thymus

A deficient differentiation of the BM precursors could be responsible for a
reduction in the precursors arriving the thymus. However, we found that both
EphB2” and EphB2-** mice have normal proportions of the LSK (Lin"SCA-
1"KIT") and common lymphoid precursors (CLP; Lin"SCA-1""KIT°“IL-7Ra.")
(Fig. 1B) indicating that possible alterations on EphB2 mutant precursors in
colonizing the thymus is likely due to directly participation of EphB2 signaling in
the process. Accordingly, we carried out fetal thymus recolonization assays with
Lin" BM progenitors from wild type (WT), EphB2” or EphB2"2°* deficient mice in

order to determine their functional ability to colonize the thymic lobes. We found
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that EphBZ"' progenitors had a diminished thymus colonization capacity in
comparison with WT progenitors (Fig. 1C). By contrast, EphB2-*“ progenitors
(that maintain a preserved EphB2 ectodomain and the capacity to interact with
its ligands) were capable to colonize fetal thymus, similarly to WT progenitors
(Fig. 1C). These results point to the cell autonomous role of EphB2 expressed
on BM precursors and the importance of the reverse signal through the thymic

2LacZ

microenvironmental cells activated by the EphB ectodomain.

In order to analyze a possible cell non autonomous role of this EphB2 receptor
present in the thymus microenvironment, we evaluated the recolonization of
EphBZ"' or EphB2-2°% fetal thymic lobes. Remarkably, we found a prominent
decrease of the thymus immigration capacity of all the studied BM progenitors,
significantly more important from that using WT fetal lobes (Fig. 1C), indicating
the importance of EphB2 expressed on TEC in the colonizing process,
independently of the used BM precursor cells. Furthermore, the lack of EphB2
in both thymic components has additive effects since colonizing capability was
even more reduced in both mutant lobes colonized with EphB2” precursors, but
not in those lobes recolonized with EphB2-2** which enter in the WT lobes in a

normal rate (Fig. 1C).

To further confirm these data and to compare the capacity of progenitors to
colonize the same fetal thymic niches, we performed a competition assay with
WT and mutant progenitors, stained with CFSE and PHK26 respectively,
recolonizing the same lobes simultaneously in a 1:1 proportion (Fig. 1D). The
progenitors were yielded with the thymic lobes in hanging drop cultures during
20 hours, which reduces the variation caused by proliferation, differentiation or
cell death, as in previous experiments. Furthermore, a flow cytometry analysis
showed that the two cell subpopulation present in the liquid of the hanging drop
after recolonization period showed opposite variation than the ones found inside
the lobe, indicating that the migration process did occur (data not shown). This
experiment confirmed the reduced thymus colonization capacity of EphBZ"'
progenitors to WT lobes, as well as the mutant ones. With this approach, we

also demonstrated that under competition situation the EphB2-2%

progenitors
presented immigration capacity disadvantages compared with WT progenitors

through the mutant microenvironment (Fig. 1D).
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Settling of hematopoietic progenitors into fetal thymus is regulated by
EphB2

There is accumulating evidence that the precursors have to reach the
appropriate thymic niches to receive specific signals for their survival,

proliferation and differentiation®2*

. To determine whether this process is
influenced by EphB2 receptor signaling, we compared the positioning of EphB2
mutant and WT hematopoietic progenitors in 20h reconstituted thymic lobes. To
this purpose, EphB2 mutant or WT fetal thymic lobes, reconstituted by
combinations of CFSE stained WT progenitors and PKH26 stained WT or
EphB2 mutant progenitors, were analyzed by confocal microscopy. The number
and location of such progenitors within the reconstituted lobes were analyzed in
a broad range of scanned stacks and the thymic lobes were subdivided for
analysis in a central and a peripheral area (Fig. 2A). Corroborating our previous
results, the analysis of whole WT reconstituted thymic lobes demonstrated a
reduced number of PKH26 stained EphB2" progenitors in comparison with
CFSE stained WT progenitors, whereas the numbers of EphB2-** and WT
progenitors were similar (Fig. 2B). Positioning analyses revealed that both
EphBZ"' as well as EphB2-2° progenitors were preferentially settled in thymic
peripheral area, in comparison with the uniform distribution of WT progenitors
(Fig. 2B), suggesting a failure of both EphB2 mutant progenitors to migrate and
settle in appropriate fetal thymic central niches. Overall, these findings show
that in addition to the profound reduction of settling progenitors there is a
reduced number of EphB2 mutant progenitors in the central area of the thymic
lobes in comparison with WT progenitors, and a competition disadvantage of
EphB2-2°“ cells (Figs. 2C-D).

EphB2-deficient mice present decreased thymus expression of

extracellular matrix molecules and chemokines

The above described results demonstrated that the EphB2 mutant
microenvironment is responsible for an important reduction in the colonizing
abilities of all the precursors tested, including those derived from normal

animals. It has been widely reported the role of the ECM proteins, laminin and
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fibronectin, as well as the chemokines CXCL12, CCL21 and CCL25 in thymus
colonization and T-cell progenitor migration''®?>171® "\We then analyzed if
these molecules present a modified pattern of expression in the EphB2 mutant
thymus. To this purpose, we compared offsprings at the embryonic day 15
(E15) from heterozygous parents. In situ immunohistochemistry of deficient
thymuses revealed a significantly lower deposition of almost all the molecules
studied in comparison with WT littermate controls. This decrease was
significantly different as ascertained by computer-based quantification (Figs.
3A-B). In contrast, the expression of CXCL12 in EphB2”" and EphB2-*** mutant

E15 thymuses was not changed.

To further evaluate the course of the observed phenotype in the fetal EphB2
mutant thymuses we searched for possible alterations in adult mutant mice. In
the adult, EphB2” and EphB2-** thymuses also exhibited a decreased
deposition of all studied molecules in comparison to controls (Figs. 4A-B). In
addition, the combination of specific reagents for detecting either ECM or
chemokines and cytokeratin-8 allowed the expression of those molecules to be

determined in both cortical and medullary thymic regions.

EphBZ"' and EphB2-2°* thymuses showed a significant decrease in the laminin
and fibronectin contents, in both cortical and medullary regions, with a rather
weak density in the thymus capsule. The reduced deposition of fibronectin in
the EphBZ"' thymus was proportionally much more severe in the cortical
compartment whereas decreased laminin deposition was more clear-cut in the
medulla of thymic lobes (Figs. 4A). In accordance with previous reports
demonstrating thymic medullary expression of CXCL12 and CCL21 in different
mouse strains®®, we showed that the medullary expression of CXCL12 in both
EphB2 mutant thymuses had a slight reduction, in comparison to controls,
whereas the expression of CCL21 was clearly reduced. Moreover, the
chemokine CCL25 was expressed in cortical and medullary regions, with
proportional decrease in both thymic compartments of EphB2 mutant mice
(Figs. 4B).
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EphB2 deficient T-cell progenitors exhibit decreased migratory responses

To further determine whether EphB2 participates in T-cell progenitor migration,
we submitted freshly isolated thymocytes or Lin'SCA-1"KIT® BM progenitors
(BMP) to ECM or chemokine-driven migration on a transwell system. EphB2”"
and EphB2-2“ BMP exhibited lower transmigration capacity than WT cells in all
haptotactic (laminin or fibronectin membrane coating) or chemotactic (CXCL12,
CCL21 or CCL25) stimuli tested. Actually, EphB2”- BMP exhibited an even
lower chemotactic response through the CXCL12 and CCL21 stimuli than the
corresponding EphB2-°* BM precursors (Figs. 5A-C).

The EphB2 receptor could be involved in the later migration and positioning of
the thymocytes within the organ. We then carried out the same experiments
observing thymocyte subpopulation response. Total EphB2 mutant thymocytes
were less efficient in migrate through laminin, fibronectin or towards CXCL12,
CCL21 or CCL25 than WT thymocytes. In addition, total thymocyte populations
had equivalent migration profiles through ECM stimuli in both mutants, which
was in contrast with chemokine-driven migration, where EphB2” thymocytes
showed the lowest migratory responses (Figs. 5B-D). When examining the
migratory capacity of CD4/CD8-defined thymocyte subsets, overall we observed
similar differences to those seen in the bulk population. For EphB2-deficient
double negative (DN) thymocyte subsets, defined for the expression of CD117,
CD44 and CD25, ECM-driven migration was reduced in comparison with WT
controls, particularly in more mature stages, whereas CCL21 and CCL25-driven
migration was reduced essentially in the more immature DN subsets (i.e. DN1

and DN2 subpopulations). These results are summarized in tables | and Il.

EphB2-mutant BM progenitors exhibit normal expression levels of

extracellular matrix and chemokine receptors.

We further studied the expression of ECM receptors (VLA-4, VLA5 and VLAG)
and chemokine receptors (CXCR4, CCR7 and CCR9) on hematopoietic
progenitor subsets from EphBZ'/', EphB2-2“ and WT mice, aged 6-8 weeks, as
well as the different thymocyte subpopulations. Membrane levels of all analyzed

receptors did not change on thymocyte subpopulations and hematopoietic
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progenitor subsets, studied in EphB2 mutant mice in comparison with WT

controls (Tables Il and IV).

Although the EphB2 mutant cells present no modified expression of integrins
and chemokine receptors, it is broadly known that the functionality is also
dependent of their activation level®” and it could be modified by the total or
partial absence of the EphB2 receptor?®*. The evidence provided herein clearly
point to an EphB2-mediated ECM or chemokine receptor activation defect in T-

cell progenitors.

Ephrin-B1 stimulation modulates ECM or chemokine-driven migration in
normal thymocytes and BM precursors through EphB2 forward signaling

Because EphB2 mutant thymocytes and bone marrow precursors (BMP)
showed decreased ability to migrate through ECM or chemokine-driven stimuli,
and considering that this effect could be mediated by the lack of EphB2, we
searched whether the induction of EphB signaling could modulate such
migration patterns. For that purpose, 5ug/ml ephrin-B1/Fc fusion protein was
additionally coated to ECM or chemokine-driven transwell system to mimic their
membrane-bound nature in vivo, inducing promiscuous EphB receptor
activation, as described elsewhere?'. We noticed that EphB stimulation in
ephrin-B1/Fc coated inserts inhibited laminin or fibronectin-driven migration of
WT-derived BMP by approximately 50% and 70%, respectively (Fig. 6A).
Inhibition of haptotaxis appeared at 5ug/ml of immobilized ephrin-B1/Fc proteins
and reached a plateau with higher concentrations (data not shown). Of note, in
control situations where BSA was used as a haptotactic negative control,
ephrin-B1/Fc-induced signaling did not change migratory responses (data not
shown), suggesting a specific role of EphB signaling in modulating ECM-driven
migration. In addition, blocking EphB signaling by preincubating the cells with
the soluble form of ephrin-B1/Fc fusion protein restored migratory responses of
BMP to ECM stimuli (Fig. 6A).

It should also be pointed out that the blockade of EphBs signaling with soluble
ephrin-B1/Fc to the medium without ephrin stimuli (no ephrin-B1/Fc coated
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inserts) did not alter cell migration responses in control experiments (data not

shown).

To further investigate the involvement of EphB2 forward signaling in ECM or
chemokine-driven migration, we tested migration responses of EphB2-2** BMP
in the same system. These EphB2-*“ progenitors were able to bind membrane-
coated ephrin-B1/Fc ligands through other EphB receptor or the conserved
EphB2 receptor extracellular domain, but with the lack of EphB2 kinase
cytoplasmic domain, resulting that EphB2-*“ BMP failed to induce an
intracellular forward signaling. We found that, despite their reduced migration
capacity showed above, EphB2-2* BMP did not exhibit a diminished migration
response to ECM stimuli when co-stimulated with ephrin-B1/Fc proteins as did
WT controls, demonstrating the specific involvement of EphB2 forward signaling

in this process (Fig. 6B).

The ability of the ephrin-B1/Fc-driven stimulus to modulate ECM-induced
migration was not limited to BMP, and similar results were seen for thymocyte
migration (Figs. 6C-D), in all CD4/CD8-defined subsets. In addition, it was true
for almost all CD44/CD25-defined thymocyte subsets, with exception of DN1
thymocytes for laminin-driven migration and DN1/DN2 cells for fibronectin-

induced responses (Tables V and VI).

Lastly, we investigated whether EphB signaling could modulate chemokine-
driven migration. We showed that ephrin-B1/Fc stimulation blocked, almost
totally, chemotaxis driven by the chemokines CXCL12, CCL21 and CCL25 (Fig.
7). Furthermore, although this blockage was observed in all thymocyte subsets,
it was less pronounced in DN thymocytes (Table VI). Once again, blocking
ephrin-B1/Fc stimulus by preincubating the cells with the soluble form of ephrin-

B1/Fc fusion proteins restored cellular migratory responses (Fig. 7).

Discussion

Growing evidence point to a role of Ephs and ephrins during T-cell
development®'®. We reported a profound thymic hypocellularity in EphB2-
deficient mice, caused by a partial differentiation blockage, and altered survival

and proliferation rates of the differentiating lymphocytes’. Furthermore, we
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unraveled the importance of bidirectional signaling transmitted by EphB2
receptor for correct T-cell development and the disturbed thymic functions in
EphB2 mutant mice”?. Herein, we demonstrated that the lack of EphB2 in BMP
or TEC prevents the correct colonization of the thymus, as well as thymocyte

migratory responses.

We first showed that the EphB2 receptor, as well as its main ligands, ephrin-B1
and ephrin-B2, are constitutively expressed in Lin™ BMP. Considering the
expression of EphB receptors and ligands in thymic epithelial cells’, it is
conceivable that these molecules regulate cell interactions during migration and
positioning of T-cell precursors in the thymus, as reported during development

of other tissues®®".

We checked the involvement of EphB2 signaling in modulating cell migration
during fetal thymus colonization, by challenging Lin” BMP to colonize alymphoid
fetal thymic lobes. Both progenitors and thymuses were obtained from EphB2
normal and mutant mice, which prompted us to search firstly for a possible
altered development of BMP. Since the precise identity of the progenitors
settling the thymus from the blood remains unknown', we analyzed BM LSK
cells, that comprises the most immature hematopoietic progenitors, and CLP
cells, both potential T-cell precursors'?. We showed that both EphB2” and
EphB2-%“* mice have normal proportions of such BMP populations. A role for
Eph signaling in maintenance of stem cell pools have been reported in different
systems, some of which showing unchanged profiles as reported to intestinal
crypts from EphB2 and EphB3 mutant mice®, and others promoting reduced
amounts, as seen in the hippocampus of mice lacking EphB1 and/or EphB2°'.
Such unchanged BMP proportions seen in EphB2 mutant mice allowed us to
study the participation of EphB2 signaling using thymus recolonization assays,
although an altered release of those progenitors from BM niches could be
occurring in physiological conditions of EphB2 mutant mice. We showed that
the lack of EphB2 on BMP reduced the cell migration capacity towards thymic
lobes, demonstrating an autonomous role for EphB2 in thymus settling
progenitors. However, targeted expression of a truncated EphB2-B-gal fusion

2LacZ

protein (EphB progenitors) rescued this migratory response. The recovered

2LacZ

capacity to settle the thymus seen in EphB progenitors, that conserve a
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functional extracellular domain, indicate an important role for the reverse
signaling induced in TEC. Previous reports have claimed the relevance of

reverse signals for the biological functions of EphB23%2°

, including cell
migration. In the same way, we previously observed that EphB2-** thymocytes
overcome the arrest of EphB2”" thymocytes in the DN to DP differentiation in a

SCID chimeric system (Alfaro et al., unpublished)

It is noteworthy that during intrathymic T-cell maturation there is a requirement
of several time-dependent signaling events modulated by cell-cell and cell-ECM
contacts®® that may allow the transmigration of T-cell progenitors towards
specific thymic niches. It is possible that the ephrin reverse signaling trigger
changes on TEC interactions allowing the entry of lymphocyte progenitors into
the thymic microenvironment. In this respect, the role of ephrin reverse
signaling as modulator of cell-cell interactions (i.e. cytoskeletal organization and
morfological changes, cell activation, adhesion, migration) has been described
in other systems, as neuron-astrocyte, astrocyte-meningeal fibroblast, and

endothelium-leukocyte interactions®®°.

Furthermore, we demonstrated the
participation of ephrin-B reverse signaling during TEC-thymocyte interactions
and the blockade of this association when EphB2/Fc fusion proteins (that

prevent ephrin-B signaling) was added to the system’.

Despite the autonomous role for EphB2 receptors seen in lymphoid progenitor
cells that migrate towards a normal thymic microenvironment, we noticed a
huge impairment of BMP migration to EphB2 mutant thymus, even when WT-
derived progenitors were applied. This result indicates that EphB2 expressed in
TEC exerts a cell non autonomous role on progenitor cell migration.
Additionally, the decrease in WT progenitor entry in EphB2" and EphB2-3
lobes is similar, indicating that the effect is due to the TEC EphB2 forward
signal. In this regard, we observed that EpnB2” or EphB2-** thymic lobes
grafted under the kidney capsule of WT mice, present an important reduction in
the number of WT differentiating thymocytes compared with the WT lobes
(Garcia-Ceca et al., unpublished), supporting the cell non autonomous role of
the TEC EphB2 and its forward signal.

Differing from the results obtained in non competitive experiments, competitive

migration of EphB2-3¢¢ progenitors into EphB2 mutant lobes was reduced when
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compared to WT progenitors, indicating a diminished ability of EphB2-2°

progenitors to reach specific thymic niches. Moreover, such impaired migration
was even worse when EphB2” progenitors were challenged to repopulate
mutant thymuses. Overall, these results suggest that the impairment of
migration caused by EphB2 lack on BMP and TEC could have additional
effects.

It is known that during thymus ontogeny immigrating progenitor cells interact
with the thymic microenvironment through a coordinate cascade of molecular
mechanisms that involve chemotactic attraction of progenitors and subsequent

adhesion to microenvironmental cells and extracellular matrix molecules*.

Next, we evaluated if EphB2 mutant thymuses could show a compromised
deposition pattern of ECM molecules and chemokines that might corroborate
with the noticed thymic impaired colonization. We showed an important
decrease of some ECM proteins and chemokines in the fetal and adult
thymuses of these animals. Nevertheless, the expression of integrins and
chemokine receptors studied was not changed in T-cell progenitors (i.e. bone
marrow Lin" cells and thymocytes) of EphB2 mutant mice, suggesting that Eph
signaling cross-regulates the activation of these cell migration-related receptors,

as reported elsewhere®?.

It has been shown that Eph-ephrin signaling regulates adhesion/attraction or
de-adhesion/repulsion processes, including for TEC-thymocytes
interactions®”". Acctually, we showed that migration through ECM proteins or
towards chemokine stimuli was consistently reduced in both EphB2 mutant Lin®
bone marrow progenitors and thymocytes, indicating that the lack of EphB2
receptor, or its cytoplasmic domain, abrogates cell migration driven by
haptotactic and chemotactic stimuli, possibly by the lack of integrin or
chemokine receptor cross-talk with EphB2 receptors. In fact, previous reports
have described physical association or costimulation between Eph receptors
and integrins*' or chemokine receptors*2. Furthermore, ephrin-B1 costimulation
promoted the inhibition of ECM- and chemokine-driven migration of BMP and

thymocytes, as previously shown for other models**2"°.
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Interestingly, a similar down-regulating effect upon ECM- and chemokine-
mediated thymocyte migration was seen in relation to semaphorin-3A*47,
raising the notion that multiple de-adhesion promoting ligands play a role in

migration of T-cell precursors.

In conclusion, our data place EphB2-mediated interactions as key players in
migration of T-cell progenitors into the thymus and within the organ. We recently
proposed that developing T-cell migration is likely a multivectorial process,
involving several molecular interactions'®. In this respect, EphB2-mediated
signals can be placed as further players in the process, acting on both

developing T-cells and the microenvironment counterpart.

Methods
Animals

EphB2-deficient and EphB2-LacZ mice in a CD-1 background were provided by
Dr Mark Henkemeyer (University of Texas, Southwestern Medical Center at
Dallas, Dallas, TX). Their generation and genotyping has been previously
described®’. The EphB2LacZ cells, which express an intracellular truncated
form of EphB2 fused to B-galactosidase, are unable to transmit classic forward
signals but retain some of its signaling properties by presenting phospho-
tyrosine residues to cytoplasmic effector molecules. Through its conserved
extracellular domain, this truncated EphB2 receptor is able to induce reverse

signals on neighboring ephrin-B-expressing cells*.

Additional wild type (WT) CD-1 mice were obtained from Charles River
Laboratories, MA, USA. All animals were bred and maintained under specific
pathogen-free conditions at the Complutense University of Madrid Animal Care
Facility. Fetuses were obtained from timed mating females. The day of vaginal
plug detection was designated as day EO0.5. Offsprings from heterozygous

parents were used in immunohistochemistry experiments.
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Cell isolation and flow cytometry analysis

Bone marrow cells (BMC) and thymocytes were isolated according to standard
protocols from 6 to 8-wk-old WT and EphB2 mutant mice. In brief, mononuclear
BMC were obtained by flushing femur and tibia with RPMI/10% FCS/5mM
EDTA and a subsequent Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich, St Louis, USA)
density gradient centrifugation according to supplier’s instructions. BMC were
incubated in a cocktail of predetermined optimal concentrations of lineage
specific biotin-conjugated antibodies to B220, Gr-1, CD11b, CD3e and Ter119
(BD Bioscience, San Diego, USA), followed by a bead-conjugated anti-biotin
antibody (Miltenyi Biotec, Madrid, Spain). Lineage-negative cells (Lin") were
enriched by negative magnetic selection in an AutoMACS (Miltenyi Biotec),
reaching >95% purity. After washing, Lin" cells were stained with antibody
cocktails for LSK progenitors (Lin” Sca-1" c-kit"™ IL-7Ra’) or common lymphoid
progenitors (CLP; Lin™ Sca-1°" c-kit®" IL-7Ra*).

Thymocyte cell suspensions were prepared by gently pressing thymic lobes.
Cells were washed in cold medium (RPMI/5% FCS) and subsequently
submitted to immunofluorescence staining with specific antibodies against CD4,
CD8a, TCRp, CD25, CD44, CD117 and Lin cocktail (BD Biosciences), labeled
with either FITC, PE, PerCP-Cy5.5 or APC. Additionally, thymocyte subsets as
well as LSK and CLP bone marrow subsets were phenotyped for the expression
of VLA-4, VLA-5, VLA-6 (BD Bioscience), CXCR4, CCR7 and CCR9

(eBioscience, San Diego, USA); specific antibodies being all labeled with PE.

Cell staining was performed according to routine procedures for 20 min in
phosphate-buffered saline (PBS) 1% FCS with specific mAbs or appropriate Ig
isotype controls (BD Biosciences). After staining, cell suspensions were washed
and resuspended in PBS for analysis. Flow cytometric analyses were performed
using a FACSCalibur device (BD Bioscience) equipped with CellQuest software
at either the Microscopy and Cytometry Centre (Complutense University,
Madrid, Spain) or the Cytometry Platform Network (Oswaldo Cruz Foundation,
Rio de Janeiro, Brazil). Analyses were done with the FCS-Express software (De

Novo Software, Thornhill, Canada).
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Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis

Bone marrow cell suspensions were prepared for mononuclear and Lin™ cell
subset analysis as described in the previous section. Isolation of RNA from
mononuclear or Lin" fractions of bone marrow cells was carried out with tri-
reagent (Sigma-Aldrich) according to the manufacturer’s specifications. PCR
primer sequences for EphB2, ephrin-B1, ephrin-B2, B-actin and PCR conditions
used were previously described®. The amplification products were analyzed by

1.5% agarose electrophoresis.

Cell labeling and thymus recolonization assay

Alymphoid lobes were prepared by culturing thymic lobes from 15-day old fetal
(E15) WT or mutant mice in fetal thymus organ cultures (FTOC) in the presence
of 1.35 mmol/L 2’deoxiguanosine (dGuo) (Sigma-Aldrich) for 5 days as
previously described®®. After extensively washing and additionally 24 hours in
culture, single depleted lobes were plated with 5 X 10* BMC from adult WT
and/or mutant mice in a total volume of 30 pl in Terasaki plates (Nalge Nunc
Int., Naperville, IL). Plates were then inverted to allow lobe and cells to combine
at the bottom of the hanging drop. After 20 hours, recolonized lobes were
extensively washed and processed for phenotypic analysis by flow cytometry or
fixed in 4% formaldehyde for 30 min and scanned by a confocal microscope

(Leica TCS-SP2, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).

Donor-derived BMC were prepared as mentioned above and labeled with the
Vybrant CFSE Cell Tracer (Molecular Probes, Oregon, USA) or PKH26 red
fluorescent dye (Sigma-Aldrich) according to the manufacturer’'s instructions.
For competition reconstitution assays, hanging drops received 2.5 X 10* CFSE-
labeled BMC and 2.5 X 10* PKH26-labeled BMC from WT and EphB2 mutant
mice. In microscopy studies, fluorescence images acquired in a TCS-SP2 Leica
confocal system (Microscopy and Cytometry Center, Complutense University,
Madrid, Spain) by scanning entire recolonized thymic lobes were analyzed with
the ImagedJ software (NIH, Bethesda, MD, USA) for counting labeled cells inside

the lobes.
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Immunohistochemistry

Six ym thick cryosections from either WT or mutant mice (6 to 8-wk-old and
E15) were fixed in acetone for 10 min and air dried. Blockade slides were
incubated for 1 h at room temperature with the following primary Abs: anti-
mouse fibronectin or laminin rabbit antisera (Novotec, Saint Martin La Garenne,
France), anti-mouse CXCL12 rabbit antiserum or anti-mouse CCL21 or CCL25
goat antiserum (R&D Systems, Oxon, UK) and anti-mouse cytokeratin-8
(Troma-1) rat antiserum (Hybridoma Brank, losa City, 1A, USA). Donkey Texas
Red-conjugated anti-rat serum (Jackson Laboratories, Newmarket, UK) and
Alexa-488-conjugated anti-rabbit or anti-goat serum (Molecular Probes) served
as secondary antibodies. Cell nuclei were stained with Hoechst-3342 and the
sections were mounted in Antifade Prolong Gold (Molecular Probes). Samples
were photographed using a Zeiss Axioplan microscope equipped with a Spot 2
digital camera at the Microscopy and Cytometry Centre (Complutense
University, Madrid, Spain). Images obtained after double labeling for a given
ECM ligand or chemokine and cytokeratin-8 were quantified using Metamorph
software (MDS Inc., Toronto, Canada). Quantitative fluorescence analyses were
performed by transforming specific staining in pixels and dividing the total pixel
numbers by the area analyzed, obtaining the numbers of pixels/um?. Eight to
ten non-overlapping fields comprising thymic cortex and medulla were analyzed
from at least four animals per genotype. They were randomly selected from five
independent thymus cryosections. In the case of mutant mice, cytokeratin

negative areas were not included for morphometric studies.

Cell migration Assay

Migration activity of thymocytes and bone marrow-derived progenitors was
assessed ex vivo in 5-uym pore size Transwell plates (Corning Costar,
Cambridge, USA) as previously reported*®'®, with some modifications. Briefly,
membrane inserts were coated with 10 pg/ml bovine serum albumin (BSA),
human fibronectin or murine laminin (Sigma-Aldrich) for 1 h at 37°C, followed by
1 h of blocking with 1% BSA. Additionally, in stimulation experiments, 5 pg/mli

ephrin-B1/Fc proteins (R&D Systems) were immobilized on membrane inserts
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with BSA or ECM coating proteins and maintained at 37°C until the blocking
procedure, as mentioned above. Purified human IgG Fc fragment (Jackson
Laboratories) were used as specificity controls. Cells (1 x 10° in 100 pl of RPMI
1640/1% BSA) were plated in the upper chambers and 600 ul of RPMI/1% BSA
were added to the lower chamber. After 4 h of incubation at 37°C in a 5% CO,
humidified atmosphere, cells migrated into lower chambers were collected,
labeled with appropriate antibodies, analyzed and counted by flow cytometry
gated to exclude debris and normalized by reference to a fluorescent bead
(CountBright absolute counting beads, Invitrogen) internal control. In the
indicated experiments, the cells (1 x 10° in 100 ul of RPMI 1640/1% BSA) were
pre-incubated with 10 ug/ml soluble ephrin-B1/Fc for 30 min at 4°C to block the
possible EphB-ephrin activation, as a control, and added to the upper transwell
chamber. In additional experiments, we tested the ability of the chemokines
CXCL12, CCL21 and CCL25 (R&D Systems) added in the lower transwell
chambers at 100ng/ml, with or without ephrin-B1/Fc stimulus. No chemotactic

responses to ephrin-B1/Fc alone were seen (data not shown).

Statistical analysis

Statistical significance was determined by one-way ANOVA followed by
Newman-Keuls multiple comparison test or, in competition experiments, by two-
way ANOVA with Bonferroni as post-hoc test (GraphPad Prism 5 software).
Significance of differences in relation to control ones was calculated according
to single Student’s t-test. Values of p<0.05 were considered significant. Data

were expressed as mean * standard error (SEM).
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Figure Legends

Figure 1. Requirement for EphB2 signaling in thymus settling. A, mRNA
expression of EphB2, ephrin-B1 and ephrin-B2 on total bone marrow cells and
lineage negative bone marrow progenitors. B, Percentages of bone marrow
progenitior subsets: Lin'SCA-1*KIT" (LSK); and Lin"SCA-1°“KIT°"IL-7Ra*
(CLP) on total bone marrow mononuclear cells from WT, EphB2” and
EphB2-*“ mice. C, dGuo-treated alymphoid fetal thymic lobes (E15) were
recolonized by adult Lin" bone marrow progenitors stained with CFSE. Both fetal
thymic lobes (stroma) and Lin" bone marrow cells (progenitors) were obtained
from wild type (WT) or mutant mice knocked for EphB2 receptor (B2") or
expressing a EphB2-Bgal fusion receptor (B2-2%). After 20 hs, recolonized
thymic lobes were analyzed by flow cytometry for the presence of CFSE stained
progenitors. The percentages of progenitor cells inside the lobes + SEM are
shown. D, Mixed bone marrow progenitors were generated by combining
PKH26 stained Lin cells (red bars) from either WT, EphB2” or EphB2-%%
mutant mice with CFSE stained WT Lin" cells (green bars) from CD1 mice.
Recolonized E15 thymic lobes with mixed Lin" progenitors were processed as
described in A. The degree of thymus colonization after 20 hs is represented by
percentages of both stained progenitors inside the lobes. Asterisks indicate the
statistic significance: ***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05; ns, no significant. Data

shown in each graph are representative of three to six experiments.

Figure 2. Thymic settling of recent immigrated EphB2 mutant hematopoietic
progenitors. A, Fetal thymic lobes from control CD1 mice, C, EphBZ"' mice or D,
EphB2-%“ mice, recolonized by CFSE stained WT progenitors and PKH26
stained WT or EphB2 mutant progenitors were visualized by confocal
microscopy and the cell numbers quantified by the NIH software Image J.
Results are expressed as percentage of both stained progenitors inside the
lobes in different thymic areas. B, Representative images of reconstituted WT
thymic lobes scanned by confocal microscopy. Dotted lines define the

boundaries of lobe central and peripheral areas. Asterisks indicate the statistic
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significance: ***p<0.001; **p<0.01; ns, no significant. Data shown in each graph

are representative of three to six experiments.

Figure 3. Decreased deposition of extracellular matrix proteins (ECM) and
chemokines in EphB2 mutant fetal thymus. Computer-based quantitative
analysis of selected microscopic fields of embryonic day 15 (E15) thymuses
from EphB2*"*, EphB2” and EphB2-2* littermate mice (n = 5 thymi/genotype).
Panel A corresponds to laminin (upper panel) and fibronectin (lower panel)
deposition, whereas panel B depicts the deposition of CCL21 (upper panel),
CCLS (middle panel) and CXCL12 (lower panel) chemokines. As detailed in
Materials and Methods, quantitative fluorescence analyses were performed,
using Metamorph software, in terms of pixels/um?. Eight to ten non-overlapping
fields were analyzed for the expression of each marker. ***p<0.001; **p<0.01;
*p<0.05; ns, no significant. Panel C illustrates typical immunohistochemical
profiles showing the deposition of citokeratin 8 (red) and fibronectin or the
chemokine CCL21 (green). Inserts show Hoechst-3342 staining (blue) and bars
is 300um.

Figure 4. Decreased ECM and chemokine contents in EphB2 mutant adult
thymuses. Computer-based quantitative analysis of selected microscopic fields
from both thymic cortex and medulla. Thymuses were obtained from WT,
EphB2” and EphB2-*“ mice (n = 5 thymi/group). Panel A corresponds to
laminin (left panel) and fibronectin (right panel) deposition, whereas panel B
depicts the deposition of CCL21 (left panel), CCL5 (middle panel) and CXCL12
(right panel) chemokines. Cytokeratin labeling was also performed and keratin-
free areas, seen in EphB2 mutant thymuses, were not included for
morphometric studies. Eight to ten non-overlapping fields comprising thymic
cortex and medulla were analyzed for the expression of each marker. Asterisks
indicate the statistic significance for medullary and cortical depositions, as well
as for total thymus deposition of each molecule in relation to WT thymus:
***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05; ns, no significant. Panel C illustrates typical
immunohistochemical profiles showing the deposition of citokeratin 8 (red) and
fibronectin or the chemokines CCL21 or CXCL12 (green). Inserts show

Hoechst-3342 staining (blue) and bars is 300um.
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Figure 5. Loss of EphB2 signaling results in decreased T-cell progenitor
migration through haptotactic or chemotactic stimuli. In panels A and C, bars
show the relative numbers (percentages of input in relation to control WT cell
migration) of migrating Lin~ bone marrow progenitors through laminin or
fibronectin (upper panel), or towards CXCL12, CCL21 or CCL25 chemokines
(lower panel). Migration is clearly diminished when laminin or fibronectin were
applied as haptotactic stimuli as well as when CXCL12, CCL21 or CCL25 were
used as chemotactic stimuli to EphB2 mutant progenitors. Note that in these
experiments, the migration capacity of EphB2 mutant progenitors was not
equivalent. In panels B and D, bars represent the relative migration capacity of
total thymocytes through laminin or fibronectin (upper panel), or toward
CXCL12, CCL21 or CCL25 chemokines (lower panel). In general, the
decreased migration of EphB2 mutant progenitors seen in A were also found
with regard to total thymocytes. However, for total thymocytes, the lowest
chemotactic response was seen in EphB2™ cells. No differences in migration
were observed between control and mutant cells through unspecific stimuli
(BSA) and without haptotactic or chemotactic stimuli. In all panels, values
correspond to specific migration after subtracting the number of migrating cells
obtained for each individual in wells coated with BSA. Fluorescent beads were
added as an internal standard for counting, and the results are expressed as

mean + SEM. ***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05; ns, no significant.

Figure 6. Ephrin-B1/Fc costimulation modulates ECM-induced migration of T-
cell progenitors. Ephrin-B1 was immobilized on 5-um Transwell membranes
with a coating of laminin or fibronectin. Lin" bone marrow progenitors (panel A)
or total thymocytes (panel C) from CD1 mice were placed in the upper chamber
in serum-free medium. The cells passing into the bottom chamber after 4 hs
were collected and counted by flow cytometry. Panels B and D show
respectively, Lin® bone marrow progenitors or total thymocytes from EphB2-3
mice, submitted to the same migration experiments. Although ECM-driven
migration of CD1 cells is clearly diminished in ephrin-B1 coated wells, it is not
changed when EphB2LacZ cells were applied to migrate. No differences in

migration were observed when ephrin-B1 was used alone, immobilized or in
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solution. In each panel, the relative mean response (percentages of input in
relation to control without ephrin-B1 coating) of four experiments + SEM is
shown. Fluorescent beads were added as an internal standard for counting.

***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05; ns, not significant.

Figure 7. Ephrin-B1/Fc fusion protein exhibits ligand-like activity to control
thymocyte chemotaxis. Thymocytes were added to the upper chamber of
chemotaxis assay inserts coated with ephrin-B1/Fc fusion proteins. CXCL12,
CCL21 or CCL25 (100ng/ml) was added to the bottom chamber. Chemotaxis
was allowed to proceed for 4 hs at 37°C. Thymocytes migrating into the lower
chamber were collected and counted. Fluorescent beads were added as an
internal standard for counting. Ephrin-B1 costimulation clearly inhibits
thymocyte chemotaxis. Spontaneous migration was subtracted to the number of
each migrating cells obtained for each specific chemokine and no differences in
migration were observed when ephrin-B1 was used alone, immobilized or in
solution. Results are expressed as relative mean of three experiments + SEM.
***p<0.001
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Figure 1
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 5
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5. DISCUSSAO

O desenvolvimento intratimico de células T requer a migracdo orientada dos
precursores derivados da medula 6ssea para o interior do timo em um primeiro
momento, dentro do proprio érgéo, através de seus multiplos microambientes, e para
fora do timo, quando os timécitos positivamente selecionados se tornam aptos a sair
deste 6rgao e colonizar os 6rgaos linfoides periféricos . Todo este processo inclui
diferentes eventos celulares como atragao/repulsdo, adesdo/desadeséo, migragao,
posicionamento, que ocorrem em locais, momentos e ordem especificos durante a
diferenciagao intratimica das células T (Rothenberg et al., 2008; Mendes-da-Cruz et
al., 2008). Entretanto, embora muitas moléculas e mecanismos ja tenham sido
relacionados a cada uma destas etapas, estamos ainda longe de conhecé-las
plenamente e, pouco a pouco, novas interagdes moleculares vao sendo
incorporadas a esta crescente lista. Nesta tese, estudamos as fungdes atribuidas a
familia dos receptores Eph como moduladores da migracédo celular em diferentes

momentos do desenvolvimento de linfécitos T.

Desde sua descoberta ha duas décadas, a familia de receptores tirosina-quinase
Eph tem sido relacionada a um crescente numero de processos fisioldgicos e
patolégicos em muitos tipos celulares e diferentes 6rgaos (Pasquale, 2008). No
sistema imune, o papel da familia Eph tem sido caracterizado como modulador dos
processos imunes onde a comunicagao intercelular € crucial, como por exemplo,
durante o desenvolvimento de timécitos em células T maduras dentro do timo e a
subsequente diferenciacdo de células T ativadas em células efetoras na periferia. De
fato, alteragcées nas interagdes Eph-efrina, provocadas pela adicao de proteinas
recombinantes Eph ou efrina/Fc a cultivos organotipicos de timo fetal, interferem
com a maturagdo e a sobrevivéncia dos timécitos (Munoz et al., 2002; Wu & Luo,
2005; Alfaro et al., 2007). Além disso, defeitos na maturagdo dos timécitos também
foram observados em camundongos nocautes para EphA4, EphB2, EphB3 e duplo-
nocaute EphB2/B3, os quais apresentam severa hipocelularidade timica e
diminui¢gdo no numero de células T periféricas. Esses defeitos parecem ser resultado
do desenvolvimento anormal de células do microambiente timico que promovem o
aparecimento de intensa desorganizagcao da arquitetura do o6rgao, além de um
bloqueio na diferenciagdo dos timadcitos, aumento da morte celular por apoptose e
reducdo no numero de células em divisdo (Munoz et al., 2006; Alfaro et al., 2008)

(Garcia-Ceca et al. 2009, no prelo). Entretanto, outros fatores como a regulagao da
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migracao celular — que representa um evento crucial desde a colonizagdo do
primordio timico pelos precursores hematopoiéticos até o correto movimento dos
timocitos através dos diferentes compartimentos timicos que suportam sua
maturagcdo gradual e a saida das células T maduras — pode contribuir para o

desenvolvimento das alteragdes observadas em animais deficientes.

Neste sentido, o presente trabalho relaciona, inicialmente, o possivel envolvimento
de Eph e efrinas nos diferentes passos da organogénese do timo, que incluem a
migragédo inicial de precursores epiteliais que resulta na ramificacdo e no
crescimento do primoérdio timico, a colonizacdo linféide e as interagdes TEC-
timocitos que determinam a organizagdo de uma rede epitelial timica madura.
Respectivamente, demonstramos o papel desempenhado pela sinalizagéo
EphB2/efrina-B1 durante a colonizagdo do timo fetal e a modulagdo da migracao de
precursores hematopoiéticos e timocitos em eventos quimio e haptotaticos que

controlam diferentes passos do desenvolvimento de células T.

5.1 O papel de Eph e efrinas na organogénese do timo

Os receptores Eph e seus ligantes efrinas sdo moléculas envolvidas na morfogénese
de diversos tecidos, incluindo o sistema nervoso central. Nesse, desempenham
papel importante regulando o posicionamento celular, a migracdo das fibras
nervosas e, com isso, determinando os microdominios teciduais. A ocorréncia de
caracteristicas e moléculas em comum entre o sistema nervoso central e o sistema
imune tem sido constantemente sugerida em diversos trabalhos (Savino &
Dardenne, 2000; Mentlein & Kendall, 2000; Bodey et al., 2000; Lepelletier et al.,
2007; Mendes-da-Cruz et al., 2009). Neste sentido, a expressdo de diversas Eph e
efrinas foi demonstrada em timo de camundongos adultos, tanto em TECs quanto
em timécitos (Munoz et al., 2002; Vergara-Silva et al., 2002; Wu & Luo, 2005; Alfaro
et al., 2008). Além disso, € possivel observar sua expressdo no timo durante o
periodo fetal (Alfaro et al., 2008), sugerindo que estas moléculas possam participar
do desenvolvimento deste 6rgdo desde suas etapas iniciais. De fato, demonstramos
que a falta de EphB2 e/ou EphB3 resulta em importante desorganizagdo da rede
epitelial timica, que comeca desde o dia 13.5 do desenvolvimento fetal e torna-se
mais severa ao final da vida fetal e no timo neonatal (Garcia-Ceca et al. 2009, no
prelo; Munoz et al., 2009), onde destacamos: a) aumento no numero de TECs

imaturas de fenétipo CK5'CK8*MTS10", que pode estar relacionado a alteracbes
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nas interacbes TEC-timdcitos responsaveis pela maturacdo destes precursores
epiteliais; b) a ocorréncia de grandes areas CK5 CK8’, possivelmente decorrentes do
aumento da apoptose observado nas TEC de camundongos deficientes em EphB; e
c) o aumento no numero de células CK5'CK8" em a&reas corticais, muito
provavelmente relacionadas a uma maturacao defeituosa do epitélio timico também
vista em outros modelos como nos camundongos deficientes em Foxn1 (da lingua
inglesa, forkhead Box N1) (Su et al., 2003), um fator de transcricdo necessario para
o desenvolvimento das TEC (Blackburn et al., 1996; Anderson et al., 2006). Além
disso, outros autores também demonstraram a participacao dos receptores EphB2 e
EphB3 durante a diferenciacdo e a determinacao de fenétipos epiteliais em outros
orgaos (Batlle et al., 2002; Dravis et al., 2004; Takano-Maruyama et al., 2006).

Em trabalhos prévios, foi ainda demonstrado que tais alteragdes no microambiente
timico, decorrentes da falta de uma ou mais Ephs A ou B, resultam em defeitos na
diferenciagcdo das células T. Neste sentido, camundongos deficientes em EphA4
apresentaram um bloqueio na maturagdo dos timécitos no estagio DN (CD4°CDS)),
exibindo proporgdes reduzidas de timocitos DP (CD4°CD8") (Munoz et al., 2006).
Alteragcdes semelhantes também foram encontradas em modelos quiméricos
gerados em camundongos SCID (da lingua inglesa, Severe Combined
Immunodeficiency Disease) que receberam progenitores linféides da medula 6ssea
provenientes de animais deficientes em EphB2 e/ou EphB3 (Alfaro et al., manuscrito
em preparacdo). Neste sistema (Fig. 5.1), progenitores linfdides EphB2”
apresentaram uma massiva acumulagao de timocitos DN, principalmente DN2
(CD447CD25") e DN3 (CD44 CD25%), resultando no decréscimo do numero absoluto
e da proporgao de células DN4 (CD44°CD25°) e no quase total desaparecimento dos
timoécitos DP. Por outro lado, também foi detectado um aumento na proporgao de
células apoptéticas, principalmente em timécitos DP. Entretanto, progenitores
linféides EphB2-2°%, que s&o desprovidos do dominio intracelular do receptor EphB2,
mas que, através de seu ectodominio, podem transmitir sinais reverse as células
vizinhas que expressam efrina-B (Fig. 5.1), mostraram um fendtipo menos severo.
Observou-se ainda uma recuperacao parcial do bloqueio de maturacdo das células
DN em DP e uma proporcdo normal de células DP apoptdticas. Porém, houve
diminui¢do de numeros absolutos e das propor¢des das subpopulagdes de timocitos
SP CD4'TCRp" e CD8*TCRp", demonstrando que o sinal reverse desencadeado
por EphB2 foi insuficiente para permitir a maturacdo final das células DP nas
quimeras SCID que receberam progenitores linféides EphB2-2°“. A relevancia dos
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sinais reverse para as fungdes bioldgicas do receptor EphB2 foi primeiramente
evidenciado por Henkemeyer (Henkemeyer et al., 1996) e, mais recentemente,
confirmado por este mesmo grupo (Cowan et al., 2004). Em geral, varios exemplos
indicam que diferentes combinagdes de sinais reverse/forward resultam em
diferentes comportamentos celulares nas células que expressam Eph e/ou efrinas
(Pasquale, 2005).

Q Microambiente WT @ Microambiente WT G Microambiente WT
Sinais FeR Sinal F Sinais FeR

Sinais FeR Sinal R Sinal R

Precursor WT Precursor EphB2™ Precursor EphB2-2°*

forward reverse

!EphBZ !EphBZ"“z , Efrina-B  § Sinalizagio § Sinalizagio

Figura 5.1 - Diferentes sinais Eph-efrina estabelecidos entre células do microambiente
timico de camundongos SCID (WT) e os precursores hematopoiéticos WT, EphB2™ e
EphB2%. A. Nas quimeras WT-WT (condigdo controle) ambas as células do
microambiente e precursoras recebem, sinais forward (F) e reverse (R). B. Ao contrario, nas
quimeras EphB27-WT, a falta da EphB2 nas células precursoras permite a estas somente
receber sinais reverse, mas nao forward, enquanto que as células do microambiente
recebem sinais forward, mas nao reverse. C. Novamente, nas quimeras EphB2-2%* -WT, as
células precursoras recebem apenas sinais reverse, mas o microambiente timico é

sinalizado através de sinais forward e reverse.

Em conjunto, estes resultados demonstram o papel de Eph e efrinas na
morfogénese timica, controlando a sobrevivéncia celular, apoptose e proliferagao,
assim como, modulando a expressao génica em ambos componentes celulares,

timocitos e TECs. Como resultado, Eph e efrinas parecem afetar o desenvolvimento
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das TEC e, em grau variavel, a diferenciagao das células T. Diante de tal panorama
e do fato de Eph e efrinas serem moduladoras de eventos migratorios em diversos
tecidos (Poliakov et al., 2004; Pasquale, 2008) e, inclusive, de linfocitos T (Sharfe et
al., 2002; Hjorthaug & Aasheim, 2007), ndo é dificil imaginar que as altera¢des
encontradas nos diferentes modelos e aproximagdes experimentais anteriormente
descritos sejam também decorrentes de alteragdes na migracao tanto de
precursores hematopoéticos que colonizam o timo, quanto dos timoécitos em
diferenciagdo. Desta forma, decidimos avaliar os possiveis efeitos desencadeados

pela sinalizagao EphB2/efrina-B1 sobre a migragcéao de precursores T.

5.2 Interagbes mediadas por EphB2 regulam a migracao de progenitores T durante a

colonizacédo do timo

Os mecanismos moleculares que controlam a migragao celular direcional durante a
maturagdo dos precursores T tem sido objeto de inumeros estudos, os quais
identificaram um extenso numero de moléculas que compdem a matriz extracelular,
o citoesqueleto, proteinas de membrana e intracelulares de sinalizagdo e proteinas
adaptadoras que estdo envolvidas em varios passos da migragao celular. Todos
estes mecanismos estdo sujeitos a uma complexa regulacdo que controla tanto
eventos que promovem a atragdo das células como aqueles que as repelem de
dominios teciduais especificos. O efeito combinado destes sinais é que determina o
tempo e a direcdo da locomogao celular, caracterizando um sistema multivetorial
(Mendes-da-Cruz et al., 2008).

Os receptores Eph e seus ligantes efrina foram caracterizados como importantes
reguladores da migracdo celular (Wang & Anderson, 1997; Wilkinson, 2001),
apresentando distintos mecanismos através dos quais podem controlar a
adesao/desadesao das células e a dindmica do citoesqueleto de actina (Poliakov et
al., 2004). Como mencionado acima, alguns trabalhos mostraram que Eph e efrinas
atuam controlando a migracao de linfécitos T. No que diz respeito a migragao destes
linfocitos T durante sua maturagado intratimica, conhecemos apenas um trabalho
demonstrando que a co-estimulacado de timdcitos com as efrinas-A1, A3, B2 ou B3 e
CXCL12 promove uma redugao na quimiotaxia destas células (Sharfe et al., 2002).
Esta inibicdo parece ocorrer devido a alteragdes da atividade de pequenas GTPases
(Rho e Cdc42) que, através da sinalizacdo deflagrada por efrina-A1, reduz a

formacao dos filamentos de actina induzidos por CXCL12 favorecendo a retragao
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celular. Entretanto, a estimulagdo dos timdcitos com efrina-A1 sozinha nao
apresentou efeito significativo sobre a polimerizagao basal da actina, sugerindo que
a sinalizagdo desencadeada por efrina-A1 atue como regulador do sinal derivado da
quimiocina CXCL12, potencialmente modulando mecanismos quimioatrativos em

sinais repulsivos.

Neste sentido, sabendo-se que durante a colonizacdo do timo por progenitores
hematopoiéticos e a diferenciacdo intratimica de células T, existe participacdo de
sinalizagdes moduladas pelo contato célula-célula e célula-matriz extracelular (que
possibilitam a entrada destes progenitores e sua migragdo através de nichos
intratimicos especificos), testamos o envolvimento da sinalizagdo desencadeada
pelo receptor EphB2 como modulador da migracéo celular durante a colonizagao do
timo fetal. Como mencionado anteriormente, resultados prévios demonstraram a
participacdo deste receptor e de seus principais ligantes efrina-B1 e efrina-B2
durante a diferenciacéo das células T, através de modelos in vitro e in vivo (Alfaro et
al., 2007, 2008). Na presente tese, demonstramos inicialmente que tanto o receptor
EphB2, quanto seus ligantes efrina-B1 e efrina-B2, sdo expressos por progenitores
da medula éssea de fendtipo Lin’, populagdo heterogénea de precursores que séo
potencialmente capazes de originar linfécitos T maduros no timo, assim como outras
linhagens hematopoiéticas (Bhandoola & Sambandam, 2006). Assim como descrito
em outros sistemas (Pasquale, 2008; Miao & Wang, 2009), a expressdo destas
moléculas em progenitores hematopoiéticos sugere a participagdo do sistema Eph-
efrina nos processos de maturacao destas células. Entretanto, pouco se sabe a esse
respeito. Com o intuito de estudar o papel destas moléculas como moduladoras da
migragdo de progenitores hematopoiéticos no que diz respeito a colonizagdo do
timo, avaliamos se os precursores LSK (LinSCA-1*KIT"), que compreendem
subpopulag¢des de progenitores hematopoiéticos mais imaturos, e os precursores
linfsides comuns (CLP; Lin"'SCA-1""KIT°“IL-7Ra*) apresentavam modificacdes
percentuais entre camundongos normais e os mutantes em EphB2 utilizados nestes
estudos. Vimos que ambos os animais EphB2” e EphB2-* apresentaram
propor¢cdes normais destas subpopulagdes de precursores, indicando que possiveis
diferencas encontradas durante o processo de colonizagao timica em comparagao
com precursores normais nao seriam relacionadas a um defeito na diferenciagcao

destes precursores.
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A semelhanca de dados anteriores demonstrando redugdo da migracdo de
progenitores neurais EphB1” (Chumley et al., 2007), vimos que a falta do receptor
EphB2 nos progenitores Lin" da medula éssea promoveu redugdo da capacidade
migratéria destas células durante a recolonizacdo de lobulos timicos alinfoides. Este
resultado, conjuntamente com aqueles anteriormente citados demonstrando falhas
na maturagcao dos precursores deficientes em EphB2 nas quimeras SCID, atribuem
um papel autbnomo do receptor EphB2 nestes precursores, responsavel pela correta

2% capazes de ativar

migragado e maturacéo no timo. Entretanto, precursores EphB
sinais reverse nas células microambientais que expressam efrinas-B, e que nas
quimeras SCID demonstraram um fendtipo menos severo, também tiveram sua
capacidade migratéria recuperada e foram capazes de recolonizar os I6bulos timicos
com a mesma eficiéncia que os precursores normais, indicando mais uma vez a
importancia dos sinais reverse induzidos nas TECs (Fig. 5.1). Neste caso, se
levarmos em consideracdo que a maturagdo intratimica dos precursores €
dependente de sua correta migracdo através dos nichos especificos, podemos
sugerir que este sinal reverse, desencadeado pela EphB2 dos precursores
EphB2-**“ nas TEC, foi capaz de liberar de alguma forma a entrada destes
precursores a seus nichos intratimicos especificos e, com isso, recuperar a
maturacao do estagio DN para DP observado nas quimeras SCID. De fato, o papel
da sinalizagao reverse via efrinas ja foi descrito em outros sistemas como modulador
de interagcbes intercelulares, modificando a organizagdo do citoesqueleto,
promovendo ativacdo, adesado e migragao celular, dentre outros (Nestor et al., 2007;
Bundesen et al., 2003; Zamora et al., 2006; Pfaff et al., 2008). Nossos proprios
resultados in vitro demonstram a participagao do sinal reverse de efrinas-B durante a
interacédo entre TEC e timdcitos, ja que a adigdo de proteinas quiméricas EphB2/Fc
ou efrina-B1/Fc bloqueou a formacao de interagdes TEC-timdcitos e de sinapses
imunoldgicas com ativagdo do TCR (Alfaro et al., 2007). Nesse sentido, deveriamos

supor que o sinal reverse desencadeado pelos precursores EphB2-2%

nao € capaz
de sustentar a correta migracdo dos precursores uma vez que observamos nas
quimera SCID uma redugdo no numero e proporgcao das subpopulacdes de timocitos
SP CD4'TCRp" e CD8'TCRp"™. De fato, quando visualizamos através de
microscopia os I6bulos timicos reconstituidos por mesclas de precursores normais e
deficientes em EphB2, marcados com CFSE (marcado celular verde) e PKH26
(marcador celular vermelho) respectivamente, constatamos que apesar dos

2LacZ

precursores EphB serem encontrados dentro dos l6bulos em igual numero que
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0s precursores normais, estes precursores deficientes ndo foram capazes de
colonizar igualmente os nichos intratimicos nas regides mais internas dos lobulos.
Em sua maioria, eles se restrigiam as regides periféricas ou subcapsulares,
enquanto que os precursores normais apresentaram uma distribuigdo homogénea
dentro dos Iébulos timicos. Em conjunto, estes resultados nos permitem concluir que
tanto os sinais forward transmitidos pelo receptor EphB2 aos precursores, quanto os
sinaais reverse deflagrados pelos ligantes efrina-B nas TECs, sdo essenciais para a

correta migragao e maturagéo destes precursores T dentro do timo.

Além do papel autbnomo atribuido aos receptores EphB2 nos progenitores linféides
que migraram através de um microambiente timico normal, observamos também um
importante bloqueio na migracdo destes precursores através de microambientes
EphB2 mutantes, mesmo quando avaliamos a entrada de progenitores normais. Este
resultado nos indica que a EphB2 expressa pelas TECs exerce também um papel
nao autbnomo sobre a migracdo dos precursores linféides. Além disso, nossos
resultados demonstraram que esta redugcdo da migragao € equivalente nos I6bulos
EphB2” e EphB2-2%, indicando que essa falha é decorrente da falta dos sinais
forward nas TECs (Fig. 5.2) que, como vimos anteriormente, levam a uma intensa
desorganizagao do microambiente timico e a falhas na maturagdo dos timdcitos.
Corroborando estes resultados, foi visto que lobulos timicos EphBZ"' e EphB2-¢
implantados sob a capsula renal de camundongos WT apresentavam importante
reducdo no numero de timécitos WT em comparacdo com os Iébulos normais
(Garcia-Ceca et al., dados ndo publicados). Resultados similares também foram
encontrados em lobulos EphA4"' implantados sob a capsula renal de camundongos

SCID reconstituidos com progenitores linféides normais (Munoz et al., 2006).

Por outro lado, observando a migragao celular sobre microambientes normais que
nao demonstram alteracbes na deposi¢cao de proteinas da ECM ou quimiocinas,
devemos considerar que, apesar da inalterada expressao dos receptores para tais
moléculas nas células EphB2 mutantes, seu grau de ativagdo poderia estar sendo
modificado pela falta total ou parcial dos sinais provenientes dos receptores EphB2
nas células EphBZ"' e EphB2-%“, respectivamente. De fato, a comunicacéo cruzada
entre estes receptores (integrinas, quimiocinas, dentre outros) e as Eph/efrinas ja
foram descritas em outros sistemas (Zou et al., 1999; Arvanitis & Davy, 2008) e,

também em timocitos (Sharfe et al., 2002).

-101 -



CAPITULO 4

Q Microambiente WT @Microambiente EphB2"'GVIicroambiente EphB2-2%%
Sinais Fe R Sinal R Sinal R

Sinais Fe R Sinal F Sinais Fe R
Precursor WT Precursor WT Precursor WT

! EphB2 EphB2-2 ’ Efrina-B  § Sinalizagio § Sinalizagao
forward reverse

Figura 5.2 - Diferentes sinais Eph-efrina estabelecidos entre precursores
hematopoiéticos WT e células microambientais dos I6bulos timicos provenientes de
camundongos WT, EphB2"" e EphB2"**?. A. Nos lébulos WT reconstituidos por células WT
(condigdo controle) ambas as células microambientais e precursoras recebem, sinais
forward (F) e reverse (R). B. Ao contrario, nos lébulos EphB2™", a falta da EphB2 nas células
do microambiente permite a estas somente receber sinais reverse, mas nao forward,
enquanto que as células progenitoras recebem sinais forward, mas ndo reverse. C.
Novamente, nos l6bulos EphB2"*, as células do microambiente recebem apenas sinais

reverse, mas os precursores sao sinalizados através de sinais forward e reverse.

Para testar esta possibilidade, realizamos experimentos de migracdo em camaras de
transwell, o que nos permitiu avaliar separadamente a possibilidade de uma
regulagédo cruzada entre EphB2 e os receptores de ECM ou de quimiocinas. Vimos
que a migragao através de laminina, fibronectina ou das quimiocinas CXCL12,
CCL21 e CCL25 foi consistentemente reduzida em ambas as células mutantes
(progenitores hematopoiéticos e timocitos) em relagdo ao controle WT, indicando
que a falta do receptor EphB2, ou mesmo de apenas seu dominio intracelular, é
capaz de bloquear parcialmente a migragao celular dirigida por estimulos hapto e
quimiotaticos. De fato, esta redu¢cdo da migracao de progenitores e timécitos EphB2

mutantes parece ser especifica, pois nao encontramos diferengas na capacidade
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migratoria destas células quando submetidas a migrar sobre BSA. Assim, é possivel
que esse defeito na migracao celular deva-se a falta de co-estimulacao de integrinas
e de receptores de quimiocinas pelos receptores EphB2. Esta atividade ja foi
descrita em outros modelos envolvendo Eph/efrinas e integrinas e receptores de
quimiocina (Lu et al., 2001; Poliakov et al., 2004; Arvanitis & Davy, 2008). Foi
demonstrada inclusive a associacao fisica entre um receptor Eph e uma integrina
(Prevost et al., 2005). Cabe ainda destacar o trabalho de Grunwald e colaboradores
que demonstra a associagcao entre receptores EphB2 e receptores NMDA durante a
sinaptogénese. Neste estudo os autores descrevem os defeitos causados na
plasticidade sinaptica pela falta da regulagdo cruzada entre receptores EphB2 e as
vias de sinalizagdo ativadas pelos receptores NMDA e demonstram ainda a

recuperagdo destes defeitos nas células EphB2-3¢

através de uma sinalizacio
independente do dominio catalitico tirosina-quinase que é inexistente nestas células,
mas que conservam de qualquer forma alguns dominios de sinalizagao
intracelulares (Grunwald et al., 2001). Estes resultados suportam a idéia de que a
falta de EphB2 associada com os receptores de quimiocina em nosso sistema
diminui a migracdo nas células EphB2”, mas n&o afeta igualmente as células
EphB2-°“, onde a associacdo cruzada e os possiveis sinais independentes do

dominio tirosina-quinase podem ser recuperados.

Finalmente, devemos ainda considerar que se a falta do receptor EphB2 ou de seu
sinal pode desregular a migragéo celular dirigida por estimulos teciduais, também a
ativacao do sinal forward transmitido por este receptor e outros receptores EphB
podem atuar regulando tais estimulos e a atividade migratoria das células
sinalizadas, como demonstrado em outros sistemas (Zou et al., 1999; Miao et al.,
2000; Han et al., 2002; Yamazaki et al., 2009). Através da co-estimulagdo com
proteinas recombinantes efrina-B1/Fc neste mesmo sistema de migragcédo induzida
por proteinas da ECM ou quimiocinas, demonstramos que precursores
hematopoiéticos e timécitos WT, que sdo capazes de desencadear sinais forward
através de receptores EphB, inclusive EphB2, apresentam sua migracéo direcional
(hapto e quimiotaxia) inibida (Fig. 5.3). Esta inibicdo pode ser interpretada como um
sinal repulsivo aos estimulos proporcionados neste sistema, assim como
previamente observado em outras células (Poliakov et al., 2008; Lin et al., 2008), ou

mesmo em timaocitos (Sharfe et al., 2002).
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Transwell® ﬂ [

Migragao Reduzida Migracao Inalterada Migracgao Inalterada

!EphB2 EphB2-**Z !Epth ’ Efrina-B1 { Sinalizagao [f| Integrinaou
Receptor quimiocina

Figura 5.3 - Sistema de migracao onde diferentes sinais EphB e de integrinas ou
receptores de quimiocina sido desencadeados em células WT e EphB2-*°2. A. Células
WT s&o co-estimuladas por efrina-B1/Fc e proteinas de matriz ou quimiocinas,
desencadeando sinais através de seus respectivos receptores. B. Células EphB2-* co-
estimuladas por efrina-B1/Fc e matriz ou quimiocinas ndo sdo capazes de transmitir sinais
através de EphB2, mas seguem deflagrando sinais através de outras EphB e de integrinas
ou receptores de quimiocina. C. Células WT e EphB2-%* previamente bloqueadas com
efrina-B1/Fc soluvel ndo sdo capazes de transmitir sinais através de receptores EphB,

apenas ativam sinalizagdes via integrinas ou receptores de quimiocina.

Por outro lado, quando co-estimulamos precursores hematopoiéticos ou timécitos
EphB2-2*“ com efrina-B1, que neste caso é capaz de deflagrar sinais forward através
de outros receptores EphB, mas nao através de EphB2, ndo observamos qualquer
inibicdo da migracédo celular dirigida por ECM ou quimiocinas (Fig. 5.3). Estes
resultados sugerem que a ativagcdo especifica dos sinais forward transmitidos

através do receptor EphB2 promove a repulsao celular aos estimulos induzidos por
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ECM e quimiocinas. Entretanto, ndo podemos descartar que a propria falta do

dominio tirosina-quinase nestas células EphB2-2%*

esteja modulando tal resposta,
como vimos anteriormente neste mesmo sistema sem a co-estimulagdo deflagrada

pela efrina-B1.

Em conjunto, estes resultados sugerem a proposi¢ao de um modelo hipotético onde,
a colonizagcao do timo fetal por parte dos precursores hematopoiéticos pode ser
entendida como uma progressao de diferentes processos de atragéo e repulsédo das
células que colonizam o timo e migram através de seu estroma. Alias, esta € uma
das caracteristicas mais bem estudadas e relatadas a respeito da funcédo de Ephs e
efrinas durante o desenvolvimento de diferentes sistemas (Wilkinson, 2000;
Kullander & Klein, 2002; Poliakov et al., 2004; Pasquale, 2005). Além disso, no que
diz respeito a migracéo e maturagcéo das células T em desenvolvimento no timo, tem
sido demonstrado que a acgdo de diferentes estimulos, gerados pelos diferentes
microambientes presentes neste 6rgao, ira modular a migracéo celular em direcéo e
velocidade especificas. Assim, o processo migratério pode mudar em dependéncia
da concentragédo e da combinagédo de cada estimulo em cada regido do timo, assim
como de acordo com a capacidade das células em responder através de seus
receptores especificos. A esse modelo chamamos migragao multivetorial (Mendes-
da-Cruz et al., 2008), onde o vetor resultante de migracdo pode mudar dependendo
do somatério de estimulos proporcionados em um determinado momento. Neste
contexto, consideramos as interagdes mediadas pela EphB2/efrina-B1 como novos
vetores da migragdo celular durante a colonizagdo do timo (Fig. 5.4). Podemos
imaginar que, durante a colonizagao do timo fetal, os precursores hematopoiéticos
sao primeiramente atraidos por fatores quimiotaticos e posteriormente entram em
contato com proteinas de ECM presentes na capsula deste 6rgdo. Neste momento,
a quimioatracédo dos progenitores e as interagcbes com a ECM podem ser reguladas
através de interagdes independentes de fosforilagdo ou da ativacdo de sinais
forward pelos receptores EphB2 que se associam em microdominios de membrana
juntamente com integrinas e receptores de quimiocina, como ja relatado
anteriormente (Gauthier & Robbins, 2003; Murai & Pasquale, 2003). Apds atravessar
a capsula timica, a ativacdo do complexo Eph-efrina, proporcionada pela interagcao
das células progenitoras com as TECs, ira promover de um lado, através de sinais
reverse ao epitélio timico, modificagcbes no microambiente que permitam a entrada
destas células progenitoras e, por outro lado, mudangas na sinalizagao dirigida por

este microambiente que levem estas ceélulas progenitoras a serem repelidas desta
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regido subcapsular e migrem para nichos apropriados no interior dos lébulos timicos.
Como sabemos, esta migragdo sera acompanhada por diferentes estimulos
microambientais que permitirdo a aquisicao de distintos fendtipos e a maturacao
destas células dentro do timo, proporcionando assim a geracédo de linfocitos T

maduros.

Cortex

Medula

2t

Mesénquima

— Matriz Extracelular . . .
— Outros participantes da migragao celular

—» Quimiocinas .

{500 Vetor resultante de migragao
— EphB2/efrina-B1

Figura 5.4 - Participacao dos receptores EphB2 no modelo de migracao
multivetorial durante a colonizagdo do timo. O painel a esquerda define
esquematicamente a hipotese de que a migragéo dos precursores hematopoiéticos
durante a entrada no timo resulte de um equilibrio de varias interagdes entre ligantes
e receptores simultaneamente. Desta forma, os vetores individuais ddo origem a um
vetor resultante que dirige a migragao destes precursores para o interior dos Iébulos
timicos, do mesénquima que o circunda migrando através da capsula até o cértex. O
painel a direita demonstra que esta migragao multivetorial pode ser alterada quando
estes precursores se encontram agora dentro do timo, onde um ou mais destes
vetores individuais podem ser alterados. As flechas individuais representam os
vetores de migragéo induzidos por estimulos especificos como proteinas da matriz
extracelular (verde), quimiocinas (roxo), EphB2/efrina-B1 (vermelho) e outras
moléculas (cinza). As flechas pontilhadas representam o vetor resultante de

migracao, somatoério dos vetores individuais (adaptado de Mendes-da-Cruz, 2008).
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6. CONCLUSOES

O conjunto de dados experimentais obtidos e sua discussdo com os dados

existentes na literatura nos permitem chegar as seguintes conclusées:

1. Tanto células epiteliais timicas, quanto timdcitos, expressam o receptor

EphB2 e ao menos um de seus principais ligantes, a efrina-B2;

2. O timo de camundongos deficientes em EphB2 e/ou EphB3 apresenta
profundas alteragcdes na rede epitelial timica, tanto em termos de distribui¢cao
e organizagdo, como também em quantidade, evidenciando que o sinal
desencadeado por estes receptores seja essencial para o desenvolvimento e

para a correta organizagdo dos microambientes timicos;

3. O receptor EphB2 e seus principais ligantes, efrina-B1 e efrina-B2, sao
expressos nas células precursoras (Lin") derivadas da medula éssea, onde
este receptor desempenha um papel autbnomo modulando a migragao e a

capacidade de entrada destas células em I6bulos timicos alinféides;

4. A falta do receptor EphB2 nestas células precursoras induz um bloqueio da
diferenciagdo T no estagio DN (CD4°CD8’), enquanto que a ativagao da

sinalizacdo via efrina-B pelos precursores EphB2-2%

permite a maturagao dos
timocitos DN para DP (CD4°CD8%), mas ndo sua diferenciacdo em células
maduras SP (CD4°CD8 e CD4CD8'), mostrando a participagdo deste

receptor durante a diferenciacéo dos linfocitos T;

5. A falta do receptor EphB2 ou de seu dominio catalitico tirosina-quinase nas
células do microambiente timico reduz a deposicdo de proteinas da matriz
extracelular (laminina e fibronectina) e quimiocinas (CXCL12, CCL21, CCL25)
no timo, causando ainda importante inibicido da entrada dos precursores

hematopoiéticos neste 6rgao;

6. O desequilibrio dos sinais transmitidos pelo complexo EphB2/efrina-B impede
o correto posicionamento intratimico dos precursores hematopoiéticos
migrantes recém chegados ao timo, corroborando nossos resultados
anteriores que indicam a participacdo destas moléculas no processo de

diferenciagcao de células T;
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7.

9.

Nos animais mutantes, a auséncia do receptor EphB2, ou de seu dominio
catalitico tirosina-quinase, ndo modifica a expressao dos receptores celulares
VLA-4, VLA-5, VLA-6, CXCR4, CCR7 e CCR9, tanto em timécitos, quanto nos
precursores hematopoiéticos, assim como nao afeta a diferenciacdo de

subpopulagdes especificas destas células precursoras (LSK e CLP);

Precursores hematopiéticos e timdcitos deficientes no receptor EphB2, ou
mesmo em seu dominio intracelular, apresentam migragao reduzida frente a
proteinas da matriz extracelular (laminina e fibronectina) e quimiocinas
(CXCL12, CCL21 e CCL25), sugerindo um defeito na ativagédo de integrinas e

de receptores de quimiocina mediada pelo receptor EphB2;

A co-estimulacdo dos precursores hematopoiéticos e timocitos normais, com
proteinas recombinantes efrina-B1/Fc e proteinas de matriz extracelular ou
quimiocinas, promove uma inibicado da hapto e quiomiotaxia celular, indicando
uma possivel sinalizagdo cruzada entre receptores EphB e integrinas ou

receptores de quimiocina;

10.Na auséncia do dominio catalitico tirosina-quinase, a migragéo dos timdcitos

11.

EphB2-¢?, co-estimulados com efrina-B1 e proteinas de matriz extracelular,
nao sofre alteracdo, sugerindo que o sinal forward desencadeado pelo
receptor EphB2 é responsavel pela reducdo da migracdo observada nas

células que expressam este receptor;

Finalmente, seguindo nosso conceito de migracdo multivetorial, podemos
considerar as interagbes mediadas pelos receptores EphB2 como um novo
vetor que ira modular a migragcao dos precursores T durante os processos de

colonizagéo do timo e de diferenciagéo linfocitaria no interior deste 6rgéo.
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8. Artigos e resumos desenvolvidos e publicados durante o doutoramento — |

EphB2-mediated interactions play a role in thymus colonization by bone

marrow-derived progenitors

Resumo Publicado em Anais de Congresso:

Marco A. Stimamiglio, Eva Jimenez, Suse D. Silva-Barbosa, David Alfaro, José J.
Garcia-Ceca, Juan J. Mufioz, Teresa Cejalvo, Wilson Savino and Agustin G.
Zapata (2008). EphB2-mediated interactions play a role in thymus colonization
by bone marrow-derived progenitors. In: 7" Congress of the International
Society for Neuroimmunomodulation (ISNIM), Rio de Janeiro, Brazil — April 24-
27.

Justificativa

O referido resumo, apresentado em forma de cartaz e publicado nos Anais do
Sétimo Congresso da Sociedade Internacional de Neuroimunomodulagao,
compreende os resultados iniciais do presente trabalho. Estes resultados foram
obtidos durante estagio de doutoramento (sanduiche) com bolsa Capes/PDEE
realizado no Laboratoério do Dr. Agustin G. Zapata na Universidade Complutense de

Madri (Espanha) sob a co-orientagdo da Dra. Eva Jiménez Pérez.
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EPHB2-MEDIATED INTERACTIONS PLAY A ROLE IN THYMUS
COLONIZATION BY BONE MARROW-DERIVED PROGENITORS

Stimamiglio, M.A.", Jiménez, E.", Silva-Barbosa, S.D.%, Alfaro, D.?, Garcia-Ceca
J.J.4 Muiéz, J.J.°, Cejalvo, T.%, Savino, W.”, Zapata, A.G.®

1Faculty of Medicine Complutense University of Madrid, ’0Oswaldo Cruz
Foundation, *Faculty of Biology Complutense University of Madrid, ‘Faculty of
Biology Complutense University of Madrid, °Faculty of Biology Complutense
University of Madrid, °Faculty of Biology Complutense University of Madrid,
"Lab. on Thymus Research FIOCRUZ, 3Cmmplutense University of Madrid

INTRODUCTION: Ephrin-Eph  ligand-receptor pair is known to control
repulsion/adhesion process in the nervous tissue. Recently, a role for this interaction in
the immune system has been reported. Here we evaluated the role of the tyrosine
kinase receptor protein EphB2 in thymus colonization by bone marrow-derived
progenitors.

METODOLOGY: The ability to colonize the thymus was tested using lineage negative
(Lin") bone marrow cells from wild type (WT), EphB2 knockout and a mutant mice
expressing an EphB2-Bgal fusion receptor lacking the cytoplasmic domain.
Lymphocyte-depleted thymic lobes were cultured with 50,000 lin® bone marrow cells,
stained with CFSE or PHK26. Migrating cells recovered from thymic lobes (WT, EphB2
" and EphB2-pgal) were analyzed by flow cytometry. Entire lobes were visualized by
confocal microscopy. Procedures were done according to European ethical rules for
animal research.

RESULTS: RT-PCR analysis showed that lin” progenitors express EphB2, EphB3 and
their ligands ephrin-B1, ephrin-B2. EphB2 knockout progenitors had a diminished
thymus colonization capacity and the EphB2 ectodomain (EphB2-Bgal progenitors) was
enough to reverse this effect. Lower numbers of WT and/or EphB2 mutant progenitors
were recovered from EphB2 mutant thymuses.

CONCLUSIONS: Collectively these results indicate a role for the forward (EphB2) and
reverse (ephrin) signals on thymic epithelial cells, suggesting that EphB2 contributes to
migration and colonization of thymic precursors.

FINANCIAL SUPPORT: Supported by CNPq, CAPES, Fiocruz (Brazil); BFU2004-
03132, BFU2006-65520 (Spain)

ISNIM 2008 59
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9. Artigos e resumos desenvolvidos e publicados durante o doutoramento — Il

EphB2-mediated interactions play a role in T-cell progenitor migration

Resumo Publicado em Anais de Congresso:

Marco A. Stimamiglio, Eva Jimenez, Suse D. Silva-Barbosa, David Alfaro, José J.
Garcia-Ceca, Juan J. Mufnoz, Teresa Cejalvo, Wilson Savino and Agustin G.
Zapata (2009). EphB2-mediated interactions play a role in T-cell progenitor
migration. In: Ill Iberoamerican Congress on Neuroimmunomodulation
(CIBANIM), Buenos Aires, Argentina — April 20-22.

Justificativa

O referido resumo, apresentado em forma de cartaz e publicado nos Anais do
Terceiro Congresso |beroamericano de Neuroimunomodulagdo, compreende os
resultados de migracdo em sistema de transwell® apresentados no presente
trabalho. Estes experimentos foram realizados em parte no Laboratério de
Pesquisas sobre o Timo da Fundacdo Oswaldo Cruz (Brasil) e finalmente no
Laboratério do Dr. Agustin Zapata na Universidade Complutense de Madri

(Espanha).
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EphB2-mediated interactions play a role in T-cell progenitor migration
Marco A. Stimamiglio'?, Eva Jiménez®, Suse D. Silva-Barbosa?, David Alfaro’,
José J. Garcia—Ceca1, Juan J. Muﬁc’nz1, Teresa Cejalvo", Wilson Savinoz,
Agustin G. Zapata'.

Dept. Cell Biology, Faculty of Br’ofogyf and Medicine®, UCM, Madrid, Spain;
2Laboratory on Thymus Research, Oswaldo Cruz Institute, Oswaldo Cruz
Foundation, Rio de Janeiro, Brazil — e-mail. stima@ioc.fiocruz.br

Ephrin-Eph ligand-receptor pair is known to control repulsion/adhesion
processes in the nervous tissue. Recently, a role for this interaction in immune
system has been reported. Our previous results demonstrated that tyrosine
kinase receptor EphB2 controls thymus colonization since reduced EphB2-
Knockout lineage negative (Lin") progenitor entry on Ilymphocyte-depleted
thymic lobes occurs. EphB2LacZ Lin" progenitors, that only lacks EphB2
cytoplasmic domain, revert this effect and colonize thymic lobes signaling
epithelial cells through its ectodomain (reverse signaling). Because underlying
mechanims involved in these processes are little know we here evaluated the
role of EphB2 receptor in T-cell progenitors migration through extracellular-
matrix proteins (ECM) or towards chemokine stimuli.Firstly migration ability of
mutant cells was tested using Lin™ bone marrow precursors and thymocytes
from wild type (WT), EphB2-knockout and EphB2LacZ mice. We used laminin,
fibronectin or the chemokines CXCL12, CCL21 or CCL25 as haptotactic and
chemotactic stimuli on a transwell system. After 4 hours of incubation, migrated
cells were counted and analyzed by flow cytometry using hematopoietic
progenitor or thymocyte subpopulation phenotypic markers. EphB2"~ and
EphB2LacZ T-cell progenitor subpopulations had a diminished capacity to
migrate through ECM stimuli as well as a reduced chemotaxis for all tested
chemokines. On the other hand, EphB2 activation with immobilized ephrin-
B1/Fc fusion proteins also induced reduced haptotaxis and chemotaxis of WT,
but not EphB2LacZ, T-cell progenitor subpopulations demonstrating the specific
involvement of EphB2 and the relevance of its forward signaling in both thymus
colonization and intrathymic cell migration.

Support:CNPq/CAPES/Fiocruz(Brazil);BFU2004-03132/BFU2006-65520(Spain)
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]|

Is there a role for fibronectin upon true histiocytic lymphoma progression?

Manuscrito Publicado:

Stimamiglio, MA, Silva-Barbosa, SD, Domingues, MA, Trentin, AG, Alvarez-Silva, M,
Savino W. (2008). Is there a role for fibronectin upon true histiocytic lymphoma

progression? Int J Oncology 33, 517-24.

Justificativa

Em etapas prévias ao trabalho ora apresentado desenvolvemos estudos
relacionados ao tema geral de mecanismos de controle da migragcado celular que
gerou o presente manuscrito concluido durante o doutorado. Neste manuscrito
avaliamos as fungdes biologicas de interagdes mediadas por integrinas e moléculas
da matriz extracelular em modular processos vitais durante a progressao tumoral,
como a adesao celular, a proliferacdo, a migracdo e a sobrevivéncia das células
neoplasicas de origem hematopoiética. Como sabemos, as interagdes estabelecidas
entre as células e o microambiente tecidual s&o cruciais para a sua sobrevivéncia e
desenvolvimento. Uma das formas conhecidas de interagdes entre as células e seu
microambiente ocorre através da matriz extracelular, rede complexa de
macromoléculas que proporciona suporte fisico para a estruturagcao tecidual e
modula o comportamento celular, e seus receptores presentes na superficie das
células, como as integrinas. Neste sentido, nosso primeiro trabalho demonstra a
importancia de se estudar os mecanismos moleculares utilizados pelas células

durante o reconhecimento e a migragao através do microambiente tecidual.
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Abstract. Cell interaction with extracellular matrix is a
crucial event for various biological processes, including tumor
progression. Although not exclusively, these interactions
are frequently mediated by bidirectional signaling receptors
known as integrins. Using a human histiocytic lymphoma-
derived cell line (U-937), we evaluated the effects of ECM
proteins and their integrin-type receptors in the regulation
of cell attachment, proliferation, migration and survival.
Fibronectin induces higher cell attachment in vitro when
compared to laminin. Fibronectin also promotes a decrease
in cell migration but do not modulate cell proliferation and
death. Pre-incubation of U-937 cells with VLA-5 antagonistic
peptides inhibited attachment of the cells to fibronectin-
coated substrates. In a second vein, we observed that lymph
node specimens obtained from diagnosed patient for true
histiocytic lymphoma had greater deposition of fibronectin
(but not laminin) around malignant clones. These results
suggest that fibronectins play a relevant role in the establish-
ment and progression of true histiocytic lymphoma cells.
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Introduction

Cell interaction with extracellular matrix (ECM) is a crucial
event for various biological processes, including cell prolife-
ration, differentiation, migration and death, as well as tumor
growth and metastasis (1). The complex process of tumor
cell growth and metastasis consists of a series of steps, in
which tumor cells progress from cell-cell interactions to
cell-ECM interactions mainly involving cell surface adhesion
molecules (2), including, among others, integrins, selectins,
members of the immunoglobulin gene superfamily, cadherins
and CD44 (3.4).

Integrins are a diverse family of glycoproteins that form
heterodimeric receptors composed of non-covalently associated
« and b subunits (5). These molecules are bidirectional
signaling receptors which convey information both into and out
of the cell (6). Several integrins of the B, and B, family have
been identified in hematopoietic cells. Among B;-integrins, a
particular role has been attributed to 481 (CD49d/CD29)
and a5B1 (CD49e/CD29) for the adhesion of hematopoietic
cells to fibronectin (FN) (7.8). The FN cell-binding domains
recognized by these integrins are the alternative spliced
segment ITI CS (CS1) (9), and the Arg-Gly-Asp (RGD)
sequence (10), respectively. Fibronectin receptors play a
critical role in the attachment of hematopoietic progenitors
to bone marrow (2). Additionally, these interactions can
result in signal transduction that can alter proliferation and
apoptosis in leukocytes (7-11).

It has been shown that in leukemia, the aberrant expression
of integrins is related to infiltration in bone marrow and lymph
nodes. In chronic myeloid leukemia, abnormal trafficking of
malignant progenitors may be related to impaired «461 and
561 integrin-mediated adhesion to stromal cells and FN, as
well as abnormal mability onto FN substrates (12).

In the context of integrin-ECM interactions, invasive cells
can exhibit selective targeting to specific locations in the host.
For the true histiocytic lymphoma (THL). lymph nodes,
gastrointestinal tract, skin, and soft tissues are common sites
of infiltration (13). THL is a rare aggressive non-Hodgkin's
lymphoma (<0.5% of NHLs) with a very poor outcome. It is
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composed of neoplastic cells with variable morphology, with
immunophenotypic evidence of histiocytic differentiation
(14,15). This tumor frequently has an aggressive behavior and
is preferentially localized, but may occur as a disseminated
disease (16,17). Clinical features include weight loss, fever,
lymphadenopathy and splenomegaly. The gastrointestinal
tract is the most frequent extranodal localization. Infiltration
of neoplastic cells is observed in central nervous system,
bone, skin, lung, liver, kidney, bone marrow and soft tissues
(16,18). In lymph nodes, neoplastic cells tend to surround the
sinuses, where they can be immunohistochemically revealed
with one or more histiocytic markers: CD68, lysozyme and
a-1 anti-trypsin (15).

We investigated herein the role of fibronectin in the
behavior of the U937 THL cell line, and correlated the degree
of fibronectin deposition in lymph nodes from a THL patient.

Materials and methods

Reagents. RPMI-1640 culture medium, bovine serum
albumin (BSA), penicillin, streptomycin, L-glutamine,
propidium iodide solution, human plasma fibronectin and
EHS murine sarcoma derived laminin were purchased from
Sigma (Saint Louis, MO, USA), whereas fetal calf serum
(FCS), EDTA and the CellTrace' CFSE cell proliferation kit
were from Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). The antibodies
anti-CD49d-PE (anti-VLA-4; clone 9F10), anti-CD49e-PE
(anti-VLA-5; clone ITA1), anti-CD49f-PE (anti-VLA-6;
clone GoH3), anti-CD29-PE-Cy5 (clone MAR4), as well as
the controls anti-mouse IgG,-PE (clone MOPC-21), anti-mouse
IgG,-PE-Cy5 (clone MOPC-31C) and anti-rat [gG,,-PE
(clone R35-95) were purchased from Becton-Dickinson/
Pharmingen (San Diego, CA, USA) whereas polyclonal rabbit
anti-human laminin (code Z0097) and anti-human fibronectin
(code A0245), immune sera, LSAB*™ kit and liquid diamino-
benzidine (DAB) were from Dako (Carpinteria, CA, USA).
The apoptosis detection kit was from (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA) and the peptides GRGDSP (RGD
peptide), EILDVPST (CS-1 peptide) and GRGESP (control
RGE peptide) were synthesized by Invitrogen (EvoQuest™
Laboratory Services, Carlsbad, CA, USA).

Cell culture. The human histiocytic lymphoma cell line U-937
(19) was obtained from the Rio de Janeiro Cell Bank (Federal
University of Rio de Janeiro). Cells were grown under standard
cell culture conditions, in RPMI-1640 medium containing
2x10° M L-glutamine, 100 UI/l penicillin/streptomycin, and
supplemented with 10% (v/v) heat-inactivated fetal calf serum,
in 25 cm? flasks (Costar, Cambridge, MA, USA). Growth and
morphology were checked twice a week and the cells used
for experimentation were at the third culture passage.

Flow cytometric analysis. Detection of ECM receptors on
U-937 cell membrane was carried out by cytofluorometry as
described elsewhere (20). Cells (10° viable cells per well) were
plated in 96-well microplates (Nalge Nunc International,
Naperville, USA). Cell suspensions were first incubated with
purified mouse IgG (used for blocking Fc receptors), and
subjected to anti-CD49d-PE, anti-CD49%-PE, anti-CD49f{-PE
or anti-CD29-PE-Cy5 mAb, or to the corresponding lgG-

STIMAMIGLIO ef al: FIBRONECTIN IN HISTIOCYTIC LYMPHOMA PROGRESSION

matched negative controls. Cells were ultimately analyzed
using a FACScalibur apparatus (Becton Dickinson, San Jose,
CA, USA). A cell gate excluding cell debris and non-viable
cells was determined using forward and side scatter parameters,
and was confirmed in some experiments with the use of
propidium iodide staining and immediate analysis of unfixed
cells. Analyses were done after recording at least 10000 events
for each sample.

Cell adhesion assay. To assess the adhesive capacity of U-937
cells on ECM substrata, cells were washed, and submitted to
a cell adhesion assay on plates (24-well plates, Nalge Nunc
International) pre-coated with 10 gg/ml FN, laminin or BSA
overnight at 4°C, as previously described (21). The wells
were washed three times with adhesion buffer (0.5% BSA
in RPMI-1640 medium) and blocked with RPMI-1640
containing 1% BSA for 1 h at 37°C. Cells were them added
to the wells (2x10° cells per well in 500 gl adhesion buffer)
for 1 h at 37°C, followed by 30 min of incubation under
shaking (60 rpm). After further washing to remove non-
adherent cells, adherent cells were detached with ice-cold
RPMI-1640 containing 5 mM EDTA and counted in a hemo-
cytometer. When testing for peptide blocking activity, U-937
cells were pre-incubated in the presence of soluble peptides
(RGD, CS-1, RGD and CS-1 or RGE; 500 pg/ml) for 1 h in
ice bath, before adhesion to FN.

Cell proliferation assay. Labeling of U-937 cells with carboxy-
fluorescein diacetate succinimidyl ester (CESE) was performed
as described previously (22) with minor modifications. In
brief, U937 cells were washed twice and resuspended in
prewarmed PBS/0.1% BSA at a final concentration of
1x10°8 cells/ml, then incubated in 1 yM CFSE (Molecular
Probes, USA) at 37°C for 15 min. Cells were washed again
before addition to cell proliferation assays on 24-well plates
pre-coated with 10 gg/ml BSA or FN. Two hundred thousand
cells were added to each well (in 1 ml RPMI-1640) for 1, 24,
48 and 72 h at 37°C. CFSE-labeled cells were then harvested
from individual wells, washed in ice-cold PBS/0.1% BSA.,
resuspended and fixed in 200 pl 1% paraformaldehyde.
Growing cells were ultimately analyzed using a FACScalibur
apparatus (Becton Dickinson).

Cell migration assay. Migration experiments were performed
using Transwell plates (6.5 mm diameter and 8 pm pore size;
Corning Costar, Cambridge, MA, USA), as currently used in
our Laboratory to ascertain fibronectin-driven T cell migration
(23). Both surfaces of the polycarbonate membrane were
coated with 10 pgg/ml of FN, laminin or BSA for 1 h at
37°C, followed by 1 h blocking with 1% BSA. Cells (5x10°)
were then added to the upper chamber in 100 gl 0.5%
BSA/RPMI-1640, and 600 ul 0.5% BSA/RPMI-1640 were
added to the lower chamber. After 4-h incubation at 37°C in
5% CO,-containing atmosphere, cells that migrated into lower
chambers were removed and counted in a hemocytometer.

Cell survival assay. An apoptosis detection kit (R&D Systems)
was used to quantitatively determine U-937 cells undergoing
apoptosis by virtue of their ability to bind annexin V and
exclude propidium iodide (24). For the assay, cells (2x105 cells
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Figure 1. Histological and immunohistochemical features of lymph node from a patient diagnosed as bearing a true hlstlocytlc lymphoma. A, hematoxylin-

eosin staining, where malignant cells containing larger nuclei can be easily distinguished (arrow). T

positive for CD15, CD45 and Lysozime (B, C and D, respectively). Original magnification x400.

per well in 1 ml RPMI-1640) were cultured for 0, 24, 48 and
72 h at 37°C on plates (24-well plates, Nalge Nunc Inter-
national), pre-coated with 10 gg/ml FN or BSA and blocked
with PBS/1% BSA. Cells were then harvested from individual
wells, washed once and resuspended in 100 gl of binding
buffer (100 mM HEPES, pH 7.4, containing 1.5 M NaCl,
50 mM KCI, 10 mM MgCl,, and 18 mM CaCl,) containing
Annexin VA and 0.5 pg of propidium iodide for 15 min at
room temperature in the dark. Binding buffer was then added
to the mixture, and flow cytometry was performed using a
FACScalibur apparatus. The percentage of total cells that did
not bind propidium iodide or Annexin V-FITC (viable cells),
cells that bound Annexin VAT¢ alone (early apoptosis), or
cells that bound both propidium iodide and Annexin V-FITC
(late apoptosis or necrosis) was determined, and the results are
presented in the form of a density plot.

Lymph node samples. Representative cases of normal and
neoplastic lymph nodes were selected from the Hemopathology
Laboratory, Santa Catarina Center of Hematology and Hemo-
therapy (Santa Catarina, Brazil). This study was conducted in
accordance with an approved protocol by the institutional
review board and the studies were performed in accordance
with the Helsinki Declaration of 1975. Cervical lymph node
biopsy was performed in a 43-year old male patient, whose
clinical examination revealed a bilateral cervical mass, axilar
and mediastinal lymphadenomegaly and fever, with no signs
of infection. The biopsy showed diffuse altered lymph node
architecture with large atypical cells with pleomorphic nuclei,
coarse chromatin with one or more nucleoli, and basophilic
vacuolated cytoplasm. Flow cytometry and immunohisto-

operoxidase staining r led that these cells are
94.8%
cD29
98.7%

64.1%

Relative cell numbers

10? 10°
cD49d ——

10° 10°

Figure 2. Differential expression of VLA-4 and VL A-5 fibronectin receptors
in early cultures of true histiocytic lymphoma U-937 cells. Flow cytometric
histograms show that CD29 (the B, integrin chain) is highly expressed, and the
same is seen as regands the expression of CD49¢ (the a3 integrin chain that
forms the FIN receptor VLA-5, the integrin o561 or CD49e/CD29). Differently,
only 60% of the cells express (at rather low density) CD49d (that forms the
FN receptor VLA-4, the integrin adBl or CD49d/CD29).
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chemistry studies showed cells positive for CD45, CD68,
CDI15 and lysozyme, and negative for chloracetatesterase
and T or B lymphocyte markers (see Fig. 1 for immuno-
histochemistry). A diagnosis of a malignant neoplasm with
morphological and immunophenotypic features of true histio-
cytic lymphoma (THL) was ascertained. Control specimens
consisted of cervical lymph nodes obtained from patients
with negative diagnosis for neoplastic diseases.

Immunohistochemical evaluation. Immunohistochemistry
was performed on 4-pm tissue sections previously plated on
silane-coated glass slides (Electron Microscopy Sciences,
Hatfield, USA). In brief, paraffin tissue sections were treated
with xylene and re-hydrated. For the detection of ECM
components, slides were subjected for 30 min with 3 pl/ml
hydrogen peroxide in methanol to quench endogenous
peroxidase activity and then incubated with appropriately
diluted antibodies to laminin or fibronectin. Sections were
then incubated to the peroxidase-coupled second antibody
LSAB* system for 30 min at room temperature. We developed
the chromogen with immersion of the slides in a diamino-
benzidine-H,O, substrate for 5 min. The slides were counter-
stained with haematoxylin, dehydrated and mounted under
cover slides.

Statistical analysis. Statistical significance was determined
by One-way ANOVA, followed by Newman-Keuls multiple
comparison test. Values of p<0.05 were considered significant.
Data were expressed as mean + standard error.

Results

Expression of f3,-integrin receptors on U-937 cells and
adhesion to corresponding ECM ligands. U937 cell inter-
actions with proteins of the ECM are mediated, although not
exclusively, by different receptors of the B, integrin family
(25). We therefore investigated U937 cells for B, integrin
expression using cytofluorometry. As seen in Fig. 2, CD29
(the B, integrin chain) was largely expressed. Accordingly,
cells were positive for both fibronectin receptors, although
expression of VLA-5 (a561, detected with the anti-CD49e
antibody) was clearly higher than that seen for VLA-4
(adB1, revealed with the anti-CD49d reagent). These results
reveal that the VLA-5 fibronectin receptor is preferentially
expressed when compared to VLA-4. The data presented
were obtained until the 3rd day of culture, since we noticed that
the membrane expression of these integrins decreased after
further culturing in serum containing-medium (data not shown).
In order to test cell adhesion abilities to ECM-coated
plates, U-937 cells in the third culture passage were used. We
observed that in FN-coated plates the adhesion was increased
in about 13 to 16 times when compared to adhesion to
BSA (Fig. 3A). Moreover, we observed various cells on the
FN-coated plactes, which were spread, exhibiting cytoplasmic
processes (Fig. 3B). The adhesion of cells to laminin-coated
plates was not different to the control assays. Colorimetric
assay of attached cells had similar results (data not shown).
Pre-incubation of U-937 cells with synthetic peptides
inhibited attachment of the cells to FN-coated substrates. More
than 70% of U937 cells were unattached in the presence of
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Figure 3. Specitic adhesion of true histiocytic lvmphoma U-937 to ECM
fibronectin. Cells were incubated on bovine serum albumin (BSA), fibronectin
(FN) or laminin-coated (LN) plates, as described in Materials and methods.
A, Numbers of adherent viable cells, as ssed by trypan blue exclusion.
B, Representative microscopic fields in the same three conditions. Note that
in the fibronectin-coated plate, many cells acquired a spindle-shaped protile.
Data are shown as means + SE of three independent experiments performed
in triplicate. " p<0.001. Original magnification x200.
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Figure 4. Inhibition of true histiocytic lymphoma U-937 cell adhesion to
FN-coated surfaces by the VLA-5 inhibiting RGD peptide. Cells were pre-
incubated in the presence of soluble peptides (RGD, CS-1, RGD plus CS-1 or
RGE; 500 x g/ml) before adhesion to fibronectin. Numbers of adherent viable
cells were assessed by trypan blue exclusion. Data are shown as means = SE
of three independent experiments performed in triplicate. **p<0.001.

500 pg/ml RGD peptide. The mixture of RGD and CS-1
peptides showed a similar inhibitory effect compared with those
by RGD peptide alone. Importantly, the CS-1 and the control
peptide, RGE, did not block cell adhesion (Fig. 4). These
findings clearly point to the notion that the response of U-937
cells to fibronectin is mediated by VLA-5 rather than VLA-4.
In accordance to the cytofluorometric data, cells derived
from long-term cultures (that reduce FN receptor expression)
highly decreased the adherence to fibronectin (not shown).

Migration arrest of U-937 cells onto FN substrates. The
ability of a cancer cell to migrate is governed by several
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Figure 5. Fibronectin arrests migration of true histiocytic lymphoma U-937
cells. Data represents the total numbers of migrating cells in transwell
chambers after stimulation with bovine serum albumin (BSA), fibronectin
(FN) or laminin (LN). Migration assay was performed as described in
Materials and methods. Numbers of migrating viable cells were assessed by
trypan blue exclusion. The data are shown as means + SE of four independent
experiments performed in triplicate. ***p<0001.

factors, and depends on the dynamic interaction with the
ECM (26). Using the transwell migration assay, we compared
the effects of ECM proteins on U-937 cell migration. In BSA-
coated control inserts, ~10% of the U-937 cells spontaneously
migrated after 4 h. When cells were challenged to migrate
onto FN-coated inserts, a significant decrease of migration
was observed. This was not observed in laminin-coated inserts,
where values for cell migration were not different from those
seen in the BSA-coated inserts (Fig. 5).

U-937 cell proliferation and survival on FN substrates. We
monitored U-937 cell proliferation, on ECM-coated plates.
Cells initially adhered to FN-coated wells, but no differences
in the proliferation rate were observed when cells were
cultured onto FN or BSA substrates (Fig. 6).

In early studies it was shown that death of U-937 cells
could be induced by serum withdrawal (27). To determine if
cell-matrix attachment modulates cell survival under serum-
deprivation conditions, cells were plated on 24-well plates
coated with fibronectin or BSA and cultured for 24, 48 and
72 h. We found that FN substrate did not alter U-937 cell
survival under serum-deprivation conditions when compared
to BSA substrate (Fig. 7).

Increase in fibronectin contents within lymph node of THL
patient. Based on in vitro results showing ECM effects on
the behavior of a THL cell line. we searched for the ECM
deposition in vive studying a case of THL. We analyzed
the sub-capsular region from normal or THL infiltrated
lymph nodes. In the THL specimens we found large cells
with a more open nuclear chromatin pattern, with one or
more prominent centrally-located nucleolus (Fig. 1). When
we analyzed ECM protein staining, we observed in normal
lymph nodes, a larger FN deposition in the capsule with a
rather weak expression in the cortical region. In THL-
infiltrated node a strong FN labeling was observed in the
capsule as well as in the cortical region. This was paralleled
by reticular fiber deposition around cortical cells, possibly
coordinated by malignant infiltration (Fig. 8). Differently,
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Figure 6. Fibronectin does not alter true histiocytic lymphoma U-937 cell
proliferation. Cell proliteration was visualized by loss of CFSE after 1, 24,
48 and 72 h of culture on BSA (black line) or FN-coated (red line) wells.
A Representative histograms showing the proliferation profiles. B, The X-Y
plot graphs represent the mean of CFSE fluorescence intensity on U-937
cells in three independent experiments performed in duplicate.

laminin immunostaining revealed a uniform distribution in
capsule and cortex in both control and THL-infiltrated lymph
nodes (data not shown).

Discussion

Herein, we demonstrated the role of fibronectin substrate
on U-937 histiocytic lymphoma cell line adhesion and
migration. We showed that the interaction with fibronectin
can strongly adhere and arrest migration of U-937 cells.
These responses seems to be mediated specifically by
CD49e/CD29 (a5B81 integrin, VLA-5) rather than CD49d/
CD29 (adB1 integrin, VLA-5), since it can be abrogated by
the VLA-5 blocking peptide RGD, but not by the CS-1
sequence, which is specifically recognized by VLA-4. This
difference is in keeping with the higher membrane
expression of CD49e, when compared to CD49d. This
correlates to normal tumor progression in which cancer cells
invade, attach, remodel the ECM microenvironment and
establish on host tissues (5).

It should be noted however, that although U-937 cells do
respond to fibronectin, this ECM component does not seem
to be relevant for proliferation or death rescue of these cells
in conditions of serum deprivation.

For hematological malignancies, the role of fibronectin
can differ: while in some tumors fibronectin induces neoplastic
survival and/or development (28,29), in others, its role for
malignant progression is not relevant (30). In the case of
THL cells, fibronectin does not alter cell growth but appears
to modulate cell attachment and migration. This is in keeping
with other findings showing that the presence of soluble factors
together with fibronectin may regulate cell attachment as
well as increase cell migration, that may favor THL malignant
infiltration in lymph nodes and in other tissues (31).
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Figure 7. Fibronectin does not alter true histiocytic lymphoma U-937 cell survival under serum-deprivation. (A) Representative histograms showing
propidium iodide (PI) and annexin V staining at the point zero (1) of culture, 24 h of culture on BSA (2a) or FN (2b), 48 h of culture on BSA (3a) or FN (3b),
and 72 h on BSA (4a) or FN-coated (4b) wells. (B) Percentages of annexin-V positive/PI negative (early apoptosis) and annexin-V positive/PI positive (late
apoptosis or necrosis) cells cultured on BSA or FN-coated wells for 0, 24, 48 and 72 h under serum-deprivation. Data are shown as means = SE of three

independent experiments performed in triplicate.

A second aspect deserving discussion refers to which
fibronectin receptor(s) would be involved in FN-driven
THL cell responses. In this respect, it has been shown that
fibroblast adhesion to LDV sequence of fibronectin via
adB1 integrin represses aSB1-mediated interstitial collagenase
expression (32). Additionally, fragmentation of fibronectin
by plasmin de-repress «5B1-mediated invasion during wound

healing, indicating an important attribute of «481 integrin in
regulation a5B1-induced invasion (33,34). In our studies, it
was clear that changes in adhesiveness and migration of U-937
cells after exposure to fibronectin occurred through the VLA-5
receptor, rather than VLA-4.

In connection with the in vitro data, we also observed
that lymph nodes infiltrated by THL cells had a greater
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Figure 8. Immunostaining of fibronectin in normal (A) or THL-infiltrated (B)
cervical lymph nodes. Arrows indicate the deposition of the ECM protein.
Note that fibronectin staining is much denser in THL than control lymph node,
with clearcut FN-containing fibrils (arrows). Specimens were counterstained
with haematoxylin. Original magnitication x400.

deposition of fibronectin (but not laminin) around malignant
cells. The over-expression of fibronectin in THL infiltrated
lymph node specimens, together with the behavior observed for
U-937 cells on FN leads to the hypothesis that the establish-
ment of micrometastasis seen in THL patients may be related
to FN-driven migration and adhesion of the malignant cells.
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